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RESUMEN

El oxido nitrico (NO) es un gas soluble sintetizado en diversas células a partir de L-
arginina, a través de una reaccion de oxidacion catalizada por las enzimas Oxido nitrico
sintasas (NOS). Se sintetiza en el endotelio vascular, y posee una potente accion
vasodilatadora, que permite mantener una respuesta vascular adecuada a las crecientes
demandas de flujo de sangre durante el ejercicio. En la sangre es oxidado a nitrito, que
permanece estable en el plasma sanguineo. Al mismo tiempo, el nitrito puede ser reducido

a Oxido nitrico en condiciones de hipoxia.

El objetivo de este trabajo es describir la concentracion plasméatica de nitrito como
metabolito estable del 6xido nitrico en equinos FSC con diferente rendimiento hipico.

Se utilizaron tres grupos de equinos FSC con diferente rendimiento. La muestra de sangre
se obtuvo en la mafiana, en condicion de ayuno y reposo. Luego se centrifugo para obtener
el plasma, y la concentracion de nitrito se determiné por la prueba de Griess. Los resultados
se expresan como UM de nitrito, indicAndose valor promedio + desviacion estandar para

cada grupo.

El mayor valor se obtuvo en el grupo intermedio (226,96 + 28,17), el cual difiere
significativamente (p<0,05) respecto al grupo de bajo rendimiento (190,36 + 26,81) y de
alto rendimiento (157,94 + 31,59). Este resultado se explica debido a que los grupos de
rendimiento bajo e intermedio tienen un régimen de competencia similar (14,1 y 12,0
promedio de carreras corridas en Gltimos 6 meses respectivamente), en tanto para el grupo
de alto rendimiento este promedio es de 6,7. A su vez, en el presente estudio la
concentracion de nitrito se correlacion6 positivamente con el valor del VGA (p = 0,44).

Estos hallazgos sugieren que la concentracion de nitrito plasmatica como indicador de
actividad de NOS endotelial, no constituiria un biomarcador de rendimiento hipico en
ejemplares con diferente régimen de training, pero podria representar una adaptacion al
ejercicio.

Palabras claves: Oxido Nitrico, Nitrito, Equino, Ejercicio.



ABSTRACT

Nitric Oxide (NO) is a soluble gas synthesized in various cells from L-arginine through a
oxidation reaction catalyzed by NO synthase (NOS). Nitric Oxide is synthesized in the
vascular endothelium, and has potent vasodilating action, which enables to maintain
adequate vascular response to growing demands of blood flow during exercise. In blood is
oxidized to nitrite, that remains stable in blood plasma. At the same time nitrite can be
reduced to NO under hypoxia.

The objective of the study is to describe the plasma concentration of nitrite as a stable

metabolite of nitric oxide in thoroughbreds with different performance.

Three groups of thoroughbreds with different performance were used. The blood sample
was obtained in the morning, at fasting condition and rest. Then centrifuged to obtain
plasma, and the concentration of nitrite was determined by the Griess assay. Results are

expressed as M of nitrite, indicating average value + standard deviation for each group.

The highest value was obtained in the intermediate group (226,96 + 28,17), which differed
significantly (p <0,05) compared to the low performance group (190,36 + 26,81) and high
performance group (157,94 = 31,59). This result is explained because the low and
intermediate groups have a similar competition regime (14,1 and 12,0 average of races in
last 6 months, respectively), while for high performance group this average is 6,7. In turn,

the nitrite concentration was positively correlated with PCV (p = 0,44).

These findings suggest that plasma nitrite concentration as an indicator of endothelial NOS
activity, would not constitute a biomarker of performance in thoroughbreds with different
training regime, but could represent an adaptation to exercise.

Keywords: Nitric Oxide, Nitrite, Equine, Exercise.



INTRODUCCION

El caballo actual es el resultado de la evolucién desde los animales de pastoreo, en los
cuales la velocidad y resistencia fueron progresivamente modificadas por la cria selectiva
por parte de los seres humanos, siendo adaptados a una gran variedad de usos, que en el
caso de los Fina Sangre de Carrera (FSC), les permite correr a gran velocidad, alcanzando
como méximo 64 kilébmetros por hora en distancias entre 800 y 5.000 metros (Hinchcliff y
Geor, 2008).

El ejercicio produce cambios coordinados en casi todos los sistemas del cuerpo, los cuales
representan una respuesta compleja e integrada cuyo objetivo final es satisfacer la demanda
energética de la contraccion muscular. La produccion de la energia necesaria para el
ejercicio esta vinculada a la oxidacion de sustratos enddgenos y un suministro adecuado de
oxigeno (Hinchcliff y Geor, 2008). De modo que la coordinada funcién de los sistemas
respiratorio, cardiovascular y muscular, proporciona cambios rapidos en el flujo de oxigeno

desde los pulmones a las mitocondrias (Poole y Erickson, 2008).

Durante el ejercicio aumenta de forma notable la demanda de oxigeno a nivel muscular,
aumentando entre 20 a 30 veces el flujo sanguineo a nivel de capilares musculares, debido
en parte a la produccion local de sustancias vasoactivas que incluyen el éxido nitrico (NO)
(Rivero y Piercy, 2008). Este es un potente vasodilatador que se transforma rapidamente en
nitrito, un metabolito estable que juega un importante papel como biomarcador de la
actividad endogena de la enzima 6xido nitrico sintasa (NOS), cuya actividad es la sintesis

de 6xido nitrico (Kleinbongard et al., 2003).

En la presente memoria de titulo se abordd la determinacién de la concentracion plasmética
de nitrito como marcador bioldgico de la sintesis de 6xido nitrico en equinos FSC en

periodo de entrenamiento activo, con el fin de evaluar su asociacion con rendimiento.



REVISION BIBLIOGRAFICA

El 6xido nitrico es un gas soluble sintetizado en diversas células de mamiferos a partir de
L-arginina (Lauer et al., 2002), a través de una reaccion de oxidacion catalizada por la
familia de enzimas 6xido nitrico sintasas (NOS) (Bryan, 2006). Se han identificado hasta la
fecha tres isoformas distintas: NOS neuronal (tipo 1), NOS inducible (tipo 1) y la NOS
endotelial (tipo II) (Lauer et al., 2002).

La sintesis de Oxido nitrico es el resultado de una serie de reacciones de dxido/reduccion,
que incluyen oxigeno molecular y un gran nimero de coenzimas, las que se unen a sitios
especificos en la enzima (Bruckdorfer, 2005). Estas coenzimas son tetrahidrobiopterina
(H4B), nicotin adenin dinucleétido fosfato (NADPH), flavin mononucleétido (FMN) vy
flavin adenin dinucleotido (FAD). Ademas, NOS | y Il son dependientes de Ca?*y
calmodulina (Lauer et al., 2002). Ambas enzimas se expresan constitutivamente y producen
Oxido nitrico en bajas concentraciones. En tanto, NOS Il produce grandes cantidades de
Oxido nitrico después de la induccién por estimulos externos, por ejemplo, lipopolisacérido
bacteriano, alcanzando una actividad maxima después de 24 horas, y es activa a bajas

concentraciones de calcio (Bruckdorfer, 2005).

Las tres isoformas catalizan la sintesis de Oxido nitrico, pero se distinguen por sus
diferencias estructurales, localizandose en tejidos especificos para las diversas funciones
que el 6xido nitrico tiene en el organismo. El foco inicial de investigacion de éxido nitrico
fue el endotelio, donde se encontrd una actividad constitutiva de NOS. Ademas, el oxido
nitrico tiene funciones mas alla de su capacidad para causar vasodilatacion de los vasos
sanguineos, ya que también actla como neurotransmisor y como bactericida cuando se

libera en grandes cantidades por los macréfagos activados (Bruckdorfer, 2005).

La NOS 1lI o endotelial (eNOS) se encuentra en regiones de la membrana plasmatica
Ilamadas caveolas, que son estructuras que estan asociadas a receptores para agentes que
regulan la actividad de las células endoteliales. La activacion fisiologica mas importante de
la NOS 11l se produce como resultado de la estimulacion repetida del flujo pulsatil de la
sangre sobre el endotelio. Pequefias cantidades de 6xido nitrico se producen en el endotelio
de vasos sanguineos de gran y mediano calibre, para dilatar las arterias (Bruckdorfer,

2005). Esta vasodilatacion inducida por el endotelio, es necesaria para mantener una



respuesta vascular adecuada a las crecientes demandas de flujo de sangre durante el
ejercicio (Rassaf et al., 2007). Asi, el 6xido nitrico contribuye a la disminucion de la
resistencia vascular periférica que contrarresta el aumento del gasto cardiaco manteniendo

la presion arterial dentro de los rangos fisioldgicos (Poole y Erickson, 2008).

La activacion de NOS 111 puede producirse por aumento del Ca*? intracelular a través de
procesos mediados por receptores asociados con ATP, bradiquinina y acetilcolina. El Ca*?
se une a la calmodulina y este complejo activa la enzima. Sin embargo, este requerimiento
de Ca* se puede reducir si la enzima es modificada por fosforilacion de sus residuos de
serina, existiendo evidencia de que esta fosforilacion es un mecanismo comun para la
activacion de la NOS Ill. Asi, en el endotelio se encuentran constantemente bajos niveles
de déxido nitrico, pero no asociados al estimulo de agonistas como la acetilcolina, sino que
se asocia al estrés normal de friccion generado por el flujo pulsatil de sangre via proteina
quinasa B (PKB), que fosforila directamente la NOS Ill. Este dxido nitrico endotelial
difunde facilmente a través de la membrana celular hacia el masculo liso y al lumen del

vaso sanguineo (Bruckdorfer, 2005).

El 6xido nitrico difunde a través de las membranas celulares del musculo liso sin mediacion
de receptores especificos, y en el citosol se une a la enzima guanilato ciclasa soluble (sGC),
cuya actividad conduce a la formacién de GMP ciclico (GMPc) a partir del nucleétido GTP
(Bruckdorfer, 2005).

El GMPc activa la proteina quinasa G (PKG), la que inhibe la fosforilacion de la cadena
ligera de miosina, necesaria para su interaccion con filamentos de actina y posterior
contraccion. La PKG fosforila los canales de K* dependientes de Ca®** (BKCa) y los
receptores de inositol trifosfato (IP3R), disminuyendo asi la concentracion de Ca?*
citosélico necesario para activar la quinasa de la cadena ligera de miosina (QCLM).
Ademas la PKG fosforila e inhibe la Rho quinasa, que en su forma activa inhibe la
fosfatasa de la cadena ligera de miosina (FCLM). De este modo, el 0xido nitrico inhibe la
interaccion entre actina y miosina, y por ende la contraccion, provocando vasodilatacion,

aumentando el flujo sanguineo y disminuyendo la presion arterial (Bruckdorfer, 2005).



Ademas, Kleinbongard et al. (2006) demostraron que eritrocitos humanos expresan una
NOS IlI activa y funcional, cuya actividad regula la deformidad del eritrocito e inhibe la

activacion plaquetaria, y contribuye al pool circulante de 6xido nitrico y sus metabolitos.

El 6xido nitrico tiene una vida media en sangre estimada entre 0,05-1.8 milisegundos
(Kelm, 1999), siendo oxidado principalmente a nitrito y nitrato. Cuando el 6xido nitrico
reacciona con oxihemoglobina se produce principalmente nitrato y metahemoglobina
(Lundberg y Weitzberg, 2010), por lo que los eritrocitos debido a su contenido de
hemoglobina, podrian metabolizar en forma importante al 6xido nitrico (Gladwin et al.,
2003). Ademas, el nitrito producido también es transformado rapidamente a nitrato en
sangre entera. De esta forma la vida media de nitrito en la sangre humana es de unos 110
segundos (Kelm, 1999), mientras que la del nitrato es de 5 a 8 horas. Sin embargo, la
concentracion de nitrito en el plasma, luego de la separacion de las células sanguineas, es
estable durante varias horas. Ambos, nitrito y nitrato se excretan a través de los rifiones
(Bryan, 2006).

Entre otras fuentes enddgenas de nitrito en los mamiferos, ademas de la oxidacion del
oxido nitrico, se describe la reduccion del nitrato contenido en la saliva por parte de
bacterias comensales en el tracto digestivo y las fuentes nutricionales tales como la carne,

vegetales y el agua de bebida (Bryan, 2006).

Por mucho tiempo se crey6 que el nitrito era s6lo un metabolito inerte de la via del 6xido
nitrico, sin embargo ahora se acepta que representa un depdsito estable capaz de reducirse a
Oxido nitrico y otras especies reactivas de nitrégeno durante la hipoxia, para mediar la
sefializacion fisiologica (Lundberg et al., 2008).

En este sentido, se han demostrado numerosas vias para la reduccion de nitrito in vivo,
muchos de los cuales implican enzimas y hemo-proteinas. Asi, desoxihemoglobina en la
sangre ha demostrado actuar como nitrito reductasa regulada alostéricamente (Lundberg y
Weitzberg, 2010). Su capacidad de nitrito-reductasa se ha propuesto como mecanismo
sensible a la hipoxia para regular el flujo de la microcirculacion de la sangre (Larsen et al.,
2012). Por su parte, la xantina oxidasa (XO) también ha presentado capacidad para reducir

nitrato y nitrito para formar 6xido nitrico. También la aldehido oxidasa tiene capacidad para



reducir el nitrito, al igual que componentes de la cadena respiratoria mitocondrial durante la

respiracion (Lundberg y Weitzberg, 2010).

Las concentraciones de nitrito plasmatico en varias especies de mamiferos, incluyendo a los
seres humanos, se encuentran entre el rango de 100 — 600 nM (Kleinbongard et al., 2003),
mientras que las concentraciones de nitrato estan entre el rango de 20-40 uM (Lundberg y
Weitzberg, 2010).

Para investigar el rol del éxido nitrico sobre la funcion cardiorrespiratoria en el ejercicio, se
experimento con 5 caballos sobre una cinta ergométrica, a cada uno se le administré con
diferencia de 2 a 3 semanas y en orden aleatorio, un inhibidor de NOS, metil éster de NG-
nitro-L-arginina (L-NAME) e infusion salina como control. En condiciones de reposo,
posterior a administracion de L-NAME se evidencid, respecto al control, una menor
frecuencia cardiaca y un aumento en la presion arterial pulmonar y sistémica. Durante el
ejercicio hubo una reduccién en la tolerancia al ejercicio, en el gasto cardiaco, en el aporte
de Oz y de la conductancia vascular. Del mismo modo aumentd la extraccion de O:
respecto al control, pero compensatorio ante la disminucion del aporte. Sin embargo, a la
méaxima velocidad, dicha extraccion no fue suficiente para mantener el consumo de O
(Kindig et al., 2000). En el mismo sentido Manohar et al. (2001), sometieron 7 FSC a dos
pruebas fisicas con diferencia de 7 dias, previo a las cuales administraron en orden aleatorio
L-NAME o solucion salina como control. En condiciones de reposo, tras el tratamiento con
L-NAME se evidencid hipertensién pulmonar y sistémica, ademas de bradicardia respecto
al control. Por otro lado, el ejercicio produjo un aumento en la concentracion de
hemoglobina evidente en ambos grupos, pero que fue menor tras el tratamiento con L-

NAME, y por ende también el contenido de O arterial respecto al control.

Por otra parte, existen estudios sugerentes de que la concentracion de nitrito en plasma
puede estar relacionada a la capacidad fisica en humanos. En este sentido, Rassaf et al.
(2007) determinaron en 55 individuos sanos la concentracion de nitrito antes y despues de
una prueba fisica ergométrico con intensidad incremental. Se establecio que el ejercicio
aumento significativamente la concentracion plasmatica de nitrito en un 28,87%, lo que se
correlacion6 positivamente con la dilatacion de la arteria braquial mediada por flujo y con

la potencia méxima (P) alcanzada en la prueba. Al mismo tiempo determinaron que la



concentracion plasmatica de nitrito al final de la prueba constituye un predictor tanto de la
duracién del ejercicio como de la potencia méaxima (P). Ademas, Dreissigacker et al. (2010)
reportaron que al final de un ejercicio a una intensidad del 80% de la carga maxima, la
concentracion plasmatica de nitrito se correlaciond positivamente con un mayor trabajo
mecénico realizado (W) y con un mayor tiempo de ejercicio antes de alcanzar exhaustacion.
También se determinaron los niveles basales de nitrito en humanos altamente entrenados,
encontrandose un promedio de 0,092 uM y una correlacion con la capacidad para efectuar

ejercicio segun lo determinado por umbral anaerdbico lactato (Totzeck et al., 2012).

Por otra parte, en individuos con enfermedad arterial periférica (EAP), con compromiso en
el flujo sanguineo a los tejidos periféricos, se determind que un periodo de entrenamiento
fisico de tres meses aumentd los niveles de nitrito plasmatico y al mismo tiempo redujo la
presentacion de claudicacion, que es la tipica sintomatologia de EAP, durante una caminata
sobre una cinta ergometrica. Al mismo tiempo los individuos aumentaron su tiempo

maximo de marcha y el consumo maximo de oxigeno (VOzmax) (Allen et al., 2010).

Adicionalmente, Poveda et al. (1997) reportaron una concentracion de nitrito plasmatico
significativamente mayor en un grupo de atletas humanos altamente entrenados con
respecto a un grupo control no entrenado. Similares efectos se evidenciaron en equinos;
Marafion et al. (2009) determinaron los niveles de nitrato y nitrito en condicion de reposo
en equinos de competencia, tanto equitacion y doma. Se encontr6 que los niveles
plasmaticos de estos metabolitos eran superiores respecto a un grupo control de equinos
ejercitados regularmente, pero no a nivel competitivo. Ademas, evaluaron el efecto del tipo
de ejercicio sobre estos niveles plasmaticos, encontrando un aumento significativo en

caballos de salto, pero no en caballos de doma.

Estos resultados proporcionan evidencia de un efecto favorable del nitrito en el ejercicio de
resistencia de alta intensidad, y por esto se plantea en el presente trabajo determinar la
concentracion plasmatica de nitrito en equinos FSC sometidos a condiciones de alta

exigencia fisica.



OBJETIVO GENERAL

Determinar la concentracion de nitrito en plasma sanguineo en equinos Fina Sangre de

Carrera (FSC) con diferente rendimiento.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Cuantificar la concentracion plasmética de nitrito en equinos Fina Sangre de Carrera
(FSC).

2. Comparar la concentracion de nitrito entre grupos de equinos de distinto rendimiento.

3. Establecer la asociacion entre la concentracion de nitrito con variables hematoldgicas.



MATERIAL Y METODOS

En este trabajo se utilizaron 30 equinos (machos y hembras) Fina Sangre de Carrera del
Club Hipico de Santiago, a los que se les extrajo sangre por sistema de vacio mediante
venipuntura de la vena yugular con agujas de 18G por 1 pulgada, en 2 tubos estériles de 4
mL con anticoagulante EDTA por cada animal. Los animales que se utilizaron estaban
dentro de un rango etario entre 3 y 7 afos, en periodo de entrenamiento y competencia,
pero con ausencia de ejercitacion de alta intensidad durante los dltimos 3 dias. Con el fin de

establecer estado de salud fisica de los equinos se determinaron variables hematologicas.

Determinacién del volumen globular aglomerado

La determinacién del volumen globular aglomerado (VGA) se realizé6 mediante el método
de microhematocrito (Jain, 1986) utilizando una microcentrifuga modelo IEC Micro-MB,

expresando los valores como porcentaje.

Determinacion de proteinas plasmaticas y fibrinégeno.

La concentracion de proteinas plasmaticas totales y fibrindgeno plasmatico se realiz6 para
descartar procesos de deshidratacion o inflamatorios en curso, ya que la hiperproteinemia
es provocada generalmente por un estado de deshidratacion, mientras que el fibrindgeno,
como proteina de fase aguda, es mas importante como un sensible marcador de foco de
inflamacion (Mcgowan y Hodgson, 2014). Para esto se utilizaron dos tubos de
microhematocrito por cada animal, con un primer tubo se determiné la concentracion de
proteinas plasmaticas totales mediante refractometria, depositando el plasma sobre la
camara de un refractémetro y leyendo directamente en la escala del mismo y expresando
los datos en g/dL. Adicionalmente, con el segundo tubo se determind concentracion de
fibrinbgeno mediante el método de precipitacion por calor (Jain, 1986), luego de la
incubacion a 56°C durante 3 minutos y posterior centrifugacion por 1 minuto, tras lo cual
se realizd la lectura directa en escala del refractdmetro. Este segundo valor se resta del
valor de la concentracion plasmatica total de proteinas, y asi se obtiene la concentracion de

fibrindgeno plasmatico, y el valor obtenido es también expresado en g/dl.



Para las variables hematoldgicas se utiliz6 como valores de referencia los datos de
Mcgowan y Hodgson (2014) (Tablal) con el objetivo de incorporar o descartar a los

ejemplares en este estudio.

TABLA 1. Valores de referencia para variables hematoldgicas.

HEMATOCRITO O VGA (%) 32 -48
PROTEINAS PLASMATICAS (g/dL) 55 - 75
FIBRINOGENO (g/dL) <0,4

(Modificada de Mcgowan y Hodgson, 2014)

Se conformaron 3 grupos de diferente rendimiento hipico, cada uno con 10 animales, el
rendimiento fue definido segun el indice de cada animal al momento de la obtencién de la
muestra. De este modo se determind un grupo de bajo rendimiento con indice entre 1 y 10,
un segundo grupo de rendimiento intermedio con indice entre 11y 29, y un tercer grupo de

alto rendimiento el cual considerd ejemplares de indice igual o superior a 30.

El indice se determina mediante una tabla Unica de handicap establecida en el articulo
numero 2 del “Reglamento de handicap” avalado por el articulo 58 del capitulo VII del
Codigo de Carreras (Andn, 2012). Esta tabla determina los recargos y descargo por carrera
corrida en los hipédromos de Santiago, de modo que el indice de un caballo refleja el

rendimiento segun sus actuaciones en el tiempo.
La tabla es la siguiente:

Caballo ganador sube entre 2 y 5 puntos su indice, de acuerdo a la diferencia con que

aventaja al segundo lugar:
Ventaja perceptible a 1 pescuezo: 2 Puntos.
1/2 cuerpo a 2 cuerpos: 3 Puntos.
2 1/4 cuerpos a 3 3/4 cuerpos: 4 Puntos.
4 cuerpos 0 mas: 5 Puntos.

Caballo que llegue segundo sube 2 puntos.



Caballo que llegue tercero sube 1 punto.
Caballo que llegue cuarto mantendra su indice.
Caballo que no figure (quinto o posterior) baja un punto en el indice.

Los articulos nimero 3 y 4 del mismo reglamento establecen las condiciones en que varia
el articulo nimero 2, que define las excepciones segn el nimero de competidores y/o

distancia en que se desarrolla la competencia.

A su vez el articulo 16 del mismo reglamento determina que el indice acumulativo maximo

de un caballo sera 56 y el minimo 1.

Para cada ejemplar seleccionado para este estudio, se completé una ficha (Anexo 1) de
acuerdo a la cual se rotul6 cada tubo. Las muestras de sangre se obtuvieron en condicién de
ayuno, en animales sin signos de excitacién ni nerviosismo y previo a cualquier tipo de
entrenamiento de rutina. Recolectadas las muestras fueron inmediatamente centrifugadas a
1000 G durante 15 minutos, en una centrifuga Hermle Z230. Una vez obtenido el plasma,
este fue alicuotado en tubos eppendorf de 2 mL, y almacenados a temperatura de -18°C,
hasta su posterior transporte a temperatura de refrigeracion, hacia el Laboratorio de
Quimica y Bioquimica de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la
Universidad de Chile.

Determinacién de nitrito

Para determinar la concentracion de nitrito en las muestras se utilizé la reaccion de Griess
segun la metodologia descrita por Miranda et al. (2001). Para ello las muestras se diluyeron
con etanol en una relacion de 1:7 para precipitar las proteinas, que se separaran mediante
centrifugacion a 1700 x g por 15 minutos y en algunos sobrenadantes se establecio la
ausencia de proteinas en base al método colorimétrico de Lowry et al. (1951). Para la
reaccion de Griess el sobrenadante se alicuoté en fracciones de 400 pL en tubos
Eppendorf® a los que luego se les agrego 400 pL de agua destilada (en triplicado). Luego
se agrego a cada tubo 400 pL de reactivo de Griess, el cual se prepard con una relacion de
1:1 de solucion N-(1-Naftil) etilendiamina diclorhidrato (NEDD) 0,1% p/v en HCI al 5% y

sulfanilamida (SULF) 2% p/v en HCI al 5%. La mezcla se homogenizd y se incub0 a
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temperatura ambiente durante 15 minutos y se leyd su absorbancia a 540 nm en un
espectofotometro UV-120-01 marca Shimadzu®. Para determinar la concentracién de
nitrito de las muestras se utilizé una solucion patron de NaNO2 0,1 mM, con la cual se
prepar6 una curva estandar en un rango de 0,001 y 0,02 pumoles. Se utilizé un blanco en que
se reemplazara la muestra por agua destilada. Los datos son expresados como UM de

nitrito.

Anadlisis Estadistico

Para el andlisis estadistico de los datos se utilizd el programa InfoStat/L (Di Rienzo et al.,
2014). Se realiz6 un anélisis de varianza no paramétrico (prueba de Kruskal-Walis) para
determinar la existencia de diferencias significativas entre los grupos para las distintas
variables analizadas, estableciéndose el nivel de significancia de p<0.05. Al mismo tiempo,
y al rechazar la hipétesis nula, esto significa establecer diferencias entre los grupos,
InfoStat/L realiza un test a posteriori de comparacion multiple, con lo cual se identificaron

los grupos que difieren significativamente.

Ademas se evalud la asociacion entre las distintas variables hematoldgicas obtenidas con la
concentracion de nitrito, y para esto se aplicé un analisis de correlacion, utilizando la
prueba de Spearman, estableciéndose el nivel de significancia de p<0.05. Determinandose,
segun la tabla de valores criticos para correlacién de Spearman, un valor critico para la
prueba igual a 0,362 (Ramsey, 1989).

11



RESULTADOS

Las caracteristicas generales de los ejemplares seleccionados para este estudio y valores

hematoldgicos se muestran como media + desviacion estandar (DE) en la tabla 2.

TABLA 2. Caracteristicas generales y valores hematoldgicos de los equinos (Media + DE).

Media + DE
EDAD (afios) 4,67 +1,09
PESO (Kg) 458,13 + 28,75

INDICE 18,5+ 12,83
C.C. 10,93 + 4,40 C.C; Media carreras corridas U°s 6 meses.
VGA (%) 45,27 +5,32 VGA,; Volumen globular aglomerado.
PPT (g/dL) 6,31+£0,39 PPT; Proteinas plasméticas totales.
Fib. (g/dL) 0,23+0,11 Fib; Fibrinégeno plasmatico.

Como muestra la Tabla 3, la concentracion plasméatica media + DE de nitrito plasmatico
del total de animales fue 191,75 + 40,02 uM. En el grupo de bajo rendimiento la
concentracion plasmatica de nitrito fue de 190,36 + 26,81 uM en el grupo de bajo
rendimiento, en el intermedio fue 226,96 + 28,17 uM, mientras que para el grupo de alto

rendimiento fue 157,94 + 31,59 uM.

TABLA 3. Concentracion de nitrito plasmatico [NO2-] (uM) en cada grupo de rendimiento
y valor total. (Media + DE)

BAJO INTERMEDIO ALTO MEDIA TOTAL

[NO2]
(M)

190,36 £ 26,81 | 226,96 £28,17 | 157,94 +31,59 | 191,75+ 40,02
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El analisis de varianza de la concentracién plasmatica de nitrito determind diferencias
significativas entre los grupos (p=0,0006), ante lo cual y mediante el test de comparaciones
multiples se determindé que el grupo de rendimiento intermedio (226,96 uM) difiere
significativamente respecto a los otros dos grupos: el de bajo (190,36 uM) y alto (157,90

uM) rendimiento, no difiriendo estos dos Ultimos grupos entre si. (Figura 1)

*

200 { -[

[MO amy

100 4

B, Bajo; I, Intermedio; A, Alto.

FIGURA 1. Concentracidn plasmatica de nitrito en cada grupo en estudio (Media y DE).
(H=14,94; p=0,0006).

La media + DE de concentracion plasmatica de nitrito segin sexo determiné la mayor
concentracion de nitrito en el grupo de machos enteros 200,01 + 40,23 uM, seguido por el
grupo de machos castrados 193,42 + 59,01 uM, y finalmente el valor menor en hembras
con 182,12 £ 31,73 uM, sin encontrar diferencia significativa (p=0,5710) entre los grupos

utilizando la variable sexo.

La media + DE de carreras corridas en los ultimos seis meses, fue de 14,10 £+ 3,70 en el
grupo de bajo rendimiento, en el intermedio fue 12,00 £ 3,20, mientras que para el grupo de
alto rendimiento fue 6,70 £ 2,50. Determinandose diferencias significativas entre los grupos
(p=0,0003), y mediante test de comparaciones multiples se establecié que la media de
carreras corridas en el grupo de rendimiento alto (6,70) difiere significativamente respecto
a los otros dos grupos: el de bajo (14,10) e intermedio (12,00) rendimiento, no difiriendo

estos dos ultimos grupos entre si (Figura 2).
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FIGURA 2. Carreras corridas durante los ultimos 6 meses en cada grupo en estudio (Media
+DE) (H=15,82; p=0,0003).

Por otro lado, mediante el analisis de correlacién de Spearman, se establecié una asociacion
positiva entre la concentracion plasmaética de nitrito tanto con el VGA (rho = 0,44) (Figura
3), como con la concentracién de hemoglobina (rho = 0,44) (Tabla 4). Sin embargo,
mediante la misma prueba estadistica se determind que no existe asociacion entre la
concentracion plasmatica de nitrito con la edad (rho = 0,15), el peso (rho = -0,12), las
carreras corridas en los altimos 6 meses (rho = 0,29) ni proteinas plasmaticas (rho = 0,35).

280
.
260 [y r'y
240
* o . ®
. 270
s * t 3 *
2 200 * L 2 *
& 180 s 5 +%
Z /‘ . *
160 &
¢, ¢
140 -+
*
120 4
100

30 35 40 45 50 55 60

FIGURA 3. Correlacion de concentracion plasmatica de nitrito y volumen globular
aglomerado (VGA). (Rho de Spearman (p)=0,44; p=0,0148).
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TABLA 4. Analisis de correlacién de Spearman para la concentracion plasmatica de nitrito

con las diferentes variables estudiadas.

rho p
VGA 0,44 (+) 0,01
EDAD 0,15 0,43
PESO -0,12 0,54
c.C 0,29 0,12
PPT 0,35 0,06

15

VGA, Volumen globular aglomerado
C.C; Media carreras corridas U°s 6 meses
PPT; Proteinas plasmaticas totales

(+) Estadisticamente Significativo.



DISCUSION

Respecto de los ejemplares utilizados en este trabajo, no se consider6 edad ni sexo al
clasificar a los equinos ya que el indice handicap usado como parametro de rendimiento se
ampara en los articulos 175 y 176 del Cddigo de Carreras, los cuales establecen que las
carreras handicap no estaran condicionadas en cuanto a la edad o sexo de sus participantes
(Anon, 2005).

En este estudio se consideraron equinos en condicion de ayuno al momento de tomar la
muestra de sangre, lo que permite descartar un aumento en la concentracion de nitrito
posterior a la ingesta de grandes cantidades de nitrato contenido en vegetales (Lundberg et
al., 2004) como el heno de alfalfa que compone el plan tipico de alimentacion en estos
equinos. El nitrato realiza una recirculacion enterosalival y es reducido a nitrito por
bacterias comensales en la cavidad oral, absorbiéndose desde el tracto digestivo hacia el
torrente sanguineo, produciéndose en humanos un aumento en la concentracion nitrito
plasmaético a partir de los 15 minutos posterior a ingesta de nitrato (Lundberg y Govoni,
2004).

Por otro lado, las muestras de sangre una vez obtenidas fueron centrifugadas
inmediatamente, ya que el Oxido nitrico en el plasma sanguineo se oxida casi
completamente a nitrito y bajo esta forma permanece estable durante varias horas (Bryan,
2006).

Con el fin de descartar procesos inflamatorios y/o deshidratacion se determind la
concentracion de proteinas totales y fibrindgeno plasmético, de modo que valores sobre los
de referencia (Tabla 1), sugeririan un proceso de deshidratacion o inflamacion (Mcgowan y
Hodgson, 2014). Asi, cuadros de hemoconcentracion por deshidratacion sobrestiman la
concentracion real de nitrito, mientras que los procesos inflamatorios agudos aumentan
significativamente los valores de nitrito por actividad de la isoforma inducible de NOS
(NOS 1) (Crawford et al, 2004).

Respecto de la concentracion plasmatica de nitrito se encontré un aumento significativo en
el grupo de rendimiento intermedio (226,96 + 27,9 uM) respecto a los otros dos grupos, en
tanto entre el grupo de rendimiento alto (157,90 + 31,6 uM) y rendimiento bajo (190,36 +

26,8 uM) no se evidenciaron diferencias significativas (Figura 1). Este resultado podria
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estar condicionado por el régimen de competencia al cual es sometido cada grupo, que se
refleja en el promedio de carreras corridas en los Ultimos seis meses, que es similar en los
grupos de bajo rendimiento (14,10 + 3,69) y de rendimiento intermedio (12,0 + 3,19), y
significativamente mayor respecto al grupo de alto rendimiento (6,70 + 2,49) (Figura 2).
Este régimen de competencias de los grupos de rendimiento bajo e intermedio podria
explicar la mayor concentracion de nitrito, ya que la actividad fisica genera un estrés de
friccion sobre el endotelio, siendo éste flujo pulsatil un importante estimulo para aumentar
la biodisponibilidad de 6xido nitrico (Green et al., 2004) y por consiguiente la generacion
de nitrito. Bajo estas condiciones se podria suponer una mayor capacidad de perfusion
tisular en el grupo intermedio respecto al bajo rendimiento, debido a la accion
vasodilatadora descrita para el 6xido nitrico en el endotelio del sistema cardiovascular. Esta
comparacion de la concentracion plasmatica de nitrito no es posible realizarla con el grupo
de alto rendimiento debido a su régimen de menor cantidad de carreras respecto a los otros
dos grupos. Sin embargo, Maiorana et al. (2003), proponen que el entrenamiento a largo
plazo generaria una remodelacién estructural, resultando en un mayor calibre de los vasos
sanguineos, de modo de estabilizar dicho estrés de friccion, asi la respuesta de
vasodilatacion se generara con una menor produccion de éxido nitrico, respecto a un vaso
sanguineo no adaptado. Por lo tanto, una menor concentracion de nitrito en individuos
entrenados podria implicar una mejor adaptacion al ejercicio, como podria ocurrir en el
grupo de alto rendimiento, lo que explicaria la menor concentracion de nitrito plasmatico en

dicho grupo.

En el presente estudio, la comparacion entre los grupos no arroja una asociacion entre la
concentracion de nitrito plasmatico en reposo con el rendimiento hipico de los equinos,
como podria esperarse de acuerdo a los resultados de Totzeck et al. (2012) en que una
mayor concentracion de nitrito en reposo se asocié a una mayor capacidad aerdébica en
humanos entrenados. Esta discordancia se podria explicar por la adaptacion a un régimen
distinto de exigencia fisica, que en el caso de los equinos FSC requiere de un mayor
componente anaerobico para el suministro energético (Gerard et al., 2014). Esto se
relacionaria con la descripcion de Katz et al. (1996), quienes demostraron en humanos, que
el efecto de la inhibicion de la enzima NOS sobre la vasodilatacion a nivel muscular es

menor ante un ejercicio de alta intensidad que implica un mayor reclutamiento de fibras
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glicoliticas. Del mismo modo, se evidencié en ratas, y ante la inhibicion de NOS, una
reduccion significativa del flujo sanguineo a musculos con un alto porcentaje de fibras
oxidativas pero sin cambios hacia masculos con un mayor porcentaje de fibras glicoliticas
(Hirai et al., 1994). Esto hace suponer que el rol del 6xido nitrico como vasodilatador

destaca en importancia durante el ejercicio aerobico.

Ademaés, Marafion et al. (2009) encontraron una mayor concentracion de nitrito plasmatico
en equinos entrenados a nivel competitivo con respecto a entrenados no competitivamente.
Del mismo modo, Poveda et al. (1997), describieron una mayor concentracion de nitrito en
humanos entrenados respecto no entrenados, lo que coincide con los hallazgos en ratas de
Sun et al. (1994) y Koller et al. (1995), que describen un aumento en la disponibilidad de
oxido nitrico luego de someter a ratas a un periodo de entrenamiento de corto plazo, lo que
evidencia una adaptacion al ejercicio. Sin embargo, en el presente estudio dicha diferencia
no se evidencia ya que considera sélo individuos altamente entrenados, pero con diferente

rendimiento.

Diversos estudios que consideran la suplementacion con nitrato previo a pruebas fisicas han
contribuido al entendimiento del rol del 6xido nitrico durante el ejercicio, estos efectos
biologicos del nitrato, el cual es relativamente inerte, se deben probablemente a su
conversion a un anién bioactivo de nitrito (Bailey et al., 2009), el que a su vez es
potencialmente reducido a Oxido nitrico especialmente en condiciones de hipoxia y
acidosis, lo que constituiria un mecanismo fisiolégico que permite la produccion de éxido
nitrico a bajas presiones de oxigeno, el cual es necesario para su sintesis via enzimética
(Shiva, 2013).

En este sentido, la suplementacion con nitrato de sodio en la dieta de humanos eleva la
concentracion de nitrito en sangre, y mejora su rendimiento fisico reduciendo el consumo
de oxigeno durante ejercicio submaximal, pero sin acumulacion de lactato (Larsen et al.,
2007). Ademas, Larsen et al. (2010) demostraron similares efectos durante ejercicio
maximal, en que se redujo el consumo de oxigeno sin afectar el rendimiento, con una
tendencia a aumentar el tiempo de ejercitacion sin fatigarse. Al mismo tiempo, Bailey et al.
(2009) demostraron los mismos efectos, pero mediante la suplementaciéon con jugo de

betarraga natural, y adicionalmente evidenciaron una mayor tolerancia al ejercicio de alta
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intensidad. Estos resultados sugieren un metabolismo mas eficiente después de la
suplementacion de nitrato. En este sentido, Larsen et al. (2011) mediante biopsia de
musculo esquelético, demostraron que mitocondrias posterior a suplementacion con nitrato
de sodio presentan una mayor eficiencia en la fosforilacion oxidativa post-ejercicio, la cual
se correlaciono con la reduccion en el consumo de oxigeno durante el ejercicio. A su vez,
Bohuslavss'kyi et al. (2005) evidenciaron una mayor eficiencia en el consumo de oxigeno a

nivel mitocondrial in vitro al adicionar donantes de éxido nitrico.

Por otra parte, existe evidencia de efectos méas especificos del 6xido nitrico sobre la
fisiologia masculo esquelética, y en este sentido se describe que favorece el consumo de
glucosa durante el ejercicio, probablemente mediando la traslocacién del receptor GLUT-4
(Hoi Hong et al., 2014). Ademas esta implicado en la regulacion de la funcién contréactil al
modular el acoplamiento excitacion-contraccion, la autorregulacion del flujo sanguineo y la

diferenciacion de los miocitos. (Stamler y Meissner, 2001)

Estos efectos del dxido nitrico podrian explicar el impacto perjudicial sobre la capacidad
fisica en equinos posterior a la inhibicion inespecifica de las tres isoformas NOS
evidenciado por Kindig et al. (2000) y Manohar et al. (2001), ya que asi se afectd la
sintesis de dxido nitrico por parte de las tres isoformas de NOS a la vez, lo que hace légico
pensar que el rol del 6xido nitrico sobre la capacidad fisica va mas alla del efecto
vasodilatador ampliamente descrito, y su consecuente mayor aporte sanguineo al sistema
musculo-esquelético. Mientras que en el presente estudio la concentracién plasmatica de
nitrito considera predominantemente la sintesis vascular de 6xido nitrico, que segun
Kleinbongard et al. (2003) representa predominantemente la actividad de NOS Ill. De este
modo no se consideran los efectos del 6xido nitrico mas alla del sistema vascular ya que en
el tejido muscular predomina la isoforma neuronal (NOS 1) (Grozdanovic, 2001), ademas
los resultados de Lau et al. (2000) en ratas indican que la principal isoforma activada
durante la contraccion muscular es la neuronal NOSu (nNOSu), lo que podria explicar que
la concentracion plasmatica de nitrito no necesariamente se correlacione con el rendimiento

hipico de los equinos.

En el presente estudio se evidencid una correlacion positiva y estadisticamente significativa

entre la concentracion de nitrito y el hematocrito de cada equino. Este hallazgo puede estar

19



explicado por el descubrimiento de actividad de eNOS en eritrocito (Kleinbongard et al.,
2006) cuya actividad se ve favorecida por las condiciones de normoxia (Cortese-Krott y
Kelm, 2012), condicién dada en el presente estudio. De esta forma cobra relevancia el rol
de los eritrocitos en el aporte al pool de déxido nitrico y sus metabolitos dentro del lecho
vascular, situacion paraddjica ante su demostrada capacidad de interaccién con
hemoglobina, que genera un consumo de éxido nitrico por parte de eritrocitos, el cual se ve
favorecido en condiciones de hipoxia (Han et al., 2003), por lo que el eritrocito era
considerado Unicamente como un eliminador de oxido nitrico desde el sistema vascular
(Gladwin et al., 2003). Sin embargo, hoy se sabe que ambos procesos coexisten sin que se
haya dilucidado su funcion y/o su mecanismo. En el presente estudio, la centrifugacion
inmediata luego de la obtencion de la muestra permitié minimizar cualquiera variacion en
la biodisponibilidad de 6xido nitrico en relacion a los eritrocitos. En este mismo sentido, al
descartar animales excitados o nerviosos se evitd una policitemia debido a contraccion
esplénica (Mcgowan y Hodgson, 2014) y asi, al considerar solo animales tranquilos se
minimizo el estrés de friccidén sobre el endotelio, evitando una mayor sintesis de 6xido

nitrico.

La determinacion de la concentracion plasmatica de nitrito se realizé segun la metodologia
descrita por Miranda et al. 2001, en la cual se valida la modificacién realizada en la
reaccion de Griess para su utilizacion en fluidos biologicos de acuerdo a los valores
obtenidos con otras metodologias y a los reportes a la fecha para la concentracion de nitrito
en dichas muestras, sin embargo en la actualidad mediante pruebas de laboratorio mas
especificas y sensibles se reportan valores menores para la concentracion de nitrito (Grau et
al., 2007), lo que podria explicar la mayor concentracion reportada en el presente estudio
respecto a la bibliografia actual, por lo que la informacidn debe ser analizada a la luz de la
metodologia utilizada, y en el caso particular de la prueba de Griess, sus posibles

interferentes como tioles libres u otros constituyentes plasmaticos. (Tsikas et al., 1997)
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CONCLUSIONES

La concentracion plasmatica de nitrito, como indicador de la actividad de NOS endotelial,
no constituiria un biomarcador de rendimiento hipico en condiciones de reposo, y con

diferente nivel de competencia y entrenamiento.

Existe correlacion positiva entre la concentracion plasmatica de nitrito y el porcentaje de

eritrocitos contenidos en la sangre.

La concentracion plasmatica de nitrito en reposo reflejaria la capacidad atlética de equinos

sometidos a régimen similar de competencias.
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ANEXO 1

FICHA DE INDIVIDUALIZACION
FINA SANGRE DE CARRERAS (CHYS)

N°FICHA: FECHA:
NOMBRE: INDICE:
EDAD: ANOS PESO: KGS SEXO:

CARRERAS DISPUTADAS ULTIMOS 6 MESES:

RESULTADOS| VALOR

[NO2-] (uM)

VGA (%)

PPT (g/dL)

Fib. (g/dL)

NOTA:
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