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Abstract

Hypoxia is the deficit of tissue oxygenation, which is generated when oxygen is not enough to
satisfy metabolic demands. Hypobaria is defined as the decrease in barometric pressure that
rises at high altitude, relative to sea level, starting at 2500 meters above sea level.

In Chile, workers of the high-altitude mines (> 2,500 m) experience this condition intermittently,
and in a smaller population the workers of customs, border control, members of the army, tourist
guides and mountaineers. Environmental hypoxia induces several responses in the organism,
mainly at the pulmonary and cardiovascular level. Previous studies associates the exposure of
4-cycle Intermittent Hypobaric Hypoxia (IHH) with cardioprotective effects, such as a better
recovery of the pressure developed by the left ventricle, a decrease in oxidative stress, and an
increase antioxidant capacity of the heart. Other studies show an enhance function of the left
ventricle and the prevention of cell death. These changes are associated with coronary vaso-
dilation and myocardial angiogenesis. Furthermore, the prolongation of the hypoxic intermit-
tence decreases heart rate, induces a dilatation of the right ventricle and enhances plasma
triglycerides. However, few is known about the cardiovascular responses of the prolonged IHH.
Given the above, and the impact it could have on the health of high-altitude workers in Chile
and the world, the aim of this work is to describe in a rat model, the effects on cardiac and
vascular function on different expositions - Acute and Chronic Intermittent Hypobaric Hypoxia.
Adult Wistar rats (n = 24) were separated into 4 equal groups: 1) IHH of 4 cycles, acute (HIA),
2) IHH of 12 cycles, chronic (HIC) and, 3 and 4) their normobaric controls. IHH was induced in
a hypobaric chamber every 4 days (1 cycle = 4 days of hypoxia x 4 days at normoxia) at an
environmental pressure equivalent to 4,600 m of altitude (428 Torr). At the end of each cycle,
cardiac functional and structural variables were determined through echocardiography (in vivo).
Further, at the end of the IHH exposition (4 or 12 cycles), we obtained samples to assess vas-
cular function by wire myography, and cardiac and vascular histological properties. In addition,
we determined cardiac biochemical markers of the cellular response to hypoxia such as Hy-
poxia inducible factors type 1 and 2 (HIF 1-2), markers of oxidative stress and antioxidant ca-
pacity. Our findings revealed a higher ejection (EF%) and shortening fraction (SF%), improve
vasodilatory capacity of the studied arteries and a greater expression of antioxidant enzymes
in HIA, as compared with the respective controls. In addition, a remodeling of the right ventricle

was found, without compromising the septum or the left ventricle while there was an increase
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in the thickness of carotid muscular layer. In contrast, HIC presented a maintenance of cardiac
function, increased oxidative stress and femoral vascular remodeling with decreased vasodila-
tor capacity. These findings suggest that the cardiovascular responses to hypoxia are time de-
pendent of IHH exposition, which can define different pharmacological targets according to the

time of exposure to hypobaric hypoxia.



Resumen

La hipoxia es el déficit de la oxigenacion en los tejidos, el cual se genera cuando el oxigeno
suministrado no es suficiente para satisfacer las demandas metabdlicas. Hipobaria se define
como la disminucion de la presion barométrica a medida que se asciende en altura, respecto
del nivel del mar. Esta determina respuestas fisiologicas clinicamente evidentes a alturas su-
periores a los 2500 metros. En Chile la fuerza laboral de la mineria en tierras altas (> 2.500
msnm) es la que experimenta esta condicion de manera intermitente, y en una poblacién menor
los trabajadores de aduana, control fronterizo, miembros del ejército, guias de turismo y mon-
tafistas. La hipoxia ambiental genera diferentes respuestas adaptativas en el organismo prin-
cipalmente a nivel pulmonar y cardiovascular. Estudios previos muestran efectos cardioprotec-
tores en un modelo de Hipoxia Hipobarica Intermitente (HHI) de 4 ciclos tales como una mejor
recuperacion de la presiéon desarrollada por el ventriculo izquierdo, disminucion de estrés oxi-
dativo, y un aumento de la actividad antioxidante cardiaca. Ademas, esto mejora la funcion del
ventriculo izquierdo y previene la muerte celular, asociada a vasodilatacién coronaria y angio-
génesis miocardica, durante ciclos de hipobaria intermitente de corta duracion. Pese a esto, se
ha observado que la prolongacion de esta intermitencia podria originar maladaptaciones, aso-
ciadas al aumento del estrés oxidativo, aumento persistente de la presion arterial sistémica,
reduccion de la frecuencia cardiaca, dilatacién del ventriculo derecho, y aumento de triglicéri-
dos plasmaticos. Sin embargo, poco se sabe acerca de los efectos cardiovasculares segun el
tiempo de exposicién. Dado lo anterior, esta tesis tiene como objetivo describir en un modelo
murino, los efectos en la funcién cardiaca y vascular de la exposicion a Hipoxia Hipobarica
Intermitente Aguda (HIA) y Cronica (HIC).

Para esto se utilizaron Ratas Wistar adultas (n=24) separadas en 4 grupos iguales: 1) HHI de
4 ciclos, aguda (HIA), 2) HHI de 12 ciclos, cronica (HIC) y, 3 y 4) sus controles normobaricos
respectivos. La HHI fue inducida en una camara hipobarica durante 4 dias, cada 4 dias (1
ciclo= 4 dias de hipoxia x 4 dias normoxia) a una presién ambiental equivalente a 4,600 mts
de altitud (428 Torr). Al término de cada exposicién se determinaron variables funcionales y
estructurales cardiacas a través de parametros ecocardiograficos (in vivo). Al término de la
exposicion (4 y 12 ciclos), se obtuvieron muestras para determinar funcion vascular por mio-
grafia de alambre, y la estructura vascular y cardiaca mediante histologia. Se midieron ademas
marcadores bioquimicos de la respuesta celular a hipoxia: factor inducible por hipoxia tipo 1y
2 (HIF 1-2), biomarcadores de estrés oxidativo y capacidad antioxidante. Nuestros hallazgos

destacan una mayor fraccion de eyeccion (FE%) y fraccion de acortamiento (FA%) cardiaco,
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mejor capacidad vasodilatadora de las arterias estudiadas y una mayor expresion de enzimas
antioxidantes en HIA, al ser comparado con los controles respectivos. Ademas, se encontro
una remodelacion del ventriculo derecho, sin compromiso del septum ni del ventriculo iz-
quierdo mientas que a nivel vascular las carétidas generaron un aumento del espesor de la
capa muscular. En contraste, HIC presentd una mantencion de la funcion cardiaca, mayor es-
trés oxidativo y remodelamiento vascular femoral con disminucién de la capacidad vasodilata-
dora. Estos hallazgos sugieren que la respuesta cardiovascular a HHI es dependiente del
tiempo de exposicion, con lo cual se podran definir distintos blancos farmacoldgicos segun el

tiempo de exposicion a hipoxia hipobéarica.
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1. INTRODUCCION

1.1. Conceptos generales

La hipoxia es el déficit de la oxigenacion en los tejidos, el cual se genera cuando el oxigeno
suministrado no es suficiente para satisfacer las demandas metabdlicas (1). Hipobaria se de-
fine como la disminucién de la presion barométrica respecto del nivel del mar. Esta tiende a
hacerse clinicamente evidente, determinando respuestas fisiopatoldgicas a alturas superiores
a los 2500 msnm. (2). La disminucién de la presion barométrica conlleva una disminucion en
la presion inspirada de oxigeno, lo que genera una disminucion de la concentracion de oxigeno
en la sangre, es decir hipoxemia, y que podria derivar finalmente en hipoxia. En Chile existen
poblaciones humana de trabajadores que realizan sus labores en altura y descansan por un
periodo equivalente en tierras bajas, patron conocido como hipoxia hipobérica intermitente
(HHI) (3). La hipoxia intermitente crénica (HIC), es considerada como la exposicion humana a
esta condicion sobre los 6 meses, con intermitencia entre normoxia e hipoxia, en donde se

mantenga al menos 30% del tiempo en hipoxia (4).

1.2. Efectos sistémicos y cardiacosvasculares de la hipoxia

En Chile la fuerza laboral de las minas de altura (> 2.500 snm) es la que experimenta esta
condicion, y en una poblacién menor los trabajadores de aduana, control fronterizo, miembros
del ejército, guias de turismo y montafiistas (1). El ambiente hipoxico genera diferentes cam-
bios fisiolégicos en el organismo principalmente a nivel pulmonar y cardiovascular, compen-
sando la disminucion de la presion parcial de oxigeno. Por ejemplo, se induce un aumento del
gasto cardiaco a través del aumento de la frecuencia cardiaca y del volumen sistdlico (2). Ade-
mas, se genera un aumento de la resistencia vascular periférica que determina una elevacion
de la presion arterial sistémica. Estas respuestas estarian en parte determinadas por un au-
mento del tono simpéatico que se encuentra acentuado debido a una mayor actividad aferente
de los cuerpos carotideos, secundario a un aumento en la ganancia de los quimiorreceptores,
gue se mantiene incluso en normoxia (5). Otros efectos secundarios a este aumento del tono
simpéatico son: aumento de la liberacion de aldosterona, aumento de reabsorcion de sodio y

mayor sensaciéon de sed, generando un aumento de la volemia, y la pre y post-carga ventricular
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(6,7). Estos mecanismos adaptativos se perpettan por el estimulo en la transcripcion de genes

especificos en las células bajo hipoxia (8).

Multiples estudios muestran que estos mecanismos de adaptacion podrian generar pro-
teccion fundamentalmente en el sistema cardiovascular, induciendo efectos similares al pre-
condicionamiento por episodios de isquemia, el cual se define como la reduccion del tamafio
de infarto si se aplican periodos cortos de isquemia, previos a un episodio isquémico de mayor
duracion (ej. oclusion total de una arteria coronaria), en ausencia de desarrollo de circulacién
colateral (9). El pre-condicionamiento se fundamenta en las respuestas defensivas del orga-
nismo a determinadas noxas, por lo que, si se aplica un estimulo nocivo por debajo del umbral
de dafio, aumenta la resistencia de este tejido a dicha noxa (10). Estudios realizados por Be-
guin y cols (2005), compararon el efecto de una isquemia aguda en ratas, sometidas a hipoxia
intermitente moderada (fraccidon de oxigeno inspirado, FiO2 = 10%, aplicada durante 4 horas),
obteniendo como resultado un menor tamafio de infarto en las ratas con hipoxia, en compara-

cién con los controles normoxicos (11, 12).

La mayoria de los estudios asociados al efecto de precondicionamiento hipéxico descri-
ben exposiciones agudas, las cuales desencadenan una respuesta defensiva que duraria
desde horas hasta algunos dias. Sin embargo, se ha observado que la hipoxia hipobarica in-
termitente de 4-6 semanas 0 menos, puede generar un periodo de proteccion mucho mayor
gue el obtenido en exposiciones mas prolongadas (13, 14). Por ejemplo, estudios de Castillo
y cols (15); y Herrera y cols (16), muestran efectos cardiacos adaptativos de la HHI de 4 ciclos,
tales como reduccion del dafio del infarto miocérdico, una mejor recuperacion de la presion
desarrollada por el ventriculo izquierdo, disminucién de marcadores de estrés oxidativo, y un

aumento de la actividad antioxidante cardiaca.

1.3. Efectos celulares de la hipoxia

El efecto hipdxico en la célula desencadena cambios en la expresion génica, los que estan
determinados en parte por los factores de transcripcion, en este caso el factor inducible por
hipoxia (HIF), de los cuales se han descrito 3 subtipos HIF1, HIF2 y HIF3 (17). Estos factores
estan constituidos por dos subunidades alfa y beta, la subunidad beta se encuentra en el nu-

cleo y para estimular la transcripcion necesita unirse a la sub-unidad alfa, la que se encuentra
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en el citosol. En una célula con niveles apropiados de oxigeno (normoxia), se encuentra inhi-
bida la capacidad transcripcional del HIF mediante la hidroxilacién de la prolina de la sub uni-
dad alfa, permitiendo su unién a la ubiquitina, llevdndola al proteosoma donde es degradada.
En ausencia de oxigeno esta degradacion no es llevada a cabo y logra migrar al nacleo unién-
dose con la sub unidad beta, estimulando de esta manera la transcripcion de genes defensivos
activados por hipoxia (14,18). Aparentemente HIF 1-2, son los principales factores en la adap-
tacion al estimulo hipoxico. Pese a que ambas formas son estructuralmente similares, existen
diferencias entre ellas, particularmente en cuanto a su regulacion de acuerdo a la duracion del
periodo de hipoxia. En efecto, HIF-1 es méas activo ante periodos cortos de hipoxia y/o hipoxia
intensa, mientras que HIF-2 se activa en condiciones de hipoxia leve o estados crénicos. Estos
presentan estimulacion de transcripciones comunes, como el factor de crecimiento endotelial
(VEGF), aumento de enzimas antioxidantes, 6xido nitrico sintasa inducible, expresién de pro-
teinas antiapoptoéticas como bcl-2 y bcl-x, la expresién de canales de potasio dependientes de
ATP y la proteina quinasa C (14,19). Con respecto al estimulo de VEGF, se ha observado que
HIF-1 se encuentra asociado a la angiogénesis, mientras que el HIF-2 se asocia a la arterio-
genesis. De la misma manera, ambos factores inducen la transcripcién de la enzima superoé-

xido dismutasa y de eritropoyetina (17,20,21).

Algunos estudios realizados por grupos como el de Semenza y cols, 2009 (14), mostraron que
en ratas expuestas a HHI de manera prolongada aumentaba la densidad capilar del ventriculo
izquierdo, generando un flujo pre-isquémico mas alto y una mayor recuperacion posterior a la
isquemia y reperfusion. Este incremento podria explicar la cito-proteccion cardiovascular y la

mayor duracion en comparacion con estimulos agudos (22).

1.4. Efectos sistémicos de hipoxia crénica

Durante la hipoxia crénica los mecanismos adaptativos iniciales son sobrepasados generando
alteraciones patoldgicas tales como hipertensiéon arterial pulmonar e hipertensién sistémica,
hipertrofia ventricular, y un aumento de la postcarga ventricular lo que resulta en disminucion
del gasto cardiaco asociado con una disminucion en la respuesta simpatica cardiaca secunda-

ria a desensibilizacién de los receptores beta-adrenérgicos (1,2,23).
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A nivel pulmonar la hipoxia induce vasoconstriccion (hipoxica) que conlleva a un aumento de
la presion de la arteria pulmonar, aumentando la postcarga del ventriculo derecho que desen-
cadena la remodelacion patoldgica del ventriculo provocando hipertrofia y eventualmente una

falla cardiaca derecha (20).

A nivel periférico el aumento del estrés oxidativo y la mayor activacion del factor de transcrip-
cion NF-kB, aumenta la expresion de genes pro-inflamatorios tales como IL-1B, TNF-a, molé-
culas de adhesion y TGF-B1. Esto desencadena alteraciones en la pared arterial, producto de
un cambio en el fenotipo del masculo liso, ademas de un desequilibrio entre la actividad de las
metaloproteinasas y sus inhibidores, lo que llevara a la remodelacién vascular periférica (24).

Dada la evidencia descrita, aparentemente la prolongacién o cronicidad de la HHI es determi-
nante en su efecto celular y tisular, generando una respuesta adaptativa vs. una respuesta mal
adaptativa. Actualmente no existe evidencia clara que determine en que momento el estimulo

hipdxico intermitente generara efectos dafiinos en la funcién o estructura cardiaca.

1.5. Endotelio y vasodilatacion mediada por NO

El endotelio es definido como un érgano, una monocapa celular en la cara interna de los vasos
sanguineos, que posee multiples funciones entre las que destacan: el balance entre la vaso-
constriccidon y la vasodilatacion, efectos antitromboticos, antimigratorios, antiproliferativos y an-

tiinflamatorios (1).

El 6xido nitrico (NO) es el principal mediador de la vasodilatacion dependiente de endotelio.
NO es generado por la enzima o6xido nitrico sintetasa (NOS), a través de la cual se convierte
la L-arginina en NO vy citrulina (25). Una vez generado, el NO difunde hacia el musculo liso
vascular y activa a la guanilato ciclasa soluble (sGC), aumentando los niveles de cGMP lo que
disminuye la sensibilidad de los miofilamentos, provocando la relajacion de la musculatura lisa
(1, 26,27).

Disfuncién endotelial. Esta condicién se define como la incapacidad del endotelio de responder
a estimulos vasodilatadores y a un predominio del tono vasoconstrictor. Esta menor capacidad
vasodilatadora se ha asociado a un aumento de estrés oxidativo y/o hipoxia cronica (28). De
hecho, en condiciones de hipoxia hipobarica intermitente, la capacidad vasodilatadora podria

estar disminuida en parte por el aumento del estrés oxidativo ya que tanto el 6xido nitrico como
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su via de sefalizacion pueden verse afectadas (26,29). Ademas, las células endoteliales son
reguladoras de la respuesta inflamatoria local y del tejido circundante, por lo tanto, la disfunciéon
endotelial puede generar el aumento de la expresion de moléculas de adhesion de leucocitos

y citoquinas pro-inflamatorias.

1.6. Otras formas de vasodilatacion derivadas del endotelio

A pesar de que NO es el mediador vasodilatador mas importante, este no es el Unico que se
genera a nivel endotelial. Tal es el caso de las prostaciclinas (PGI2) y el factor hiperpolarizante
derivado del endotelio (EDHF). Las prostaglandinas (PG) son generadas a partir del metabo-
lismo del &cido araquidonico gracias a las ciclooxigenasas, que se activan a través de estimu-
los como el aumento del estrés tangencial (shear stress) y la acetilcolina. En estados fisiologi-
COSs se cree que juegan un papel menor en el control del tono vascular, no obstante, en condi-
ciones patolégicas como en la aterosclerosis en donde el NO disminuye su biodisponibilidad,
las ciclooxigenasas aumentan su actividad de manera compensatoria otorgandole un papel de
mayor importancia en la vasodilatacion (30). Factores hiperpolarizantes derivados del endote-
lio son sustancias derivadas del endotelio que generan la hiperpolarizacién del musculo liso
vascular, por la disminucién intracelular de los niveles de potasio debido a su liberacién del
citosol. Ademas, se han identificado varias moléculas / mediadores que podrian actuar como
factores vasodilatadores provenientes del endotelio (EDRF), entre ellos los metabolitos del ci-
tocromo P450 productos de lipoxigenasa, Peptido-C natriurético, la adenosina monofosfato
ciclico, y algunas especies reactivas de oxigeno (H2032) (30,31). En menor medida el monéxido
de carbén (CO) generado de manera enddgena también induce vasodilatacion, a través del
aumento del GMPc generando efectos intracelulares similares a los del NO pero con menor

potencia (32).

1.7. Estrés oxidativo

A nivel celular existe un balance entre los procesos de oxidacién y reduccién, conocido como
homeostasis oxido-reductora (tono redox). Su desbalance hacia un estado pro-oxidante que
supera la capacidad antioxidante, es denominado estrés oxidativo, factor directamente relacio-

nado con el dafio a las biomoléculas (33,34). Este desbalance es generado por aumento de
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las especies reactivas, vale decir atomos o moléculas con un electron desapareado, por ejem-
plo, las especies reactivas de oxigeno, radical superoxido (+O2-) y peroxido de hidrogeno
(H202) (26). Este electrén desapareado, determina su alta reactividad por las biomoléculas,
generando la oxidacion de estas Ultimas, y eventualmente alterando su estructura y funcién
(35). Por otra parte, las fuentes de antioxidantes se pueden dividir en no enzimaticas
(GSHI/GSSG, entre otras), y enzimaticas (superoxido dismutasa, catalasa, glutation peroxi-

dasa).

Ademas de un estado pro-oxidante, el estrés oxidativo puede estar determinado por una menor
eficiencia de los mecanismos de defensa antioxidante enzimatico o no enzimatico (34). En la
hipoxia intermitente aumenta la produccién de diferentes ERO, destacando al *O2- el cual pre-
senta una fuerte afinidad con el NO, generando peroxinitrito y anulando su accion vasodilata-
dora. Ademas, la oxidacién del cofactor tetrahidrobiopterina (BH4) y otros factores asociados
a la eNOS desacoplan esta enzima disminuyendo la produccién de NO, y favoreciendo la libe-

racion de anion superoxido, peroxinitrito, y lipoperoxidacion (35,23).

Para estudiar las respuestas cardiovasculares a HHI se han desarrollado modelos animales,
como los estudiados por Herrera y cols (16), que consta de la induccién de HHI a través de
ciclos de exposicion a hipoxia/normoxia de 4 dias respectivamente, por 4 ciclos consecutivos
(32 dias totales). Por medio de este modelo se ha logrado observar efectos adaptativos repre-
sentados a través de la mejoria de la capacidad antioxidante y la funcion ventricular. Pese a
esto, la determinacién de los cambios morfo-funcionales a nivel cardiovascular en el tiempo
aun no estan del todo claros. Por lo tanto, resulta razonable plantear un protocolo con distintos
tiempos de exposicion a HHI (aguda y crénica) para comparar y definir un eventual efecto
precondicionante o deletéreo. Es por esto, que en esta Tesis se indagara en los efectos car-

diovasculares, a nivel funcional y estructural, que tiene una exposicion a HHI de 4 y 12 ciclos.
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HIPOTESIS

La exposicion a hipoxia hipobarica intermitente de 4 ciclos (aguda) tendra un efecto adaptativo,
con preservacion de la funcion, la estructura y el tono oxidativo cardiovascular. En contraste,
la HHI de 12 ciclos (cronica), generara un efecto mal adaptativo, con disfuncién cardiovascular,

remodelamiento patoldgico y estrés oxidativo cardiaco.

OBJETIVOS

1.- Determinar y comparar la morfologia y funcién cardiaca in vivo, post exposicion a hipoxia
hipobarica intermitente aguda y cronica en ratas, a través de parametros ecocardiograficos
(fraccion de eyeccion% (FE) y % fraccional acortamiento (FA), diametro de fin de diastole y

sistole, y grosor septum interventricular).

2.- Determinar y comparar la funcidn vascular ex vivo posterior a la exposicion a hipoxia hipo-
béarica intermitente aguda y cronica en ratas, a través parametros de reactividad carotidea y

femoral mediante miografia de alambre.

3.- Determinar y comparar marcadores de estrés oxidativo, enzimas antioxidantes y generacion
de Especies reactivad de oxigeno (ERO) cardiacos, posterior a la exposicion hipéxica hipoba-

rica aguda y cronica en ratas adultas.

4.- Determinar y comparar la remodelacion cardiaca y vascular post exposicion a hipoxia hipo-

barica intermitente aguda y crénica en ratas a través de analisis histologicos.
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2. MATERIALES Y METODOS

Esta Tesis fue financiada por los Proyectos Santander-Universia 2015 y Fondecyt 1151119.
Todos los manejos y cuidados de los animales utilizados en esta Tesis fueron aprobados por
el Comité de Bioética de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile (Protocolo CBA
#865).

2.1. Modelo de estudio

En este estudio se utilizaron 24 ratas Wistar, machos, de 8 semanas de edad (200-250
gr), las que fueron divididas en 4 grupos de igual nUmero de manera aleatoria. Dos de estos
grupos se mantuvieron expuestos a aire ambiental como controles norméxicos (520 msnm,
~750 Torr, FiO2 21%), mientras que los grupos intervenidos se mantuvieron en hipoxia hipo-
béarica inducida en una camara hipobarica (4,600 m de altitud simulada, 428 Torr, FiO2 21%).
Cada ciclo const6 de 4 dias en hipoxia hipobérica y 4 dias en normoxia. Un grupo se mantuvo
durante 4 ciclos (hipoxia intermitente aguda) mientras que el segundo grupo se mantuvo por
12 ciclos (hipoxia intermitente cronica). Las ratas fueron mantenidas en jaulas transparentes
con 2 ratas x jaula, entre 22-25° de temperatura ambiental, 45-55% de humedad ambiental,
fotoperiodo 12/12, alimentacion con dieta estandar y agua ad libitum (Fig. 7.1 Anexos).

2.2. Funcién y morfologia cardiaca in vivo

La funcién cardiaca fue evaluada a través de ecocardiograma, para lo cual todas las ratas
fueron anestesiadas via inhalatoria con isofluorano (1,5%) en oxigeno, para disminuir el estrés
del animal y evitar posibles artefactos por el movimiento. Posterior a esto el térax de las ratas
fue depilado en torno al eje cardiaco (36,37). La funcion ventricular sistélica fue evaluada a
través de la FE, parametro que mide la diferencia del volumen entre la sistole/diastole del
ventriculo izquierdo y mediante FA parametro que mide la diferencia del diametro entre la sis-
tole/diastole del ventriculo izquierdo (38,39,40,41). Se obtuvo ademas los valores de diametros
ventriculares y espesores de las paredes. Los examenes ecocardiograficos se realizaron, por
el mismo operador, al terminar los ciclos 1, 4 y 12 de HHI y sus tiempos equivalentes en los
animales normoéxicos (controles).
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Una vez finalizado el periodo de experimentacion, todos los animales fueron eutanasiados por
sobredosis anestésica (Tiopental 150 mg/kg). Una vez confirmada la muerte por paro cardio-

respiratorio, se procedio a la extraccion del corazén y las arterias femorales y carotidas.

2.3. Funcioén vascular

La funcidn vascular fue evaluada en la arteria femoral y carotida a través de miografia de alam-
bre. Ambas arterias se mantuvieron en solucion de Krebs a 4°C donde fueron cuidadosamente
limpiadas y cortadas en anillos de 2 mm de largo. Posteriormente, 2 de los anillos de montaron
en un midgrafo de alambre (DMT620M, DanishMyo Technologies, Denmark), sumergidos en
Krebs y burbujeado continuo con 5% de CO2y 95% de Oz a 37° C (42,43).

Después de un periodo de equilibrio de 15 minutos, los anillos vasculares fueron estirados de
una manera escalonada a una tension equivalente normalizada, para lograr una presion trans-
mural fisioldgica (~80 mmHg), ya que la respuesta vascular es dependiente del grado de ten-
sion, simulando la condicién in vivo (42,43). Posteriormente se mantuvieron de 15-20 minutos
en solucién de Krebs, luego de lo cual se determiné la capacidad contractil administrando dosis
incrementales de K+ (4,72 — 124 mM). Ademas, se evalug la funcion vasoconstrictora mediante
dosis ascendentes de fenilefrina (PE, 101°-10 mol/L) en femorales y serotonina (5Ht, 10-10-
104 mol/L) en carotidas. La capacidad vasodilatadora se determiné a través del uso de dosis
crecientes de nitroprusiato de sodio (SNP, 10-1°-10-% mol/L) y metacolina (MetCh, 10-1°-10
mol/L). Para determinar la accién del NO en la vasodilatacion, se repitio la curva con metaco-
lina, en presencia de un bloqueador de la éxido nitrico sintasa (L-NAME, 10 mol/L). Adicio-
nalmente, para determinar el rol de prostanoides en la vasodilatacion, se repitio la curva con
metacolina, en presencia de indometacina (10 mol/L), un inhibidor no selectivo de las ciclooxi-
genasas (COX). Para el analisis de la respuesta tanto vasodilatadora como vasoconstrictora a
los diferentes farmacos vasoactivos se realizo un ajuste a una curva dosis-respuesta (agonista-
efecto) de modo tal de obtener una respuesta maxima (Emax o Kmax) y la sensibilidad (EC50
o pD2). Ademas, para las curvas con bloqueo de eNOS e inhibicion de COX, se calcularon las

areas bajo la curva (AUC) para estimar el rol de dichas vias vasodilatadoras (44).
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2.4. Marcadores de hipoxia y estrés oxidativo

Posterior a la eutanasia de las ratas, el corazon fue dividido en 2 en un corte medio transversal.

Un segmento fue congelado y otro fijado en formaldehido al 4%.

En el tejido congelado, se determind los niveles de expresion proteica de HIF-1 y HIF-2 me-
diante Western Blot, utilizando los anticuerpos anti-HIF-1 (sc-10790; 1:250 dilucién; Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) y anti-HIF-2 (NB 100-122; Novus Biological, Inc), res-

pectivamente.

Ademas, para determinar el nivel de estrés oxidativo, se midié 8-isoprostanos con un kit de
inmunoensayo (Cayman 516351), y 4-Hidroxinonenal (4-HNE) por Western Blot con anticuerpo
especifico anti-4-HNE (Abcam Laboratories, ab46545). Para determinar el estrés nitrosativo,
se cuantificd nitrotirosina (NT) por Western Blot con el anticuerpo anti-NT (Millipore, 05-233,
Darmstadt, Germany) (15, 45).

2.5. Enzimas antioxidantes cardiacas

Se determiné la expresion proteica de las enzimas antioxidantes manganeso superoxido dis-
mutasa (Mn-SOD), catalasa (CAT) y glutatién peroxidasa (GSH-Px-1), mediante Western blot
con anticuerpos especificos, anti-Mn-SOD (Millipore, 06-984;), anti-catalasa (Abcam Labora-
tories, ab1877and) y anti-GSH-PX-1 (Abcam Laboratories, ab22604), respectivamente (15,43).

Ademas, se midieron las actividades enziméticas de SOD, CAT y GSH-PX con ensayos co-
merciales (SOD Assay kit-WST, BioVision, #K335-100; OxiSelectTM Catalase Activity Assay
Kit, Colorimetric, Cell Biolabs, INC, #STA 341; y Gluthathione Peroxidase Assay Kit, Cayman,
#703102) (46).

2.6. Fuentes productoras de especies reactivas de oxigeno

Determinamos la generacion de *O2- mediante la oxidacion de 10 yM de DHE (470Ex / 590Em)
después de una incubacion de 30 minutos a 37 °C con el tejido homogeneizado (20-50 ug de
proteina). Ademas, la actividad de NADPH oxidasa se determiné en funcion de la tasa de con-
sumo de NADPH, monitorizado a 340 nm a 37 °C. El ensayo se realiz6 en una solucion que
contenia 50 mM tampon fosfato, pH 7,0, EDTA 1 mM, sacarosa 150 mM y homogenizado
tisular (20-50 ug de proteina). La reaccion enzimatica se inicié afadiendo 0,1 mM de NADPH

y la actividad NADPH se calculé como pmoles de NADPH oxidado/mg de proteina/min (47).
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2.7. Histologia cardiaca y vascular

Inmediatamente posterior a la eutanasia, se obtuvieron cortes transversales de corazén y ani-
llos de arteria aorta, femoral y car6tida, los cuales fueron fijados en formaldehido 4% durante
24horas, incluidos en parafina y cortados en laminas de 5 um de espesor. Posteriormente,
estos cortes se sometieron una tincion de Van Gieson, que permite la observaciéon y cuantifi-
cacion de la densidad de fibras de elastina y colageno, la densidad celular y las caracteristicas
estructurales del tejido. Los cortes fueron observados en un microscopio de luz y fotografiados

para su posterior analisis digital (44,45).

2.8. Andlisis estadistico

El tamafio de muestra se determind justificado para obtener resultados estadisticamente vali-

dos para lo cual se utilizé la siguiente formula:

(Zu+ZE)2x o2
n=2X >
(H1-H5)
Dénde: Za= valor absoluto del error alpha; ZB= valor absoluto del error beta; 8= desviacion
estandar; ul- y2= % diferencia de resultados esperados, para esto consideramos al error a en
5%, error B en 20%, para lo cual se analizar4 como resultado los valores de estrés oxidativo,
con una diferencia esperada de 30% al comparar el grupo expuesto hipoxia intermitente aguda

versus a los expuestos a hipoxia intermitente prolongada (48,14).

579= 2X ( 1.96+([):;2;2!+!18)
Esto arroja un n=5.79 ratas por grupo. Siendo la intervencion realizada en 4 grupos, esto da
un numero total aproximado de 24 ratas.

Los valores se expresaron como promedio + error estidndar de la media (ESM). Se cheque6

distribucion no normal, mediante el Test de Shapiro—Wilk.

Las comparaciones de las variables entre dos grupos se realizaron mediante la prueba no

paramétrica, Mann-Whitney. Se considerd un p <0.05 como estadisticamente significativo.
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3. RESULTADOS

3.1. Determinacioén y analisis de parametros ecocardiograficos

Grupos agudos

Con respecto a la funcién sistdlica, fue posible observar un aumento de 22,85% al final del
primer ciclo y de 7,88% al final del cuarto ciclo en la FE en las ratas expuestas a HIA en com-
paracién a los controles. La FA en el primer ciclo no presenté diferencia, mientras que al tér-
mino del 4% ciclo se observo un aumento de FA de 9,56% en el grupo HIA (Fig. 1). La frecuencia
cardiaca no presento diferencia al término del primer ciclo, observando un aumento del 18,81%
de esta al término del cuarto ciclo (Tabla 1).

En cuanto a las mediciones morfométricas, el espesor del tabique interventricular en diastole
fue similar entre grupos. En contraste, el diametro ventricular en sistole disminuyé 28,32% al
término del primer ciclo. Adicionalmente, el diametro ventricular en diastole disminuyo 20,87 %
y el diametro ventricular en sistole disminuyd 33,41%, mientras que la frecuencia cardiaca

aumento 18,81% al término del cuarto ciclo (Tabla 1).

Tabla 1. Variables ecocardiograficas en primer y cuarto ciclo.

Variable NA1 HIAL NA4 HIA4
DVID (mm) 7,13 +0,42 6,49 + 0,37 7,52 £ 0,16 5,95 + 0,39*
DVIS (mm) 413 +0,33 2,96 + 0,30* 3,98 +0,11 2,64 +0,39*
TIVD (mm) 1,57 £ 0,10 1,60 + 0,10 1,76 £ 0,14 2,00 £0,12
PLVI (mm) 2,14 + 0,24 2,98 + 0,27 2,83+0,13 3,03+0,19

DAI (mm) 3,91 + 0,19 3,53+0,32 4,45+0,11 3,87+0,35

DA (mm) 333+0,21 3,09+0,14 2,96 + 0,15 2,41+0,17

FC (Ipm) 242,4+19,3 243,1+8,2 220,3 +11,7 261,5 + 15,4*

Diametro del ventriculo izquierdo en diastole (DVID) expresado en milimetros (mm), Diametro del ventriculo izquierdo en
sistole (DVIS) expresado en mm, y tabique interventricular en diastole (TIVD) expresado en mm, pared libre del ventriculo
izquierdo en diastole (PLVI) expresado en mm, didmetro de la auricula izquierda (DAI), didmetro adrtico (DA) y frecuencia
cardiaca (FC) medida en latidos por minuto (Ipm); al término del primer ciclo y al término del cuarto ciclo. Los grupos son NA1:
normoxia post 1°' ciclo, HIA1: hipoxia post 1°' ciclo; NA4: normoxia post 4°, HIA4: hipoxia post 4% ciclo. Los datos son expre-
sados en promedios + ESM. Diferencias estadisticamente significativas (P<0,05) = * HIA vs NA (n= HIA:6, NA:6).
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Figura 1. Fraccion de eyeccion (FE) y Fraccion de acortamiento (FA). FE y FA valoradas en porcentaje (%), de los grupos
hipoxia hipobarica intermitente aguda (HIA) frente al grupo control agudo (NA), al término del primer ciclo (A,B) y al término
del cuarto ciclo (C,D). Los resultados son expresados en promedio + ESM. Diferencias estadisticamente significativas (P<0,05)
=*HIA vs NA (n= HIA:6, NA:6).

Grupos cronicos

No se observaron diferencias en la FE ni en la FA al comparar HIC con sus controles. Sin
embargo, la frecuencia cardiaca aumentd un 17,19% en HIC (Fig. 2). En cuanto a las medicio-
nes morfométricas, el diametro ventricular izquierdo en diastole (DVID) disminuy6 un 24,70%
y el diametro de la auricula izquierda (DAI) presentd un aumento del 28,49% en relacion al
control. Por otro lado, el didmetro ventricular izquierdo en sistole, el tabique interventricular en
diastole (TIVD), la pared libre del ventriculo izquierdo (PLVI) y el didametro de la arteria aorta

(DA) no presentaron diferencias significativas (Tabla 2).
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Tabla 2. Variables ecocardiograficas en grupos crénicos

Variable NC HIC
DVID (mm) 8,34 +£0,51 6,28 + 0,45*
DVIS (mm) 4,68 + 0,44 3,40 + 0,38
TIVD (mm) 2,96 + 0,06 3,12+0,39
PLVI (mm) 2,76 £ 0,22 3,05+0,17

DAI (mm) 3,93+0,23 5,05 + 0,46*

DA (mm) 1,95+0,11 1,90 £ 0,11

FC (Ipm) 195,40 + 10,53 229 +11,23*

Diametro del ventriculo izquierdo en diastole (DVID) expresado en centimetros (mm), Didmetro del ventriculo izquierdo en
sistole (DVIS) expresado en mm, y tabique interventricular en didstole (TIVD) expresado en mm, pared libre del ventriculo
izquierdo en diastole (PLVI) expresado en mm, didmetro de la auricula izquierda (DAI), didmetro adrtico (DA) y frecuencia
cardiaca (FC) medida en latidos por minuto (Ipm) Los datos son expresados en promedio + ESM. Diferencias estadisticamente
significativas (P<0,05) = * HIC vs NC (n= HIC:5, NC:5).
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Figura 2. Fraccién de eyeccién (FE) y Fraccion de acortamiento (FA). FE (A) y FA (B) valoradas en porcentaje (%), de los
grupos hipoxia hipobarica intermitente crénica (HIC) frente al grupo control crénico (NC), al término del ciclo 12. Los resultados
son expresados en promedio £ ESM. Diferencias estadisticamente significativas (P<0,05) = * HIC vs NC (n= HIC:5, NC:5).

3.2. Reactividad vascular

Funcion vascular carotidea en exposicion aguda. Las dosis ascendentes de potasio (K+)
indujeron una vasoconstriccion progresiva en todos los grupos. Las ratas HIA no presentaron
diferencias en la sensibilidad (EC50 HIA: 25,07mM * 3,81 vs EC50 NA: 28,46mM + 3,47) pero
si una mayor capacidad contractil (Emax HIA: 4,20N/M + 0,28 vs Emax NA: 3,08 N/M = 0,19)
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respecto al control (Fig. 3). En contraste, serotonina (5HT) indujo igual efecto maximo (Emax
HIA: 164,50% + 18,48 vs Emax NA: 191,60% + 11,13) pero mayor sensibilidad (pD2 HIA: 6,77
+ 0,32 vs pD2 NA: 5,91 £ 0,14) respecto a NA (Fig. 3).

A la vez, la vasodilatacién inducida por SNP presentd una relajacion maxima similar (Rmax
HIA: 34,38% % 3,07 vs Rmax NA: 31,09 * 2,18), pero con una sensibilidad mayor en las ratas
HIA (pD2 HIA: 7,64 + 0,16 vs pD2 NA: 7,07 £ 0,10).

Por otro lado, la relajacion inducida por metacolina (MetCh) no presento diferencias entre gru-
pos, tanto en sensibilidad (pD2 HIA: 8,39 + 31,15 vs pD2 NA: 8,26 = 0,41) como en respuesta
méaxima (Rmax HIA: 26,86 % + 11,95 vs Rmax NA: 52,65% =+ 6,11) (Fig. 4). Al repetir la curva
de MetCh con blogueo de L-NAME, tampoco se encontraron diferencias entre grupos (pD2
HIA: 6,83 = 2,13 vs pD2 NA: 8,89 + 0,46; Rmax HIA: 16,88% * 7,90 vs Rmax NA: 25,36% =*
4,60). En contraste, al agregar indometacina, se observé una menor sensibilidad (pD2 HIA:
6,38 + 0,88 vs pD2 NA: 9,01 £ 0,49) y mayor respuesta vasodilatadora maxima (Rmax HIA:
15,29% + 4,14 vs Rmax NA: 45,76% + 5,52) en HIA con respecto a su control (Fig. 4). No se
observaron diferencias significativas en las areas bajo la curva, ni en la comparacion del % de
vasodilatacién independiente de NO. Por otro lado, al comparar el porcentaje de vasodilatacién
de los grupos con bloqueo con L NAME en relacion al 100% del estimulo de MetCh se observo

una mejor vasodilatacion de HIA en 54% (Fig. 4).
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Figura 3. Funcion vasoconstrictora en arterias caroétidas. La vasoconstriccion fue inducida por (A) Potasio (K+) y (B)
Serotonina (5HT). Los datos son expresados en promedios + ESM, la respuesta maxima se expresa en Emax y Kmax, la
sensibilidad es expresada por EC50 y pD2. Diferencias estadisticamente significativas: P<0,05=*. (HIA vs/ NA), (n= HIA:6,
NA:6).
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Figura 4. Funcién vasodilatadora en arterias carotidas. La vasodilatacion fue inducida por SNP, Metacolina, Metacolina +
L-NAME y Metacolina + L-NAME/Indometacina. Los datos son expresados en promedios = ESM, Area bajo la curva (AUC)
medido en unidades arbitrarias la sensibilidad expresada por pD2 y vasodilatacion méaxima en Rmax. (A) SNP, (B) Metacolina,
(C) bloqueo con L-NAME, (D) bloqueo con L-NAME/indometacina, (E) porcentaje de vasodilatacion NA sin bloqueo de L-
NAME y con bloqueo (L-NAME), (F) porcentaje de vasodilatacion HIA sin bloqueo de L-NAME y con bloqueo (L-NAME/Indo-
metacina), (G) porcentaje de vasodilatacion independiente de NO. (H) porcentaje de vasodilatacion NA sin bloqueo de L-
NAME y con blogueo (L-NAME/Indometacina), (I) porcentaje de vasodilatacion HIA sin bloqueo de L-NAME vy con bloqueo (L-
NAME), (J) porcentaje de vasodilatacion bloqueo (L-NAME/Indometacina) NA v/s HIA. Diferencias estadisticamente significa-

tivas (P<0,05) = * HIA vs NA (n= HIA:6, NA:6).
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Funcion vascular femoral en exposicion aguda. La vasoconstriccion inducida por K+ mues-
tra una mayor sensibilidad en el grupo HIA (EC50 HIA: 20,76 mM + 1,83 vs EC50 NA: 25,05mM
+ 1,49), sin diferencias en el efecto méximo (Emax HIA: 9,01 £ 0,38 vs Emax NA: 7,91 + 0,30).
Por otro lado, la vasoconstriccion inducida por fenilefrina presenté una mayor sensibilidad (pD2
HIA: 6,30 £ 0,17 vs pD2 NA: 4,97 £ 0,14) y efecto maximo (Emax HIA: 125,30% + 7,16 y Emax
NA: 81,46% + 6,66) en el grupo HIA (Fig. 5). En contraste, la vasodilatacion inducida por SNP
tuvo una relajacion maxima similar en ambos grupos (Rmax HIA: 86,59% * 2,00 vs Rmax NA:
87,14% + 1,96), pero con una sensibilidad mayor en las ratas HIA (pD2 HIA: 8,04 = 0,08 vs
pD2 NA: 7,41 + 0,07). Ademas, la relajacion inducida por metacolina indujo una respuesta
maxima menor en HIA (Rmax HIA: 34,80% * 10,73 vs Rmax NA: 61,04% * 4,11), con una
sensibilidad similar (pD2 HIA: 9,36 £+ 0,44 vs pD2 NA: 8,61 + 0,16) respecto al grupo control
(Fig. 6). Por otro lado, al administrar L-NAME, la vasodilatacion inducida por metacolina no
presenta diferencias entre grupos (pD2 HIA: 8,06 + 0,39 y pD2 NA: 9,45 + 0,64; Rmax HIA:
40,08% + 4,45 vs Rmax NA: 47,59% = 7,37). En contraste, al administrar L-NAME + Indome-
tacina, se observa una mayor sensibilidad de NA (pD2 HIA: 7,15 + 0,31 vs pD2 NA: 8,88 +
0,52) sin diferencias en el efecto méximo (Rmax HIA: 52,57% + 8,27 vs Rmax NA: 43,29% +

8,17) (Fig. 6). En estos ensayos, no se observaron diferencias significativas en las areas bajo

la curva.
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Figura 5. Funcion vasoconstrictora en arterias femorales. La vasoconstriccion fue inducida por (A) Potasio (K+) y (B)
Fenilefrina (PE). Datos expresados en promedios + ESM, la respuesta maxima se expresa en Emax y Kmax, la sensibilidad
es expresada por EC50 y pD2. Diferencias estadisticamente significativas (P<0,05) = * HIA vs NA (n= HIA:6, NA:6).
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Funcién vascular carotidea en exposicién crénica. La vasoconstriccion de las carétidas
estimulada por K+, no presenté diferencias en la sensibilidad (EC50 HIC: 30,20mM + 1,67 vs
EC50 NC: 29,88mM = 2,61) entre grupos cronicos. Por el contrario, se observé una menor
respuesta maxima (Emax HIC: 3,97N/M + 0,12 vs Emax NC: 4,78N/M * 0,22) del grupo HIC
comparado con NC. En la curva-respuesta a serotonina, HIC presenté menor sensibilidad (pD2
HIC: 5,53 + 0,27 vs pD2 NC: 6,26 = 0,36), pero sin diferencias en su efecto vasoconstrictor
maximo (Emax HIC: 105,84% * 10,26 vs Emax NC: 98,56% + 9,80) (Fig. 7). Al estimular la
vasodilatacion de las carotidas con SNP, se observa una mayor sensibilidad (pD2 HIC: 7,22 £
0,08 vs pD2 NC: 6,83 + 0,13) y vasodilatacion maxima para el grupo HIC (Rmax HIC: 79,15%
+ 2,00 vs Rmax NC: 52,75% + 2,57) (Fig.8). Por otro lado, al inducir la vasodilatacion a traves
de metacolina, destaca un mayor efecto maximo (Rmax HIC: 57,22% + 2,26 vs Rmax NC:
32,69% + 6,78), y sensibilidad (pD2 HIC: 9,25 + 0,11 vs pD2 NC: 8,63 + 0,56) de HIC en com-
paracion con NC. Este efecto maximo se mantuvo incluso al incubar con L-NAME (Rmax HIC:
54,32% + 3,24 vs Rmax NC: 15,38% + 4,66; pD2 HIC: 8,54 + 0,21 vs pD2 NC: 9,32 £ 1,07) y
L-NAME+Indometacina (Rmax HIC: 73,07% + 3,57 vs Rmax NC: 62,20% * 2,84; pD2 HIC:
8,84 £ 0,16 vs pD2 NC: 8,76 £+ 0,15), sin presentar diferencias en la sensibilidad (Fig. 8). No se

observaron diferencias significativas en las areas bajo la curva, en ninguno de los bloqueos.
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Figura 7. Funcion vasoconstrictora en arterias carétidas. La vasoconstriccion fue inducida por (A) Potasio (K+) y (B)
Fenilefrina (PE). Los datos son expresados en promedios + ESM, la respuesta maxima se expresa en Emax y Kmax, y la
sensibilidad es expresada por EC50 y pD2. Diferencias estadisticamente significativas (P<0,05) = * HIC vs NC (n= HIC:6,
NC:6).
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vs NC (n= HIC:6, NC:6).
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Funcion vascular femoral en exposicion créonica. La vasoconstriccion inducida por K+ en
las arterias femorales no presento diferencias en la sensibilidad (EC50 HIC: 28,73mM + 5,02
vs EC50 NC: 22,86mM + 2,18). Sin embargo, se observdé menor capacidad contractil en HIC
(Emax HIC: 6,10N/M £ 0,29 vs Emax NC: 7,22N/M % 0,3) en comparacion con NC. Sin em-
bargo, la respuesta a fenilefrina fue similar entre grupos (pD2 HIC: 5,53 £ 0,27 vs pD2 NC:
6,26 + 0,36; Emax HIC: 105,80% + 10,26 vs Emax NC: 98,56% * 9,85) (Fig. 9). Asimismo, la
capacidad vasodilatadora inducida por SNP presento diferencias entre grupos (pD2 HIC: 7,19
+ 0,11 vs pD2 NC: 7,56 + 0,15; Rmax HIC: 68,88% + 2,24 vs Rmax NC: 65,55% * 2,86) (Fig.
10). No obstante, ante la estimulacién por metacolina, el grupo HIC presenté una menor sen-
sibilidad (pD2 HIC: 5,97 + 0,86 vs NC: 9,31 + 0,80) y relajacion maxima (Rmax HIC: -21,80%
+ 8,48 vs Rmax NC: 23,98% = 3,98) (Fig. 10). De hecho, el grupo HIC no tuvo respuesta va-
sodilatadora. Al agregar L-NAME al estimulo de vasodilatacion (pD2 HIC: 5,10 + 1,96 vs pD2
NC: 7,20 = 0,38) o L-NAME+Indometacina (pD2 HIC: 8,81 + 1,32 vs pD2 NC: 8,83 £ 0,28), la
sensibilidad no presento diferencias entre ambos grupos. En contraste, la vasodilatacion ma-
xima al agregar L-NAME (Rmax: HIC: 3,15% * 4,15 vs Rmax NC: 42,84% * 6,81) y L-
NAME-+Indometacina (Rmax HIC: 12,51% + 5,26 vs Rmax NC: 46,45% * 4,17) fue menor en
ambos casos en el grupo hipoxico (Fig. 10). Se observaron una disminucion del areas bajo la
curva en la comparacion de Metacolina de un 39% + 15,29, Pese a esto, no se encontraron

diferencias al comprar del % de vasodilatacion independiente de NO.
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Figura 9. Funcién vasoconstrictora en arterias femorales. La vasoconstriccion fue inducida por (A) Potasio (K+) y (B)
Fenilefrina (PE). Datos expresados en promedios + ESM, la respuesta méxima se expresa en Emax y Kmax, la sensibilidad
es expresada por EC50 y pD2, respectivamente. Diferencias estadisticamente significativas (P<0,05) = * HIC vs NC (n=
HIC:6, NC:6).
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Figura 10. Funcién vasodilatadora en arterias femorales. La vasodilatacion fue inducida por SNP, Metacolina, Metacolina
+ L-NAME y Metacolina + L-NAME /Indometacina. Los datos son expresados en promedios + ESM, la sensibilidad expresada
por pD2 y vasodilatacion maxima en Rmax. Area bajo la curva (AUC) medido en unidades arbitrarias la sensibilidad expresada
por pD2 y vasodilatacion maxima en Rmax. (A) SNP, (B) Metacolina, (C) bloqueo L-NAME, (D) bloqueo L-NAME/indometa-
cina, (E) porcentaje de vasodilatacion NA sin bloqueo de L-NAME y con bloqueo, (F) porcentaje de vasodilatacién HIC sin
blogqueo de L-NAME y con bloqueo L-NAME, (G) porcentaje de vasodilatacién independiente de NO (H) porcentaje de vaso-
dilatacion NC sin bloqueo de L-NAME y con bloqueo (L-NAME/Indometacina), (I) porcentaje de vasodilatacién HIC sin bloqueo
de L-NAME vy con bloqueo (L-NAME), (J) porcentaje de vasodilatacion bloqueo (L-NAME/Indometacina) NC v/s HIC. Diferen-
cias estadisticamente significativas (P<0,05) = * HIC vs NC (n= HIC:6, NC:6).
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3.3. Capacidad antioxidante y marcadores de estrés oxidativo

Grupos agudos

Las enzimas antioxidantes SOD y GSH-PX presentaron un aumento de 32,68% y 38,19%,
respectivamente, en el Grupo HIA en relacion al grupo NA (Fig. 11). En contraste, la expresion
de CAT fue similar en ambos grupos. A la vez, se observo una disminucion de 4-HNE en un
56,75% en HIA respecto a NA (Fig. 12), con expresion similar de NT entre ambos grupos. Por
otro lado, al evaluar la actividad enzimatica tanto SOD, GSH-PX y CAT se observé un aumento
de 53,57%, 141,94% y 32,76%, respectivamente en el Grupo HIA en relacion al grupo NA (Fig.
13). Por otro lado, se observé un aumento del 49,11% en la expresion de HIF 2a en HIA. Sin
embargo, no se observan diferencias en los niveles de HIF-1a, al comparar el grupo HIA con
NA (Fig. 14).
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Figura 11. Capacidad antioxidante. Los datos estan expresados en promedios + ESM, porcentajes (%) en relacion al valor
del grupo control. Cuantificaciéon a través de western blot de (A) Superoxido dismutasa (SOD), (B) Catalasa (CAT),y (C)
Glutation peroxidasa (GSH-PX). Diferencias estadisticamente significativas (P<0,05) = * HIA vs NA (n= HIA:6, NA:6).
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Figura 12. Marcadores de estrés oxidativo. Niveles en Corazén cuantificado a través de western blot (A) 4 hidroxinonenal
(4HNE), (C y D) Nitrotirosina (NT). Los datos estan expresados en promedios + ESM, porcentajes (%) en relacion al valor del
grupo control. Diferencias estadisticamente significativas (P<0,05) = * HIA vs NA (n= HIA:6, NA:6).
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Figura 13. Actividad enziméatica. Medicién realizada por método de Elisa, (A) Superdxido dismutasa (SOD), (B) Glutatién
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Figura 14. Expresion de factor inducible por Hipoxia (HIF). Expresion proteica a través de Western blot de (A) HIF 1a, y
(B) HIF 2a. Los datos estan expresados en promedios + ESM, porcentajes (%) en relacién al valor del grupo control. Diferen-
cias estadisticamente significativas (P<0,05) = * HIA vs NA (n= HIA:6, NA:6).

Grupos croénicos

Entre los grupos cronicos no se encontraron diferencias en la expresion enzimatica de SOD,
GSH-PX y CAT (Fig. 15). En contraste, la actividad enzimatica presenté una disminucién en
SOD de 51,65% en HIC, sin cambios en las actividades enzimaticas de CAT y GSH-PX (Fig.
16). 4-HNE presenté una disminucion de 81,28% en HIC, sin diferencias en NT con respecto
al control (Fig. 17). De la misma manera, no se encontraron diferencias significativas en la

expresion de HIF 1a y HIF 2a, al comparar el grupo HIC con NC (Fig. 18).
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Figura 17. Marcadores de estrés oxidativo. Estrés oxidativo en corazon cuantificado a través de Western blot de (A) 4
hidroxinonenal (4HNE) y (B,C) nitrotirosina (NT). Los datos estan expresados en promedios + ESM, porcentajes (%) en rela-
cion al valor del grupo control. Diferencias estadisticamente significativas (P<0,05) = * HIC vs NC (n= HIC:5, NC:5).
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Figura 18. Expresion de factor inducible por hipoxia. (A) HIF 1a, y (B) HIF 2a, cuantificado a través de Western blot. Los
datos estan expresados en promedios + ESM, porcentajes (%) en relacion al valor del grupo control. Diferencias estadistica-
mente significativas (P<0,05) = * HIC vs NC (n= HIC:5, NC:5).

3.4. Fuentes productoras de ERO

Grupos agudos

La produccion del «O2- por NADPH oxidasa fue similar entre los grupos. En contraste, la gene-
racion mitocondrial de *O2- fue un 25,80% mayor en HIA en comparacion con los animales NA
(Fig. 19).

MITS, URF/mg protein

NA HIA NA HIA

Figura 19. Generacion de especies reactivas de oxigeno. Produccién de especies de oxigeno reactivo (ERO) de (A) nico-
tinadina adenina dinucleétido fosfato oxidasa (NADPH oxidasa), y (B) de fuente mitocondrial (MITS) en tejido cardiaco de
ratas. Los datos se expresan en promedios + ESM. Diferencias significativas (P<0.05): * HIA vs NA (n= HIA:6, NA:6).

Grupos cronicos

La produccion de <O2- por NADPH oxidasa fue 23,74% mayor en HIC. Por otro lado, la gene-
racion mitocondrial de *O2- fue 72,96% mayor al comparar HIC con NC (Fig. 20).
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Figura 20. Generacién de especies féactivas de"6xigeno. Produccién de especies de oxigeno reactivo (ERO) de (A) nico-
tinadina adenina dinucleétido fosfato oxidasa (NADPH oxidasa), y (B) de fuente mitocondrial (MITS) en tejido cardiaco de

ratas. Los datos se expresan en promedios + ESM. Diferencias significativas (P<0.05): * HIC vs NC (n= HIC:5, NC:5).
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3.5. Histologia cardiaca y arterial

Grupos agudos

El area total cardiaca, el &rea total del ventriculo izquierdo, el area luminal izquierda, la pared
libre del ventriculo izquierdo y la sumatorias de areas del septum+ventriculo izquierdo no pre-
sentaron diferencias significativas entre el grupo HIA'y el grupo control (Tabla 3). Por otro lado,
el area total del ventriculo derecho aumento 25,50% y la pared libre presenté un aumento de
42,10% en HIA en comparacion con el grupo control (Tabla 3). Pese a esto, no se encontraron
diferencias en el area luminal del ventriculo derecho. A la vez, se analizé la relacion entre las
areas de ventriculo derecho y el septum + ventriculo izquierdo, y la relacién entre el area del
ventriculo derecho y area total del corazon, como indicadores de remodelamiento cardiaco, sin
pesquisarse diferencias significativas (Fig. 21). En contraste, la densidad de miocardiocitos
presentd una disminucion en el ventriculo derecho del 22,65%, y se observé ademas en el
segmento septal correspondiente al ventriculo izquierdo una disminucién de la densidad de
13,19% al comparar el grupo HIA contra NA (Fig. 22). En el resto de los segmentos cardiacos,
la densidad de miocardiocitos fue similar entre grupos.

La arteria aorta no presento diferencias significativas ni en el diametro luminal ni al comparar
el grosor muscular y adventicia entre HIA y NA. Tampoco se observaron diferencias al analizar
la relacion entre didmetro externo y el diametro interno ni en la razon del didmetro externo
muscular y diametro interno (Tabla 4).

Por otro lado, la arteria carétida presenté una disminucion del diametro luminal en 25,60% en
HIA en relacién al control (Tabla 4). Ademas, se observé un aumento en el grosor muscular en
22,22% en HIA (Tabla 4), sin diferencias significativas en el espesor de la adventicia. Al anali-
zar la razon del diametro total en relacion al diametro interno, se observé un aumento en
22,72% en HIA. Sin embargo, la razon del didmetro muscular en relacion al diametro interno
fue similar entre grupos (Fig. 23).

La arteria femoral presentd una disminucion en el diametro luminal en 31,94%, el diametro
muscular en 37,20%, el diametro total en 63,06%, el grosor muscular en 42,85%, el perimetro
muscular en 44,64% y el perimetro luminal en 30,97%, en el grupo HIA en relacion al grupo
control (Tabla 4). Sin embargo, el grosor de la adventicia y la relacion DM/DI fue similar entre
grupos. En contraste, la relacion DT/DI presentd un aumento en el grupo HIA de un 32,90%
respecto a NA (Fig. 23). Por otro lado, se observo una disminucién en la densidad de células
musculares en la arteria femoral de un 25,91% en HIA, sin diferencias significativas en la den-

sidad celular de las arterias aortas y carotidas (Fig. 24).
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Tabla 3. Determinaciones histolégicas en grupos agudos

D

CT (mm?) | 74,62+3,01 70,07 +2.17
LVEmMmM?) | o 5n 4113 9,65+1,17
SVIMM?) | o7 074422 60,80 + 1,76
PLI (mm?) 2,51+0,17 2,69£0,15
VD (mm?) 13,88 + 0,41 17,42 +0,88*
LVD (mm?) | 5 564 .60 5,95 + 0,55
PLVD (MM) | 4944008 1,35 £ 0,09*
DAP (mm) 8,93+ 0,32 9,11 + 0,50
DL (mm) 10,42 0,43 10,40 0,63
GS (mm) 2,04+0,13 2,08 +0,11

Mediciones morfométricas cardiacas: las areas fueron medidas en milimetros cuadrados(mm?) mientras que las mediciones
longitudinales en milimetros (mm), las variables medidas fueron: Area Cardiaca Total(CT), Area del Lumen Ventriculo Iz-
quierdo(LVI), Area de Septum mas area del Ventriculo Izquierdo(SVI), Area del Ventriculo Izquierdo(VI), Pared Libre del Ven-
triculo Izquierdo(PLI), Area del Ventriculo Derecho(VD), Area Luminal Ventriculo Derecho(LVD), Pared Libre del Ventriculo
Derecho (PLVD), Didametro Antero Posterior(DAP), Diametro Lateral (DL),Grosor Septum(GS), Los datos estan expresados
en promedios = ESM; Diferencias estadisticamente significativas (P<0,05) = * HIA vs NA (n= HIA:6, NA:6).
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Figura 21. Razdon de areas cardiacas. (A) relacion del Area del Ventriculo Derecho(VD) con el Area del Ventriculo Izquierdo
mas el Area del Septum (S+VI), (B) relacion del VD con el Area Cardiaca Total(CT), (C) microfotografia representativa de NA
y, (D) microfotografia representativa de HIA. Areas medidas en milimetro cuadrados (mm?2). Los datos estan expresados en
promedios + ESM. Diferencias estadisticamente significativas (P<0,05) = * HIA vs NA (n= HIA:6, NA:6).
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Figura 22. Densidad celular por segmentos cardiacos. Conteo de ndcleos en un area de 1000 micrometros 2, los segmen-
tos medidos: (A) Septum Ventriculo Derecho, imagen representativa (B) NA, (C) HIA. (D) Septum Ventriculo Izquierdo, ima-
genes representativas (E) NA, (F) HIA. (G) Ventriculo Derecho, imagenes representativas, (H) NA, (1) HIA. (J) Ventriculo

Izquierdo, imagenes representativas (K) NA, (L) HIA. Los datos estan expresados en promedios + ESM. Diferencias estadis-
ticamente significativas (P<0,05) = * HIA vs NA (n= HIA:6, NA:6).
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Tabla 4. Determinaciones histolégicas de arterias en grupos agudos

AORTA CAROTIDA FEMORAL
NA ‘ HIA NA HIA NA HIA

Bi (mm) 2,09 + 0,06 2,10 +0,08 0,82 +0,01 0,61 + 0,10 0,72 + 0,04 0,49 + 0,04*
DM (mm) 2,36 + 0,07 2,33+ 0,07 0,91 +0,02 0,71+0,13 0,86 + 0,06 0,54 + 0,01
DT (mm) 2,64+0,1 2,52 +0,07 1,10+ 0,02 0,95 + 0,08 1,11+ 0,09 0,41 + 0,03
GA (mm) 0,20+ 0,01 0,29 +0,02 0,18 + 0,01 0,24 + 0,04 0,24 + 0,06 0,38 +0,02
GM(mm) 0,26 +0,01 0,28 +0,01 0,09 0,005 0,11 + 0,003 0,14 +0,01 0,08 + 0,01
PA (mm) 8,30+ 0,73 7,91+0,23 3,46 + 0,07 2,99+0,71 3,49 + 0,30 3,50 + 1,13
PM (mm) 7,41 0,22 7,31+0,22 2,87 +0,06 2,23+0,58 2,71+0,21 1,50 + 0,24*
PL (mm) 6,57 +0,20 6,50 + 0,26 2,58 + 0,06 1,94 + 0,56 2,26 40,19 1,56 +0,14*
CT(MM?) | 300,93 + 188,67 | 3628,25 + 366,05 729,71 + 41.12 437,88+ 267,17 | 497,28+139,72 | 1010,61 + 611,08
AM (MM?) | 5048 61 + 165,55 | 3012,23+ 351,18 462,46 + 25,14 284,12 + 184,65 | 20571+ 53,62 668,63 + 522,34
AL (MM?) | 187,37 £ 130,14 | 2346,74 + 349,37 337,20 + 24,16 199,99 + 140,05 74,58 + 28,32 471,29 + 400,19

Mediciones de areas realizadas en milimetros cuadrados (mm?2) y mediciones longitudinales en milimetros (mm), las medicio-
nes realizadas fueron: Diametro Luminal(DI), Didmetro Muscular externo(DM), Diametro adventicia(DT), Grosor adventi-
cia(GA), Grosor Muscular(GM), Perimetro adventicia(PA), Perimetro muscular(PM), Perimetro luminal(PL), Area total(AT),
Area muscular(AM), Area luminal(AL). Los datos estan expresados en promedios + ESM. Diferencias estadisticamente signi-
ficativas (P<0,05) = * HIA vs NA (n= HIA:6, NA:6). Bajo la tabla 4 se pueden observar imagenes representativas de los cortes
histoldgicos de las arterias: (A) Aorta NA, (B) Aorta HIA, (C) Cardtida NA, (D) Carétida HIA, (E) Femoral NA, (F) Femoral HIA.

A. B.

159 2.0

Razon DT/DI
Razon DT/ DI
Razon DT/ DI

Razon DM/ DI
Razon DM/ DI

Razon DM/DI

NA HIA

NA HIA NA HIA

Figura 23. Raz6n de diametros en las arterias. Se realizaron relaciones a través de las mediciones histologicas tales como
diametro total de las arterias (DT) con el diametro interno (DI) y el diametro muscular (DM) con DI. Imagen (A) Aorta, (B)
Cardtida, (C) Femoral. Los datos estan expresados en promedios + ESM. Diferencias estadisticamente significativas (P<0,05)
=*HIA vs NA (n= HIA:6, NA:6).

40



>
o
T

Densidad celular Femoral
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Figura 24. Densidad celular muscular por arteria. Densidad medida a través del conteo de nucleos en un area de 1000
micrémetros 2 (A) aorta, imagen representativa (B) NA, (C) HIA; (D) carétida, imagen representativa (F) NA, (G) HIA; (H)
femoral, imagen representativa, (1) NA, (J) HIA. Los datos estan expresados en promedios + ESM. Diferencias estadistica-
mente significativas (P<0,05) = * HIA vs NA (n= HIA:6, NA:6).

Grupos crénicos

El &rea total cardiaca en HIC presentd un aumento de 35,75% en relacion a su grupo control.
En contraste, no se observaron diferencias en el area luminal del ventriculo izquierdo ni en la
pared libre del ventriculo izquierdo. Por otro lado, el ventriculo derecho de HIC presenté un
aumento en su area total 78,22%, con un aumento de 69,33% de la pared libre y de 42,55%
en su area luminal (Tabla 5). Al analizar la razén del area del ventriculo derecho por area del
septum y ventriculo izquierdo, como indicador de remodelamiento cardiaco derecho, se ob-
servo un aumento de 33,96% en HIC en relacion a NC. También la relacion area del ventriculo
derecho por area total aumento 29,23% en HIC, al ser comparado con NC (Fig. 25). En la
densidad celular muscular se observé una disminucion de 23,56% en el ventriculo derecho en
relacion al grupo control. Asimismo, disminuy6 la densidad celular en ventriculo izquierdo de
HIC en 23,02%, sin diferencias significativas en el segmento septal del ventriculo izquierdo y
derecho (Fig. 26).

En los grupos croénicos, la arteria aorta no presentd diferencias significativas en el diametro
luminal, en el grosor muscular o en adventicia entre HIC y NC (Tabla 6). Tampoco se observa-
ron diferencias al analizar la relacion entre DT/DI ni en DM/DI entre estos grupos (Fig. 27).
Por otro lado, en la arteria carétida se observo un aumento en el grosor muscular de un 22,22%

y el diametro muscular en un 13,41% en HIC, sin diferencias significativas en el espesor de la
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adventicia ni en el didametro luminal (Tabla 6). La razén DT/DI no presento diferencias, mientras
gue DM/DI aumento en HIC un 11,50% en comparacion con NC (Fig. 27).

La arteria femoral presenté valores similares en el diametro luminal, el grosor muscular y ad-
venticia entre HIC y NC (Tabla 7). Asimismo, las relaciones DT/DI y DM/DI fueron similares
entre grupos (Fig. 27). Finalmente, el analisis de la densidad celular no mostré diferencias

significativas en aorta, cardtida y femoral, al comparar HIC con NC (Fig. 28).

Tabla 5. Variables histolégicas cardiacas de grupos cronicos.

CTMMY) | 50,36+ 6.30 81,94 + 3,76*
LVIDM®) |10 g6 1,90 11,80 + 1,24
SVI(mm?) 46,62 + 4,43 59,11 + 3,45
PLI(mm?) 2,38+0,13 2,57+0,16
VD(mm?) 12,26 £1,76 2,67 +0,16*
LVDmm?) |4 070 7,18 +0,84*
PLVD(mm) 0,94 +0,07 1,34 +0,10*
DL(mm) 9,54 £ 0,25 10,86 + 0,59
DAP(mm) 8,81+ 0,35 9,73+0,46
GS(mm) 2,05 + 0,09 2,13+0,20

Las areas fueron medidas en milimetros cuadrados(mm?) mientras que las mediciones longitudinales en milimetros (mm), las
variables medidas fueron: Area Cardiaca Total(CT), Area del Lumen Ventriculo Izquierdo(LVI), Area de Septum mas area del
Ventriculo Izquierdo(SVI), Area del Ventriculo Izquierdo(VI), Pared Libre del Ventriculo Izquierdo(PLI), Area del Ventriculo
Derecho(VD), Area Luminal Ventriculo Derecho(LVD), Pared Libre del Ventriculo Derecho (PLVD), Didmetro Antero Poste-
rior(DAP), Diametro Lateral (DL),Grosor Septum(GS), Los datos estan expresados en promedios + ESM; Diferencias estadis-
ticamente significativas (P<0,05) = * HIC vs NC (n=HIC:5, NC:5).

VD/S+VI
N
vD/CT

T T
NC HIC

Figura 25. Razén de areas cardiacas. (A) Relacion del Area del Ventriculo Derecho(VD) con el Area del Ventriculo Izquierdo
mas el Area del Septum (S+VI), (B) relacion del VD con el Area Cardiaca Total(CT), (C) microfotografia representativa de NC,
y (D) microfotografia representativa de HIC. Areas medidas en milimetro cuadrados (mm3). Los datos estan expresados en
promedios + ESM. Diferencias estadisticamente significativas (P<0,05) = * HIC vs NC (n= HIC:5, NC:5).
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Figura 26. Densidad celular por segmentos cardiacos, fue medido a través del conteo de nudcleos en un area de 1000
micrémetros ?, los segmentos medidos: (A) Septum Ventriculo Derecho, imagen representativa (B) NC, (C) HIC, (D). Septum
Ventriculo Izquierdo, imagenes representativas (E) NC, (F) HIC. (G). Ventriculo Derecho, imagenes representativas, (H) NC,
(I) HIC, (J). Ventriculo Izquierdo, imagenes representativas (K) NC, (L) HIC. Los datos estan expresados en promedios + ESM.
Diferencias estadisticamente significativas (P<0,05) = * HIC vs NC (n= HIC:5, NC:5).
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Tabla 6. Determinaciones histoldgicas de arterias en grupos cronicos.

AORTA CAROTIDA FEMORAL
DI (mm) 2,04 + 0,04 1,84 + 0,09 0,82 +0,02 0,82 +0,02 0,49 + 0,06 0,35+ 0,10
DM(mm) | 5 354+ 0,08 2,11+ 0,07 0,85 + 0,005 0,03 £ 0,02* 0,63 + 0,07 0,57 +0,07
DT(mm) 2,61+ 0,08 2,39 + 0,07 1,07 +0,01 1,12 + 0,04 1,05 + 0,08 0,93 +0,07
GA(mm) 0,29 + 0,03 0,28 +0,05 0,22 +0,01 0,19 + 0,02 0,42 + 0,06 0,36 + 0,04
GM(mm) | 4 56+0,02 0,26 +0,01 0,09 + 0,003 0,11 + 0,003 0,13+ 0,01 0,17 + 0,004
PA(mm) 8,18 + 2,67 7,53+ 2,36 4,97 + 1,56 352+1,31 3,32+0,25 2,92 + 0,24
PM(mm) 7,25+ 1,67 6,63 + 2,41 379+1,12 2,93+ 0,84 2,06 +0,23 1,79+ 0,23
PL(mm) 6,42 + 1,46 5,79 + 2,82 3,38+1,02 2,58 +0,82 1,54 +0,21 1,24 +0,20
CTMM?) | 351846+ 149,14 | 333315+ 230,05 | 190408+1197,30 | 737,52 82,42 673,14 + 97,41 536,38 + 84,58
AMIMM?) | 5607 03+ 83,55 | 263854+ 18170 |  1097,32 + 699,30 465,29 + 49,47 220,69 + 31,02 197,78 + 52,67
AL(MM?) | 189901 +99,24 | 1926,05 + 172,14 829,08 + 534,57 333,97 + 47,51 100,02 + 14,96 78,13 + 28,53
A. B.

.......

Mediciones de areas realizadas en milimetros cuadrados (mm?2) y mediciones longitudinales en milimetros (mm), las medicio-
nes realizadas fueron: Didmetro Luminal(DI), Didmetro Muscular externo(DM), Diametro adventicia(DT), Grosor adventi-
cia(GA), Grosor Muscular(GM), Perimetro adventicia(PA), Perimetro muscular(PM), Perimetro luminal(PL), Area total(AT),
Area muscular(AM), Area luminal(AL). Los datos estan expresados en promedios + ESM. Diferencias estadisticamente signi-
ficativas (P<0,05) = * HIC vs NC (n= HIC:4, NC:4). Bajo la tabla 6 se pueden observar imagenes representativas de los cortes
histologicos de las arterias: (A) Aorta NC, (B) Aorta HIC, (C) Carétida NC, (D) Carétida HIC, (E) Femoral NC, (F) Femoral HIC.

A.

Razon DT/ DI

NC

Razon DM/ DI

NC

B.

Razon DT/ DI

Razon DM/ DI

NC

HIC

C.

Razon DT/ DI

Razon DM/ DI

0.5

0.0

NC

HIC

Figura 27. Razones de diametros de arterias. Se realizaron relaciones a través de las mediciones histologicas tales como
diametro total de las arterias (DT) con el diametro interno (DI) y el diametro muscular (DM) con DI. Imagen (A) Aorta, (B)
Cardtida, (C) Femoral. Los datos estan expresados en promedios + ESM. Diferencias estadisticamente significativas (P<0,05)
=*HIC vs NC (n= HIC:4, NC:4).
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Figura 28. Densidad celular muscular por arteria. Conteo de nucleos en un area de 1000 um? en (A) aorta, imagen repre-
sentativa (B) NA, (C) HIA, (D) Carotida, imagen representativa (F) NA, (G) HIA, (H) Femoral, imagen representativa, (I) NA,
(J) HIA. Los datos estan expresados en promedios + ESM. Diferencias estadisticamente significativas (P<0,05) = * HIC vs NC
(n=HIC:4, NC:4).
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4. DISCUSION

En nuestro estudio hemos demostrado por primera vez en un modelo en ratas, que la exposi-
cion a hipoxia hipobarica determina respuestas diferenciales en la funcién cardiaca in vivo, en
la funcién vascular ex vivo y en la expresion de enzimas antioxidantes cardiacas asociadas al
tiempo de exposicion.

Pocos estudios han demostrado los efectos de la hipobarica intermitente como mecanismo
inductor de cardioproteccion (1,6). Nuestro modelo confirma un tipo de precondicionamiento
inducido por exposiciones repetidas a hipoxia hipobarica, lo cual pareciera producirse ante
periodos cortos de exposicion, ya que, en periodos prolongados los resultados muestran un

grado de disfuncion cardiaca y vascular, con remodelamiento patoldgico (7).

4.1. Efectos funcionales cardiacos agudos

Nuestros hallazgos observados en la funcion sistolica, destacan una mayor FE, tanto al término
del primer ciclo como al término del cuarto ciclo en las ratas HIA. Esta adaptacion aparente-
mente se inicia de manera precoz, incluso desde el primer ciclo de exposicién, lo que se asocia
con un aumento de la FA y FC. Estudios previos realizados por Boos y cols. (8) concuerdan
con nuestros resultados, y destacan que este efecto se observa en todas las formas de induc-
cion de hipoxia hipobarica aguda. Un posible mecanismo inductor de este efecto es el aumento
del tono simpatico descrito dentro de los procesos de climatizacién a la hipoxia hipobarica (13),
el cual generaria tanto un aumento del cronotropismo como del inotropismo (14). Dentro de
estos efectos, el agonismo B-adrenérgico aumenta el segundo mensajero adenosin monofos-
fato ciclico (AMPc), el cual se une y activa una proteina kinasa dependiente de AMPc (PKA).
La PKA tiene diferentes sustratos celulares a nivel miocardico como blanco de accién fosfori-
lativo: fosforilacién de canales de calcio tipo L de la membrana celular y receptores de ryano-
dina del reticulo sarcoplasmico, provocando un aumento de la concentraciéon de Ca?* libre in-
tracelular y la velocidad de relajacion ventricular (15). Otros estudios en hipoxia intermitente
también han encontrado un efecto cardioprotector asociado a vias similares del precondicio-
namiento isquémico, mejorando no solo el manejo del calcio y la actividad antioxidante enzi-

matica, sino que también a través del aumento de la vascularizacion y flujo coronario (49).
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Por otro lado, es sabido que la hipoxia produce un aumento del estrés oxidativo (1,50) a su vez
un estado pro-oxidante esta asociado a diversas formas de patologia cardiaca (9,10). En di-
chas condiciones, la funcion cardiaca puede ser menos eficiente debido al aumento de estrés
oxidativo y a la formacién de sustancias reactivas como el peroxinitrito, que inhibe la proteina
Serca, alterando la cinética de calcio citosolico (11,12). Pese a los reportes de mayor ocurren-
cia de estrés oxidativo en hipoxia, en HHI esto parece no ocurrir. Es asi como Herrera et al.
2015(16), utilizando un modelo animal de exposicién aguda, observaron que en hipobaria in-
termitente existe una disminucion del estrés oxidativo, asociado a un aumento de la capacidad
antioxidante. Concordantemente, nuestros hallazgos demuestran un aumento de la produccion
de ERO, a pesar de que los marcadores de estrés oxidativo se encuentran disminuidos. Estos
cambios estan asociados con un aumento en la expresion de SOD y GSH-Px, ademas de un
aumento de su actividad enzimatica (SOD, GSH-PX'Y CAT) (31). Es probable que este efecto
esté asociado a la activacion del factor nuclear derivado de eritroide 2 (Nrf2) (32), el cual induce
la transcripcion de enzimas de respuesta antioxidante, lo que aumentaria la capacidad antioxi-
dante (enzimatica y no enzimatica) de forma compensatoria frente a un aumento de ERO (33).
Ademas, el factor inducible por hipoxia (HIF) ha sido asociado a la estimulacion de transcrip-
cion de genes relacionados con adaptacion a la hipoxia (34). Sin embargo, en nuestro trabajo,
no encontramos diferencias significativas en los niveles de HIF-1a, luego de comparar su ex-
presion en ratas HIAy NA.

Una explicacién a esto es que, dependiendo de la intensidad y duracién de la hipoxia, HIF-1a
podria presentar una tendencia a la disminucion, y un aumento de HIF-2a quien comandaria
el estimulo de transcripcion de los elementos adaptativos (35). Por otro lado, estudios realiza-
dos por Scortegagna et al 2003 (51), han observado una relacion directa de la capacidad anti-
oxidante enzimética y la expresion de HIF2a. Concordantemente con estos resultados, obser-
vamos que HIF 2a en el grupo agudo se encuentra aumentado, lo que explicaria la mayor
capacidad defensiva ante ERO, generado por el aumento en el estimulo transcripcional de
enzimas antioxidantes. Esto podria ser la causa del aumento del FE y FA en la exposicion
aguda. Ya que una disminucion del estrés oxidativo, proporcionaria una mayor disponibilidad
de calcio en el citoplasma que se une a la troponina C, encontrando una mayor cantidad de
sitios de union actina-miosina. Esta condicion mejora la contractibilidad del cardiomiocito, en
cada ciclo contractil subsecuente, concordando con un efecto precondicionante, atenuando el

dafo miocardico luego de una injuria mayor.
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4.2. Efectos estructurales cardiacos agudos

Al analizar la estructura cardiaca por ecocardiografia de superficie, destaca al término del 4%
ciclo la disminucion al diametro interno del ventriculo izquierdo en diastole. Este hallazgo llama
la atencidn ya que la capacidad contractil del corazon no estaria aparentemente relacionada a
la Ley de Starling (16), ya que esta ultima relaciona la longitud de los miofilamentos y su sen-
sibilidad a los iones de Ca?*, a una mayor sensibilidad al calcio, es posible la realizaciéon de
mas puentes de actina y miosina, lo que generara una mayor fuerza en la contraccion cardiaca
(52).

Concordantemente con el analisis histologico no se observaron modificaciones en la pared
libre del ventriculo izquierdo ni en su area total. Por lo cual, creemos que la funcién sistélica
se encuentra aumentada en el ventriculo izquierdo de las ratas expuestas a HIA en compara-
cion con NA, por un aumento neto de la contractibilidad del cardiomiocito (17). Este efecto de
caracter cardioprotector podria deberse al aumento de la capacidad antioxidante y eventual-
mente un efecto catecolaminérgico. Por otro lado, el ventriculo derecho presenta un aumento
del area total, dependiente de un aumento de grosor de la pared libre. Ademas, encontramos
una disminucion de la densidad celular, es decir una hipertrofia miocérdica, probablemente por
un aumento de la post carga de ventriculo derecho (53,54), que tal como se describe en hipoxia
aguda seria generada por un aumento de la resistencia vascular pulmonar (55,56). Esta vaso-
constriccion puede llevar incluso a la generacion de hipertension pulmonar, y que con el tiempo
induce remodelacion de los vasos favoreciendo la persistencia de la hipertension pulmonar.
Este hallazgo podria explicar la disminucién del didmetro interno del ventriculo izquierdo en
diastole encontrado al término del 4% ciclo, siendo esta disminucién no una alteracion intrin-
seca del ventriculo izquierdo, sino mas bien un efecto de masa provocado por la remodelacion
compensatoria del ventriculo derecho. Ante nuestros resultados suponemos que esta modifi-
cacién compensatoria es de caracter fisioldgico dado por una hipertrofia de los miocardiocitos,
tal como ocurre en un deportista de alto rendimiento asociado al aumento de la postcarga del

ventriculo izquierdo (57).
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4 3. Efectos funcionales cardiacos crénicos

La funcion sistélica del ventriculo izquierdo en HIC no presento diferencias respecto al control,
no obstante, si se observo un aumento persistente de la frecuencia cardiaca, que podria ser
un mecanismo para mantener el gasto cardiaco. Este mecanismo adaptativo es encontrado en
otros estudios tales como Klausen et al 1966 (58) quienes observaron que el gasto cardiaco
en reposo luego de una exposicion prolongada a hipoxia regresaba casi a los valores del nivel
del mar, pero con una frecuencia cardiaca persistentemente elevada y un volumen sistélico
menor. Una razdn para esto es un aumento en la actividad del sistema nervioso simpético junto

con la disminucién de la actividad parasimpatica, siendo predominante esta ultima (59).

4.4. Efectos estructurales cardiacos crénicos

Nuestros hallazgos destacan un aumento del area cardiaca total en HIC, a expensas de au-
mento del ventriculo derecho tanto su estructura mural como el area luminal, es decir una
cardiomegalia mixta (60), fendmeno encontrado en mdltiples trabajos lo cual se asocia a una
disminucién de la funcion sistolica (60). Ademas, observamos una disminucion de la densidad
de los miocardiocitos, ambos fenbmenos podrian estar en relacién a una remodelacion pato-
I6gica del corazon (57). Esta remodelacion se genera por la persistencia de la sobrecarga de
presion en el ventriculo derecho, que si es mantenido llevaré a una insuficiencia cardiaca global
(53,54). Por lo tanto, es posible plantear que la disminucién encontrada en otros trabajos del
volumen de eyeccion, no esta sélo asociado al desequilibrio del estimulo parasimpético y sim-
patico, sino también a una disminucién de la contractibilidad cardiaca, dado por una remode-
lacién patologica. Otra causa probable es el aumento del estrés oxidativo. Se ha determinado
que el aumento del estrés oxidativo es un factor lesivo a nivel celular (28), que puede estar
determinado por un aumento de la generacion de ERO y/o por la disminucion de la capacidad
antioxidante. En nuestros resultados los marcadores de estrés oxidativo se encuentran aumen-
tados, al igual que otros estudios que mostraron un aumento de la lipoperoxidacion en HHI a
nivel cardiaca, en asociacion a la prolongacion del estimulo (61). Coincidentemente observa-
mos un aumento de la produccién de ERO, pero ademas una falta de compensacion de la
capacidad defensiva enzimética, que generd un descenso en la actividad de SOD. Diversos
grupos han observado esto, tal es el caso de Sam et al 2005 (62), quienes estudiaron el estrés

oxidativo en muestras de corazones humanos con insuficiencia cardiaca dilatada, destacando
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una disminucion de la actividad de SOD, al igual que en nuestra estudio. Por otra parte, Castro
et al 2003 (63) observaron una relacion inversa entre el aumento del malondialdehido y la FE
y capacidad ante el ejercicio. Por lo tanto, las ERO estarian generando una alteracién cardio-
vascular funcional.

Existen diversos estudios que han evaluado los efectos del estrés oxidativo en el corazén,
como se menciond anteriormente la alteracion de las concentraciones de calcio por la inhibi-
cion de la proteina Serca (26) parece ser una buena explicacion. Ademas, Fuang Yuang et al
2007 (64) en estudios realizados en HHI observaron que los efectos cardioprotectores estan
asociados a la disminucién de estrés de reticulo endoplasmatico. Otros estudios han relacio-
nado el aumento del estrés oxidativo con el aumento del estrés del reticulo endoplasmatico,
entendiendo esta ultima como el estado donde la capacidad de plegamiento proteico se ve
alterada (65). Ante este estrés se genera la respuesta a proteina malplegada, mecanismo que
busca eliminar las proteinas desplegadas o mal plegadas, evitando la acumulacion. Si el estrés
es demasiado severo, la capacidad de estos mecanismos de degradacion es sobrepasado
llevando a la acumulacion de proteinas, generando acumulacion de proteinas mal plegadas.
Esto llevara a una alteracién del funcionamiento celular y finalmente la apoptosis, fenémeno
gue cobra importancia en diversas enfermedades entre las que destaca la insuficiencia car-
diaca (66).

Por lo tanto, creemos que en HIC los parametros funcionales no tienden a la normalizacion

sino mas bien estan en franco deterioro.

4.5. Efectos funcionales vasculares agudos

La funcién vasoconstrictora en las arterias carétidas y femorales de HIA se ve aumentada,
efectos similares se han descrito por aumento del area de musculo liso en otros estudios (18).
Si bien es cierto, esto es concordante con hallazgos previos, en los cuales los mayores niveles
de catecolaminas y serotonina en hipoxia generan un efecto de remodelacién, resulta intere-
sante observar que este efecto se encuentra incluso en tiempos cortos de exposicion a hipoxia
gue probablemente este seria uno de los cambios adaptativos que induce un aumento de la
resistencia vascular periférica (19). Segun nuestros resultados, esto pareciese ser cierto a nivel
de la arteria carétida.

La vasodilatacion independiente de endotelio se evalu6 a través de SNP, un dador de oxido

nitrico (20), y la dependiente de endotelio, a través del estimulo con metacolina sin diferencia
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entre los grupos. No obstante, al bloquear la via del 6xido nitrico por L-NAME, (21) y la via
prostanoides por Indometacina, (22). Esto demuestra que el rol NO y PGI2 estan aumentados
en HIA, probablemente compensando algun proceso vasoconstrictor. De hecho, esto también
demuestra que otras vias vasodilatadoras como el EDHF o el monéxido de carbono no logra-

rian compensar este aumento del tono vasoconstrictor (23).

4.6. Efectos estructurales vasculares agudos

Se observé un aumento del grosor muscular en las carétidas, manteniendo sin diferencias el
didmetro total, es decir presentd una remodelacion eutréfica (67). En contraste, a nivel femoral
se observo una disminucion del grosor muscular asociado a una disminucién de la densidad
celular y una disminucién del diametro total, es decir una remodelacion hipotrofia (67). Por lo
tanto, probablemente el aumento de la capacidad vasocontractil en las arterias femorales di-
fiere de lo expresado en otros estudios como una hipertrofia compensatoria por el aumento de
catecolaminas, sino mas bien podria estar asociado al cambio en la expresidon de receptores
a1y mejora en la cinética del calcio (68). Pese a las modificaciones estructurales de los vasos,
en ambas vasodilataciones no existen diferencias en la exposicion aguda, probablemente dado

a la indemnidad de la funcién endotelial y muscular con pocos ciclos.

4.7. Efectos funcionales vasculares crénicos

Al observar el efecto vasoconstrictor en el grupo HIC, existe una disminucion del efecto maximo
al estimulo contréctil, tanto en carétidas como en femorales. El estimulo vasoconstrictor sim-
patico a nivel vascular es generado por los receptores alfa 1-adrenérgicos, los que presentan
diferentes subtipos (68) asociados a diversas eficiencias en la activacion de PKC. PKC, a su
vez se asocia a una multiplicidad de acciones dentro de las que destaca la inhibicion de la
fosfatasa de cadena ligera de miosina (MLCP), y esta a su vez con la vasoconstriccion, por lo
gue una de las posibilidades de la alteracion de la contractibilidad podria deberse a una alte-
racion en la concentracion de la expresion de los subtipos de receptores alfa adrenérgico. Por
otra parte, el estrés del reticulo endoplasmaético altera el plegamiento proteico y genera una
disminucién en la capacidad contractil, resultando interesante que algunos trabajos plantean
gue la capacidad protectora de la HHI esta asociada a la expresion de la proteina kinasa ¢

(64), la que se relaciona con una disminucion del estrés del reticulo endoplasmatico.
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Pese a esto, el resultado obtenido en la vasodilatacién en femorales HIC se contrapone, ob-
servando una vasodilatacion similar entre HIC y NC ante el estimulo por SNP. Sin embargo, la
capacidad dilatadora disminuye al observar el efecto dependiente de endotelio. Esto podria
derivar de la pérdida de la indemnidad del endotelio, y/o al aumento del estrés oxidativo el cual
ha sido observado en hipoxia hipobarica cronica (25). De acuerdo a los datos obtenidos, se
puede plantear que el aumento de ERO podria oxidar factores asociados a la funcion oxidoni-
trérgica, lo que determinaria el desacoplamiento de la eNOS, disminuyendo la generacion de
NO y favoreciendo la produccion de <O2- y la formacién de peroxinitrito (26). Este altimo factor
se ha asociado a la alteracion de la cinética del calcio citosoélico alterando la contraccion de la
musculatura lisa. La importancia de la presencia de disfuncion endotelial no solo esta asociada
a la falta de la regulacion de flujo sanguineo adecuado, sino que también esta asociada a una
disminucién, de todos los procesos endoteliales tales como, funciones antitrombaticas (inhibe
la adhesién plaquetaria y la coagulacion, y regula el sistema fibrinolitico), modula el transito de
macromoléculas, como las lipoproteinas, y la adhesion de leucocitos (monocitos/linfocitos T) a
la pared arterial (3), lo que predispone al aumento de inflamacion, la vasoconstriccion, y el
incremento de la permeabilidad vascular. A la vez, esto facilita el desarrollo de arteriosclerosis,
agregacion plaquetaria y trombosis, lo que aumenta la morbilidad cardiovascular (57).

4 8. Efectos estructurales vasculares crénicos

A nivel estructural destaca el aumento de la relacion del grosor muscular y relacion DM/DI en
las caroétidas, el cual podemos asociar segun lo descrito en la literatura a la remodelacion vas-
cular provocada por la prolongacién del estimulo simpético en hipoxia (24). Pese a esto el
efecto vasoconstrictor disminuye, lo que nos lleva a pensar que el crecimiento muscular no
necesariamente mejora la contraccion muscular. Esta caracteristica es posible encontrarla en
la remodelacion patolégica, donde la calidad de las proteinas generadas esta disminuida aso-
ciada a un mal plegamiento, ocasionado por el aumento del estrés del reticulo endoplasmatico,

efecto conocido en HHI (65).

52



4.9. Proyecciones y limitaciones del estudio

A la luz de los resultados, este estudio demuestra que el efecto vascular en respuesta a la
hipoxia hipobarica intermitente depende del tiempo de exposicion y el territorio vascular (al
menos en carotida y femoral).

Dentro de las limitaciones de este estudio se encuentra que el tipo de medicion, que segun el
protocolo de exposicion (tanto aguda como crénica) no nos permite analizar los cambios de
manera continua, ya que todos son analisis en un momento temporal especifico, el examen
ecografico o la diseccion (4 y/o 12 ciclos), mediciones que fueron realizadas fuera de la ca-
mara, es decir en normoxia. Por otro lado la medicion de variables tales como presion sisté-
mica, catecolaminas, gases en sangre arterial y el balance hidrico no fueron realizadas, estas
pueden entregar informacion respecto a los mecanismos adaptativos cardiovasculares y me-
tabdlicos, pocos descritos también en este tipo de modelos. Con respecto a las fortalezas,
existen muy pocos estudios que hayan investigado la hipoxia hipobarica intermitente, lo cual
hace que este tipo de protocolos experimentales sea extremadamente novedoso, aportando
nuevos elementos a la discusién bibliografica disponible. Ademas la metodologia presenta una
exposicion temporal facilmente alcanzable para el hombre, integrando también en este, el ciclo
circadiano de las ratas, dado a que muchos de los modelos animales presentan exposicion a
la hipobaria parcial durante las 24 horas de manera que los resultados podrian verse alterados.
Si buscamos la equivalencia del tiempo de exposicidon de la rata con el de un ser humano,
podemos relacionarlo con la esperanza de vida de una rata macho Wistar de 3,5 afios (69) con
la esperanza de vida promedio de 79 afos en Chile (70). Segun esto, los ciclos escogidos
representarian en el grupo considerado agudo una intermitencia total de 2 afios, mientras que
el grupo cronico presentaria una intermitencia de 6 afos. Esto nos lleva a pensar que un tra-
bajador en hipoxia hipobarica intermitente, con mas de 6 afios de trabajo podria presentar
algun grado de insuficiencia cardiaca y disfuncién endotelial, dificil de diagnosticar a través de
los examenes médicos de rutina estipulados para estos trabajadores segun el Minsal (4). Este
es un tema importante para la salud laboral y publica en regiones que existen turnos de trabajo

en altura como en el Cordén Andino Chileno (1, 71).
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5. CONCLUSION

Por todo a lo anterior concluimos que a nivel cardiaco la hipoxia hipobarica intermitente aguda
genera un efecto cardioprotector que mejora la funcién sistolica del VI. Pese a esto, aparente-
mente existe un estimulo de sobrecarga de presion en el ventriculo derecho, que puede ser
explicado en nuestros resultados por el aumento de la vasoconstriccion méaxima, la cual llevaria
incluso en periodos agudos a la remodelacién. La permanencia de la hipoxia en el tiempo
acentta la remodelacion ventricular pudiendo derivar en una cardiomegalia excéntrica. Por
otro lado, en HIC el ventriculo izquierdo pierde su mejora funcional, presentando también sig-
nos de remodelacion patologica. A la vez, HIC desencadena efectos diferenciales segun el
lecho vascular. En la arteria femoral (circulacién periférica), disminuy6 la capacidad vasodila-
tadora endotelial, debido probablemente a la disminucién de las funciones de NO y PG. En
marcado contraste, HIC parece proteger los vasos carotideos (circulacion central), al mejorar
la funcién vasodilatadora. Este efecto fue mediado por mecanismos endoteliales dependientes
e independientes y una funcion mejorada de la via del NO. En conclusion, HIC induce clara-
mente una disfuncién endotelial en las arterias femorales, pero una proteccion vasodilatadora
en las arterias carotidas.

Los diferentes tiempos de exposicion no solo generaron cambios funcionales y estructurales,
sino que también inducen cambios en expresién proteica de proteinas que regulan la respuesta
a hipoxia, asi como proteinas relacionadas con el estrés oxidativo.

Falta informacion que logre caracterizar de manera especifica el efecto cardioprotector vs la
injuria de la hipoxia hipobarica intermitente a nivel molecular, pero este proyecto presenta in-
formacion clara de los trastornos funcionales provocados por este estimulo, segun la prolon-
gacion de la exposicion a nivel cardiaco y vascular, presentado como un importante agente
causal la ocurrencia de estrés oxidativo. Finalmente, estas alteraciones en la produccion de
ERO y/o fuentes pro-oxidantes, podrian sustentar la base de una terapia basada en antioxi-
dantes.
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7. ANEXOS
7.1. Esquema de Modelo Experimental

- v Ratas Wistar Machos Camara Hipobarica

Control Agudo
| Normoxia

==t (111 (11111171717

I Y S O [y

8d 4 Ciclos: Eutanasia 12 Ciclos: Eutanasia

Hipoxia(428 mmHg)

7.2. Pesos al término de cada ciclo

Pesos ratas HIA. Las ratas ingresaron a la camara hipobarica con un peso promedio 280
gramos, se realiz6 la medicidén del peso al término de cada ciclo. Ademas, posterior a la euta-
nasia se medio cada uno de los 6rganos, los cuales se evaluaron en relacion a la masa corporal
total. No se encontraron diferencias al comprar HIA con NA al término de cada ciclo, mientras
qgue al comparar el peso de cada érgano se observé un aumento de 20,73% en el bazo del

grupos HIA.
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Figura 29. Pesos al término de cada ciclo. Se midi6 el peso corporal al finalizar cada ciclo en gramos (g). Los datos estan
expresados en promedios + ESM. Diferencias estadisticamente significativas (P<0,05) = * HIA vs NA (n= NA:12, HIA:13).
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Tabla 7.- Porcentaje de peso Corporal grupos agudos

A.
Total Rifion Rifion Testiculo Testiculo

(W Corporal Corazon  %PC  Pulmén  %PC  Higado %PC Derecho  %PC  lzquierdo  %PC l2q %PC Der %PC
Promedio 389,32 1,58 0,40 2,63 0,67 124 318 1,11 0,28 1,36 034 131 033 2,82 0,72 2,88 0,72

SEM 15,91 0,07 0,02 0,21 0,08 0,96 036 | 006 0,01 0,04 0,01 0,05 0,01 0,09 0,07 012 | 008
B.

Total Rifion Rifion Testiculo Testicul

LW Corporal Corazon  %PC  Pulmén %PC  Higado %PC %PC Derecho  %PC  lzquierdo %PC lzq %PC  oDer %PC
Promedio| 3683 152 041 2,0 0,55 10,9 2,97 1,34 0,36 1,32 035 140 0,38 2,04 066 | 269 | 073

SEM 15,20 0,05 0,01 0,29 017 0,88 0,30 0,08* 0,03 0,07 0,01 0,15 0,06 0,16 004 | 011 | 003

Porcentaje de peso corporal, se realiz6 la medicién de cada 6rgano y se obtuvo el porcentaje en relacion al peso corporal,

imagen (A) controles Agudos, (B)Hipoxia hipobarica intermitente aguda, porcentaje de peso corporal (%PC); Los datos estan

expresados en promedios + ESM; Diferencias estadisticamente significativas (P<0,05) = * HIA vs NA (n= NA:12, HIA:13).

Pesos Ratas Crénicas

Se determiné el peso corporal al término de cada ciclo, donde no se encontraron diferencias

significativas al comprar HIA con NA. Ademas, posterior a la eutanasia se medi6 cada uno de

los 6rganos los cuales se evaluaron en relacion a la masa corporal total, solo observando un

aumento de 46,87% en el Pulmén HIC.
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Figura 30. Peso corporal al final de cada ciclo. Se realiz6 la medicion de peso expresado en gramos al terminar cada ciclo.

Los datos estan expresados en promedios + ESM. Diferencias estadisticamente significativas (P<0,05) = * HIC vs NC (n= NC:

7:, HIC:7).
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Tabla 8.- Porcentaje de peso Corporal grupos agudos

A.
NC total/gr [Corazén| % pc |Pulmén| % pc | Higado| % pc | Bazo | % pc |Rifion Der| % pc | Rifion lzq |% pc|Testiculo lzq| % pc |Testiculo Der| % pc
Promedio| 389,99 1,34 0,34 1,92 0,49 10,74 2,75 0,86 0,22 1,09 0,28 1,07 0,27 2,59 0,66 2,62 0,67
ESM 63,44 0,22 0,01 0,29 0,03 1,70 0,01 0,13 | 0,06 0,177 0,04 0,17 0,03 0,44 0,04 0,43 0,08

B.
HIC total/gr |Corazén| % pc |Pulmén| % pc |[Higado | % pc | Bazo | % pc | Rifion De | % pc | Rifion lzq | % pc |Testiculo 1zq| % pc | Testiculo Der | % pc
Promedio | 406,375 1,45 0,36 2,82* 0,69 10,43 2,57 1,05 0,26 1,17 0,29 1,13 0,28 2,47 0,61 2,45 0,60
ESM 9,62 0,08 0,02 0,09 0,02 0,62 0,01 0,04 | 0,01 0,02 0,06 0,01 0,01 0,33 0,02 0,28 0,02

Porcentaje de peso corporal, se realiz6 la medicion de cada 6rgano y se obtuvo el porcentaje en relacion al peso corporal,
imagen (A) controles crénico, (B) Hipoxia hipobarica intermitente crénico, porcentaje de peso corporal (%PC). Los datos estan
expresados en promedios + ESM. Diferencias estadisticamente significativas (P<0,05) = * HIC vs NC (n= NC:7, HIC:7).
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