BIOFARBO, 18(2), Diciembre 2010 85 - 89

85

Determinacién de los niveles plasmaticos de Oxiahdtrico en animales de
experimentacion, por influencia de la altura

Determination of plasma levels of nitric oxide in gperimental animals,
under the influence of height

Gilda Auristela Elizabeth Ruiz G'émezl, Diana Esmeralda A ndamayo Flored, Diana Esmeralda Castillo
Andamayc®, Miguel Angel Ruiz Pachas, Venancio Santiago Navarro Rodriguez

LEscuela de Farmacia y Bioguimica, Facultad de Cieras de la Salud, Universidad Peruana Los Andes.
Huancayo, Pert
2 Departamento de Ciencias Farmacéuticas, UniversidaPrivada de Huancayo. Huancayo, Per(
3 Centro de Investigacién de Medicina Tradicional. Lina, Perq.

Direccion para correspondencia: Gilda AuristelazRBdmez.
E mail: gilda_ruiz@yahoo.es

Loreto 569. Huancayo, Pera.

Recibido para publicacién en 11/08/10

Aceptado en

RESUMEN

En los lugares que presentan bajas temperaturangrm
presién de oxigeno, se ocasiona el mal de altueasqu
manifiesta en personas y animales causandolesifipox
Estudios de varios investigadores sugieren qustets
oxidativo contribuye al desarrollo de la hiperténsi
pulmonar inducida por la hipoxia. El presente tjaloke
investigacion, se realiz6 con la finalidad de datear

la influencia de la altura en los niveles plasnuétjale
o6xido nitrico  utilizando como animales de
experimentacion los pollos, mediante la cuantifiac
de sus metabolitos estables: nitrito y nitratosizahdo

el método de Greiss. Se utilizaron 300 pollos; 150
trasladados al distrito de Pucara a 3,362 m.sy.150
criados a nivel del mar. Se demostré que los révele
plasméticos de 6xido nitrico en pollos sometidos a
altura, varian significativamente en comparaciamlos
pollos que permanecen a nivel del mar. Se demostrd
también que los pollos cuando son trasladadosiuia
presentan variaciones significativas en sus niveles
plasméaticos de 6xido nitrico. Los pollos de 8 dias
edad presentaron variaciones notorias en sus sivele
plasmaticos de oxido nitrico elevandose los niveles
primer dia disminuyendo al segundo, elevandose
significativamente el tercer dia y disminuyendaourto

y quinto dia. La altura influye significativamerga los
niveles plasmaéticos de 6xido nitrico en pollos.

Palabras Clave Oxido nitrico, Niveles plasmaéticos,
Mal de altura
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ABSTRACT

In places with lower temperatures and lower oxygen
pressure, altitude sickness is present, it masifieself

in humans and animals causing hypoxia. Studies of
several researchers suggest that oxidative stress
contributes to the development of pulmonary
hypertension induced by hypoxia. This research work
was carried out in order to determine the influeofcthe
height in the plasma levels of nitric oxide usifickens

as experimental animals, by quantifying its stable
metabolites: nitrite and nitrate, using the Gremthod.

We show here that plasma levels of nitric oxide in
chickens subjected to height, vary significantly
compared with the chickens that stayed at sea. lgvel
also demostrated that when the chickens are traedfe

to a high altitude, significant variation in plasiexels

of nitric oxide is produced. 300 chickens were ydéd
transferred to Pucara district to 3,362 and 15Ganed

at sea level. The chickens of 8 days of age showed
notable variations in plasma levels of nitric oxiiEng

to the first day and declining the second, rising
significantly on the third day and decreasing therth

and fifth day. The height significantly influencése
plasma levels of nitric oxide in chickens.

Key Words: nitric oxide, plasma levels, altitude
sickness

INTRODUCCION
El 6xido nitrico (NO) es un gas que administradopa

inhalatoria, tiene importancia clinica por su efect
vasodilatador pulmonar selectivo, una disminucidriae
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liberacién del NO puede determinar un mecanismo de
vasoconstriccién pulmonar hipoxia (VPH).

Cuando se presenta este cuadro, la sangre eslaiggi

el pulmén a las zonas mejor ventiladas, para opgéinia
oxigenacion de la sangre, durante su paso a tokevés
circulaciéon pulmonar. La inhalacién del NO, produce
una abolicion de la VPH, por lo tanto existe una
evidencia que el NO es un regulador de la circétaci
pulmonat.

El Oxido nitrico debe ser considerado el nitro
vasodilatador enddgeno, accién que mimetizan los
compuestos utilizados por la clinica por mas de 100
afios. En el tejido vascular existe una utilizacién
continua de L-arginina que aumenta la produccién de
6xido nitrico, al mismo tiempo que tiene un papel
fundamental en la regulacién de la presién arferial

El 6xido nitrico es secretado no s6lo por las eslul
endoteliales, sino también por las plaquetas, rfegoé

y numerosas neuronas cerebrales espedificas

El NO es un gas tdxico poderoso por su estructara d
radical libre, cuya molécula esta constituida por u
atomo de nitrégeno y uno de oxigeno, posee unrétect
libre lo que le confiere una enorme reactividadrgca,

es extremadamente &bil, por lo que su vida mestia e
entre 5 y 15 segundos. Por su naturaleza gaseve ti
una gran capacidad de difusién a través de membrana
celulares. Una vez que el NO realiza su papel
fisiolégico, es degradado espontdneamente en miasen
de oxigeno y agua a nitritos y nitratos

En humanos, el papel del NO en el mantenimiento del
tono vascular estd bien establecido gracias aldeso
andlogos de L-Arginina. Los vasos sanguineos se
encuentran en un estado constante de dilatacidraact
mediada por NO. Las células endoteliales liberan

86

importante en el la
inflamacior?.

La causa exacta del mal de altura es desconociga, |
investigadores han planteado varias teorias e dsjot
Recientemente Cynthia Bealit al. en un estudio
publicado en el Journal Nature of science "Pulmpnar
Nitric Oxide in montain Dwellers" han encontradtoal
niveles de 6xido nitrico en pulmones de dos pobiees

de las alturas de Bolivia y el Tiffet

Ademas otros investigadores reportan que existen
mecanismos de adaptacion a la altura y concluyerequ
adaptacién a esta, estimula la produccién del 6xido
nitrico y esos efectos potencialmente pueden destac
los efectos benéficos de las adaptaciones depeeslien
del NO.

El presente trabajo de investigacion, se realizd leo
finalidad de determinar la influencia de la altusabre

el 6xido nitrico en los niveles plasmaticos, udiido
pollos broilers como animales de experimentacion,
mediante la cuantificacion de sus metabolitos éstab
nitrito y nitratos, utilizando el método de Gréissuyos
resultados nos permitiran emplear esta relaciérfines
terapéuticos, en humanos y animales de paisesoandin

sistema inmunolégico y en

MATERIAL Y METODOS

El presente estudio es una investigacion experahgnt
longitudinal; en el que se utilizaron 300 pollowilars

de 1 dia de edad sin diferenciar sexo. Los animales
fueron separados al azahar en dos grupos de 1%0 cad
uno:

Grupo A: trasladado a Pucara (Junin, PerG) a 3,362
m.s.n.m.

Grupo B: criados a nivel del mar en Lima, Pera.

continuamente pequefias cantidades de NO que Los pollos de ambos grupos fueron mantenidos con

producen un nivel basal de relajaciéon del muscdsio |

vascular. EI NO es un autorregulador del flujo
sanguineo; regula el flujo sanguineo en el cerebro,
corazén, pulmoén, tracto gastrointestinal y rifiones.
Ajusta de forma automética el flujo sanguineo en

alimento balanceado y agua a voluntad y un régiteen
luz de 10 horas diarias, respetando las normaasétic
internacionales con relacion al uso de animales de
experimentacion.

Poblacién: Constituida por 300 pollos broilers.

respuesta a cambios locales en algunas regiones delPara la medicién de los niveles plasméticos deooxid

sistema vascular. Algunos de estos factores fisidos
que las células endoteliales responden con un @amen
de la producciébn de NO son: isquemia, estrés por
friccion o cizallamiento, e incremento del flujo

nitrico, la muestra se determiné a partir del nens
pollos broilers que se requerian, para el cumplitoie
del protocolo de medicién de 6xido nitrico, por el
método de Greisconformada por 150 pollos en cada

sanguineo a través del vaso. Factores localmente grupo que se subdividieron en grupos de 8 incluyend

liberados por el tejido adyacente, como bradigairon
acetilcolina, también pueden inducir la liberacifenNO

en algunos vasos pero no en otros. La liberacioN@e

en el sistema vascular también esta controladaepor
sistema nervioso auténofho

En grandes cantidades, el NO mata cualquier tipo de
célula, inhibe el crecimiento de muchos patégenos
incluyendo bacterias, hongos y parasitos, en ealpeci
patégenos intracelulares; posee ademas,

las repeticiones.

Criterios.

Inclusién se incluyeron pollos broilers, criados y
manejados en condiciones de bioterio.

Exclusién:se excluyeron del estudio pollos que
manifestaron algin sintoma de estrés medioambiental
cuando se presentaron incidentes en la toma de
muestras.

un papelProcedimiento. Las muestras de sangre fueron

obtenidas por venopuncion axilar, diariamente deran
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los ocho dias que duré el experimento, tomando al Método de GreissLa muestra problema se alcalinizé
azahar 10 animales por dia, teniendo en cuenta los con NaOH y luego se desproteinizé con ZnSO4.
factores de inclusiéon. La muestras de sangre fueron El desproteinizado se trat6 con el reactivo de<sraiy
depositadas en tubos heparinizados, estabilizasndol B para la formacion del cromoforo magenta. Se llavé
reposando en hielo por 10 minutos, luego se ¢egéri lectura en espectrofotémetro UV a 540 nm. Una atecu
durante 15 minutos a 3500 r.p.m. obteniéndose el del desproteinizado se traté con Zn metalico para |
plasma y procesandolo inmediatamente después dereduccién de nitritos a nitratos, adicionandoles el
obtenido. reactivo de Greiss A y B, llevando a lectura igahl
Para la determinacién de los niveles plasmaticod@e anteriof.

se utilizé el método de Greiss, cuyo fundamentbasa

en una reaccion de diazotizacion, descrita por gram RESULTADOS

vez por Greiss en 1879. A través de los afios esta

técnica ha sufrido varias modificaciones. El reactle Los niveles plasméticos de NO del grupo A duraoge |
Greiss usa sulfanilamida y dicloruro de N-1 ocho dias de muestreo sufrieron variaciones nstdiia
Nalftiletilendiamina (NED) bajo condiciones &cidas valores iniciales promedio de 0,634+0.40 upmol/L,

(&cido fosférico). Esta técnica detecta nitritasityatos mostraron un incremento de 2,625+1.96 pmol/L al
los cuales son los dos principales productos estats| cuarto dia y un descenso de hasta 0,712 +0.73 mol/
NO®, al final del experimento. En el grupo B la eledacdel

NO fue ascendiendo diariamente.

Tabla 1. Efecto de la altura en los niveles plasmiébs de Oxido Nitrico

Concentracion plasmaética de oxido nitrico (umol/L)

Tiempo (dias)

Grupos

Lima (control)

0,842 1,531 1,987 2,241 2,838 2,886 3,113 3,006
154 m.s.n.m

Pucara (experimento)
3,362 m.s.n.m. 0,634 1,071 0615 2,625 2,106 1,675 0,891 0,712

Fuente: Elaboracién propia



G. Ruizet al. /BIOFARBO, 18(2), Diciembre 2010 85 - 89 88

3,5

3

E 2.5
E

= 5
8
g

% i5
%

S 1

0,5

4]

1 2 3 4 5 6 7 8
M Lima 154 msnm m Pucara 3,362 msnm

Gréfico 1. Variacién de la concentracion de niveleplasmaticos de 6xido nitrico en pollos criados aivel del mar y en altura,
en un periodo de 8 dias.
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