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Resumen y Abstract IX

Resumen

La hipoxia hipobarica es un factor desencadenante de la Hipertension Arterial Pulmonar
en pollos de engorde, esta enfermedad tiene un gran impacto econdémico en la
avicultura. Se criaron pollos de engorde de una estirpe comercial a 2638 m.s.n.m. y a
310 m.s.n.m. y se determiné el efecto de exposiciébn a la hipoxia hipobarica sobre la
incidencia de HAP, asi mismo, se identific6 y se compar6 los niveles de expresion de la
proteina ET-1 en arterias pulmonares de pollos de engorde sanos y enfermos por HAP
mediante la inmunohistoquimica. Los pollos mantenidos en normoxia relativa tuvieron
una mortalidad acumulada del 1%; no presentaron lesiones compatibles con HAP y la
expresion de la proteina ET-1 fue muy baja. Los pollos en hipoxia hipobarica presentaron
una mortalidad acumulada al dia 42 de edad en machos fue del 35,2% y en hembras del
53,8%. La HAP fue la responsable del 90,6% de la mortalidad total en los machos y en
las hembras del 96,4%. En la altura el 64% de los pollos desarrollé HAP (IC>25), el 32%
presentd ascitis y el 82% evidencid hidropericardio,. El tiempo de exposicidn a la hipoxia
hipobarica no influye sobre la forma de presentacion y no afecta la manifestacion de la
enfermedad y la susceptibilidad a la muerte por causa de HAP se debe a un factor
individual de adaptacion. No hubo ninguna relacion entre el IC y la edad de muerte
espontanea (r=0,026). La altura tuvo efecto sobre el IC (p<0,01), se observé mayor IC en
los pollos de engorde criados en hipoxia hipobarica. La expresion de la proteina ET-1 fue
mayor en los pollos expuestos a hipoxia hipobérica (p<0,01), asi mismo, los pollos
enfermos por HAP presentaron mayor expresion de la proteina ET-1 en las arterias
pulmonares comparado con los animales sanos (p<0,01). La expresion de la ET-1 en
arterias pulmonares se puede sugerir como el factor clave en la patogénesis de la HAP,
asi como, en la respuesta de los pollos a las condiciones ambientales de hipoxia

hipobarica y en la adaptacién de los animales a la altura.

Palabras clave: Hipertension Arterial Pulmonar, Pollos, Endotelina 1, Expresién,

Proteina.
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Abstract

Hypobaric hypoxia is a determining cause for pulmonary arterial hypertension (PAH) in
broilers, this disease has a major economic impact on the poultry. Broilers of a
commercial strain were reared in 2638 masl and at 310 masl. The chickens in normoxia
had mortality of 1%, no lesions consistent with PAH and protein expression of ET-1 was
very low. Chickens in hypobaric hypoxia showed mortality of 35.2% in males and 53.8%
in females at day 42 of age, the PAH was responsible for 90.6% of total mortality in males
and 96.4% females. In the height the 64% of chicken developed PAH (Cardiac index, CI>
25), 32% had ascites and 82% showed hydropericardium. The time of exposure to
hypobaric hypoxia doesn’'t influence in the presentation and doesn’t affect the
manifestation of the disease, so the susceptibility to death from HAP is due to individual
factor of adaptation. There wasn’t relationship between the ClI and the age of
spontaneous death (r = -0.064). The height had effect on the IC (p <0.01), broilers reared
in hypobaric hypoxia showed higher CI. The protein expression of ET-1 was higher in
chickens exposed to hypobaric hypoxia (p <0.01), likewise, sick chickens with PAH
showed increased expression of ET-1 protein in pulmonary arteries compared with
animals healthy (p <0.01). The expression of ET-1 in pulmonary arteries can be
suggested as the key factor in the pathogenesis of PAH, as well as in the response of
chickens to environmental conditions of hypobaric hypoxia and in the adaptation of

animals to the height.

Keywords:

Pulmonary Hypertensiéon Arterial, Chicken, Endothelin 1, Expression, Protein.
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Introduccidén

La Hipertension Arterial Pulmonar (HAP) inducida por la hipoxia hipobarica afecta de
manera significativa los pollos de engorde. En las aves con HAP hay mayor contraccion y
remodelacion de las arterias pulmonares, aumento del gasto cardiaco y de la masa
muscular del ventriculo derecho, congestién pasiva en la circulacién de retorno, algunas
veces se evidencia ascitis e hidropericardio y las aves afectadas mueren por falla

cardiaca.

La HAP en pollos de engorde es un problema econdmico serio; Maxwell y Robertson
(1997), reportaron la presentacion de HAP en 18 paises de 4 continentes en los que
afecta al 4,7% de los pollos del todo el mundo. Solis de los Santos et al (2005),
consideraron que la produccién avicola mundial cada afio era de 40 billones de pollos de
engorde y Guo et al (2007), plantearon que la HAP era responsable del 25% de la
mortalidad total. Arce (1998), afirm6 que para 1995, el 70% del total de las explotaciones
de pollo de engorde de México, es decir unos 630 millones de aves se localizaban en
zonas altas y que se reportaba una mortalidad de 3% a causa de la enfermedad. En
Estados Unidos, se registraron mortalidades en las aves del 2 a 5%, con pérdidas de
alrededor de los 100 millones de délares anuales (Bottje et al. 1995). En Canada se
estimo en el 2004 que la mortalidad debida a HAP en la industria de pollo mundial generé
pérdidas del orden de $ 500 billones de doélares por afio (Agriculture and Agri-Food,
Canada, 2004; Chicken Farmers of Canada, 2004.).

La importancia econdmica de la HAP esta centrada principalmente por la mortalidad, el
porcentaje de decomisos en las plantas de sacrificio, la pobre conversion alimenticia y el
deterioro en el estado de salud de las aves que las predispone a patologias de tipo
secundario; por otra parte, las pérdidas econdémicas en las explotaciones de pollo de
engorde también se relacionan con la aplicacion de medidas preventivas para mitigar los

efectos de la enfermedad, como por ejemplo los planes de restriccion alimenticia que
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buscan un retardo en el crecimiento inicial, pero que generan ciclos de produccion de

mayor duracion, lo que aumenta los costos de produccion.

En la actualidad las empresas de pollo de engorde en Colombia tienen parametros
productivos esperados, diferentes segun la altura sobre el nivel del mar a la cual se crian
los pollos de engorde; bajo condiciones de salud estables, en la Sabana de Bogotéa (26 38
msnm) se realizan planes de restriccion alimenticia severos y se alcanza un peso
promedio de machos y hembras de 2000 g a los 40 dias de edad, con una mortalidad
total esperada del 6%, mientras en las zonas bajas (Villavicencio, 500msnm) la
mortalidad esperada es del 3% y 2000 g. a los 36 dias; ademas, el costo de produccién
para el afio 2012 del kilogramo de pollo vivo en pie a los 40 dias en zonas altas es de $
2900 pesos colombianos, mientras que en las bajas es de $ 2700 pesos, con la anterior
informacion podemos deducir que las pérdidas econémicas en Colombia como
consecuencia de la HAP son muy altas; sin embargo, se necesita mas informacion para

poder hacer las estimaciones necesarias del impacto econdémico real de la enfermedad.

En la vasculatura arterial pulmonar, el endotelio juega un papel fundamental en el control
del tono vascular local; por otra parte, la hipoxia provoca una disfuncién endotelial en la
arterias y arteriolas pulmonares provocando un imbalance en la produccion de sustancias
vasoactivas como la Endotelina 1 (ET-1) y el Oxido Nitrico (NO), conllevando a
vasoconstriccion y remodelacion estructural de la pared vascular. En estudios previos se
ha demostrado que la sintasa de 6xido nitrico endotelial (eNOS, por sus siglas en inglés
Endothelial Nitric Oxide Synthase), la enzima encargada de la transformacién del
aminodcido L-arginina a 6xido nitrico (NO) y L-citrulina, se expresa en menor proporcion
en las arteriolas pulmonares de los pollos de engorde enfermos con HAP comparados
con los sanos por medio de la histoquimica (Moreno y Hernandez, 2003) y de la
expresion del mRNA en gPCR (Gémez et al., 2007). De la misma forma, la expresion del
mMRNA de la Endotelina-1 (ET-1) y el Receptor tipo A de la endotelina (ET-A) esta
aumentada en pollos enfermos con HAP en comparacion con los sanos (Gémez et al.,
2007); esta menor expresion génica de la eNOS y mayor expresion de la ET-1 en los
pollos enfermos, causa un efecto vasoconstrictor de la vasculatura pulmonar y estimula la
mitosis de las células musculares lisas ocasionando la remodelacion del lecho pulmonar.

Sin embargo, aun no se conoce el patron de expresion de las proteinas traducidas de
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dichos genes en pollos de engorde sanos y con HAP de origen hipoxico. La presente
investigacion esta encaminada a conocer la expresion de la proteina ET-1 en el pulmoén
de pollos de engorde sometidos a las condiciones medioambientales propias de las
zonas ubicadas a 2638 msnm y determinar si existen diferencias entre pollos sanos y
enfermos con HAP; asi mismo, determinar la expresion de estas proteinas en pollos de

engorde criados en normoxia relativa.

Al mismo tiempo, Colombia tiene la ventaja de ser un laboratorio natural, debido a la
diversidad de altitudes y microclimas presentes; de esta forma, se facilita la investigacion
en HAP vy la realizacion de estudios in vivo sobre los cambios fisiolégicos y patolégicos

de pollos de engorde expuestos a condiciones naturales de hipoxia hipobarica
Objetivos:

Objetivo general:

Identificar y comparar los niveles de expresion de la proteina ET-1 en arteriolas
pulmonares de pollos de engorde sanos sometidos a normoxia relativa e hipoxia
hipobarica, entre estos dos grupos y con los valores obtenidos en pollos con HAP

expuestos a hipoxia hipobéarica.

Objetivos especificos:

= Evaluar las manifestaciones clinicas y hallazgos a la necropsia de pollos de engorde
expuestos a hipoxia hipobarica y la incidencia de la exposicién a la hipoxia hipobérica

en la presentaciéon de HAP en pollos de engorde

= |dentificar la ubicacién de la proteina ET-1 en las arterias y arteriolas pulmonares,
cuantificar y comparar los niveles de su expresiéon en pollos de engorde sanos

sometidos a hormoxia relativa e hipoxia hipobarica.
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1.Hipertension Arterial Pulmonar, Estado del
Arte:

1.1 Introduccidn

La Hipertension Arterial Pulmonar (HAP) de origen hipéxico es una enfermedad que
afecta a multiples especies animales incluyendo al hombre; el pollo de engorde se
caracteriza por ser muy susceptible a desarrollar la enfermedad cuando se somete a
ambientes de hipoxia crénica. En humanos es una enfermedad incurable caracterizada
por una alta mortalidad, debido a la gran cantidad de personas que habitan en las
grandes alturas; la entidad ha sido declarada un problema de salud publica que afecta
potencialmente a mas de 140 millones de personas que viven en alturas superiores a
2.000 msnm; de éstas, 80 millones viven en el Himalaya Asiatico, alrededor de 35
millones en los Andes de América del Sur y el resto habita en las montafias Rocosas de
América del Norte (Pefialoza y Arias, 2007). Por representar una grave y hasta ahora
incurable enfermedad en los humanos, es de vital importancia conocer y entender su

patogénesis con el fin tratar de controlarla.

El pollo de engorde tiene una marcada susceptibilidad a la hipoxia hipobéarica y cuando
son criados en las grandes alturas pueden desarrollar el sindrome de hipertension arterial
pulmonar (HAP). La causa de este sindrome es la hipoxia, debida a la baja tensién de
oxigeno atmosférico (Cueva et al, 1974). La HAP se presenta principalmente en las
explotaciones comerciales situadas a una altura superior a los 1300 m.s.n.m. (Cueva et
al, 1974; Marin, 1980; Villasefior, 1980; Useche et al, 1981; L6pez, 1982; Hernandez,
1987; Maxwell et al, 1990; Arce, 1998) y en Latinoamérica los primeros reportes se
hicieron en paises como Perl (Hung et al, 1973), Colombia (Hernandez, 1979), Bolivia
(Rengifo, 1979) y México (L6pez, 1982).

El sindrome de HAP se puede presentar en cualquier edad, pero hay mayor ocurrencia
en la tercera y cuarta semanas (Hernandez, 1982; L6opez, 1982; Moreno & Hernandez,
1996), también puede ser inducido muy temprano en el periodo embrionario (Monge &
Velarde, 2003). La mortalidad es variable; en Colombia se reporté del 8% (Hernandez,

1982), en México hasta del 35% (LOpez, 1982). En 1994, varios autores reportaron una
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mortalidad acumulada de entre 15 a 35.6% (Anthony et al, 1994; Balog et al, 1994).
Actualmente hay reportes de Areiza et a (2011) quienes informaron en un grupo de
machos de la estirpe Cobb criados a 2638 m.s.n.m. al dia 24 de edad, una mortalidad
total del 11,73% de la cual el 9,18% estuvo asociada con HAP. Asi mismo, Vasquez y
Hernandez (2010), en investigaciones con pollos de engorde de la estirpe Cobb 500
encontraron que todos los grupos evaluados presentaron alta mortalidad a causa de
HAP, en un rango entre 18.92% y 38.8%,

Se ha discutido una aparente diferencia de susceptibilidad a desarrollar el sindrome de
HAP entre diversas estirpes de pollo de engorde (Hernandez, 1982). Sillau & Montalvo
(1982), reportaron una adaptacion genética a la gran altura en pollos de engorde,
después de la exposicién a la altura por varias generaciones. Huchzemeyer et al, (1988)
encontraron diferencias en la susceptibilidad a la hipoxia en diferentes estirpes
comerciales de pollo de engorde, la cual solamente puede ser explicada como de origen
genético. Moreno & Hernadndez (1984) compararon la respuesta a condiciones de hipoxia
cronica de la estirpe comercial Arbor Acres con la de pollos criollos nacidos y criados en
altura (2638 m.s.n.m.) y encontraron que los pollos criollos no desarrollaron HAP,
mientras que los Arbor Acres criados a la misma altura si la desarrollan; los autores
explican los resultados del experimento como la consecuencia de la adaptacion a la
altura por parte de los animales nativos. Los pollos hiporreactivos a la hipoxia cronica lo
son, gracias a un proceso adaptativo por su permanencia prolongada en las grandes
alturas y la adaptacion ha sido trasmitida en las generaciones sucesivas, manteniendo el
principio de seleccién natural propuesta por Darwin; de esta forma, la respuesta de los
pollos a las condiciones ambientales de hipoxia hipobérica varia de acuerdo con el grado

de adaptacion que tales animales tengan a la gran altura (Moreno & Hernandez, 1984).

La temperatura ambiental también es un factor desencadenante de HAP en pollos de
engorde susceptibles (Rengifo, 1979; Mejia, 1982; Hernandez, 1984; Pan et al, 2005;
Daneshyar et al, 2009). Gonzales et al (1998) en un experimento realizado en Brasil
durante el invierno, reportaron una mortalidad acumulada entre el 5,1 y el 12,96% a los
42 dias en algunas estirpes de pollos de engorde de rapido crecimiento (Cobb, Ross,
Arbor Acres, Hubbard); mientras que en pollos Label Rouge (Cuello desnudo, aves

nativas) fue del 1,85%, y que mas del 50% de esta mortalidad fue debida a HAP.
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1.2 Fisiopatologia

La enfermedad ha recibido varios nombres como; “Edema Aviar’, “Ascitis Aviar”,
“Sindrome Ascitico del Pollo”, “Ascitis secundaria a insuficiencia cardiaca”, generalmente
por su signo clinico mas comun, la ascitis, pero este signo se presenta en mdultiples
patologias, una de ellas y la mas importante es la HAP, por esa razén el nombre mas
apropiado para esta enfermedad es Hipertensién Arterial Pulmonar (HAP) o Sindrome de
Hipertensién Pulmonar (SHP) , porque esta patologia se inicia con los cambios
hemodinamicos de vasoconstriccion y remodelacién vascular de las arteriolas y arterias
pulmonares para compensar la hipoxia crénica en los capilares aéreos y/o por las bajas

temperaturas ambientales en pollos susceptibles.

La circulacion pulmonar se define como un sistema de baja presion y alto flujo, que se
caracteriza por presentar una respuesta constrictora potente frente a la hipoxia. El aire
disponible para la respiracion de los seres vivos tiene una concentracion de 21% de
Oxigeno; sin embargo, la presién parcial de oxigeno (pO,) varia segun la altura sobre el
nivel del mar, a mayor altura menor pO,; de tal forma que la baja tensién de oxigeno
atmosférico, propia de las zonas de gran altitud ejerce diversos efectos en la fisiologia
cardiopulmonar (Burton y Smith, 1967, Cueva et al, 1974; Hernandez, 1982; Daneshyar
et al, 2009). El aire inhalado que respiran las aves criadas en la altura tiene una baja pO.
gue al llegar al pulmén genera hipoxia hipobérica en los capilares aéreos disminuyendo
la entrada de O, a los capilares sanguineos y generando hipoxemia, desencadenando
unos procesos de homeostasis en la fisiologia cardiopulmonar para lograr la
compensacion del organismo, como son; aumento en la frecuencia respiratoria con el fin
de incrementar la entrada de O, a los capilares aéreos y ademdas produce
vasoconstriccion de la vasculatura pulmonar para aumentar y reordenar el flujo
sanguineo hacia las areas pulmonares mas ventiladas y de esta manera exponer mas
sangre al intercambio gaseoso en la barrera aero-hematica de las zonas donde existe
una mejor relacion de la ventilacién/perfusion; por esta razén la exposicion prolongada a
hipoxia ambiental puede inducir cambios adaptativos los cuales pueden ser benéficos o

dafinos para la supervivencia celular (Dore-Duffy et al, 1999). Fisiolégicamente sucede lo
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anterior como un mecanismo de compensacion y adaptacion para hacer mas eficiente el
intercambio gaseoso y aumentar la entrada de O, al organismo; sin embargo, cuando el
fendbmeno es por largo periodo de tiempo en aves susceptibles, a la vasoconstriccion se
suma el fenémeno de la remodelacion vascular con el engrosamiento de la pared de las
arteriolas y arterias pulmonares y la muscularizacién de segmentos vasculares no

musculares (Stenmark y Mechan, 1997).

La vasoconstriccion y remodelacion vascular arterial pulmonar también producen un
aumento de la resistencia para el vaciamiento de la sangre del ventriculo derecho, de
esta manera se produce como mecanismo compensatorio un aumento de la frecuencia y
del gasto cardiaco; cuando estos eventos superan los limites fisioldgicos se produce
hipertrofia y dilatacién del ventriculo derecho, expresado como un aumento del indice
cardiaco (IC: resultante de dividir el peso del ventriculo derecho sobre el peso ventricular
total (Alexander & Jensen, 1959) que indica una falla cardiaca subclinica que al persistir
en el tiempo y en la gravedad del sindrome provocaria una falla cardiaca aguda o crénica
e insuficiencia cardiaca congestiva que ocasiona hidropericardio, ascitis e incluso la

muerte sUbita en las aves susceptibles.

Por otra parte el organismo aumenta los valores de la hemoglobina y del hematocrito
(Cardenas et al, 1985) y el recuento de glébulos rojos por la estimulacion de la
eritropoyetina renal para hacer mas eficiente el transporte de O, hacia los tejidos; sin
embargo, aumenta la afinidad del O, por la hemoglobina pero disminuye la capacidad de
disociacién del O, hacia los tejidos, lo cual podria llevar a estados de isquemia celular o

tisular, por ejemplo, en musculo cardiaco y complicar el cuadro de la falla cardiaca.

1.3 El endotelio en la HAP

El endotelio es un tejido complejo compuesto de células altamente especializadas
constituyendo una monocapa interna en los vasos sanguineos, estd ubicado en una
posicion anatomica estratégica entre la sangre circulante y la tunica media donde estan

las células musculares lisas de la pared vascular; ademas, las células endoteliales estan
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orientadas en el sentido del flujo sanguineo y pueden adaptar su numero y disposiciéon
segun las necesidades locales (Lopez-Jaramillo, 1998); las células endoteliales junto con
las células hematopoyéticas evolucionan a partir de los hemangioblastos (Choi et al.,
1998; Galley y Webster, 2004). Debido a su localizacion en la pared vascular, el endotelio
esta expuesto permanentemente a estimulos mecanicos, como la friccion ejercida por el
flujo sanguineo, cambios en la presién sanguinea y en la presion parcial de oxigeno, asi
como a numerosos estimulos quimicos, humorales y celulares; entonces, el endotelio
percibe y responde a estas sefales con la regulacién de la produccién de sustancias
vasoactivas que van a controlar la presion sanguinea, el tono vasomotor local y el
crecimiento vascular. Asi, actia, como un sistema receptor y emisor de sefiales (Inagami,
1995). Evidencias sugieren que el tono normal de la vasculatura pulmonar y la
proliferacion celular del musculo liso vascular, se regulan por una compleja interacciéon de
sustancias vasoactivas producidas localmente por el endotelio vascular (Ignarro, 1989).
Por todo lo anterior, el endotelio es considerado un autentico 6rgano que regula el tono
vascular local con acciones endocrinas, paracrinas y autocrinas, implicadas en diversos

procesos vasoactivos, metabdlicos e inmunes (Inagami et al., 1995; Lahera et al., 2003).

Los estudios realizados en arterias pulmonares de cerdos, ratas, perros y con anillos
arteriales aislados, en los cuales se removié el endotelio mostraron una disminucién
significativa de la contraccién ante el estimulo hipéxico (Holden & McCall, 1984; Rodman,
1992; Ogawa et al, 1993). Estos resultados sugieren que el endotelio desempefia un
papel importante en el control del tono vascular y especificamente en la regulaciéon de la
contraccién como respuesta a la hipoxia. Parece que las células endoteliales de la
vasculatura pulmonar juegan un papel central en el control de la respuesta vascular
pulmonar y en la patogénesis de la HAP. Durmowicz et al (1993), propusieron que la
adaptacion al medio ambiente de la gran altura ocasiona cambios significativos en la
funcién endotelial; ellos encontraron una notoria diferencia en la morfologia de las células
endoteliales de las arteriolas pulmonares del Yak, en comparacién con las del bovino
doméstico y esa morfologia estuvo seleccionada tanto con la disminucién de la

resistencia vascular pulmonar, como con la pérdida de la reactividad a la hipoxia crénica.
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1.4 Ladisfuncion endotelial en la HAP

El endotelio normal se caracteriza por ser una capa de células quiescentes o estables;
sin embargo, cuando se produce la disfuncion endotelial, se altera este balance y el
endotelio sintetiza una mayor cantidad de sustancias vasoconstrictoras tales como la ET-
1, la serotonina y el tromboxano A, (TxA;) y una menor cantidad de vasodilatadores
como el éxido nitrico (NO), la prostaciclina y el factor de hiperpolarizacién derivado del
endotelio (EDHF).

Cuando hay una exposicion prolongada a hipoxia hipobarica o a una baja disponibilidad
de O, se activan las células endoteliales (Dore-Duffy et al, 1999), adicionalmente, el
estrés hemodinamico que acompafa a la HAP puede generar cambios en la estructura y
en la funcion del endotelio (Mombouli & Vanhoutte, 1999), debido a esto, se genera
disfuncion endotelial que conlleva a una alteracion en el balance de las moléculas
vasoactivas pulmonares provocando vasoconstriccion pulmonar, proliferaciéon de células
musculares lisas de los vasos y trombosis in situ caracteristico de la HAP (Coggins &
Blotch, 2007).

Los mecanismos responsables de la activacidbn endotelial aln no se conocen; sin
embargo, numerosos estimulos incluyendo el estrés de rozamiento por el incremento del
flujo sanguineo pulmonar, las infecciones virales y la hipoxia alveolar o de los capilares
respiratorios, pueden activar las células endoteliales en individuos genéticamente
susceptibles (Budhiraja et al, 2004). La hipoxia crénica es uno de los estimulos mas
importantes para la activacion de las células endoteliales y su consecuente disfuncién
conlleva al desarrollo de la vasoconstriccion y la remodelacién estructural de la pared
vascular (Pak et al, 2007). La vasoconstriccion hipéxica y la remodelacién del lecho
vascular pulmonar son los eventos fisiopatoldégicos mas importantes que determinan el
establecimiento de la HAP y el desarrollo posterior de la falla cardiaca derecha (Adnot et
al, 1991).

La disfuncion endotelial también afecta la tunica media vascular, puede generar

hipertrofia e hiperplasia de las células musculares lisas y aumento del grosor de la



Hipertension Arterial Pulmonar, Estado del Arte: 27

adventicia, modificaciones que conducen a cambios secundarios en la pared vascular,
con lo cual hay un estrechamiento en el lumen y aumento de la resistencia en el flujo
vascular; esto se debe a que la ET-1 tiene potencial como mitégeno, mientras que el NO
es inhibidor del crecimiento; por lo tanto, el balance entre mitbgenos e inhibidores del
crecimiento es de vital importancia en el control de la proliferacion de las células
musculares lisas (Hassoun et al, 1989). A pesar de que la regulacién génica es diferente
de la ET-1 y la sintasa de Oxido nitrico endotelial (eNOS, por sus siglas en inglés:
Endothelial Nitric Oxide Sintasa), la activacién celular que lleva a la disfuncion endotelial
esta asociada con la respuesta coordinada y reciproca de estos genes, conocida como
induccion transcripcional de la ET-1 y desestabilizacion del mRNA de la eNOS (Mawji y
Marsden, 2003).

Adicionalmente, la hipoxia genera un incremento en la induccién transcripcional de genes
gue codifican sustancias que participan en el proceso de la remodelacion vascular como
el factor de crecimiento derivado de las plaquetas, PDGF (por sus siglas en Inglés:
Platelet-Derived Growth Factor), el factor de crecimiento endotelial vascular, VEGF (por
sus siglas en Inglés: Vascular Endothelial Growth Factor), el factor de crecimiento similar
a la insulina, IGF (por sus siglas en Inglés: Insulin-Like Growth Factor), la familia de
péptidos que acttan como factores de crecimiento de los fibroblastos, FGF (por sus
siglas en Inglés: Fibroblast Growth Factor), la trombospondina-1, entre otros. Diversos
factores median la induccién transcripcional de estos genes en respuesta a la hipoxia,
entre los que se destacan la proteina activadora 1, AP-1 (por sus siglas en Inglés:
Activator Protein-1), el factor nuclear-kB y el factor de transcripcion inducido por la

hipoxia, HIF-1 (por sus siglas en Inglés: Hypoxia Inducible Factor 1) (Faller, 1999).

La regulacion del tono vascular en las vias sanguineas depende del equilibrio de una
compleja red de mediadores quimicos; dentro de las moléculas vasoconstrictoras estan
la endotelina 1, el tromboxano A2 (TxA2), la serotonina y en las vasodilatadores el 6xido

nitrico (NO) y la prostaciclina o prostaglandina 12 (PGI2) entre otros.

La serotonina (5 hidroxitriptamina, 5-HT) esté involucrada en la etiologia de la HAP como
un potente vasoconstrictor, que puede tener un efecto doble en la circulacion pulmonar,
contribuye a la vasoconstriccion aguda inducida por hipoxia y a la remodelacion vascular

cronica por la activacion de estos receptores afines. En respuesta a la hipoxia, 5-HT es
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liberada por células neuroendocrinas y cuerpos neuroepiteliales distribuidos a lo largo de
las vias aéreas. Ademas, las células del masculo liso y las células endoteliales aisladas
de arterias pulmonares expresan mRNAs para receptores de 5-HT (5-HT 1B, 5-HT 2A,
5-HT 2 y 5-HT 2B) (Launay et al 2002). EI TxA2 es un metabolito del &cido araquidonico
gue posee efecto vasoconstrictor, promotor de la remodelacion vascular y la proliferacion
endotelial e inhibidor de la apoptosis (Wideman, 1999). La prostaciclina o prostaglandina
I2 es un producto del acido araquidénico por la via de la ciclooxigenasa, es un
vasodilatador ya que estimula el AMPc, también promueve la agregacion plaquetaria,

anti-inflamatorio y favorece la apoptosis.

1.5 Endotelina (ET)

La endotelina (ET) es el vasoconstrictor endégeno mas potente conocido y tiene una
accion fisiologica prolongada, fue descubierto por Yanagisawa et al (1988), se aisl6 del
sobrenadante de células endoteliales porcinas, tiene un peso molecular de 2492 Da,
posee grupos amino y carboxilo libres en los extremos y dos puentes disulfuro
intracadena entre los residuos cys’-cys™ y cys®-cys™ (Goto et al, 1996), ademéas
presenta una semejanza marcada en estructura y actividad biolégica con las
Safaratoxinas, un isopéptido aislado del veneno de la serpiente Atractapis engaddensis
(Goto et al, 1996).

En el analisis del genoma humano se reveld que hay tres isopéptidos de endotelina; ET-
1, ET-2, ET-3, cada una codificada por diferentes genes localizados en los cromosomas
6, 1y 20 respectivamente (Inoue, et al 1989). La ET-1 es la Unica isoforma sintetizada en
las células endoteliales, en el epitelio de las vias aéreas, el corazon, el rifidn, la pituitaria,
el sistema nervioso central y las células musculares lisas; sin embargo, sus
concentraciones son extremadamente bajas comparadas con las detectadas en las
células endoteliales (Bouallegue et al, 2007); la distribucion de la ET-2 es restringida a
rifidn e intestino y la ET-3 se expresa en cerebro, pulmon, intestino y glandula adrenal

(L6pez-Jaramillo, 1998).
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El gen de la ET-1 humana tiene 5 exones y 4 intrones, con regiones 3’y 5 y aprox. 6.8
Kb de DNA. Cada uno de los 5 exones codifica una porcion de pre-endotelina 1. El
andlisis de secuencia de cDNA de ET-1 revel0 la existencia de un gen que codifica para
un precursor, Pre-endotelina- 1. La Pre-endotelina-1 en humanos es una proteina de 212
aminoacidos que se separa por proteolisis debido a la accion de una endopeptidasa
especifica (furina) en las posiciones Lys®-Arg> y Arg®*-Arg®. El resultante es un péptido
de 38 aminoé&cidos llamado Gran Endotelina 1, la cual subsecuentemente también es
separada en la posicion Trp21-Val22 por una endopeptidasa llamada enzima
convertidora de endotelina (ECE). Entonces se produce la ET-1 (Inoue et al, 1989). El
gen de la ET-1 en el humano se encuentra en el cromosoma 6, el mMRNA tiene 2117 pb 'y
la proteina esta conformada por 212 aminoacidos y tiene un peso molecular de 26 KDa,
mientras que en el Gallus gallus el gen de la ET-1 se encuentra en el cromosoma 2, el

MRNA y la proteina ain contintan en estudio (GenBank).

Hay 2 isoformas de receptores de ET: el receptor tipo A de la endotelina (ETA) y el
receptor tipo B de la endotelina (ETB); el ETA es especifico para ET-1 y ET-2 pero con
baja afinidad para ET-3 y se encuentra en tejidos como el corazén, el pulmén, el intestino
y principalmente en las células musculares lisas de los vasos sanguineos donde
desarrolla el efecto paracrino de vasoconstriccion de la ET-1; mientras que, el ETg se liga
alas 3 ET y est& localizado en las células endoteliales, en las células musculares lisas, el
cerebro, el pulmén y el rifién; hay 2 tipos de ETg; (1) ETg1 con efecto autocrino sobre las
mismas células endoteliales de vasodilatacion por la accién de la liberacion de NO y (2)
ETg2 también con efecto de vasoconstriccion en las células musculares lisas por la
accioén de la ET-1 (Seo et al, 1994; Inagami et al 1995). Los receptores son miembros de
la superfamilia de receptores vinculados con las proteinas de unién al nucle6tido guanina
o proteinas G. La estructura de los receptores es aproximadamente 50% igual entre ellos
y cada tipo es altamente conservado en especies de mamiferos (85-90%) (Levin, 1995).
El gen del receptor ETA en el humano se encuentra en el cromosoma 4, el mRNA tiene
4168 pb y la proteina tiene 427 aminoacidos y pesa 69 KDa, mientras que en el Gallus
gallus el gen se encuentra en el cromosoma 4, el mMRNA tiene 2988 pb y la proteina tiene
421 aa.
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Los genes que codifican la endotelina son expresados con diferentes patrones en una
variedad amplia de tipos celulares como los miocitos cardiacos, las células de la
vasculatura muscular lisa, células epiteliales de los tubulos renales, células del mesangio
renal, células de glia, células de la pituitaria, macréfagos y células de Mast. Lo anterior,
es sugestivo de que los péptidos pueden participar independientemente en mecanismos
regulatorios complejos en varios 6rganos y también tienen efectos pleitropicos en
organos de los aparatos respiratorio, gastrointestinal, urinario, las glandulas endocrinas,
el sistema nervioso central y periférico y se considera que tiene una relacion intima con el
control fisiol6gico y fisiopatolégico en varios 6rganos (Inoue et al, 1989; Goto et al, 1996).
Las endotelinas son reguladas por cambios en la expresion genética en respuesta a una
amplisima variedad de estimulos fisicos (desgarro o tensién) y quimicos (hipoxia,

endotoxina, trombina, adrenalina, Ang Il y citoquinas) (Lopez-Jaramillo, 1998).

La ET-1 enddégena modula el tono vascular y el flujo sanguineo regional como una
hormona circulante o ejerce su accion localmente dentro de la pared vascular y en el
endotelio de forma autocrina y paracrina (Goto et al, 1996). La ET-1 promueve la
proliferacion de células endoteliales, células musculares lisas y de fibroblastos lo cual
puede resultar en cambios estructurales en la pared vascular llevando a la remodelacién
(Inagami, 1995). La ET-1 ejerce efectos crénicos implicados en la proliferacién y la
remodelacion de los vasos sanguineos; en varios estudios, la ET-1 ha sido involucrada
en el estimulo de la expresién de los proto-oncogenes como c—fos, c-jun y c-myc
(Pribnow et al, 1992), el incremento en la incorporacion de 3H-timidina dentro del DNA
indica que hay proliferacién de las células vasculares capilares, fibroblastos y células del
musculo liso vascular, en estas ultimas células la ET-1 tiene actividad mitbgena directa
por medio de la induccién en la expresién de mRNA de PDGF y TGF-B; también ET-1
tienen efecto mitdgeno sinérgico con factores de crecimiento como PDGF, bFGF (por sus
siglas en inglés: Basic Fibroblast Growth Factor), EGF (por sus siglas en inglés:
Endothelial Growth Factor), insulina y Ang Il (Goto et al, 1996).

La expresion del mRNA de ET-1 en cultivos de células endoteliales es estimulada por
numerosos factores, incluyendo, la trombina (Emori et al, 1992), el factor de crecimiento
transformante beta (TGF-B por sus siglas en inglés: Transforming Growth Factor ()

(Kurihara et al, 1994), el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a por sus siglas en inglés:
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Tumor Necrosis Factor a)(Marsden & Brenner, 1992), Interleukina 1 (IL-1), la Insulina, la
Ang I, la vasopresina, los esteres de forbol y la epinefrina (Inagami, 1995).

El incremento de la expresion de ET-1 mRNA inducido por trombina, Ang I, vy
vasopresina se ha demostrado que es promovido por un incremento en el Calcio (CA?")
intracelular y la activacién de la proteina Quinasa C (PKC) por medio de la proteina
ligante GTP como consecuencia de la estimulacion de sus receptores. Las endotelinas
también afectan la via de la adenil ciclasa; ETA estimula marcadamente la adenil ciclasa
probablemente por la via de la proteina GS, mientras ETg esta acoplada negativamente a

la adenil ciclasa probablemente via proteina Gl (Inagami, 1995).

Por otra parte, la expresion del mRNA de ET-1 en cultivos de células endoteliales es
inhibido por el 6xido nitrico, la prostaciclina, el péptido natriurético auricular (PNA)
(Inagami, 1995). ElI PNA posiblemente activa la guanilato ciclasa A, produce cGMP, y
activa proteina quinasa G; este cGMP suprime la formacion de inositol trifosfato, lo cual
resulta en la inhibicién de la expresion del gen de prepo-ET-1, en células endoteliales de
ratas (Emori et al, 1993; Inoue, 1996); entonces, la vasorelajacion producida por el PNA
seria por el efecto supresor de la produccion de ET-1. EI NO inhibe la produccién de ET
por la via de los mecanismos del cGMP a través de la activacién de guanilato ciclasa
(Boulanger et al, 1990). PGI, produce cAMP por medio de la activacion de adenil-ciclasa
e inhibe la produccién de ET-1. La heparina también disminuye la expresiéon de mRNA de
ET-1 por la inhibicion de la via de PKC (Imai et al, 1992).

Una vez la ET-1 se une a su receptor ETA, se activan varias vias de transduccion de la
sefal, las cuales estan asociadas con la hipertrofia, la migracion y la proliferacion de las
células musculares lisas vasculares, los cardiomiocitos y las células mesangiales del

rindn (Bouallegue et al, 2007).

La unién de la ET-1 a su receptor ETA activa las proteinas G, entre las cuales la Gq es la
gue mejor traduce la sefial generada por el receptor ETA. La proteina Gq se caracteriza
por tener tres subunidades designadas como (a (aq), B, y) las cuales estan asociadas
con la membrana celular. En la forma inactiva del heterodimero Gq, la subunidad aq se

encuentra ligada a la guanosina difosfato (GDP). En la forma activa el GDP cambia a
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guanosina trifosfato (GTP), la cual inicia la disociacion del complejo aq (GTP) y las
subunidades B-y asociadas con la membrana (Pierce et al, 2002), su disociacién conduce
a la activacién de la fosfolipasa C tipo B especifica al fosfoinositol (PLC B), la cual
hidroliza en la membrana lipidica al fosfatidilinositol 4-5 bifosfato (PtdIns (4,5)P,) en dos
segundos mensajeros: el diacilglicerol (DAG) el cual es hidrofébico y permanece en la
membrana celular y el inositol 1-4-5 trifosfato (Ins(1,4,5)P3) de tipo soluble (Fukami,
2002). El Ins(1,4,5)P; se difunde a través del citoplasma y activa los canales de Calcio®*
del reticulo sarcoplasmico. La activacion de los canales de Calcio® genera un incremento
del calcio en el citoplasma y por ende estimula la contraccién del musculo liso vascular.
El DAG junto con el calcio activan la proteina Quinasa dependiente de la fosfatidilsecina
o proteina Quinasa C, PKC, la cual media la actividad mitdgena de la ET-1 (por sus
siglas en inglés: Protein Kinase C)(Simonson et al, 1993; Bouallegue et al, 2007). La
actividad de la PKC mediada por la ET-1, modula la proliferacion y la contracciéon de las
células musculares lisas; de esta forma, la ET-1 induce la activacion de la PKC, que junto
con sus efectores intracelulares son de gran importancia para la regulacién del tono

vascular local (Bouallegue et al, 2007).

Las elevaciones del Ca®* nuclear y citoplasmatico incrementan la unién del factor de
transcripcién de la proteina activadora 1, AP-1 (por sus siglas en inglés: Activator Protein-
1). El incremento de la actividad de unién de AP-1, potencialmente estimula la sintesis de
vasoconstrictores y mitdgenos derivados del endotelio pulmonar, debido a que los sitios
de unién de la AP-1 estan presentes en la region promotora de la mayoria de los genes
involucrados en la proliferacion de las células musculares lisas. Algunos de estos genes
son el PDGF, la ET-1y el VEGF, los cuales estimulan la contraccién y la proliferacion de
las células musculares lisas de la arteria pulmonar a través de la unién paracrina a sus

receptores presentes en dichas células (Mauban et al, 2005).

En las células musculares lisas vasculares, el PNA y NO disminuyen el tono vascular por
la via de cGMP y la guanilato ciclasa, mientras la ET incrementa el tono vascular por la
via de la Ca**- calmodulina y las proteinas quinasas. La estimulacion autocrina de las
células endoteliales con ET-1 puede resultar en la liberacion de NO y contribuir a la

vasodilatacion.
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Varios estudios clinicos en humanos sugieren el papel de la ET plasmética en la
fisiopatologia de arterioesclerosis (Lerman et al, 1991) y en la hipertensién inducida por
ciclosporina (Mihatsch et al, 1988); pero, concluyeron que los niveles plasméaticos de ET
no reflejan la produccién local de ET porque la mayoria de la ET es secretada y utilizada
en la vasculatura circundante. En condiciones patolégicas como HAP donde hay una
produccion y liberacibn desbalanceada de sustancias vasoactivas el efecto
vasoconstrictor de la ET-1 domina sobre el efecto vasodilatador (Inagami, 1995).

1.6 Oxido Nitrico (NO)

El NO es un radical libre en estado gaseoso, inicialmente llamado factor relajante
derivado del endotelio, EDRF (por sus siglas en inglés: Endothelium Derived Reading
Factor), reportado por Furchgott & Zawadzki (1980) quienes postularon que la
vasodilatacion es dependiente del endotelio y esta involucrada en la regulaciéon del tono
del musculo liso vascular porque estimularon células endoteliales con acetilcolina (Ach) y
con bradiquinina causaron relajacién de las células musculares lisas y detectaron un
factor de corta vida que llamaron EDRF; Moncada et al (1991) reportaron que el EDRF
era el mismo NO. La vida media de NO es minima, incluye pocos segundos (0,1-5 s);
éste se inactiva al contacto con el oxigeno, la hemoglobina (Hb) y por reductores
semejantes al azul de metileno porque inhibe la guanilato ciclasa soluble; asi mismo, su
accién es potencializada por la superéxido dismutasa, una enzima limpiadora de

radicales libres (Inagami, 1995).

El NO es generado por la sintasa de 6xido nitrico, NOS (por sus siglas en inglés: Nitric
Oxide Sintasa), por medio de la oxidacién de uno de los a4tomos nitrégeno guanidino de
la L-Arginina (L-Arg) transformandola en L-Citrulina y NO (Ignarro, 1989, Ignarro 1990;
Moncada et al, 1991; Moncada y Higgs, 1993; Inagami et al, 1995). El NO inhibe la
mitogénesis y proliferacion de las células musculares lisas vasculares, entonces el NO
derivado de las células endoteliales puede regular el tono y la remodelacion estructural
de la pared vascular (Vanhoutte, 1997); por esta razén el NO derivado del endotelio

induce relajacion del musculo liso vascular y en sinergismo con la prostaciclina reducen



34 Expresion de la proteina ET-1 en pulmones de pollos de engorde sanos y
enfermos con Hipertensién Arterial Pulmonar por hipoxia hipobarica

la tendencia de las plaquetas y otros componentes sanguineos a adherirse a las células
endoteliales; entonces el NO inhibe la agregacion plaquetaria; sin embargo, la funciones
del NO son limitadas a una pequefia area circundante al sitio de su produccién porque es
rapidamente inactivado por la hemoglobina (Vanhoutte, 1997).

La sintasas de 6xido nitrico (NOS) son un grupo de isoenzimas citosélicas o ligadas a la
membrana celular conservadas evolutivamente debido a que se han encontrado en
animales mamiferos y no mamiferos incluyendo las aves, protozoos e insectos, asi como
también en plantas (Bodgan et al, 2001), ademas la NOS tiene 3 isoformas que son
diferenciadas segun su sitio de expresion y por la regulacion de su actividad (Coggins &
Blotch, 2007); el DNA complementario de las tres enzimas proviene de diferentes genes
(Inagami, 1995). Las tres isoformas son enzimas homodiméricas (Bodgan et al, 2001) y
comparten una estructura molecular primaria idéntica; consistente de una secuencia
dominante citocromo P450 ligado al Hemo en la porcion N terminal, una calmodulina
ligada en la porcion media y secuencias de unién a cofactores en la porcion C terminal;
ademas hay una secuencia de fosforilacion por la proteina quinasa dependiente del AMP

ciclico en la porcion N terminal de eNOS (Inagami et al, 1995).

En la reaccion enzimatica el grupo de NOS requiere de algunos cosubstratos como el
oxigeno molecular y la nicotinamida adenina dinucleotido fosfato (NADPH); asi mismo,
unos cofactores como la flavina adenina dinucleotido (FAD), la flavina mononucleotido
(FMN), la tetrahidrobiopterina, grupo hemo, Ca?*/calmodulina y posiblemente también
iones de Zinc " (Bodgan et al, 2001).

La familia de la NOS esta compuesta por 3 isoformas que se diferencian con respecto al
modo principal de regulacion, sus funciones claves, la cantidad promedio de NO

producido y el patrén de expresioén tisular in vivo y son las siguientes:

(1) Sintasa de 6xido nitrico cerebral (nNOS, por sus siglas en inglés: Neuronal Nitric
Oxide Sintasa) o NOS1, en humanos el gen se encuentra en el cromosoma 12 y
ocupa cerca de 150 Kb de DNA y la traduccion genera una proteina de 150 kDa
(Inagami et al, 1995). La bNOS en estudios inmunohistoquimicos se ha encontrado

en tejido neuronal (cerebro, cerebelo, pituitaria posterior y medula adrenal) y en la
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macula densa del aparato yustaglomerular, ademas en ganglios y fibras nerviosas no
adrenérgicas y no colinérgicas localizadas en tracto gastrointestinal, tejido
perivascular, células musculares lisas y el sistema de conduccién del corazén. EI NO
derivado de bNOS en el sistema nervioso central y fibras nerviosas no colinérgicas y

no adrenérgicas puede servir como un neurotransmisor (Inagami et al, 1995).

Sintasa de o6xido nitrico inducida (iNOS, por sus siglas en inglés: Inducible Nitric
Oxide Sintasa) o NOS 2, en humanos el gen que codifica INOS se encuentra en el
cromosoma 17 y la proteina tiene una masa molecular de 125 a 135 kDa (Lopez-
Jaramillo, 1998), La INOS es inducible en macréfagos, leucocitos,
polimorfonucleares, células del mesangio renal, fibroblastos, células musculares
lisas, células JG, células endoteliales, asi como en higado, pulmén y bazo. En ellas,
el NO esta relacionado con citotoxicidad tumoral, microbiostasis, inhibicién del
crecimiento y/o injuria de varias células incluyendo las de la pared vascular y su
expresion podria relacionarse con la exposicion a endotoxinas o citoquinas
inflamatorias. Un exceso en la liberacién de NO, principalmente por iNOS, puede
inducir condiciones patolégicas como es el shock séptico, donde los lipopolisacaridos
(LPS) de las bacterias anaerobias inducen iNOS en las células musculares lisas, los
macrofagos y células endoteliales lo que ocasiona una hipotensién severa (Inagami
et al, 1995).

Sintasa de 6xido nitrico endotelial (eNOS o NOS3), en humanos el gen se encuentra
en el cromosoma 7 en la regién 7935 a 7936, el gen ocupa alrededor de 21kb de
DNA, contienen 26 exones de codifican un mRNA de 4052 nucledtidos, el mRNA de
la eNOS tiene un tamafio de 4,7 Kb y la proteina formada contiene 1023
aminodcidos, la enzima eNOS tiene un peso molecular de 135 kDa (Lopez-Jaramillo,
1998) y en bovinos de 144 kDa (Janssens et al, 1992), mientras que en el Gallus
gallus todavia se encuentra en investigacion, pero hay un gen similar a eNOS que se
encuentra en el cromosoma 1 y el mRNA parcial tiene 413 pb y traduce a una
proteina de 138 aa; eNOS es expresada en las células endoteliales de todo el cuerpo
y es la fuente predominante de NO en la circulaciéon pulmonar (Coggins & Blotch,
2007); La actividad de eNOS se incrementa en segundos como respuesta a la

activacion de receptores de superficie celular especificos con varias sustancias
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vasoactivas como Ach, bradikinina, Ang Il, vasopresina, histamina, norepinefrina,

serotonina, endotelina, trombina y estrés de rozamiento.

La secuencia de aminoacidos de las NOS demuestra una igualdad entre ellas del 50-60%
(Inagami, 1995). La expresion de eNOS y de bNOS es regulado por el influjo de calcio
citosolico y por la presencia de calmodulina, mientras que la iINOS es calcio y
calmodulina independiente y produce mayores cantidades de NO por un tiempo mayor
(Inagami, 1995).

La administracion de inhibidores de NOS conlleva a un rapido incremento de la presion
sanguinea (Vanhoutte, 1997), lo cual indica que la secrecion sostenida de NO a partir de
eNOS regula el flujo y la presién sanguinea, de esta manera la activacion de eNOS juega
un papel importante en la vasorelajacion dependiente del endotelio asociada con
sustancias vasoactivas y que el efecto de los inhibidores de NOS coémo (L-NMNA) es

debido a la supresién del efecto vasodilatador directo del NO.

La regulacion de la transcripcion génica del NO es una respuesta a sefiales
extracelulares del musculo liso vascular y se inicia por accién de moléculas receptoras y
mediada por un amplio espectro de sefiales intracelulares. Numerosas interacciones
entre el NO y componentes de esas vias han sido demostradas pero el sitio primario de
accioén del NO y las modificaciones moleculares han sido poco identificados. Ejemplos de
blancos del NO incluyen a canales de iones, proteina G (ej. p21ras), proteina quinasas
tirosina (ej. proline-rich tyrosine kinase 2), Quinasas Janus (Jak 1, Jak2, Jak3, Tyk2),
proteinas quinasas mitégeno-activado [ej. Erk, p38 MAPK, c-Jun NH2-terminal kinases
(JNK)], caspasas (ej. caspasa-1, caspasa-3), metaloproteasas y proteinas fosfatasas (e;.
Fosfatasa fosfotirosina del receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas)
(Bodgan, 2001).

Los factores de transcripcion implicados en la produccion de NO son, el factor nuclear
kB, NF kB (por sus siglas en inglés Nuclear factor-«B), la proteina activadora 1(AP)-1,
(por sus siglas en inglés Activating protein 1), y los factores de transcripcion finger ZINC
gue incluyen a Splpor sus siglas en inglés, tumor-suppressor protein p53; Egr-1, por sus

siglas en inglés early growth response 1; VDR, por siglas en inglés 17a,25-
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dihydroxyvitamin D3 receptor y RXR por sus siglas en inglés retinoid X receptor. También
se incluye el HIF-1 (por sus siglas en inglés, hipoxia inducible factor-1), el cual es un
importante regulador de la transcripcion del VEGF (por sus siglas en inglés, Vascular
endothelial growth factor) involucrado en la angiogénesis y de la eritropoyetina (Epo)
implicada en el desarrollo de eritrocitos (Bodgan, 2001). La actividad transcripcional del
HIF-1 se incrementa exponencialmente cuando la concentraciébn de oxigeno en las
células es baja (Semenza, 1999).Bajo condiciones de hipoxia los niveles de HIF-1, la
actividad del promotor de VEGF vy la expresion del mRNA de la Epo son sobrereguladas

en varias lineas de células humanas (Semenza, 1999).

El NO se difunde de su sitio de produccion en la célula endotelial hacia las células del
musculo liso vascular, donde va activar la guanilato ciclasa soluble (sGC) porque
reacciona el NO con el hierro ferroso en el grupo prostético Hem de la sGC , una vez la
sGC esta activa aumenta la produccion de cGMP (por sus sigla es inglés: Cyclic
Guanosine Monophosphate) a partir de GTP (por sus siglas en inglés: Guanosine
Triphosphate) dentro de las células musculares lisas incrementando la concentracion de
cGMP y llevando consecuentemente a relajacion vascular (Adnot & Ralfestir, 1996; Dinh-
Xuan, 1993). El efecto del cGMP es mediado a través de la activacion de sus proteinas
efectoras; las proteinas kinasas dependientes de cGMP (PKG), los canales i6nicos
abiertos de cGMP vy las fosfodiesterasas (PDEs), como la fosfodiesterasa 5 (PDE5) es
especifica para cGMP y es el blanco donde actian farmacos como el sildenafil que inhibe
la PDE5 y bloquea el traspaso de cGMP a GTP y de esta manera favoreciendo la
dilatacion vascular por el mantenimiento de una concentracién de cGMP dentro de las

células musculares lisas.

El cGMP dilata las células musculares lisas por muchos mecanismos intracelulares
dependientes del cGMP que incluyen: la hiperpolarizacién de la membrana celular y la
inhibicion de flujo de calcio; también disminuye la sensibilidad de los miofilamentos de
calcio por la activacién de la fosfatasa de la cadena liviana de miosina por via de la

fosforilacion mediada por PKG (Coggins & Blotch, 2007).
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Después de la union del agonista con los receptores proteina G especificos, ellos activan
la fosfolipasa C para producir inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol, de esta forma se
aumenta las concentraciones de Ca*? citosélico y entonces se activa la calmodulina, lo
cual resulta en activacion de eNOS; por otra parte la actividad de eNOS es atenuada por
intermedio de la fosforilacién de la proteina quinasa A y de esta manera, se mantiene el
balance de entre la produccién de NO y ET-1. La Ach produce vasorelajacion normal en
arterias ateroescleroticas sin un incremento significativo del GMP ciclico, soportando la
hipo6tesis de que el endotelio produce factor de hiperpolarizacion derivado del endotelio
(EDHF) (Inagami, 1995).

Existe otro mecanismo por el cual el NO induce vasodilatacion directamente sin utilizar al
GMP ciclico como segundo mensajero y es a través de su accion sobre los canales de K*
de pendientes del Ca*"; el NO abre los canales de K* causando la hiperpolarizacion de la
membrana celular, la cual cierra los canales de Ca*, e impide la entrada de Ca®" al

citoplasma de la célula muscular lisa vascular y causa vasorelajacion.

Hay otras vias de accion alternativas del NO, como son la oxidacion del NO a nitrato o
reacciones del NO con proteinas que tengan el grupo tiol para formar S-Nitrosothiols
(SNOs), estos han sido relacionados en interaccion con la Hemoglobina (Hb) de los
glébulos rojos, por lo cual podrian aprovechar la naturaleza alostérica de la Hb
transportando la sefial del NO hacia la periferia, donde este vasodilatador potencial
permite la liberacién selectiva de sangre oxigenada al tejido hipoxico, lo cual permite
sugerir que los SNOs, unos derivados estables del NO, tienen propiedades
vasodilatadoras (Coggins & Blotch, 2007). McMahon et al (2005), demostraron que el
aumento del contenido de SON-Hb contenido en eritrocitos causa una reduccion en la
resistencia pulmonar vascular e incrementa la PO, arterial, lo que permite suponer que
el papel vasodilatador de los eritrocitos modera la vasoconstriccion pulmonar hipdxica y
puede mejorar la relacion ventilacion-perfusiéon (V/Q). EI NO producido en el pulmén
también puede tener efectos sistémicos por la via de los nitritos. La Hb desoxigenada
posee una actividad nitrato reductasa, con la hipotesis que los nitritos en el plasma y
dentro de los eritrocitos son reducidos a NO en la vasculatura periférica, formando Hb
(FeNO) y conlleva subsecuentemente a la liberacion de NO de los eritrocitos para

generar vasodilatacion de la microvasculatura (Coggins & Blotch, 2007).
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La significancia fisiopatologica del NO en la enfermedad cardiovascular presenta 2
aspectos; la deficiencia de NO derivado de eNOS y el exceso de NO derivado de iINOS.
La disminucion en la produccién de NO en condiciones basales o estimuladas es uno de
los principales factores de la hipertension; los mecanismos postulados para la deficiencia
de NO serian la falta de L-Arg como sustrato, un defecto en las sefiales del sistema de
traduccion en las células endoteliales, una acelerada degradacion del NO por el anién

superoxido y una deficiencia o ausencia de la eNOS (Inagami, 1995).

Konishi & Su (1983) fueron los primeros en reportar que la relajacion derivada del
endotelio es reducida en arterias de ratas espontaneamente hipertensas. Se localizé
eNOS e INOS en tejido pulmonar humano y de ratas enfermas mediante
inmunoperoxidasa y por histoquimica por la demostracion de la actividad NADPH
diaforasa de NOS, se encontrd que los individuos con HAP tienen una menor cantidad de
eNOS (Kobzik et al, 1993).

Moreno & Hernandez (2003) a través de la histoquimica por la demostracién de la
actividad NADPH diaforasa de la NOS demostraron que la eNOS se expresa en mayor
proporcion en las arteriolas pulmonares de los pollos de engorde sanos, en comparacion
con los que desarrollan hipertension pulmonar y estudios previos han demostrado que la
eNOS, la enzima del aminoacido L-arginina a 6xido nitrico (NO) y L-citrulina, se expresa
en mayor proporciéon en las arteriolas pulmonares de los pollos de engorde sanos
comparados con los que desarrollan HAP. Asi mismo, la expresion génica de la ET-1, el
receptor ETA, el Factor de Crecimiento del Tejido Conectivo (CTGF, por sus siglas en
inglés Connective Tissue Growth Factor), el PDGF y la Adrenomedulina estan
aumentadas en pollos enfermos con HAP en comparacién con los sanos (Gémez et al.,
2007); esta menor expresion génica de la eNOS y mayor expresion de la ET-1 en los
pollos enfermos, causa un efecto vasoconstrictor en la circulacion arterial pulmonar vy
estimula la mitosis de las células musculares lisas. Por lo tanto, el incremento de la
susceptibilidad a la hipertensiéon pulmonar observado en pollos de engorde expuestos a
la hipoxia hipobérica, puede estar relacionado con la reduccion en la capacidad de
relajacion de la circulacién pulmonar por la disminucién de la actividad de la eNOS y por

consiguiente por una disminucién de la liberacion de NO. Sin embargo, aun no se conoce
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el patron de expresion de las proteinas traducidas de dichos genes en pollos de engorde
sanos y con HAP de origen hipdxico.



2 Efecto de la exposicion ala hipoxia
hipobarica sobre la presentacion de
Hipertension Arterial Pulmonar en pollos

de engorde

2.1 Resumen

La Hipertensién Arterial Pulmonar (HAP) inducida por la hipoxia hipobarica genera
grandes pérdidas econdémicas en la industria de la carne de pollo. En las aves con
susceptibilidad genética a la HAP para compensar la hipoxia crénica en los capilares
aéreos hay contraccion y remodelacién de las arterias y arteriolas pulmonares, aumento
del gasto cardiaco, de la masa muscular del ventriculo derecho (indice cardiaco-IC),
congestion pasiva en la circulacidbn de retorno, ascitis, hidropericardio y las aves
afectadas mueren por falla cardiaca. Se criaron pollos de engorde de una estirpe
comercial a 2638 m.s.n.m. y a 310 m.s.n.m. y se determiné el efecto de exposicién a la

hipoxia hipobérica sobre la incidencia de HAP y la mortalidad de las aves.

La altura sobre el nivel de mar tiene un efecto directo sobre la salud de los pollos de
engorde, en las aves mantenidas bajo condiciones de hipoxia hipobarica la mortalidad
acumulada al dia 42 de edad en machos fue del 35,2% y en hembras del 53,8%. La HAP
fue la responsable del 90,6% de la mortalidad total en los machos y en las hembras del
96,4%. En los pollos criados a 2638 m.s.n.m. y sacrificados al dia 33 el 64% desarrollo
HAP (IC>25), el 32% presentd ascitis y el 82% evidencié hidropericardio, se demostrd
gue la ascitis sélo es un signo de HAP y puede no encontrarse en la fase aguda de la
enfermedad y el hidropericardio es un hallazgo a la necropsia caracteristico de la
presencia de HAP. Los pollos mantenidos en normoxia relativa tuvieron una mortalidad
acumulada del 1%; no presentaron lesiones compatibles con HAP y el indice cardiaco
(IC) fue entre 14,8 y 20,5.
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El tiempo de exposicion a la hipoxia hipobérica no influye sobre la forma de presentacion
y no afecta la manifestacion de la enfermedad y la susceptibilidad a la muerte por causa
de HAP se debe a un factor individual de adaptacion. No hubo ninguna relacion entre el
IC y la edad de muerte espontanea (r=0,026).

Palabras clave: Hipoxia, Hipertension arterial pulmonar, pollos de engorde, indice
cardiaco, ascitis, hidropericardio.

2.2 Introduccion:

La Hipertension Arterial Pulmonar (HAP) es una enfermedad que afecta a los pollos de
engorde y se caracteriza por los cambios de vasoconstriccion aumentada mas alla de los
limites fisiolégicos compensatorios y de remodelacion vascular de las arteriolas y las
arterias pulmonares para compensar la hipoxia crénica en los capilares aéreos y/o por las

bajas temperaturas ambientales.

La enfermedad ha recibido varios nombres como; “Edema Aviar”, “Ascitis Aviar’,
“Sindrome Ascitico del Pollo”, “Ascitis secundaria a insuficiencia cardiaca”, generalmente
por su signo clinico mas comun, la ascitis, pero este signo se presenta en multiples
patologias, una de ellas y la mas importante es la HAP, por esa razén el hombre mas
apropiado para esta enfermedad es Hipertensién Arterial Pulmonar (HAP) o Sindrome de

Hipertensién Pulmonar (SHP).

La HAP en pollos de engorde es un problema econémico serio; Maxwell y Robertson
(1997), reportaron la presentacion de HAP en 18 paises de 4 continentes y afecta al
4,7% de los pollos del todo el mundo. Guo et al (2007), plantearon que la HAP era
responsable del 25% de la mortalidad total en los lotes de pollos de engorde. Arce
(1998), afirmd que para 1995, el 70% del total de las explotaciones de pollo de engorde
de Meéxico, es decir unos 630 millones de aves se localizaban en zonas altas y que se
reportaba una mortalidad de 3% a causa de la enfermedad. En Estados Unidos, se
registraron mortalidades en las aves del 2 a 5%, con pérdidas de alrededor de los 100

millones de ddlares anuales (Bottje et al. 1995). En Canadé& se estimo en el 2004 que la



Efecto de la exposicién a la hipoxia hipobarica sobre la presentacion de 43
Hipertension Arterial Pulmonar en pollos de engorde

mortalidad debida a HAP en la industria de pollo mundial gener6 pérdidas del orden de $
500 billones de ddlares por afio (Agriculture and Agri-Food, Canada, 2004; Chicken
Farmers of Canada 2004.).

La causa de este sindrome es la hipoxia, debida a la baja tension de oxigeno atmosférico
(Burton et al, 1967). Los pollos de engorde son muy sensibles a desarrollar HAP por la
hipoxia hipobérica. La HAP se presenta principalmente en las explotaciones comerciales
situadas a una altura superior a los 1300 m.s.n.m. (Marin, 1980; Arce, 1998). La
temperatura ambiental también es un factor desencadenante de HAP en pollos de
engorde susceptibles (Renjifo, 1979; Hernandez, 1984; Pan et al, 2005; Daneshyar et al,
2009). Gonzales et al (1998) en un experimento realizado en Brasil durante el invierno,
reportaron una mortalidad acumulada entre el 5,1 y el 12,96% a los 42 dias en algunas
estirpes de pollos de engorde de rapido crecimiento (Cobb, Ross, Arbor Acres, Hubbard);
mientras que en pollos Label Rouge (Cuello desnudo, aves nativas) fue del 1,85%, y que

mas del 50% de esta mortalidad fue consecuencia de HAP.

El sindrome de HAP se puede presentar en cualquier edad, pero hay mayor ocurrencia
en la tercera y cuarta semanas (Herndndez, 1982; Lopez, 1982; Moreno & Hernandez,
1996). El porcentaje de mortalidad por HAP es variable; en Colombia se reportdé del 8%
(Hernandez, 1982), en México hasta del 35% (Lépez, 1982). En 1994, varios autores
reportaron una mortalidad acumulada de entre 15 a 35.6% (Anthony et al, 1994; Balog et
al, 1994). En estudios mas recientes Guzman et al (2001), realizé experimentos en dos
estirpes comerciales de pollos de engorde alojadas a 2638 m.s.n.m., por una parte con
control de temperatura y encontré un porcentaje de mortalidad de 17.08% y 15.37%.
Igualmente, evalué los dos grupos en las mismas condiciones pero sin control de la
temperatura y observd un incremento en la mortalidad de 23.87% y 26.12%
respectivamente. Areiza et al (2011) informaron en un grupo de machos de la estirpe
Cobb criados a 2638 m.s.n.m. al dia 24 de edad, una mortalidad total del 11,73% de la
cual el 9,18% estuvo asociada con HAP. Asi mismo, Vasquez y Hernandez (2012), en
investigaciones con pollos de engorde de la estirpe Cobb 500 encontraron que todos los
grupos evaluados presentaron alta mortalidad a causa de HAP, en un rango entre
18.92% y 38.8%,
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Se ha discutido una aparente diferencia de susceptibilidad a desarrollar el sindrome de
HAP. Sillau & Montalvo (1982), reportaron una adaptacion genética en pollos de engorde,
después de la exposicion por varias generaciones a ambientes de altitud. Hernandez
(1982), manifest6 que la altura sobre el nivel del mar es el factor mas importante para la
presentacion de HAP, después de evaluar variables como la influencia de la raza, el
sexo, el nivel energético de la racién alimenticia. Huchzemeyer et al, (1988) encontraron
diferencias en la susceptibilidad a la hipoxia en diferentes estirpes comerciales de pollo
de engorde, la cual solamente puede ser explicada como de origen genético. Moreno &
Hernandez (1985) compararon la respuesta a condiciones de hipoxia cronica de la
estirpe comercial Arbor Acres con la de pollos criollos nacidos y criados en altura (2638
m.s.n.m.) y encontraron que los pollos criollos no desarrollaron HAP, gracias a un
proceso adaptativo por su permanencia prolongada en las grandes alturas y la
adaptacion ha sido trasmitida en las generaciones sucesivas. Zhang et al, (2007)
concluyeron que la adaptacién en los pollos tibetanos se ha logrado gracias a un
incremento en la afinidad de los globulos rojos por el oxigeno en la reduccion de la

susceptibilidad a la hipocapnia, entre otros.

El presente trabajo busca determinar el efecto del tiempo de la exposicion a hipoxia
hipobarica sobre la incidencia de HAP en una estirpe comercial de pollos de engorde, asi
como, establecer la relaciéon entra la mortalidad por HAP y la ganancia de peso semanal,
comprobar la relacién entre el IC de pollos afectados y la edad de mortalidad espontanea

y establecer la tasa de mortalidad segun el sexo.

2.3 Materiales y Métodos:

Se utilizaron 350 pollos de engorde, 106 hembras y 245 machos escogidos al azar de la
estirpe genética comercial Cobb 500, procedentes de la misma planta de incubacion
ubicada a 300 m.s.n.m. Todas las aves se mantuvieron bajo condiciones normales de
produccion, la alimentacion fue segun la recomendacion de las tablas de consumo de la

estirpe comercial; en el lote 1 se garantizé que la temperatura fuera superior a los 20°C
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(Ver Figura 2-1.); mientras que, en el lote 2 la temperatura promedio fue de 27 °C. Los

pollos fueron divididos aleatoriamente de la siguiente manera:

Lote 1: 250 pollos, 106 hembras y 145 machos mantenidos bajo condiciones de hipoxia
hipobérica natural a 2638 m.s.n.m. (presion barométrica, PB: 560 mmHg; presién parcial
de oxigeno, PO,: 117 mmHg; PO, inspirado: 105 mmHg). Edificio Avicola de la Facultad
de Medicina Veterinaria y de Zootecnia de la Universidad Nacional de Colombia (Bogota,
Colombia).

Lote 2: 100 machos bajo normoxia relativa a 310 m.s.n.m. (PB: 749 mmHg; PO,: 153

mmHg; PO, inspirado: 141 mmHg). Granja experimental (Nilo, Colombia).

Figura 2-1. Temperatura ambiental expresada en grados Celsius (°C) del galpdn a 2638 m.s.n.m.
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A las aves se les realiz6 la eutanasia a los 33 dias de edad, mediante dislocacién
cervical, un método fisico que produce una depresién directa del sistema nerviosa central
y es aprobada por la Asociacién Americana de Médicos Veterinarios (JAVMA, 2001; por
sus siglas en ingles American Veterinary Medical Association). Acto seguido se les hizo
una necropsia, el criterio para incluir las aves en el experimento fue que los animales no

evidenciaran sintomatologia compatible con otras patologias diferentes a HAP.

Con el objetivo de evaluar la presentacion de HAP en cada lote se calcul6 el IC en fresco,

segun lo establecido por Alexander & Jensen, 1959, (peso del ventriculo derecho (PVD)
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dividido por el peso de la masa ventricular total (MVT) multiplicado por 100). Teniendo en

cuenta el indice cardiaco, las aves se clasificaron de la siguiente forma:

Pollos de engorde sanos: con indice cardiaco inferior a 25%
Pollos de engorde con hipertension pulmonar: con indice cardiaco superior a 26%

(Areiza et al, 2011; Vasquez y Hernandez, 2012).

De esta manera, se obtuvieron 3 grupos experimentales segun la altura sobre el nivel del

mar de crianza y la presentacion de HAP, ver tabla 2-1.

Tabla 2-1. Grupos experimentales segun la altura sobre el nivel del mar de crianza y la presentacién
de HAP.

Lote 1 - Zona alta Lote 2 - Zona Baja
Hipoxia Hipobarica Normoxia relativa*
Numero de 250 100
Aves
Grupo
experimental A B c
indice
cardiaco-IC >26 <25 <25

A. Aves expuestas a hipoxia hipobérica (altura) enfermas.

B. Aves expuestas a hipoxia hipobarica (altura) sanas.

C. Aves expuestas a normoxia relativa (baja altitud) sanas.

*En el grupo de aves expuestas a normoxia relativa en baja altitud no hubo mortalidad, ni aves enfermas con
HAP.

La hipétesis nula fue que los resultados de los hallazgos a la necropsia, el IC, la
histologia pulmonar , el peso de las aves y la mortalidad fueron iguales en los grupos
experimentales y una hipoétesis alterna en la que al menos un tratamiento tiene resultados
diferentes. El analisis se realiz6 mediante un modelo completamente al azar y se
demostr6 que se cumplieron con los supuestos de homogeneidad del material
experimental, también que el error experimental es una variable aleatoria independiente
con distribucién normal, media cero y homogeneidad de varianzas; cuando no se
cumplié la homogeneidad de varianzas se realiz6 ANOVA con la prueba de Welch, la
cual es robusta a la heterogeneidad de varianzas; cuando la prueba F o Welch resulté

ser significativa se hizo una comparacion multiple de medias de Scheffe, que también es
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robusta a homogeneidad o heterogeneidad de varianzas. lgualmente se llevaron a cabo
pruebas de correlacion de Pearson para ver el grado de asociacién entre las variables
cuantitativas (Kutner et al, 2005). Para declarar diferencias estadisticas, el nivel de
significancia tuvo que ser menor de 0.01 (P < 0.01). El andlisis de los datos se hizo con el

IBM®SPSS®predictiveanalytics software and solutions, versién 17.

2.4 Resultados:

Los pollos de engorde mantenidos en la altura que padecian de HAP presentaron
depresion, plumas erizadas, cianosis de crestas y barbillas, abdomen pendulante e
incluso alguno presentaron muerte subita sin signos clinicos y en la necropsia (ver Figura
2-2 y 2-3) se observo hidropericardio y ascitis en diferentes grados de severidad, su
contenido era de consistencia liquida y también en forma de gel, los muasculos de la
pechuga, el higado y el riidn presentaban congestion generalizada, los pulmones con
congestidn severa, el corazon exhibia forma redondeada, dilatacién cardiaca derecha y

hubo variaciones en el valor del indice cardiaco.
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Figura 2-2. Hallazgos macroscopicos en los pollos enfermos por HAP

C) d)

a) Depresion, postracion y aumento de tamarfio en el abdomen. b) Hidropericardio
severo. ¢) Pulmén de color rojizo (congestion pulmonar), Cardiomegalia, auriculas y
vasos sanguineos pletoricos, dilatacion cardiaca derecha. d) Cardiomegalia, dilatacion
cardiaca derecha, corazén normal.
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Figura 2-3 .Hallazgos a la necropsia caracteristicas de HAP:

a. hidropericardio, b. dilatacién cardiaca dereché: C. hepatmegalia, d ascitis.

En las aves mantenidas bajo condiciones de hipoxia hipobarica se encontraron signos
compatibles con HAP, a su vez en la histopatologia se encontré vasoconstriccion en las
arterias y arteriolas pulmonares. La mortalidad general aparecié a partir del dia 6, se
mantuvo a lo largo del tiempo y la mortalidad acumulada al dia 42 de edad en los machos
fue del 35,2% y en las hembras del 53,8% (Figura 2-4); por lo tanto, se encontr6 una
mayor mortalidad en la hembra debida a HAP y adicionalmente, la mortalidad de la
hembra tiene una correlacion de pearson r=0,482 (p=0.273) lo cual es no significativa
con la ganancia de peso, pero se muestra una tendencia a presentar mayor mortalidad

en la semana 3, 4y 5 (Figura 2-5).
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Figura 2-4. Porcentaje de mortalidad diaria de la hembray del macho en las aves expuestas a hipoxia
hipobarica.

7
e 6
S5
<
T 4
]
(]
° 3 = == Macho
s A \
g 2 # 1 T I — Hembra
S, »l s (. / \

p | B4
o /N \ \1
1 357 911131517192123252729313335373941
Edad, dias

Figura 2-5. Relacién entre latasa de mortalidad relativay la ganancia de peso semanal en las
hembras mantenidas bajo condiciones de hipoxia hipobarica.
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En la altura, la HAP fue la responsable del 90,6% de la mortalidad total en los machos

debido a que las aves muertas tenian un IC mayor a 25 y el 84,9% de los machos tenian
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IC mayor a 30. Por otra parte, en las hembras la HAP gener6 el 96,4% de la mortalidad

total y todas tenian un indice cardiaco mayor a 30.

A la edad de 33 dias los pollos se pesaron al azar, en la zona baja (n:22) el peso corporal
tuvo un promedio de 1968 + 186 y en la altura (n:50) 1830 + 298, en los dos lotes no se
encontraron diferencias significativas (p<0,05) en el peso corporal obtenido, sin embargo,
los pesos fueron mas dispersos en las aves expuestas a hipoxia hipobarica (Coeficiente
de variacién, CV=16.2%) con respecto a la normoxia relativa (CV=9.4%) Ver figura 2-6.

Figura 2-6. Peso corporal de las aves a los 33 dias de edad segun la altura de crianza.
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Los pollos mantenidos en baja altitud bajo condiciones de normoxia relativa tuvieron una
mortalidad acumulada del 1%; en las aves sacrificadas al dia 33 no evidenciaron lesiones
compatibles con HAP, ni con otra patologia y el rango de indice cardiaco estuvo entre
14,8 y 20,5.

En los machos mantenidos en hipoxia hipobarica y sacrificados al dia 33 (n=48), el 64%
desarroll6 HAP (IC>25), el 33% presentd ascitis en diferente grado de severidad, el 82%
evidencio hidropericardio, mientras que en normoxia relativa no hubo evidencia de ascitis
y el indice cardiaco fue menor a 21 en todas las aves, solamente el 13,6% de los pollos

evidenciaron hidropericadio de categoria leve. Se observo que los pollos que presentaron
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ascitis de gravedad moderada o severa tuvieron mayor IC, pero animales que no

presentaron ascitis también tienen indice cardiaco mayor de 30 (ver Tabla 2-2).

Tabla 2-2.Valores del indice cardiaco segun el grado de severidad de ascitis en pollos con HAP

indice cardiaco Ascitis

Ausente Leve Moderado Severo
N 32 4 4 8
Media 21,6 31,0 36,2 39,1
Desviacion tipica 7,2 8,2 2,9 4,8

Al analizar el valor del IC de pollos machos en razén de la edad de la mortalidad
espontanea hallada en la altura se observo que no hay ninguna relacién entre el IC y la
edad de muerte espontanea Correlacion de Pearson r=-0.064 (p=0.649) (Figura 2-7). Los
valores del IC de las aves que presentaron mortalidad espontdnea durante el
experimento fueron en los machos 41.7+7.3 y en la hembra 38.948.9. La altura sobre el
nivel de mar y la hipoxia hipobérica de la altura tienen un efecto directo sobre el IC
(p<0,01), se observé mayor IC en los pollos de engorde criados en la altura (Figura 2-8).

Figura 2-7. Relacién entre la edad de mortalidad espontanea y el indice cardiaco de los pollos
machos.
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Figura 2-8. Valor del indice cardiaco de aves segun la altura de crianza
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Diferencia significativa P<0,01

Al comparar la medias del IC de los tres grupos experimentales, encontramos diferencias
significativas (P<0,01) (Tabla 2-3). El 82% de los pollos mantenidos en hipoxia hipobarica
tuvieron hidropericardio y se observo que el grado de severidad subjetivo del contenido
liguido en el saco pericardico en el momento de la necropsia (ausente, leve, moderado y

severo) era mayor a medida que aumentaba el hidropericardio (Figura 2-9).

Tabla 2-3. Valores del indice cardiaco segun el grupo experimental

indice Cardiaco A B C

N 19 18 22
Media 372" 205" 17,6°
Error tipico de la media 1,0 0,7 0,3
Desviacidn tipica 4.2 2.8 15
Maximo 476 249 205
Minimo 31,8 151 148

A. Aves expuestas a hipoxia hipobarica (altura) enfermas.

B. Aves expuestas a hipoxia hipobarica (altura) sanas.

C. Aves expuestas a normoxia relativa (baja altitud) sanas.
* **_Indican diferencias significativas p<0.01
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Figura 2-9. Valores del indice cardiaco segun el grado de severidad de hidropericardio.
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2.5 Discusion:

Las hembras de pollos de engorde evidenciaron una mortalidad acumulada del 53,8 %
de la cual el 96.4 % fue debida a HAP y presentaron un IC promedio de 41,7+7,3;
mientras que los machos tuvieron una mortalidad total de 35, 2 %, el 90.6% por HAP con
IC de 38.948,9, se puede concluir que las hembras y los machos son muy sensibles a
desarrollar la HAP y a morir por esta causa. La HAP continua siendo una enfermedad
gue produce una mortalidad muy alta, lo cual afecta de manera significativa la eficiencia
productiva y la rentabilidad en las explotaciones avicolas que se crian en la altura, antes
mencionado por (Bottje et al. 1995), Arce (1998), Guo et al (2007).

La mortalidad se incrementd en la tercera, cuarta y quinta semana, al igual que en los
experimentos de Hernandez, (1982); Lépez, (1982); Moreno & Hernandez, (1996), al
mismo tiempo hay una tendencia entre la mortalidad y los valores de ganancia de peso
semanal (r=0,482), lo cual se puede deber a un mayor requerimiento de oxigeno en las
células y en los tejidos implicados en el crecimiento y el desarrollo de los pollos de
engorde, similar a lo expuesto por Druyan et al., (2007), también se encuentra una
alteracion en el intercambio gaseoso e ingreso de oxigeno al organismo debido a la
menor presion hipobarica que se encuentra en la altura, entonces este desequilibrio entre

el suministro y la demanda incrementada de oxigeno en la etapa de crecimiento es un
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factor coadyuvante muy importante pero la hipoxia y/o las temperaturas menores a 16°C
son los factores determinantes en la fisiopatologia de la HAP.

Los pesos obtenidos al dia 33 de edad en los animales expuestos a hipoxia hipobarica
tuvo una alta variabilidad (1830 + 298, CV=16.2%), probablemente debido a que algunos
pollos se encontraban en proceso patoldgico por HAP que afect6é su normal crecimiento y
otros que estaban sanos con el peso esperado segun la edad y la estirpe genética
posiblemente por factores individuales de adaptacién, lo cual también se explica por la
ausencia en la relacion entre el IC y la edad de muerte espontéanea (r=-0,064), por lo
tanto el tiempo de exposicién a la hipoxia hipobarica no influye sobre la forma de
presentacion y no afecta la manifestacion de la enfermedad y se puede deducir que la
susceptibilidad a la muerte por causa de HAP se debe a un factor individual, similar a lo

planteado por Huchzemeyer et al, (1988).

En el presente estudio se encontraron pollos enfermos por HAP con o sin presencia de
ascitis, por lo cual se demuestra que la ascitis sélo es un signo de HAP y puede o no
encontrarse en la fase aguda de la enfermedad. Por otra parte, en los animales
mantenidos en hipoxia hipobarica, se encontré una tendencia entre la severidad del
hidropericardio y el valor del IC de los pollos evaluados, por esta razén el hidropericardio
se puede convertir en un hallazgo a la necropsia muy concluyente de la presencia de
HAP (Druyan et al, 2007).
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3 Expresion de la proteina ET-1 en arterias
pulmonares de pollos de engorde
expuestos a hipoxia hipobarica

3.1 Resumen

La hipoxia hipobarica produce Hipertension Pulmonar Arterial (HAP), que comienza con
la disfuncion endotelial como consecuencia de la hipoxia, y la secrecion desbalanceada
de sustancias vasoactivas, dentro de las cuales la endotelina 1 (ET-1) tiene un papel
importante, esta se produce en las células endoteliales pero migra a la tinica muscular
donde produce contraccién de las células musculares lisas y por consiguiente de las

arterias pulmonares.

Se criaron pollos de engorde de una estirpe comercial a 2638 m.s.n.m. y a 310 m.s.n.m.
y se determiné el efecto de exposicion a la hipoxia hipobérica sobre la incidencia de HAP,
asi mismo, se identificé y se comparé los niveles de expresion de la proteina ET-1 en
arterias pulmonares de pollos de engorde sanos y enfermos por HAP mediante la
inmunohistoquimica. En los pollos sometidos a hipoxia hipobarica, la mortalidad
acumulada al dia 42 de edad en los machos fue del 35,2% y en las hembras del 53,8%.
La altura tienen un efecto directo sobre el IC (p<0,01), se observé mayor IC en los pollos

de engorde criados en hipoxia hipobarica.

La expresion de la proteina ET-1 fue mayor en los pollos expuestos a hipoxia hipobarica
(p<0,01), asi mismo, los animales enfermos por HAP presentaron mayor expresion de la

proteina ET-1 en las arterias pulmonares comparado con los animales sanos (p<0,01).
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La expresion de la ET-1 en arterias pulmonares se puede sugerir como el factor clave en
la patogénesis de la HAP, asi como, en la respuesta de los pollos a las condiciones
ambientales de hipoxia hipobérica y en la adaptacion de los animales a la altura.

Palabras clave: Hipertension arterial pulmonar, expresion, proteina, endotelina 1,

pollos de engorde.

3.2 Introduccidn

La Hipertension Arterial Pulmonar (HAP) de origen hipdéxico es una enfermedad que
afecta a multiples especies animales incluyendo al hombre; el pollo de engorde se
caracteriza por ser muy susceptible a desarrollar la enfermedad cuando se somete a
ambientes de hipoxia crénica. Por representar una grave y hasta ahora incurable
enfermedad en los humanos, es de vital importancia conocer y entender su patogénesis

con el fin tratar de controlarla.

El pollo de engorde tiene una marcada susceptibilidad a la hipoxia hipobarica y cuando
son criados en las grandes alturas pueden desarrollar el sindrome de hipertensién arterial
pulmonar (HAP). La causa de este sindrome es la hipoxia, debida a la baja tensién de
oxigeno atmosférico (Cueva et al, 1974). La temperatura ambiental también es un factor
desencadenante de HAP en pollos de engorde susceptibles (Rengifo, 1979; Mejia, 1982;
Hernandez, 1984; Pan et al, 2005; Daneshyar et al, 2009).

La HAP en pollos de engorde es un problema econémico serio; Maxwell y Robertson
(1997), reportaron la presentacion de HAP en 18 paises de 4 continentes y afecta al
4,7% de los pollos del todo el mundo. Guo et al (2007), plantearon que la HAP era
responsable del 25% de la mortalidad total en los lotes de pollos de engorde. Arce
(1998), afirmd que para 1995, el 70% del total de las explotaciones de pollo de engorde
de México, es decir unos 630 millones de aves se localizaban en zonas altas y que se
reportaba una mortalidad de 3% a causa de la enfermedad. En Estados Unidos, se
registraron mortalidades en las aves del 2 a 5%, con pérdidas de alrededor de los 100
millones de ddlares anuales (Bottje et al. 1995). En Canadé& se estimo en el 2004 que la

mortalidad debida a HAP en la industria de pollo mundial gener6 pérdidas del orden de $
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500 billones de dolares por afio (Chicken Farmers of Canada, 2004; Agriculture and Agri-
Food, Canada, 2004).

La importancia econdmica de la HAP estd centrada principalmente por la mortalidad, el
porcentaje de decomisos en las plantas de sacrificio, la pobre conversion alimenticia y el
deterioro en el estado de salud de las aves que las predispone a patologias de tipo
secundario; por otra parte, las pérdidas econdémicas en las explotaciones de pollo de
engorde también se relacionan con la aplicacién de medidas preventivas para mitigar los
efectos de la enfermedad, como por ejemplo los planes de restriccion alimenticia que
buscan un retardo en el crecimiento inicial, pero que generan ciclos de produccion de

mayor duracion lo que aumenta los costos de produccion.

Cuando hay una exposicion prolongada a hipoxia hipobarica o a una baja disponibilidad
de O, se activan las células endoteliales (Dore-Duffy et al, 1999), adicionalmente, el
estrés hemodinamico que acomparia a la HAP puede generar cambios en la estructura y
en la funcion del endotelio (Mombouli & Vanhoutte, 1997), debido a esto, se genera
disfuncion endotelial que conlleva a una alteracion en el balance de las moléculas
vasoactivas pulmonares provocando vasoconstriccion pulmonar, proliferaciéon de células
musculares lisas de los vasos y trombosis in situ caracteristico de la HAP (Coggins &
Blotch, 2007); cuando se produce la disfuncién endotelial, se altera este balance vy el
endotelio sintetiza una mayor cantidad de sustancias vasoconstrictoras tales como la ET-
1, la serotonina y el tromboxano A, (TxA;) y una menor cantidad de vasodilatadores
como el 6xido nitrico (NO), la prostaciclina y el factor de hiperpolarizaciéon derivado del
endotelio (EDHF).

La endotelina (ET) es el vasoconstrictor endégeno mas potente conocido a la fecha y
tiene una accion fisiolégica prolongada, fue descubierta por Yanagisawa et al (1988),
tiene un peso molecular de 2492 Da, posee grupos amino y carboxilo libres en los
extremos y dos puentes disulfuro intracadena entre los residuos cys*-cys® y cys®-cys'
(Goto et al, 1996).

En el andlisis del genoma humano se reveld que hay tres isopéptidos de endotelina; ET-

1, ET-2, ET-3, cada una codificada por diferentes genes localizados en los cromosomas
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6, 1y 20 respectivamente (Inoue, et al 1989). La ET-1 es la Unica isoforma sintetizada en
las células endoteliales, también es sintetizada en el epitelio de las vias aéreas, el
corazon, el rifién, la pituitaria, el sistema nervioso central y las células musculares lisas;
sin embargo, sus concentraciones son extremadamente bajas comparadas con las
detectadas en las células endoteliales (Bouallegue et al, 2007); la distribucién de la ET-2
es restringida al rifién e intestino y la ET-3 se expresa en el cerebro, pulmoén, intestino y

glandula adrenal (Lopez-Jaramillo, 1998).

El gen de la ET-1 humana tiene 5 exones y 4 intrones, con regiones 3’y 5" y aprox. 6.8
Kb de DNA. Cada uno de los 5 exones codifica una porcion de pre-endotelina 1. El
andlisis de secuencia de cDNA de ET-1 revel6 la existencia de un gen que codifica para
un precursor, Preendotelina- 1. Prendotelina-1 en humanos es una proteina de 212
aminoacidos que es proteoliticamente separada por una endopeptidasa especifica
(furina) en las posiciones Lys**-Arg®* y Arg®-Arg®, produciendo un péptido de 38
aminodcidos llamado Gran Endotelina 1, la cual subsecuentemente también es separada
en la posicién Trp21l-Val22 por una endopeptidasa llamada enzima convertidora de
endotelina (ECE), asi se produce la ET-1 (Inoue et al, 1989). El gen de la ET-1 en el
humano se encuentra en el cromosoma 6, el mMRNA tiene 2117 pb y la proteina esta
conformada por 212 aminoacidos y tiene un peso molecular de 26 KDa, mientras que en
el Gallus gallus el gen de la ET-1 se encuentra en el cromosoma 2, el mRNA y la

proteina aun contindan en estudio (GenBank).

Hay 2 isoformas de receptores de ET: el receptor tipo A de la endotelina (ETA) vy el
receptor tipo B de la endotelina (ETB); el ETA es especifico para ET-1 y ET-2 pero con
baja afinidad para ET-3 y se encuentra en tejidos como el corazén, el pulmaén, el intestino
y principalmente en las células musculares lisas de los vasos sanguineos donde
desarrolla el efecto paracrino de vasoconstriccion de la ET-1; mientras que, el ETg se liga
alas 3 ET y est4 localizado en las células endoteliales, en las células musculares lisas, el
cerebro, el pulmén y el rifidn; hay 2 tipos de ETg; (1) ETg1 con efecto autocrino sobre las
mismas células endoteliales de vasodilatacion por la accion de la liberacion de NO y (2)
ETg2 también con efecto de vasoconstriccion en células musculares lisas por la accién
de la ET-1 (Seo et al, 1994; Inagami et al 1995). EIl gen del receptor ETA en el humano

se encuentra en el cromosoma 4, el mRNA tiene 4168 pb y la proteina tiene 427
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amino&cidos y pesa 69 KDa, mientras que en el Gallus gallus el gen se encuentra en el
cromosoma 4, el mMRNA tiene 2988 pb y la proteina tiene 421 aa.

Las endotelinas son reguladas por cambios en la expresion genética en respuesta a una
amplisima variedad de estimulos fisicos (desgarro o tension) y quimicos (hipoxia,
endotoxina, trombina, adrenalina, Ang Il y citoquinas) (L6pez-Jaramillo, 1998).

La ET-1 endégena modula el tono vascular y el flujo sanguineo regional como una
hormona circulante o ejerce su accién localmente dentro de la pared vascular y en el
endotelio de forma autocrina y paracrina (Goto et al, 1996). La ET-1 promueve la
proliferacion de células endoteliales, células musculares lisas y de fibroblastos lo cual
puede resultar en cambios estructurales en la pared vascular llevando a la remodelaciéon
(Inagami, 1995). La ET-1 ejerce efectos cronicos implicados en la proliferacion y la
remodelacion de los vasos sanguineos; en varios estudios, la ET-1 ha sido involucrada
en el estimulo de la expresién de los proto-oncogenes como c—fos, c-jun y c-myc
(Pribnow et al, 1992), el incremento en la incorporacion de 3H-timidina dentro del DNA
causa proliferacion de las células vasculares capilares, fibroblastos y células del masculo
liso vascular, en estas ultimas células la ET-1 tiene actividad mitégena directa por medio
de la induccién en la expresion de mRNA de PDGF y TGF-B; también ET-1 tiene efecto
mitdégeno sinérgico con factores de crecimiento como PDGF, bFGF (por sus siglas en
inglés: Basic Fibroblast Growth Factor), EGF (por sus siglas en inglés: Endothelial

Growth Factor), insulina y Ang Il (Goto et al, 1996).

La expresion del mRNA de ET-1 en cultivos de células endoteliales es estimulada por
numerosos factores, incluyendo, la trombina (Emori et al, 1992), el factor de crecimiento
transformante beta (TGF-B por sus siglas en inglés: Transforming Growth Factor ()
(Kurihara et al, 1994), el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a por sus siglas en inglés:
Tumor Necrosis Factor a)(Marsden & Brenner, 1992), Interleukina 1 (IL-1), la Insulina, la

Ang Il, la vasopresina, los esteres de forbol y la epinefrina (Inagami, 1995).

El incremento de la expresion de ET-1 mRNA inducido por trombina, Ang IlI, y
vasopresina es promovido por un incremento en el Calcio (CA®) intracelular y la

activacion de la proteina Quinasa C (PKC) por medio de la proteina ligante GTP como
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consecuencia de la estimulacion de sus receptores. Las endotelinas también afectan la
via de la adenil ciclasa; el receptor ET, estimula marcadamente la adenil ciclasa
probablemente por la via de la proteina GS, mientras el ETg esta acoplado
negativamente a la adenil ciclasa probablemente via proteina Gl (Inagami, 1995).

Por otra parte, la expresion del mMRNA de ET-1 en cultivos de células endoteliales es
inhibido por el éxido nitrico, la prostaciclina, el péptido natruirético auricular (PNA)
(Inagami, 1995). El PNA posiblemente activa la guanilato ciclasa A, produce cGMP, y
activa proteina kinasa G; este cGMP suprime la formacion de inositol trifosfato, lo cual
resulta en la inhibicion de la expresion del gen de prepo-ET-1, en células endoteliales de
ratas (Emori et al, 1993; Inoue, 1996); entonces, la vasorelajacion producida por el PNA
seria por el efecto supresor de la produccion de ET-1. El NO inhibe la produccion de ET
por la via de los mecanismos del cGMP a través de la activacion de guanilato ciclasa
(Boulanger et al, 1990). PGI, produce cAMP por medio de la activacion de adenil-ciclasa
e inhibe la produccién de ET-1. La heparina también disminuye la expresién de mRNA de
ET-1 por la inhibicion de la via de PKC (Imai et al, 1992).

Una vez la ET-1 se une a su receptor ET,, se activan varias vias de transduccion de la
sefal, las cuales estan asociadas con la hipertrofia, la migracion y la proliferacion de las
células musculares lisas vasculares, los cardiomiocitos y las células mesangiales del

rindn (Bouallegue et al, 2007).

La unién de la ET-1 a su receptor ETx activa las proteinas G, entre las cuales la Gq es la
gue mejor traduce la sefial generada por el receptor ET,. La proteina Gq se caracteriza
por tener tres subunidades designadas como (a (aq), B, y) las cuales estan asociadas
con la membrana celular. En la forma inactiva del heterodimero Gq, la subunidad aq se
encuentra ligada a la guanosina difosfato (GDP). En la forma activa el GDP cambia a
guanosina trifosfato (GTP), la cual inicia la disociacion del complejo aq (GTP) y las
subunidades -y asociadas con la membrana (Pierce et al, 2002), su disociacion conduce
a la activacion de la fosfolipasa C tipo B especifica al fosfoinositol (PLC B), la cual
hidroliza en la membrana lipidica al fosfatidilinositol 4-5 bifosfato (Ptdins (4,5)P,) en dos
segundos mensajeros: el diacilglicerol (DAG) el cual es hidrofébico y permanece en la

membrana celular y el inositol 1-4-5 trifosfato (Ins(1,4,5)P3) de tipo soluble (Fukami,
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2002). El Ins(1,4,5)P5 se difunde a través del citoplasma y activa los canales de Calcio®*
del reticulo sarcoplasmico. La activacion de los canales de Calcio® genera un incremento
del calcio en el citoplasma y por ende estimula la contraccion del musculo liso vascular.
El DAG junto con el calcio activan la proteina Quinasa dependiente de la fosfatidilsecina
o proteina Quinasa C, PKC, la cual media la actividad mitogena de la ET-1 (por sus
siglas en inglés: Protein Kinase C)(Simonson et al, 1993; Bouallegue et al, 2007). La
actividad de la PKC mediada por la ET-1, modula la proliferacién y la contraccion de las
células musculares lisas; de esta forma, la ET-1 induce la activacion de la PKC, que junto
con sus efectores intracelulares son de gran importancia para la regulacion del tono

vascular local (Bouallegue et al, 2007).

Las elevaciones del Ca®* nuclear y citoplasmatico incrementan la unién del factor de
transcripcién de la proteina activadora 1, AP-1 (por sus siglas en inglés: Activator Protein-
1). El incremento de la actividad de union de AP-1, potencialmente estimula la sintesis de
vasoconstrictores y mitdgenos derivados del endotelio pulmonar, debido a que los sitios
de unidn de la AP-1 estan presentes en la region promotora de la mayoria de los genes
involucrados en la proliferacién de las células musculares lisas. Algunos de estos genes
son el PDGF, la ET-1 y el VEGF, los cuales estimulan la contraccién y la proliferacion de
las células musculares lisas de la arteria pulmonar a través de la unién paracrina a sus

receptores presentes en dichas células (Mauban et al, 2005).

Varios estudios clinicos en humanos sugieren el papel de la ET plasmatica en la
fisiopatologia de arterioesclerosis (Lerman et al, 1991) y en la hipertensién inducida por
ciclosporina (Mihatsch et al, 1988); pero, concluyeron que los niveles plasmaticos de ET
no reflejan la produccién local de ET porque la mayoria de la ET es secretada y utilizada

en la vasculatura circundante.

Adicionalmente, la hipoxia genera un incremento en la induccion transcripcional de genes
gue codifican sustancias que participan en el proceso de la remodelacién vascular como
el factor de crecimiento derivado de las plaquetas, PDGF (por sus siglas en Inglés:
Platelet-Derived Growth Factor), el factor de crecimiento endotelial vascular, VEGF (por
sus siglas en Inglés: Vascular Endothelial Growth Factor), el factor de crecimiento similar

a la insulina, IGF (por sus siglas en Inglés: Insulin-Like Growth Factor), la familia de
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péptidos que actian como factores de crecimiento de los fibroblastos, FGF (por sus
siglas en Inglés: Fibroblast Growth Factor), la trombospondina-1, entre otros. Diversos
factores de transcripcibn median la induccién transcripcional de estos genes en
respuesta a la hipoxia, entre los que se destacan la proteina activadora 1, AP-1 (por sus
siglas en Inglés: Activator Protein-1), el factor nuclear-kB y el factor de transcripcién
inducido por la hipoxia, HIF-1 (por sus siglas en Inglés: Hypoxia Inducible Factor 1)
(Faller, 1999).

Sin embargo, aun no se conoce el patron de expresion de las proteinas traducidas de
dichos genes en pollos de engorde sanos y con HAP de origen hipdxico. En el presente
trabajo se intent6 identificar la proteina ET-1 en pulmones de pollos de engorde criados a
2638 msnm (hipoxia hipobarica) y a 400 msnm (normoxia relativa); asi como, determinar

la relacion entre la identificacién de ET-1 y el desarrollo de HAP en pollos de engorde.

3.3 Materiales y métodos

Se utilizaron pollos de engorde machos escogidos al azar de la estirpe genética
comercial Cobb 500, procedentes de la misma planta de incubacion ubicada a 300
m.s.n.m. Las aves fueron divididas aleatoriamente en Lote 1: 145 machos mantenidos
bajo condiciones de hipoxia hipobarica natural a 2638 m.s.n.m. Edificio Avicola de la
Facultad de Medicina Veterinaria y de Zootecnia de la Universidad Nacional de Colombia
(Bogota, Colombia). Presion barométrica, PB: 560 mmHg; presién parcial de oxigeno,
PO,: 117 mmHg; PO, inspirado: 105 mmHg; y en Lote 2: 100 machos bajo normoxia
relativa a 310 m.s.n.m. en una granja experimental (Nilo, Colombia) PB: 749 mmHg;
PO,: 155 mmHg; PO, inspirado: 143 mmHg. Todas las aves se mantuvieron bajo
condiciones normales de produccién, la alimentacion fue segun la recomendacion de las
tablas de consumo de la estirpe comercial; en el lote 1 se garantizé que la temperatura
fuera superior a los 20°C (Figura 3-1.); mientras que, en el lote 2 la temperatura promedio
fue de 27°C.
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Figura 3-1. Temperatura ambiental (°C) del galp6n a 2638 m.s.n.m.
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A las aves se les realizo la eutanasia a los 33 dias de edad, mediante dislocacion
cervical, un método fisico que produce una depresion directa del sistema nervioso central
y es aprobada por la Asociacién Americana de Médicos Veterinarios (JAVMA, 2001; por
sus siglas en ingles American Veterinary Medical Association). Con el objetivo de evaluar
la presentacion de HAP en cada lote se calcul el indice cardiaco (IC) en fresco, segun lo
establecido por Alexander & Jensen (1959), asi: peso del ventriculo derecho (PVD)
dividido por el peso de la masa ventricular total (MVT) multiplicado por 100. Teniendo en
cuenta el IC encontrado en estudios previos para clasificar las aves muertas con 0 sin
HAP (Areiza et al, 2011; Vasquez y Hernandez, 2012), se obtuvieron 3 grupos
experimentales segun la altura sobre el nivel del mar de crianza y la presentacion de
HAP. Tabla 3-1.
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Tabla 3-1. Grupos experimentales segun la altura sobre el nivel del mar de crianza y la presentacion
de HAP.

Lote 1 - Zona alta Hipoxia Lote 2 - Zona Baja

Hipobérica Normoxia relativa*
ngnsero de 145 100
eG;;groimental A B ¢
I:naoli(;:iZco-IC >26 <25 <25

A. Aves expuestas a hipoxia hipobérica (altura) enfermas.

B. Aves expuestas a hipoxia hipobarica (altura) sanas.

C. Aves expuestas a normoxia relativa (baja altitud) sanas.

*En el grupo de aves expuestas a normoxia relativa en baja altitud no hubo mortalidad, ni aves
enfermas con HAP.

Durante la necropsia se tomé el borde apical del pulmén derecho, se fij6 en formalina
bufferada, enseguida se realizdé la imbibicion de los tejidos en parafina y para la
evaluacion histologica se coloreé con un método estandar de hematoxilina-eosina y
posteriormente se realiz6 inmunohistoquimica (IHQ) por medio del Supersensitive ™
Polymar-HRP IHC Detection System® (Biogenex) para las proteinas endotelina 1, ET-1,
dilucion 1:250 (Mouse monoclonal anti-endothelin 1, Thermo scientific MA3-005®, el
antigeno es ET-1 de origen humano purificada, que se liga a un epitope en la regién de
ET-1 representada en los aminoacidos 8-16); receptor tipo A de la endotelina, ETA
dilucion 1:100 (Rabbit polyclonal anti-ETA , Thermo scientific PA1-20532®, el
inmunégeno corresponde a un péptido sintético, la secuencia de aminoacidos es
considerada a ser sensible comercialmente) y contra la sintasa de oxido nitrico endotelial,
eNOS, dilucién 1:100 (Rabbit polyclonal anti-eNOS, Thermo scientific PA1-037®, el
inmunégeno es un péptido sintético correspondiente a los  residuos

S(1179)LQERQLRGAVPWAFD(1194) de eNOS de origen humano.

Se escogieron 4 animales de cada grupo experimental (Tabla 3-2) y a cada uno se
realiz6 analisis morfométrico de 10 arterias entre 2 y 8 capas de musculo liso en el
software IMAGE-PRO PLUS version 7 for Windows 2009, Media Cybernetics, Inc®.,
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donde se evalud el nimero de capas musculares, el nUumero de células musculares, el
namero de células musculares con marcacién positiva a la IHQ ET-1, el area total de la

tunica muscular y el &rea de marcacion positiva IHQ ET-1 en la tdnica muscular.

Para la evaluacion cuantitativa de la expresion de la proteina ET-1 en las arterias
pulmonares, se escogieron 4 pollos por grupo experimental y en cada uno se tomaron 10
arterias que contenian en su capa media muscular entre 2 y 8 capas celulares, para un
total de 40 arterias por grupo experimental (Tabla 3-2), las cuales se observaron con el
microsopio 6ptico, (aumento de 40x), Una vez se tomaron las fotografias se procesaron
las imagenes en el analizador de imagenes IMAGE-PRO PLUS® version 7 for Windows
2009, y se dej6 unicamente su tdnica muscular para las mediciones correspondientes. Se
tomaron 2 variables de medicion; en la primera, se conté el niUmero total de nucleos para
predecir el nimero total de células musculares lisas y se determiné cuéntas células
tenian algun grado de marcacion y de estd manera se obtuvo la variable, porcentaje de
células musculares lisas positivas a la IHQ de ET-1; para la segunda variable se
determiné el &rea total de la tdnica muscular en micrémetros cuadrados (um?), luego, el
area de coloracion (IHQ positiva a ET-1) y de esta forma, se obtuvo el &rea de marcacién
positiva a la IHQ de ET-1 sobre un &rea fija de 100 pm? o el porcentaje de area de la

tdnica muscular con marcacion positiva a la IHQ de ET-1.

La hipotesis nula fue que los resultados del peso, el IC y la expresiéon de la ET-1 (%
células positivas ET-1 y % &rea positiva ET-1) fueron iguales en los grupos
experimentales y una hip6tesis alterna en la que al menos un tratamiento tiene resultados
diferentes. El analisis se realiz6 mediante un modelo completamente al azar y se
demostr6 que se cumplieron con los supuestos de homogeneidad del material
experimental, también que el error experimental es una variable aleatoria independiente
con distribucion normal, media cero y homogeneidad de varianzas; cuando no se
cumplié la homogeneidad de varianzas se realiz6 ANOVA con la prueba de Welch, la
cual es robusta a la heterogeneidad de varianzas; cuando la prueba F o Welch resulté
ser significativa se hizo una comparacion multiple de medias de Scheffe, que también es
robusta a homogeneidad o heterogeneidad de varianzas. lgualmente se llevaron a cabo
pruebas de correlacion de Pearson para ver el grado de asociacion entre las variables

cuantitativas (Kutner et al, 2005). Para declarar diferencias estadisticas, el nivel de
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significancia tuvo que ser menor de 0.01 (P < 0.01). El andlisis de los datos se hizo con el

IBM®SPSS®predictiveanalytics software and solutions, versién 17.

Tabla 3-2. indice cardiaco, grupo experimental, sexo de los pollos utilizados en la
inmunohistoquimica de ET-1.

Grupo Edad
No. Ave experimental dia Sexo IC* No. Arterias

20 A 33 Macho 47.6 10
22 A 33 Macho 449 10
4 A 33 Macho 42.3 10
16 A 33 Macho 42 10
31 B 33 Macho 15.1 10
46 B 33 Macho 15.8 10
51 B 33 Macho 16.9 10
83 B 33 Macho 17.4 10
35 C 33 Macho 14.8 10
86 C 33 Macho 15 10
65 C 33 Macho 15.4 10
64 C 33 Macho 15.9 10

*IC, Indice cardiaco

A. Aves expuestas a hipoxia hipobarica (altura) enfermas.
B. Aves expuestas a hipoxia hipobarica (altura) sanas.

C. Aves expuestas a normoxia relativa (baja altitud) sanas.

3.4 Resultados

Para garantizar la validez de los resultados del modelo experimental se comprobaron sus
supuestos, para lo cual se utilizaron pollos de engorde de la misma estirpe comercial y
planta de incubacién con el fin de tener material experimental homogéneo. Los pollos se
dividieron de manera aleatoria, tanto en la hipoxia hipobarica como en la normoxia
relativa y de esta forma se determina que el error experimental es una variable aleatoria
independiente. La media es igual a cero porque la varianza de las variables respuestas

se descompuso por el método de los minimos cuadrados.

En las Tabla 3-3 y Tabla 3-4 se resumen los resultados de los supuestos del modelo en
términos de homogeneidad de varianzas (prueba de Levene) y normalidad del error, P
(W); también se presenta el coeficiente de determinacion (R vy la probabilidad del

andlisis de varianza para la hipotesis nula (Sig ANOVA).
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Tabla 3-3. Resumen del modelo completamente al azar para el factor Altura

Variable R®>  PruebalLevene P(W) Sig ANOVA
Peso 0.027 0.1558 0.0002 0.171®
Indice cardiaco 0.379 0.0002 0.2639 0®@
% células positivas ET-1 0.397 0,0907® o® 0®
% area positiva ET-1 0.386 0.0318® 0¥ 0®

(1). Probabilidad de la prueba F del ANOVA
(2). Probabilidad de la prueba Welch del ANOVA
(3). Variable transformada a Log 10

Tabla 3-4. Resumen del modelo completamente al azar para el factor Grupo experimental

Variable R®>  PruebaLevene P(W) Sig ANOVA
Peso 0.073 0.117 0.0012 0.079™
indice cardiaco 0.783 0.0175® 0.5161® o®
% células positivas ET-1 0.765 0.0695 0 oW
% area positiva ET-1 0.731 0“ 0.0613% 0We

(). Probabilidad de la prueba F del ANOVA

(2). Probabilidad de la prueba Welch del ANOVA

(3). Variable transformada a Log 10

(4). Variable transformada a raiz cuadrada

Como se observa en la Tabla 3-3 la distribucién normal del error experimental para el
factor altura, solamente la cumple la variable IC (P>0.01) y para el factor grupo
experimental (Tabla 3-4) la cumplen las variables, IC y % &area con marcacién positiva

(P>0.01); sin embargo la anormalidad del error no invalida los resultados de la prueba F.

En cuanto a la homogeneidad de varianzas para el factor altura (Tabla 3-3), las variables
peso, % células positivas ET-1 y % area positiva ET-1 cumplen con el supuesto (p>0.01),
mientras, que en el factor grupo experimental (Tabla 3-4), las variables peso, IC, %

células positivas ET-1 cumplen con la homogeneidad de varianzas (p>0.01).

De acuerdo a los resultados del supuesto de homogeneidad de varianzas para el error
experimental, las variables que cumplen con la homogeneidad de varianzas, el anova se
realiz6 con la prueba F, en tanto que las que presentan heterogeneidad de varianzas (IC

en altura (P=0.0002) y % area positiva ET-1 en grupo experimental (P=0)) el anova se
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realiz6 con la prueba de Welch. En los factores altura y grupo experimental la hipotesis
nula resulta no significativa para el peso, pero en las otras tres variables se acepta la
hipotesis alterna. (P<0.01). (Ver Tabla 3-3 y Tabla 3-4 respectivamente).

En cuanto al coeficiente de determinacion (R?), en este estudio es muy bajo para para la
variable peso en los dos factores, y las otras tres variables tienen R? medio en el factor

altura y muy bueno en el factor grupo experimental.

Los pollos mantenidos en baja altitud en condiciones de normoxia relativa tuvieron una
mortalidad acumulada del 1%; en las aves sacrificadas al dia 33 no evidenciaron lesiones
compatibles con HAP, ni con otra patologia y el rango de indice cardiaco estuvo entre
14,8y 20,5.

En las aves mantenidas bajo condiciones de hipoxia hipobéarica se encontraron signos
compatibles con HAP, (Figura 3-2). La mortalidad acumulada a los 42 dias de edad en
los machos fue del 35,2%, la HAP fue la responsable del 90,6% ya que las aves muertas

tenian un IC mayor a 25y el 84,9% tenian IC mayor a 30.

A la edad de 33 dias los pollos se pesaron al azar, en la zona baja (n:22) el peso corporal
tuvo un promedio de 1968 + 186 y en la altura (n:48) 1882 + 262, en los dos lotes no se
encontraron diferencias significativas (p=0,171), sin embargo, los valores obtenidos para
el peso corporal fueron mas dispersos en las aves expuestas a hipoxia hipobarica
(Coeficiente de variacion, CV=13.9%) con respecto a los encontrados para los pollos

mantenidos en condiciones de normoxia relativa (CV=9.4%) Figura 3-3.
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Figura 3-2. Hallazgos macroscopicos caracteristicos de HAP

. &

a. hidropericardio, b. dilatacién cardiaca derecha, c. hepatomegalia, d ascitis.

La altura sobre el nivel de mar y la hipoxia hipobérica tienen un efecto sobre el IC
(p<0,01), se observé mayor IC en los pollos de engorde criados en la altura (Figura 3-4).
En los machos mantenidos en hipoxia hipobarica y sacrificados al dia 33 (n=48), el 64%
desarrolld HAP (IC>25), el 32% presentd ascitis en diferente grado de severidad, el 82%

evidencio hidropericardio.
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Figura 3-3. Peso corporal de las aves a los 33 dias de edad segun la altura de crianza.
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Figura 3-4. Valor del indice cardiaco de aves criadas a 310 y 2638 m.s.n.m.
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Diferencia significativa P<0,01

Si se evalla el valor del IC de los tres grupos experimentales, encontramos diferencias

significativas (P<0,01) entre las medias del IC de los grupos experimentales (Tabla 3-5).
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Tabla 3-5. Valores del indice cardiaco segun el grupo experimental

indice Cardiaco A B C
N 30 18 22
Media 33,99 20,5® 17,6@
Error tipico de la media 1,0 v 3
Desviacion tipica 5,6 2,8 15
Maximo 476 249 205
Minimo 26,3 15,1 148

A. Aves expuestas a hipoxia hipobarica (altura) enfermas.
B. Aves expuestas a hipoxia hipobarica (altura) sanas.

C. Aves expuestas a normoxia relativa (baja altitud) sanas.
(1) (2) Valores significativamente diferentes en p< 0.01

En la evaluacion histolégica en los animales enfermos se encontré engrosamiento de la

tunica media muscular de las arterias pulmonares (Figura 3-5).

Figura 3-5. Cortes histologicos de pulmén de animales sanos y enfermos con HAP.

a)

a) Pulmén de pollo con HAP, hay engrosamiento de la capa media de células musculares lisas en

una arteriola pulmonar. b. Arteriola pulmonar de un pollo sin HAP sano. Ampliacion 40x.
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La IHQ para las proteinas receptor tipo A de la endotelina (ETA) y para la sintasa de
oxido nitrico endotelial (eNOS) no funciond; sin embargo, en el analisis de la
inmuhistoquimica de ET-1 se encontr6 marcacion positiva en el endotelio, células

musculares lisas y en la adventicia de arterias y arteriolas pulmonares (Figura 3-6)

Figura 3-6. Inmunohistoquimica de arteriolas pulmonares de pollos coloreadas para ET-1.

C. d.

a. Arteriola pulmonar de pollo expuesto a normoxia relativa. b. c. Arteriola pulmonar de pollo
expuesto a hipoxia hipobérica con IHQ positiva a ET-1 en la tdnica muscular. d. Arteriola pulmonar
de pollo expuesto a hipoxia hipobérica sin HAP (sano). Ampliacién 40x.

En el analisis morfométrico de la expresion de la proteina ET-1 (Figura 3-7), al comparar
las mediciones de las variables porcentaje de células positivas a la IHQ de ET-1 y del
porcentaje de area de la tunica muscular con marcacion positiva se encontré6 mayor
expresion de la ET-1 en las células musculares lisas de arterias pulmonares en los pollos

expuestos a hipoxia hipobarica comparados con los mantenidos en normoxia relativa
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(p<0.001) (Figura 3-8), cuando se relacionaron estas dos variables, se encontré un alta
asociacion directa con una correlacion de Pearson r=0.954 (P <0,000).

Figura 3-7. Anélisis morfométrico de la IHQ de ET-1 en arteriolas pulmonares de pollos.

Qo
QL

c)

a) Tlnica muscular de la arteriola pulmonar. b) Medicién del area total (um?) de la tinica media
muscular. ¢) Medicién de la marcacion positiva a la IHQ de ET-1(area pm?) d). Recuento del
namero de células musculares lisas (rojo) y nUmero de células positivas a la IHQ de ET-1 (verde).
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Figura 3-8. Expresion de la proteina ET-1 en pollos de engorde expuestos a hipoxia hipobarica
natural.
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a. b.

a. Porcentaje de células con marcacion positiva. b. Area de marcacion positiva expresada en
porcentaje. Medias diferentes p<0,01.

Las aves de la altura se clasificaron segun el indice cardiaco (Areiza, 2011) y se
compararon las medias de las variables (Tabla 3-6), lo que result6 en una mayor
expresion de la proteina ET-1 en las arterias y arteriolas pulmonares de los animales
expuestos a hipoxia hipobarica y enfermos con HAP, un valor medio de expresion de la
proteina en los pollos expuestos a la hipoxia hipobarica pero que no evidenciaban
hallazgos compatibles con HAP (sanos) y una expresiéon de la proteina ET-1 minima o

basal en los pollos en condiciones de normoxia relativa (Figura 3-9).

Tabla 3-6. Valores del indice cardiaco y expresién de ET-1 en pollos segun el grupo experimental

Alto enfermo Alto sano Bajo sano

Aves 4 4 4
indice cardiaco (IC) 442426, 16,3+1,0, 15,3+0,5,
Arterias 40 40 40
% de células positivas ET-1 0,89+,22, 0,32+,21, 0,10+0,11,

% de area marcacion positiva ET-1  0,74+,23, 0,21+,19, 0,02+0,02,

a, b, c. Valores significativamente diferentes en p< 0.01, Comparacion de medias de Scheffé
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Figura 3-9. Expresion de la proteina ET-1 en pollos de engorde segln el grupo experimental.
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Barras de error; 959% Intervalo Confianza Barras de error; 95% Intervalo confianza

Porcentaje de células con marcacion positiva. b. Area de marcacién positiva expresada en
porcentaje. Medias diferentes p<0,01

3.5 Discusioén

En el presente trabajo se ratificd que la hipoxia hipobérica fue la causa de HAP en pollos
de engorde, al igual que en trabajos similares (Cueva et al, 1974; Marin, 1980; Villasefior,
1980; Useche et al, 1981; Lépez, 1982; Hernandez, 1987; Maxwell et al, 1990; Arce,
1998).

La IHQ para ETA y eNOS no funcioné posiblemente por la especificidad de los
anticuerpos primarios, teniendo en cuenta que los antigenos utilizados en la produccién
de estos eran péptidos sintéticos de origen humano, ademas se relaciona con lo
expuesto por Levin (1998) sobre la estructura altamente conservada de los receptores

(ETA) en especies de mamiferos (85-90%).

La exposicion a la hipoxia no tuvo influencia sobre el peso corporal (p=0,171), pero se
evidencio una variabilidad en el peso de los pollos criados en altura probablemente a que
algunas aves se encontraban en un proceso patolégico por HAP, ya sea en estadios

subclinicos o clinicos lo cual afecta su normal crecimiento.
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En los animales expuestos a hipoxia hipobéarica hubo pollos de engorde sanos y
enfermos con HAP, los enfermos se clasificaron por tener IC>26, pero al mismo tiempo
presentaron mortalidad espontanea, depresion, hidropericardio, ascitis, corazén
redondeado, congestién pulmonar, hepatomegalia, o que confirma la utilidad del indice
cardiaco (IC) para diagnosticar la HAP, similar a planteado por Gémez (2007), Areiza et
al (2011), Vasquez y Hernandez (2012) para las condiciones propias del altiplano de

Cundinamarca y Boyaca.

Los valores de IC en los pollos bajo condiciones de normoxia relativa fueron menores de
22, lo cual se considera normal e indica que la fisiologia respiratoria y la circulacion
menor se encuentra en equilibrio. En cuanto a los pollos expuestos a la hipoxia
hipobarica se pueden dividir en dos grupos, los sanos y los enfermos por HAP, en el
primero hubo animales que no se enfermaron, tuvieron desarrollo y crecimiento normal y
estos tuvieron menor expresion de la proteina ET-1 y un tamafio de coraz6n normal
(IC<25) similar a los pollos mantenidos en baja altura, entonces en estos pollos a pesar
de la exposicion a la hipoxia los mecanismos de compensacién son suficientes para
mantener el equilibrio en la fisiologia pulmonar y cardiaca, finalmente estos son los pollos
con mecanismos de adaptacion y resistencia a las condiciones medioambientales de la

altura.

El grupo de los pollos enfermos con HAP, presentaron sintomatologia clinica, incremento
en la masa del ventriculo derecho expresado como IC mayores a 26, en estos animales
la hipoxia es un estimulo fuerte que causa disfuncién endotelial y en donde se activan los
mecanismos de compensacion pero se superan los limites fisiolégicos y se convierte en
un problema patolégico con HAP; por lo tanto hay diferencias individuales en la
susceptibilidad o reactividad para el desarrollo de la HAP en pollos de engorde, similar a

lo planteado por Hernandez, (1982) y Huchzemeyer et al, (1988).

Por otro lado, los pollos enfermos con HAP y los que murieron durante el experimento
por HAP tuvieron de valores de IC entre 26.3-47.6 y 19.0-53.9 respectivamente, lo cual
muestra una alta variabilidad dentro del grupo de los pollos enfermaos, entonces se puede
plantear que la presentacion de la HAP es diferente en cada individuo, que no hay un

orden 0 secuencia en la manifestacion de la enfermedad y que el valor del IC no tiene
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relacion con la mortalidad de los pollos, similar a lo expuesto por Pulido (1996); por lo
todo lo anterior se podria suponer la susceptibilidad o predisposicion individual
determinaria los limites entre la compensacion de la hipoxia, el desarrollo de la HAP
(cuadro agudo o crénico) y la muerte de los animales.

La hipoxia es uno de los estimulos que produce activacién de las células endoteliales
(Dore-Duffy et al, 1999; Budhiraja et al, 2004; Pak et al, 2007), cuando el estimulo supera
los limites fisiolégicos de homeostasis se produce disfuncion endotelial y aumento de la
presion arterial en individuos susceptibles, lo cual genera una produccion exagerada de
ET-1 en las células endoteliales que va a migrar a las tinica media vascular en las
células musculares lisas en las cuales activa la via de la Ca®- calmodulina y las
proteinas quinasas que finalmente conllevan a la contraccion de la célula muscular lisa y

en general de la arteria pulmonar y a los cambios en la estructura del vaso sanguineo.

La ET-1 tuvo una mayor expresidon en la tdnica media muscular de las arterias
pulmonares en los pollos criados en la altura por efecto de la hipoxia hipobarica, la cual
es un estimulo quimico que puede regular la expresion genética de ET-1 (Lépez-
Jaramillo, 1998), similar a lo reportado por Giaid et al (1993) quien reportd expresion alta
de ET-1 en arterias pulmonares particularmente en la tdnica elastica y muscular de

humanos con Hipertension pulmonar por medio de la inmunohistoquimica.

La expresion de la proteina ET-1 esta aumentada en pollos enfermos con HAP
comparado con animales sanos, similar a lo encontrado por Gémez et al, 2007 quien
reportdé un aumento en la expresion del mMRNA de ET-1 en pollos enfermos con HAP, la
mayor expresion de ET-1 en los pollos enfermos con HAP genera vasoconstriccion
pulmonar, proliferacion de células musculares lisas y trombosis in situ (Coggins & Blotch,
2007), aumento en el grosor de la adventicia, que genera la remodelacion de la pared
vascular (Pak et al, 2007) de las arterias pulmonares lo que produce un estrechamiento
en el lumen y aumenta la resistencia en el flujo vascular pulmonar procedente del
corazon que finalmente genera mayor gasto cardiaco, hipertrofia y dilatacion cardiaca

derecha lo que se puede revelar en la medicion del IC.
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Los pollos enfermos por HAP tuvieron mayor expresion de la proteina ET-1 (p<0.01), lo
cual tiene una asociacion directa con los valores del IC, correlacion de Pearson r=0.83
(p<0,001), lo que supone que la mayor expresion de ET-1 tiene una relacién directa con
la presentacion de HAP, debido a que hipoxia estimula la produccion de sustancias
vasoactivas en las arterias pulmonares como la ET-1 con su potente efecto

vasoconstrictor.

Varias moléculas han sido estudiadas en la patogénesis de la hipertension pulmonar. La
serotonina (Launay et al, 2002), Los receptores ETA y ETB de la ET-1 (Li et al., 1994;
Balyakina et al., 2002; Gomez et al., 2007; Gémez et al., 2008), la sintasa de 6xido nitrico
(Stenmark and Mecham, 1997; Moreno de Sandino and Hernandez, 2003; Moreno de
Sandino and Hernandez, 2006; GOmez et al., 2007), el factor de crecimiento del tejido
conectivo (CTGF) y la Adrenomudulina (AM) (Gomez et al.,, 2007), el tromboxano
(Wideman et al., 1999); sin embargo, la mayor expresion del mRNA y de la proteina ET-1
en pollos de engorde sometidos a hipoxia hipobérica, asi como, la mayor expresiéon en
los pollos enfermos comparados con los sanos expuestos a hipoxia hipobarica se puede
suponer que la ET-1 juega un papel fundamental en la susceptibilidad individual a
contraer HAP y seria clave en la adaptacion de los pollos de engorde a las condiciones
ambientales de hipoxia (altura), por lo tanto podriamos sugerir a la ET-1 como la

molécula de mayor importancia en la patogénesis de la HAP por hipoxia hipobérica.
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4. Conclusiones

4.1 Conclusiones

La altura sobre el nivel de mar tiene un efecto directo sobre el comportamiento productivo
y la salud de los pollos de engorde, se observdé mayor indice cardiaco en los pollos de
engorde criados a 2638 m.s.n.m.; Se ratifica que la hipoxia hipobarica fue la causa de
HAP en pollos de engorde, la ascitis sélo es un signo de HAP y puede no encontrarse en
la fase aguda de la enfermedad y el hidropericardio es un hallazgo a la necropsia muy
concluyente de la presencia de HAP, asi mismo, el tiempo de exposicion a la hipoxia
hipobarica no influye sobre la forma de presentacion y no afecta la manifestacion de la
enfermedad y se puede deducir que la susceptibilidad a la muerte por causa de HAP se

debe a un factor individual de adaptacién.

En los animales expuestos a hipoxia hipobarica hubo pollos de engorde sanos y
enfermos con HAP, los enfermos se clasificaron por tener IC>26, pero al mismo tiempo
presentaron mortalidad espontanea, depresion, hidropericardio, ascitis, corazén
redondeado, congestién pulmonar, hepatomegalia, lo que confirma la utilidad del indice

cardiaco (IC) para diagnosticar la HAP,

En cuanto a los pollos expuestos a la hipoxia hipobarica se pueden dividir en dos grupos,
los sanos y los enfermos por HAP, por lo tanto hay diferencias individuales en la

susceptibilidad o reactividad para el desarrollo de la HAP en pollos de engorde.

Por otro lado, los pollos enfermos con HAP y los que murieron durante el experimento
por HAP tuvieron de valores de IC entre 26.3-47.6 y 19.0-53.9 respectivamente, lo cual
muestra una alta variabilidad dentro del grupo de los pollos enfermos, entonces se puede
plantear que la presentacion de la HAP es diferente en cada individuo, que no hay un

orden o secuencia en la manifestacion de la enfermedad y que el valor del IC no tiene
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relacion con la mortalidad de los pollos, se podria suponer la susceptibilidad o
predisposicién individual determinaria los limites entre la compensacion de la hipoxia, el

desarrollo de la HAP (cuadro agudo o crénico) y la muerte de los animales.

La ET-1 tuvo una mayor expresion en la tdanica media muscular de las arterias

pulmonares en los pollos criados en la altura por efecto de la hipoxia hipobarica,

Los pollos enfermos por HAP tuvieron mayor expresion de la proteina ET-1 comparado
con animales sanos (p<0.01), lo cual tiene una asociacién directa con los valores del IC,
correlacion de Pearson r=0.83 (p<0,001), lo que supone que la mayor expresion de ET-1

tiene una relacion directa con la presentacién de HAP.

La mayor expresion del mRNA y de la proteina ET-1 en pollos de engorde sometidos a
hipoxia hipobdérica, asi como, la mayor expresién en los pollos enfermos comparados con
los sanos expuestos a hipoxia hipobarica se puede suponer que la ET-1 juega un papel
fundamental en la susceptibilidad individual a contraer HAP y seria clave en la
adaptacion de los pollos de engorde a las condiciones ambientales de hipoxia (altura),
por lo tanto podriamos sugerir a la ET-1 como la molécula de mayor importancia en la

patogénesis de la HAP por hipoxia hipobéarica.

La IHQ para ETA y eNOS no funcion6é posiblemente por la especificidad de los

anticuerpos primarios,
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