szt UNIVERSITAT DE BARCELONA

FACULTAT DE BIOLOGIA

DEPARTAMENT DE FISIOLOGIA

“HIPOXIA HIPOBARICA
INTERMITENT: APORTACIO PERIFERICA D'OXIGEN I
INDICADORS DEL METABOLISME MUSCULAR”

Memoria presentada per Pere Panisello Tafalla per optar al Grau de
Doctor per la Universitat de Barcelona

Tesi realitzada sota la direccié del Dr. Ginés Viscor i Carrasco i del Dr. Joan Ramon
Torrella i Guié del Departament de Fisiologia de Biologia. Adscrita al Departament
de Fisiologia, Facultat de Biologia, Universitat de Barcelona, programa Fisiologia
(Bienni 2001-2003)

Ginés Viscor i Carrasco Joan Ramon Torrella i Guid Pere Panisello i Tafalla

Barcelona, 2006



7 RESUMS

“Una sintesi val per deu analisis”.

Eugeni d Ors i Rovira (1881-1954), un dels
pilars del noucentisme i modernisme catala.
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7.1 Resum Catala
INTRODUCCIO

L'objectiu d'aquest estudi és aprofundir en els mecanismes basics d'aclimatacio
a nivell periféeric induits per la hipoxia hipobarica intermitent (HHI). El nostre
grup va descriure en humans protocols eficacos per a la aclimatacié a mitjana i
gran altura i per a la millora del rendiment fisic (Casas et al., 2000; Ricart et al.,
2000; Rodriguez et al., 1999). Aquests estudis van ser realitzats en éssers
humans, tenien un caracter no invasiu i es focalitzaven basicament en les
respostes respiratories i cardiovasculars centrals, mitjangant el monitoratge de
parametres ergoespiromeétrics i analisis hematologics i bioquimics plasmatics
complets (Casas et al., 2001; Rodriguez et al., 2001). Basant-nos en el principi
de simmorfosi (formacié d’elements estructurals orientada a satisfer, perd no
excedir, els requeriments funcionals) formulat per Taylor i Weibel en 1981,
podem plantejar la hipotesi que aquestes respostes aclimatatives a nivell central
han d’estar acompanyades per altres alteracions en la vascularitzacié i en el
caracter oxidatiu en territoris periférics, especialment en el teixit muscular. Per
a contrastar aquesta hipotesi és necessari realitzar una analisi de les possibles
respostes enfront de la HHI en l'intercanvi periféric de gasos i altres possibles
modificacions a nivell cel'lular. Per aix0, decidirem realitzar estudis invasius a
nivell del miocardi (MIO), del diafragma (DFG) i del tibialis anterior (TA). Es van
escollir aquests musculs (MIO i DFG) a causa de la importancia que tenen en la
fisiologia de I'organisme, i sobretot en la hipoxia, ja que en aquestes condicions
augmenta la seva carrega de treball, i també per la futura aplicabilitat medica i
terapéutica que aquestes respostes poguessin oferir. Per altra banda es va triar
el TA com a muscul esqueletic amb baixa activitat, ja que els nostres animals
estaven confinats en les gabies amb un patrd de conducta sedentari. A causa
de les logiques limitacions, tant tecniques com etiques, per a la realitzacié
d'aquest tipus d'estudi en éssers humans, es va procedir a reproduir en rates de
laboratori protocols d’exposicié a hipoxia intermitent capaces d'induir les

respostes hematologiques descrites anteriorment en humans i, una vegada
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establerts tals protocols, es va disposar d'un model experimental que ens va

permetre I'estudi de I'efecte de HHI en l'intercanvi periféric de gasos.
MATERIALS I METODES

El nostre estudi es va desenvolupar en una doble linia principal: la histoquimica
(HQ) i la bioquimica (BQ), perd també es realitzaren estudis hematologics de
suport per tal de comprovar que hi havia respostes a nivell central, tal i com
succeia en els estudis anteriors amb humans. En la HQ es van analitzar
parametres com la densitat capil*lar (CD), la densitat fibril*lar (FD), I'area de la
seccio transversal de les fibres musculars (FCSA), la maxima distancia de difusio
de l'oxigen des de la membrana cel*lular al centre de la fibra (MDD), el nhombre
de capil'lars en contacte amb cada fibra muscular (NCF) i la tipologia o
percentatge de cada tipus de fibra muscular (FOG, FG, SO), entre d‘altres (pag.
83). Per altra banda, en el vessant BQ es van estudiar diferents activitats
enzimatiques relacionades amb el metabolisme oxidatiu (lactat deshidrogenasa,
LDH, i citrat sintasa, CS), aixi com la concentracid de les proteines totals i de la
mioglobina (Mb). Les raons d’aquests indicadors es detallen més endavant.
Finalment, en I'apartat d’hematologia els principals parametres analitzats, entre
d‘altres, foren (pag. 91): concentracié d’hemoglobina (Hb), hematocrit (Hct) i

cel*lules sanguinies de la linia vermella (RBC) i blanca (WRC).

El programa d’exposicié a HHI es va efectuar en una cambra hipobarica que
simulava una altitud de 5.000 metres. El programa va consistir en sessions
diaries de 4 hores, durant 5 dies a la setmana, fins a completar un total de 22
dies d’hipoxia hipobarica intermitent. Les mostres es van extreure a |'acabar els
22 dies de HHI (grup Hipoxic), 20 dies després de la finalitzacid de I'exposicid
(grup Post204), 40 dies després de la finalitzacié de I'exposicid (grup Post40y) i
van ser comparats amb un grup Control, estabulats en les mateixes condicions
que els grups experimentals pero sense la HHI. Els grups Post204 i Post404 es
van utilitzar per a observar la tendéncia o evolucié dels possibles canvis. Els
animals emprats per a l'estudi van ser rates Sprague-Dawley (n=58), de sexe

masculi, d'una edat de 6 setmanes a l'inici de I'experiment i amb un pes inicial
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mitja de 298 + 27,30 g (mitjana + desviacié estandard). Aquests animals es

van distribuir aleatoriament en els 4 grups descrits anteriorment.

Un cop anestesiats els animals es van extreure les mostres a estudiar. En
primer lloc, mitjangant la técnica de la puncié cardiaca extraierem sang que,
posteriorment seria analitzada amb el comptador de cél'lules Celltac o. Per a
I'analisi HQ utilitzarem el ventricle dret, la regidé costal dreta del diafragma i el
TA esquerre, mentre que el ventricle esquerre, la mateixa regié costal anterior
del diafragma, pero del seu costat esquerre i el TA dret, van ser utilitzats en les

analisis BQ.

Les mostres per a HQ es van conservar en nitrogen liquid (-160°C) fins al seu
posterior processament. Aquest consistia en talls transversals seriats de les
mostres d’un gruix entre 14-20 um (depenent del metode) i en les posteriors
tincions. En el cor, a causa de l'existencia d’un sol tipus metabolic de fibres
musculars, Unicament es va realitzar la tincid de I'endoteli capil-lar o de
capil*lars, e-ATPasa (Fouces et al., 1993), mentre que en el DFG i TA, també
es va procedir a les tincions de miosina ATPasa (m-ATPasa) a diferents pH de
preincubacié (Brooke & Kaiser, 1970) i a la tincidé de succinat deshidrogenasa,
SDH (Nachlas et al., 1957). La tincid d'e-ATPasa ens permet identificar els
capillars que envolten cada fibra muscular. La tinci6 m-ATPasa distingeix les
fibores de contraccions rapides de les lentes. Finalment, el metode SDH
diferencia les fibres depenent del seu metabolisme: oxidatiu (aerobic) o no
oxidatiu (anaerobic). Amb la combinacié dels metodes m-ATPasa i SDH podem
classificar les fibres musculars, segons el seu metabolisme, en lentes i
aerobiques (SO, slow oxidative), en rapides, aerobiques i glucolitiques (FOG,
fast oxidative glycolytic) i en rapides i glucolitiques (FG, fast glycolytic). Una
vegada les mostres van estar tenyides es va procedir a la captacio i
processament digital de les imatges amb un software adequat (Sigma-Scan Pro
5 de Jandel Scientific; Erkrath, Alemanya). En el MIO es van analitzar 2 camps
del ventricle dret, es van triar 3 regions de la zona dreta costal del DFG i

finalment, 5 camps de la zona equatorial, regié6 mitja-medial del TA, ja que
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aquest muscul no és homogeni i té diferent composicidé i caracteristiques

metaboliques depenent de la regié (Torrella et al., 2000).

Per a l'estudi BQ les mostres es van conservar en un congelador a -80°C. Es
van analitzar: activitat enzimatica lactat deshidrogenasa, LDH (Beutler et
al., 1977) i activitat enzimatica citrat sintasa, CS (Srere, 1969). El LDH és un
enzim citosolic glucolitic ampliament usat com a marcador del metabolisme
anaerobic, mentre que el CS és un enzim mitocondrial implicat en el cicle de
Krebs que s'utilitza com a indicador del metabolisme oxidatiu. D’altra banda,
també es van determinar les concentracions de mioglobina, Mb (Reynafarije,
1963), que intervé en I'emmagatzematge i difusié intramuscular de I'oxigen, i la

concentracio total de proteines (Bradford, 1976).
RESULTATS

Els valors dels parametres son expressats com a mitjana + error estandard. Les
comparacions entre els diferents grups experimentals (Hipoxic, Post20q,
Post40q) i el grup Control es determinaren mitjangant I'analisi de la varianca 1
via (ANOVA). L'analisi i tractament estadistic de les dades es realitza amb el
software Sigma-Stat (SPSS Science, USA), considerant diferencies significatives

els valors de P< 0,05.

Al comparar el patro de creixement entre els grups hipoxics i el Control no es
detectaren diferencies significatives (Fig. 4.1, pag. 102). Aixi com tampoc ni en
els valors dels pesos absoluts ni en els relatius [(pes mostra/pes animal) x

100] entre els diferents grups de les diferents mostres (Taula 4.1, pag. 102).

En canvi, en els parametres Hb, Hct, RBC i WBC s'observaren variacions
(Fig. 4.2 i 4.3 pag. 104). En els 3 primers parametres detectarem diferéncies
significatives entre el grup Hipoxic i la resta de grups. Mentre que en el WBC
I"Gnica diferéncia significativa existent fou entre el grup Control i el grup
Post20g.

Seguint una tendéncia similar, l'exposici6 a HHI provoca canvis en els
parametres de densitat capil‘lar (CD: capil*lars/mm?) i de densitat fibril*lar (FD:

fibores/mm?) en el MIO, observant-se una mateixa evolucié: augment
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progressiu dels valors en els grups Hipoxic i Post204 i disminucié en el grup
Post404 (Fig. 4.4, pag. 105). En ambdds parametres es detectaren canvis
significatius entre el grup Control i el Post204 i @ més en FD també entre el
Hipoxic i el Post404. No es trobaren diferéncies significatives en CD/FD, pero si
en el NCF, on es detecta un augment progressiu dels valors en els grups
experimentals. Havent diferencies significatives entre el grup Control
(4,0+0,12) i el Post204 (4,5+0,10) i també entre Control i Post404 (Fig. 4.5,
pag. 106). L'index CCA expressa la relacid entre els capil-lars en contacte amb

3
cada fibra i la seccid transversal de cada fibra (M). Aquest index és el

FCSA4
parametre que mostra les majors diferéncies significatives (P<0,001), amb
increments dels grups hipoxics entre el 22% i el 32%, respecte al grup Control
(Fig. 4.7, pag. 108). Quant als parametres morfometrics s'observa una mateixa
tendéncia en la FCSA (Fig. 4.8, pag. 109) i en la MDD (Fig. 4.9, pag. 110):
disminucié progressiva dels valors en els grups Hipoxic i Post204 i una
recuperacido en el grup Post404. SOn estadisticament significatives les
diferéncies entre el grup Control i els grups Hipoxic i Post204, per a ambdds
parametres. Per altra banda, totes els canvis es desenvolupen sense modificar

la morfologia de les fibres, Shape Factor (Taula 4.3 pag. 112).

En el DFG observarem valors superiors en tots els grups hipoxics (Hipoxic,
Post204, Post404) respecte al Control en els parametres de CD i FD, pero
solament son estadisticament significatius els canvis en la CD entre els grups
Control i Post204 (Fig. 4.12, pag. 113). Similarment succeeix en els parametres
CD/FD i NCF (Taula 4.4, pag. 114) on no es troben modificacions
estadisticament significatives, encara que en tots els grups hipoxics detectarem
valors superiors respecte al Control (CD/FD: 1,94+0,05. NCF FOG: 5,39+0,393,
FG: 7,310,514 i SO: 5,15+0,360) i en el parametre CD/FD fins i tot s'observa
una clara distribucid diferencial dels animals hipoxics respecte a les rates
Control al confrontar-les en un diagrama cartesia (Fig. 4.13, pag. 114). Quant a
la FCSA (Fig. 4.15, pag. 117) i a la MDD (Fig. 4.16, pag. 118) les Uniques

variacions significatives es produiren per a ambdds parametres en les fibres
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oxidatives lentes (SO). En l'index CCA les diferéncies foren majors, observant
canvis significatius en tots els tipus de fibra: SO, FOG i FG (Fig. 4.17, pag. 119).
Referent a la tipologia de fibres (% de cada tipus de fibra muscular en cada
grup de rates) solament es trobaren canvis estadisticament significatius entre
els grups Post204 i Post404 de las fibres FOG (Fig. 4.14, pag. 115). Com també
succeia en el MIO, no hi ha canvis importants en la morfologia (Shape Factor)
en cap tipus de les fibres musculars del DFG degut a la hipoxia (Taula 4.7, pag.
121).

En el TA s‘observen lleugers augments, no estadisticament significatius, en els
parametres CD (Fig. 4.19, pag. 122), FD (Fig. 4.20, pag. 123) i NCF (Fig. 4.23,
pag. 126) en els 5 camps dels grups Hipoxic i Post204. En el Post404 els valors
tendeixen a normalitzar-se i s‘aproximen al Control. Referent a la tipologia de
fibres s‘observa un lleuger augment en el percentatge de fibres oxidatives en
els grups Hipoxic i Post204, aixi com un decrement dels valors en el grup
Post40y, fins arribar a valors del nivell del Control o, fins i tot en alguns camps,
per sota (Fig. 4.25, pag. 130). S'observa una resposta similar en la FCSA i en la
MDD en els 5 camps analitzats i en els 3 tipus de fibres musculars: disminucions
dels valors en el grup Hipoxic i una forta recuperacié, amb marcat efecte rebot
en el grup Post404, aconseguint en tots els casos valors majors al Control. Es
registraren diferencies significatives per a ambdds parametres en les fibres FOG
i FG en els camps 1 i 5, al comparar el grup Hipoxic amb el Post404. Respecte a
I'index CCA els grups Hipoxic i Post204 mostren un augment, mentre que els
valors del grup Post404 cauen per sota dels nivells basals del Control. Com ja
s'observa en el MIO i en el DFG, en el TA tampoc existeixen modificacions en la
forma (Shape Factor) de cap dels tipus de fibres musculars (Taula 4.9, pag.
145).

Respecte als resultats BQ observarem en el MIO una disminucié dels valors
LDH (Fig. 4.35, pag. 147) i un increment de I'activitat CS (Fig. 4.36, pag. 148)
en els animals hipoxics, detectant solament diferéncies significatives entre el

grup Control i Post204 de la activitat LDH. En contraposicid, en el TA es
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detectaren augments en la activitat LDH (Fig. 4.35, pag. 147) en els grups
Post204 i Post40q4, i disminucions dels valors CS en els 3 grups hipoxics, encara
que aquestes alteracions no foren estadisticament significatives (Fig. 4.36, pag.
149). No es detectaren diferéncies de cap tipus en aquests enzims en el DFG
(Fig. 4.35, pag. 147 i Fig. 4.36, pag. 148). Amb les activitats d'ambdds enzims
es calcula Iindex LDH/CS, optim per a coneixer els ajustaments relatius entre
el metabolisme anaerobic i I'aerobic, observant-se un decrement en el MIO,
mentre que en el DFG es mantenia inalterable i en el TA es produia un marcat
increment significatiu del quocient entre el Control i el Post404 (Fig. 4.37, pag.
149).

Respecte a la concentracié de Mb observarem augments progressius en tots els
grups experimentals respecte al Control en el MIO. Curiosament, en els grups
Hipoxic i Post204 del DFG els valors de Mb soén inferiors al Control, pero en el
grup Post404 es produeix un increment del 20%. En el TA, encara que en el
grup Hipoxic els valors siguin lleugerament inferiors al Control, en els grups
Post204 i Post404, la concentracid de Mb ascendeix clarament. Solament es
detectaren diferéncies significatives en las concentracions de Mb entre els grups
Control i Post204 del MIO (Fig. 4.39, pag. 151).

No hi ha modificacions significativament importants en les concentracions de
proteines totals en cap dels tres tipus de musculs analitzats en I'estudi (Fig.
4.40, pag. 153).

CONCLUSIONS

Aquest programa de quatre setmanes d'exposicid intermitent a hipoxia
hipobarica de quatre hores per sessid, s’ha mostrat com un estimul eficag per
induir hematopoesi a la rata, i també un grau variable d’angiogenesi en tots els

musculs estudiats.

L'augment de la capillaritzacié (CD) en el miocardi de las rates exposades a
HHI i la reduccio en la mida de les fibres (FCSA i MDD), indiquen una millora
en el flux d’oxigen cap a les mitocondries en aquest teixit, la qual cosa queda

clarament patent al considerar els indexs que avaluen conjuntament capil-laritat
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i morfometria fibril'lar (CCA). Els canvis graduals observats indiquen que un
programa de hipoxia intermitent de 4 setmanes desencadena alteracions

morfofuncionals perdurables en la capil*laritzacié del miocardi.

La HHI indueix diferencies significatives en el caracter oxidatiu del diafragma.
Aquests canvis es produeixen sense alterar del percentatge dels tipus de fibres.
La major capacitat oxidativa del diafragma en les rates hipoxiques es deu a un
increment significatiu en la capil‘laritzacid (CD, CCA). Aquestes troballes
suggereixen un millor flux d’oxigen cap a las mitocondries en condicions
d’hipoxia. Les majors diferéncies significatives es donen en les fibres lentes
oxidatives (SO) al considerar parametres morfometrics (FCSA i MDD). Aquestes
fets semblen indicar que les alteracions morfofuncionals en el diafragma estan
més determinades per las propietats contractils de les fibres que pel seu

caracter metabolic.

En el muscul tibialis anterior, encara que s'observen uns lleugers increments en
els parametres de capil*laritzacié (CD i NCF), juntament amb uns descensos
moderats dels indicadors morfométrics (FCSA, FPER, MDD), la seva activitat
sedentaria i I'alt percentatge de fibres rapides (sobretot FG), fa que sigui poc
sensible a la reduccid d'oxigen. Malgrat aix0, s’observen unes lleugeres
tendencies, per0d essent aquestes les menys importants quantitativament de

totes las mostres analitzades.

L'activitat lactat deshidrogenasa (LDH) mostra un patrd d'evolucié diferent en
cada un dels musculs analitzats al llarg del programa. Mentre que en el
miocardi s‘observa una tendencia descendent, en el diafragma es va mantenir
inalterable i en muscul tibialis anterior es detecta una tendencia a I'augment.
Aquestes diferéncies es relacionen clarament amb la diversitat del caracter
oxidatiu dels tres musculs estudiats, des del caracter predominantment aerobic

del miocardi fins al marcat caracter anaerobic del tibialis anterior.

La tendéncia a l'alca de l'activitat CS en el miocardi es pot atribuir a la
necessitat d'augmentar l'eficiencia de metabolitzacié de I'oxigen per a fer front

als requeriments energetics.
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El nostre programa d’exposici6 a HHI sembla reduir la dependéncia del
metabolisme anaerobic, augmentar |'aerdbic i incrementar la capacitat
d'emmagatzematge d'oxigen i la seva capacitat de difusid en el miocardi de
rata. En canvi, el fet de que no trobéssim diferencies significatives en els
mateixos parametres per al diafragma sembla indicar que, a més de la hipoxia,
també és important el treball o activitat del muiscul, perqué encara que el
diafragma, com el cor, sempre esta en funcionament, probablement la major
carrega de treball durant la hiperventilacié induida per la hipoxia fou assumida
pels musculs intercostals, sense fer augmentar suficientment la carrega global

de treball d'aquest muscul.

Per altra banda, les modificacions no significatives en el valor de proteines
totals suggereixen un canvi en el patré de sintesi proteica dels musculs

estudiats i una pressio oncotica constant.

Per ultim, totes les alteracions observades es produeixen sense canviar el patrd
de creixement normal dels animals ni variant els pesos absoluts ni relatius de
les mostres. Es ben conegut que la hipoxia cronica o extrema (Howald et al.,
1990; Rose et al., 1988) causa atrofia i peérdua de massa muscular. Per aquests
motius, creiem que aquest model d'aclimatacié a la altitud és especialment util i
que, a més destimular mecanismes compensatoris per a un millor
subministrament i consum d’oxigen a nivell periféric, no provoca ni pérdues de

pes corporal ni de massa muscular.
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7.2 Resum Castella

INTRODUCCION

El objetivo de este estudio es profundizar en los mecanismos basicos de
aclimatacién a nivel periférico inducidos por la hipoxia hipobarica intermitente
(HHI). Nuestro grupo describi6 en humanos protocolos eficaces para la
aclimatacidon a mediana y gran altura, asi como para la mejora del rendimiento
fisico (Casas et al., 2000; Ricart et al., 2000; Rodriguez et al., 1999). Estos
estudios fueron realizados en seres humanos, tenian un caracter no invasivo y
se focalizaban basicamente en las respuestas respiratorias y cardiovasculares
centrales, mediante la monitorizacion de parametros ergoespirométricos y
analisis hematoldgicos y bioquimicos plasmaticos completos (Casas et al., 2001;
Rodriguez et al., 2001). Basandonos en el principio de sinmorfosis (formacion
de elementos estructurales orientada a satisfacer, pero no exceder, los
requerimientos funcionales) formulado por Taylor y Weibel en 1981, podemos
plantear la hipdtesis de que estas respuestas de aclimatacién a nivel central
deben ir acompafiadas por otras alteraciones en la vascularizacién y en el
caracter oxidativo en territorios periféricos, especialmente en el tejido muscular.
Para contrastar esta hipdtesis es necesario realizar un analisis de las posibles
respuestas frente a la HHI en el intercambio periférico de gases y otras posibles
modificaciones a nivel celular. Para ello decidimos realizar estudios invasivos a
nivel del miocardio (MIO), del diafragma (DFG) y del tibialis anterior (TA). Se
eligieron estos musculos (MIO y DFG) debido a la importancia que tienen en la
fisiologia general de los animales, y sobretodo en la hipoxia, ya que en dichas
condiciones aumenta su carga de trabajo, y también por la futura aplicabilidad
médica y terapéutica que estas respuestas pudieran ofrecer. Por otra parte se
eligié el TA como musculo esquelético con baja actividad, ya que nuestros
animales estaban confinados en las jaulas con un patrén de conducta
sedentario. Debido a las ldgicas limitaciones, tanto técnicas como éticas, para la
realizacion de este tipo de estudio en seres humanos, procedimos a reproducir
en ratas de laboratorio protocolos de exposicidon a hipoxia intermitente capaces

de inducir las respuestas hematoldgicas descritas anteriormente en humanos vy,



Resum castella_

una vez establecidos tales protocolos, dispusimos de un modelo experimental
que nos permitié el estudio del efecto de HHI en el intercambio periférico de

gases.
MATERIALES Y METODOS

Nuestro estudio se desarrolld en una doble linea principal: la histoquimica (HQ)
y la bioguimica (BQ), pero también se realizaron estudios hematoldgicos de
soporte para comprobar que se inducian respuestas a nivel central, como
sucedia en los estudios anteriores con humanos. En la HQ se analizaron
parametros como la densidad capilar (CD), la densidad fibrilar (FD), el area de
la seccion transversal de las fibras musculares (FCSA), la maxima distancia de
difusiéon desde la membrana celular al centro de la fibra (MDD), el niUmero de
capilares en contacto con cada fibra muscular (NCF) y la tipologia o porcentaje
de cada tipo de fibra muscular (FOG, FG, SO), entre otros (pag. 83). Por otra
parte, en la vertiente BQ se estudiaron diferentes actividades enzimaticas
relacionadas con el metabolismo oxidativo (lactato deshidrogenasa, LDH, y
citrato sintasa, CS), asi como la concentracién de las proteinas totales y de la
mioglobina (Mb). Las razones de estos indicadores se detallan mas adelante.
Finalmente, en el apartado de hematologia los principales parametros
analitzados, entre otros, fueron (pag. 91): concentracion de hemoglobina (Hb),

hematocrito (Hct) y células sanguineas de la linea roja (RBC) y blanca (WRC).

El programa de exposicion a HHI se efectué en una camara hipobarica que
simulaba una altitud de 5.000 metros. Consistid en sesiones diarias de 4 horas,
durante 5 dias a la semana, hasta completar un total de 22 dias de hipoxia
hipobarica intermitente. Las muestras se extrajeron al terminar los 22 dias de
HHI (grupo Hipoxico), 20 dias después de la finalizacidon de la exposicidon (grupo
Post204), 40 dias después de la finalizacién de la exposicién (grupo Post404) y
fueron comparados con un grupo Control, estabulado en las mismas
condiciones que los grupos experimentales pero sin la HHI. Los grupos Post204
y Post404 se utilizaron para observar la tendencia o evolucién de los posibles
cambios. Los animales utilizados para el estudio fueron ratas Sprague-Dawley

(n=58), de sexo masculino, de una edad de 6 semanas al inicio del
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experimento y con un peso inicial medio de 298 + 27,30 g (media + desviacion
estandar). Estos animales se distribuyeron aleatoriamente en los 4 grupos

descritos anteriormente.

Una vez anestesiados los animales se extrajeron las muestras a estudiar. En
primer lugar, mediante la técnica de la puncidn cardiaca se extrajo la sangre
que, posteriormente seria analizada con el contador de células Celltac a. Para el
analisis HQ utilizamos el ventriculo derecho, la regidén costal derecha del
diafragma y el TA izquierdo, mientras que el ventriculo izquierdo, la misma
region costal anterior del diafragma, pero de su lado izquierdo y el TA derecho,

fueron utilizados en los analisis BQ.

Las muestras para HQ se conservaron en nitrogeno liquido (-160°C) hasta su
posterior procesamiento. Este consistia en cortes transversales seriados de las
muestras de un grosor entre 14-20 um (dependiendo del método) y en las
posteriores tinciones. En el corazén debido a la existencia de un solo tipo
metabdlico de fibras musculares, Unicamente se realizé la tincion del endotelio
capilar o de capilares, e-ATPasa (Fouces et al., 1993), mientras que en el
DFG y TA también se procedid a las tinciones de miosina ATPasa (m-
ATPasa) a diferentes pH de preincubacion (Brooke & Kaiser, 1970) y de
succinato deshidrogenasa, SDH (Nachlas et al., 1957). La tincidn de e-ATPasa
nos permite identificar los capilares que rodean cada fibra muscular. La tincidn
m-ATPasa distingue las fibras de contraccion rapidas de las lentas. Finalmente,
el método SDH diferencia las fibras dependiendo de su metabolismo: oxidativo
(aerdbico) o no oxidativo (anaerdbico). Con la combinacidon de los métodos m-
ATPasa y SDH podemos clasificar las fibras musculares, segin su metabolismo,
en lentas y aerdbicas (SO, slow oxidative), en rapidas, aerdbicas y glucoliticas
(FOG, fast oxidative glycolytic) y en rapidas y glucoliticas (FG, fast glycolytic).
Una vez las muestras estuvieron tefiidas se procedid a la captacion vy
procesamiento digital de las imagenes con un software adecuado (Sigma-Scan
Pro 5 de Jandel Scientific; Erkrath, Alemania). En el MIO se analizaron 2
campos del ventriculo derecho, se eligieron 3 regiones de la zona derecha

costal del DFG y finalmente, 5 campos de la zona ecuatorial, region medio-
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medial del TA, ya que este musculo no es homogéneo y muestra diferente
composicion y caracteristicas metabdlicas dependiendo de la region (Torrella et
al., 2000).

Para el estudio BQ las muestras se conservaron en un congelador a -80°C. Se
analizaron: actividad enzimatica lactato deshidrogenasa, LDH (Beutler et al.,
1977) y citrato sintasa, CS (Srere, 1969). La LDH es una enzima citosdlica
glucolitica ampliamente usada como marcador del metabolismo anaerdbico,
mientras que la CS es una enzima mitocondrial implicada en el ciclo de Krebs
que se utiliza como indicador del metabolismo oxidativo. Por otro lado, también
se determinaron las concentraciones de mioglobina (Mb), que interviene
en el almacenamiento y difusion intramuscular del oxigeno (Reynafarje, 1963),

y la concentracion total de proteinas (Bradford, 1976).
RESULTADOS

Los valores de los parametros vienen expresados como media £ error estandar.
Las comparaciones entre los diferentes grupos experimentales (Hipoxico,
Post204, Post404) y el grupo Control se determinaron mediante el andlisis de la
varianza 1 via (ANOVA). El analisis y tratamiento estadistico de los datos se
realizd con el software Sigma-Stat (SPSS Science, USA), considerando

diferencias significativas los valores de P< 0,05.

Al comparar el patrén de crecimiento entre los grupos hipdxicos y el Control
no se detectaron diferencias significativas (Fig. 4.1, pag. 102). Asi como
tampoco ni en los valores de los pesos absolutos ni en los relativos [(peso
muestra/peso animal) x 100] entre los diferentes grupos de las diferentes

muestras (Tabla 4.1, pag. 102).

En cambio, en los parametros Hb, Hct, RBC y WBC se observaron
variaciones (Fig. 4.2 i 4.3 pag. 104). En los 3 primeros parametros detectamos
diferencias significativas entre el grupo Hipodxico y los otros grupos. Mientras
que en el WBC la Unica diferencia significativa existente fué entre el grupo

Control y el grupo Post20g.
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Siguiendo una tendencia similar, la exposicion a HHI provocé cambios en los
parametros de densidad capilar (CD: capilares/mm?) y de densidad fibrilar (FD:
fiboras/mm?) en el MIO, observdndose una misma evolucidn: aumento
progresivo de los valores en los grupos Hipdxico y Post204 y disminucion en el
grupo Post404 (Fig. 4.4, pag. 105). En ambos parametros se detectaron
cambios significativos entre el grupo Control y el Post204 y ademas en FD
también entre el Hipdxico y el Post404. No se encontraron diferencias
significativas en CD/FD, pero si en el NCF, donde se detectd un aumento
progresivo de los valores en los grupos experimentales. Habiendo diferencias
significativas entre el grupo Control (4,0£0,12) y el Post204 (4,5+0,10) y
también entre Control y Post404 (Fig. 4.5, pag. 106). El indice CCA expresa la
relacion entre los capilares en contacto con cada fibra y la seccién transversal

3
de cada fibra (%). Dicho indice es el parametro que muestra las

mayores diferencias significativas (P<0,001), con incrementos de los grupos
hipoxicos entre el 22% vy el 32%, respecto al grupo Control (Fig. 4.7, pag. 108).
En cuanto a los pardmetros morfométricos se observa una misma tendencia en
el FCSA (Fig. 4.8, pag. 109) y en la MDD (Fig. 4.9, pag. 110): disminucién
progresiva de los valores en los grupos Hipdxico y Post204 y una recuperacion
en el grupo Post404. Son estadisticamente significativas las diferencias entre el
grupo Control y los grupos Hipdxico y Post204, para ambos parametros. Por
otro lado, todos los cambios tienen lugar sin modificar la morfologia de las
fibras, Shape Factor (Tabla 4.3 pag. 112).

En el DFG observamos valores superiores en todos los grupos hipdxicos
(Hipdxico, Post204, Post404) respecto al Control en los parametros de CD y FD,
pero solamente son estadisticamente significativos los cambios en la CD entre
los grupos Control y Post204 (Fig. 4.12, pag. 113). Similarmente sucede en los
parametros CD/FD y NCF (Taula 4.4, pag. 114) donde no se encuentran
modificaciones estadisticamente significativas, aunque en todos los grupos
hipoxicos detectamos valores superiores respecto al Control (CD/FD:
1,94£0,05. NCF FOG: 5,39+0,393, FG: 7,31+0,514 i SO: 5,15+0,360) y en el
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parametro CD/FD incluso se observa una clara distribucion diferencial de los
animales hipdxicos respecto a las ratas Control al confrontarlos en un diagrama
cartesiano (Fig. 4.13, pag. 114). En cuanto a la FCSA (Fig. 4.15, pag. 117) y a
la MDD (Fig. 4.16, pag. 118) las Unicas variaciones significativas se producen
para ambos parametros en las fibras oxidativas lentas (SO). En el indice CCA las
diferencias fueron mayores encontrandose cambios significativos en todos los
tipos de fibra: SO, FOG y FG (Fig. 4.17, pag. 119). En lo referente a la tipologia
de fibras (% de cada tipo de fibra muscular en cada grupo de ratas) sélo se
encontraron cambios estadisticamente significativos entre los grupos Post204 y
Post404 de las fibras FOG (Fig. 4.14, pag. 115). Como también sucedia en el
MIO, no hay cambios importantes en la morfologia (Shape Factor) en ningln

tipo de las fibras musculares del DFG debido a la hipoxia (Tabla 4.7, pag. 121).

En el TA se observan ligeros aumentos, no estadisticamente significativos, en
los parametros CD (Fig. 4.19, pag. 122), FD (Fig. 4.20, pag. 123) y NCF (Fig.
4.23, pag. 126) en los 5 campos de los grupos Hipdxico y Post204. En el
Post404 los valores tienden a normalizarse y se aproximan al Control. En lo
referente a la tipologia de fibras se observa un ligero aumento en el porcentaje
de fibras oxidativas en los grupos Hipdxico y Post204, asi como un decremento
de los valores en el grupo Post404, hasta llegar a valores del nivel del Control o,
incluso en algunos campos, por debajo (Fig. 4.25, pag. 130). Se observa una
respuesta similar en la FCSA y en la MDD en los 5 campos analizados y en los 3
tipos de fibras musculares: disminuciones de los valores en el grupo Hipdxico y
una fuerte recuperacion, con marcado efecto rebote en el grupo Post40Qq,
consiguiendo en todos los casos valores mayores al Control. Se registraron
diferencias significativas para ambos parametros en las fibras FOG y FG en los
campos 1y 5, al comparar el grupo Hipdxico con el Post404. Respecto al indice
CCA los grupos Hipdxico y Post204 muestran un aumento, mientras que los
valores del grupo Post404 caen por debajo de los niveles basales del Control.
Como ya se observo en el MIO y en el DFG, en el TA tampoco existe
modificacion en la forma (Shape Factor) de ninguno de los tipos de fibras

musculares (Taula 4.9, pag. 145).
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Respecto a los resultados BQ observamos en el MIO una disminucion de los
valores LDH (Fig. 4.35, pag. 147) y un incremento de la actividad CS (Fig.
4.36, pag. 148) en los animales hipdxicos, detectando sodlo diferencias
significativas entre el grupo Control y Post204 de la actividad LDH. En
contraposicion, en el TA se detectaron aumentos en la actividad LDH (Fig. 4.35,
pag. 147) en los grupos Post204 y Post40q4, y disminuciones en los valores CS
en los 3 grupos hipdxicos, aun asi dichas alteraciones no son estadisticamente
significativas (Fig. 4.36, pag. 148). No se encontraron diferencias de ningun
tipo en dichos enzimas en el DFG (Fig. 4.35, pag. 147 y Fig. 4.36, pag. 148).
Con las actividades de ambos enzimas se calculé el indice LDH/CS, dptimo
para conocer los ajustes relativos entre el metabolismo anaerdbico y el
aerobico, observandose un decremento en la ratio en el MIO, mientras que en
el DFG se mantenia inalterable y en el TA se producia un marcado incremento

significativo del cociente entre el Control y el Post404 (Fig. 4.37, pag. 149).

Respecto a la concentracion de Mb observamos aumentos progresivos en todos
los grupos experimentales respecto al Control en el MIO. Curiosamente, en los
grupos Hipdxico y Post204 del DFG los valores de Mb son inferiores al Control,
pero en el grupo Post404 se produce un incremento del 20%. En el TA, aunque
en el grupo Hipoxico los valores sean ligeramente inferiores al Control, en los
grupos Post204 y Post40q, la concentracién de Mb aumenta claramente. Sélo se
detectaron diferencias significativas en las concentraciones de Mb entre los
grupos Control y Post204 del MIO (Fig. 4.39, pag. 151).

No hay modificaciones significativamente importantes en las concentraciones de
proteinas totales en ninguno de los tres tipos de musculos analizados en el
estudio (Fig. 4.40, pag. 153).
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CONCLUSIONES

Este programa de cuatro semanas de exposicion intermitente a hipoxia
hipobarica de cuatro horas por sesidn, se ha mostrado como un estimulo eficaz
para inducir hematopoiesis en la rata, y también un grado variable de

angiogénesis en todos los musculos estudiados.

El aumento de la capilarizacion (CD) en el miocardio de las ratas expuestas a
HHI y la reducciéon en el tamafio de las fibras (FCSA y MDD), indican una
mejora en el flujo de oxigeno hacia las mitocondrias en este tejido, lo cual
queda claramente patente al considerar los indices que evallan conjuntamente
capilaridad y morfometria fibrilar (CCA). Los cambios graduales observados
indican que un programa de hipoxia intermitente de 4 semanas desencadena

alteraciones morfofuncionales perdurables en la capilarizacién del miocardio.

La HHI induce diferencias significativas en el caracter oxidativo del diafragma.
Estos cambios se producen sin alteracion del porcentaje de los tipos de fibras.
La mayor capacidad oxidativa del diafragma en las ratas hipdxicas se debe a un
incremento significativo en capilarizacion (CD, CCA). Estos hallazgos sugieren
un mejor flujo de oxigeno hacia las mitocondrias en condiciones de hipoxia. Las
mayores diferencias significativas se producen en las fibras lentas oxidativas
(SO) al considerar parametros morfométricos (FCSA y MDD). Estos hechos
parecen indicar que las alteraciones morfofuncionales en el diafragma estan
mas determinadas por las propiedades contractiles de las fibras que por su

caracter metaboalico.

En el mdsculo tibialis anterior, a pesar de que se observan unos ligeros
incrementos en los parametros de capilarizacion (CD y NCF), juntamente con
unos descensos moderados de los indicadores morfométricos (FCSA, FPER,
MDD), su actividad sedentaria y el alto porcentaje de fibras rapidas (sobre todo
FG), hace que sea poco sensible a la reduccion de oxigeno. Aun asi, se
observan unas ligeras tendencias, pero siendo estas las menos importantes

cuantitativamente de todas las muestras analizadas.
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La actividad lactato deshidrogenasa (LDAH) mostré un patrén de evolucion
diferente en cada uno de los musculos analizados a lo largo del programa.
Mientras que en el miocardio se observd una tendencia descendente, en el
diafragma se mantuvo inalterable y en musculo tibialis anterior se detecté una
tendencia al aumento. Estas diferencias se relacionan claramente con la
diversidad del caracter oxidativo de los tres musculos estudiados, desde el
caracter predominantemente aerdbico del miocardio hasta el marcado caracter
anaerobico del tibialis anterior. La tendencia a la alza de la actividad CS en el
miocardio se puede atribuir a la necesidad de aumentar la eficiencia del

metabolismo aerdbico para hacer frente a los requerimientos energéticos.

Nuestro programa de exposicion a HHI parece reducir la dependencia del
metabolismo anaerdbico, aumentar el aerdbico e incrementar la capacidad de
almacenaje de oxigeno y su capacidad de difusion en el miocardio de rata. En
cambio, el hecho de que no encontremos diferencias significativas en los
mismos parametros para el diafragma parece indicar que, ademas de la hipoxia,
también es importante el trabajo o actividad del musculo, porque aunque el
diafragma, como el corazdn, siempre esta en funcionamiento, probablemente la
mayor carga de trabajo durante la hiperventilacion inducida por la hipoxia fue
asumida por los musculos intercostales, sin asi hacer aumentar suficientemente

la carga global de trabajo de dicho musculo.

Por otra parte, las modificaciones no significativas en el valor de proteinas
totales sugieren un cambio en el patrén de sintesis proteica de los musculos

estudiados y una presion oncética constante.

Por ultimo, todas las alteraciones observadas se producen sin cambiar el patron
de crecimiento normal de los animales ni variando los pesos absolutos ni
relativos de las muestras. Es bien conocido que la hipoxia cronica o extrema
(Howald et al., 1990; Rose et al., 1988) causa atrofia y pérdida de masa
muscular. Por estos motivos, creemos que este modelo de aclimatacion a la
altitud es especialmente Util ya que, ademas de estimular mecanismos
compensatorios para una mejor entrega y consumo de oxigeno a nivel

periférico, no provoca ni perdidas de peso corporal ni de la masa muscular.



