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RESUMEN

El presente estudio evalu6 la expresién de genes asociados al complejo inflamasoma en diferentes regiones cerebrales de
ratas expuestas a hipoxia ambiental de gran altitud (4 200 m s. n. m.). Los animales fueron divididos en un grupo control
(Lima, 161 m s.n. m.) y un grupo expuesto a gran altitud (Casapalca, 4 200 m s. n. m.), cada uno subdividido en cinco
subgrupos de tres animales, con muestreos en los dias 1, 3, 7, 14 y 28. Los resultados evidenciaron un incremento diferencial
en la expresion génica segin la regién cerebral. En el cuerpo estriado, la expresion génica de NLRP3, IL-6, IL-10 y HIF-1a
mostraron aumentos significativos, especialmente sostenidos en IL-6 e IL-1(. En el hipocampo se observé expresion génica
temprana de NLRP3, IL-6 e IL-1f3, mientras que HIF-1a no presento variaciones. En la corteza frontal la expresion génica fue
mas limitada, sin cambios en NLRP3 y con incrementos tardios tinicamente en IL-6, IL-13 y HIF-1a. En el hipotdlamo se
registraron aumentos tempranos de la expresion génica de NLRP3, IL-6, IL-1 y HIF-1a, con posteriores fluctuaciones en el
tiempo. En conclusion, la exposicién a gran altitud indujo la expresioén génica del complejo inflamasoma (NLRP3, IL-6, IL-18
Y HIF-1a) con sensibilidad variable principalmente en el cuerpo estriado e hipotalamo.
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ABSTRACT

The present study evaluated the expression of genes associated with the inflammasome complex in different brain regions of
rats exposed to environmental hypoxia at high altitude (4,200 m a.s.l.). The animals were divided into a control group (Lima,
161 m a.s.l.) and a high-altitude exposed group (Casapalca, 4,200 m a.s.l.), each subdivided into five subgroups of three
animals, with samplings on days 1, 3, 7, 14, and 28. The results showed a differential increase in gene expression depending
on the brain region. In the striatum, gene expression of NLRP3, IL-6, IL-1f, and HIF-1a showed significant increases,
especially sustained in IL-6 and IL-1f. In the hippocampus, early gene expression of NLRP3, IL-6, and IL-1( was observed,
while HIF-1a showed no variations. In the frontal cortex, gene expression was more limited, with no changes in NLRP3 and
late increases only in IL-6, IL-1f3, and HIF-1a. In the hypothalamus, early increases in gene expression of NLRP3, IL-6, IL-1,
and HIF-1a were recorded, with subsequent fluctuations over time. In conclusion, high-altitude exposure induced gene
expression of the inflammasome complex (NLRP3, IL-6, IL-1f3, and HIF-1a), with variable sensitivity mainly in the striatum
and hypothalamus.
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1. INTRODUCCION

Cada afio, millones de personas ascienden a altitudes mayoresde 1 500 m s. n. m. (1). En Per, el turismo
hacia Cusco y otras zonas por encimade 2 500 m s. n. m. ha crecido notablemente en las ultimas décadas
(2). Ala vez, comunidades residentes en estas regiones han desarrollado adaptaciones fisiologicas que les
permiten subsistir en ambientes con baja presiéon de oxigeno (0.) (3). Esta realidad evidencia la
importancia de comprender los efectos de la altitud tanto en visitantes como en poblaciones residentes.

La exposicion a hipoxia de gran altitud, aguda o crénica, genera cambios fisiol6gicosy favorecela aparicion
de patologias como el “mal de altura”, las cuales, pueden manifestarse en formas agudas, subagudas o
crénicas (4-6). La disminuciéon de la presion parcial de oxigeno afecta de manera critica estructuras
barosensibles como el cerebro, promoviendo inflamacién y dafio neuronal (5,6).

Asimismo, la altitud induce estrés oxidativo, constituyendo un mecanismo central en la fisiopatologia de la
hipoxia (7). Elincremento de especies reactivas de oxigeno (ROS) y la reducciénde defensas antioxidantes
activan vias proinflamatorias y la liberacion de citocinas (IL-1f, TNF-a, [L-6). Esto compromete la barrera
hematoencefdlica, favorece edema cerebral, potenciando el dafio en distintas regiones cerebrales por
accion de HIF-1a (8).

Las alteraciones en la homeostasis cerebral pueden activar complejosinflamasomas, tales como el NLRP3,
promoviendo un estado inflamatorio nervioso (9). La activacion de estos complejos y la liberaciéon de
mediadores proinflamatorios explican, en parte, las manifestaciones clinicas del mal de altura, al vincular
las respuestas moleculares conlos cambios fisioldgicosy patologicos. En este marco, lainvestigacion evalué
la expresién génica de inflamasomas en cuerpo estriado, hipocampo, corteza frontal e hipotdlamo de ratas
expuestas a hipoxia de gran altitud.

2. MATERIALES Y METODOS

Animales: Se utilizaron 30 ratas albinas machos con pesos aproximados de 200 g y de 8 semanas de edad,
que recibieron una dieta basada en alimento balanceado comercial y agua ad libitum, alojadas en parejas
en cajas de policarbonato con virutaautoclavada. Este estudio se llevé a cabo de acuerdo con los requisitos
del Comité de Bioética de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos (autorizacién CEBA 2021-22), con
los requisitos internacionales de las 3R.

Disefio experimental: Las ratas fueron criadas de forma randomizada en dos grupos, cada una separada
en 10 subgrupos (3 animales por subgrupo). Cada grupo se evalud en condiciones ambientales controladas
(22 £ 2 °Cy 40 £ 10% de humedad relativa) con un ciclo de luz de 12 horas. Estos grupos fueron: Cinco
subgrupos evaluados en laciudad de Limaa 161 m. s.n.m. Cinco grupos evaluados en la ciudad de Casapalca
a 4200 m. s.n.m. Ambas crianzas se realizaron en simultaneo.

Inicialmente ambos grupos fueron criados durante sus primeras 8 semanas en la ciudad de Lima;
posteriormente, el grupo de exposicidn a la hipoxia de gran altitud se transfiri6 a la ciudad de Casapalca.
Los animales fueron sacrificados por decapitacién alosdias 1,3, 7, 14 y 28 en ambas ciudades. Los cerebros
fueron diseccionados rapidamente y se enjuagaron concloruro de Na+ al 0,9% (p/v) para eliminar rastros
de otros tejidos y sangre. Las regiones cerebrales (cuerpo estriado, hipocampo, corteza e hipotadlamo) se
diseccionaron en frio (4 °C) y se congelaron inmediatamente a -20 °Cy -80 °C para su posterior andlisis.

Expresion molecular de genes relacionados al complejo inflamasoma: Cada muestra de cerebro (30
mg aprox.) se sometid a tres pasos secuenciales: La extraccion de ARN, se realiz6 con el uso del kit
Nucleospin RNA plus (Macherey-Nagel, Alemania). La pureza del ARN se confirmé con una relacion
260/280 > 1,95. La sintesis de ADNc se realiz6 utilizando el kit cDNA UltraScript® Separate Oligos
(PCRBIOSYSTEMS, Reino Unido). Parala PCR cuantitativa (qPCR), se utilizé el masterMix FastGene IC green
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Universal MIX (Nippon Genetics, Alemania). Las condiciones de ciclado fueron las siguientes:
desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 2 minutos (1 ciclo); desnaturalizacion a 95 °C durante 5 segundos
(40 ciclos); elongacion a 60-65 °C durante 20-30 segundos (40 ciclos).

Los cebadores especificos (Sigma-Aldrich, EE. UU.) fueron los siguientes:

GAPDH 5'-TCCCTGTTCTAGAGACAG-3’ 5’-CCACTTTGTCACAAGAGA-3’
NLRP3 5’-GCACCAAAGAGCCTAGCAGA-3' 5'GAATGTCTCCCCTCACAGCC-3'
IL-6 5'-CCCACCAGGAACGAAAGTCA-3' 5'-CCCACCAGGAACGAAAGTCA-3'
IL-1B 5'-GTCCTCTGCCAAGTCAGGTC-3' 5'-GTCCTCTGCCAAGTCAGGTC-3'
HIF-1a 5'-TGGTGGCTCAGCAGTCTATTT-3' 5-GTGCTGTGATCTGGCATTCG-3'

Los datos se normalizaron segin la expresion del gen housekeeping GAPDH y se calcularon mediante el
método AACt (Delta Delta Ct).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Al evaluar la expresion génica de NLRP3 a nivel del cuerpo estriado por efecto de la altitud (barras azules),
respecto al grupo control (barras verdes), se observd un aumento significativo al dia 7 (34%), al dia 14
(36%) y al dia 28 (66%); mientras que, por efecto del tiempo de exposicion a la hipoxia ambiental, se
encontr6 un aumento significativo a partir del dia 7 en adelante (Figura 1 A). La expresion génica de IL-6 a
nivel del cuerpo estriado aumento significativamente por efecto dela altitud aldia 1 (96%), al dia 3 (131%),
aldia 7 (162%), al dia 14 (196%)y al dia 28 (98%); mientras que, por efecto del tiempo de exposiciéona la
hipoxia ambiental aument6 significativamente al dia 14 (Figura 1B). La expresion génica de IL-1f a nivel
del cuerpo estriado aumentd significativo por efecto de la altitud al dia 1 (50%), al dia 3 (202%), al dia 7
(149%), al dia 14 (186%) y al dia 28 (222%); mientras que, por efecto del tiempo de exposicion a la hipoxia
ambiental se encontr6 un aumento significativo en todos los dias de exposicién (Figura 1C). La expresion
génica de HIF-1a a nivel del cuerpo estriado aumento significativamente por efecto de la altitud en el dia 1
(51%), en el dia 3 (69%) y en el dia 7 (118%), en el dia 14 (96%) y en el dia 28 (79%); ademas, por efecto

del tiempo de exposicidn a la hipoxia ambiental se encontrdé un aumento significativo al dia 7, dia 14 y al
dia 28 (Figura 1D).

Expresion del gen NLRP3
Expresion del gen IL-6

Expresion del gen IL-1p

1.
Tiempo de exposicién (dias) Tiempo de exposici6n (dias)

Figura 1. Expresion génica de NLRP3 (A), IL-6 (B), IL-1B (C) y HIF-1a (D) a nivel del cuerpo estriado de ratas
expuestas (1, 3,7, 14 y 28 dias) a hipoxia ambiental a 4200 m.s.n.m.
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Los datos se expresan como media + SEM. Las diferencias significativas entre los grupos a altitud (barras
azules) y el control (barras verdes) se indican con *p < 0,05, **p < 0,01 y **p < 0,001. Mientras que las
diferencias significativas debidas al efecto del tiempo de la exposicidn se indican con las letras a, b, ¢, d (p
< 0,05). El andlisis estadistico se realizé6 mediante ANOVA de dos vias seguido de la prueba post hoc de
Tukey.

En hipocampo, la expresion génica de NLRP3 aumento6 significativamente al dia 3 (39%), al dia 7 (56%)), al
dia 14 (44%) y al dia 28 (21%); mientras que, por efecto del tiempo de exposicion a la hipoxia ambiental,
se encontrd un aumento significativo a partir del dia 3 (Figura 2A). La expresion génica de IL-6 aumento
significativamente por efecto de la altitud al dia 1 (96%),al dia 3 (131%), al dia 7 (162%), al dia 14 (196%)
y al dia 28 (98%); mientras que, por efecto del tiempo de exposiciéon a la hipoxia ambiental aumentd
significativamente al dia 3, al dia 7 y al dia 14 (Figura 2B). La expresiéon génica de IL-1 aumentd
significativamente por efecto de la altitud en el dia 1 (25%),al dia 3 (72%),al dia 7 (92%), al dia 14 (94%)
y al dia 28 (196%); mientras que, por efecto del tiempo de exposicion a la hipoxia ambiental se encontro
un aumento significativo en todos los dias de exposicién (Figura 2C). Finalmente, la expresion génica de
HIF-1a no mostré variaciones significativas por efecto de la altitud ni por el tiempo de exposiciéon a la
hipoxia ambiental (Figura 2D).
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Figura 2. Expresion génica de NLRP3 (A), IL-6 (B), IL-1B (C) y HIF-1a (D) a nivel del hipocampo de ratas
expuestas (1, 3,7, 14 y 28 dias) a hipoxia ambiental a 4200 m.s.n.m.

Los datos se expresan como media + SEM. Las diferencias significativas entre los grupos a altitud (barras
azules) y el control (barras verdes) se indican con ***p <0,001. Mientras que las diferencias significativas
debidas al efecto del tiempo de la exposicion se indican con las letras a, b, ¢, d (p < 0,05). El andlisis
estadistico se realizé mediante ANOVA de dos vias seguido de la prueba post hoc de Tukey.

A nivel de corteza frontal, la expresidon génica de NLRP3 no mostré cambios significativos por efecto de la
altitud ni del tiempo de exposicion a la hipoxia ambiental (Figura 3A). La expresion génica de IL-6 aument6
significativamente por efecto de la altitud al dia 1 (96%),al dia 3 (131%), al dia 7 (162%), al dia 14 (196%)
y al dia 28 (98%); mientras que, por efecto del tiempo de exposicién a la hipoxia ambiental, tuvo un
aumento significativo solo al dia 14 (Figura 3B). La expresion génica de IL-1f3 aumento significativamente
por efecto de la altitud en el dia 1 (94%), dia 3 (52%), dia 7 (209%) el 14 (233%) y el dia 28 (223%),
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mientras que, por efecto del tiempo de exposicion a la hipoxia ambiental se encontré un aumento
significativo al dia 7, al dia 14 y al dia 28 (Figura 3C). La expresion génica de HIF-1a aumento significativo
al dia 1 (86%), y al dia 28 (97%), en comparacidn con el control; mientras que, por efecto del tiempo de
exposicion a la hipoxia ambiental no se encontré ningiin aumento significativo en los dias de evaluacién
(Figura 3D).
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Figura 3. Expresion génica de NLRP3 (A), [L-6 (B), IL-1B (C) y HIF-1a (D) a nivel de la corteza frontal de
ratas expuestas (1, 3,7, 14 y 28 dias) a hipoxia ambiental a 4200 m.s.n.m.

Los datos se expresan como media + SEM. Las diferencias significativas entre los grupos a altitud (barras
azules) y el control (barras verdes) se indican con *p < 0,05, **p < 0,01 y *p < 0,001. Mientras que las
diferencias significativas debidas al efecto del tiempo de la exposicion se indican con las letras a, b, ¢ (p <
0,05). Elanalisis estadistico se realiz6 mediante ANOVA de dos vias seguido de la prueba post hoc de Tukey

Enel hipotalamo, la expresion génica de NLRP3 aumento significativamente al dia 1 (92%), al dia 3 (129%),
al dia 7 (163%), al dia 14 (62%) y al dia 28 (68%); mientras que, por efecto del tiempo de exposicién a la
hipoxia ambiental, se encontré un aumento significativo al dia 3 y al dia 7 (Figura 4A). La expresion génica
de IL-6 aument significativamente por efecto de la altitud al dia 1 (85%), al dia 3 (182%), al dia 7 (165%)
y al dia 14 (158%), mientras que, por efecto del tiempo de exposicién a la hipoxia ambiental, se encontrd
un aumento significativo al dia 3 y al dia 7 y al dia 14 (Figura 4B). La expresion génica de IL-13 aumentd
significativamente por efecto de la altitud, en el dia 1 (7%), en el dia 3 (37%) y en el dia 7 (63%), en
comparacion con el control; mientras que, por efecto del tiempo de exposicion a la hipoxia ambiental se
encontrd un aumento significativo al dia 14 y al dia 28 (Figura 4C). La expresion génica de HIF-1a aument6
significativamenteal dial (155%),al dia 3 (118%) yaldia 7 (153%); ademas cuando se evalud la expresion
génica por efecto del tiempo de exposicidn a la hipoxia ambiental se encontré una disminucion significativa
al dia 14 y al dia 28 (Figura 4D).
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Figura 4. Expresion génica de NLRP3 (A), IL-6 (B), IL-1B (C) y HIF-1a (D) a nivel del hipotdlamo de ratas
expuestas (1, 3,7, 14 y 28 dias) a hipoxia ambiental a 4200 m.s.n.m.

Los datos se expresan como media + SEM. Las diferencias significativas entre los grupos a altitud (barras
azules) y el control (barras verdes) se indican con **p < 0,01 y ***p < 0,001. Mientras que las diferencias
significativas debidas al efecto del tiempo de la exposicidn se indican con las letras a, b (p< 0,05). El analisis
estadistico se realiz6 mediante ANOVA de dos vias seguido de la prueba post hoc de Tukey.

Discusion

El presente estudio demuestra que la exposicion a de ratas a la gran altitud (4 200 m.s.n.m.), induce la
expresion génica del complejo inflamasoma en el cuerpo estriado, hipocampo, corteza frontal e hipotalamo.
La fisiologia nerviosa es muy sensible a la concentracién tisular de O,, lo que ocasiona que su variacion
repercuta significativamente en el mantenimiento de la homeostasis local y su disfuncién (10). Es sabido
que las regiones cerebrales tienen su propia citoarquitectura, por ese motivo, la biodisponibilidad y
sensibilidad y al O, no son uniformes a nivel de todo el cerebro, postulando que las areas corticales

primarias son las que necesitan de una demanda oxigénica y metabdlica mayor comparadas a otras
regiones cerebrales (11).

La disminucién de O, en el tejido nervioso tiene la capacidad de activar el complejo multiproteico
inflamasoma NLRP3, el cual es clave en la respuesta inflamatoria local. Este inflamasoma también puede
ser activado por diversos mecanismos, como la disfuncién mitocondrial, el estrés oxidativo y la
acumulacion de productos de desecho celular en respuesta ala hipoxia o las vias clasicas de la inmunidad
innata (12,13).

Los resultados obtenidos tras la exposicion de ratas a hipoxia de gran altitud muestran un aumento
significativo en la expresidon génica del NLRP3, especialmente a partir del dia 7 en regiones como el cuerpo
estriado, el hipocampo y el hipotdlamo. Sin embargo, este incremento puede observarse desde el dia 3 en
el hipocampoy desde el dia 1 en el hipotadlamo. Estos hallazgos son coherentes con estudios realizados en
el tejido nervioso de ratas sometidas a modelos de privacion de O,, donde también se observaron niveles
elevados de NLRP3 (14). Estos datos refuerzan el rol del NLRP3 como mediador clave de la
neuroinflamacién inducida por la hipoxia.
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Los niveles de NLRP3 a nivel de la corteza cerebral no indicaron cambios significativos, estos resultados
podrian indicar que en condiciones naturales e in vivo las areas corticales que comuinmente son
consideradas mas sensibles al déficit de O, podrian contar con mecanismos fisiol6gicos compensatorios
mas eficientes ante la hipoxia, debido a la importancia para restablecer su homeostasis local (5,6).

La activacion del inflamasomaNLRP3 se ha asociado a mecanismosde inmunidad innata, inducidos por la
presencia de patégenos o eventos de dafio tisular (12,15). No obstante, la neuroinflamacién desencadenada
por la sensibilidad ala disminiucién de O,, sugieren que la exposicion a gran altitud también puede activar
estos inflamasomas en un grado comparable a las rutas tradicionales. Esta activacion exacerba el dafio de
la barrera hematoencefefalica y aumenta los niveles de estrés oxidativo induciendo activacién de las vias
de muerte celular en diversas regiones del cerebro (16).

Los niveles de expresion génica de [L-6 tras la exposiciéon a la gran altitud, indican una mayor sensibilidad
a la hipoxia por parte de este gen comparado a otros mediadores inflamatorios. En nuestro estudio se
encontraron aumentos significativos de la expresion del IL-6 desde el dia 1 en el cuerpo estriado,
hipocampo, corteza frontal e hipotalamo. Estos hallazgos concuerdan con estudios en ratas expuestas a
condiciones simuladas de hipoxia hipobarica (niveles de 7620 msnm) presentaron niveles aumentados de
ROS y niveles reducidos de enzimas antioxidantes (SOD y GPx) y con ello el aumento significativo de la
expresion deIL-6 dentro de las primeras 48 horas (8). Laneuroinflamaciény el estrés oxidativo ocasionado
por la hipoxia a gran altitud puede aumentar la sensibilidad de la expresion de los niveles de [L-6 (17).

En muestras de tejido humano obtenidas durante cirugias neurovasculares, en las que se registraron
episodios de disminucién de oxigeno, también se reportaron niveles elevados de expresion génica de
NLRP3 e IL-1p3, en concordancia con nuestros resultados en areas cerebrales de ratas expuestas a hipoxia
de gran altitud. Estos hallazgos refuerzan la idea de que la activacién del inflamasoma es un proceso
multifactorial, desencadenado tanto por la reduccion del aporte de O, en contextos de hipoxia ambiental
como en condiciones patologicas (18).

Los hallazgos de nuestro estudio manifiestan la estrecha relacion entre la expresion génica de NLRP3 y la
expresion génica de IL-1f producto de la exposicion ala hipoxia de gran altitud (19). Esto se refleja en el
incremento de la expresion génica de IL-1f3 desde el dia 1 de exposicion a la hipoxia en todas las regiones
cerebrales, conun aumento muy acentuado en la corteza cerebral en los dias 7 y 14. Tanto los mecanismos
clasicos de activacion del inflamasoma NLRP3 como la exposiciéon natural a la hipoxia de gran altitud
parecen contribuir a este aumento en la expresion génica de IL-1f, reforzando su papel central en la
neuroinflamacion inducida por hipoxia. Asimismo, los niveles de IL-1f3 detectados en la corteza frontal
resultan consistentes con lo descrito en estudios previos realizados en neuronas corticales primarias
expuestas a hipoxia hipobarica (14).

El HIF-1a es un factor de transcripcion sensible al O, y es un mediador de la respuesta metabdlica
adaptativa y la principal molécula que responde a la hipoxia (20).

Nuestros resultados mostraron que la expresion de HIF-1a en el cuerpo estriado, la cortezay el hipotdlamo
presentaron incrementos significativos desde los primeros dias de exposicion a la hipoxia. En el hipocampo
no se registraron variaciones relevantes en ninguno de los tiempos evaluados, esto contrasta con lo
reportado en estudios en roedores de plasticidad estructural y funcional en condiciones de hipoxia
hipobdrica simulada (equivalente a 6 100 m s. n. m.), en los cuales se reportaron lesiones en neuronas
piramidales del hipocampo y la susceptibilidad temprana del hipocampo ala disminucién del O, (21).

La activacion del inflamasoma, el aumento de su expresion génica NLRP3y de mediadores proinflamatorios
como IL-6, IL-1B 6 HIF-1, constituyen un factor clave en distintas regiones cerebrales. Estos complejos
pueden activarse tanto a través de las vias clasicas de la inmunidad innata (22) como por la exposicién a
condiciones ambientales estresantes, como la hipoxia de gran altitud, quiza en magnitudes similares.

7 Rev. Vet.Zootec. Amaz. 5(1):e1149; (Ene-Jun, 2025). e-ISSN: 2810-8175




Calderon et al. R EVZA @

Finalmente, este es el primer estudio que reporta la expresién molecular de genes relacionados al complejo
inflamasoma en regiones cerebrales de ratas expuesta a gran altitud, pero es necesario una mayor
profundizaciéon mecanistica del efecto de la hipoxia ambiental sobre las vias de sefializacion del complejo
inflamasoma en el sistema nervioso.

CONCLUSION

La exposicion a la hipoxia de gran altitud provoca la activacién del complejo inflamasoma mediante la
expresion génica de NLRP3, IL-6,IL-13y HIF-1a, conrespuestas que varian segun la regidn cerebral, siendo
mas sensibles a la hipoxia ambiental el cuerpo estriado y el hipotalamo.
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