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En los animales mas evolucionados el aporte de oxigeno desde la atmdsfera hasta las
células para realizar la respiracion aerobia se lleva a cabo por los aparatos respiratorioy
circulatorio. El aparato respiratorio bombea aire rico en oxigeno hasta los alveolos,
donde se produce la difusidn del oxigeno desde los alveolos a la sangre y la carga de la
hemoglobina en los capilares pulmonares. El aparato circulatorio distribuye la sangre
rica en oxigeno hasta los capilares periféricos en los que se produce la disociacién del

oxigeno de la hemoglobina y su difusién al medio extracelular e intracelular.

En las mitocondrias se produce la oxidacion de los nutrientes mediante la cadena
transportadora de electrones (CTE), constituyendo este ultimo proceso la respiracion
aerdbica. A través de la respiracion aerdbica las células obtienen energia debido a la
reduccion del oxigeno por los equivalentes de reduccion de los nutrientes, canalizados
en los coenzimas de oxidacion-reduccion tanto NADH+H* como FADH,, produciéndose
como productos de desecho el diéxido de carbono y agua. El diéxido de carbono como

producto de desecho sigue un camino inverso desde la mitocondria a la atmdsfera.

1 Hipoxia tisular.

La hipoxia es la situacién en la que el organismo o una parte del mismo no recibe el
suministro adecuado de O». Las causas de la hipoxia son variadas. Un ejemplo de hipoxia
generalizada ocurre en individuos sanos al ascender a grandes alturas. La hipoxia tisular
localizada se produce en alteraciones circulatorias por disminucién del riego sanguineo

en dichos tejidos que también se llama isquemia tisular.

1.1 Tipos de hipoxia Tisular

Podemos distinguir diferentes tipos de hipoxia atendiendo a la causa de su aparicion:

e Hipoxia hipdxica. Ocurre por un aporte inadecuado de oxigeno a la sangre que

se origina por la disminucion de la presion arterial de Oz (Pa0O3), y por
consiguiente de la saturacién de la hemoglobina que conduce a una disminucidn
de la disponibilidad de O en las células y mitocondrias. Las causas que originan
la disminucidn de la PaO2son la disminucién de la presion alveolar de O, (PAO3)
o la disminucién de la difusion alveolo/capilar o alteraciones del cociente
respiratorio. La sangre venosa también tiene disminuida su PvO; y la saturacion
de hemoglobina.

e Hipoxia anémica. Sucede al disminuir la hemoglobina funcional lo que conduce

a una menor capacidad de transporte de O, asi como a la disminucidon de la
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hemoglobina para ligar o desprender el O disminuyendo con ello Ila
disponibilidad de O3 por las células y sus mitocondrias.
e Hipoxia de estdsis Se produce por un enlentecimiento de la velocidad de

circulacién de la sangre, pudiendo ser local o sistémica (shock).
e Hipoxia histotdxica ocurre cuando existe una incapacidad de las células para

utilizar el oxigeno, como consecuencia de la inhibicidn de los procesos celulares
que lo utilizan para producir energia. En sangre arterial la PaO; y el contenido
de 0; (Ca0;) transportado son normales pero en sangre venosa son elevados
pues su consumo estd disminuido.

Dentro de la hipoxia hipdxica, se pueden distinguir vatios tipos segun las

circunstancias y su forma de instauracién y su duracién:

e Hipoxia aguda: aparece de forma rapida y su duracién es escasa (minutos).

e Hipoxia fisiolégica o de grandes alturas: es una hipoxia hipdxica sostenida (dias,

meses, anos, toda la vida) debida a la disminucidn de la presién atmosférica de
0O,. Esta hipoxia es fisiolégica porque puede cursar sin originar patologias
aparentes durante toda la vida del individuo aunque puede conducir a
complicaciones fatales por falta de adaptaciéon (Gonzalez et al., 1998).

e Hipoxia crénica sostenida patoldgica: se trata de un tipo de hipoxia sostenida

que aparece como consecuencia de una patologia crénica, frecuentemente
pulmonar y a menudo estd asociada a hipercapnia. Este tipo de hipoxia es
caracteristica del EPOC.

e Hipoxia crénica intermitente (HCI): En este caso, el organismo sufre episodios de

hipoxia intercalados con episodios de normoxia (Neubauer 2001). Es frecuente
gue suceda durante el periodo de suefio (8 horas) en el que se suceden episodios
de hipoxia de corta duracion debido a obstrucciones periddicas de las via aéreas
de forma intermitente, mientras que la vigilia (16 horas) se caracteriza por un
estado de normoxia. Este tipo de hipoxia se denomina Apnea obstructiva del
suefio (AOS) cuando frecuencia e intensidad de los periodos de hipoxia alcanzan
cierta gravedad. Durante los episodios de apnea obstructiva las PAO,, PaO; y
PVO; y los Ca0; y CvO; estdn disminuidos mientras que PaCO; estdn
aumentados.

2 Quimiorreceptores arteriales

El organismo necesita mantener unos niveles de O arteriales (PaO; y CAO2) que
aseguren un aporte adecuado a las necesidades metabdlicas de los tejidos periféricos.
Para cumplir esta funcion homeostdtica el organismo dispone de mecanismos

especializados situados estratégicamente que midan los niveles de O; y activan

mecanismos capaces de minimizar estas modificaciones o normalizarlos en situaciones
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en que estén alterados. Los animales superiores poseen mecanismos de regulacion que
tienden a prevenir o minimizar cualquier tipo de hipoxia y que usan como efectores a
los aparatos respiratorio y circulatorio. Los quimiorreceptores del cuerpo carotideo (CC)
detectan disminucion de PaO:; e inician, reflejos encaminados a aumentar el bombeo de
aire rico en Oy desde la atmdsfera a los alvéolos. En este contexto, se dice que los CC
(con alguna posible contribucién de los cuerpos adrticos) tienen una funcién adaptativa,
ya que la hiperventilacion que desencadenan su activacién al disminuir la PaO; hace
posible que los animales sanos, realicen las funciones vitales de forma adecuada y se
adapten a altitudes con presiones barométricas de hasta unos 350 mm Hg. La gran
sensibilidad (umbral bajo y ganancia alta, en términos fisiolégicos) de los CC a la hipoxia
se acompafia de una gran resistencia a sus efectos deletéreos, lo que llevd a

denominarlo ‘ultimum moriens’ (Schmidt 1938)

2.1 Estructura y funcién del cuerpo carotideo

El cuerpo carotideo (CC) es un pequefio érgano par situado en las proximidades de
las bifurcaciones carétidas, su localizacién y tamario varia entre especies, en el humano
adulto tiene un tamafio de unos 2 mm de didmetro. Recibe inervacidn simpdatica por
medio del nervio del seno carotideo (NSC), que a su vez conecta con el nervio

glosofaringeo.
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Figura 1. A Representacion esquemdtica de la localizacion anatémica de un cuerpo carotideo: 1, cardtida comun;
2, cardtida interna; 3, cardtida externa; 4, cuerpo carotideo; 5, ganglio petroso; 6, nervio del seno carotideo; 7, ganglio
cervical superior; 8, nervios gangliomerulares; 9, ganglio nodoso. B. Organizacion estructural de un glomérulo
glomico: 1, células glémicas, quimiorreceptoras o de tipo I; 2, célula sustentacular o de tipo Il; 3, vesiculas sindpticas;
4, terminaciones nerviosas sensoriales; 5, fibra sensorial; 6, capilares que rodean el islote celular.

El CC estd organizado en forma de islotes que constituyen el parénquima glémico,
separados por tejido conectivo y recibe amplia vascularizacidon desde la arteria glémica
gue emerge de la cardtida externa, hay capilares tortuosos en torno a los cuales se
organizan los islotes celulares, pero también abundan los capilares rectos y algunas
anastomosis arteriovenosas. El glomérulo es su unidad funcional y esta formado un
islote celular y la red de capilares que lo irrigan. En cada islote se reconocen dos tipos
de células: glémicas quimiorreceptoras o de tipo | y sustentaculares, capsulares o de tipo
Il. Las primeras son redondas u ovoides, poseen un citoplasma rico en vesiculas de
nucleo denso y tienden a ocupar el centro de los islotes; las segundas son aplanadas, no
poseen especializaciones citoplasmaticas y se situan en la periferia de los islotes
celulares. Las células tipo Il son consideradas células de soporte de naturaleza

neuroglial, siendo las células de tipo | los quimiorreceptores primarios.

Las células de tipo |, mds numerosas que las de tipo Il, reciben inervacién del NSC. Las

fibras sensoriales provienen de neuronas que se asientan en el ganglio glosofaringeo
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inferior, petroso o ganglio de Andersch produciéndose sinapsis con ellas.
Posteriormente estas fibras sensoriales vehiculadas por el nervio glosofaringeo
conectan con el tronco del encéfalo llevando inervacién aferente hasta el nucleo del
tracto solitario (NST) (Kline 2010), donde se integra la sefial aferente de una manera

plastica (Kline 2010; Gonzdalez-Martin et al., 2011; Gonzdlez et al., 2014).

El CC también recibe inervacién parasimpatica de neuronas agrupadas en
microganglios en la superficie del CC, asi como de neuronas a lo largo del NSC y de la
unién del NSC con el glosofaringeo (de Castro, 1926). Estas neuronas son de cardacter
nitrérgico-colinérgico (Wang et al., 1995; Campanucci et al., 2003) inervando los
capilares intraglémicos controlando el flujo sanguineo, siendo responsables de la
hiperemia funcional que refleja el CC en situaciones de hipoxia, al actuar de forma
vasodilatadora y de forma opuesta a como lo hacen las fibras de origen simpdatico que

inervan la red vascular del CC.

2.2 Transduccién y transmision en el cuerpo carotideo.

Una vez que la sefial ha sido detectada por el sensor, se produce el mecanismo de
transduccidon que conduce a la transformacion de esta senal, en otra forma de energia
ya sea en una o varias etapas. En el caso del CC que es un receptor sensorial secundario

se pueden diferenciar dos etapas:

e Transduccion: la energia del estimulo es transformada en respuesta secretora
con liberacién de neurotransmisores.

e Transmision: la sefial quimica procedente de la liberacion de los
neurotransmisores se trasforma en sefial eléctrica en la fibras sensoriales.
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Figura 2. Cascada de transduccion hipoxica en las células quimiorreceptoras del cuerpo carotideo y efectos sobre
activacion del simpadtico y ventilacion alveolar. NSC (nervio del seno carotideo), SNC (sistema nervioso central), SNS
(sistema nervioso simpdtico).

Este modelo de transduccién del estimulo hipdxico se conoce como el modelo de
membrana (Gonzalez et al., 1992) aunque todavia hay algunos aspectos aldn no
resueltos. En el caso de la hipoxia el mecanismo sensor se localiza en las células tipo I. El
proceso de acoplamiento sensor-estimulo hipdxico lleva a un cambio conformacional de
la estructura del sensor, que lleva a una disminucion en la probabilidad de apertura de
los canales de K* sensibles a la PO;, que provoca una despolarizacién celular, con la
consiguiente activacién de canales de Ca%* dependientes de voltaje, la entrada de Ca?*
extracelular provoca la liberacién de neurotransmisores al espacio sindptico (Gonzalez

etal., 1992; 1994) que conduce a la activacién de las terminaciones sensoriales del NSC.

Experimentalmente se puede comprobar, que los impulsos nerviosos que se generan en
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el CC y que se registran en el nervio del seno carotideo (NSC), persisten por lo menos
media hora después de muerto el animal. Por otra parte, las descargas originadas en los
CC mantienen la respiracion en animales profundamente anestesiados pues dejan de
respirar al suministrarles 100% Oz en vez de aire al silenciarse los quimiorreceptores.
Ademas, los CC detectan los incrementos PaCO; o la [H*] junto con los
quimiorreceptores centrales y alguna contribucién de los cuerpos adrticos e inician una
hiperventilacion refleja que tiende a descargar el exceso de CO; a la atmdsfera; esto es,
los CC tienen una importante funcién homeostatica de los niveles de CO2 y del pH. Los
CC también detectan cambios en la temperatura y osmolaridad pero el significado
funcional de estas detecciones no esta bien definido a nivel sistémico (ver Gonzélez et
al., 1992; 1995). Estudios mas recientes proponen un papel de las células glédmicas en
los niveles de glucemia aunque existe controversia al respecto y también se ha
propuesto una relacién entre insulina y quimiorreceptores (Ribeiro et al., 2013; Limberg

et al.,, 2014, ver Prabhakar and Jeiner 2015).

El estimulo quimiorreceptor se transmite por el NSC hasta los centros nerviosos en el
tronco encéfalo (nucleos del tracto solitario y de la médula rostral ventrolateral), donde
se integra la sefial quimiorreceptora en los centros responsables de la ventilacidn,
produciéndose ademdas un aumento del tono simpatico. Este aumento del tono
simpatico, conlleva la liberacién de catecolaminas (CA) en las terminaciones simpaticas

y medula adrenal (MA), produciendo el aumento de la presidn arterial sistémica.

3 La apnea obstructiva del suefio (AOS)y Sindrome Obstructivo del suefio
(SAQS)

Recientemente se ha propuesto un papel importante del CC en la fisiopatologia del

AOS y del consecuente SAOS. En esta seccion haremos una breve introduccién a estos

trastornos en los que se enmarcan los objetivos de este trabajo.

Previamente a tratar la apnea obstructiva del suefio es conveniente introducir

algunos conceptos sobre apnea y suefio.

La apnea se define como una reduccion total del flujo de aire de al menos 10
segundos (incluso a 30 o 40 segundos), mientras que se considera hipoapnea cuando

existe una reduccién parcial del flujo de aire.
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Las apneas se clasifican segun la causa que las origina en:

Apnea central: la ausencia de movimientos ventilatorios es producto de la
eliminacion de la actividad del centro respiratorio, en ausencia de resistencia

ventilatoria.

Apnea mixta: comienza como una apnea central, seguida de un componente

obstructivo.

Apnea obstructiva: se produce por oclusién de la via aérea superior debida a colapso
parcial o total, y sucede con hipoventilacion alveolar a pesar del que persisten los

esfuerzos ventilatorios

3.1 Apnea obstructiva del suefio (AOS).
Este trastorno se caracteriza por repetidas oclusiones totales o parciales de las vias
aéreas superiores impidiendo el flujo de O al aparato respiratorio y circulatorio durante

el periodo de suefo que desaparece en estado de vigilia.

Las causas del AOS son complejas no son bien conocidas (ver apartado 6 de esta
Seccién) pero se puede generalizar que se debe al predominio neto de los factores que
favorecen el cierre sobre los que favorecen la apertura de la vias aéreas superiores y se
ha propuesto un papel fundamental a la inhibicién de la actividad de los musculos

dilatadores de las vias aéreas (Somoza et al., 2015).

Con cada obstruccién se produce una disminucion de PaO; y de la SaO; y aumento
de la PaCO; y [H*], lo que activa los quimiorreceptores periféricos (fundamentalmente
el CC) que envian una sefial a los centros reguladores del suefio, de la respiracion y activa
el Sistema Nervioso Simpatatico (SNS), provocando un microdespertar, que activa la
contraccion de los musculos dilatadores de las vias aéreas superiores y se restaura la
respiracion y los valores normales de gases en sangre (Dempsey et al., 2010; Dempsey

et al,, 2014).

Por tanto en el AOS se produce una hipoxia en cada obstruccidén que se repite durante
el suefio y se transforma en crdnica al extenderse en el tiempo. Su diagndstico se realiza
por el relato de la pareja de ronquido intenso, apneas y somnolencia diurna excesiva

debido a los microdespertares que impiden el descanso. La confirmacién se realiza a
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través de un estudio de polisomnografico durante el suefio (Somoza et al., 2015; Levy

et al., 2015).

El criterio mds utilizado para la clasificacién de la severidad del AOS es el indice de
episodios de apnea/hipopnea por hora (AHI). Segun el indice de AHI los pacientes que
presentan eventos entre 5y 15 por hora se considera que padecen un AOS leve, entre
15 y 30 obstrucciones a la hora se considera un AOS moderado y mas de 30 episodios
en una hora un AOS severo; este grupo sufriria mas de 240 episodios hipdxicos/noche.
La hipoxia modifica otros parametros que se han utilizado para la clasificacién de la
apnea: Pa0,, Sa0,, la media de la saturacion de O, (ASa0O:), el valor minimo de la
saturacion de O, (LSa0;) y por ultimo el porcentaje de tiempo total, con un nivel de
saturacion de O; total por debajo del 90% (T<90%). Sin embargo Chaudhary que clasifica
a sus pacientes en tres grupos que se corresponden a AHI <20, entre >20 - 50< y >50,
encuentra una buena correlacidn entre ASaO; y LSa0O, y el AHI pero una pobre o ninguna

relacion entre el AHIl y T<90% (Chaudhary et al., 1998).

3.2 Sindrome de la Apnea Obstructiva del Suefio (SAQS)

Con los afios, la AOS genera un sindrome de apnea obstructiva del suefio (SAQS), que
es la AOS mas una serie de patologias asociadas (Somoza et al., 2015; Levy et al., 2015):
cardiovasculares (riesgo de padecer hipertensién y accidentes cardiovasculares agudos;
(Lurie, 2011), hepato-metabdlicas (obesidad, resistencia a la insulina, y esteatosis
hepatica no alcohdlica; Vgontzas et al., 2005; Conde et al., 2014) y neurosiquidtricas
(ansiedad, depresion y déficits cognitivos-demencias, ademas de alteraciones causadas
por los accidentes cerebrovasculares agudos; (Saunamaki & Jehkonen, 2007; Gozal,

2013).

4 El suefio. Aspectos fisioldgicos.

Dado que la AOS ocurre durante el periodo de suefio, trataré brevemente las fases
del suefio fisiolégico y su relacion con la apnea del sueio. El suefo puede ser definido
como un estado fisiolégico, caracterizado por una reduccién de la actividad motora, con
un aumento de la actividad vagal, y del umbral sensorial hacia el cual el individuo
responde, la adopcidn y cambios de posturas caracteristicas, una facil reversibilidad del

estado y por la presencia de una serie especifica de senales electrograficas
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Figura 3. Estructura de las diferentes fases (1-4) de etapa no-REM 'y fase REM en los ciclos del suefio.

El suefio tiene una estructura ciclica y ordenada (fase no REM y fase REM), cada ciclo
tiene una duraciéon aproximada de 90 minutos, siendo la proporcion de no REM
mayoritaria a primeras horas de la noche, mientras que la fase REM predomina en las
ultimas horas. La repeticidén de varios de estos ciclos conforma un episodio completo de

sueio.

Para diagnosticar alteraciones del suefio se utiliza la polisomnografia (ver Levy et al.,
2015) que reune medidas electroencefalograficas (EEG) de las neuronas corticales,
electrooculograficas (EOG) del movimiento de los ojos y electromiograficas (EMG) de la
actividad muscular, ademas de medidas de frecuencia cardiaca, nivel de saturacidon de

O en sangre, cambios de postura etc.
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Figura 4. Representacion de las ondas polisomnogrdficas en estado de vigilia, suefio REM y suefio no-REM. (EEG)
electroencefalograma, (EMG) electromiograma, (EOG) electrooculograma.

El proceso del suefio comienza al pasar de un estado de vigilia a la fase de suefio no
REM, y posteriormente a la fase de sueno REM, caracterizada principalmente por una
inhibicién de la musculatura somatica y por el caracteristico movimiento rapido de los

0jos.

4.1 Fase de suefio no REM

La fase de suefio no REM se caracteriza por una baja actividad neuronal y una
disminucion en la actividad metabdlica, disminucién del ritmo cardiaco, presion arterial
y temperatura cerebral, en esta fase del sueifo hay una disminucién de la actividad del

sistema nervioso simpatico, con el consiguiente aumento de actividad parasimpatica.

Esta formada por 4 fases cada una de las cuales tiene unos cambios tanto de EEG

como de EOG y EMG caracteristicos.

En el paso de la vigilia a la fase 1 (adormecimiento) de suefio no REM se produce una
disminucion de la frecuencia en el EEG de ondas beta (14-25 Hz) y gamma (30-80 Hz)
con parpados abiertos y alfa (8-13 Hz) con parpados cerrados, a ondas theta (4-7 Hz). En
esta fase 1 de suefo no REM se produce una disminuciéon del tono muscular y una
pérdida de la consciencia exterior, los movimientos oculares o bien no estdn presentes

o son aislados.

En la fase 2 (suefo ligero) prosigue la disminucion de la frecuencia siguiendo en el

orden de las ondas theta, en esta fase hay 2 tipo de ondas caracteristicas: ondas
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denominadas huso de suefio o ““spindles™ (12-16 Hz) de frecuencia que aparecen de
forma intermitente y breve, y las ondas llamadas complejo K que presentan una primera
fase negativa de gran amplitud seguida de una fase positiva de menor amplitud y mas

lenta.

En la fase 3 aumenta la cantidad de ondas lentas de tipo delta (0.5-4 Hz), en esta fase
el suefio es mds profundo y la posibilidad de despertar ha disminuido, aqui el tono

muscular disminuye aunque sigue presente.

La fase 4 es la fase de suefio profundo, en ella continua la disminucion de la actividad

del EEG con mayoria de ondas delta y el tono muscular estd muy disminuido.

En su conjunto las fases 3 y 4 de suefio no REM son conocidas como fase de suefio de

ondas lentas.

4.2 Fase de suefio REM

También se conoce como fase de sueno paraddjico, debido a que mientras la
frecuencia y amplitud de las ondas presentes en el EEG son similares a las presentadas
en el estado de vigilia, (frecuencias rapidas y bajo voltaje) mezclado con ondas theta,
existe una fuerte y marcada inhibicién del tono muscular (atonia), a excepcién de los
musculos del diafragma y oculares. En esta fase aparecen breves contracciones faciales
y en las extremidades, a pesar de la atonia generalizada, y es caracteristico el

movimiento rapido de ojos que da nombre a esta fase del suefio.

La fase de suefio REM aunque es continua tiene 2 caracteristicas principales: una es
la fase ténica caracterizada por la atonia generalizada y las caracteristicas ondas de bajo
voltaje y alta frecuencia (ocurre durante toda la fase de suefio REM), y la fasica en la que
se presentan las contracciones musculares breves y el movimiento ocular caracteristico

(aparecen de forma breve e intermitente).

En la fase REM se produce un aumento del metabolismo y de la temperatura del
cerebro, y se produce una disminuciéon de la respuesta corporal a cambios de
temperatura llevando con ello la temperatura corporal hacia la temperatura ambiente.
Un ciclo de suefio completo estaria de esta manera organizado pasando desde una fase
inicial de adormecimiento y suefio ligero (fases 1 y 2 no REM), a una fase de suefio

profundo (fases 3 y 4 no REM), para posteriormente pasar a la fase de suefio activa o
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paraddjica (fase REM). Un ciclo tiene una duracién de unos 90-110 minutos en humanos
adultos, y normalmente la repeticion de 4 a 5 ciclos no REM-REM constituyen una etapa

completa de suefo.

4.3 Variacion de la Estructura del suefio con la edad.

La duracién y estructura del ciclo de suefio varia con la edad, asi en recién nacidos la
duracion del periodo de suefio es aproximadamente de 16 horas diarias, siendo casi el
50% del tiempo total de tipo REM, en los cuales se hace menos evidente tanto la atonia
caracteristica de esta fase de suefio presente en los adultos, como las caracteristicas
contracciones musculares. La duracién del ciclo no REM-REM en recién nacidos es de
unos 45 minutos, disminuyendo con el avance de la edad tanto en duracién del suefio
diaria como el porcentaje de suefio REM dentro del total. En individuos adultos el
periodo total de suefio se reduce a unas 8 horas diarias de las cuales el 25% del total es

de tipo REM.

Al comparar el suefio de individuos ancianos con el de los adultos jovenes, se
observan cambios que afectan tanto a la arquitectura del suefio nocturno como al ritmo
circadiano de suefio-vigilia. Todos estos cambios contribuyen a que el sueio de los

ancianos se caracterice por ser mas “fragil” que el de jévenes.

En términos generales los ancianos presentan: 1.un aumento del tiempo de latencia
antes de iniciar el suefio, 2. disminucién de la cantidad de suefio profundo (fase 3y 4 no
REM) y del REM, 3 aumento del sueiio ligero (fase 1y 2 no REM), 4. suefio fragmentado
y dificultad para reiniciar el suefio, 5. somnolencia, 6. aumento del nimero de cambios
de postura, 7. disminucién del umbral para despertarse con estimulos auditivos. 8.
disminucion del tiempo de suefio nocturno, pero el total de horas dormidas puede ser

el mismo. 9. reduccion de la amplitud y desincronizacién de ritmos circadianos.
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Figura 5. Estructura y duracion de las distintas fases del suefio en la nifiez, juventud y edad avanzada.

Existe controversia sobre si la necesidad de suefio disminuye con la edad. Sin
embargo, las personas de edad avanzada sanas tienden a necesitar y a obtener el mismo
tiempo de suefio que tenian cuando eran jévenes, aunque pueden tener distinta
arquitectura y diferente distribucion del mismo en el dia. Se puede decir que los
ancianos pasan mas tiempo en la cama, menos de él durmiendo, ya que tardan mas
tiempo en conciliar el suefio, presentan mas despertares, con periodos de vigilia

nocturna prolongados y tienen menor eficiencia de sueio.

4.4 Relacion entre las distintas fases del suefio y la apnea obstructiva del suefio (AOS).

Fisiologicamente, en las fases 3 y 4 del suefio no-REM vy principalmente durante la
etapa del sueiio REM, disminuye la actividad nerviosa hacia los musculos inspiradores y
los dilatadores de las vias aéreas (Dempsey et al., 2010), con el resultado de una

disminucion de la ventilacion y un aumento en la resistencia de las vias aéreas.

Cada episodio de obstruccién comienza con una disminucién de la SAO; vy
ralentizacion de ritmo cardiaco pero al final del episodio apnéico el ritmo cardiaco se
acelera y aparecen las ondas alfa caracteristicas de un estado de vigilia con parpados

cerrados en el EEG, y el EMG presenta alta actividad con el fin de recuperar el tono

-36 -



Introduccion
Miguel Quintero

muscular que abra las vias aéreas y con ello restablecer los valores normales de gases

en sangre (Levy et al., 2015).

Los microdespertares hacen que la arquitectura normal del suefio quede alterada
existiendo un predominio de la fase 1 de sueno no REM sobre las fases 3y 4, lo que lleva
a un sueio de baja calidad, que seria el responsable de la fatiga y excesiva somnolencia

reflejada por los pacientes con AOS ( Levy et al., 2015; Kandel 2000).

5 Causas del AOS.
Ya se ha comentado que las causas del AOS son complejas (Somoza et al., 2015) pero

trataremos de analizarlas en este apartado.

5.1 Perdida del tono muscular.

Se ha propuesto que factores mecanicos que reducen la amplitud de las vias aéreas
superiores, y algun tipo de impedimento en la contraccidn de los musculos dilatadores
de las vias aéreas por parte del sistema nervioso central, o bien una pobre respuesta de
los musculos dilatadores llevan a la perdida periédica de la capacidad de apertura
durante el suerio, A lo anterior se afiade una disminucion de la actividad del muasculo
geniogloso, que causa la caida de la lengua hacia atrds cerrando las vias aéreas (Morrison
et al., 1993; Ryan & Bradley 2005; Tsai et al., 2013; Levy et al., 2015; Somoza et al.,
2015).

Esta pérdida de tono muscular de los musculos dilatadores encargados de la apertura
de las vias aéreas superiores se acentua durante las fases 3 y 4 de suefio no REM, en la
gue se produce hipotonia y principalmente durante la fase de sueiio REM, en la cual se

produce atonia, seria una de las causas fundamentales (Levy et al., 2015).
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MECANISMO DE INHIBICION DE LA ACTIVIDAD MOTORA
EN LA FASE DE SUENO REM
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Figura 6. Representacion esquemdtica de la inhibicion motora que produce la atonia en la fase de suefio REM,
(Kandel 2000).

En la fase de suefio REM se produce una activacidon de una serie de neuronas GABA-
érgicas situadas en la protuberancia o puente del troncoencéfalo, esta activacion
produce una inhibicién de neuronas productoras de serotonina y noradrenalina, al
tiempo que produce la activacion o desinhibicién de neuronas productoras de
acetilcolina, estas neuronas colinérgicas situadas igualmente en la protuberancia
troncoencefdlica excitan neuronas glutamatérgicas. Las neuronas glutamatérgicas
proyectan conexiones hacia la médula conectando con interneuronas que liberan glicina
en neuronas motoras, que hiperpolariza a estas neuronas motoras. Esta
hiperpolarizacién de las neuronas motoras unida a la reduccidn en la liberacién de
serotonina  (5-HT) y noradrenalina produciria finalmente la pardlisis motora

caracteristica de la fase de suefio REM (ver el esquema de la fig 6; Kandel 2000).

5.2 Obesidad.
La obesidad es una factor de riesgo fundamental del AQS, de hecho el paciente

prototipo con AOS es un hombre obeso de mediana edad.

En individuos obesos existe un incremento de depdsitos de grasa en la faringe y resto
de estructuras de las vias aéreas superiores, este acimulo de depdsitos de grasa dificulta

la apertura de las vias aéreas, favoreciendo con ello su colapso.
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Existe una relacion directa entre el peso y la intensidad del AOS, de manera que a
mayor aumento de peso, mayor depdsito de grasa en las vias aéreas y disminucion de la

apertura de dichas vias.

Figura 7. Imagen de individuo con AOS en el que se observa el desplazamiento de la lengua hacia la parte posterior
obstruyendo las vias aéreas superiores.

53 Factores genéticos.

En los individuos con AQOS, se observan algunas diferencias anatémicas caracteristicas
de causa genética como la presencia de retrognatismo (disminucién del tamafio de la
mandibula), el posicionamiento inferior del hueso hioides, o una posicion mas retrasada
de la mandibula (Leung et al., 2012). También facilita padecer AOS un tamafio excesivo
de la lengua, cuello corto, hipertrofia de amigdalas, problemas en el paladar, o incluso
factores asociados a la conducta, como el hecho de dormir boca arriba que puede

producir que la lengua caiga y produzca obstrucciones.

De manera que mientras el individuo esta despierto los quimiorreceptores arteriales
(CC), captan activamente las disminuciones de la PAO,y el incremento de la PaCO; y pH
gue compensan hiperventilando, pero cuando el individuo estd dormido, especialmente
en la fase REM, hay una disminucién de la capacidad de deteccién de la disminucién de
PaO; y del aumento de la PaCO,. Esta disminucidn de la sensibilidad y posibles
alteraciones en el reflejo quimiorreceptor, unido a la atonia muscular que impide la
restauraciéon de la apertura de las vias aéreas, junto con otros factores predisponentes
ya comentados (obesidad), agravan la situacién producida por el AOS. También otros

factores como tabaco, alcohol presencia de edemas favorecen la aparicion de este
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patologia. Se puede concluir que la génesis del AOS es de tipo multifactorial, y la suma
de los factores favorece que se desencadene el proceso (Somoza et al., 2015; Levy et

al., 2015).

6 Fisiopatologia del AOS: Hipoxia Cronica Intermitente
Como se ha indicado con anterioridad, las apneas repetitivas acaecidas en el AQOS,
producen una situacién intermitente de disminucién de la PaO; y un aumento en la

PaCO..

Fletcher et al., (1995) fueron los primeros en demostrar experimentalmente la
importancia de la HCl en el SAOS utilizando ratas al describir que en los animales
sometidos exclusivamente a HCl se observaba el incremento en la actividad del SNS, que
conducia al desarrollo de hipertensiéon. En el mismo estudio observaron que los
episodios hipdxicos (que simultdneamente generan hipocapnia por la hiperventilacién
consecuente) eran los desencadenantes de la hipertensién pues al afadir CO; con la
finalidad de transformar los episodios hipdxicos, en eucapnicos o moderadamente
hipercapnicos, no se modificaba la hipertensién de la HCI hipocdpnica. Estudios mas
recientes indican que, efectivamente, es el estimulo hipdxico intermitente y no el
estimulo hipercapnico (Peng & Prabhakar, 2004) el que sensibiliza al CC y que puesto
gue el CC detecta las variaciones de la PO2 se ha considerado como desencadenante del
aumento del tono simpatico y aumento de la presidn arterial generada por la HCl a en
pacientes con AOS (Cistulli& Sullivan, 1994; Narkiewicz et al., 1999). Estos hallazgos
validan utilizar animales de experimentacién a los que se someten a atmdsferas en que

la PO, oscila ciclicamente, para estudiar tanto el AOS como el SAOS simulando una HCI.

6.1 Efectos de la HCl en el CC

La HClI producida en el AOS tiene dos efectos principales en el reflejo
guimiorreceptor: a) aumentar la respuesta a la hipoxia aguda en el CCy en los efectores
del SNS, es decir un aumento de la sensibilidad al estimulo hipdxico (Rey et al., 2004;
Peng & Prabhakar2004), y b) aumentar la actividad basal del sensor y efector de manera

duradera hasta cronificarse (facilitacion a largo plazo: LTF) (Prabhakar et al., 2006).

En estos aspectos es importante comentar los experimentos del grupo de Prabhakar

(ver Prabhakar et al., 2015 para referencias). Peng et al., (2003) en experimentos
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realizados en rata observaron que la exposicién a episodios de HI aguda previos,
incrementaba respuesta del CC, medida como descargas en el NSC, ante cada uno de los
episodios aplicados posteriormente. Ademas mostraron que el incremento de las
descargas en el NSC de animales previamente expuestos a HCI, permanecid incluso
después de que la exposicion a la nueva hipoxia aguda hubiera terminado, mientras que
en animales controles la activacidon de los CC disminuyd a niveles basales una vez que
los episodios de HI aguda acabaron. Estos resultados indican que la HCl produce un
aumento en la actividad nerviosa basal de los CC y de la respuesta ante la hipoxia que
perdura mas alla del estimulo hipdxico. El aumento de la sensibilidad ante la hipoxia en
el CC asi como el incremento mantenida en la actividad basal, son dependientes del
tiempo de exposicidn a HIl crénica, asi como de la frecuencia del estimulo hipdxico. No
se observaron los fendmenos de aumento de sensibilidad hasta el tercer dia de
exposicidon a Hl crénica y se mantuvo hasta el décimo dia. Tanto la sensibilizacion de los
CC como el aumento basal que perdura en el tiempo de las descargas en el NSC, se
revertieron posteriormente al exponer los animales tratados con HCl a condiciones

normaoxicas.

Esta reversibilidad de la sensibilidad de los CC y actividad en el NSC estd de acuerdo
con las observaciones realizadas en individuos que padecen AOS y siguen terapia con
CPAP (Sommers et al., 1995), en los que se observa una disminucién en la presién
arterial. También apoyan estas conclusiones, la denervacion del CC de roedores a los
que se somete a HCI, presentan una disminucion de la presidn arterial (Lesske et al.,
1997; Prabhakar et al., 2005) y por el contrario, episodios breves de hiperoxia en
humanos, disminuyen la actividad simpatica. (Kara et al., 2003). Estas observaciones
llevan a la conclusién que la HCl aumenta la respuesta hipdxica de los CC debido a una

sensibilizacién y LTF selectiva del CC lo que produce una activacién del SNS.

Respecto a aspectos morfoldgicos la HCl aplicada en ratas no produce modificaciones
significativas en los CC de rata sometidas a HCI excepto en el tamafio de laos capilares

(Peng et al., 2003; del Rio et al., 2011).

6.1.1 Efectos generales reflejos originados en el CC
Las fibras sensoriales del NSC y que forman parte del arco aferente del reflejo

guimiorreceptor ante la hipoxia son vehiculadas por el n. glosofaringeo hasta el tronco
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del encéfalo donde la informacion sensorial se integra en la parte comisural del NTS
(Zhang &Mifflin, 1993; Chitravanshi & Sapru, 1995; ver Prabahakar et al., 2015 ), de ahi
continuard a localizaciones entre ellas el nucleo paraventricular y la médula rostral
ventrolateral que conducen a la activacidon del SNS y la activaciéon de los musculos
inspiratorios y dilatadores de las vias aéreas superiores, produciendo despertares, de
manera que se superan la obstruccién y se restauran los gases sanguineos. En un estudio
reciente Moraes et al., 2013 refieren que una subpoblacion especifica neuronas
presimpaticas (no moduladoras de la ventilacidn) localizada en la medula rostral
ventrolateral que reciben inputs desde los nucleos respiratorios que pueden contribuir

al incremento de actividad simpdatica en la HCI.

De manera que los efectos consecuentes a la sensibilizacién y LTF del CC por la HCl y
en consecuencia los dependientes de la participacién del CC en SAOS, que se han
demostrado tanto en humanos como en animales de experimentacion (ver Prabhakar

et al., 2015 para referencias) se pueden agrupar en:

1. Fragmentacion del suefio por los despertares repetitivos que a su vez producen
somnolencia, disconfort y ansiedad al dia siguiente

2. Inestabilidad respiratoria e incremento del esfuerzo inspiratorio para superar la
obstruccidn. Estos esfuerzos originan importantes alteraciones de la presion
toracica y cambios hemodinamicos que alteran el perfil de las oscilaciones de la
presiones arteriales y tisulares de O, (Almendros et al., 2010; Prabhakar 2013)

3. Activacién del reflejo simpatico (Narkiewicz et al., 1997 & 1999; Prabhakar et al.,
2006; Zoccal et al., 2008) que produce entre otros efectos la ya comentada
hipertensidn arterial sistémica. Por otra parte la HCl también afecta a otras
estructuras del arco reflejo y activa la secrecidon de CA por la MA (Prabhakar et

al., 2006; Nandury et al., 2015).

El papel importante de la estimulacién simpatica y de MA en la HCl se demuestra por
la disminucién en la presion sanguinea, asi como una disminucién en la liberacién de CA
tras la extirpacion de la médula adrenal en ratas sometidas a HCI (Bao et al., 1997) o

simpatectomia quimica con 6-OH Dopamina (Fletcher et al., 1992b).
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Figura 8. Contribucion del reflejo quimiosensorial del CC a la hipertension causada por la AOS. Tomado de J Nanduri
etal.,, J.Mol. Med (2015) 93:473-480.

6.1.2  Mecanismos moleculares de la HCl en el CCy en el reflejo quimiorreceptor

La exposicién repetida a procesos de hipoxia-reoxigenacién durante la HCl es similar
a la observada en procesos de isquemia-reperfusidon. Durante la reoxigenaciéon se
produce un aumento en la produccién de especies reactivas de O, (ROS), principalmente
por medio de la Xantina oxidasa (Nanduri et al., 2013), El aumento de ROS conduce al
incremento en la concentracion de Ca?* intracelular, que finalmente lleva a un
desequilibrio entre la sintesis de las isoformas de Hipoxia-Inducible Factor (HIF), que son
criticos en la transcripcién de enzimas prooxidantes 6 antioxidantes (Nanduri et al.,

2015).

Las isoformas HIF-1 y HIF-2 son heterodimeros con una subunidad B o constitutiva y
una subunidad a regulada por O, (ver Semenza 2012). En las células del CC (ver
Prabhakar and Semenza 2012) se expresan ambas isoformas (Roux et al., 2005; Lam et
al., 2008). La HCl aumenta los niveles de la isoforma HIF-1a y disminuye la HIF-2a (Lam
et al., 2006; Nanduri et al., 2009). El HIF-1 es el factor de transcripcion responsable,
entre otras moéleculas (EPO, VGF,...), de la sintesis de enzimas prooxidantes, como la
NADPH oxidasa de tipo 2 (Nox-2), presente en el CCy en otros componentes del reflejo
guimiorreceptor (NTS, médula rostral ventrolateral y MA) (Peng et al., 2009; 2014). El
HIF-2 es un potente activador de genes responsables de la sintesis de enzimas

antioxidantes como la SOD-2 (Scortegagna et al., 2003). Es decir, la HCI a través de
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incrementar el cociente de HIF1/HIF2 (ver figura 9) favorece la sintesis de enzimas
prooxidantes respecto a los antioxidantes y genera estrés oxidativo (Nanduri et al.,

2015).

Los ROS generados por la actividad de Nox-2 (Peng et al., 2009), inhiben también la
actividad del complejo | de la cadena mitocondrial, produciéndose de esta manera un
aumento en la produccién de ROS (los propios ROS aumentan la produccion de mas ROS)

(Khan et al., 2011).

El aumento del estrés oxidativo activa al CC, incrementando la liberacion de
neurotransmisores y las descargas en el NSC (Feng et al., 2008). También se ha descrito
un incremento de la excitabilidad celular de las células gldmicas mediada por el
incremento de la inhibicién de canales de K* tipo TASK. (Ortiz et al., 2012). Apoyando
un papel para el HIF1 en los cambios producidos en el CC ante la HCI se sitian los
estudios con ratones heterozigotos que demuestran la ausencia de la sensibilizacion y
facilitacion a largo plazo (LTF) en ratones hifla*- (Peng et al., 2006). Sin embargo, a
pesar de los resultados anteriores, el efecto directo de los ROS en el CC es fruto de
controversia (Gémez-Nifio et al., 2009; Gonzélez et al., 2007).

Recurrent
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Chemosensory Reflex
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Figura 9. Esquema de la disregulacion de HIF-1 y HIF-2 por HCI como resultado de apnea y la regulacion positiva
del reflejo quimiorreceptor del CC por ROS. Sefializacién por Ca?*, nucleo del tracto solitario (nTS), médula ventrolateral
rostral (RVLM). (Tomada de Nanduri et al., 2015).
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Otros elementos que participan del reflejo quimiorreceptor a la hipoxia se modifican
ante la aplicacién de la HCI tanto a nivel central (nucleos troncoencefélicos) como a nivel
periférico (MA) y colaboran a la génesis de la hipertensién arterial (ver Prabhakar et al.,
2015, Nanduri et al., 2015). Se ha demostrado que la HCI a través del incremento de
ROS y posterior incremento de Ca 2* modifica los niveles de HIF cuyo desequilibrio en los
niveles de las isoformas incrementa los niveles de ROS (ver figura 9). Estas
modificaciones no suceden en la MA ante la ablacién de los CC o tras su denervacion, lo
gue implica la necesidad de la activacidn del CC, origen del reflejo quimiorreceptor, para
gue se activen estos mecanismos en la MA que a su vez originen el incremento de
secrecion de CA. Recientemente se ha publicado que el desequilibrio de las isoformas
de HIF en la MA se debe al incremento de Ca®* intracelular que se genera tras la actividad
del nervio esplacnico mediada por la activacion del receptor muscarinico por la acetil

colina en las sinapsis de la MA (Peng 2014; Kumar et al., 2015).

Otros estudios también realizados en modelos animales sustentan un papel para
endotelinas, angiotensina, 5-HT y citoquinas proinflamatorias en los efectos de la HCl en
el CC. Se ha propuesto a la endotelina 1 (ET-1) como responsables de la sensibilizacién

del CC ante la HCl y a 5-HT y angiotensina en la LTF.

La ET-1 es un péptido vasoactivo que presenta bajos niveles en el CC en normoxia
aunqgue su aplicacién en el CC incrementa la actividad quimiorreceptora de manera
importante actuando a través del receptor ETA (Chen et al., 2000). Estudios realizados
por el grupo de lturriaga en gato (Rey et al., 2007; 2008), y rata (Del Rio et al., 2011)
muestran que la HCl aumenta la expresion de ET-1 en células glémicas del CC y que
antagonistas del receptor de la ET-1 suprimen la sensibilizacién del CC por HCI (Rey et
al., 2007; 2008). Otros autores en CC de rata no ven incremento de la expresién del
precursor de ET-1 si no de la activacién de la enzima conversora de preproendotelina 1
(ECE) y con ello los niveles de ET-1 ante la HCI que son suprimidas con el uso de
antioxidantes (Peng et al., 2013), lo que indica que el incremento de ROS por la HCl es
el responsable del incremento de ET-1 en el CC. Por otra parte se ha demostrado que la
HCI, produce la liberacion de la ET-1, y el incremento de la expresion ETA y contribuye a
la sensibilizacién a la hipoxia del CC (Peng et al., 2013). Estudios en rata indican que

existe un incremento en la expresién de ET-1 durante la primera semana de HCI,
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retornando posteriormente a niveles basales, y proponen que la ET-1 contribuiria a la

sensibilizacion del CC en las primeras etapas de exposicién a Hl (del Rio et al., 2011).

En la zona préoxima al CC donde se encuentran los barorreceptores del Seno
Carotideo, (mecanorreceptores que se activan ante la distensiéon de la pared arterial) y
en consecuencia se activan por el incremento de la presion arterial, también se ha
demostrado el incremento de ET-1 y de la actividad ECE. Ademas se ha demostrado que
en ratas expuestas a HCl la respuesta de los barorreceptores se reduce y que la
aplicacion de antagonistas del receptor ETA previene dicha reduccidn. Se ha propuesto
que la ET-1 ademas de ser responsable de la sensibilizacién del reflejo quimiorreceptor
ante la hipoxia también produciria la aminoracion del reflejo barorreceptor, lo que
originaria una mayor respuesta simpatica ante la aplicacién de hipoxias posteriormente
a la aplicacién de HCI. De acuerdo con lo anterior, en individuos con AOS y en modelos
animales de HCl ademas de un aumento en la actividad de los quimiorreceptores se ha
demostrado una disminucién de la sensibilidad de los barorreceptores y ambos

participarian en la hipertensién consecuente (Lai et al., 2006, Peng et al., 2012).

Por ultimo la HCI también produce un aumento en la expresidn de citoquinas
proinflamatorias en el CC como interleuquina-1p (IL-1pB), interleuquina-6 (IL-6), factor de
necrosis tumoral-a (TNF-a) y factor nuclear (NF-kB). Sin embargo estas citoquinas
proinflamatorias no influyen en la sensiblizacidn de la respuesta hipdxica tras exposicion
a HCl como demuestra que la sensibilizacién se mantiene después de la administracién
de ibuprofeno (lturriaga et al., 2014) lo que no parece indicar un gran protagonismo de

la inflamacion.

En relacién a la LTF, el CC expresa cantidades sustanciales de 5-HT y de angiotensina
Il, esta ultima se sintetiza en el CC por una via independiente de renina. Ambas
sustancias se ha propuesto como mediadores de este proceso pues su aplicacién
espaciada produce un importante efecto de LTF en el CC (ver Prabhakar et al., 2015). Se
ha propuesto que la HCI también via ROS produce un aumento de angiotensina Il y de

sus receptores (Lam et al., 2014).

En conclusidn, ya se ha comentado algunos aspectos que relacionan HCl con la

produccién de ROS en el arco reflejo que se origina en el CC. Asi los ROS se han asociado
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con aumento de: a) el reflejo quimiorreceptor del CC en animales expuestos a HCI
afectando a nivel de neurotransmisién (Peng et al., 2009; 2013), canales idnicos (Ortiz
et al.,, 2012) en el CC, b) excitabilidad neuronal en el Troncoencéfalo (Kline et al., 2007;
Peng et al., 2014), y c) la secrecién de CA por la MA (Kumar et al., 2006; Souvannakitti
2010; Nanduri et al., 2015). También se ha observado que el tratamiento con scavengers
de ROS de animales previamente expuestos a HCI (ver Nanduri 2015), inhiben: a) la
sensibilizacion de la respuesta del CC a la hipoxia, b) la activacion del LTF (Peng et al.,
2003; 2009; 2013), c) el aumento de la secrecién de CA de la MA y d) la hipertension
arterial (Kumar et al., 2006). Estos estudios indican que el incremento en la generacién
de ROS es un mecanismo, por el que el reflejo quimiorreceptor del CC contribuye al
incremento de la activacidn simpatica y la consecuente hipertensién producida por la

HCl intermitente (Nanduri et al., 2015).

6.2 Efectos de los mecanismos moleculares de la HCl independientes del CC y de la
activacion del simpatico

Ademas del arco reflejo quimiorreceptor que se origina en el CC y que genera la
activacion del simpatico, la HCI también actla sobre estructuras periféricas de manera
mas directa e independiente de las modificaciones en el reflejo quimiorreceptor que se
origina en el CC. La importancia relativa de los mecanismos dependiente e
independiente del CC y de la activacién simpdtica es objeto de controversia como se
demuestra en polémica mantenida por Kohler et al.,, 2012 vs Lavie et al., 2012 en

Journal of Physiology.

Entre los mecanismos independientes de la activacion del reflejo quimiorreceptor,
un grupo numeroso de autores (ver Almendros et al., 2014; Levy et al.,, 2015) han
propuesto a la disfuncién endotelial (DE) como uno de los responsable de las
alteraciones cardiovasculares en la SAOS. De hecho, la DE se relaciona con el aumento
de rigidez arterial es una caracteristica de los enfermos con SAOS (Fava et al., 2011) y
se observa en pacientes con dicho sindrome, incluso con una minima evidencia de

patologia cardiaca (Parati et al., 2007).

La DE consiste en la adquisicién por el endotelio de un fenotipo procoagulante,
proadhesivo y vasoconstrictor y se ha postulado que el estrés oxidativo, la inflamacién

y las disregulaciones metabdlicas son los factores fundamentales en su génesis.
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Es decir, dentro de las alteraciones cardiovasculares los mecanismos que operan en
la HCI para producir hipertensién sistémica se pueden agrupar en los mediados por: 1.
la activacion del reflejo simpdtico originado en el CC y 2. el estrés oxidativo, la

inflamacidn y las disrregulaciones metabdlicas que afectan a los vasos periféricos.

En relacién con el estrés oxidativo generalizado, diversos estudios sefialan un
aumento de distintos biomarcadores de estrés oxidativo en plasma, orina, aire exhalado
y células provenientes de pacientes con SAOS (Prabhakar et al., 2007). Por otra parte,
se ha demostrado que la disminucidon en la capacidad vasodilatadora de la arteria
braquial en pacientes con SAOS (Grebe et al., 2006), se recupera con tratamientos
antioxidantes, sugiriendo que el estrés oxidativo contribuye a incrementar el tono

vascular en dichos pacientes

Seglin hemos explicado previamente durante la HCl debido al fenédmeno de
hipoxia/reoxigenacién se produce el incremento de ROS y la activacion de los
mecanismos de la inflamacidn de forma generalizada. Los mecanismos que producen el
incremento de ROS de forma generalizada (T HIF1,  HIF2, NOX2 y {, SOD) durante
la HClI son los mismos que operan en el CCy ya han sido tratados en el apartado 6.1.2.
Por lo tanto sélo vamos a tratar aquellos mecanismos y aspectos que no se han tratado

en dicha seccién por su menor importancia.

Un mecanismo desencadenante de la DE en el SAOS, derivaria de la disminucién de
la disponibilidad de éxido nitrico (NO) que se ha relacionado con una fase precoz de la
aterogénesis. El NO que es un potente vasodilatador se sintetiza a partir de L-arginina
en un proceso dependiente de O3, y la HCl observada en pacientes con AOS, influenciaria
de manera directa su sintesis en el endotelio vascular (Leeman et al., 1999). Asi en un
estudio, realizado en cultivos de células endoteliales, en el que se media de manera
directa la enzima 6xido nitrico sintasa endotelial (eNQS), la enzima fosforilada (P-eNQS),
distintos marcadores inflamatorios y marcadores de estrés oxidativo se observé que la
expresion tanto de eNOS como de P-eNOS fue menor en células endotelial provenientes
de individuos con AOS que en las de sujetos controles, mientras que la expresion de
marcadores tanto de estrés oxidativo como de inflamacién fue mayor y estos efecto se

revierten por CPAP (Jelic et al., 2008).
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En cuanto a los mecanismos que disminuyen su produccion en la HCI, los ROS
producidos por NOX2 inhiben directamente la expresiéon de oxido nitrico sintasa
endotelial (eNOS,) y median la proliferacion de las células musculares lisas de los vasos

inducidas por CA producto de la estimulacion del reflejo quimiorreceptor. Ademas los

02" producidos reaccionan con el escaso oxido nitrico (NO*) y produce peroxinitrito (02

+ NO"— ONOO") neutralizando, por tanto, la actividad biolégica del NO*y contribuyendo
a la génesis de la hipertension (Gonzdlez et al., 2007). El ONOO" nitrosila residuos de
tirosina en las proteinas (formando nitrotirosina) alterando su funcién, como ocurre con
la aconitasa mitocondrial. De hecho, en vasos cutaneos de pacientes con SAQOS se

observa una alto nivel de nitrosilacién (Jelic et al., 2010). Otra hipdtesis para explicar la
disminucion en la produccion de NO* seria la existencia de elevados niveles de

inhibidores endogenos de eNOS como analogos estructurales de la arginina en la HCI

(derivados metilados) (Ohike et al., 2005).

Ademas del NO" el endotelio también produce sustancias vasoconstrictoras como la

ET-1 o la angiotensina y sus niveles parecen aumentar en individuos con AOS e influyen

en su hipertensién asociada (Grimpen et al., 2000).

Muchas células responden al incremento de ROS que se produce en la HCl como
consecuencia de los repetidos ciclos de hipoxia-reoxigenacion aumentando la
regulacién del factor de transcripcion NF-kB que juega un papel fundamental en la
respuesta inflamatoria (Almendros et al., 2014). En este contexto HIF-1a es un factor
que puede modular NF-kB (Gorlach & Bonello 2008). El factor de trascripcion NF-kB,
regula el aumento de la transcripcion de varios genes proinflmatorios responsables de
la sintesis de citoquinas inflamatorias (TNF-a, IL-6 e IL-8), quimioquinas, moléculas de
adhesién y enzimas como ciclooxigenasa-2 (COX-2), ademas NF-kB puede activar células
endoteliales, leucocitos y plaquetas que expresan las moléculas de adhesiéon y
citoquinas proinflamatorias que contribuyen a la DE y otras patologias cardiovasculares
relacionadas con la HCI (Bosc et al., 2010). Asi, Citoquinas inflamatorias como TNF-a e
interleuquina-8 (IL-8) inducen expresién de moléculas de adhesidn relacionadas con los

procesos aterogénicos en el AOS (Dyugovskaya et al., 2003; Kritchevsky et al., 2005).
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Teniendo en cuenta la relacidn entre SAOS e inflamacidn se ha tratado de utilizar
biomarcadores plasmaticos de la inflamacién para la valoraciéon de este proceso y su
relacion con este sindrome. La PCR es un biomarcador de inflamacién sistémica que se
ha descrito como marcador de riesgo en enfermedades cardiovasculares y se sintetiza
principalmente en el higado bajo la regulacion de factores pro-inflamatorios
principalmente IL-6 (kent et al., 2011). Se ha asociado el incremento de su sus niveles
séricos a SAOS pero sin embargo los resultados obtenidos en AOS son dispares en cuanto
a su reversion por CPAP lo que determina dudas sobre su participacion en la patogenia
del SAOS (Yokoe et al., 2003 & lesato et al., 2007) vs Mehra et al., 2006; ver Kent et al.,
2011; Buloukaki et al., 2015).

Por ultimo en el endotelio vascular también producen alteraciones directas o
mediadas por oxidacion de LDL. Las LDL oxidadas constituyen el principal sustrato de las

placas de ateroma. En células endoteliales aisladas las LDL oxidadas inhiben la expresién
de eNOS, disminuyen la captacién de arginina (precursor de NO’) y, ademas aumentan

la concentracion de dimetil arginina asimétrica (ADMA), (Zhang et al., 2008), un

inhibidor de la éxido nitrico sintasa (NOS).

7 Revision de las bases moleculares del estado oxidativo.

A la vista de la importancia que tiene el estrés oxidativo sobre la génesis de las
patologias del SAOS, voy a desarrollar una breve exposicién sobre que es el estrés
oxidativo, los radicales libres y su generacion, biomarcadores del dafio oxidativo y que
mecanismos responsables de su eliminacién. Esta seccidn tiene como objetivo una

mejor comprension de la metodologia utilizada para lograr nuestros objetivos.

7.1 Estres oxidativo. Conceptos generales

El estrés oxidativo esta producido por un desequilibrio entre la produccién de
radicales libres en especial de especies reactivas de oxigeno (ROS), y la capacidad de un
sistema bioldgico de eliminar con rapidez los reactivos intermedios, o reparar el dafio
resultante. En términos quimicos, el estrés oxidativo es un aumento del potencial de
reduccion celular o una gran disminucién en la capacidad reductora de los pares redox

celulares.
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Figura 10. Fuentes principales de especies reactivas de oxigeno y mecanismos de eliminacion.

Los radicales libres se definen desde un punto de vista quimico como atomos o
moléculas que presentan uno o mas electrones desapareados en su orbital mas externo,
haciéndolos de esta manera mucho mas reactivos que su forma no radical (Punchard
and Kelly 1996; Halliwell and Gutteridge 2007). Los ROS aparecen como productos del
metabolismo aerobio, en la figura 10 muestro en esquema general de las fuentes de

produccién y mecanismos de desaparicidon con los que cuentan las célula.

De ellos los que presentan un mayor interés desde el punto de vista biolégico, son las
especies reactivas del O, también conocidas como ROS y en menor medida las especies

reactivas del nitrégeno o RNS.

7.2 Especies reactivas del Oy, tipos y vias de produccién

Los principales ROS, radicales derivados del 0, que cualitativamente vy
cuantitativamente juegan un papel importante en biologia y en medicina son: el estado
singlete del oxigeno O;°, el anidn superdxido O, el radical hidroxilo OH®, incluimos en
este grupo .el perdxido de Hidrogeno H,02 que no es un radical libre, pero que es el

precursor del radical hidroxilo OH".

7.2.1  Anidn superoxido O2*

Si se afiade un electrén a la molécula de O; en su estado fundamental, entra en uno
de los orbitales p* antibonding. El producto que se obtiene es el radical superoxido, con
un uUnico electréon desapareado. Es considerado como el ROS primario y del cual derivan

los siguientes ROS. Puede producir dismutacién enzimdatica o espontanea y generar
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H,0,, es el precursor de la formacién del radical OH® catalizada por metales de

transicion,

Se origina en diferentes reacciones metabdlicas, la principal fuente de produccion,
en los organismos aerobios, excluyendo a las células fagocitarias, ocurre en la cadena
transportadora de electrones (CTE) en la mitocondria (Cadenas & Sies 1998). Se estima
que alrededor de un 1-3% del O, que se consume en la respiracién mitocondrial en
condiciones de PaO; normal, escapa como O,*. Este escape electrénico se produce
principalmente a nivel de los complejos | o Il (Turrens 2003; Muller et al., 2004; Chen
et al., 2005), como producto de la reduccién incompleta del &tomo de O, por medio de
un electrdn, No se descarta que el complejo Il también participe su produccién (Gredilla

et al.,, 2001).

Ademas de en la mitocondria, en otros compartimentos celulares y extracelulares
pueden producirse reacciones de autooxidacién, en las que moléculas biolégicamente
importantes como la tirosina y CA (dopamina, epinefrenia...) y triptéfano, reducen
lentamente al O, a 0;". El 0" a su vez es capaz de oxidar a otras moléculas
propagandose el dafio oxidativo, con resultados adversos para la integridad celular.
Debido al gran contenido de aminas bidgenas que posee el CC, la contribucién de estas
reacciones para generar ROS, en este tipo de células podria ser cuantitativamente

importante.
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Figura 11. Esquema general de la cadena de transporte electrénico mitocondrial (CTE). En el esquema aparecen
los lugares en los que pueden generarse O, los inhibidores de CTE, se muestran en rojo.

Los eritrocitos, que participando en el transporte de O;, parte del O; transportado
puede ser susceptible de transformarse en 0,*. En condiciones normales, un pequefio
porcentaje de la oxihemoglobina, alrededor de un 2-3% se oxida (Fe?* pasa a Fe3*) y el
producto resultante Metahemoglobina (MetHb) ya no puede ligar O,. Los eritrocitos
disponen de sistemas enzimaticos y no enzimdticos para evitar la oxidacion del Fe**y
para restablecer la capacidad transportadora de oxigeno (GSH, superdxido dismutasa

(Cu-ZnSOD), glutatidn peroxidasa (Gpx), Methemoglobina reductasa).

El reticulo endoplasmatico liso, contiene enzimas implicados en la hidroxilacién y
oxidacién de moléculas, estos enzimas Paso y Bs, emplean citocromos, como sistemas de
transporte de electrones y pueden generar 02" y H,0,. La biosintesis de eicosanoides es

también una fuente de 05"

Otra fuente importante de produccidon de ROS son las producidas por el complejo
enzimatico, altamente organizado, la NADPH oxidasa (NOX), enzima que se encuentra
en células fagociticas, neutrdfilos, monocitos y macroéfagos, siendo el uso del O2* en este
caso como agente bactericida frente a patdgenos externos. Cataliza la siguiente

reaccion:
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NADPH + H* + 202 - NADP* + 2H" + O,

En la actualidad se sabe que las NOX constituyen una familia de enzimas que incluyen 7
isoformas NOX 1, 2, 3,4y 5 Duox1y 2 que se expresan y localizan en una gran diversidad
de tipos celulares y son la fuente mas importante de ROS. En el endotelio vascular,
musculo liso vascular, se encuentra la isoforma NOX2, que produce la mayoria de
especies reactivas de oxigeno y juega un papel importante en el dafio vascular y en la

patofisiologia de la hipertension. (Sinha et al., 2015)

Otra via principal de produccién del O;* es la producida por enzimas citosélicos, entre
ellos se encuentran la familia de enzimas Xantina Oxidorreductasa que una vez
sintetizada puede encontrase en dos formas una como Xantin deshidrogenasa (XDH, EC
1.1.1.204) que tiene capacidad de reducir al Oz y al cofactor NAD+ y otra como Xantina
oxidasa (XO E.C. 1.1.3.22) que solamente reduce el O,. Ambas catalizan las reacciones

de transformacién de la hipoxantina en xantina y por tltimo en ac. Urico.

ATP
|
A[l)P
AMP _
| Xantina-
Adenosina deshidrogenasa
Ca**¢{ Proteasas

Inosina . -
Xantina-oxidasa

Hipoxantina mantina—bl\cndo arico
0O, >—»H, O;—»H, O

<

| Reperfusion

Figura 12. Mecanismo de actuacion de la xantin oxidorreductasa en situaciones de isquemia reperfusion.

En los procesos de isquemia reperfusién, La deplecién celular de ATP, debido a la
isquemia, produce un aumento de Ca?*i citiosdlico, produciendo la activacion de
proteasas dependientes de Ca?*, que trasforman la xantin deshidrogenasa en xantina
oxidasa la cual producird como subproducto 0" que posteriormente se transformara

en H,0,.
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7.2.2  Peroxido de hidrégeno H20;
Se produce a partir de la dismutacién del radical Oy~ por medio de la enzima

superéxido dismutasa (SOD), es soluble en lipidos y puede difundir a través de
membranas ya que presenta carga neutra, no es un radical libre, ya que no posee
electrones desapareados pero dada su capacidad oxidante y la formacidn, en el espacio
extracelular, del anién OH*, mediante la reaccidn de Fenton (Fenton 1894), hace que se

le incluya dentro de los ROS. La reaccidn de Fenton se muestra a continuacion.
H20; + Fe?* - Fe3*+ OH +OH*

7.2.3  Radical hidroxilo OH".

Es la forma neutra del idn hidroxido (OH"). Ademads de generarse en la reaccién de
Fenton, también puede producirse por la descomposicion del peroxinitrito ONOO", asi
como por la ruptura homolitica del H,0 o por medio de radiaciones ambientales. Es una
molécula altamente reactiva que reacciona con distintas moléculas a una velocidad
solamente limitada por su difusidon, posee una vida media muy corta 1*10° seg. Es
altamente toxico y ataca a la mayoria de los componentes celulares. El OH®* como
resultado de las reacciones con distintas biomoléculas, da lugar a una segunda
generacién de radicales libres amplificando de esta manera el dafio oxidativo.
Principalmente ocurre en los lipidos de las membranas, en las cuales el OH® extrae un
atomo de hidrogeno de los acidos grasos poliinsaturados, formando una molécula de
H,0, el acido graso atacado, se transforma en un radical carbonado capaz de reaccionar
con el O2 molecular, formando radicales peroxilos (R-COO*-COOH) captando estos
ultimos otros atomos de hidrogeno de las cadenas de acidos grasos poliinsaturados
proéximos, propagando y amplificando de esta manera la alteracién lipidica, en lo que se

denomina lipoperoxidacién o peroxidacion lipidica (LPO).

7.2.4  Peroxinitrito ONOO™ (RNS)

Formado por la reaccidon del anién 0" con el anién nitroxilo (NO’), este ultimo
proveniente de la reduccidn de o6xido nitrico (NO°®). EIl ONOO™ es un compuesto
liposoluble que actia como agente oxidante y nitrante cuya protonacién forma acido
peroxinitroso ONOOH, que puede sufrir homolisis produciendo una molécula de radical

hidroxilo (OH®) y una molécula de diéxido de nitrégeno (NO).
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El ONOO" produce graves danos en el metabolismo celular como la activacion de la
enzima Oxido nitrico sintasa inducible (iNOS) que interviene en la disfuncién vascular en
gran numero de enfermedades, nitraciéon de residuos de tirosina en proteinas, la
oxidacion del complejo Zn-tiolato en la enzima dxido nitrico sintasa endotelial (eNOS)

(Beckman & Koppenol 1996), o la oxidacién de la tetrahidrobiopterina.

La reaccidn del NO® con el O;" esta favorecida, ya que ocurre a una velocidad mayor

que la propia dismutacion del O;" por la superdxido dismutasa.

7.3 Biomarcadores de dafio oxidativo

Para evaluar el dafio oxidativo general, que los organismos sufren a lo largo de un
proceso, podemos cuantificar una serie de pardmetros que interpretamos como huellas
dactilares. Unas son moléculas sencillas de facil valoracion, otras son mas complejas que

implican técnicas sofisticadas, valoraciones enzimaticas....

Como ejemplo, el total estado antioxidante del plasma, se mide como un indicador
del estado antioxidante general de un individuo (Dhamrait et al., 2004). Sin embargo el
mayor inconveniente de su uso es que en los ensayos utilizados para evaluar el estado
total antioxidante, de los fluidos bioldgicos, el principal contribuyente es el ac. Urico
(>50%) sin embargo el urato tiene muy poca importancia como antioxidante in vivo

(Young, 2001).

7.3.1 LPO

Los Isoprostanos, son compuestos semejantes a prostaglandinas producidos
primariamente a partir de la oxidacién del ac. Araquiddnico por ROS y RNS. Se ha dicho
gue son “gold standard” para la medida del estrés oxidativo (Uno & Nicholls, 2010), sin
embargo sus métodos de valoracidn deberian de estar estandarizados y no se esta de

acuerdo como hacerlo (Halliwell & Lee, 2010).

Las sustancias que reaccionan con ac. Tiobarbiturico (TBARS) y el malonaldehido
(MDA) vy 4-hidroxinonenales (4-HNE) (Lykkesfeldt, 2007; Niki, 2009), son los que se
utilizan comunmente aunque los métodos que los valoran no estdn exentos de
controversia, por ejemplo por carecer de especificidad, por formacién posterior a la
recogida de muestras de MDA, por la presencia de antioxidantes que pueden interferir

con el procedimiento de ensayo. Estas moléculas son los productos finales de la
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peroxidacié lipica (LPO) o lipoperéxidos (LPOs). Una de las principales causas del dafio
celular producido por el estrés oxidativo, se da a nivel de las membranas celulares, con
la destruccién de la estructura lipidica que conforma las mismas. Los dobles enlaces de
los acidos grasos insaturados presentes en los fosfolipidos de las membranas, son muy
susceptibles a la accion de los radicales libres, produciendo la fragmentacién de los
acidos grasos, formando hidroperéxidos y aldehidos citotédxicos. Los radicales hidroxilo
y perhidroxilo pueden atacar de nuevo a los acidos grasos insaturados de las membranas
produciendo su peroxidacion y fragmentacion, de esta forma los niveles de perdxidos
lipidicos representan un indicador del ataque a las membranas celulares (Halliwell &
Gutteridge 2007). La intensidad del ataque oxidativo se determina valorando los niveles

de LPOs medidos como MDA y 4-HNE.

El mecanismo de la peroxidacién lipidica se realiza en tres pasos: ver esquema en Fig.

13

H,O
74 + "OH —L> 4 Lipido radical

H L. L -
Iniciacion

Lipido insaturado 0,
Propagacion

-t

Lipido peroxido Lipido peroxil radical

Figura 13. Peroxidacion lipidica. Etapas de iniciacion, propagacion y terminacion.

Iniciacidn de la peroxidacion lipidica: en ella un radical libre ataca a un carbono de la

cadena alifatica de un acido graso, tomando un hidrégeno del grupo metileno (-CH2-),
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de un carbono adyacente al doble enlace de un acido graso poliinsaturado, con la

formacioén del radical alquilico (R*)

Propagacion: se produce una reaccion en cadena, con la extension del dafio y la

formacién de mas especies radicalarias.

Finalizacidn: La reaccidn radical se detendrd cuando dos radicales reaccionan vy
producen una especie no radical. Esto ocurre solamente cuando la concentracién de
especies radicales es lo suficientemente alta como para que exista la probabilidad de
que se encuentren dos radicales. Los organismos han evolucionado diferentes moléculas
gue aceleran el proceso de terminacién atrapando radicales libres, protegiendo de esta
manera la membrana celular. Dos radicales libres reaccionan y se termina la reaccién en
cadena, los hidroperdxidos formados se descomponen en diversos alcanos, cetonas y
aldehidos reactivos. Los aldehidos formados, como el MDA y el 4-HNE, pueden
reaccionar con proteinas y acidos nucleicos, lo que determina diversos efectos
citotoxicos, genotdxicos y mutagénicos. La presencia de MDA y el 4-HNE, en los medios
biolégicos constituyen un buen marcador de dafio oxidativo (Lykkesfeldt 2007; Niki

2009).

Estos marcadores descritos anteriormente presentan desventajas, y no son
verdaderamente un indice absoluto de dafio oxidativo. En la actualidad estan
emergiendo biomarcadores mas creibles. Por ejemplo, dimetilarginina asimétrica
(ADMA), un inhibidor endégeno de NOS (Boger et al., 1998; Boger, 2006) aumenta en
condiciones de estrés oxidativo, lo cual puede por ultimo conducir a disfuncién

endotelial.

También puede valorarse dafio oxidativo midiendo derivados oxidados de bases
nitrogenadas (8-HO dguanosina y 8-HO guanosina) y en extractos nucleares tisulares la
relacion de eteno derivados de las bases: Etenoadenosin/etenocitidin (De Bont & van

Larebeke 2004), el dafio en proteinas midiendo nitrosilacidn y glutationilacién.

7.3.2 Disminucion de la actividad de la enzima aconitasa mitocondrial
La aconitasa (aconitato hidratasa; EC 4.2.1.3.) es la enzima catalizadora de la
isomerizacion de citrato a isocitrato via cis-aconitato en el ciclo de Krebs. Es una enzima

con un peso molecular 84 KDa, tiene un grupo prostético ferro-sulfurado que reacciona
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directamente con el sustrato. Un modelo tridimensioal y esquema del nucleo Fe-S puede

verse en la Fig 14.

El centro activo tiene una estructura tetraédrica [4Fe-4S]%*, en la que 3 residuos de
azufre de Cys se unen a 3 atomos de hierro, mientras que el cuarto atomo de hierro al
no estar coordinado por Cys, lo hace mas labil y susceptible a ataque oxidativo,
principalmente por el anién Oy-. Este ataque oxidativo al hierro no ligado a Cys, hace
gue el centro activo se transforme en inestable, con la consecuente pérdida del atomo
de hierro, inactivandose el grupo prostético y transformandose la estructura a [3Fe-4S]*!

(Cantu et al., 2009), segun la ecuacién:

[4Fe-4S]*2activa + Oy~ + 2H* > [3Fe-4S]*linactiva + Fe?* + H,0,

A B
C|JH
Fe H
§ § § § § 8§
/ \ +Fe+ g HO / \
grefefe  — \  Fefe /Fe\
5 6= “Renp O
oy Ma-us.m\s/ S\ Fe-g-HD O m‘-cﬁ.ﬁfs 5
‘ Cys-451 i Cys-451
Gl?’lﬂﬂ\\pm.uo/ \ Glyid‘l\“no..ﬁﬂ/ \

Figura 14. A) modelo tridimensional de la enzima aconitasa B) detalle del Centro activo de la aconitasa, en el que
se muestra el cluster Fe-S. Esquema de su activacion y desactivacion por eliminacion de Fe.

La mitocondria es la mayor fuente de ROS donde hasta un 3% del O consumido es
reducido a Oy- (Cadenas et al., 1977; Imlay et al., 1991). En eucariotas existen dos
isoformas de aconitasa, una situada en la matriz mitocondrial y otra citosélica, siendo la
isoforma mitocondrial la que cataliza la isomerizacion del citrato a isocitrato en el ciclo
de Krebs. Debido a su proximidad al sitio de generacién del anion Oz- en la mitocondria,
y a su capacidad de ser inactivada por el ataque oxidativo, hace de la disminucion de la
actividad de la aconitasa sea un potente bioindicador del dafio oxidativo a nivel

mitocondrial.

7.4 Sistemas de eliminacion de los ROS (antioxidantes)
Un antioxidante es una sustancia con funcién bioldgica que incluso a concentraciones

muy bajas respecto al sustrato oxidable, disminuye o evita la oxidacidn de este sustrato
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ya que actia como un agente reductor mas potente (Halliwell et al., 1995). Desde el
concepto de potencial normal bioquimico se considera antioxidante una sustancia cuyo
potencial normal de reduccién es mas negativo que el de la sustancia oxidable
(€o’antioxidante<€o’sustrato oxidable). Los principales sistemas antioxidantes se
pueden clasificar segln su estructura y funcién en sistemas no enzimaticos vy

enzimaticos.

7.4.1  Sistemas no enzimdticos: Glutation

Es un tripéptido formado por los aminodcidos L-cisteina, acido L-glutamico y glicina,
de férmula y-glutamil-cisteinil-glicina. Se sintetiza en el citosol a través del ciclo del y-
glutamilo por lo que es el principal antioxidante soluble. Aparece en altas
concentraciones del orden milimolar, principalmente en el citosol (hasta 11 mM), pero
también en nucleo o mitocondria. La parte activa de la molécula es el grupo tiol (grupo
SH) de la cisteina, con capacidad para ceder o aceptar protones (H*). Al ceder electrones
y equivalentes de reduccion, el propio glutation se transforma en una sustancia reactiva,
gue reacciona con otra molécula de glutatién reactivo formando el disulfuro de glutatién
(GSSG). De esta manera pasa de estado reducido GSH al estado oxidado GSSG, para
posteriormente por medio de la enzima glutation reductasa regenerar el GSH a partir
del GSSG. El hecho de que dos moléculas de glutation al oxidarse reaccionen entre si
formando el GSSG, se debe a la alta concentracién de glutatién en el citoplasma celular.

(Ver Fig.15)
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Glutation oxidado
GSSG

Glutation reducido 1| 1
~ (GSH) - |

Figura 15. Férmula del Glutation reducido (GSH) y oxidado (GSSG) con su enlace disulfuro caracteristico.

En las células y tejidos sanos, mas del 90% del glutation total estd en la forma
reducida (GSH) y menos del 10% en forma de disulfuro (GSSG). Debido a ello y al
potencial redox del GSH, se evita las variaciones bruscas del estado redox celular, ya que
debido a las altas concentraciones de GSH actia como tampdn redox, necesitdndose
una gran produccién de radicales libres, para alterar el equilibrio oxidativo en la célula.
Un aumento de la proporcion GSSG/GSH se considera una sefial de estrés oxidativo. En
esta situacion debido a un incremento brusco en la produccién de ROS, aumenta la
concentracion de GSSG respecto GSH, disminuyendo este ultimo, originando una
situacion de estrés oxidativo en la célula que a temperatura fisioldgica (372 centigrados),
disminuye el potencial redox del par glutatién [GSH]/[GSSG] segun indica la ecuacidon de

Nernst:

[GsH]?
[6ssG)

Estado redox (mv)= E;gy = —240 — 30,7 X Log

Hay que considerar que cuando se produce un aumento brusco en la velocidad de
produccién de ROS y aumenta la concentracion de GSSG, este tiende a salir de la célula,
evitando con ello una excesiva acumulacion y concentracion celular de GSSG y con ello

una situacién de colapso del estado redox (Schafer et al., 2001).
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7.4.2 Sistemas antioxidantes enzimdticos.

Glutation peroxidasa GPx (E.C. 1.11.1.9)

Enzima homotetramérica, en la que cada subunidad contiene un residuo de
selenocisteina, al igual que la catalasa utiliza el H0, como sustrato. La GPx también
reacciona con lipidos e hidroperdxidos orgdnicos, una vez que las enzimas lipasas los
liberan de las membranas o lipoproteinas. Utiliza para ello el glutatién reducido (GSH),
que es transformado en glutatién oxidado (GSSG), protegiendo de esta manera a la
célula del dafio oxidativo. Posteriormente el GSSG es reciclado de nuevo a GSH por la
reaccion catalizada por la glutation reductasa (GR) que utiliza como dador de electrones

el NADPH.

Reaccién de la GPx utilizando lipoperoxidos como sustrato:

GSH-Px
2GSH + ROOH «—— ROH + GSSG

GR
GSSG + NADPH + H" <> 2GSH + NADP*

Reaccion de la GPx utilizando H,0;, como sustrato:

GSH—-Px
2GSH + 2H,0, — 2H,0 + 0, + GSSG

GR
GSSG + NADPH + H* <> 2GSH + NADP*

Existen al menos cinco isoenzimas de la GPx en mamiferos, cuya localizacién varia

dependiendo del tejido
Catalasa, CAT (E.C. 1.11.1.6.)

Es un homotetrdmero con disposicidon tetraédrica, con cuatro grupos de ferro-
protoporfirina, de 60 KDa por subunidad, se localiza en los peroxisomas, utilizando como

cofactores el grupo hemo y el manganeso.

Cataliza la descomposicion del peréxido de hidrogeno en agua y oxigeno mediante la

reaccion:
2H>07 = 2H,0 + O

La reaccidén ocurre en 2 pasos:
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CAT-Fe*3 + H,0; + 2H* - CAT-Fe*® + 2H,0
CAT-Fe*> + H,0, - CAT-Fe*3 + O, + 2H*

Es un enzima altamente eficiente no pudiendo ser saturada por su substrato a
ninguna concentracién (Kirkman et al., 1999), con dadores de hidrogeno como metanol,

etanol, dcido férmico, fenoles etc., actlia con actividad peroxidasa.
Superoxido dismutasas SOD (E.C.1.15.1.1.)

Son metalo enzimas que pueden tener como metal de coordinacién Mn (MnSOD) o
Cu-Zn (Cu-Zn SOD). Catalizan la dismutacién del anién O*-, convirtiéndolo en H,0;. En
la reacciéon de dismutacién el metal actia secuencialmente cediendo y aceptando un
electrén con el resultado de la eliminacion de dos moléculas de Oy~ y generdndose una

molécula de H,0; y otra de O, mediante la reaccidn:
SOD-metal oxidado + 0,* - SOD-metal reducido + O;
SOD-metal reducido + 0,°* + 2H+—> H,0, + SOD-metal oxidado

Existen tres isoformas de SOD dependiendo de su localizacidn: SOD citosélica
(SOD-1, CuZnSOD), es un homodimero de 32 KDa, dénde el metal que actua como dador
y aceptor de electrones es el cobre, actuando el zinc como elemento estabilizador de la
enzima. Se encuentra de forma mayoritaria en el citosol de las células, aunque también
puede aparecer en el nucleo y en el espacio intermembrana mitocondrial (Lindenau et
al., 2000; Sturtz et al., 2001). Representa aproximadamente el 90% del contenido total

de SOD.

SOD mitocondrial (SOD-2, Mn-SOD), es un homotetramero de 96 KDa que contiene
un dtomo de manganeso (Mn) en cada subunidad. El Mn cambia su estado de oxidacién
de Mn (lll) a Mn (Il) para pasar de nuevo a Mn (lll) en el proceso de dismutacién del O,*
. Se localiza en la mitocondria y constituye la primera barrera defensiva contra el dafio
oxidativo, ya que la fuente principal de 0,* se localiza en la CTE mitocondrial. La
expresion de la Mn-SOD es fundamental para el mantenimiento de la vida y el desarrollo

de resistencia frente a las especies reactivas de oxigeno.
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SOD extracelular (SOD-3, ECSOD), contiene cobre como metal catalitico y zinc como
elemento estabilizador del centro activo. Se encuentra en la matriz extracelular y en
fluidos extracelulares como un homotetrdmero glicosilado. Su distribucion tisular es
importante debido a la naturaleza altamente oxidante del substrato y su localizacién
estd relacionada con el lugar de produccion del O2* con el fin de eliminar su toxicidad

(Petersen et al., 2004).

8 Sindrome de apnea obstructiva del suefio (SAOS).

Ya hemos comentado en la seccién 3 que con los afios el AOS genera una serie de
patologias asociadas que se agrupan en el denominado SAOS. De manera que el AOS
estd asociado a una gran morbilidad y mortalidad (Pack 2006) pues ademds de acarrear
los efectos deletéreos de la propia apnea lleva asociado complicaciones
cardiovasculares, metabdlicas y neuropsiquiatricos (Chiang et al., 2006; Almendros et

al., 2010; 2014; Somoza et al., 2015; Levy et al., 2015) que se muestran en la tabla I.

También hemos comentado que el principal factor desencadenante de las afecciones
del SAOS es la HCI caracteristica del AOS (Fletcher et al., 1992a; 1995). Es importante
afiadir que dependiendo de la duracién e intensidad HI asi serdn los efectos favorables
(entrenamiento de deportistas) o deletéreos producidos por la HCl y asimilados al SAOS
(Almendros et al., 2014) y que la eliminacién de la HCI con CPAP mejora el conjunto de

la sintomatologia (Martinez-Garcia et al., 2010; Levy et al., 2015).

-64-



Introduccion
Miguel Quintero

Tabla I. Patologias asociadas al AOS que conforman el SAOS (modificada de Chiang et al., 2006).

Hipertension sistémica.
Fallo cardiaco.
Enfermedad coronaria
Arritmias

Ictus

Patologia cardiovasculares (Kato et al.,
2009; Lurie, 2011)

Ansiedad, depresidn, somnolencia
déficits cognitivos, atencion, demencias
cefaleas y alteraciones causadas por

Patologias neuropsiquiatricas
(Saunamaki & Jehkonen, 2007; Gozal,

2013 .
) ictus

, - . Intolerancia a la glucosa y resistencia a
Patologias metabdlicas (Coughlin et al., I insulin 8 y

2004; Vgontzas et al., 2005; Conde et

al., 2014) Diabetes Mellitus tipo Il

Sindrome metabdlico

Reflujo gastro-esofagico
Genitourinario (nocturia, disfuncién
sexual.

Toxemia durante el embarazo

Otras Patologias
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Figura 16. Fisiopatologia de las alteraciones asociadas a la AOS para conformar el SAOS. Las flechas de color rojo
indican la via dependiente de la activacion del CC.

En individuos sanos, cuando se pasa del estado de vigilia al de sueno, la actividad
vagal aumenta produciendo una disminucion de la actividad nerviosa simpatica,
disminuyendo con ello la presidn arterial y el ritmo cardiaco que sin embargo no ocurre
en los pacientes con AQOS, que sufren: 1. hiperactividad del SNS originada en el CC 2.
estrés oxidativo generalizado 3. activacion de vias inflamatorias, 4. DE y 5.disregulaciéon
metabdlica. En la figura 16 se muestra de manera incompleta y a modo de resumen los
mecanismos patogénicos (dependiente de la activacidon del CC e independiente), que

conducen a las tres grandes areas que agrupan las patologias del SAOS.

8.1 Patologias cardiovasculares asociadas al SAOS: hipertension sistémica.
De las patologias cardivasculares asociadas al SAOS sélo nos vamos a ocupar de la
hipertensidn pues es la alteraciéon fundamental en el SAOS y ha sido la alteracién del

SAOS objeto de nuestra investigacion.

La hipertension se genera en AOS y en los modelos de HCl y de manera multifactorial.

En este apartado trataremos de compendiar y reunir los aspectos que consideramos
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importantes en referencia a su patogenia aunque en apartados anteriores hemos ido

describiendo algunos de ellos.

La HCl y los continuos microdespertares, causados por las repetitivas obstrucciones
presentes en pacientes con AOS, producen un aumento en el tono simpatico que
conduce a la hipertension (Zoccal et al., 2007). Como se indicé con anterioridad, la
actividad del simpatico aumenta progresivamente con la duracién de cada episodio
apnéico, y en el momento de la restauracién de la respiracién, tras un microdespertar,
se produce un aumento del ritmo cardiaco, aumentando la presién en los vasos
sanguineos, ya comprimidos por la accién vasoconstrictora del SNS, aumentando con
ello de forma abrupta la presidn arterial (Parati et al., 2007). La activacion del simpatico
permanece durante el dia, incluso en condiciones en las que los niveles de O, y CO3, son

normales aumentando con ello la presién sanguinea durante las horas diurnas.

Endotelio vascular
Quimiorreceptores Barorreceptores Glandula adrenal
ET-1/ET-A 1 Liberacién 5-HT TET-1/ET-A Rif6N

I Il
tSensibilidad
Hipéxica Mantenimiento
actividad sensorial

tHormonas

|Sensibilidad vasoactivas

barorreceptores

Quimiorrecepcion
aumentada

Barorrecepcion -
atenuada Vasoconstriccion

tPresion
arterial

Figura 17. Representacion esquemadtica del mecanismo propuesto para el aumento de la presidn arterial
sistémica. (HI) hipoxia intermitente, endotelina-1 (ET-1), receptor de endotelina A (ETa), serotonina (5-HT), actividad
del nervio simpdtico (ANS). (Prabhakar & Kumar, 2010).

En la figura 17 tomada de Prabhakar y kumar 2010) se muestra que la HCI produce
hipertension a través de la sensiblizacion y LTF de los quimiorreceptores del CC, de la

atenuacion del reflejo barorreceptor y de la actuacidon de sustancias vasoactivas sobre
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las resistencias vasculares (ET-1, CAs y Angiotensina IlI). HCl activa la funcion
quimiorreceptora e inhibe los barorreceptores y se ha propuesto que el balance entre
estos estimulos opuestos tenga un efecto principal en la activacion persistente del SNS
y en consecuencia en la génesis de la hipertensién (Peng et al., 2012). Otros mecanismos

que afectan a la DE incluyen las hormonas vasoactivas circulantes.

La prevalencia de hipertensidn en individuos con AOS se estima que puede llegar a
alcanzar hasta el 50% del total (Banno et al., 2007; Kato et al., 2009). Se estima que
hasta el 83% de individuos hipertensos que presentan resistencia a tratamiento padecen
AOS (Logan et al., 2001). Estudios realizados por el Wisconsin Sleep Cohort (Young et
al., 1997) y Sleep Heart Health (Nieto et al., 2000), seiialaron que la presién arterial

aumento de forma lineal en relacion con el incremento del indice AHI.

Se ha propuesto que la obesidad es un factor de riesgo importante en el desarrollo
de hipertension en individuos con AOS aunque la hiperactividad del simpatico en el AOS
es independiente de la obesidad pues aparece también en individuos con un indice de
masa corporal dentro de lo normal. Por todo lo anterior se ha considerado al AOS como

una causa independiente en el desarrollo de hipertensién (Peppard et al., 2000).

8.2 Epidemiologda de SAQS: relacidn con envejecimiento.

En términos generales la relacidon del SAOS y la edad resulta compleja, si bien la edad
promedio de los pacientes que son diagnosticados de AOS ronda los 50 afios (Young et
al., 2002 b), en individuos de mayor edad los sintomas propios de la enfermedad
podrian pasar inadvertidos debido a una falta de atencidn hacia esos sintomas. Asi, la
somnolencia diurna como sintoma caracteristico de la apnea del suefio, es considerada
como algo normal en individuos de edad avanzada. También las patologias
cardiovasculares asociadas al AOS van perdiendo su asociacidn con el AOS a medida que
avanza la edad, aunque el indice de masa corporal aumenta con la edad y con ello los
trastornos metabdlicos que se asocian al AOS (Banno et al., 2007; Wills et al., 2011;).
De manera que se puede concluir que en los individuos >65 afios la prevalencia de SAOS
es mayor que en individuos mas jovenes pero que la sintomatologia del saos es mas

florida en los individuos de mediana edad que en los mayores de 65 afos.
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En estudios que comparan la mortalidad de pacientes con edad avanzada (>65 afios)
con AOS con individuos que no lo padecen, se observd que paraddjicamente, los
individuos que padecian AOS tuvieron una menor mortalidad, incluso con una mejora
en los pacientes con un AOS moderado. Llevando a la conclusiéon que el SAOS ofrece
algln tipo de proteccion, sugiriendo que el estrés oxidativo de alguna forma disminuye.

(Lavie et al., 2009 a).

No hay estudios que relacionan la génesis de AOS y SAOS en modelos animales de
diferentes edades a los que se ha aplicado HCI. Sin embargo nuestro grupo ha publicado
un estudio en el que hemos observado que la respuesta quimiorreceptora ante la
hipoxia es menor en las ratas viejas (Conde et al., 2006) lo que podria indicar alguna

relacion de causalidad.

8.3 Importancia socio-sanitaria de la apnea obstructiva del suefio

Consideramos relevante presentar algunos datos epidemioldgicos que ponen de
manifiesto la importancia socio-sanitaria del SAOS. El SAOS afecta entre el 3,5al 6% de
la poblacién adultos aumentando linealmente con la edad (Young et al., 2002 a; ver
Banno et al., 2007). Los pacientes con SAOS sufren una frecuencia de accidentes de
trafico 3 veces mayor que la poblacién control, (Teran—Santos et al., 1999) presentan el
doble de absentismo, un menor rendimiento laboral y su costo sanitario-dias de
hospitalizacidén/afio es ligeramente superior al doble de los controles de la misma edad
(Martinez-Garcia et al., 2010). Junto a estos datos de naturaleza econémica podemos
afiadir que: 1) Mas del 60% de los pacientes con SAOS son hipertensos frente al 20% de
la poblacién control (Kyzer and Charuzi 1998); 2) el 50% de los pacientes con accidentes
vasculares cardiacos y cerebrales agudos que ingresan en los hospitales padecen SAQS,
lo que indica que son 3-5 veces mas frecuentes que en la poblacidon control de la misma
edad (Berger & Lavie, 2011); 3) la frecuencia de alteraciones cognitivas-demencias es
4.5 veces mas frecuente en pacientes con alteraciones del sueio que en los controles
de las mismas edades, estando dichas alteraciones ligadas a disfunciones vasculares
(Elwood et al., 2006); 4) se encuentra que aun con criterios restrictivos (IAH>30), el 26%
de los hombresy el 21% de las mujeres de >70 afos presentan SAOS; constatandose una
correlacién estrecha entre HAI y disfuncion endotelial, valorada mediante analisis del

flujo sanguineo en la arteria radial (Martinez-Garcia et al., 2010).
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En su conjunto, estos datos ponen de manifiesto que el SAOS es, por su alta
prevalencia, morbilidad y mortalidad asociada, un proceso sanitario de gran importancia
en el que la HCl es el principal generador de las patologias cardiovasculares asociadas y
contribuyen de manera fundamental a las alteraciones metabdlicas y

neuropsiquiatricos.

8.4 Tratamiento del AOS.

Existen diversas opciones para tratar el AOS, entre ellas se incluyen cambios en la
postura del suefio (evitando dormir en posicién supina), pérdida de peso, eliminacidon
de la ingesta de alcohol y diversos procedimientos quirurgicos y aplicaciones orales

(Parati et al., 2007; Pagel. 2007) que se detallan a continuacion:

CPAP (Continuous positive airway pressure): son las siglas en inglés de presién

positiva continua en la via aérea, es la terapia mas efectiva y ampliamente utilizada. La
CPAP bombea aire bajo presion hacia la vias respiratorias, manteniéndolas abiertas
durante el sueio previniendo los episodios de colapso ver Fig 18. El uso del CPAP
produce una disminucién en la frecuencia de los episodios apnéicos y de la desaturacién
de O; durante el suefio (Engleman et al., 1993), asi como una disminucion de la actividad
del SNS durante la noche, junto con una disminucién de la presién arterial sistémica
(Narkiewicz et al., 1999 b), reduciendo con ello la mortalidad debido a causas
cardiovasculares (Marin et al., 2005; Doherty et al., 2005). El tratamiento con CPAP
ademds mejora los problemas neuropsiquiatricos asociados al AOS, reduce la
somnolencia y con ello el nimero de accidentes de trafico y laborales, influyendo de

esta manera en una mejora de la calidad de vida (Al-Barrak et al., 2003).

A pesar de los efectos beneficiosos el CPAP tiene algunos efectos adversos como
sequedad de boca y nariz, estornudos, goteos y congestion nasal, algunas personas
sienten claustrofobia y por ello produce despertares, no tolerando el tratamiento

durante toda la noche (Banno et al., 2007).
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Figura 18. Individuo con mascara nasal de CPAP (Continuous positive airway pressure), para el tratamiento de la
apnea del suefio.

Aplicaciones orales: es un tratamiento menos invasivo utilizado en pacientes

seleccionados. La aplicacion oral mueve la mandibula hacia delante incrementando el
tamafio de las vias aéreas, mejorando la sintomatologia de la patologia. Aunque en
algunos casos la mejoria es mayor que con el uso del CPAP, en términos generales su

efectividad es menor que la conseguida con el uso del CPAP.

Tratamientos quirurgicos: consisten en dos tipos de procedimientos. El primero, se

trata de aumentar las vias aéreas con procedimientos como el avance mandibular o la
uvulopalatofarigoplastia que mejora en individuos con obstrucciones orofaringeas,
aungue sus beneficios son cuestionables. El segundo procedimiento consiste en cirugia
bariatrica, con la finalidad de conseguir una reduccidn de peso en pacientes con
obesidad mérbida, disminuyendo con la pérdida de peso en estos pacientes, los efectos
adversos del AOS, ya que como se ha indicado con anterioridad existe una estrecha

relacién entre AOS y obesidad (Banno et al., 2007).

Tratamientos farmacoldgicos: en ellos se utilizan tratamientos antihipertensivos para

disminuir la presién arterial sistémica. Como consecuencia del aumento de actividad del
SNS causado por el AOS, se ha propuesto a cerca de los efectos beneficiosos en el
tratamiento de la hipertensién causada por el AOS, con la administracién de farmacos
bloqueantes adrenérgicos (Kraiczi et al., 2000), aunque aparecen datos a su favor, no

parecen lo suficiente concluyentes para su uso (Parati et al., 2007).
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De la introduccién se desprenden varios hechos importantes en el Sindrome de

Apnea Obstructiva del Suefio (SAOS) en los que se enmarcan nuestros objetivos:

1. La apnea obstructiva del sueio (AOS), se describe como la obstruccién
recurrente de las vias aéreas superiores durante el suefio (20-40 segundos de
duracién cada obstruccién), causando episodios hipdxicos asociados a las
obstrucciones. El AOS afecta a cerca del 3-7% de la poblacién adulta, con un
incremento significativo de la frecuencia, que incluso llegan a mas que duplicar
esos datos en edades superiores a los 60-65 afios. En su evolucién, el AOS se
asocia frecuentemente con patologias cardiovasculares, metabdlicas y
neurosiquiatricas, definiendo el sindrome de la apnea obstructiva del suefio
(SAOS), aunque este es clinicamente menos evidente en pacientes de edad
avanzada. Todo ello supone el hecho que los mecanismos patogénicos del SAOS
pueden ser diferentes en pacientes de distintas edades.

2. La hipoxia Crénica intermitente (HCI) es el factor desencadenante de los
mecanismos que llevan a las patologias asociadas, por lo que de manera
consecuente los modelos experimentales del SAOS mas utilizados consisten en
la exposicidn de animales a episodios de hipoxia intermitente. En estos modelos
los animales de laboratorio son expuestos de forma ciclica a atmosferas
hipdxicas que conllevan la disminucion de la PaOy la consecuente desaturacién
de O; producida en cada obstruccion de las vias aéreas en los pacientes.

3. Los mecanismos generadores de las patologias del SAOS son controvertidos.
Estos mecanismos se pueden agrupar en mecanismos que se originan en el
Cuerpo Carotideo (CC), por tanto son fundamentalmente dependientes del CCy
gue conducen a la activacidn del simpatico y en mecanismos independientes de
la activacidon del CC y que tienen como efectores los sistemas periféricos
afectados. En la activacién de ambos mecanismos se han propuesto una funcion
relevante al incremento de especies reactivas de O, (ROS) producidas por la HCI.
Sin embargo la contribucion de ambas vias y el papel del incremento de ROS es

origen de una amplia controversia.
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En este contexto se centran los dos objetivos principales de esta tesis doctoral:

1. Contribuir a aclarar si efectivamente la produccién de ROS estd ligado a la
patogénesis del SAOS. Para resolver esta controversia, hemos expuesto ratas a
dos diferentes intensidades de HCI (ciclos de 10 6 5 % O, 40s, y después 21% O3,
80s; 8h/dia, durante 15dias). Una vez realizado este protocolo, medimos el
reducido (GSH) vy glutatién oxidado (GSSG), los perdxidos lipidicos (LPO), el
cociente de las actividades de los enzimas aconitasa y fumarasa, y la
disponibilidad de las enzimas detoxificantes de los ROS en tejidos hepatico,
pulmonar y cerebral. También se midieron los niveles hepaticos del factor
nuclear NF-kB-p65 y niveles plasmaticos de la proteina C reactiva.

2. Aclarar los mecanismos responsables por los cuales en los pacientes mayores con
SAOS la sintomatologia es menos grave. Para este objetivo también utilizaremos
modelos animales de HCl que mimetizan el AOS en los que observaremos si se
reproduce una menor afectacidn en ratas viejas. Se comparara los efectos de la
HCl en ratas jovenes (3-4 meses) y viejas (22-24 meses), sobre la bateria de
parametros enunciados en el objetivo 1 y sobre la presion arterial sistémica que

es una de las alteraciones fundamentales del SAOS.
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1 Animales de experimentacion.

Todos los experimentos realizados en el presente trabajo, se han llevado a cabo
utilizando ratas macho de raza Wistar, de dos edades diferentes: 3-4 meses (3M),tiempo
en el que se considera que las ratas alcanzan el estado adulto, y 22-24 meses (24M) de
edad para las ratas consideradas viejas o de edad avanzada. Los animales fueron
mantenidos en el vivarium de la Universidad en condiciones controladas de humedad y
temperatura, sometidas a ciclos de luz-oscuridad de 12 horas y con libre acceso a
alimentacion (ad libitum). Una semana antes de iniciar los protocolos experimentales,
los animales fueron llevados a una habitacién donde se mantuvieron en las mismas

condiciones.

Todos los protocolos experimentales, excepto la exposicion a HCl y los registros
pletismograficos fueron llevados a cabo en animales anestesiados con pentobarbital
sodico (60 mg/Kg peso corporal) administrado ip. La sangre se extrajo por puncion
directa en el corazdn. El recuento eritrocitario se realizé en un clitdmetro de flujo Advia
(Bayer AG, Leverkusen, Alemania). En el manejo de animales seguimos las normas The
European Community Council Directive del 24 Noviembre 1986 (86/609/EEC) para el
cuidado y manejo de animales. Los animales fueron eutanizados con una sobredosis
intracardiaca de pentobarbital sddico. El comité institucional de la Universidad de

Valladolid para el cuidado y uso de animales aprobé el protocolo.

Los experimentos se realizaron durante la mafiana (desde las 8:30 a las 11 AM) del
dia después de la ultima exposicidon a HCI. Los animales se mantuvieron durante dos
meses con alimentacion y fotoperiodo controlado (12L:120), las ultimas dos semanas,

el grupo correspondiente era sometido al protocolo de HCI correspondiente. Ver Fig 19.

Para los tratamientos previos a los experimentos, dividimos a las ratas de 3 meses en
4 grupos (2 controles y 2 experimentales), y a las ratas de 22-24 meses en 2 grupos

(control y experimental), en total 6 grupos

Los grupos 5y 6, ratas de edad avanzada, 22-24 meses, la semana O seria en este caso

80 6 88 semanas de edad.
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Figura 19. Esquema del protocolo experimental utilizado.

2 Hipoxia intermitente (HI). Dispositivo y sistema utilizado

Los experimentos se realizaron en un cuarto especial adaptado para dicha finalidad.
Las camaras empleadas para la Hl son de metacrilato transparente, tienen unas
dimensiones de 34 x 28 x 20 cm (16 litros de volumen) y se cierran herméticamente. En
ellas se introdujeron 4 ratas por cdmara con libre acceso a comida (A04, Panlab SL,
Barcelona, Espaiia) y H.0 dentro de la cdmara. Cada camara tiene una entrada para el
gas y en el lado opuesto hay dos aberturas, una donde se sitia un oximetro (Sensor
Oxyding, Drager, Libeck, Alemania) que permite monitorizar la PO; en el interior de las
camaras y otra para la salida de los gases sin permitir el incremento de la presién

atmosférica.
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Figura 20. A) Caémara para someter a los animales de experimentacion a episodios ritmicos de hipoxia intermitente.
B) registro del ritmo y porcentaje de O, dentro de la cdmara. Se representan 15 episodios, en 30 min (un episodio de
hipoxia de duracion 40 seg cada 2 min)

El flujo y composicidn deseada de gases se consigue mediante un sistema compuesto

por 2 partes:

1. Un sistema de 3 valvulas que controlan la apertura y cierre de una mezcla de
gases (aire y N3) segun el momento del ciclo en el que se encuentre el
experimento. Con la vdlvula 1 se consigue que en el punto mas bajo del ciclo se
llegue a una hipoxia del 10 6 del 5% de O, segun sea necesario. La valvula 2 esta
conectada a una bala de aire de alto flujo, que permite restablecer en el menor
tiempo posible la situacion de normoxia (20-21 % de O;) y la vélvula 3, es la
encargada de mantener ese porcentaje hasta el comienzo del siguiente ciclo.

2. Un sistema de control compuesto por un oximetro conectado a una de las
camaras, cuyo registro es llevado a un programa de adquisicién de datos que nos
permite visualizar en tiempo real los cambios en el porcentaje de O3, que ocurren

en cada ciclo durante las 8 horas de exposicién que dura el experimento.

El patrén de ciclos hipdxicos llevados a cabo en el protocolo de HCI fue: Normoxia
(20-21% de O3) durante 80 segundos; Episodio hipdxico (10 6 5% de Oz, PO,= 80 6 40
mm Hg) se alcanza en 22 segundos; restablecimiento de la situacién de normoxia 18

segundos.

Este patrdn de ciclos se repitié cada 2 minutos durante las 8 horas de suefo de los
animales (8:00-16:00 horas). Una vez transcurrido ese tiempo, los animales fueron

devueltos a sus jaulas originales y se mantuvieron en normoxia (aire ambiental, 21% de
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02) durante las 16 horas restantes, hasta el dia siguiente en el que volvian a introducirse

en las cdmaras de HI. La duracion del protocolo experimental fue de 15 dias.

3 Procedimientos quirurgicos.

Las ratas fueron pesadas y posteriormente anestesiadas con pentobarbital sdédico
mediante inyeccién intraperitoneal (60 mg/Kg), excepto en la determinacién de la
presion arterial sistémica y los valores de gasometrias donde las ratas fueron

anestesiadas con una mezcla de Ketamina (50 mg/Kg) y Valium (0.4 ml/Kg).

Para realizar la extraccion de tejidos, se realiza una incisiéon longitudinal en el
abdomen, se extraen los distintos tejidos: arteria renal (AR), cerebro, higado y pulmén.
Las AR son disecadas bajo lupa y mantenidos en una solucién de Tyrode cirugia (NaCl
140 mM,KCI 5 mM, CaCl, 2 mM, MgCl; 1.1 mM, Glucosa 5 mM, HEPES 10 Mm, pH=7.4)
equilibrada con 100% de Oz a 42C, los tejidos cerebral, hepatico y pulmonar son lavados
con solucidén salina heparinizada (NaCl 0.9%), secados en papel de filtro humedecido,
congelados en nitrégeno liquido y guardados en crio viales a -802C hasta el momento de
realizacion del ensayo (cerebro, higado y pulmdn), una vez extraidos los tejidos
necesarios, los animales fueron sacrificados mediante sobredosis intracardiaca de

pentobarbital.

4 Recogida de sangre y parametros hematoldgicos.
Las muestras de sangre se obtuvieron mediante puncién ventricular en los animales

anestesiados y se recogieron sobre distintos anticoagulantes segun el ensayo a realizar:

e EDTA-K2 para la determinacion de la analitica completa en sangre total.

e Heparina para la determinacién de la bioquimica general.

e (Citrato sdédico (ACS) para la determinacién de catecolaminas en plasma.

Para conocer el estado general de los animales, se realizd una analitica completa
llevada a cabo en el Hospital Clinico de Valladolid, con los equipos y métodos

automatizados utilizados en los laboratorios de analisis clinico.

5 Medida de los niveles de gases, saturacion de hemoglobina y valores de pH
en sangre.

Un grupo independiente de ratas de 3-4 meses de edad, que previamente no habian

sido expuestos a HCl, se utilizd para valorar los niveles de los distintos gases, saturacion
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de Hb y pH sanguineos durante los distintos momentos que constituyen el ciclo hipdxico,

en ambas condiciones de intensidad de HI (5 y 10%).

Los animales fueron anestesiados intraperitonealmente con una mezcla de Ketamina
(50 mg/Kg) y Valium (0.4 ml/Kg). Una vez el animal estd anestesiado es canulado,
mediante un catéter en la arteria cardtida, para la extraccion de muestras de sangre en
distintos momentos del ciclo hipdxico. Se introduce un animal por cada cdmara y se
cierra herméticamente, dejando salir el catéter por la abertura de salida de gases para
proceder a la extraccién de sangre. Se inician los ciclos hipéxicos con la intensidad
deseada (valores minimos de PO, en camaras del 10 6 5% de 0;), se deja aclimatar al
animal durante 30 minutos (15 ciclos hipdxicos) y se procede a la extraccién de las
muestras de sangre, en el momento previo de la caida de la PO; en la cdmara (normoxia),
en el momento justo después del minimo de PO, en camara (minimo hipdxico) y en el
momento de recuperacion de la PO; en cdmara al finalizar el ciclo hipdxico (normoxia).
Las muestras anaerdébicas de sangre son analizadas de manera inmediata (Automatic
Blood Gas System, ABL). Se realizaron distintas medidas en cada animal cada 20 minutos
(10 ciclos hipoéxicos) para valorar la respuesta en cada momento del ciclo a lo largo del

tiempo.

6 Valoraciones del estado redox en tejidos.

Biomarcadores de daino oxidativo

6.1 Valoracion del Glutatién reducido, Glutation oxidado y potencial redox
Eash.

Los tejidos extraidos y conservados como se indica en la seccién 3.3 son secados en
papel de filtro y pesados. Se afiade un volumen 5 veces el peso del tejido (w:v 1:5) de
acido sulfosalicilico 5% (ASS) y 0.25 mM de EDTA. Posteriormente el tejido se
homogeniza en un homogeneizador OMNI-MIXER y se centrifuga (3x1000g, 5 minutos,
49C), el sobrenadante es utilizado en la valoracién del glutation total (GSt) y oxidado

(GSSG).

La valoracion del Glutation se realiza usando el método de Griffith descrito en detalle
en (Gonzalez et al., 2004), método enzimatico ciclico y colorimétrico, que se basa en la

oxidacién del glutation reducido por el 5-5'-ditiobis-(2-nitrobenzoico) (DTNB) que se
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transforma en el compuesto coloreado TNB (5-tio-nitrobenzoico)(maximo de absorcidn
412 nm.) y se acopla a la reduccidn ciclica del GSSG por la reaccidon enzimatica catalizada
por la glutatién reductasa(GR), utilizando como cofactor NADPH, de esta manera se

consigue una amplificaciéon y especificidad de la reaccién.

Brevemente podemos esquematizarlo:

GSH + DTNB «— GSSG + TNB

...... GR....
GSSG + NADPH + H* «—— 2GSH + NADP*

Siendo esta la reaccidn final

Este paso enzimatico da especificidad y una alta sensibilidad (hasta 1071° moles) al

ensayo.

La concentracion de los reactivos (DTNB, NADPH y GR) se eligié para obtener un
incremento lineal de absorbancia durante 2 minutos. La pendiente de aparicién de color
(A absorbancia/A tiempo) es proporcional a la concentracién de glutation en la muestra.
Los ensayos realizados con diferentes concentraciones conocidas de GSH generaron una
familia de lineas con diferentes pendientes. La representacidon de las pendientes de las
lineas frente a la concentracién de GSH es lineal y define una curva estandar que se
utiliza para hallar por interpolacién la concentracion de glutatidn total (GSt) presente en
la muestra problema. Teniendo en cuenta que el GSt es la suma del reducido y el

oxidado:
[GSt] = [GSH] + [GSSG]

Las muestras se realizan por duplicado, y la concentracidén de GSt total GSH y GSSG

se expresan en umol/ g tejido.

La determinacién del GSSGs e realiza con un paso previo, las muestras son
derivatizadas con 2-vinil piridina que se une al resto sulfhidrilo libre del GSH quedando
de esta manera, Unicamente, el GSSG que se encuentra en la muestra original. La

derivatizacién se lleva a cabo de la siguiente manera: a 100 pl de sobrenadante del
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homogenado se la afiaden 2 pl de 2-vinil piridina. Posteriormente se ajusta el pH con 4

ul de trietanolamina (TEA) y se deja reaccionar 1 hora a temperatura ambiente.

El resto del ensayo se realiza de igual forma que para el glutation total, excepto que
utilizamos 20 pl de muestra y 4 Ul de GR normalizando el volumen a 1 ml. Segun el ciclo
enzimatico descrito con anterioridad por cada molécula de GSSG se forman 2 moléculas

de GSH, de manera que al determinar el GSH total se evaltda: GSH + 0.5 GSSG.

La concentracion de GSH se obtiene como diferencia del glutation total menos el

oxidado.

El potencial redox se calcula mediante la ecuacién de Nernst mediante la siguiente

férmula:

[GSH]?
[GSSG]

EGSH = —240 — 30,7 X Log

6.2 Valoracion de perdxidos lipidicos (LPO).
La reaccion de acidos grasos insaturados con los ROS principalmente con los radicales
OH:, produce peréxidos lipidicos inestables, los cuales se destruyen produciendo MDA y

4-HNE, ambos compuestos se miden para la valoracién de los LPO.

Los tejidos utilizados se descongelan, se secan en papel de filtro y se pesan. Se afade
un volumen 5 veces el peso del tejido (w:v, 1:5) de 20 mM Tris-HCI (pH=7.4). Por cada 1
ml de homogeneizado se afiade 10 pl de hidroxitolueno butilado (0.1 M) en acetonitrilo,
para prevenir la oxidacién de la muestra. Posteriormente el tejido se homogeniza en un
homogeneizador OMNI-MIXER y se centrifuga (3x1000g, 10 minutos, 429C), el

sobrenadante se recoge y es utilizado en la valoracion.

La valoracion se realiza siguiendo las instrucciones del kit para determinar LPO
(Bioxytech LPO-586; Oxis Health Products, Portland, OR, Estados Unidos), que tiene
como ventaja que se desarrolla a temperatura de 459C y otros aldehidos, diferentes al

MDA y 4-HNE, no reaccionan con el cromégeno a esa baja temperatura.

Se recoge un pequeiio volumen del homogenado para la posterior valoracién de

proteinas de la muestra mediante el método de Lowry.
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Se toman 200 pl de sobrenadante de la muestra y se le afiaden 650 ul de cromdgeno
(N-metil-2-fenilindol, 10.3 mM en acetonitrilo), agitando vigorosamente.
Posteriormente se afaden 150 pl de acido metanosulfénico 15.4 M, se agita y se incuba
40 minutos a 452C. Posteriormente las muestras se introducen en hielo, y si es necesario
debido a la aparicion de precipitados, se centrifuga a 15000xg durante 10 minutos a 42C.
Los sobrenadantes se transfieren a una cubeta y se lee la intensidad de color a 586 nm.
Se obtiene una curva patréon mediante diluciones sucesivas de una solucidn stock 10 mM
de MDA y 4-HNE, en la cual el volumen del homogenado es sustituido por volumen de
buffer y de estandar necesarios hasta llegar a 200 pl. Se prepara al mismo tiempo los
blancos de las muestras, sustituyendo los 650 pl de cromdgeno por el mismo volumen
de una mezcla de 75% de acetonitrilo y 25% metanol. La absorbancia se interpola con la

curva standard, expresandose los resultados como nmol/mg de proteina.

6.3 Valoracidén de las actividades de los enzimas aconitasa y fumarasa.

Se realiza la valoracion de las actividades de ambos enzimas, siguiendo el método
descrito por Couplan en (Couplan et al., 2002). Los tejidos hepatico, cerebral y pulmonar
se extraen, son pesados y se afiade un volumen 10 veces el peso del tejido (w:v 1:10) en
buffer de lisis (10 mM Tris-HCl, pH=7.4, 250 mM sacarosa, 1 mM EDTA), se homogenizan
con un homogeneizador OMNI-MIXER, se aisla la fraccion mitocondrial, siguiendo el
método descrito por Pecqueur en (Pecqueur et al., 2001). El pellet mitocondrial
obtenido es resuspendido de nuevo en el buffer de lisis, y las mitocondrias son lisadas
mediante la adicion de Triton X-100 a una concentracion final de 0.5% peso/volumen.
Se toman alicuotas de 10 a 40 ul de los lisados mitocondriales, segun los distintos tejidos,

para realizar el ensayo enzimatico.

Las reacciones enzimaticas se realizan durante 8 minutos en el medio adecuado: 30
mM isocitrato sédico, 50 mM Tris-HCl, pH= 7.4, 0.6 mM MnCl; para el ensayo de la
aconitasa y 50 mM de L-malato sddico, 50 mM NayHPOa, pH= 7.4 para la fumarasa. El
ensayo enzimatico se realiza siguiendo el incremento de densidad éptica a 240 nm. El
incremento lineal de la densidad éptica durante los ultimos tres minutos, expresada
como incremento minuto por mg proteina es tomado como la medida de la actividad

enzimatica. El cociente de la actividad aconitasa/fumarasa se expresa como el cociente
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de los respectivos incrementos lineales de densidad optica por minuto y por mg

proteina.
Ensayos de enzimas eliminadores de ROS

6.4 Valoracién de la actividad de la enzima Glutation peroxidasa (GPx).

Los tejidos son descongelados, secados en papel de filtro y pesados. Se afiade un
volumen 5 veces el peso del tejido (w:v 1:5) de 20 mM Tris-HCl (pH=7.4). Posteriormente
el tejido se homogeniza en un homogeneizador OMNI-MIXER y se centrifuga (3.5x1000g,

10 minutos, 42C), el sobrenadante se recoge y es utilizado en la valoracion.

Se recogidé un pequeiio volumen del homogenado para la posterior valoracion de

proteinas de la muestra mediante el método de Lowry. (Lowry 1951)

La valoracidon de la actividad se realiza mediante el método espectofotométrico de
Paglia y Valentine (Paglia & Valentine 1967), basado en la desaparicion de la
nicotinamida adenina dinucleotido fosfato en su forma reducida (NADPH), en una
reaccién acoplada. En un primer paso la enzima GPx oxida el GSH a GSSG en presencia
de un perdxido, y en un segundo paso, el GSSG es de nuevo reducido a GSH por medio
de la enzima glutation reductasa (GR) usando NADPH como donante de equivalentes de

reduccion.

La reaccidn esquematicamente se muestra a continuacién:

GSH-Px
2GSH + ROOH «—— ROH + GSSG

GR
GSSG + NADPH + H* & 2GSH + NADP*

Previamente a la realizacion del ensayo se realizan las diluciones convenientes de las
muestras problema. La mezcla de reaccién final contiene 875 ul de buffer de trabajo
(EDTA 1 mM, azida sddica 1 mM, GSH 11 mM, NADPH 0.2 mM y 1 Ul/ml de GR en el
buffer de homogenizacion), de 5 a 20 ul de muestra (ajustada hasta 100 pl con buffer de
homogenizacidn). La mezcla se preincuba durante 4 minutos a 372C, la reaccidn se inicia
al anadir el sustrato, 25 ul de solucion de Terc-butil hidroperdxido (dilucién 1:100 en el

buffer de homogenizacion).
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Se monitoriza la disminucién de la absorbancia a 340 nm y 372C durante 1-2 minutos.
Paralelamente se procede a la medicién de los blancos que contienen todos los reactivos

a excepcion de la muestra de tejido.

La actividad de la GPx en la muestra (A absorbancia/min) se calcula en base al
coeficiente de extincién molar del NADPH (6220 UA mol?) para expresado como Ul / mg

proteina (1 Ul= 1 umol NADPH oxidado/ minuto).

6.5 Valoracién de la actividad de la catalasa.

La valoracién se realizé siguiendo una modificacion del método de Aebi (Aebi
1984).Los tejidos se pesan y se afiade un volumen 10 veces el peso del tejido (w:v, 1:10)
de buffer fosfato 50 mM, EDTA 1 mM, Triton X-100 con una concentracion 0.1%, pH=7.
Se homogenizan con un homogeneizador OMNI-MIXER. Posteriormente se centrifugan
(10x1000g, 15 minutos, 42C), los sobrenadantes se recogen en crio viales y se guardan a
-802C hasta la realizacion del ensayo.Se separa un pequefio volumen del homogenado

para la posterior valoracién de proteinas de la muestra mediante el método de Lowry.
La determinacion se realiza en varias etapas:

Titulacién del H,0,. El H,0; se degrada lenta y de forma espontdnea, por lo que es
necesario determinar correctamente antes de la realizacion del ensayo la concentracién
exacta de H,0; que se utiliza, y debe realizarse la titulacidon del H,0; que vaya a utilizarse.
Utilizando H,0, comercial con una concentracién del 3%, se diluye 100 veces con buffer
fosfato 50 mM, para estar en el rango de medida del espectrofotémetro, y se mide la
absorbancia a 240 nm. Después mediante le ley de Lambert Beer se calcula la

concentracion real de H,0,, siendo el coeficiente de extincion molar para el H;0; a

240nm, Enm= 0.0436.

Construccién de una recta patrén utilizando un stock de H,0, 10 mM previamente
titulado, con valores comprendidos entre 0y 0.075 umoles/ml. Las diluciones necesarias
para los distintos puntos de la recta patrdn se realizaron con el buffer fosfato 50 mM
pH=7, a 10 pul de cada dilucion (correspondiente a cada punto de la recta patron) se le
afadié 1 ml de la solucidon cromégeno (buffer fosfato potdsico 150 mM, pH 7, que
contiene 4-antipirina 0,25 mM, acido 3,5-dicloro-2-hidroxibencenosulfonico 2 mM vy 0,7

U ml?! deperoxidasa) se incuba 15 minutos a temperatura ambiente y se lee la
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absorbancia a 520 nm, se representan las absorbancias obtenidas frente a los umoles

de H;0,.

Para realizar la valoracién de las muestras se toman de 10 a 20 ul de las muestras
diluidas convenientemente, completandose el volumen hasta 75 pl con el buffer fosfato
50 mM pH= 7. Seguidamente se afiaden 25 ul de H,0, 200 mM dejandose reaccionar la
muestra con el sustrato durante 1 minuto en un bafio a 252C. Pasado ese tiempo, se
para la reaccién afiadiendo 900 ul de azida sédica 15 mM y se afiade la solucion de

cromogeno de igual forma que para la realizaciéon de la recta patrén.

Simultaneamente a la valoracion de las muestras es necesario efectuar un blanco,
para ello se sustituye la muestra por un volumen equivalente de buffer, se afaden 75 l
de buffer fosfato 50 mM, pH=7, y 25 ul de H,0, 200 mM procediéndose de igual forma
gue para la muestra, estos blancos reflejan la maxima cantidad de H;0,. La cantidad de
H,02 remanente en cada muestra debe de restarse a la que se encuentra en el blanco.El
H20. encontrado en cada muestra es inversamente proporcional a la cantidad de

catalasa presente.

La concentracion de H,02 que se encuentra en el blanco y las muestras después de
su incubacion y valoracion con el cromégeno, se calcula por interpolacién en la recta

patron.

La actividad enzimatica de la catalasa se expresa en unidades internacionales (Ul)/mg
de proteina definida como (umol/minuto)/mg de proteina, calculado de la siguiente

forma:

Ao absorbancia a 520 nm del blanco se corresponde a [Ao] pmoles de H;0; totales

del blanco.

An absorbancia a 520 nm de las muestras se corresponde a [Am] umoles de H20;2 no

transformados en la muestra.

Los umoles de H,0; transformados por la catalasa en la muestra seran [Ao]-[Awm].

Actividad catalasa (,umoleS/min . ml)

_ ([Ao] = [AyDumol = dilucion original x 100
a (0,001 6 0,002ml) * min
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Una unidad de catalasa se define como la cantidad de enzima que descompone 1
pmol de H20; por minuto a pH=7 y 252C. Siendo la concentracidn inicial de sustrato 50

mM de H,0,.

Posteriormente se realiza la correccién de la actividad de la catalasa teniendo en

cuenta las proteinas totales determinadas utilizando el método de Lowry.

6.6 Valoracion de la actividad de la superdxido dismutasa (SOD).

Se extraen los tejidos hepdtico, pulmonar y cerebral, son pesados y afadido un
volumen 10 veces el peso del tejido (w:v, 1:10) en buffer 0.25 sacarosa pH= 7.4, 10 mM
Tris y 1 mM EDTA, posteriormente homogenizados con un homogeneizador OMNI-
MIXER. Los homogenados son centrifugados (1.5x1000g, 5 minutos, 42C) y el
sobrenadante es recogido y guardado en crio viales a -802C hasta la realizacién del
ensayo de actividad de la SOD. Se separa un pequeino volumen del homogenado para la

posterior valoracion de proteinas de la muestra mediante el método de Lowry.

La actividad de la SOD se determina mediante un método indirecto, utilizando el kit
de (Fluka/Sigma), que permite realizar medidas en placas de 96 pocillos. Para
determinar la forma mitocondrial de la SOD (Mn SOD) se afade a la muestra cianuro
potdsico 3 mM que produce la inhibicion de la forma citosélica de la SOD. La actividad
de la isoforma citosélica (Cu-Zn SOD) se calcula restando la actividad de la SOD total de

la actividad de la Mn SOD.

La valoracidon tanto de la SOD total como de la isoforma mitocondrial (Mn SOD) se
basa en la utilizacién de la sal de tetrazolio altamente soluble en H,0, WST-1(2-(4-
Yodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-2H-tetrazolio en forma de sal monosddica
que al reaccionar con el O* produce un dieno-formazan que se puede medir
espectrofotometricamente a 450 nm. El O,* es producido previamente utilizando la
reaccidn acoplada de la xantina oxidasa con el sustrato xantina, la actividad de la SOD
en la muestra o en la curva patrdn sevalora por la desaparicién enzimatica del O;*. La
velocidad de produccion del O,° esta directamente relacionado con la actividad de la
xantina oxidasa (XO) y la velocidad de desaparicion del O,* relacionada con la presencia
de SOD que se encuentra en la muestra, de manera que es posible determinar la

actividad enzimatica de la SOD en funcion del % de inhibicion de la formacion del
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formazan WST-1 o bien en base a las unidades enzimaticas de la SOD a través de la

interpolacidn con una curva patrén.

Para calcular la actividad de la SOD se calcula el % de inhibicidn de la reacciéon de

formacién del dieno segun la formula:
% inhibicion = [(AoB1-AoB3)-(Ao muestra-AoB2)/(AoB1-AoB3)]X100.
Ao muestra= absorbancia de la muestra (200 pl WST + 20 pl muestra + 20 pl enzima).

AoB1= absorbancia mdaxima que presenta el WST-1 presente en la reaccién en

ausencia de SOD (200 ul WST+ 20 pl H,0 + 20 ul de enzima).
AoB>= absorbancia del blanco de la muestra (200 pl WST + 20 pl muestra + 20 pl H>0.
AoB3= absorbancia del blanco (200 pl WST + 20 ul de H,0 + 20 pl de buffer de dilucién.

Posteriormente se calculan las unidades enzimaticas/mg de proteina (definiendo una
unidad como la unidad de enzima que inhibe el 50% la reduccién del citocromo c
producida por el anién 02 producido por la reaccidn de acoplamiento de la xantina-

xantina oxidasa a 25 2C por minuto y pH 7.8).

6.6.1 Determinacion de la expresion de las enzimas catalasa y SOD-1 'y SOD-2
(Western Blot).

Western Blot.

La técnica de Western Blot o immunoblotting consiste en la deteccién y analisis de la
expresion de diferentes proteinas. Nuestro objetivo fue el andlisis de la expresién de la

Catalasa, y de los dos isoenzimas de la SOD en tejido hepatico.

Se homogeniza el tejido hepatico en buffer de lisis (100 mg de tejido/300 ul de buffer
de lisis). La composicién del buffer de lisis consistio: sacarosa 250 mM, EDTA 1 mM,
Hepes 10 mM, pH= 7.5, con una mezcla de inhibidores de proteasas y fosfatasas (Sigma,
Madrid, Espafia). Se obtiene un sobrenadante inicial como fruto de una primera
centrifugacién a baja velocidad, para eliminar la fraccién nuclear, que posteriormente
es de nuevo centrifugado (1.6x1000 g, 45 minutos, 49C), para obtener un nuevo
sobrenadante que corresponde a la fraccidn citoplasmatica para el ensayo de la catalasa

y Cu,Zn-SOD (SOD citoplasmatica). El pellet se resuspende en buffer de lisis (0-49C)
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conteniendo 1% SDS + 1mM de ditiotreitol (DTT) y después de realizar frecuentes vortex
durante 30 minutos, la muestra es centrifugada de nuevo (1.6x1000 g, 30 minutos a
temperatura ambiental), el sobrenadante que corresponde a la fraccién mitocondrial es

utilizado para el ensayo de la isoforma mitocondrial de la SOD (Mn-SOD).

Las muestras con 50 pg de contenido en proteina, son electroforéticamente
fraccionadas en un gel con una concentracidon 12% SDS-poliacrilamida, una vez finalizada
la electroforesis (SDS-PAGE), las bandas de proteinas son transferidas a membranas de
fluoruro de polivinilideno (PVDF; Inmobilon™-P, Millipore) por el método himedo con
un buffer de transferencia: Tris 250 mM, glicina 192 mM y 20% metanol (pH =8.3) en un
Mini Trans-Blot (Mini Trans-Blot cell transfer, Bio-Rad, Hércules, CA, Estados Unidos).
Las membranas se bloguean con 5% de leche desnatada en polvo diluida en TBS-T
(buffer Tris salino 10 mM) e incubada toda la noche (buffer Tris salino 10 mM con 0.1%
Tween 20y 0.5% seroalbumina bovina (BSA), 42C) con anticuerpos primarios especificos:
anti-Cu,Zn-SOD (antisuero de conejo; Millipore; 1:5000), anti-Mn-SOD (antisuero de
conejo; Millipore; 0.5 pg/ml), anti-catalasa (antisuero de conejo; Novus Biologicals;
1:3000), y anti-B-actina (antisuero de ratdn; Sigma; 1:5000) utilizando este ultimo para
normalizar las cargas en los pocillos. Por ultimo, después de los lavados con TBS-T, las
membranas se incuban con los correspondientes anticuerpos secundarios anti-
Inmunoglobulina G (IgG), conjugados con peroxidasa de rabano (HRP), anticuerpo de
conejo 1gG (Millipore; 1:20000) para la catalasa (anti-catalasa) y las dos isoformas de
SOD (anti-Cu,Zn-SOD y anti-Mn-SOD), y anticuerpo de ratéon IgG (BD Pharmingen;
1:1000) para la B-actina (anti-B-actina). Todos los anticuerpos fueron resuspendidos en

TBS-T con 0.1% de BSA para bloquear las interacciones inespecificas.

La deteccion de las bandas se realizd por quimioluminiscencia (ECL, Amersham
Biosciencies) y su cuantificacién por densitometria utilizando la escala de grises (PDI

system; Amersham) con posterior analisis de las manchas con el programa Image J.

Las densidades dpticas de las bandas correspondientes a tejidos experimentales se
compararon con las de controles, que previamente han sido normalizados con la banda
de B-actina en ambos casos. Se calcula la media de todos los replicados y se aplica el test
estadistico para determinar si el cociente de las densidades de los tejidos

experimentales y de los controles es estadisticamente diferente.
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6.7 Analisis de la actividad del factor NF-kB en higado.

Se obtuvieron extractos nucleares siguiendo las instrucciones del kit de extraccidon
nuclear (No. 40010; Active Motif, Rixensart, Belgica). Una vez obtenido los extractos
nucleares se determina el contenido en proteinas por el método de Bradford (Bradford
1976). Las muestras de extractos nucleares conteniendo la misma concentracion de
proteinas se valoran siguiendo las instrucciones del kit (NF-kB-p65 TransAM
Transcription Factor Assay kit 40096; Active Motif). La activacion se detecta mediante la
incubacién con el anticuerpo primario anti- NF-kB, el cual reconoce especificamente el
epitopo p65 accesible Unicamente cuando el factor NF-kB esta activo y unido a ADN. Un
anticuerpo secundario anti-IgG conjugado con peroxidasa de rabano (HRP) permite

la deteccion espectrofotométrica del NF-k3 activo, a 450 nm.

6.8 Valoracion de la proteina C reactiva (PCR) en plasma.
La valoracion de la PCR se realizé mediante un kit para la determinacion de la PCR en
rata. La manipulacién y metodologia se realizo utilizando las instrucciones del kit

(Cusabio Biotech, Bionova Cientifica, Madrid, Espaia).

7 Medida de la presion arterial sistémica, y respuesta ante un estimulo
hipoxico.

Tras los tratamientos previos los animales controles o sometidos previamente a HCI
fueron anestesiados intraperitonealmente (ip) con una mezcla de Ketamina (50 mg/Kg)
y Valium (0.4 ml/Kg), traqueotomizados, conectados a una bomba (CL Palmer, Londres,
Reino Unido), y ventilados con una mezcla gaseosa de 20% aire 80% N. La frecuencia
de ventilacion fue de 40 ventilaciones por minuto, con presidon espiratoria positiva de 2
cm de H20, el volumen tidal se ajustd a una presidn inspiratoria maxima de 10 cm de

H,0 iguales en todos los grupos.

La medida de presion arterial sistémica se realizé en la arteria carétida por medio de

un catéter unido a un transductor de alta presion.

Una vez hallado los valores basales de presidn arterial sistémica, se valord Ia

respuesta a un test de estimulacidn hipdxica.

Para ello se ventild durante 2 minutos aproximadamente con una mezcla hipdxica

(10% 03), pasado ese tiempo se ventilo al animal con una mezcla gaseosa normoxica
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(21% 0,) para que recuperara su estado basal, y de esta manera poder comprobar las

hipotéticas variaciones de presiones ante un estimulo hipdxico.

Los transductores fueron calibrados con un manémetro de mercurio, y conectados a
una tarjeta de adquisicion de datos (Power Lab 16 SP, ADI Instruments, Castle Hill,
Australia), desde donde fueron enviados a un ordenador para el almacenamiento y

posterior analisis de los datos obtenidos.
Parametros ventilatorios

8 Pletismografia.

Con la finalidad de analizar la funcidn quimiorreceptora, se analizaron los parametros
ventilatorios de los animales, tanto jévenes como viejos, mediante pletismografia de
cuerpo entero (Emka Technologies, Paris, Francia; BUXCO Research Systems,
Wilmington, NC, Estados Unidos). En ella los animales después de los 15 dias del
protocolo experimental de HCI, o control, son introducidos en camaras de metacrilato
de 5 litros de capacidad, con flujo de aire continuo de 2 litros/minuto gracias a un

caudalimetro (Key Instruments) en situacién de libertad de movimiento.

Los animales son colocados durante un periodo de unos 30 minutos antes del
experimento, en condiciones de aire ambiental y de movimiento libre, para que se
adaptaran al medio y permitiera la posterior obtencién de parametros ventilatorios en
reposo. Continuamente se suministra aire fresco con un flujo de 2 litros/minuto. Una
vez conseguido que el animal permaneciera en reposo se le somete al siguiente

protocolo experimental:

Condicién Tiempo
21% O3 30 minutos (adaptacion)
21% O3 20 minutos (lectura basal)
12% O, 10 minutos
21% O, 10 minutos
10% O, 10 minutos
21% O 10 minutos
7% O3 10 minutos
21% O 10 minutos
5% C02/21% O, 10 minutos
21% O 15 minutos
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La temperatura durante todo el experimento se mantiene dentro de un rango neutro
(22-262C), de igual manera la concentracion de O; es continuamente monitorizada a
través de una pequefia salida de las cdmaras mediante un sensor de oxigeno (Sensor

Oxyding, Drager, Libeck, Alemania).

Se mide la frecuencia respiratoria, el volumen corriente (volumen tidal) y el volumen
minuto (ventilacion total), seleccionando los periodos donde los animales ventilan de
manera estable. La salida del flujo se dirige al espirémetro (EMKA Technologies) que
envia la sefial a una tarjeta de adquisicidn y analisis de datos, conectada a un ordenador
(Buxco Fine Pointe Review; EMKA Technologies), donde los datos se monitorizan vy

almacenan para visualizacién y posterior analisis (Graph Pad Prism 4).

9 Medidas de la actividad del sistema nervioso simpatico.

9.1 Niveles de catecolaminas en plasma

Se extrajo la sangre por medio de puncidén ventricular y se afiadid a unos tubos
previamente citratados y mantenidos en hielo. Posteriormente se realizdé una primera
centrifugacién de 5 minutos (1x1000 g) descartando el pellet, para a continuacién
realizar una segunda centrifugacion de 20 minutos (3x100 g) de la cual se recogid el
sobrenadante al que se le afiadié metabisulfito sédico (0.06g/ml) como conservante de

CA, se congelé a -80 2C hasta el momento del andlisis.

Previamente a la realizacion del andlisis las muestras deben ser concentradas. Para
ello se realiza un proceso de absorcion en cartuchos Waters Oasis-HLB de 1 ml con lecho
de 30 mg de polivinilbenceno-co-N-pirrolodina donde se adsorben las aminas,
eluyendose posteriormente al 100% con 500 ul de acido citrico 26.7 mM, pH= 29y
2.5%MeOH (Raggi et al., 999). Posteriormente una alicuota del eluato se inyecta en el

sistema HPLC-EC para valorar el contenido de CA en el plasma.

El sistema HPLC-EC esta formado por una bomba Milton Roy CM 400, una columna
Waters C18 (4 um), un inyector de Waters U6K, un detector electroquimico BAS LC-4A
y un integrador Milton Roy C-1 4000.

Para la valoracién de las CA plasmaticas se utilizaron estandares externos, inyectados

en el sistema HPLC-EC previamente para su calibracién (voltaje 0.65 v, sensibilidad 1 nA).
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La fase mévil fue: 25 mM NazHPO4 H,0, pH=3.6 y 6% MeOH.

9.2 Valoracién del contenido de catecolaminas en arteria renal.

Una vez el tejido ha sido disecado se introdujo en tubos eppendorf frios (0-42C) con
un volumen de 300 pl de acido perclérico (PCA) 0.1 N /EDTA 0.1 mM. Posteriormente
los tejidos fueron pesados en una electrobalanza (Supermicro Sartorius Pacisa, Madrid)

y fueron congelados a -802C hasta el dia del andlisis.

El dia que se realizé el andlisis los tejidos fueron homogeneizados en frio

(cristal/cristal) y centrifugados 5 minutos, 42C (12x1000 g).

Del sobrenadante se tomd una alicuota de 25-50 ul que se inyectd en el sistema HPLC-

EC, empleando una fase mévil 25 mM Na;HPOa, pH= 3.6, 6% MeOH.

La valoracion del contenido de CA se realizd frente a estandares externos de

concentraciones conocidas previamente inyectados en el sistema HPLC-EC.

9.3 Sintesis en arteria renal

Los depdsitos de CA se marcan con su precursor natural 3-5-3[H]-tirosina (30um,
actividad especifica 6 Ci/mmol; Perkin Elmer) vy, los cofactores para tirosina hidroxilasa
y DA-B-Hidroxilasa respectivamente 6-metiltetrahidro-biopterina (0.1 mM) y dacido
ascorbico (ImM) durante 2 horas, la presencia de los cofactores optimiza el marcaje de

los depdsitos de CA (Fidone & Gonzalez 1982; Olea et al., 2014).

Posteriormente al marcaje, las AR se transfieren durante 5 minutos a viales con 10
ml de Tyrode cirugia libre de precursores a 0-4 °C para lavar la 3[H]-tirosina no
incorporada, posteriormente las AR se pasan a viales con 100 pl de PCA 0.1N/EDTA 0.1
mM, se pesan en una electrobalanza (Supermicro, Sartorius, Pacisa, Madrid) y, se
homogenizan a 0-42C. Al homogenado se le afiaden 40 pl de PCA 0.1 N/EDTA 0.1 mM
para facilitar el lavado, se centrifuga 10 minutos, 42C, 12x 1000 g y en los sobrenadantes
se miden las cantidades de 3[H]-CA sintetizadas y 3[H]-tirosina. Posteriormente se
inyectan 50 pl de tejido en el sistema HPLC-EC. La fase mévil utilizada es 25mM NazHPO4,
pH= 3.6 y 6% MeOH. La cuantificacién de las 3[H]-CA sintetizadas y de la 3[H]-tirosina
libre se realiza recolectando alicuotas de 1 ml de muestra a la salida del HPLC-EC y con

posterioridad se cuentan en un contador de centelleo.
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10 Métodos estadisticos.

Los datos se expresan como medias * error estandar de la media (media + SEM) de
los valores obtenidos, la significacion de la diferencia de las medias se establecid
mediante el test de Student (t-test) para datos sin aparear en el caso de existir 2 grupos
independientes. Se utilizd el analisis de la varianza tanto de una via como de dos vias
(One way y Two way ANOVA Student-Newman-keuls/Bonferroni Method) para la
comparacion de datos con mas de dos variables. El estudio de las posibles diferencias
significativas se realizd analizando el indice de significacién p (*p<0.05, **p<0.01,

***p<0.001). Se consideran significativas aquellas diferencias con un valor de p<0.05.
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Los resultados los estructuraré describiendo en primer lugar los referentes a los

animales de experimentacién jovenes (3M) sometidos a dos intensidades de HCI 10 y

5% de Oz y en segundo lugar los correspondientes a animales de experimentacion de

edad avanzada (24 M) sometidos a una Unica intensidad de HCI.

1 Comprobacién previa de la metodologia empleada

11

2575
20

15

%0,

10

0 40 80

tsec

120 160

0 40 80

tsec

120 160

PO, (mm Hg)

PO, (mm Hg)

100

75

50

25

100 -

75 4

25

Datos gasométricos preliminares.

21%0, 10%0, 21%0,

100

95

90

85

80

75

- PO,
-k SaHb
T T T T T
100 0 20 40 60
tsec
21%0, 5%0, 21% 0,
¢--— -y
k--1 k--4
\ /1

- PO,
-k SaHb

r 100

- 90

- 80

+70

- 60

50

-100 0

20 40 60

tsec

qHes %

qHes %

PCO, (mm Hg)

PCO, (mm Hg)

50

20

21%0, 10%0, 21%0,
ey (15

74

73

7.2

50

ry
o

w
o

~N
=3

=
o

2100 0 0 40 60
tsec

21%0, 5%0, 21%0,

“---- e

75

/ \
/ {' == { 74
- PCO, 73
& pH
T T T T T 7'2
-100 0 20 40 60

tsec

Figura 21: Valores gasométricos en el interior de la cdmara de HCI. Presion parcial de gases en sangre arterial y
saturacion hemoglobina (HbO;) (% SaHb), PCO; y pH en ciclos de hipoxia intermitente, con intensidades de 10 y 5%

0.

En la figura 21 mostramos los valores gasométricos que se encuentran en el interior

de las camaras, en dos ciclos de HCI, como puede observarse la presion parcial de O; es

ciclica, su valor inferior se corresponde con el deseado (5 0 10% de 0.), la recuperacion

a la normoxia es de 40 seg. Con este protocolo de HCl conseguimos obtener valores de

saturacion de HbO; minimos (LSa0z) de 74 y 92% respectivamente.
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En la tabla Il se muestran los valores de gases sanguineos y saturacion de
hemoglobina medidos en varios ciclos de HCI, Los valores de PO, normodxicos previos a
los episodios de hipoxia, oscilaron entre 80 y 95 mm de Hg en ambos protocolos
experimentales, disminuyendo hasta 61.3 mm Hg (PO;= 61.3 + 2.5 mm de Hg, n= 8), en
la intensidad de HCI del 10%, y 37.2 mm Hg (PO,= 37.2 £+ 0.9 mm de Hg, n=8) para el
protocolo correspondiente al 5%. Recuperandose los valores norméxicos previos de PO,

después de la exposicion a los episodios hipdxicos.

Los valores arteriales de PCO; cayeron desde 37.6 + 1.1 mm de Hg correspondientes
a la normoxia previa, hasta 35.3 £ 3 mm de Hg en la intensidad del 10% y 25.3 £ 2.4 mm
de Hg en el 5%. Los valores de PCO; post-hipdxicos se mantuvieron por debajo de los
niveles basales, hasta recuperarse completamente antes de entrar en otro episodio de

hipoxia.

El pH aumentd del nivel basal previo de 7.37 hasta 7.42 en la intensidad del 10%, y
desde 7.34 hasta 7.5 en la correspondiente al 5%. Permaneciendo ligeramente
aumentado, hasta la total recuperacién de los valores basales, previo a otro ciclo de
hipoxia. Las modificaciones de PCO; y pH se debieron a la hiperventilaciéon refleja a la

hipoxia.

El porcentaje de saturacion de la hemoglobina antes de los ciclos de hipoxia fue 96.5
+0.75, cayendo hasta 94.9 + 0.25 y valor minimos de 91.7 + 0.8 en la intensidad del 10%
y 91.5 £ 0.2 y un minimo de 73.5 + 1.4 en el protocolo de HCI del 5%.

El porcentaje de tiempo total en el cual la saturacién de hemoglobina fue inferior al
90%, fue 0 en la intensidad del 10%, alcanzando hasta el 25% en el protocolo de hipoxia
del 5%. Existio correspondencia entre el nimero de episodios hipdxicos y el indice de

desaturaciones de oxigeno en una hora, en ambos casos fue 30.
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Tabla II: Valores gasométricos, saturacion de hemoglobina y pardmetros de severidad de HCl de intensidades de
10y 5% en ratas jovenes. Presion arterial de O, (PaO,), presion arterial de CO,(PaCO; ), porcentaje de saturacion de
hemoglobina(ASa0;), valor minimo de saturacion de hemoglobina(LSa0;), tiempo total en el que la saturacion de
hemoglobina es inferior al 90% (T<90 ), indice de desaturaciones de O, en una hora(ODI), numero de episodios

hipoxicos en una hora (AHCI)

Control HCI 10% O Control HCI 5% 02
Pa0; 84.5+2.6 61.3+2.5 84.5+2.6 37.2+0.9
PaCO; 37.6x1.1 353+3.0 376+1.1 253+24
ASa0; 96.5+0.75 94.9+£0.25 96.5+0.35 91.5+0.2
LSa0O; - 91.7+0.8 - 735114
T<90% - 0 - 25
ODI (veces/h) - 30 - 30
AHCI (veces/h) - 30 - 30

2 Efecto de la HCl en ratas de 3 meses de edad con 2 niveles de intensidad (10
y 5% 03)

2.1 Animales

Los animales toleraron bien ambas intensidades de hipoxia, no hubo ninguna pérdida
de animales y la ganancia de peso en los sometidos al 10 % O3 de HCI fue similar a la de
los controles, sin embargo la ganancia de peso en los sometidos a HCI 5% O; fue inferior.

Fig 22 B

En la figura 22 A) se representa el aumento total de peso al inicio y al final del
protocolo experimental. En todos los grupos hubo un aumento de peso, si bien en el
grupo de HCl severa el aumento fue menos acentuado que en los grupos control y el de
HCl moderada (HCI 10%). En B) se presenta el incremento de peso al final del
tratamiento en los animales expuestos a los distintos niveles de hipoxia respecto a los
controles. Se observa que aunque en todos los grupos existe un incremento del peso, el
grupo expuesto a HCl severa (HCI 5%) tiene un incremento menor de lo esperado,

apareciendo diferencias con respecto al grupo de HCl moderados (HCI 10%).
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Figura 22: A) Aumento total de peso en animales jovenes control e hipoxicos intermitentes del 10 y 5%.B)
Incremento de peso en 15 dias en animales jévenes (3M) control e HCl sometidos a 10 y 5% O,. Los datos se expresan
valores medios + SEM. N= 8 a 10 animales. *p < 0.05.

Se extrajo el corazén para pesar el ventriculo derecho, el ventriculo izquierdo y el

septo, para calcular el indice de Fulton

Peso ventriculo derecho

Indice Fulton = - - -
Peso ventriculo izquierdo + peso septo

Los resultados obtenidos fueron en rata control 0,25 £+ 0,01 y en animales sometidos

a HCI 0,32 £ 0,01, no observandose ninguna diferencia significativa

2.2 Parametros hematoldgicos y bioquimicos.

Para realizar una evaluacién del estado general de los animales se valoraron
diferentes pardmetros hematoldgicos, entre los que se incluyen el recuento de
eritrocitos, la concentracion de Hb, el volumen corpuscular medio y el contenido de Hb

corpuscular medio.

Como se observa en la tabla lll, no existen diferencias significativas entre los animales
controles y los animales expuestos a distintos niveles de intensidad de HCI, estos datos
indican que la HCl en ratas no activa la eritropoyesis. A la vista de los datos
hematoldgicos y junto a los datos antropométricos (variacion de peso), se puede
concluir, que en términos generales las ratas expuestas a ambos niveles de HCI,

toleraron de forma satisfactoria las condiciones de ambos tratamientos.
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Tabla Ill: Parametros hematoldgicos y bioquimicos bdsicos de animales jovenes control e HCI. Se presenta
hematocrito, numeros de eritrocitos (x109/mm?3), hemoglobina (g/100cc), volumen corpuscular medio (um?3),
contenido de hemoglobina corpuscular medio (pg) Glucemia mg/dl, Datos expresados como valores medios + SEM.

N=8a 10 animales.

Control HCI 10% O3 Control HCI 5% O
Hematocrito % 45,74+ 1,8 46,06 + 1,0
Eritrocitos (x10%/mm?3) 8,7+0,1 8,5+0,2 7.9+0.2 8.2+0.3
Hemoglobina (g/100 cc) 14,7+ 0,2 156+0,3 143 +0.2 14.6 £ 0.4
Volumen cgrp”“"'ar 559+06 | 565+1,0 576+10 | 57.7+09
medio (um?3)
Contenido hemoglobina | .. o, | 15,.04 180403 | 17.8+03
corpuscular medio (pg)
Glucemia (mg/dl) 759+1,1 77+4,1

2.3 Evaluacion del dafio oxidativo

2.3.1 Marcadores de dafo oxidativo

2311

Niveles de glutation y potencial redox.

La tabla IV muestra los niveles de GSH, GSSG (umol/g de tejido), y el cociente

GSH/GSSG en tejidos cerebral, hepatico y pulmonar, en animales jévenes expuestos a

protocolos de HCI de 10 y 5% de intensidad de O,. No encontramos en ningln caso

diferencias significativas entre los animales control y los sometidos a HCI.

Se observa que los valores totales de glutatidn tanto en cerebro como en pulmén

oscilan entre 1.5 a 2 umol/g de tejido, mientras que en higado los valores son 5 veces

mayores. En los tres tejidos, el cociente GSH/GSSG es superior a 50, indicando que la

mayor parte del glutation se encuentra, en nuestras condiciones experimentales, en su

forma reducida. El valor superior del cociente GSH/GSSG se encuentra en el tejido

cerebral y el inferior en el pulmonar.
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Tabla IV: Valores de glutation reducido (GSH), oxidado (GSSG), niveles de GSH/GSSG en tejidos cerebral, hepdtico
y pulmonar en ratas control e HCI (10 y 5% O). Los datos son medias + SEM, n= 10 a 20 animales control e HCI, **p <

0.01 HCl vs control.

GRUPO EXPERIMENTAL
PARAMETRO TEJIDO
CONTROL HCI 10% 0> HCI 5% O
Cerebro 1.6 +0.04 1.7 +0.04 1.6 +0.03
GSH
(umol/g Higado 7.8+0.2 7.4 0.9 8.2+0.3
tejido)
Pulmén 2+0.04 2+0.05 2.2+ 0.06 **
Cerebro 0.006 + 0.001 0.008 +0.001 0.006 +0.001
GSSG
(umol/g Higado 0.1+0.01 0.1+0.01 0.1+0.01
tejido)
Pulmén 0.04 + 0.003 0.04 + 0.002 0.04 + 0.004
Cerebro 229 + 34 208 + 11 257 + 20
[GSH]/[GSSG] Higado 100 +10 94 +10 919
Pulmoén 58+5 53+4 64+8

El cdlculo del Egsh refleja, el ambiente general redox celular, (Schafer et al., 2001). En
la Fig. 23 se muestran los datos relativos al potencial de reduccion del glutatidn,
calculado utilizando la ecuacién de Nernst. Como puede observarse ninguna de las dos
intensidades de HCI produjo una disminucién permanente significativa de la capacidad
amortiguadora redox de la célula. La variacién que se observa en el tejido cerebral, en
ambas intensidades de hipoxia, no es en ninguno de los casos significativo. Cabe senalar,
por ultimo, que el tejido pulmonar posee un potencial menos negativo que el cerebroy

el higado.
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Figura 23. Potenciales redox de glutation, Essy en higado, cerebro y pulmdn. En animales controles y expuestos a
HCl de 10 y 5% O,. Datos expresados como medias + SEM, n= 20 controles, 9 6 10 HCI.

2.3.1.2  Niveles de lipoperoxidos (LPO) en tejidos.

Algunas especies de ROS (radical hidroxilo y perhidroxilo) pueden atacar los acidos
grasos insaturados de las membranas celulares, produciendo su peroxidacién y
fragmentacion, liberando con ello LPO. La valoracion de LPO se utiliza como indicador

del dafio oxidativo a la membrana celular. (Halliwell & Gutteridge 2007).

En la Fig. 24 se muestran los valores de LPO, valorados como malonaldehido y 4-HO
nonenal, medidos en homogenados de higado, pulmén y cerebro. Se observa que los
valores, en pulmdn de ratas control, casi doblan a los encontrados en los otros dos
tejidos. La HCl aumenta la peroxidacién lipidica en higado de manera significativa y de
forma paralela a la intensidad de hipoxia. En el tejido cerebral se observa un aumento
de LPO solamente en el caso de HCI de intensidad severa, aunque este aumento no es

significativo.
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Figura 24: Niveles de LPO, expresados como nmol/mg prot.,encontrados en cerebro, higado y pulmdn de ratas
control e HCl del 10 y 5% de O,. LPO corresponde a MDA y 4-HNE. Datos medias + SEM, n= 20 controles, 9y 10 HCI.

*P< 0.05 HCl vs control.

2.3.1.3  Actividades Aconitasa/Fumarasa.

La aconitasa es susceptible al dafio oxidativo producido por los ROS, debido a que
contiene un grupo prostético con estructura [4Fe-4S]?*. El ataque oxidativo produce la
liberacion de Fe-a del centro activo, formdndose [3Fe-4S]**. Esta nueva formacidn deja
inactiva la enzima, incapaz de convertir el citrato en isocitrato (Bulteau et al., 2003). La
enzima fumarasa (otro enzima del ciclo de Krebs) es resistente al ataque oxidativo,
haciendo del cociente de las actividades de los enzimas aconitasa/fumarasa, medidos
en la misma muestra de tejido, un efectivo indice del dafio mitocondrial (Cantu et al.,

2009).
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Figura 25 : Cociente de las actividades Aconitasa/Fumarasa, en homogenados mitocondriales de cerebro, higado
y pulmon de animales controles y expuestos a hipoxia de intensidades10y 5% O,. Datos expresados como medias +
SEM, n= 20 controles, 9 y 10 HCI. *P< 0.05, ***P<0.001 HCl vs Control.

En la Fig. 25 se muestran los cocientes de las actividades enzimaticas
aconitasa/fumarasa medidos en homogenados de tejidos cerebral, hepatico y
pulmonar. En primer lugar observamos una diferencia en la razén de las actividades
entre los tres tejidos estudiados. También observamos que la HCI del 5% O causa una
muy significativa disminucidn en la razén de las actividades aconitasa/fumarasa, en los
tres tejidos estudiados, indicando esta disminucion, un dafio oxidativo a nivel
mitocondrial. En la intensidad del 10% se observa una tendencia general hacia la
disminucion excepto en tejido pulmonar, apareciendo diferencias significativas en el

tejido cerebral.
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2.3.2 Actividades de enzimas eliminadores de dafo oxidativo

2.3.2.1  Glutation peroxidasa GPx.
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Figura 26 : Actividad de la enzima GPx, expresada como mU/ mg prot., en homogenados de cerebro, higado y

pulmén de ratas controles e HCI 10 y 5% O,. Datos presentados como medias + SEM, n= 20 controles, 9 y 10 HCI. *p<
0.05, **p< 0.01, ***p< 0.001 HCl vs control.

La principal funcién de la GPx es reducir el H,O; proveniente de la actividad de la SOD
y la eliminacién de LPO. En la Fig 26 se muestran las actividades de GPx en homogenados
de tejido cerebral, hepatico y pulmonar. La actividad basal de la GPx en higado es
aproximadamente 10 veces mayor que en pulmdén y 40 veces mayor que en tejido
cerebral. Se observa un aumento significativo de la actividad de la enzima con la
intensidad de hipoxia de 10% O3 en los tres tejidos. En el protocolo que utiliza la hipoxia

severa (5%), solo se observa un aumento significativo en tejido pulmonar.

2.3.2.2  Catalasa.

La catalasa es junto a la GPx la enzima encargada de la eliminacion del H,0,. En la Fig.
27 se muestran las actividades de la enzima catalasa en homogenados de cerebro,
higado y pulmdn, asi como su expresion en tejido hepatico. La actividad basal de la

catalasa en higado es aproximadamente 15 veces mayor que en pulmén y 100 veces

mayor que en tejido cerebral.
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Figura 27: Actividad de la catalasa, expresada como U/mg prot., en homogenados de cerebro, pulmén e higado,
expresion en higado, de animales control e HCI de 10 y 5% de intensidad de O,. Datos son medias + SEM, n= 24
controles, 14 HCI. ***P < 0.001 HCI vs control. Expresion de la catalasa en higado de animales control y animales
expuestos a intensidades de hipoxia de 10 y 5%, expresado como cociente de la densidad de la catalasa respecto a
bandas de B-actina. Datos presentados como medias + SEM, n= 7 en todos los grupos. **p < 0.01 HCI vs control.

La HCI severa (5%), produce una disminucién significativa de la actividad de la
catalasa en tejido hepdtico, no observandose variaciones significativas, en los otros

tejidos, a ninguna de las intensidades de hipoxia

Los datos de la expresién de la catalasa en higado, también muestran una
disminucion significativa, en la hipoxia de intensidad del 5%, con un descenso en la
expresion de la enzima, de una magnitud comparable al observado en la actividad,

implicando esto que la enzima expresada presenta una actividad normal.

2.3.2.3  Superoxido dismutasa (SOD).
En la Fig. 28 se muestran las actividades de la Mn-SOD y CuZn-SOD en homogenados
de tejido cerebral, hepatico y pulmonar, asi como la expresién en higado de ambas

enzimas.

Se observa que la mayor actividad dismutadora esta en la forma citosélica (CuZn-
SOD) (Kinnula et al., 2003). La actividad de la SOD es alrededor de diez veces mayor en
tejido hepatico que en los tejidos pulmonares y cerebrales que presentan actividades

similares. En higado encontramos una disminucion significativa en la actividad de ambas
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isoformas, con las dos intensidades de Hipoxia, en pulmdn, ambas isoformas disminuyen
pero solo aparecen diferencias significativas en la isoforma citoplasmatica con la
intensidad del 10%. En cerebro la actividad de la Mn-SOD disminuye en la intensidad

mas severa (5% de 03), mientras que la CuZn-SOD disminuye con la intensidad del 10%.
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Figura 28: Actividades de la SOD mitocondrial (Mn-SOD) y citosdlica (Cu-Zn-SOD) en homogenados de higado,
pulmon y cerebro de animales control e HCI de intensidades 10 y 5% O,. Expresion de ambas isoenzimas en higado de
controles e HCl de 10 y 5% de O, expresado como cociente de la densidad de carga de la SOD respecto a 8-actina.
Datos son medias + SEM, N= 7 control e HCI. *p< 0.05, **p< 0.01, ***p<0.001 HCI vs control.

En la Fig.28 mostramos como la expresién de CuZn-SOD en higado no fue afectada
de forma significativa por ninguna de las dos intensidades de Hipoxia, mientras que el
nivel de expresién de Mn-SOD disminuyd de manera significativa en ambas intensidades
de Hipoxia intermitente, sin embargo la disminucion de la expresién de la Mn-SOD fue
menor que la disminucién en su actividad, indicando que la HCI disminuye la actividad

de la enzima expresada.

2.3.3  Activacion del factor NF-kB en higado.

El NF-kB es un factor de transcripcion con una amplia diversidad de funciones
celulares entre ellas la regulacion de la expresidn de citoquinas inflamatorias. Los ROS
pueden actuar como segundos mensajeros influyendo en la activacién de NF-kp, por ello

tratamos de estudiar su actividad en higado, el tejido estudiado con un mayor estrés
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oxidativo y que juega un papel clave en los desdrdenes que presentan los pacientes con

AOS y exhiben niveles mas altos de activacion NF-kp.

En la figura 29 se observa un aumento significativo en la actividad del factor NF-kB

relacionado directamente con la intensidad de HCl a la que cada grupo ha sido expuesto
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Figura 29: Actividad del factor nuclear NF-k8 en higado en ratas jovenes control e hipdxicos intermitentes del 10
y 5% de intensidad de O,. Datos son medias + SEM, n= 18 controles, 9 HCIl encada grupo. *< p 0.05, ***< p 0.001 HCI
vs control.

2.3.4  Niveles de proteina C reactiva (PCR) en plasma.

La proteina C reactiva es un reactante de fase aguda sintetizado principalmente en
los hepatocitos como respuesta a mediadores inflamatorios y liberado al plasma. La
union de la PCR a las células puede desencadenar la produccion de ROS, creando un

circulo vicioso que produce inflamacién crénica.

En la Fig 30 se presentan los valores de PCR en plasma, observandose un aumento
significativo de los niveles plasmaticos de PCR de manera dependiente a la intensidad
de la HCl administrada.
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Figura 30: Niveles plasmdticos de proteina C reactiva en ratas control e HCl del 10 y 5% O,. Datos son medias +
SEM, n= 18 controles, 9 HCl encada grupo. *< p 0.05, ***< p 0.001 HCl vs control.

2.4 Parametros ventilatorios.

Los datos anteriores nos indican que con las dos intensidades de HCl 10 y 5% de O,
los animales se encuentran sometidos a un estrés oxidativo, que este es claramente mas
intenso en la HCI severa, por lo que el estudio de la respuesta ventilatoria, se valoré

solamente en los sometidos a HCI 5% O
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La respuesta ventilatoria de animales jévenes controles (3M) y expuestos a HCI de
intensidad del 5% (3MHCI), se evalué mediante pletismografia de cuerpo entero, en
atmosferas que contenian 21 (aire), 12, 10y 7 % de O3 balanceado con Ny, y aire con 5

% COs.

La Fig 31 A) y B) Muestra: la frecuencia respiratoria y el volumen corriente, en las
condiciones atmosféricas anteriormente descritas. En los animales sometidos a HCI la
frecuencia respiratoria y el volumen corriente tiende a disminuir alrededor de un 10%
en todas las intensidades probadas. El valor maximo del volumen corriente se presenta

en la atmosfera de 7% de O3 tanto en el grupo control como en el HCI.

En la Fig 31 C) Se muestra la respuesta ventilatoria como volumen minuto (VM), en
todas las condiciones experimentales, tanto en animales control como los sometidos a
HCI, se observa un aumento, obteniéndose el maximo aumento en la condicidon de
Hipoxia del 7%. Dado que la frecuencia y el volumen corriente tienden a disminuir en
todas las atmosferas probadas, en animales sometidos a HCI, el volumen minuto
disminuye de forma significativa. La exposicién a HCI causa una disminucidn significativa
de la ventilacién, en torno al 20%, en todas las atmosferas probadas con un p<0,05,

excepto en aire atmosférico.
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Figura 31: A) Frecuencia, B) volumen corriente y C) volumen minuto en ratas jovenes control e HCI de 5% intensidad
de O,. Expuestas a atmdsfera control (21% O;), hipoxicas (12%, 10% y 7% O3) e hipercdpnica (5% CO,). Datos son
medias + SEM, n=8. *p< 0.05 HCl vs control.
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2.5 Actividad del SNS

2.5.1 Niveles de catecolaminas en plasma y sintesis y contenido en arteria renal.

Estos tres parametros se estudian como indice de la actividad simpatica.
Niveles de catecolaminas en plasma.

En la Fig. 32 se presentan los niveles Epinefrina (E), Norepinefrina (NE) y Dopamina

(DA), en plasma de ratas jévenes control e HCI.
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Figura 32: Contenido de Norepinefrina (NE), Epinefrina (E) y Dopamina (DA) en plasma de animales jévenes
controles e HCIl del 10 y 5% O,. Datos son medias + SEM, n= 10 a 16 animales. ***p< 0.001 HCI vs control.

Se observa un aumento significativo tanto en la concentracién de Epinefrina como en
la de Norepinefrina en el grupo de HCI del 5%, sin embargo la concentracidon de

Dopamina no varia en ninguno de los dos protocolos experimentales estudiados.
Sintesis y contenido de Norepinefrina en Arteria Renal.

En la Fig 33 A) se presentan los datos de sintesis y en B) el contenido de Norepinefrina
(NE) en AR, como indicadores de actividad simpatica a nivel de las fibras terminales del

SNS.

La sintesis de NE solamente se estudidé en animales sometido a HCI de intensidad 5%
de O,. Como puede verse en la Fig. 33 A) la HCl causé un aumento significativo. En la Fig.
33 B) vemos un aumento significativo en el contenido en NE en los animales sometidos

a las dos intensidades de HCI (10 y 5% O3).
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Figura 33: A) Sintesis de Norepinefrina (NE) en AR La sintesis fue medida como 3[H]-NE, en animales control e HCI
de intensidad del 5% O, B) Contenido de Norepinefrina (NE) en arteria renal valorados en ratas control y sometidas a
HClI de intensidad 10 y 5% O;,. Datos son medias + SEM, n=16 a 21 individuos. ***p<0.001, **p< 0.01 control vs HCI.

2.5.2  Efectos de HCI sobre la presion arterial sistémica.

La presion arterial es el parametro cardio-circulatorio, mas comun y mas sencillo,
utilizado para establecer los efectos de la HCI (Fletcher et al., 1992). En la Fig. 34 se
muestra la presion arterial sistémica en animales jovenes3M, 3M HCI10 %y 3M HCI 5%
y la variacion de la presidn arterial sistémica al someterlos a un test de Hipoxia aguda

del 10% de O; de tres minutos de duracion y la posterior recuperacion.

En primer lugar se observa un incremento de la presién arterial sistémica basal,
directamente relacionado con la severidad de la HCI, aprecidndose diferencias
significativas en la Hipoxia de intensidad del 5%. Los valores de presidon arterial
encontrados fueros: en animales control 100 mmHg, en 3M HCI 10% O, 120 mmHgy en
3M HCI 5% O3 150 mmHg. La presién disminuye a casi la mitad, en los tres grupos, tras
tres minutos de exposicidon a Hipoxia aguda del 10% de O, volviendo a aumentar hasta
niveles proximos a los basales después de la exposicién a la Hipoxia aguda, apareciendo
de nuevo diferencias significativas en los animales HCI de intensidad del 5% respecto al

grupo control.
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Figura 34: Presion arterial sistémica basal, después de 3 minutos de exposicion a Hipoxia aguda del 10% de O,, y
tras la recuperacion, en ratas control e HCl de 10 y 5% de O,. Datos son medias + SEM, n=8 a 14. ***p< 0.001, **p<

0.01 HCl vs control.
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Con los resultados expuestos anteriormente, hemos puesto en evidencia, que la HCI,
en ratas de 3 meses de edad, produce en menor o mayor grado, dafio oxidativo,
modificaciones en los parametros ventilatorios, aumento en la concentracién
plasmatica de CA, aumento en la secrecion y contenido de NE en AR y por ultimo una
elevacidon muy significativa en la presidn arterial sistémica. Estas alteraciones son muy
notorias utilizando la intensidad de HCI de 5% O». Uno de nuestros objetivos es estudiar
el efecto de la HCI en ratas de edad avanzada, 24M, para ello utilizaremos los mismos
criterios de evaluacion del dafio y dado que las mayores modificaciones las hemos
detectado con la HCI de intensidad 5% de O, sera esta la Unica intensidad de hipoxia a

la que seran sometidas estas ratas 24M.

3 Efecto de la HCl en ratas de 24 meses de edad (24M).

3.1 Animales
Los animales toleraron bien la intensidad de Hipoxia del 5% de O, no hubo ninguna

pérdida de animales y la ganancia de peso fue similar a la de los controles.
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Figura 35: Peso en ratas de 24 meses de edad (viejas), controles e HCI del 5% O,. Datos son medias + SEM, n= 8
controles e HCI.

En la Fig. 35 se representa el peso de ratas de 24 M (viejas), al final del tratamiento,
no observandose diferencias significativas entre individuos control e HCI de intensidad

del 5%.

Se extrajo el corazén para pesar el ventriculo derecho, el ventriculo izquierdo y el
septo, para calcular el indice de Fulton, obteniendo los valores siguientes: rata 24M,
0,24+0,005 y en ratas 24MHCI 0,23+0,01, no observandose ninguna diferencia

significativa.

En la tabla V se muestran los valores del hematocrito observandose, en los animales

sometidos a HCI, un ligero aumento que no llega a ser significativo. Como parametros

-118 -



Resultados
Miguel Quintero Coca

bioguimicos se valoraron la glucemia y las enzimas GOT y GPT, no observando ninguna

diferencia significativa

Tabla V: Se presenta hematocrito, Glucemia mg/dl, GOT (Ul) y GPT (Ul). Datos expresados como valores medios +
SEM. N= 8 a 10 animales.

Control HCI 5% O

Hematocrito % 422+1.1 47,4 + 3,2
Glucemia (mg/dl) 76 +2,7 81+3,6

GOT (UI) 32,6423 32,6621

GPT (UI1) 19,81 +1,6 20,71+0,89

3.2 Evaluacion del dafio oxidativo
3.2.1 Marcadores de dafo oxidativo

3.2.1.1  Niveles de glutation y potencial redox en ratas 24 meses de edad.

La tabla V muestra los niveles de GSH, GSSG, y el cociente GSH/GSSG en tejidos
pulmonar, hepatico y cerebral, en animales de 24 meses, expuestos a protocolos de HCI
de 5% de intensidad. lgual que en los animales 3M todos los tejidos tienen
concentraciones de GSH en el rango mM siendo el tejido hepatico el que presenta el
valor mas alto, aproximandose a 10 mM. La razéon mas elevada de GSH/GSSG se
encuentra en el tejido cerebral y la mas baja en el tejido pulmonar. Sin embargo, en
animales 24M, en higado y pulmén la razon GSH/GSSG es significativamente menor que
en ratas 3M, y en pulmén el valor del Ecsh es menos negativo (-198.0 + 3.0 vs. -213.0 £
2.7 mv; +++p<0.001). Igual que en las ratas 3M, la HCI no causd ninguna modificacién en

ninguno de los parametros relativos al glutation

Los valores totales de glutation, tanto en cerebro como en pulmén oscilan entre 1.5
a 2 umol/g de tejido, en higado los valores aumentan hasta casi 5 veces, similar a lo
observado en rayas jévenes. En pulmdn se observa un aumento significativo del
glutation reducido (GSH), posiblemente para paliar el dafio debido a la exposicidon

directa de gases provenientes del medio externo.
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El cociente GSH/GSSG muestra valores comprendidos entre 27 (tejido pulmonar)
hasta 250 (tejido cerebral), indicando que la mayor parte del glutatién encontrado
aparece en su forma reducida, esto mismo sucede en ratas 3M. El cerebro presentd el
cociente GSH/GSSG mas elevado mientras que el tejido pulmonar fue el que presento el

cociente mas bajo.

Tabla VI: Valores de glutation reducido (GSH), oxidado (GSSG), niveles de GSH/GSSG en tejidos cerebral, hepdtico
y pulmonar en ratas viejas controles e HCI (5% O;). Los datos son medias + SEM, n= 8 controles e HCl, *p < 0.05 control
vs HCI.

GRUPO EXPERIMENTAL
PARAMETRO TEJIDO
CONTROL HCI 5% O
Cerebro 1.65+0.25 1.79+0.18
GSH .. Higado 7.9+0.93 8.05+ 1.7
(wmol/g tejido)
Pulmodn 1.61 +£0.15 1.83 +0.08 *
Cerebro 0.006 + 0.001 0.007 £0.001
655G .. Higado 0.12 + 0.04 0.12 + 0.03
(wmol/g tejido)
Pulmodn 0.06+ 0.007 0.06 £ 0.001
Cerebro 259 + 17 253+8.5
[GSH]/[GSSG] Higado 74 +7 68+7.6
Pulmodn 27.3+2.2 32.7+25

En la Fig. 36 se presentan los valores de Egsh en homogenados de tejido pulmonar,
hepatico y cerebral. No observandose diferencias significativas entre grupos control e

HCl en ninguno de los tres tejidos.
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Figura 36: Potenciales redox de glutation Ecsy, en higado, cerebro y pulmodn. En animales viejos controles e HCI de
intensidad del 5% O,. Datos expresados como medias + SEM, n=8.

3.2.1.2  Niveles de LPO en tejidos.

En la Fig. 37 se muestran los valores de LPO (medidos como MDA y 4-HNE) expresados

como nmol/mg de proteina.
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Figura 37: Niveles de LPO, expresados como nmol/mg prot., en homogenados de cerebro, higado y pulmdn de

ratas viejas control e HCI 5% O,. LPO corresponde a valoracion de malonaldehido y 4-hidroxialquenales. Datos medias
+SEM, n=8.

Los valores encontrados son similares en los tres tejidos estudiados (=0,3 nmol/mg
prot). Estos valores son también similares a los encontrados en 3M, excepto, y

sorprendentemente, en el tejido pulmonar que son mucho menores. La HCI no alteré

-121-



Resultados
Miguel Quintero Coca

los valores de LPO, no aprecidandose diferencias significativas en ninguno de los tejidos,
existiendo un mayor aumento en el tejido pulmonar de los animales sometidos a HCI

intensidad 5% O, sin llegar a ser significativo.

3.2.1.3  Actividades Aconitasa/Fumarasa.

El cociente de las actividades de los enzimas aconitasa y fumarasa se utiliza como
indice de dafio oxidativo a nivel mitocondrial. La actividad de la aconitasa tiende a
disminuir con la edad, esto no ocurre con la actividad fumarasa (Yan et al., 1997), como
consecuencia el cociente general entre las dos enzimas disminuye. En la Fig. 38 se
muestran los cocientes de las actividades de los 2 enzimas. La razén, es practicamente
similar a la que encontramos en ratas 3M excepto en el tejido pulmonar que es mucho
menor 0.58+0.04 y 0.2620.15 en 3M y 24M respectivamente. La HCI, al contrario de lo
gue ocurre en 3M, no causa ninguna disminucidon en la razén de las actividades

enzimaticas en ninguno de los tejidos estudiados.
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Figura 38: Cociente de las actividades de Aconitasa/Fumarasa, en homogenados mitocondriales de cerebro,
higado y pulmdn de animales viejos, controles y expuestos a HCI del 5% de O,. Datos expresados como medias + SEM,
n=_8.

3.2.2 Enzimas eliminadores de ROS

3.2.2.1  Glutatién peroxidasa GPx
En la Fig 39 se muestran las actividades enzimaticas de la glutation peroxidasa. La
actividad GPx en higado es aproximadamente 30 veces superior a la del cerebroy 5

veces a la del pulmén. En pulmén la edad produce un aumento significativa en la
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actividad GPx, de 90.749.8 mU/mg prot en 3M a 159.2+10.4 mU/mg prot en 24 M

(+++p<0.001) y la HCl aumenta la actividad en tejido pulmonar (*p<0.05).pero no en el

tejido cerebral ni en el hepatico.
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Figura 39: Actividad de la enzima GPx en homogenados de cerebro, higado y pulmdn de ratas viejas controles e
HClI del 5% de O,. Datos presentados como medias + SEM, n= 8. *p< 0.05, HCI vs control.

3.2.2.2 Catalasa.

En la Fig. 40 se muestran los datos de la actividad de la catalasa en ratas de 24M de
edad. La actividad de la catalasa es maxima en tejido hepatico y esta es 10 veces superior
a la del tejido pulmonar y 100 veces superior a la del tejido cerebral, al igual que ocurre
en los animales de edad 3M. En animales de edad 3M HCI, la actividad catalasa hepatica
disminuye casi a la mitad mientras que en ratas 24M HCI existe una tendencia a
aumentar que en ningun caso es significativa. La HCl en animales 24M, no produce

ninguna alteracion significativa en ninguno de los tejidos estudiados.
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Figura 40: Actividad de la catalasa en homogenados de cerebro, pulmdn e higado, de animales viejos control y
sometidos a HCI del 5% de intensidad de O,. Datos son medias + SEM, n= 8.

3.2.2.3  Superdéxido dismutasa SOD.
En la Fig. 41 se muestra la actividad de la superdxido dismutasa, tanto citosdlica (Cu-

Zn SOD), como mitocondrial (Mn SOD).
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Figura 41: Actividades de la SOD mitocondrial (Mn-SOD) y citosdlica (Cu Zn-SOD) en homogenados de higado,
pulmon y cerebro de animales viejos controles y sometidos HCI de 5% de intensidad de O,. Datos son medias +SEM de
n=_8.

Las actividades enzimaticas de la CuZn-SOD y Mn-SOD, en el tejido hepatico, son mas
altas que las encontradas en tejido pulmonar y cerebral, la isoforma citoplasmatica es la

predominante 10-15 veces superior a la mitocondrial, esta observacidn es similar en
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ratas 3M. La edad no modifica las actividades enzimdticas, excepto un marcado
incremento de la enzima mitocondrial en tejido pulmonar que varia de 0.17 £ 0.12U/mg
prot) en animales jovenes a 0.53 + 0.11 U/mg prot en 24M. En ningun caso aparecieron

diferencias significativas producidas por la exposicién a HCI.

3.2.3  Proteina C reactiva.

La proteina C reactiva es sintetizada en el higado como respuesta a mediadores
inflamatorios y posteriormente liberada al plasma. La unién de esta proteina a las células
endoteliales puede desencadenar la produccion de especies reactivas de O3, creando un
circulo vicioso que lleva al desarrollo de inflamacién crénica y perdida del fenotipo vaso

relajante del endotelio (Zhang et al., 2012)

En la Fig. 42 se muestran los valores de proteina C reactiva plasmatica en animales
24M y 24MHCI, los valores encontrados son semejantes a los encontrados en ratas 3M.
No observandose diferencias significativas entre ambos grupos como consecuencia de

la HCI no se modificaron estos valores.

80- Proteina C reactiva

604 [

404

204

Proteina C reactiva ug/ml

Control HCI 5%

Figura 42: Niveles plasmdticos de proteina C reactiva en ratas 24M 'y 24M HCI de intensidad del 5% O,. Datos son
medias + SEM, n= 6 controles y 6 HCI

3.3 Parametros ventilatorios.

En la Fig. 43 se muestran los valores de frecuencia A), volumen corriente B) y volumen
minuto C). Mientras los animales respiran atmdsferas que contienen 21 (aire
atmosférico), 12,10 y 7% O balanceado con N3, y aire con 5% CO.. En aire el VM de las
ratas 24M fue de 331.7 + 53.5 ml/min/Kg y en ratas 24 MHCI 354.1 + 51.9 ml/min/Kg.
En atmdsferas con bajo contenido de O, el VM aumento en los dos grupos control e HCI,
alcanzandose un maximo en la atmosfera del 7% de O». En atmosfera de aire con 5% de

CO,, el VM fue mayor que el encontrado en aire, esto mismo acurre en ratas 3M. Las
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ratas control 24M ventilan menos que las ratas control 3M, siendo la diferencia en la
ventilacion significativa, en todas las atmosferas (p<0,001) excepto en aire (p<0,05). La
HCI no causd ninguna disminucién en la ventilacidn en las ratas 24 M HCI, el VM fue

estadisticamente idéntico en 24 M y 24 MHCI en todas las atmosferas

150 A Frecuencia 12« B Volumen corriente

1004

o
o
1
Volumen Corriente
(ml/Kg de peso)
-
i

Frecuencia respiratoria
(cicles minuto)

21%0,12%0, 10% 0, 7%0, 5%CO, 21%0,12%0, 10%0, 7%0, 5%CO,

Volumen minuto

12004 C [ 1 cControl
I HCI5% 0,

900

600

Volumen minuto
(ml x min/Kg de peso)

3OO-JjI.I
0
21%0,12%0, 10%0, 7%0, 5%CO,

Figura 43: A) Frecuencia, B) volumen corriente y C) volumen minuto en ratas 24M y 24M HCI de intensidad del 5%
0,. Expuestas a atmosfera control (21% O;), hipdxicas (12% O, 10% O, 7% O;) e hipercdpnica (5% CO;). Datos son
medias + SEM, n=8 controles e HCI.

3.4 Actividad del SNS

3.4.1 Niveles de catecolaminas en plasma, contenido y velocidad de sintesis de *H-CA
en arteria renal

Se valoraron los niveles plasmaticos de catecolaminas como indicadores de actividad

del sistema simpatico. En la figura 44 se muestran los niveles de E, NE y DA en plasma.

Se observa un aumento significativo, en los niveles plasmaticos de E, producido por la

HCI, no habiendo diferencias significativas ni en los valores de NE ni en los de DA.
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Figura 44: Contenido de Norepinefrina, Epinefrina y Dopamina en plasma de animales viejos controles e HCI del
5% de intensidad O,. Datos son medias + SEM, n= 8 Norepinefrina y Epinefrina, Dopamina n= 6. *p< 0.05 control vs
HCl.

3.4.2  Sintesis y contenido de Norepinefrina en Arteria Renal.

Con el fin de evaluar de una manera mas precisa la actividad del SNS, se valora el
contenido y la sintesis de norepinefrina en AR, como un indicador de la actividad
catecolaminérgica en las fibras terminales simpaticas. En la Fig. 45 se presentan los
datos de contenido y sintesis de NE. Se observa un aumento significativo en el contenido
de NE en los animales sometidos a la HCI, mientras que en la sintesis se observa una

disminucion provocada por la HCl sin llegar a ser significativa.
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Figura 45: Contenido y sintesis de Norepinefrina en arteria renal. La sintesis medida como 3[H]-NE, en animales
viejos control e HCl del 5% O,. Datos son medias + SEM, n=24, **p< 0.01 control vs HCI en contenido, y n=9 control vs
n=7 HCI.

3.4.2.1  Efectos de HCl sobre la presién arterial sistémica.
Es bien conocido como la edad causa un lento y constante aumento en la presion
arterial, en humanos y animales de experimentacion. (Soltis, 1987; Franklin et al., 1997;

Safar et al., 2011; Wills et al., 2011). Las ratas 24 M muestran una presion arterial mayor
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gue las ratas 3M, 128.1 + 26.9 mmHg y101.9 + 7.2 respectivamente, y al contrario de lo

gue ocurre en ratas jovenes la HCl no modificé la presién arterial.

Se realizd un test de respuesta aguda a la Hipoxia y observamos, ver Fig. 46, y
como cabia de esperar, la respuesta inducida por la Hipoxia fue una disminucién de

la presién arterial sistémica y una recuperacion a los valores iniciales cuando de

nuevo las ratas se situaban en normoxia.

Presidn arterial sistémica

150+
T I 1 Control

— I HCI5% 0,
£ 100-
£
E
E 50+

0

Aire 10% 0O, Aire

Figura 46: Presion arterial sistémica basal, después de la exposicion a 3 minutos de Hipoxia aguda del 10% de O,
y posterior recuperacion, en ratas control e HCI del 5% de intensidad de O,. Datos son medias + SEM, n= 11 HCl vs

controles.
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En esta seccion de discusidon vamos a seguir el orden que hemos establecido en los
objetivos y que hemos mantenido en los resultados a pesar de que implique algunas
repeticiones. De forma que tras una breve discusidon sobre el protocolo de HCI utilizado
y algunas de sus consecuencias generales, discutiremos las modificaciones encontradas
en el estado Redox tras el protocolo de HCl aplicado en animales jévenes y en animales
viejos. Posteriormente analizaremos las modificaciones que produce la HCI sobre la
ventilacion, el metabolismo de CA, como medida de la activacién simpatica y en la

presioén arterial.

Desde los trabajos de Fletcher (1992,1995) (ver introduccion seccién 6) en los cuales
desarrollé un modelo de HCI, en ratas, que mimetizaba los perfiles de saturacidn de O;
y el desarrollo de hipertension que suceden en pacientes con apnea recurrente, después
de la exposicién a HCl durante 30 dias, de forma sucesiva se han realizado numerosos
estudios, en roedores, que han demostrado que la exposicion prolongada a HCl, sin lugar
a dudas, produce hipertensién, pero la magnitud y la apariciéon depende del modelo
utilizado. Los estudios realizados, varian a) en intensidad de la hipoxia, la cual oscila
desde anoxia N2 a hipoxia de 3,5, 6 y 10 % de O, b) en la duracién del estimulo, varia
desde 15 seg a 4 min, c) en el tiempo en el que se mantiene el protocolo de HCI desde 7
a 35 dias y por ultimo d) sistema empleado en la medida de la presién arterial, por

telemetria, por cateterismo arterial o manguito en la cola.

El protocolo de HCI que se ha empleado en la elaboraciéon de este trabajo de
investigacion, 40 seg hipoxia de intensidad 5 0 10 % O», seguida de 80 seg de normoxia,
durante 8 horas al dia, 15 dias consecutivos. La medida de la presidn arterial se realizaba
mediante catéter en la arteria cardtida, esta dentro del amplio abanico que se cita en la
bibliografia, por lo que pensamos que es adecuado para el abordaje de los objetivos

propuestos.

Una relacién cronolégica y variada de los protocolos que utilizan HCI, puede verse en
la tabla siguiente (Tabla VII). En ella incluimos el modelo utilizado por nosotros (Quintero
2015), que por su robustez y concordancia con los protocolos utilizados, puede ser

valido e incluirse como uno mas para estudiar los efectos de la HCI.
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Tabla VIl Protocolos de HCI, como ejemplos de los cambios de presién arterial dependiente de
hipoxia intermitente, en ratas. (Tabla modificada de Prabhakar 2015)

Intensidad Ducl}i::ci,én Frecuencia ciclo Cambio PA Referencia
S L P
S R R P i
i?:z-S% CO, 38 zgi 20/h-8/24h ﬁ;r:ento alos11 gggigy etal,
g‘f:%%zz ;18 z:: 60/h-8/24h ﬁil;r:ento alos 35 Jz%yé)esux et al.,
2‘;/0%032 ;Sr:iig 9/h-8/24h ﬁil;r:ento alos 10 gggweiar etal.,
g‘;/:;o)zoz Slalon;sieng 7/h-8/24h ,dAI:r:ento alos 35 igg(;al etal.,
;2;‘: 82 ;E z:g 24/h-3,5/24h | Aumento 7 dias ggilglth etal,
/6_\?22 Slalon;sieng 7/h-8/24h ,dAI:r:ento alos 15 ;i(l)\ialet al.,
Z?eoz gg z:g 30/h-8/24h Aumento 15 dias (;;igtero
i?rf 02 gg z:g 30/h-8/24h Aumento 15 dias (;;igtero

1 Efectos generales de la HCI en animales jovenes y viejos.

Los animales jovenes (3M) y viejos (24M) toleraron bien ambos tipos de protocolos
de HCl aplicados sin modificarse en ningln caso el incremento de peso observado en los
grupos controles. Por tanto se puede concluir que exponer a HCl a animales jovenes o

viejos no tiene efecto en los parametros antropométricos.

Respecto a otras modificaciones generales hemos observado que tampoco hay
modificaciones en el hematocrito y en la glucemia. El hecho de que no se modifique el
hematocrito significa que el incremento previsible de HIF-1 no ha sido suficiente para el

posterior incremento de EPO y el consecuente incremento de la eritrogénesis.
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Previamente a tratar los efectos del HCI sobre el estado oxidativo conviene repasar
alguno de nuestros hallazgos de manera general. Los resultados de los experimentos
realizados en los 2 grupos de animales de 3M y 24 M, se pueden resumir y agrupar en
tres categorias. El primero es la valoracion de los biomarcadores como niveles de
glutation y Egsh, niveles de perdxidos lipidicos y el cociente entre las actividades de las
enzimas aconitasa y fumarasa, los cuales informan del estado redox general de los
animales, apreciandose como la exposicion a HCl produce estrés oxidativo en animales
jévenes 3M y no lo hace en ratas 24M. El segundo grupo donde se analizan los datos
relacionados con las enzimas eliminadoras de ROS (GPx, catalasa y SOD),
evidenciandose, de nuevo, la existencia de estrés oxidativo en ratas jévenes y no en
ratas 24M, corroborado por el hecho de que las actividades de las enzimas encargadas
de mantener el equilibrio oxidante-antioxidante estdn alteradas, aunque la alteraciéon
debe ser tomada con cautela. Cabe preguntarse ées la HCl la causa que altera las
enzimas antioxidantes o éstas estan alteradas como consecuencia del estrés oxidativo
ya presente? El tercer grupo de datos corresponde a indicadores de procesos
proinflamatorios como el factor NF-kf3 (subunidad p65 RelLA) y PCR, ambos relacionados

con el estrés oxidativo.

Nuestros resultados indican una considerable variabilidad de los biomarcadores
dependiendo del tejido analizado. El hecho de utilizar un amplio rango de
biomarcadores de estrés oxidativo, asi como la doble intensidad de hipoxia y los
multiples tejidos analizados, nos da evidencias que no todos los marcadores de estrés
oxidativo lo detectan de igual manera y que los distintos tejidos responden al dafio
oxidativo de distinta forma. Esta distinta especificidad de los diferentes tejidos al dafio
oxidativo ya habia sido observada con anterioridad (Jun et al., 2008). Al igual que en el
presente estudio, Juny col. observaron que el tejido hepatico, en comparacidn con otros
tejidos, es el mas susceptible al dafio oxidativo producido por la HCly dado que el higado
es el érgano central del metabolismo, este seria el origen de los multiples problemas
metabodlicos que presentan los pacientes con SAOS. Nuestro estudio muestra que el
estrés oxidativo del higado esta asociado con la activacidn del factor NF-kB y con la
produccién de PCR y en consecuencia con procesos inflamatorios y alteraciones

metabdlicas (Bowie et al., 2000; Korkmaz et al., 2012).
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2 Estado redox en animales jévenes 3M

Nuestros resultados indican que en los individuos jovenes, incluso con HCl de
intensidad moderada se produce estrés oxidativo, pudiéndose considerar al estrés
oxidativo como causante primario de la patogénesis de diversas enfermedades
asociadas al SAQS, sin olvidar que la sensibilizacién del CC, causada por la HCI, el
aumento de la actividad del SNS y con ello su contribucién a las patologias
cardiovasculares y metabdlicas encontradas en pacientes con SAOS y animales

expuestos a HCI (Lesske et al., 1997; Prabhakar et al., 2005; Kohler et al., 2012).

2.1 Valoracién de los biomarcadores

Respecto a los valores de Gst, GSH y GSSG mostrados en la tabla IV y los
correspondientes a (Eesn), ver Fig. 23, evidencian que los valores de glutatiéon y
potenciales redox no se modifican en todos los tejidos explorados con ambas
intensidades de HCI. Estas observaciones estan de acuerdo con los hallazgos de otros
autores (Jun et al., 2008). Hay que tener en cuenta que los contenidos de GSH/GSSG en
células se encuentran en rangos milimolares (incluso 1000 veces mayor que los niveles
de LPO), lo que implica una elevada capacidad de las células para eliminar el H,0,. De
manera que es necesario una exagerada produccion de ROS para producir una
disminucion en el nivel de GSH o del Egsy, pues mantener el Egsh €s un requisito
indispensable para la homeostasis y supervivencia celular para evitar el inicio de
procesos apoptoticos (Schafer et al., 2001). Por otro lado se confirma, con los valores
obtenidos de glutation, que el uso de un solo indicador, para valorar el estado oxidativo
puede llevar a conclusiones erréneas, ya que utilizando otros marcadores, en los mismos
animales o tejidos, puede demostrarse inequivocamente la existencia de dafio

oxidativo.

Observamos un incremento de la peroxidacion lipidica en la Fig. 24 que ocurre
exclusivamente en el tejido hepatico. Se ha descrito (Jun et al., 2008) una
sobreexpresién y activacion de NADPH oxidasa hepatica, por exposicién a HCI,
existiendo una asociacion entre la peroxidacidn lipidica hepatica y la produccion de ROS

por medio de la NADPH oxidasa.

Los datos que se presentan en la Fig. 25 hacen sospechar que el dafo oxidativo

observado en los niveles de perdxidos lipidicos, no estd causado Unicamente por la
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accion de la NADPH oxidasa, sino que también intervienen ROS procedentes de la
mitocondria. De hecho se ha demostrado en distintos modelos celulares y en respuesta
a varios estimulos, evidencia de un movimiento bidireccional entre los ROS producidos
a nivel mitocondrial y los producidos por la NADPH oxidasa. Por ejemplo, esto ocurre en
células endoteliales, en las que la angiotensina Il produce un incremento inicial en la
produccién de ROS debido a la activacion de la NADPH oxidasa, lo que posteriormente
desencadena una segunda activacién en la produccion de ROS a nivel mitocondrial
(Daiber 2010). De manera similar en células de musculo liso de arteria pulmonar, se ha
observado que la hipoxia produce una rapida produccién de ROS a nivel mitocondrial, y
que estos ROS mitocondriales producen la activacién de la enzima NADPH oxidasa a
través de una via mediada por protein-quinasa C (Daiber 2010; Frazziano et al., 2011).
Cualquiera que sea la secuencia de los mecanismos implicados en la produccidn de ROS,
la disminuciéon de la razén aconitasa/fumarasa observada en todos los tejidos
estudiados, aplicando la HCI de mayor intensidad, pone de manifiesto un aumento de la
produccién del anién superdxido en la mitocondria, lo cual esta de acuerdo con nuestras

propuestas

Los mecanismos que conducen al aumento de produccién de ROS son complejos y no
estan aun resueltos. Schumacker, después de numerosos trabajos e investigaciones,
propone que la hipoxia produce un aumento de la produccién de ROS a nivel del
complejo Il de la CTE mitocondrial (Schumacker 2011). La propuesta de Schumacker
consiste en que el ubiquinol completamente reducido, difunde y se aloja en el complejo
[ll, uniéndose en el sitio Qo de la membrana mitocondrial interna. Una vez unido se
produce la transferencia de los dos electrones del ubiquinol siguiendo un orden preciso.
El primer electrdn se transfiere a la proteina ferro-sulfurada Rieske, de esta manera el
ubiquinol se transforma en radical ubisemiquinona que tiene un solo electrén
desapareado. La ubisemiquinona normalmente cede su electrén desapareado al
citocromo b del complejo Ill de la cadena respiratoria, pero este electrén puede ser
transferido de forma alternativa al O, reduciéndolo y formando de esta forma el radical
superodxido. De cualquiera de las maneras la molécula oxidada resultante, denominada
ubiquinona, entra de nuevo en el pool de las quinonas, preparada para aceptar de nuevo

un nuevo par de electrones procedentes del complejo | o ll, transformarse de nuevo en
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ubiquinol y reiniciar el ciclo (Turrens 2003; Schumacker 2011). Sin embargo, el

mecanismo por el cual se transfiere un electrén al O, formando O2-, en hipoxia, es
desconocido (Waypa et al., 2008; Schumacker 2011), ya que la formacién del anién Oy-

, como resultado de la transferencia de un electrén al Oy, es directamente dependiente
de la PO; (Turrens 2003), y como es obvio en hipoxia la PO, disminuye. Por lo tanto
deben entrar en juego diversos factores adicionales para explicar el aumento de la
produccién de O;* en hipoxia. Otra hipétesis es la propuesta por Taylor y Moncada
(2010), en la cual el é6xido nitrico (NO*) puede ser el protagonista. En dicha propuesta se
indica que en normoxia, cuando el estado predominante de la citocromo oxidasa es el
oxidado se une al NO* vy lo oxida a nitrito, disminuyendo la disponibilidad de NO,
mientras que en hipoxia cuando la proporcidn de citocromo oxidasa en estado reducido
es la predominante, el NO* y el O, compiten por el sitio de unidn a la citocromo oxidasa,
el NO® con mayor afinidad que el Oz, y en esta situacién el NO* se acumula al no ser
transformado en nitrito y la citocromo oxidasa permanece en su estado reducido. Esta
situacion hace que el NO* se acumule, y que los complejos proximales de la cadena
transportadora de electrones se reduzcan, facilitando con ello la cesién de electrones
desapareados al O, con la consiguiente formacidn de O;*". Esta hipdtesis puede explicar,
la disminucion de la actividad de la aconitasa observada en la Fig. 25 debido a que el O>*"
es el principal responsable de la inactivacidén de la aconitasa al desestructurar el centro
activo [4Fe-4S]?" pasandolo a [3Fe-4S]** y por tanto desactivando la enzima (Bulteau et

al., 2003).

2.2 Enzimas eliminadores de ROS

La glutatidon peroxidasa (GPx), comparte como sustrato el H,O. con la catalasa,
diferencidndose de ella, en que la GPx ademas necesita para llevar a cabo su reaccién el
glutatién reducido (GSH) como sustrato. De una manera general, la GPx supone la
primera y principal linea de defensa frente al H,0, en las células, aunque la catalasa
también seria cuantitativamente importante. La HCI no produjo ningun efecto en los
niveles de actividad de esta enzima (Fig. 26), salvo en el tejido pulmonar en que su

actividad aumenté de forma dependiente a la intensidad de la HCI

Los datos presentados en la Fig. 27 sefialan, que la HCl severa produce en higado una

disminucion en la expresidn de la catalasa, sin afectar a su actividad especifica, ya que
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la razén entre la actividad de la catalasa y la expresiéon de la enzima no se modifica tras
HCI. De manera similar Haque et al., (2012) en lineas de células humanas de epitelio
pigmentario retinal observan que el estrés oxidativo causa una inhibicién post-
transcripcional, mediada por micro-RNA, de la expresién de la catalasa. Podemos
concluir que la disminucidn en la expresion de la catalasa observada en nuestro estudio

puede ser el resultado de un proceso post-transcripcional.

La marcada disminucién de la actividad de la SOD mitocondrial (Mn-SOD) en higado,
Fig. 28 puede ser explicada por un aumento en la produccién de 0;* y NO con la
consiguiente formacion de peroxinitrito (ONOO"), el cual puede nitrar el residuo 34 de
la tirosina del enzima produciendo su inactivacién (Yamakura et al., 2010). De igual
forma el peroxinitrito formado puede nitrar el residuo de triptéfano presente en la
superdxido dismutasa citosdlica (Cu,Zn-SOD), produciendo de igual manera su
inactivacion (Yamakura et al., 2010), pero hay que considerar que la regulacién de las
isoformas de la SOD es mds compleja. La activacion del factor NF-kf, que también hemos
encontrado en nuestros estudios, por los ROS lleva a un incremento en la expresién de
SOD, aceptandose que la unién de esos eventos lleva al mantenimiento de la
homeostasis redox intracelular (Ji 2008). Pero, esa secuencia de eventos no se observa
en todos los tipos celulares y ante todos los estimulos (Lijnen et al., 2012). En nuestros
resultados observamos una disminucion en la expresion de Mn-SOD, producida por la
HCI cercana al 25% en la intensidad moderada (HI 10% de O;), y en torno al 35% en la
HCI severa (HI 5% de 0O;), ademas de disminuir su actividad alrededor del 70%. Esto
implica por un lado que la HCI disminuye la expresion de la SOD, y por otro que la SOD
expresada tiene una menor actividad probablemente causada por el dafio oxidativo.
Estos resultados son similares a los descritos por Nanduri y col. (Nanduri et al., 2009)
en rata que observaron tras someterlas a HCI, una disminucidn en la expresién de Mn-
SOD al igual que en cultivos celulares. Ademas estos autores observaron que la
disminucion de la expresion de Mn-SOD era debido a la disminucién de los niveles de

HIF-2a, debido a su degradacion via proteasas dependientes de calpaina.

Todo lo anterior indica que el control de la Mn-SOD en HCI es multifactorial, y que
como hemos mostrado existe una evidente disminucién de la capacidad de dismutacién

del O2* en tejidos hepatico y cerebral en la situacién de HCI mas severa (HI 5% de O,).
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Por el contrario la Cu,Zn-SOD no ve afectada su expresion por la HCl y por lo tanto la
disminucion en la actividad de la isoforma citosdlica debe ser atribuida al dafio

ocasionado por los ROS (Yamakura et al., 2010).

2.3 Marcadores proinflamatorios

Entre otros mecanismos dependientes de ROS en muchos sistemas celulares, esta la
activacion del factor NF-kB (Bowie et al., 2000; KorKmaz et al., 2012). Los miembros de
la familia NF-kB, en el citosol, forman complejos con la subunidad inhibitoria kB, la cual
después de su fosforilacién por la quinasa, dependiente del estado redox, se separa del
complejo NF-kB, es ubiquitinizada y degradada. Los miembros del NF-kB liberados
(P65/p50) se translocan al nucleo y uniéndose a los promotores regulan la expresion de
genes de citoquinas inflamatorias entre otras. Nuestros resultados muestran
claramente el aumento del factor NF-kB producido por la HCI ver Fig. 29 y por tanto

indican el desarrollo de un estado proinflamatorio.

En resumen los resultados obtenidos en ratas jovenes 3M indican que la HCI, incluso
con intensidades moderadas, produce un estado oxidativo que es érgano especifico. De
los tres tejidos estudiados, el higado es el 6rgano mds sensible al dafio oxidativo. El
estado oxidativo se refleja por un aumento en los niveles de LPO y una disminucidn del
cociente aconitasa/fumarasa, al igual que por modificaciones en las actividades de los
enzimas eliminadores de ROS. El incremento de ROS conduciria a una activacién en
higado de NF-kP y secrecién de la proteina C (ver Fig.30) reactiva aumentando de esta

manera sus niveles plasmaticos.

3 Efecto de la HCI en ratas viejas 24M.

Nuestro hallazgo mas notable es que la HCI, al contrario de lo que ocurre en los
animales jévenes 3M, no modifica ninguno de los parametros utilizados para valorar el
estrés oxidativo. La comparacién con los hallazgos en animales 24 M indica que los
animales viejos toleran la exposicidon a HCl de una manera mas eficiente, sin los efectos
deletéreos producidos por el aumento de ROS causados por la exposicién a HCI. En la
Fig 47 se muestra a modo de ejemplo la disminucién del cociente Aconitasa/Fumarasa

qgue sucede en 3M sometidos a HCl y la ausencia de efectos en 24M.
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Figura 47. Comparacion del efecto de la HCI de intensidad del 5% de O, en animales de 3y 24
meses. 3M (control joven), 3M HI (hipdxico intermitente joven), 24M (control viejo), 24M HI
(hipdxico intermitente viejo). +++ p<0.001 jovenes vs viejos (efecto de la edad), ***p<0.001
control vs HI (efecto de la hipoxia intermitente).

Esta disminucion de la actividad de la aconitasa puede ser un reflejo, al menos en
parte, de la disminucion de la actividad de la enzima dependiente de la edad y la
disminucion de la capacidad oxidativa mitocondrial (Delaval et al., 2004). El aumento
de la actividad de la Mn-SOD precisamente en tejido pulmonar, puede suponer que el
dano oxidativo a nivel mitocondrial no es la principal causa de la disminucién de la

actividad del cociente aconitasa/fumarasa.

Aunque es evidente que cada episodio de HCl puede ser considerada como una
fuente de produccion de ROS a nivel del endotelio celular (Lavie & Lavie 2009a; 2012).
Nuestros resultados muestran que no se estd produciendo dano oxidativo y que las
posibles ondas de produccién de ROS no parecen ser la causa del dafo endotelial y de
la remodelacion permanente de los vasos sanguineos en ratas viejas. Apoyando esta

hipdtesis un reciente estudio (Socha et al., 2015) ha observado, que la exposicién
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transitoria y prolongada a H,0,, es mejor tolerada por células endoteliales de ratas
viejas, que por las provenientes de animales joévenes. En ellas el incremento de calcio
producido por la exposicién transitoria a H,02, es menor en el endotelio de animales
viejos, asi como la supervivencia y el mantenimiento de la integridad celular es mayor

en animales viejos después de una exposicion prolongada a H;0..

4 Efecto de |la edad sobre la respuesta ventilatoria tras la HCI

Estos resultados los vamos a discutir teniendo en cuenta otros hallazgos de nuestro
grupo que se han realizado en colaboracién con el grupo de la Dra. Silvia Conde de la
Universidad Nova de Lisboa que han sido enviados a publicar. En dichos experimentos
se encuentra que la exposicion de los animales a la HCI tiene diferentes efectos sobre la
actividad eléctrica del NSC dependiendo de la edad. En ratas jévenes (3 M) la HCI
produce un aumento de la sensibilidad de los CC ante test de hipoxias (5%0; y 0%03)
medido como frecuencia de descargas en el NSC, lo que indica que la HCI hace a los ratas
jévenes hiperreactivas ante el estimulo hipdxico. Estos resultados estan de acuerdo con
experimentos previos de nuestro grupo en los que también se muestra que se mantiene
o incluso disminuye su reactividad al CO; (Gonzdlez- Martin et al., 2011). En cuanto a
las respuestas en ratas viejas, nuestro grupo ha publicado que el envejecimiento per se
produce una disminucidn de la sensibilidad del CC a la hipoxia sin afectar a la hipercapnia
(Conde et al., 2006). En los resultados sin publicar encontramos que los CC procedentes
de ratas viejas sometidas a HCl, aplicando los mismos test de hipoxias que en jovenes se
observa un menor aumento del incremento de la frecuencia de descargas en el NSC,

aunque todavia significativo.

Nuestros resultados muestran que se produce diferencias en los pardmetros
ventilatorios en animales jévenes y viejos (ver tabla VIl y figura 48) como consecuencia
de la distinta sensibilizacion originada por la HCI en el CC en diferentes edades frente a
test de hipoxia. Por supuesto, en ambas edades someter a test de hipoxia se incrementa
la ventilacién. Asi, hemos observado que en animales jévenes la HCl causa una
disminucion en la ventilacién minuto inducida por la hipoxia, mientras que en animales

viejos este pardmetro no se modifica tras la HCI.
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Tabla VilII: Resumen de los efectos de la edad en los distintos parametros valorados para cuantificar la respuesta
ventilatoria. {, disminucién del pardmetro, (significacién J,p< 0.05, \,\ p<0.01, \ \ { p<0.001)

EFECTO DE LA EDAD 24M vs 3M

. VOLUMEN VOLUMEN
Test estimulantes FRECUENCIA CORRIENTE MINUTO
21% O, = = N
12% 0> = = Yid
10% 0> = N Yid
7% O = N Yid
5% CO; = N N 2

Relacionando los resultados de la ventilacidén con la actividad del NSC, comentada
anteriormente, podriamos decir que los animales jovenes sometidos a HCl en
comparacion con animales controles, tienen aumentada la respuesta hipdxica del CC
hacia el troncoencefalo, pero se produce una disminucion significativa de la respuesta
ventilatoria. Esto implicaria una mayor integracién de la sefial quimiorrectora pero que
produce una pérdida de ganancia de la sefial quimiorreceptora en los centros
respiratorios. Esta pérdida de ganancia de la sefial quimiorreceptora en los centros
respiratorios, parece estar asociada con una facilitacién de la sefial quimiorreceptora a
los centros encargados del control de las areas vasomotoras del sistema simpatico.
Dicho de otra forma, la HCl produce cambios pldsticos adaptativos limitando el
incremento de la seial quimiorreceptora hacia los centros respiratorios para estabilizar
la respiracién durante la activacién del reflejo quimiorreceptor por hipoxia severa, y por
otro lado se facilita la transmisién quimiorreceptora para aumentar la respuesta del SNS

(Kline 2010; Moraes et al.,, 2012; Almado et al., 2014).

Existen diversos estudios que proponen distintos mecanismos de adaptacién de tipo
pldstico. Un estudio (Greenberg et al., 1999) mostré que la HCl induce la expresion de
proteinas c-fos en zonas delimitadas de la médula oblongata relacionada con el tono y
control reflejo de la actividad simpatica, de manera que la HCl produce un aumento en
la expresion de las proteinas c-fos en el NTS, el cual representa la primera estacion del

reflejo sensorial quimiorreceptor, también en la médula rostral ventrolateral, la cual
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representa las neuronas pre-simpaticas, origen de la actividad del SNS que controla las

funciones cardiovasculares (Guyenet 2000; Almado et al., 2014).

La causa de la disminucidén de la ventilacion basal en animales viejos comparados con
jovenes, puede ser debido a una disminucidn en el estimulo quimiorreceptor del CC. En
estudios previos realizados en nuestro laboratorio publicados (Conde et al., 2006), se
demuestra y se discute en profundidad como la edad disminuye la respuesta hipdxica
del CC e incluso existe una disminucién en la masa de células quimiorreceptoras, un
aumento en el recambio de neurotransmisores y cambios en la maquinaria de
sensibilidad al O,. La disminucién de la respuesta quimiorreceptora seria el principal
determinante de la baja ventilacion de los animales viejos respecto de los jévenes, pero
esta disminucion en la ventilacion (ventilacién minuto) en animales viejos, no implica
forzosamente hipoventilacién “funcional”, debido a que la edad va acompafiada de una
disminucion en el consumo de 0. De esta manera una progresiva y paralela
disminucion en ambos pardmetros hace que se mantenga constante la ventilacién

alveolar por minuto, respecto al consumo de O; al minuto a lo largo de la vida de los

individuos.
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Figura 48: Comparacion del efecto de la HCI de intensidad del 5% de O, en el volumen minuto de ratas de 3y 24
meses sobre la ventilacion minuto.. 3M (control joven), 3M HI (hipoxico intermitente joven), 24M (control viejo), 24M
HI (hipéxico intermitente viejo). +++ p<0.001; ++p<0.01; + p<0.05 jovenes vs viejos (efecto de la edad), **p<0.01;
*p<0.05 control vs HI (efecto de la hipoxia intermitente).
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Sin embargo aunque la HCl en individuos viejos, produce un cierto grado de
sensibilizacion del CC, especialmente con hipoxias severas, estos individuos presentan
una ventilacion normal como respuesta a los test de hipoxia en animales sometidos
previamente a HCl. Concluimos que a diferencia de los individuos jovenes, en ratas
viejas, la HCl no produce modificacién adaptativas, de tipo pldstico, en el sistema
nervioso central, que sean capaces de producir una disminucién de la ganancia del
reflejo quimiorreceptor hacia los centros respiratorios y lo que es mas importante, no
se producen cambios plasticos facilitando la transferencia de la sefial quimiorreceptora
a las neuronas pre-simpaticas, no produciéndose de esta manera una hiperreactividad
del SNS, ni llevaria en ultimo término al desarrollo de hipertensién en los animales
viejos, tal como nosotros hemos encontrado en nuestros resultados como discutiremos

mas adelante.

Antes de terminar la discusion sobre los efectos de la HClI en la ventilacion es
importante sefialar que esta universalmente admitido el incremento de la sensibilidad
del CC al igual que hemos mostrado en resultados pero sin embargo el efecto sobre la
ventilacion minuto es apreciado de una forma muy diferente. Unos autores encuentran
gue aumenta, disminuye (como hemos encontrado nosotros) o no tiene efecto. Es
posible que estas diferencias se deban a las diferentes metodologias utilizadas por los
diversos autores (Gonzalez et al., 2012). En este trabajo, se utilizé pletismografia de
cuerpo entero en el que el animal estd despierto y con libertad de movimiento,
elimindndose posibles variables espureas como los efectos de la anestesia, temperatura

o variaciones de tipo circadiano.

En resumen, en nuestras condiciones observamos de forma consistente que la HCI
produce una disminucién de la ventilacién en animales jovenes (Gonzdlez-Martin et al.,
2011; Olea et al., 2014), mientras que esto no ocurre en animales viejos, indicando que
los cambios plasticos, adaptativos que tienen lugar en el sistema nervioso de individuos
jévenes y que en ultimo término llevan al desarrollo de hipertensién (Prabhakar &

Semenza 2012), no tienen lugar en individuos viejos.

5 Efecto de la edad sobre la actividad del sistema simpatico tras HCI
Los datos que se muestran en las Fig 49, sefialan un aumento de los niveles de

epinefrina (E) y norepinefrina (NE) en plasma de animales jévenes sometidos a HCI
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respecto a los animales controles. Por el contrario en animales viejos sdlo se

incrementan los niveles de E y no de NE plasmaticas.

Como se ha indicado con anterioridad, la adaptacién plastica de la sefial
quimiorreceptora, produce una facilitacién de la actividad de las neuronas pre-
simpdticas, produciendo un aumento del tono simpaticoadrenal, llevando ello hacia un
aumento en la actividad simpatica y por ultimo un aumento en la presidn arterial

sistémica.

El aumento de los niveles plasmaticos de E indica un aumento en la actividad de los
nervios espldcnicos que inervan las MAs (Xing & Pilowski 2010). Por otro lado el
incremento de los niveles de NE en plasma, puede reflejar un aumento del tono
simpatico en amplias zonas corporales, ya que el pequefio porcentaje de NE proveniente
de las MAs, al igual que la pequeia cantidad que es vertida al torrente sanguineo desde
las terminaciones simpaticas, puede ser recapturado y reciclado o bien metabolizado en
gran medida. De esta manera el origen del estimulo, puede provenir de amplias zonas
inervadas por el sistema simpdtico (Goldstein et al., 1983; Goldstein et al., 2003). De
hecho, diversos autores encuentran que la hipoxia intermitente, tanto en modelos
animales como en pacientes con AOS, aumenta las descargas del sistema simpatico en
nervios cervicales, tordcicos, esplacnicos, renales y lumbares (Prabhakar et al., 2012).
Sin embargo el aumento del tono simpatico en individuos con AOS no es un fendmeno
generalizado que afecte por igual a todo el sistema cardiovascular, como queda
evidenciado por la ausencia de aumento de actividad simpatica en la circulacién cutanea
(Grassi et al.,, 2014), pero estd bien documentado, tanto en animales expuestos a HCI
como en pacientes de AOS, el aumento del tono simpatico de la circulacién del musculo

esquelético que representa el lecho de mayor importancia circulatoria.
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Figura 49: Comparacion del efecto de la HCl de intensidad del 5% de O, en los niveles de catecolaminas
plasmdticos, en animales de 3 y 24 meses. 3M (control joven), 3M HI (hipoxico intermitente joven), 24M (control viejo),
24M HI (hipoxico intermitente viejo). + p<0.05 jovenes vs viejos (efecto de la edad), **p<0.01, ***p< 0.001 control vs
HI (efecto de la hipoxia intermitente).

Los datos ademas indican que el contenido en NE en AR es similar en animales
jévenes control y en animales viejos y que la Hl en ambos casos incrementa el contenido
de NE de forma significativa (figuras 33 y 45). Ademas en animales jévenes la HCI
produce un incremento en la sintesis, mientras que en los animales viejos la sintesis
aumenta con la edad y disminuye con la exposiciéon a HCI. Estos datos indican que la
actividad simpatica a nivel renal en individuos jévenes estd aumentada, sugiriendo que
este aumento juega un papel fundamental en la génesis de hipertensidn en individuos
jévenes expuestos a HCI (Fletcher et al., 1999; Linz et al., 2012). Por el contrario los
individuos viejos presentan un aumento de la presion arterial sistémica dependiente de
la edad, al igual que ocurre con los humanos (Soltis 1987; Franklin et al., 1997; Safar et
al., 2011), haciéndolos ya de por si hipertensos sin ser expuestos a HCI. El origen de la

hipertensién sistémica en individuos viejos es multifactorial, donde ademas de un
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aumento en la rigidez arterial, hay que considerar un incremento en la actividad
simpdtica renal (Hart & Charkoudian 2014), como se puede apreciar por el aumento del

recambio de NE en AR en ratas viejas vs controles jovenes.

En la figura 50 se representan los valores de presion arterial en ratas de 3M y 24M en
situacion basal y tras HCI, también muestra el resultado de la aplicacion de un test de
hipoxia aguda. La disminucién observada ante el test de hipoxia en cualquiera de los

grupos se debe al efecto esperado de la hipoxia aguda sobre la vasodilatacion periférica.
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Figura 50: Comparacion del efecto de la HCI de intensidad del 5% de O en la presion arterial sistémica en animales
de 3 y 24 meses. 3M (control joven), 3M HI (hipoxico intermitente joven), 24M (control viejo), 24M HI (hipoxico
intermitente viejo). + p< 0.05 jovenes vs viejos (efecto de la edad), **p<0.01, ***p< 0.001 control vs HI (efecto de la
hipoxia intermitente).

Una ultima consideracion a tener en cuenta es la posible participacién del reflejo
barorreceptor en la hipertensiéon consecuente a la HCl pues como hemos comentado en
la introduccidn se ha descrito por varios autores la aminoracién de la sensibilidad de
dicho reflejo tras la HCI (Lai et al., 2006; Prabhakar et al., 2012). De manera que dicho
disminucion de la sensibilidad de los barorreceptores haria que la respuesta simpatica

estuviera incrementada en estas situaciones.

Una vez conocidas la pérdida de plasticidad neuronal producida por la edad y los
mecanismos sinapticos y extrasinapticos (Guzman-Karlsson et al., 2014), hay que
mencionar la relacién de los cambios adaptativos plasticos producidos por la HCI, y el
efecto del estrés oxidativo. En individuos jovenes el estrés oxidativo parece
desencadenar los cambios plasticos, debido a una disminucién en la actividad de HIF-2

y/6 aumento de HIF-1 lo que lleva a una disminucién en la expresidn de la superdxido
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dismutasa (SOD) y/6 aumento de actividad NOX, siendo el consiguiente incremento del
estrés oxidativo (Prabhakar & Semenza 2012) el desencadenante de la adaptacion. Por
el contrario en animales viejos, la HClI no causa una modificaciéon en la actividad de
ninguna de las enzimas comentadas, no se produce estrés oxidativo y en ultimo término

no se produce una modificacién adaptativa del reflejo quimiorreceptor.

6 Consideraciones finales.
En base a los resultados presentados se puede concluir que la HCI tiene efectos

distintos dependiendo de la edad.

En individuos jovenes la HCI produce un estado oxidativo érgano dependiente y el
estrés oxidativo. Segin muestran otros autores (ver introduccién) en el CC también se
produce incremento de ROS que los sensibiliza, aumentando la sefal quimiorreceptora
hacia los centros integradores del troncoencefalo. En estos centros se produce una
adaptacion de tipo plastico que disminuye la sefal sensorial hacia los centros
respiratorios con la consiguiente hipoventilaciéon observada, pero facilita la senal hacia
las dreas presimpaticas. El aumento de la sefial sensorial hacia el sistema simpatico
produce su activacidn y en ultimo término el reflejo de esta activacién es el aumento de

la presidn arterial sistémica en individuos jévenes.

Tabla IX resumen del efecto de la HCI en distintos pardmetros en individuos jovenes y viejos respecto sus controles.

, Sistema Presion
Estrés o s . .
L. Ventilacion nervioso arterial
oxidativo e eas e .
simpatico sistémica
Ratas jovenes L L, . L
Aumenta Disminuye Activacion Hipertension
HCI vs control
Ratas viejas No se Menor .
No aumenta . . No se modifica
HCI vs control modifica activacion

En animales viejos no se observa ninguna variaciéon de los parametros oxidativos
generales, lo cual implica que los individuos viejos toleran mejor la HCI sin los efectos
patoldgicos consecuentes que estarian mediados por la activacion de los mecanismos
independientes de la activacién simpdtica. En el CC sdélo se produce una sensibilizacién
moderada ante la HCI. No se produce una modificacién adaptativa que facilite el tono

simpatico y no se produce hipoventilacién. El resultado de esta situacion es una menor
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activacion del sistema simpatico que no llega a producir un aumento de la presién
arterial sistémica (Prabhakar & Semenza 2012), aunque hay que recordar que los
individuos viejos ya son hipertensos de por si, debido al aumento de la presion arterial

sistémica asociada a la edad.

En definitiva los datos presentados muestran que el envejecimiento ofrece una
proteccion contra los efectos deletéreos patoldgicos que la HCl produce en las ratas
jévenes. Esta proteccidén viene originada por la ausencia de estrés oxidativo y por
consiguiente no se activan los mecanismos independientes del CC, asi como la menor
activacion de la via simpatica que se origina en el CC. De manera que en animales viejos

ambas vias patogénicas no se activan con la misma intensidad que los animales jévenes.
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Diversos indicadores de estrés oxidativo, especialmente el cociente
aconitasa/fumarasa, indican que la hipoxia crdnica intermitente produce un
estado prooxidativo general, en animales jévenes, que produciria la activacion
de los mecanismos que denominamos directos o independientes de la activacion
simpatica.

Al contrario de lo anterior los indicadores de estrés oxidativo no se modifican por
la hipoxia crénica intermitente en ratas viejas

La hipoxia crénica intermitente en animales jovenes produce una disminucién de
la ventilacion minuto ante test de hipoxia o hipercapnia aguda, mientras que en
ratas viejas no se modifica.

Los niveles plasmaticos de norepinefrina y epinefrina aumentan por la hipoxia
crénica intermitente en ratas jovenes mientras que en viejas sélo se modifica la
epinefrina muy ligeramente.

El contenido de norepinefrina en arteria renal y su aumento por la hipoxia
crénica intermitente son similares en ratas jévenes y viejas.

La sintesis de norepinefrina en arteria renal aumenta por la hipoxia crénica
intermitente en ratas jovenes, mientras que en ratas viejas, que ya tienen
aumentada su sintesis, la hipoxia crénica intermitente no la modifica.

Las tres conclusiones anteriores indican que en ratas jévenes la hipoxia crénica
intermitente activa el sistema nervioso simpatico mientras que en ratas viejas el
efecto es mucho menor. Esto indica que el mecanismo patogénico, mediado por
el simpatico, originado en el cuerpo carotideo, no esta activado en ratas viejas.
De manera consecuente con la conclusidn anterior y por el efecto del estrés
oxidativo en ratas jovenes la hipoxia intermitente crénica causa hipertension
sistémica, mientras que en ratas viejas que ya presentan la presién arterial basal
aumentada no se modifica.

Como conclusion general podemos decir que las ratas viejas disponen de
mecanismos protectores para que la HClI no produzca dafio oxidativo ni
activacidon simpatica y que estos mecanismos protectores podrian ser los
causantes de la no aparicion de efectos patolégicos asociados a la hipoxia crénica
intermitente como la hipertensiéon arterial. Proponemos que la edad puede

proporcionar una proteccion frente los efectos patolégicos de AOS.
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