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1. ASPECTOS GENERALES: HIPOXIA Y SISTEMAS DE DEFENSA

El Oy, por medio de la respiracion celular, es utilizado en las células para
oxidar los nutrientes y obtener la energia necesaria para todas sus funciones, dando
CO2 y HO como principales productos de desecho. El aporte de O, desde la
atmoésfera a las células es llevado a cabo por los aparatos respiratorio (o
ventilatorio) y circulatorio. En conjunto este proceso conlleva el bombeo del aire
rico en Oz desde la atmosfera a los alvéolos, donde se produce la difusion del Oz a
la sangre y su unién a la hemoglobina (Hb), transportandose de este modo a todos
los capilares sistémicos del organismo. La disociaciéon del O> unido a la Hb y su
difusién al medio interno permite su acceso al interior de las células y a las
mitocondrias, donde se oxidan los nutrientes. Igual camino, pero en sentido

inverso, sigue el CO> desde las mitocondrias a la atmésfera.

Siempre que el aporte de O> a las células sea insuficiente para que éstas
puedan desarrollar con normalidad sus funciones nos encontraremos en una
situacion de hipoxia. Esta puede ser de diferentes tipos, dependiendo de si se
produce por un aprovisionamiento inadecuado de O, a la sangre (hipoxia
hipéxica), de una disminucion de la capacidad de la sangre de unir o desprender el
Oz (hipoxia anémica), de un enlentecimiento en la velocidad de circulacién de la
sangre (hipoxia de estasis) o de una incapacidad de las células para utilizar el O
(hipoxia histotéxica). Fisiolégicamente en un animal sano sélo es posible la hipoxia
hipéxica, que resulta de una disminucién de la presion de oxigeno (PO») en el aire
inspirado debido a las grandes alturas, a esta hipoxia la llamaremos hipoxia

fisiolégica. El resto de las hipoxias seran patologicas.

Los animales superiores disponen de mecanismos reguladores que, al actuar
sobre los aparatos respiratorio y circulatorio, tienden a prevenir o minimizar la
hipoxia y en el estado adulto existen tres sistemas responsables de estas respuestas

tal y como se describe en la Figura 1:

Las células musculares lisas de las arterias pulmonares (CMLAP), que

detectan la caida de la PO, y se contraen en respuesta a la hipoxia alveolar
redirigiendo la sangre hacia zonas pulmonares bien ventiladas para mejorar la

oxigenacion de la sangre a nivel pulmonar y la relaciéon ventilacion-perfusion
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(V/Q) denominandose a esta respuesta vasoconstricciéon pulmonar hipéxica (VPH)

(Marshall et al., 1994).

Las células quimiorreceptoras del cuerpo carotideo (CQCC) y en menor

grado los cuerpos adrticos, detectan la PO arterial y en respuesta a la hipoxia en
sangre arterial se activan generando respuestas reflejas, con el aparato respiratorio
y circulatorio como principales efectores, para aumentar el bombeo de aire a los
pulmones (hiperventilacién) y de sangre a los tejidos, y asi tratar de conseguir
restablecer los parametros a la normalidad. Asimismo el CC realiza una funcién
homeostatica en relacion al pH del medio interno, cooperando con los

quimiorreceptores centrales (Gonzalez et al., 1994).

Las células productoras de Eritropoyetina (EPO), que detectan la hipoxia

sistémica y responden produciendo un aumento de EPO, activando la eritropoyesis

y aumentando la capacidad de la sangre para transportar Oz (Jelkmann, 1992).

SENSIBILIDAD A LA HIPOXIA FISIOLOGICA

A)
Células quimiorreceptoras Hiperventilacion: disminuye la PCO, y posibilita
( P4 del cuerpo carotideo ‘ que aumente la PO, alveolar
L)

d

Células ‘musculares lisas de Vasoconstriccion pulmonar, mejora de la
las arterias pulmonares relacion V/Q y de la oxigenacién de la sangre

Aumento de produccion de eritropoyetina,
aumento de eritropoyesis y de la capacidad de la
sangre para transportar O,

Células productoras de
eritropoyetina del rifion

Figura 1. Células especializadas con sensibilidad a la hipoxia fisiolégica: A) CQCC que detectan la
PO, arterial y desencadenan una hiperventilaciéon refleja encaminada a mejorar la PO, alveolar; B)
CMLAP que desencadenan la VPH redirigiendo la sangre hacia zonas mejor ventiladas con el
consiguiente ajuste de la V/Q; C) Células productoras de EPO en el rifién que aumentan el namero
de hematies en respuesta a la hipoxia y con ello la capacidad de transporte de O por la sangre.
(Modificada de Gonzalez et al., 2010).



También existen células con sensibilidad a la hipoxia fisiol6gica en el estado
fetal, como las células cromafines de médula adrenal, que pierden tempranamente
su sensibilidad a la hipoxia en el periodo postnatal cuando la médula adrenal es
inervada por los nervios esplacnicos (Rico et al., 2005; Seidler y Slotkin, 1985). Igual
les sucede a las células quimiorreceptoras (CQ) de los cuerpos pulmonares
neuroepiteliales, que son sensibles al O> en animales neonatales y que se atrofian en

el animal adulto (Peers y Kemp, 2001).
1.1 Vasoconstriccién pulmonar hipéxica (VPH)

El cardcter o significado adaptativo de la VPH generalizada tipica de la
hipoxia fisiolégica es cuestionado. Sin embargo, se acepta sin reservas que durante la
vida fetal la VPH juega un papel decisivo en la supervivencia del feto, ya que el alto
nivel de resistencias en la circulaciéon pulmonar fuerza a la sangre oxigenada
proveniente de la placenta, mezclada con sangre venosa fundamentalmente de
territorios drenados por la cava superior y que bombea al ventriculo derecho, a que se
desvie por el “ductus arteriosus” hacia la circulacion sistémica. Es aceptado igualmente
que la VPH regional que ocurre en mdltiples patologias localizadas o que afectan
incluso a uno de los pulmones completos juega un papel decisivo en la optimizacién
de las relaciones V/Q del pulmoén considerado como un todo. La VPH en los sectores
pulmonares enfermos mal ventilados en los que la presion de oxigeno alveolar (PAOy)
es baja, minimiza su perfusioén y fuerza el flujo sanguineo hacia las dreas pulmonares
bien ventiladas para optimizar el intercambio gaseoso. Los intensivistas conocen muy
bien que los potenciadores de la VPH tipo almitrina mejoran la presiéon de oxigeno
arterial (PaO2) en muchos cuadros clinicos con desequilibrios ventilatorios
exagerados. Paraddjicamente, la administracion de 6xido nitrico (NO) inhalado, que
es un potente vasodilatador de la circulacion pulmonar, también mejora la
oxigenacién de la sangre, ya que s6lo accede a las zonas ventiladas produciendo

vasodilatacién y no actta en las zonas patolégicas no ventiladas.
1.2 Hiperventilacion refleja

La hiperventilacién fue apreciada como respuesta a la hipoxia fisiolégica
por los primeros fisidlogos-expedicionarios de grandes alturas, pero hasta Gay-
Lussac no hubo constancia escrita de los sintomas sufridos en estas condiciones

ambientales (7000 m). El fisi6logo aleman, F.W. Pfltiger describié en 1868, la
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hiperventilacién producida al respirar N> puro y Boycott y Haldane en 1908
describieron en detalle los efectos ventilatorios de la hipoxia hipdxica de distintas
intensidades como wuna hiperventilacion con aumento de la frecuencia y
profundidad de los movimientos respiratorios. En 1928, Fernando de Castro,
discipulo de Cajal, descubrié que el CC que hasta entonces habia sido considerado
un ganglio simpatico (ganglium minutum, ganglium exiquum) o una glandula
(glandula carotica, glandula intercarotica), era en realidad un o6rgano sensorial
inervado por un nervio sensorial, el nervio del seno carotideo (NSC) o nervio de
Hering, y no por un nervio secretomotor, advirtiendo la estrecha relaciéon que
existe entre las células epiteliales del CC (conocidas ahora como CQ o de tipo I) y
los capilares sanguineos asi como con las terminaciones sensoriales. De Castro
postulé que la funcién del CC seria la deteccion de los cambios en la composiciéon
de la sangre proponiendo que esta funcién era llevada a cabo por las CQ que
actuaban como sensoras de la PO,. En 1930, Corneille Heymans en Gante descubria
que la hiperventilacién que originaba la hipoxia era refleja y que el reflejo tenia su
origen en el CC, hecho por el que recibi6 el Premio Nobel de Fisiologia y Medicina

en 1938.

En la actualidad se sabe que en los animales superiores, los
quimiorreceptores arteriales en situaciones de disminucién de la PO: o del
contenido de O», generan respuestas reflejas aumentando el bombeo de aire a los
pulmones y de sangre a los tejidos para tratar de mantener la homeostasis del
organismo completo. Las CQCC se activan instantdineamente cuando disminuye la
PaO; y aumentan la liberacién de neurotransmisores (NT); éstos activan a las
terminaciones sensoriales del NSC aumentando su frecuencia de descarga; estos
impulsos activan al centro respiratorio y se produce un aumento proporcional de la
ventilaciéon pulmonar (Figura 2). Un aspecto muy importante de esta respuesta
hiperventilatoria originada en el CC es su umbral. Cuando la PaO; es de en torno a
70 mmHg (equivalente a una presiéon barométrica (PB) de 600 mmHg y una altitud
de 2.000 m), los CC comienzan a activarse y a aumentar ligeramente la ventilacion.
Si consideramos que a esa PaO, de 70 mmHg la saturacién de la Hb es del 94%,

resulta que el CC se anticipa a la hipoxia tisular, tratando de prevenirla. Otro hecho



que se aprecia en la figura es que a PaO» inferiores a 40-45 mmHg, disminuciones

ligeras de la PaO; producen aumentos marcados de la ventilacion.

Ventilacion pulmonar (xbasal)
Descargas en el NSC (xbasal)

T T 1 1
0 25 50 75 100
Presioén arterial de O,

Figura 2. Relacion entre la PaO; y la actividad en el NSC y la ventilacion pulmonar. Nétese el
umbral de ambas respuestas en torno a 75 mmHg y la subida exponencial de las mismas a medida
que disminuye la PaO,. La linea de puntos corresponde a la ventilacién basal (5 1/min) a nivel del
mar (PaO; = 100 mmHg) y la actividad basal (frecuencia de potenciales de accién (PA) en fibras
tnicas del NSC, 2 a 3 potenciales/s) a la misma PO,. La ganancia méaxima de ambas respuestas es
proxima a 8 a 10 veces la basal. (Tomada de Gonzalez, 2006).

1.3 Respuesta de las células productoras de EPO

La policitemia de grandes alturas es normocitica por lo que el aumento del
ndmero de hematies produce un aumento proporcional de la [Hb]. Es evidente que
un aumento de la [Hb], aun cuando la PaO; esté disminuida, aumenta el contenido
de Oy arterial (CaO»). El umbral de hipoxia para la producciéon de EPO es
comparable al descrito para la activaciéon del CC, de forma que con PaO, = 70-75
mmHg (a ~1.800-2.200 m sobre el nivel del mar) comienza a haber un aumento en
la secrecion de EPO. Dado que el aumento de la [Hb] producido por la hipoxia es
aproximadamente proporcional a la disminucion de la PaO,, la cantidad de Oz que
transporta la sangre a distintas alturas se mantiene. En un sujeto normal a nivel del
mar con una PaO, de 100 mmHg, el CaO: ligado a la Hb es de = 189 ml de O»/1 de
sangre (CaO2 = 145 x 1,34 x 97,5/100 = 189 ml de O/1 de sangre; 145 es la [Hb] en
g/1; 1,34 es la capacidad maxima de la Hb para transportar O en ml O,/g de Hb;
97,5/100 es el % de saturaciéon de la Hb a la PaO> normal de 100 mmHg). Pues bien,
a 4.400 de altura sobre el nivel del mar segtn sefialan Ward y cols. (1995), la [Hb]

aumenta a 171 g/l y la PaO; cae a 47 mmHg con una saturacién de la Hb del 82% lo
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que nos proporcionaria una cantidad de O» ligado a la Hb de 188 ml de O»/1 de
sangre. Lo mismo ocurre a 5.300 m, la eritropoyesis normocitica aumenta, con lo
que la cantidad de O> que transporta la sangre sigue siendo la misma que a nivel

del mar.

Sin embargo, no hay que olvidar que el parametro importante para definir
la hipoxia es la PO» tisular. Con consumos de Oz normales (250 ml/min) y un gasto
cardiaco normal de 5,5 1/min, sabemos que a nivel del mar la diferencia entre CaO>
y el contenido venoso de O, (CvOy), CaO, — CvO», es de en torno a 45 ml de O,
que la saturaciéon de la Hb en sangre venosa es proxima al 75% y que la presion
venosa de O (PvO») media es de 40 mmHg, y por tanto la PO, tisular media podria
acercarse a 40 mmHg. A 4400 m (asumiendo un consumo de O y un gasto
cardiaco idénticos) habriamos de tener la misma CaO; — CvO; de 45 ml de O; para
satisfacer el consumo de O> corporal y dado que el CaO: es el mismo, 190 ml/1 de
sangre, el CvO, tiene que ser de 145 ml O»/1 de sangre. La saturacién de la Hb en la
sangre venosa a 4.400 m se calcula como: 145 ml O/1 = 171 g de Hb/1 x 1.34 ml
O2/1 x % Saturacién; lo que nos da una saturacién del 63.3%. A esa saturacion le
corresponde una PO, de = 34 mmHg que serfa la PvO; media y la PO tisular

méxima esperada a 4.400 m.

Asi pues, gracias a las respuestas adaptativas, la VPH, la hiperventilacion y
la policitemia, se consigue que la diferencia de 53 mmHg en la PaO: entre el nivel

del mar y los 4.400 m, sea s6lo de 6 mmHg a nivel de la PO tisular.

Mi trabajo de Tesis Doctoral se va a centrar en dos de las tres estructuras con
sensibilidad a la hipoxia fisiolégica, los vasos pulmonares y el CC. Por ello pasaré a
revisar con algtn detalle la organizacion estructural y funcional de los mismos. En
esta revision voy a seguir el orden o secuencia temporal de la exposiciéon y
respuesta a la hipoxia. Las CMLAP, que detectan y responden fundamentalmente a
la PAoO», son las primeras en luchar contra la hipoxia y unos segundos mas tarde lo

hacen las CQCC.
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2. CIRCULACION PULMONAR: CONSIDERACIONES GENERALES

El sistema vascular de distribuciéon del flujo sanguineo en los pulmones
constituye o conforma la circulacién pulmonar y es de gran importancia para el
intercambio de gases y en tdltimo término para la respiraciéon celular. La arteria
pulmonar (AP), que sale del ventriculo derecho, se bifurca en dos arterias que
irrigan cada uno de los pulmones y que se ramifican en arterias méas pequefas y
arteriolas siguiendo las divisiones del drbol bronquial. La principal caracteristica de
estas AP es la delgadez de sus paredes y su alta distensibilidad en comparaciéon con
la de los vasos sistémicos. La presion en la arteria pulmonar (PAP) permanece baja
y permite el intercambio de O, y CO» a través de dos finas capas de células que
separan los capilares y los alvéolos: el endotelio capilar y el epitelio alveolar. Al
mantenimiento de esta baja presion contribuye el endotelio vascular pulmonar y la
produccién de mediadores vasodilatadores. La disfuncion del endotelio puede dar

lugar a alteraciones del tono vascular pulmonar o hipertensién pulmonar.

En el hombre, durante la sistole, la PAP es de unos 25 mmHg, similar a la
que se registra en el ventriculo derecho. Después del cierre de la valvula pulmonar,
al final de la sistole-inicio de la didstole, la presion en el ventriculo cae bruscamente
hasta 0-1 mmHg, mientras que la PAP lo hace lentamente al fluir la sangre a través
de los capilares pulmonares, hasta un valor medio de presion arterial diastolica
(Pa) de unos 8 mmHg. Toda esta secuencia origina una PAP media de ~15 mmHg.
En el hombre, el volumen de sangre que nos encontramos en los pulmones es
alrededor de 600 ml, de los cuales unos 200 se encuentran en los capilares y el resto
se distribuyen casi por igual entre arterias y venas. La pérdida de sangre de la
circulacién sistémica como consecuencia de una hemorragia, por ejemplo, puede
compensarse, al menos en parte, por el desplazamiento de sangre de los vasos
pulmonares a los sistémicos, pero dado que el volumen sanguineo sistémico es
unas 8-9 veces superior al volumen pulmonar, un desplazamiento de sangre de la
circulaciéon pulmonar a la sistémica posee un efecto compensatorio menor. En
realidad es la venoconstriccion de la circulacién sistémica el mecanismo maés

importante de compensacién ante una pérdida de sangre.
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En los pulmones se pueden distinguir hasta 3 zonas con diferentes patrones
de flujo sanguineo. En una persona erguida existen en torno a 30 cm de distancia
entre el extremo superior del pulmén (dpex pulmonar) y el extremo inferior (bases
pulmonares), con la consiguiente diferencia de presién hidrostatica entre los vasos
de la parte superior y los de la inferior, que representa una diferencia de en torno a
23 mmHg, de los cuales 15 se encuentran por encima del corazén y 8 por debajo.
Los capilares de las paredes alveolares estan distendidos por la presion
sanguinea de su interior y simultdneamente son comprimidos por la presiéon
alveolar (Pa) exterior, por lo que cuando el valor de la Pa es mayor que la presiéon

capilar los capilares se cierran y cesa el flujo sanguineo (Figura 3).

Zona 1
P,
[ P,>P,>P,
Alveolar Pa Zona 2
Arterial Venosa
P,
\ Zona 3
B ‘ Pa > Pv > PA
Flujo

Figura 3. Modelo zonal para el flujo sanguineo en el pulmén. El flujo es funcién de la altura
vertical y dependiente de la relaciéon entre presién alveolar y vascular. Pa, presion alveolar; Pa,
presioén arterial; Pv, presién venosa. (Tomado de Hlastala y Glenny, 1999).

Zona 1: Se caracteriza por ausencia de flujo sanguineo en todos los momentos del

ciclo cardiaco, puesto que la presion capilar nunca llega a superar la Pa local.

Zona 2: FEl flujo sanguineo es intermitente, sucede s6lo durante los momentos de
maxima presion arterial, es decir, durante la sistole, cuando la presiéon arterial

pulmonar es superior a la Pa.

Zona 3: El flujo sanguineo es continuo pues la presion arterial y la presion capilar

pulmonar son mayores que Pa durante todo el ciclo cardiaco.
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Una vez producida la ventilaciéon pulmonar y teniendo aire rico en Oz en los
alvéolos, el paso siguiente es la difusiéon del O. hacia la sangre y del CO; en
direccién opuesta, aunque en realidad la difusién de gases es un proceso continuo.
La presion parcial que ejerce cada gas en la mezcla de gas respiratorio alveolar
fuerza a las moléculas a disolverse, primero en la membrana alveolar y luego en la
sangre, ocurriendo lo mismo pero a la inversa con las moléculas de gas disueltas en
la sangre. El grado de difusién neta esta determinado por la diferencia entre las
presiones parciales de cada uno de los gases entre los alvéolos y la sangre. En los
liquidos, cuando hablamos de la tasa de difusiéon de gases, hay que considerar
ademas de la diferencia de presion, otros factores como pueden ser: la solubilidad
del gas en el liquido, el drea transversal del liquido, la distancia a recorrer, el peso
molecular del gas y la T del liquido. Los gases implicados en la respiraciéon son
muy solubles en las membranas celulares y la mayor limitacion de movimiento que

presentan es la tasa de difusion a través del agua tisular.

La composicion del gas alveolar es diferente a la del gas atmosférico por
varias causas ya que solo es sustituido parcialmente durante la respiracion, y
ademas se esta absorbiendo continuamente O del aire alveolar y esta difundiendo
COz desde la sangre pulmonar a los alvéolos. A su vez, la humidificacién del aire
atmosférico seco que penetra en las vias respiratorias, hace que el vapor de agua

con que se humidifica diluya los otros gases del aire inspirado.

Los pulmones a su vez mantienen un volumen de aire, que se conoce como
capacidad residual funcional (CRF), que es de unos 2.3 litros en el varén y que se
renueva lentamente. Cada respiracién normal introduce en los alvéolos unos 350 -
400 ml, con lo que la tasa de renovacion es lenta. La estabilidad de la composicién
alveolar es util para evitar variaciones bruscas en la oxigenacién tisular y el pH al
interrumpirse temporalmente la ventilacion. En cuanto al aire espirado estd
compuesto de una mezcla de aire del espacio muerto (aire atmosférico saturado de
vapor de agua) y de aire alveolar. Asi la primera porciéon espirada es aire

humidificado tipico, mientras que al final s6lo se espira gas alveolar.

Una vez que el O; ha difundido de los alvéolos (Figura 4), se transporta

mayoritariamente combinado con la Hb (98.5% del total) a los capilares tisulares,
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donde se libera para ser utilizado por las células. A nivel del mar, la PAO> es de en
torno a 104 mmHg, y en la sangre venosa mezclada es de 40 mmHg. Cuando la
sangre ha recorrido un tercio del trayecto capilar alveolar ya alcanza un valor
proximo a 104 mmHg. Esta gran velocidad de difusién del O, y de saturacién de la
sangre es muy util para situaciones en que aumenta mucho el gasto cardiaco, como
ocurre durante el ejercicio, y el tiempo de permanencia de la sangre en los capilares

pulmonares se reduce considerablemente.

Figura 4. Intercambio gaseoso en
Bronquiclos los alveolos. A) Estructura del arbol
bronquial mostrando la estrecha
relacién que existe entre alveolos y

capilares. B) Esquema explicativo
Alveolos e g
de los procesos de difusién de Oy

Capilares de CO, que se producen en el

interior de un alveolo pulmonar
Delaarteria  rodeado por una extensa red de

/ pulmonar capilares. (Tomada de varios

Entradadel O,
adadel O, Globulosrojos autores).

dentro de los glébuloes rojos

Salida hacia la vena pulmonar

El O total unido a la Hb en la sangre arterial, saturada al 97%, es de unos
19.4 ml/100 ml de sangre, cantidad que se reduce hasta los 14.4 ml al pasar por los
capilares de la circulacion sistémica. Esto da una cantidad de Oz cedido a los tejidos
de 5 ml/100 ml de sangre en condiciones normales (lo que contabiliza unos 250 ml
de Oz, que es el Ox que consume el organismo humano en reposo). Durante el
ejercicio intenso, las células musculares activas usan O en una tasa elevada, de
modo que la sangre venosa que llega a los pulmones es mucho mas pobre en O». La
reserva capilar pulmonar permite la saturaciéon de la Hb y la normalidad de la PO»
en la sangre arterial. El aumento concomitante del gasto cardiaco hace posible el
ajuste entre la capacidad de transporte de O» por el aparato circulatorio y el

aumento de extracciéon de O> por los musculos activos. En situaciones de hipoxia
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moderada, hasta una PO, de 60 mmHg, la Hb de la sangre arterial sigue saturada a
un nivel del 89%, con lo que se siguen cediendo unos 5 ml de O, por cada 100 ml de

sangre a los tejidos, manteniendo la PO tisular apenas sin modificaciones.

3. COMPORTAMIENTO DE LOS VASOS PULMONARES FRENTE A LA
HIPOXIA: VASOCONSTRICCION PULMONAR HIPOXICA (VPH)

3.1 Descubrimiento y significado de la VPH

Segin hemos comentado ya, los mecanismos que minimizan los efectos
perjudiciales de la hipoxia pueden dividirse en respuestas adaptativas lentas, que
requieren transcripcion de genes, y respuestas fisiologicas agudas, que tienen
lugar en segundos o minutos, como la VPH, que optimiza la relacién V/Q y la
activacion de los CC, que incrementan la ventilacion. Las respuestas adaptativas
lentas estan orquestadas por factores de transcripcion, como el factor inducible por
hipoxia (HIF) que activa la transcripciéon de genes con efecto sobre la respuesta
hipéxica: EPO, transportador de glucosa, enzimas glicoliticos y factores
angiogénicos. El efecto neto de las respuestas que modifican la expresion génica es
mejorar la adquisicion de O y la generacién de energia para un suministro dado de
O, mientras que el efecto de las respuestas fisioldgicas agudas, como la VPH y la

hiperventilacion, es mejorar a nivel pulmonar la captaciéon de Oz por el organismo.

A mediados del siglo XIX, se desarrollaron técnicas que permitieron
registrar las presiones intravasculares en animales vivos. Los estudios realizados
por fisidlogos como Ludwig (1847) estimularon el interés por el conocimiento de la
funcién circulatoria. En 1852, Beutner registré las primeras medidas de la PAP que
era de media de 29.6 mmHg en el perro, 17.6 mmHg en el gato y 12.1 mmHg en el
conejo. Beutner también observé fluctuaciones en la PAP, que atribuia a la
actividad cardiaca y a la ventilacion y descubri6 que la interrupcion de la
ventilaciéon por un “largo periodo de tiempo” causaba un incremento en la PAP
que se revertia al restaurar la ventilacion. Posteriormente, otros laboratorios han
investigado los efectos de la respiraciéon sobre la circulacién; en particular, los
cambios en la PAP y la presion arterial sistémica (PAS) tras un proceso de asfixia.

En animales anestesiados y paralizados con curare, el cese de la ventilacién
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artificial provocaba un aumento asincrono en la PAP y la PAS de ~200 y 200-400%
de la linea base, respectivamente, seguido de una caida en la PAS junto con
bradicardia progresiva y un aumento adicional en la PAP de ~200-500% de la linea
base (Bradford y Dean, 1894; Wood, 1902). Si la ventilacién no se restituia, la PAP
revertia su aumento para caer en paralelo con la PAS y se producia rapidamente la
muerte del animal. Sin embargo, las explicaciones del aumento inicial en la PAP
fueron més controvertidas. Bradford y Dean, en 1894, denominaron al aumento de
la PAP tras un periodo de asfixia como “una constricciéon activa de los vasos
pulmonares” y Wood en 1902, entre otras propuestas, sugirié que podria deberse a
la contraccién directa de las arterias de la circulacién pulmonar lo que pronto hizo
que esta hipotesis fuese aceptada como la mdas probable por la mayoria de
investigadores. Durante casi medio siglo no hubo grandes aportaciones al tema.
Pero en 1946, Von Euler y Liljestrand redescubrieron los efectos opuestos de la
hipoxia sobre la circulacion sistémica y pulmonar felina y describieron el papel de
la VPH como un mecanismo adaptativo encaminado a mejorar las condiciones de
utilizacion del aire alveolar. En 1947, Motley y cols. observaron que la respiracion
de aire al 10% de O duplicaba la resistencia vascular pulmonar (RVP) en los seres
humanos, mientras que la resistencia vascular sistémica (RVS) disminuia de forma
paralela. A partir de este trabajo de Von Euler y Liljestrand, considerado como la
primera descripcion de la VPH, muchos autores la han verificado tanto en animales

intactos como en pulmones aislados.

La mayoria de estudios en animal intacto demostraron que la ventilaciéon
regional del pulmoén con mezclas de gases hipéxicas provocaba desviacion del flujo
cardiaco fuera de la regién hipoxica. Los estudios en pulmoén aislado confirmaban
que la respuesta pulmonar presora a la hipoxia no dependia de influencias neurales
o humorales de fuera del pulmoén, validando la propuesta de Von Euler y
Liljestrand de que la hipoxia podia actuar a través de mecanismos locales para

causar la VPH y optimizar asi la relaciéon V/Q local (Sylvester et al., 2012).

Los estudios de Marshall y Marshall (1983) concluyeron que la PAO>, més
que la PvO,, era el principal estimulo para la VPH, citando que “la PAO» tiene un
mayor efecto... sobre la VPH... que la PvOs... debido principalmente al

intercambio de O entre el gas alveolar y la sangre en las pequefias arterias
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pulmonares” y concluyeron que la VPH “... se desencadenaba por cada célula de
mausculo liso que responde a la tensiéon de Oz en sus proximidades, dentro de la
pared arterial pulmonar. Son las arteriolas pulmonares de resistencia (<200 pm),
rodeadas por los alveolos, las que responden més a la PAO; y manifiestan de forma

mas enérgica la VPH (ver Archer et al., 2004; Sylvester et al., 2012).

En suma, la VPH puede describirse como el incremento rapido, reversible y
que no muestra adaptacion, de la RVP que se desencadena por una hipoxia
alveolar moderada (PAO2=70-30 mm Hg) a través de un mecanismo intrinseco de la
propia circulacién pulmonar, especialmente de su arbol arterial (y en menor
medida de sus venas) y que se mantiene incluso en pulmones aislados
perfundidos. Es un mecanismo muy conservado en mamiferos y también en los
humanos y aunque estd modulado por el endotelio pulmonar a través de la
liberaciéon de una serie de sustancias, persiste en anillos de AP sin endotelio y en
CMLAP aisladas. En hipoxia severa (PaO, <20 mmHg), se observa una constriccion

breve seguida de vasodilataciéon pulmonar (Sylvester et al., 2012).

El significado de la VPH en situaciones de ventilacién regional desigual de
distintas zonas del pulmoén es bien claro: en las zonas con ventilacién disminuida o
nula, la PaO. disminuye, lo que promueve contraccién casi instantanea de las
CMLAP de las zonas afectadas y desvio del flujo hacia zonas adecuadamente
ventiladas. Asi pues, la VPH evita un efecto shunt redistribuyendo la sangre hacia
zonas bien ventiladas. Para apreciar el alcance real de la VPH frente a la ventilacion
regional desigual, cabe preguntarse si dicha ventilacién regional desigual ocurre
con frecuencia o por el contrario es una situacion que sdlo se observa en el
laboratorio. La respuesta es que la ventilacion alveolar desigual ocurre en muchos
tipos de patologias pulmonares tales como neumonias no generalizadas, zonas
atelectasicas, enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) moderada,
obstruccién bronquial por tumor o cuerpo extrafio, etc., patologias frecuentes en la
clinica humana. Ademads, bajo anestesia general y en particular en todas las
situaciones de cirugia tordcica se producen alteraciones regionales de la ventilacién
que acarrearian desequilibrios V/Q y arterializaciéon inadecuada de la sangre. La
VPH minimiza o tiende a minimizar los desequilibrios V/Q y a mejorar la PaO,,

como lo demuestra el hecho de que en muchas de las situaciones mencionadas la
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administraciéon de potenciadores de la VPH mejora la oxigenacién de la sangre

(Marshall et al., 1994; Gorecka et al., 2003; Roze et al., 2011; Sylvester et al., 2012).

Otro aspecto distinto a considerar es el significado de la VPH en la hipoxia
hipéxica generalizada de grandes alturas, es decir, ;jconstituye la VPH de grandes
alturas una respuesta adaptativa beneficiosa para el organismo? La primera clave
de la respuesta es conocer la magnitud de la VPH que se encuentra en situaciones
de hipoxia fisiolégica y el grado de hipertensiéon pulmonar que genera. De acuerdo
con el libro de Comroe de Fisiologia Respiratoria (1974), la presiéon pulmonar
media en sujetos nativos a altitudes > 5000 m sobre el nivel del mar no llega a los 40
mmHg. En tres estudios realizados en sujetos sanos en laboratorios de grandes
alturas (=4500 m), la presiéon pulmonar sistlica tras periodos de adaptacion
relativamente cortos (< de 15 dias), fue siempre inferior a 43 mmHg (Ghofrani et al.,
2004; Richalet et al., 2005; Scherrer et al., 1996). Por lo tanto, podriamos decir que
los aumentos de PAP generados por la VPH son moderados y considerablemente

menores a los encontrados en la clinica humana (p.ej., EPOC).

Una segunda clave a considerar es si este nivel de PAP causa efectos
deletéreos. La existencia de hipertrofia ventricular derecha (que seria consecuencia
directa del aumento de la PAP) en nativos de grandes alturas, es conocida desde la
década de los 1950, pero no consta que esta hipertrofia produzca ninguna
limitacién en reposo ni pérdida de la tolerancia a la actividad fisica (Rubin y Naeije,
2004). El otro efecto perjudicial atribuido a la VPH es la aparicion de edema
pulmonar. En una serie de estudios realizados en alpinistas y recopilados por Ward
y cols. (1995) muestran que las incidencias de aparicién de edema pulmonar son
del 2.5% a 4.243 m y descienden al 0.6% a 3.700 m. No parece pues que el edema
pulmonar constituya un efecto deletéreo importante. De hecho, estudios
posteriores realizados a 4.243 m, muestran que tras haber instruido de los posibles
riesgos a los alpinistas, la incidencia de edema disminuy6. Ward y cols. concluyen
que la VPH causa un aumento de la PAP y de la presion en ventriculo derecho, sin

aumentar la presién capilar pulmonar y por tanto sin riesgo de apariciéon de edema.

Pero la pregunta no es si la VPH de grandes alturas causa patologia, sino si
es beneficiosa, lo que deberia reflejarse en una mejora en la oxigenacion de la

sangre asi como en una posible disminucién de la incidencia de edema. Pues bien

18



hay tres estudios que han abordado el tema sometiendo a sujetos a grandes alturas
y tratdndoles con vasodilatadores para minimizar o contrarrestar la VPH (NO
inhalado; Scherrer et al., 1996; sildenafil; Ghofrani et al., 2004; Richalet et al., 2005).
Los efectos encontrados no son consistentes entre los distintos estudios, pero
pareceria que la VPH podria ser perjudicial. En nuestra opinién (ver Gonzalez,
2006) sin embargo, los resultados de los estudios no son concluyentes, ya que en
ningun caso fue posible excluir los efectos sistémicos de los tratamientos. Por tanto,
podriamos decir que el caracter adaptativo y beneficioso de la VPH generalizada
de grandes alturas no es facilmente evidenciable. La conclusion de Marshall y cols.
en 1994: "The activities of hypoxic pulmonary vasoconstriction span the range from
homeostasis to pathophysiology" asignando un papel homeostético a la VPH, resume

de forma sencilla la discusién que hemos presentado.

Sin embargo, como ya hemos visto, no hay duda de que durante la vida fetal
la VPH juega un papel decisivo en la supervivencia del feto, ya que el alto nivel de
resistencias en la circulacion pulmonar fuerza a la sangre oxigenada de la placenta,
mezclada con sangre venosa principalmente de territorios drenados por la cava
superior y que bombea el ventriculo derecho, a desviarse por el “ductus arteriosus”

hacia la circulacién sistémica.

3.2 Mecanismos de la VPH
Fue el trabajo de Madden et al. (1992) el que demostré que la deteccién de la

hipoxia era un mecanismo o propiedad intrinseca de las CMLAP. Estos autores
aislaron CML de arterias cerebrales y de tres tamafios de arterias pulmonares
(<200, 200-600 y >800 um) de gato y las estudiaron 72-96 h mas tarde. Midieron la
longitud de las fibras en respuesta a la hipoxia y a agentes vasoactivos tipicos
(norepinefrina; NE y serotonina; 5-HT) usando una camarita de perfusién colocada
en un microscopio invertido. Segtin puede verse en el panel inferior en la Figura 5,
s6lo las células de las AP de pequefno y mediano calibre se contrajeron con la
hipoxia. Aunque no se muestra en la figura, los autores observaron que todas las
células se contraian en respuesta a los agentes vasoactivos. El patron de respuestas
a la hipoxia, concluyen los autores, indica que al menos en el gato, el sensor

hipéxico estd localizado dentro de las propias CML. Por tanto se habia terminado
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con las llamadas hipétesis de los mediadores liberados o bien por el endotelio, los

cuerpos neuroepiteliales o las células cebadas.

A 120 7 ™ Figura 5. VPH. A) Se muestra un
PO, registro de la PO, arterial como
(mmHg) resultado de un pulso de 5 min de
40 duraciéon. B) Se muestran las

respuestas opuestas de la PAP y la
PAS tras la aplicaciéon de dicho

pulso hipéxico. C) Se muestra que
son las CML de los vasos
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¢Como detectan las CMLAP la hipoxia y como se genera la contracciéon en
respuesta a la misma? El descubrimiento de los canales de K* en las CQCC en 1988
(Lopez-Barneo et al., 1988) llevo a explorar la posible existencia de canales analogos
en las CMLAP. Y en efecto, dos grupos, casi simultdneamente, describieron la
existencia de canales de K* sensibles a la hipoxia en CMLAP (Post et al., 1992; Yuan
et al., 1993). La conclusién fue que la inhibicién de los canales de K* debia de ser un
evento clave que liga la hipoxia a la VPH causando la despolarizaciéon de las
CMLAP y la subsiguiente entrada de Ca?" en las células. De hecho el modelo
vigente de la transduccién hipéxica en las CMLAP durante més de una década
(Archer y Michelakis, 2002; Michelakis et al., 2004) era idéntico al que Gonzalez et
al. (1992, 1994) habian propuesto para las CQCC (Figura 6) y algunos autores
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siguen manteniendo vigente el presente modelo de VPH, siendo las etapas

marcadas en azul las peor conocidas y por tanto las mas controvertidas.

Disminucién de la PaO, y de la P,0O,
A

Sensor(es) de oxigeno

Mecanismos de acoplamiento

Inhibicién de canales de K* sensibles a la PO,

{
Despolarizacion de las CQCC y de las CMLAP
\2
Activacion de canales de Ca?*dependientes de voltaje
2
Aumento de la [Ca?*] intracelular

\A

Liberacion de neurotransmisores (CQCC) y contraccion (CMLAP)

Aumento de la ventilacion vy redistribucion del flujo sanquineo pulmonar

Figura 6. Cascada de transduccién hipéxica en las CQCC y en las CMLAP. Las etapas marcadas en
azul representan los aspectos mas controvertidos en ambos tipos celulares. (Tomado de Obeso et al.,
2006).

Sin embargo, otros autores proponen esquemas distintos, atribuyendo un
papel en cierto modo secundario, a los canales de K* sensibles a la hipoxia.
Utilizando registros electromiograficos en segmentos de AP aislados y perfundidos
con solucion salina control, la respuesta que se obtiene es del tipo de la mostrada
en la parte A de la Figura 7. Como podemos ver esta respuesta es muy distinta a la
que se obtiene con los registros in vivo, midiendo PAP donde la respuesta aumenta
progresivamente hasta alcanzar una meseta estable y duradera proporcional al
grado de hipoxia (Figura 5). Existe sin embargo, en este caso, un pico transitorio de
aumento de tensién que en unos pocos minutos cae marcadamente para luego
incrementar de forma progresiva hasta alcanzar una meseta mas o menos estable y
con niveles de tensién de = el 50% del pico inicial transitorio. Cuando el registro se
obtiene en un medio sin Ca?*, el pico inicial de tensién se atentia y la tension cae
incluso por debajo de la obtenida en normoxia con solucién salina control (Figura
7A).

La combinacién de registros en segmentos de arteria intactos con segmentos

sin endotelio, en condiciones con y sin Ca?*, ha permitido definir 3 fases en la
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respuesta contractil de las AP a la hipoxia (Figura 7B): la fase 1, que es intrinseca a
las CMLAP y que dependeria fundamentalmente del Ca?" liberado de los
depositos; la fase 2, que es también generada intrinsecamente en las CMLAP y
depende del Ca?* extracelular (Ca?*), de la entrada de Ca?* en dichas células; y
finalmente, la fase 3 que también depende del Ca?*. y desaparece en preparaciones
denudadas de endotelio por lo que se deberia a la liberaciéon de factores
endoteliales que activan la contraccion de las CMLAP, por lo que esta tercera fase,
no es intrinseca a las células musculares. Los registros directos de Ca?* intracelular

(Ca?*) (Figura 7C) confirman las observaciones previas que acabamos de describir.

1 10 min Figura 7. VPH in vitro. Esta figura
5 Control esti ~ compuesta con datos de
:g distintas publicaciones: A) Ward y
2 _ Aaronson, 1999; B) Evans et al., 2011;
?ﬁlc'o C) Sylvester et al., 2012.
............................... S
A .S
B £
g
8 s
g
8 3 %
+2 0
.g % 1 c 2,5 min
38
<f

Cero calcio '

Hipoxia

En la actualidad, este modelo se ha modificado ligeramente, ya que se ha
propuesto la participacion de distintos compartimentos del reticulo sarcoplasmico
en el papel jugado por el Ca?* liberado de los depdsitos tal y como se muestra en el
articulo de Connolly et al. (2013; Figura 14). Estos dominios espacialmente
separados (uno cercano a la membrana y otro mas interno) contribuirian de forma
diferente a las distintas fases de la VPH. No queremos dejar de resefiar que la
valoraciéon de las respuestas contréctiles en presencia y ausencia de Ca?* es
apreciada de forma distinta por diferentes autores, aunque todos ratifican el
significado primordial de la entrada de Ca?* con la observaciéon de que en medios

libres de Ca?* la VPH queda limitada a una pequefia contraccion transitoria o
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desaparece del todo” (Connolly et al., 2013; Figura 3C; Shimoda y Undem, 2010;
Sylvester et al., 2012).

Obviamente, a partir de esta descripcion surge un nimero importante de
preguntas que nos acercan a la problematica real de los mecanismos de la VPH. Por
ejemplo:

1. ;Qué hace la hipoxia en las CMLAP para promover la liberacién del Ca?* inicial

durante la fase 1?

2. ;En qué compartimento intracelular estd el Ca?* almacenado y por qué via(s)

alcanza la maquinaria contractil?
3. iPor qué vias entra el Ca?* desde el medio extracelular al interior de las CMLAP?
4. ;Cual es el papel real de los canales de K* sensibles a la hipoxia?

Las contestaciones a estas preguntas estdn ensambladas entre si en lo que
constituyen las posibles vias o modelos de transduccién del estimulo hipéxico
propuestos en las CMLAP. Por tanto, en la breve revision que hacemos de cada

modelo intentaremos dar contestacién a las cuatro preguntas.

3.2.1 Hipétesis Redox

El laboratorio de Archer ha liderado un amplio nimero de publicaciones y
revisiones (ver Weir y Archer, 2010) en las que el mecanismo clave seria que la
hipoxia disminuye la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) a nivel
mitocondrial y a nivel de la NADPH oxidasa, siendo esta disminucién la que
produciria un aumento de los miembros reducidos de los distintos pares redox de
las células (par glutatiéon reducido/oxidado (GSH/GSSG); par redox nicotinamida
adenina dinucleétido fosfato reducido/oxidado (NAD(P)H/NAD(P)), etc.) y en
altimo término una reduccién de los grupos sulfidrilos de los canales de K*
sensibles a la hipoxia, disminuyendo su probabilidad de apertura (Po) y por tanto
causando despolarizacion, activacion de canales de Ca?* dependientes de voltaje
(VOCCQ), entrada de Ca?* y disparo de la contraccion. Hay que sefialar que la
sensibilidad de los canales de K* al estado redox es muy variable, ya que unos
subtipos de canales de K* disminuyen su Po en respuesta a los reductores mientras

que otros la aumentan (Gonzalez et al., 2002). El canal de K* regulado por voltaje
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Kv1.5, responsable de la transduccién hipdxica segin el laboratorio de Archer,
disminuye su Po en hipoxia y en respuesta a agentes reductores. A este modelo
habria que afiadir la observacién hecha por Wilson et al. (2001) mostrando que el
aumento de nicotinamida adenina dinucleétido en su forma reducida (NADH)
impide la degradacién de ADP-ribosa ciclica (ADPRc), aumentando sus niveles.
Este segundo mensajero activa los receptores de Rianodina (RyR) del reticulo
endopldsmico, actuaria promoviendo la liberacion de Ca?* de los depodsitos
intracelulares. Habria que afiadir también que la maquinaria enzimatica
relacionada con la sintesis y degradacion de ADPRc en los vasos pulmonares es
paralela a su capacidad de responder a la hipoxia (al igual que lo es la actividad de

la quinasa dependiente de AMP (AMPK; Evans et al., 2005; ver mas adelante).

3.2.2 Hipétesis de las especies reactivas de O»

Una propuesta o modelo totalmente opuesto es el liderado por el
laboratorio de Schumacker: el efecto primario de la hipoxia es aumentar la
produccién de ROS a nivel mitocondrial; las ROS serian los mensajeros o factores
claves en el disparo de la VPH. Como es obvio, esta propuesta choca frontalmente
con la anterior, implicando que una o las dos no son correctas; de otro lado los
mecanismos que conducirian a un aumento de ROS en hipoxia no estan
definitivamente resueltos. En una de sus mdltiples revisiones recientes (ver p.ej.
Schumacker, 2011; Mungai et al., 2011) este laboratorio propone que la hipoxia
causa directamente un aumento de la produccién de ROS a nivel del complejo III
de la cadena respiratoria mitocondrial. Su propuesta concreta es que el ubiquinol
totalmente reducido difunde al nicho de la membrana interna mitocondrial donde
se aloja el complejo III, uniéndose a la membrana en el sitio Q.. La transferencia de
los dos electrones del ubiquinol sigue un orden preciso. El primer electron es
transferido a la proteina Rieske que contiene un grupo hierro-azufre con el
resultado neto de que el ubiquinol se transforma en el radical ubisemiquinona con
un solo electréon desapareado. La ubisemiquinona, normalmente cede el electrén
desapareado que le queda a los citocromos b del complejo III, pero puede
transferirlo de forma alternativa al O, para formar el radical anién superéxido

(O2™). En cualquier caso, la molécula oxidada resultante, la ubiquinona, entra de
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nuevo en el pool de las quinonas, lista para aceptar otro par de electrones del
complejo I o II y transformarse en ubiquinol para reiniciar el ciclo (Turrens, 2003;
Schumacker, 2011). Sin embargo no se sabe cémo en hipoxia este proceso de
transferencia de electrones para formar O;" supera paradéjicamente (la palabra es
de Schumacker) al proceso de transferencia de electrones hacia el O en situacion
de normoxia, ya que la formacion de O, por la transferencia de un electrén al O
es directamente dependiente de la PO, (Turrens, 2003) por lo que tienen que entrar
en juego mecanismos adicionales para explicar el aumento de la produccién de O>™
en hipoxia. Taylor y Moncada (2010) proponen que el NO puede ser dicho factor y
lo explican asi: en normoxia, la citocromo oxidasa liga NO y lo oxida a nitrito y en
hipoxia, a medida que la citocromo oxidasa va siendo reducida, el NO compite por
el Oz en su unién con la citocromo oxidasa, con el resultado neto de que la
citocromo oxidasa se inhibe. Esta inhibiciéon hace que se acumule el NO y que los
complejos proximales de la cadena respiratoria se reduzcan, lo que facilitaria la
cesion de electrones desapareados al Oz y la formacién de O, Sea cual fuere el
mecanismo de la produccion de O,", o mds en general el mecanismo de
produccién de ROS, la propuesta de transducciéon seria como sigue: la hipoxia
conduce a un aumento de la produccién de ROS que promueven la liberaciéon de
Ca?* del reticulo via los RyR (fase 1). La liberaciéon de Ca?* promueve la activacion
de canales de Ca?* operados por deposito (SOCC, store operated calcium channels)
con la consiguiente entrada de Ca?*; la entrada de Ca?* por los SOCC junto con la
inhibicién de canales de K* sensibles a la hipoxia causa la activaciéon de los VOCGC;
en conjunto, ambas vias de entrada contribuyen a la génesis de la fase 2 de la VPH.
La contribucion relativa de los SOCC wvs. los VOCC no esta clara, con distintos
autores dandoles un papel mayoritario a uno u otro segin sus propios hallazgos
(ver Park et al., 2010; Sylvester et al., 2012). Hay que mencionar que en CMLAP
incubadas con RNA de interferencia (RNAi) para STIM1 (Stromal interaction
molecule 1), el sensor de vaciado/llenado de depdsitos de Ca?* del reticulo que
cuando se vacian los depésitos interacciona con ORAI1 (Calcium release-activated
calcium channel protein 1), un componente de los SOCC y activador de su apertura,
se reduce marcadamente el aumento de Ca?*;, igualando casi la respuesta en un

medio libre de Ca?* (Lu et al., 2009). Esto indicaria que los SOCC juegan un papel
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primordial, ya sea directa o indirectamente promoviendo la despolarizacién y
contribuyendo a que se abran los canales operados por voltaje. Habria que afiadir,
ademads, que las ROS activan la sintesis de ADPRc lo que harfa mas dindmico el

trafico de Ca?* en los dep6sitos (ver Sylvester et al., 2012).

Un modelo mas elaborado, en el que se propone que el aumento de ROS es
la sefial de disparo de la VPH, ha sido propuesto por el laboratorio de Pérez-
Vizcaino de la Universidad Complutense de Madrid. En una serie de publicaciones
(p-€¢j., Frazziano et al., 2011; Moreno et al., 2013) se sugiere el siguiente modelo: la
hipoxia promueve un aumento de ROS de origen mitocondrial (sensible a
rotenona), que actuarian de cebadores en la génesis de ROS. Las ROS
mitocondriales activarian la esfingomielinasa neutra y ésta a una isoforma de la
proteina quinasa C (PKC), la PKC(, que fosforilaria a la subunidad p47rhox de la
NADPH oxidasa facilitando el ensamblaje del complejo enzimatico y la produccién
masiva de ROS (sensibles a apocianina) que serian los efectores de la VPH. Las ROS
inhibirian a los canales de K* con la consiguiente activacion de los VOCC, entrada
de Ca?* y contracciéon. Este modelo tendria el gran interés, si se confirmara, de
proporcionar dianas terapéuticas para la hipertensién pulmonar, ya que en todas
las hipertensiones pulmonares clinicamente relevantes hay un componente de
constricciéon hipéxica: los inhibidores de la esfingomielinasa neutra, los analogos
inactivos de ceramida o los inhibidores especificos de la PKCC serian futuros

agentes terapéuticos.

3.2.3 Hipétesis estado energético-AMPK

El tercer modelo de transduccién propone a la proteina quinasa regulada
por AMP (AMPK) como el sensor que mediaria la VPH. La AMPK es una enzima
heterotrimérica formada por una subunidad catalitica a y dos subunidades
reguladoras, $ y y. El adenosin monofosfato (AMP) compite con el adenosin
trifosfato (ATP) en su unién a la subunidad vy, de tal forma que cuando aumenta el
AMP, éste desplaza al ATP y esta unién promueve la fosforilacion de la subunidad
a promoviendo su actividad catalitica. La AMPK fosforila un gran namero de
enzimas de rutas metabdlicas que promueven la génesis de ATP, e inhibe, también

por fosforilacién, enzimas que promueven reacciones anabdlicas consumidoras de
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ATP. Hardie (2008) afirma que, la AMPK se activa en situaciones de crisis para
mantener la funcionalidad de las células. Desde esta perspectiva, podemos
preguntarnos si la hipoxia de una intensidad tan moderada como la que es capaz

de generar VPH, es una situacién de crisis para las CMLAP.

La carga energética de las células que puede tener un valor teérico entre 1y

cero, se define por la siguiente ecuacion:
Carga energética = [ATP] + 2[ADP] / [ATP] + [ADP] + [AMP]

El valor seria de 1 si todos los fosfatos de adenosina estuvieran en la forma
de ATP y seria de O si todos estuvieran en forma de AMP. En condiciones estables,
en la generalidad de las células, tiene un valor entre 0.9 y 0.8 y las concentraciones
molares del ATP, adenosin difosfato (ADP) y AMP estan, respectivamente, en el
rango de 5, 0.5 y 0.15 mM. Por tanto, las proporciones ATP/ AMP son 230 (Evans et
al., 2005). La mayor parte del ATP en las células se usa en reacciones que producen
ADP + fosfato inorganico (Pi) existiendo unas pocas reacciones (p.ej., la elongaciéon
de las proteinas) en las que el ATP genera AMP + P~P, sin embargo la mayor parte

del AMP en las células proviene de la accion de la adenilato quinasa:

ADP + ADP < ATP + AMP

Aunque esta reaccion es reversible, en periodos de mucha actividad celular
cuando se genera mucho ADP o en hipoxia o déficit de sustratos cuando la sintesis
de ATP es baja, el ADP se acumula y la reaccion se desplaza hacia la derecha como
un mecanismo rapido de mantener la disponibilidad de ATP. Y obviamente en
estas condiciones el cociente ATP/AMP disminuye y se activa la AMPK, que en
sentido estricto seria més un sensor del estado energético de las células que un
sensor de O,. Como en el caso del CC (Gonzalez et al, 2010) podriamos
preguntarnos: ;a la PO> que se produce la VPH (30-70 mmHg; ver apartado 3.1)
hay una disminucién de la sintesis de ATP? La respuesta no es clara, aunque bien
es cierto que en lisados de la muscular de vasos pulmonares ha sido descrito que el
cociente ATP/AMP con un valor de 25 a presiones de 155-160 mmHg disminuy6 a
12 tras incubaciones de 1h a 16-21 mmHg (Evans et al., 2005). Sin embargo, estas
PO; (y este periodo de tiempo), de acuerdo con lo que hemos comentado en la

seccion anterior, habrian de considerarse generadoras de respuestas distintas a la
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VPH. En un trabajo reciente, el grupo de Schumacker (Mungai et al., 2011),
encuentra que en realidad la activaciéon de la AMPK se produciria a través de la
activacion de canales de Ca?* activados por la liberacion de calcio (calcium induced

calcium release; CICR) por accion de las ROS, sin aumento de los niveles de AMP.

El Prof. Mark Evans sigue proponiendo que la AMPK es el sensor de O»
(Evans, 2006; Evans et al., 2011). Datos adicionales que apoyan su modelo son: 1) La
AMPK aumenta la sintesis de ADPRc, que seria el promotor de la liberaciéon de
Ca?* de los depositos y del inicio de la VPH en su fase 1; 2) El AICAR (5-
aminoimidazol-4-carboxamida ribésido) que se metaboliza a un analogo de AMP,
capaz de activar la AMPK, promueve contracciéon de los vasos pulmonares que, al
igual que la VPH, es inhibida por bloqueo de los RyR; 3) Una pirrazolopirimidina
permeable a las membranas celulares, el compuesto C, que es un inhibidor
inespecifico de la AMPK, inhibe la VPH. Sin embargo, a pesar de estos hechos, hay
otras observaciones que no sustentan el papel de la AMPK como sensor de la
hipoxia. Por ejemplo, cabria esperar que la eliminacién de la glucosa del medio de
superfusion y la inhibicién de la cadena respiratoria, que conducen a un aumento
de actividad de la AMPK, potenciasen la VPH y sin embargo, el efecto de eliminar
la glucosa posee efectos que son especie dependientes y los efectos de los
inhibidores de la cadena respiratoria son variables, ya que unos la inhiben (sin
afectar la contraccién producida por otros agonistas) y otros no hacen nada. Hay
pues datos a favor y en contra del papel de la AMPK como posible sensor de la
hipoxia y hoy por hoy no puede aceptarse que la AMPK juegue el papel critico en
la VPH que el laboratorio del Prof. Evans propone (Sylvester y cols., 2012).

La Figura 8 tomada de Sylvester et al. (2012) resume los datos que acabo de
presentar sobre los distintos modelos de transduccion de la VPH. Sin embargo no
quiero terminar esta seccion sin hacer unas consideraciones finales sobre el
significado real de los canales de K* en las CMLAP. Son muchos los autores que
han pretendido identificar “el canal de K*” relevante para la respuesta a la hipoxia
en estas células. Si nos fijamos en la Figura 8 vemos que en las partes By C de la
figura no se hace referencia a los canales de K* y entonces cabe preguntarse si son o
no necesarios para la VPH. Tras leer un gran ntimero de publicaciones nuestro

sentir es que si, que son importantes, si no como disparadores de la fase 1 de la
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VPH, al menos si en la fase 2, facilitando la despolarizaciéon de las CMLAP y la

apertura de canales de Ca?* dependientes de voltaje.

A Hipétesis Redox
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Figura 8. Modelos de transduccién en la VPH. (Tomada de Sylvester et al., 2012).
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En una revisién sobre el significado de canales de K*, Park y cols. (2010)
enfatizan la diversidad de canales y su distribuciéon regional diferente, con la
nocién in mente de que los canales que se expresan en los vasos de resistencia han
de ser los importantes. S6lo aquellos canales capaces de contribuir al potencial de
membrana (Em) podrian ser mediadores de la despolarizaciéon hipéxica (aunque si
hay una despolarizacién previa producida por los SOCC este requisito no seria
imprescindible). Sin embargo, los TASK no son importantes para la VPH y los

Kv1.5 y Kv2.1 no satisfacen los criterios cinéticos y farmacolégicos de la VPH.

4. HIPEROXIA PERINATAL Y VPH

La exposicion perinatal de animales a hiperoxia (60% O., 0-4 semanas
postnatales) produce hipotrofia del CC y disminucién de la respuesta del 6rgano a
la hipoxia en animales adultos cuando se monitoriza como actividad eléctrica en el
NSC (Bavis et al., 2013; Bisgard et al., 2003, 2005; Erickson et al., 1998; Fuller et al.,
2002; Ling et al., 1997 a, b, c; Prieto-Lloret et al., 2004; Wenninger et al., 2006). Sin
embargo, cuando la respuesta del CC se mide como efecto reflejo de su
estimulacion, actividad en el nervio frénico o ventilacion, la disfuncién producida
es apreciada de forma distinta. Nuestro laboratorio (Prieto-Lloret et al., 2004), al
igual que en los estudios de Dauger y cols. (2003) y Wenninger y cols. (2006), no
observa alteraciones ni en la ventilacion basal ni en la respuesta ventilatoria a test
de hipoxia o hipercapnia al estudiar a los animales a los 4 meses de edad. Hemos
de sefialar no obstante que en el estudio de nuestro laboratorio solo se midi6 la
frecuencia respiratoria, ya que el equipo disponible en aquel momento no permitia
medir el volumen corriente. Ling y cols. (1998) describieron una disminucién
marcada en la respuesta a la hipoxia a los 4 meses de edad, respuesta que se
recuperaba y que a los 14 meses las respuestas de los animales hiperdxicos
perinatales eran normales. Por el contrario Fuller y cols. (2002; ver también Bavis et
al., 2013) sostiene que la alteracién de la respuesta a la hipoxia no se recupera, que
es permanente. Tiene interés sefialar que Prieto-Lloret et al. (2004) y muy
recientemente Kim y cols. (2013) concluian que en los animales hiperéxicos sélo

sobrevivian un porcentaje pequefio de CQ (de ahi la atrofia del CC) y las que
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sobrevivian respondian de forma inadecuada (respuesta secretora y cinética del
aumento de Ca?* producido por la hipoxia anémalas), y dado que las respuestas a
alto K* extracelular (K*¢) eran normales, el dafio molecular en estas células ha de

localizarse en una etapa previa a la despolarizacion y a la entrada de Ca?*.

A pesar de que la literatura sobre el efecto de la hiperoxia perinatal y
funcionalidad del CC es abundante, no hay publicado ningtn estudio sobre el
posible papel de la hiperoxia perinatal sobre la VPH, y ello a pesar de que segtin
hemos venido comentando, las cascadas de transduccién hipéxica en las CQCC y
en las CMLAP han sido consideradas como idénticas o0 muy similares en muchos
laboratorios (ver apartado anterior). Prieto-Lloret en su Tesis Doctoral (2005)
presento resultados de una serie de experimentos realizados en una preparacién de
pulmoén aislado in situ en los que mostraba que la hiperoxia perinatal producia
pérdida de la VPH, mientras que no se modificaba la respuesta constrictora a alto
K* ni se observaba atrofia de la muscular de vasos pulmonares de resistencia. Estas
observaciones han constituido el punto de partida de esta Tesis Doctoral.
Pretendiamos confirmar los hallazgos en una preparacion in vivo y, caso de
confirmar la pérdida de la VPH, ahondar en los posibles mecanismos de dicha
alteracion (ver Objetivos). Abordamos este problema por la gran importancia
potencial que podria tener desde el punto de vista médico. En efecto, la
oxigenoterapia en recién nacidos es muy frecuente, particularmente en los nifios
prematuros y aunque el objetivo de dicha terapia es conseguir una saturaciéon de la
Hb normal (>98%; esto es, no se pretende conseguir una hiperoxemia), el hecho es
que la PAoO», que es el estimulo para las CMLAP, es obligatoriamente alta. Ademas,
desafortunadamente, en la oxigenoterapia a los recién nacidos, son frecuentes
accidentes indeseables de hiperoxemia real, bien conocidos por los dafios
irreversibles que producen en retina (retinopatia del prematuro; Bavis et al., 2013;
Hartnett y Penn, 2012; Tracy et al., 2004). En estos casos desafortunados la situacion
seria superponible a la situaciéon en nuestros animales. Pues bien, si la hiperoxemia
dafiara la VPH de forma permanente, ello significaria la pérdida de un mecanismo
homeostéatico que, en situaciones de ventilacion regional desigual (neumonias,
atelectasias, EPOC, obstrucciones bronquiales, etc.) tenderia a agravar o no

compensaria en absoluto la hipoxemia producida por la enfermedad. Ademas, en
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situaciones de anestesia general y particularmente en casos de cirugia toracica, se
producen alteraciones regionales de la ventilaciéon cuyos efectos deletéreos sobre la
oxigenacion de la sangre son minimizados por la VPH, que es quien tiende a
asegurar una PO; arterial normal. De hecho, en todas estas situaciones patolégicas
se usan con frecuencia potenciadores de la VPH para mejorar la saturacién de la
Hb en sangre arterial (Glasser et al., 1983; Gorecka et al., 2003; Roze et al., 2011). Por
tanto, en el presente trabajo consideramos de gran interés continuar explorando los

hallazgos hechos por Prieto-Lloret en 2005.

5. ESTRUCTURA DEL CC

5.1 Anatomia

El CC, o glomus caroticum, es un 6rgano par localizado en las proximidades
de la bifurcaciéon de la arteria carotidea (ver Figura 9 para mas detalles). Esta
formado de islotes celulares que forman el parénquima glémico, rodeados de tejido
conectivo. Dentro de estos islotes encontramos células glémicas, quimiorreceptoras
o de tipo I, y células sustentaculares o de soporte, o tipo II. Las de tipo I o CQ son
mas numerosas, de nicleo redondo y claro, con un citoplasma rico en vesiculas de
nucleo denso y ocupan el centro de los islotes. Las células tipo II son aplanadas, sin

especializaciones citoplasmaéticas, y estan situadas en la periferia de los islotes.

El CC recibe irrigacién de la arteria glémica, que suele nacer en la carétida
externa, se ramifica y origina una intrincada red de capilares que se estima es 5
veces mas densa que la red capilar que irriga el cerebro, lo que da al 6rgano su
caracteristico color rosado. Los capilares establecen una relaciéon estrecha con los
islotes celulares, minimizando el espacio de difusién del O: entre los capilares y las
CQ (inferior a 20 um). A pesar del elevado consumo de Oz del CC (1.5 ml O,/100
g/min) la diferencia arterio-venosa del O, es minima gracias al elevado flujo de
sangre que lo atraviesa (1.3 1 /100 g/min), lo que permite al CC funcionar incluso
en situaciones de hipoxia extremas. Esta elevada capilarizacién determina que en

normoxia ningun area del CC se encuentra con PO; inferiores a los 40 mmHg,.
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Existe un control reflejo del flujo sanguineo que en hipoxia incrementa el riego al
CC. Este aumento del flujo sanguineo se corresponde con la hiperemia funcional de
cualquier tejido, y ademads representa un mecanismo para evitar la sobreactivaciéon
del CC, ya que la vasodilatacién aumenta el aporte de O al CC. En situaciones de
hipoxia crénica (HC), con demanda sostenida de O, al CC, se produce una

hipertrofia de los capilares existentes y la formacién de otros nuevos.

A B Figura 9. Localizacion y estructura del CC.

A. Region de la bifurcacién carotidea derecha: 1,
seno carotideo; 2, cardtida interna; 3, carétida externa;
4, CC; 5, ganglio petroso; 6, Nervio del seno carotideo;
7, Ganglio  cervical superior; 8, nervios
ganglioglomerulares; 9, ganglio nodoso. B. Esquema
de la estructura del CC: 1, células glémicas, tipo I o
quimiorreceptoras; 2, célula sustentacular o tipo II; 3,
vesiculas sindpticas; 4, terminaciones nerviosas
sensoriales; 5, fibra sensorial; 6, capilares que rodean
el islote celular. C. Representaciéon que muestra la
inervacion de los “clasteres” de CQCC por fibras
aferentes de las neuronas del petroso y fibras eferentes
del nervio glosofaringeo. También se muestra la
estrecha relaciéon que existe entre las CQCC y las
células de tipo II asi como su proximidad a los vasos
sanguineos. D. Imagen de confocal de una seccién
de CC de rata de 2 semanas obtenida mediante
inmunohistoquimica: fibras nerviosas y terminaciones
nerviosas (rojo) y tirosina hidroxilasa (TH) que detecta
Eibras @ “Gap junctions* fundamentalmente CQCC (verde). (Tomada de varios

= Vesiculas de nicleo denso autores).
- = Vesiculas de nicleo claro
del nervio

) fari / Fibras
glosofaringeo : aferentes

de las
neuronas

eferentes

del ganglio
petroso

Vaso sanguineo

aferentes

tipo 11 e N T < de las
neuronas
/ del ganglio
petroso

Las CQCC reciben inervacién sensorial a través del NSC. Las fibras
sensoriales provienen de neuronas del ganglio glosofaringeo inferior o petroso, y
penetran en los islotes, donde forman sinapsis con las CQ. Ademaés el CC recibe
inervacién simpatica en sus vasos, y parasimpatica que se origina en las neuronas
presentes en la superficie del CC (agrupadas formando microganglios), y en otras
neuronas dispersas a lo largo del NSC. Estas fibras, de cardcter nitrérgico-
colinérgico, controlan el flujo sanguineo al CC, y por lo tanto su actividad funcional
(Campanucci et al., 2003; Wang et al., 1995). Las fibras simpaticas que inervan los

vasos del CC tienen un significado funcional opuesto al de las parasimpaticas.
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5.2 Ultraestructura y neuroquimica

Vistas al microscopio electrénico las células tipo I o CQ presentan
numerosas vesiculas de nuacleo denso, que al igual que las células cromafines de
médula adrenal, contienen catecolaminas (CA) y péptidos opioides. También
poseen vesiculas pequefias de ntcleo claro, que podrian contener acetilcolina
(ACh).

Las células de tipo II estan presentes con un ntimero mas bajo que las células
tipo I y se encuentran en estrecha asociacién con éstas. Hay un cociente
aproximado de 1 célula tipo II por cada 4 células tipo I (McDonald, 1981). Las
células de tipo II no tienen vesiculas de nicleo denso ni de nucleo claro y siempre
se les ha otorgado la funciéon de células de soporte aunque recientemente se les
considera células madre quimiorreceptoras (Lopez-Barneo et al., 2009; Pardal et al.,
2007) y pueden participar activamente en la sefializacién paracrina durante la

quimiotransduccién.

Otras estructuras a sefialar serian las “gap-junctions”, que proporcionan un
alto grado de acoplamiento eléctrico (Eyzaguirre, 2007) entre CQ adyacentes.
Desde el punto de vista ultraestructural las terminaciones nerviosas sensoriales son
polimorfas. Existen contactos entre las terminaciones y las células en los que las
especializaciones presindpticas se encuentran en la célula glémica y otros en los
que se encuentran en la terminacién nerviosa. Por otro lado, entre una misma
célula y una terminacién nerviosa pueden existir contactos en los que la
polarizacién funcional aparente tiene una direccién dada y en una zona adyacente
tiene sentido opuesto (sinapsis reciprocas). Las sinapsis quimicas y eléctricas
(McDonald, 1981) entre estos elementos junto con la presencia de varios NT y sus
receptores en las células tipo I y/o en las terminaciones nerviosas, permite un
complejo procesamiento sensorial en el CC. Este procesamiento implica vias de

sefializacion tanto sindpticas como autocrinas-paracrinas.

5.3 Neurotransmision en el CC

La respuesta del CC evaluada por la frecuencia y el patrén de las descargas

en el NSC, esta modulada por las acciones de varios NT y neuromoduladores que
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acttian sobre receptores ionotrépicos y metabotrépicos en el CC (Nurse y Piskuric,
2013; Iturriaga y Alcayaga, 2004; Gonzalez et al., 1994; Nurse, 2010). Entre las
sustancias presentes en el CC que son conocidos NT se encuentran: CA (dopamina,
DA; norepinefrina, NE), ACh, sustancia P, péptidos opioides, adenosina, ATP y
otros NT de caracter peptidico. También se han descrito mediante técnicas de
binding y RT-PCR e hibridacién in situ, la presencia de receptores para algunas de
estas sustancias localizados en las CQ y/o en las terminaciones nerviosas

sensoriales.

La aceptacion, durante la altima década del siglo XX, de que las CQ eran los
transductores de los estimulos quimicos en el CC condujo a la bisqueda de los
mecanismos que explicasen como se transmitia la informacién desde las CQ hacia
las terminaciones nerviosas sensoriales aferentes del NSC, siendo la DA y la ACh

los NT candidatos lider en los primeros estudios de las sinapsis de las CQCC.

En el caso de la DA, nuestro laboratorio sigue considerando clave su papel

como NT principal apoyandose en los resultados obtenidos a lo largo de los afios
(Gonzalez et al., 1994; Iturriaga et al., 2009) fundamentalmente en CC de conejo. La
DA satisface la mayoria de los criterios para ser considerada un NT excitatorio en el
CC (Gonzalez et al., 1994, 2003) ya que es la catecolamina mas predominante en
cuanto a su sintesis, almacenamiento y liberacién en respuesta a estimulos
naturales (p.ej. hipoxia), en el CC. La sugerencia de que la DA acttia como un NT
excitatorio en el CC fue muy apoyada, tal y como hemos dicho, por los primeros
estudios de neurotransmisién realizados en conejo (Fidone y Gonzalez, 1982;
Fidone et al., 1982 a, b; Pérez Garcia et al., 1992; ver Iturriaga et al., 2009), donde
utilizando métodos radiométricos, se demostré que la hipoxia incrementaba la
liberacion de DA de una manera dependiente de Ca?* en las CQCC de conejo in
vitro, siendo estas observaciones confirmadas maés tarde en gato y en rata (Rigual et
al., 1986; Vicario et al., 2000 a). Por otra parte existen evidencias de que hay
receptores de DA tipo II (D2) en las CQCC y también en las neuronas del ganglio
petroso (PNs) (Dinger et al, 1981, Gauda, 2002). Sin embargo, existe cierta
controversia sobre su papel, ya que existen diferencias genuinas entre especies:
mientras que en el conejo, la DA exégena produce quimioexcitacién, en el gato o la

rata, produce inhibiciéon y ademas, tal y como otros grupos han sefialado, los
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aumentos altamente conservados en la descarga sensorial inducida por la
estimulaciéon hipoéxica repetida en el CC no estan relacionados con la disminucién
progresiva de amplitud en el flujo de salida de CA en la rata y el gato (Donnelly,
1996; Iturriaga et al., 1996). Las diferencias citadas entre especies sugieren pues,
que en el conejo la actividad quimiosensorial parece estar generada con una
importante participacion de sinapsis dopaminérgicas (Iturriaga et al.,, 2009),
mientras que en el gato y la rata, la DA tiene un papel predominante como

modulador-inhibitorio.

En la actualidad, también se considera que el ATP es un NT clave en la
sinapsis CC-NSC (Nurse, 2010), ya que en co-cultivos de clisteres aislados de
CQCC con PNs (Zhang et al., 2000), se observa que los bloqueantes purinérgicos
P2X inhiben las respuestas postsindpticas evocadas por la hipoxia o la hipercapnia
(Nurse, 2010); ademas knockouts (KO) para receptores P2X2 exhiben una respuesta
ventilatoria hipoxica muy atenuada (Rong et al., 2003). Ademas, las terminaciones
nerviosas aferentes del CC de la rata expresan receptores P2X2/3 (Zhang et al.,
2000; Prasad et al., 2001) y la hipoxia induce la liberacién de ATP tanto en CC in
vitro (Buttigieg y Nurse, 2004) como in vivo. Por altimo, los estudios farmacolégicos
en la preparacion aislada de CC-NSC de gato también apoyan un papel clave para

el ATP en la transmisién sensorial (Iturriaga y Alcayaga, 2004).

Por otra parte, se ha sugerido que la ACh se colibera con ATP en el CC, ya
que en la preparacion aislada de CC-NSC de gato o rata, los bloqueantes
nicotinicos inhiben parcialmente la descarga del NSC (Eyzaguirre y Zapata, 1968;
Iturriaga y Alcayaga, 2004; Zhang et al., 2000) y en los co-cultivos se requiere la
coaplicacion de inhibidores de receptores purinérgicos y nicotinicos para bloquear

completamente las respuestas postsinapticas (Nurse, 2010; Zhang et al., 2000).

En conjunto, estos estudios muestran que atin queda por resolver caal es la
naturaleza de ese NT clave en la sinapsis CC-NSC. Dada la colocalizacién de las
enzimas que sintetizan aminas (CA y ACh) en las CQCC, podemos sugerir que no
se trata de una tnica molécula, sino de la accién conjugada de varios NT actuando

en concierto con otras sustancias neuromoduladoras.
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6. FUNCION DEL CC

6.1 Respuesta frente a normoxia e hipoxia hipéxica

Efectos sobre la actividad del NSC. En estado normoxico y eucapnico se

observan descargas en el NSC de baja frecuencia que oscilan con la respiracién, ya
que existen oscilaciones ligeras en la PO, y PCO; alveolar, que se transmiten a la
sangre arterial y son detectadas por el CC. Estas oscilaciones en las descargas del
NSC contribuyen a la hiperventilacién en el ejercicio, donde las amplitudes de las
oscilaciones de la PO, y PCO, son mayores por la mayor diferencia arteriovenosa
para estos gases, implicando un aumento en la amplitud de las oscilaciones a nivel

arterial y de las descargas del NSC (Gonzalez et al., 1994).

Por otro lado, y aunque las fibras sensoriales del NSC no tienen un umbral
de activacioén especifico para el O, la frecuencia de descarga aumenta de forma
lineal al bajar la PaO;, entre los 600 y los 70 mmHg. En torno a los 70-75 mmHg
hay un cambio brusco de pendiente y el aumento de frecuencia pasa de ser lineal a
exponencial, hasta una PaO> de 10-15 mmHg (ver Figura 10A; ver Gonzélez et al.,
1994). La disminucién rapida en la PaO; conlleva un aumento de las descargas en
el NSC que se inicia en menos de un segundo y alcanza su valor maximo en unos 3
segundos, manteniéndose en ese nivel méximo mientras la PaO, permanezca
disminuida, sin mostrar una adaptacién al estimulo (Gonzalez et al., 1994). La
vuelta a niveles de descarga basales se produce en 2-3 segundos tras el fin de la
hipoxia. La falta de adaptacion en la respuesta del NSC frente a la hipoxia tiene su
importancia fisiolégica, puesto que las hipoxias hipéxicas, bien fisiologicas, por
residencia a grandes alturas, bien patoldgicas, por enfermedad pulmonar, son
también de caracter sostenido. Durante la HC se produce aclimatacién o
sensibilizacién de la respuesta ventilatoria (ver apartado siguiente), que se genera a
nivel del CC, pues el registro de la actividad del NSC aumenta progresivamente

durante las 5-6 primeras horas de hipoxia (Bisgard, 2000).

Efectos sobre la ventilacion. Si de respirar aire se pasa a respirar 100% de

O se produce una depresion ventilatoria de entre el 20 y el 30%, por la
desactivacion del reflejo quimiorreceptor, efecto observado tanto en humanos

despiertos como anestesiados. Este test hiperéxico, conocido como test de Dejours,
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demuestra la contribucién del CC en el mantenimiento de la ventilaciéon. Los CC
median toda la hiperventilacién generada por las hipoxias hipdxicas ya sean
fisiologicas o de origen patolédgico. La relacion entre PaO; y ventilacion es similar a
la descrita antes entre PaO; y descargas en el NSC (Weil et al., 1970; Figura 10B). En
humanos a los que se les extirparon quirargicamente los CC (practica comtn en los
afios 50 y 60 para tratar cuadros de asma incoercible) no se encontr6
hiperventilacién en respuesta a la hipoxia. Estos mismos sujetos presentaron una
disminucién del 30% en su respuesta ventilatoria tras el ejercicio en relacion a
sujetos controles. Resultados similares obtenidos con animales de experimentacién
con los NSC seccionados muestran una pérdida total de respuesta frente a hipoxia.
Figura 10. A) Variacion de la actividad
- A —_adulto quimiorreceptora en el CC en funcion de la
: Jesiénnacido  pa0,. (Modificado de Mulligan y cols., 1981).

B) Variacién en la ventilaciéon por minuto en
relacion a la PaO, y PACO,. (Tomado de Weil y
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Efectos sobre el aparato cardiovascular. Los efectos son complejos y difieren

segin la especie animal, intensidad de la hipoxia aplicada y el protocolo
experimental, incluyendo si el animal fue anestesiado o no y del tipo y dosis de
anestesia. El reflejo quimiorreceptor activado por la hipoxia va a afectar de manera
directa a algunos parametros cardiovasculares, mientras que otros seran afectados

por la hiperventilacion generada por dicho reflejo, es decir, de modo indirecto.
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Cuando todo el animal es sometido a hipoxia, como ocurre de modo natural,
si la hipoxia hipéxica es de baja intensidad, se produce un aumento de la
contractilidad cardiaca, mientras que para hipoxias mds intensas se produce un
efecto ionotrépico negativo, con vasodilatacién a todos los niveles, excepto a nivel
pulmonar donde aparece vasoconstriccion. La suma de todos los mecanismos
conduce a taquicardia, aumento del gasto cardiaco y vasodilatacion periférica. Con
hipoxia sostenida el aumento del reflejo quimiorreceptor (aclimatacion) disminuye

la taquicardia y normaliza el gasto cardiaco frente al consumo total de O».

Efectos sobre el sistema endocrino. La hipoxia genera en animales adultos

de diversas especies el aumento de la secreciéon de CA, principalmente adrenalina,
que se originan en la médula adrenal, por un mecanismo nervioso reflejo. Esta
liberacion es mediada por el CC, pues al seccionar el NSC desaparece dicha
secrecion de CA, y estimulando el NSC se produce liberaciéon de CA adrenales
(Fitzgerald y Shirahata, 1997). Este aumento de la secrecion de CA estaria
relacionado con la hipertension arterial en situaciones de sensibilizacion del CC

como ocurre en la apnea del suefio (Kumar et al., 2006; Gonzélez et al., 2012).

6.2 Respuesta frente a hipoxia anémica, histotoxica y de estasis

En situaciones de hipoxia anémica y de estasis compatibles con la vida, no
se observa respuesta de los CC, pero los quimiorreceptores adrticos se activan a
intensidades moderadas de ambos tipos de hipoxia. Asi con disminuciones del
hematocrito de hasta el 50% se activan los quimiorreceptores adrticos, mientras que
apenas lo hacen los quimiorreceptores carotideos. En relacion a la hipoxia de
estasis, se necesita una hipotensiéon de 80 mmHg para activar el cuerpo aértico y de
50 mmHg para el CC, que son menos sensibles a los cambios en la capacidad de
transporte de O por la sangre. Los CC se comportan como sensores rapidos de los
cambios de gases en sangre y son responsables de la respuesta refleja ventilatoria
frente a hipoxia. Los cuerpos adrticos son los principales sensores del flujo
circulatorio y de la capacidad de transporte del O, por la sangre, siendo los
principales responsables de las respuestas reflejas circulatorias. Se produce
taquicardia, aumento del gasto cardiaco y menor presion arterial, efectos todos

ellos encaminados a prevenir la hipoxia tisular. Por otro lado, los efectos
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ventilatorios de la estimulacién de los cuerpos aérticos, y por tanto de la hipoxia

anémica y de estasis son despreciables (Gonzélez et al., 1994; Kumar, 2009).

6.3 Respuesta frente a hipercapnia y acidosis

Ante la aplicacion de un aumento brusco en la presion de diéxido de
carbono arterial (PaCO.) se incrementa rdpidamente la frecuencia de descargas en
el NSC, alcanzando su valor méximo en 2 segundos y adaptandose a niveles mas
bajos en menos de un minuto (McCloskey, 1968). La frecuencia de descargas del
NSC aumenta de modo lineal en el rango que va entre 20 y 80 mmHg de PaCO,,
aumentando la pendiente a medida que disminuye la PO,, por potenciacion de la

respuesta entre ambos estimulos (ver Figura 11).

Figura 11. Relacién de la
actividad del NSC en
funcion de la PaCO, y para

16 L Pao,- x————X25Torr

L "y una PaO, dada. Se observa
que la pendiente de las
curvas aumenta a medida
que disminuye la PO2, lo
que define una interaccién
positiva entre el estimulo
hipercapnico y el hipéxico

(impulsos/segundo)

(Tomado de Lahiri y
Delaney, 1976).

Frecuencia de descargas NSC
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La relaciéon de ventilacién es similar a la de las descargas, pero en ésta no
influyen sé6lo los CC, sino también los quimiorreceptores centrales. Asi pues, al
denervar los CC, se puede determinar la contribucion de cada uno de los
quimiorreceptores a la respuesta ventilatoria. Los CC tienen un umbral para el
esttimulo acido mas bajo que los quimiorreceptores centrales y por tanto la
hiperventilacién que se produce en respuesta a una acidosis respiratoria moderada
se origina fundamentalmente en ellos. En acidosis respiratorias mas intensas los
CC contribuyen en un 30-40% a la respuesta hiperventilatoria y el resto de la

contribuciéon se debe a los quimiorreceptores centrales. Ante una acidosis
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metabolica, la contribucién de los CC es mayor principalmente en sus primeras
etapas, puesto que los H* atraviesan mal la barrera hematoencefdlica y tienen
dificultad para alcanzar a los quimiorreceptores centrales y ejercer sus efectos sobre
ellos (Irsigler et al, 1980). La PaCO. y la PCO, del liquido cefalorraquideo
disminuyen por la hiperventilacién originada en el CC. Tras varios dias de acidosis
el pH del liquido cefalorraquideo se equilibra con el de la sangre, estimulandose asi
tanto los quimiorreceptores centrales como los periféricos (Cherniack y Altose,
1987). En acidosis, como en la hipoxia hipéxica, la contribuciéon de los cuerpos
aorticos es nula, pues mientras que la secciéon de los NSC en gato reduce un 30-40%
la ventilacién producida por la acidosis respiratoria, la seccion de los nervios
vagos, encargados de inervar los cuerpos aodrticos, no modifica la respuesta
ventilatoria (Berkenbosch et al., 1979 a, b). Sobre el aparato cardiovascular, los
efectos de la hipercapnia, son comparables a los de la hipoxia y son igualmente

producidos por mecanismos directos e indirectos.

6.4 Respuesta frente al ejercicio

Cuando se trabaja por debajo del umbral anaerdbico la ventilaciéon aumenta
en proporcion a la intensidad del ejercicio y en relacién al consumo de O> y la
produccion de CO,, a pesar de que se mantienen la PaO;, PaCO; y el pH
plasmético. Cuando se supera este umbral, la ventilacién aumenta sin guardar
proporcion con la intensidad del ejercicio, aparece una acidosis metabdlica, se
produce una hipocapnia y una tendencia al aumento de la PaO. por la
hiperventilacién resultante. En condiciones subanaerébicas la contribucion del CC
a la hiperventilaciéon es =30%, porcentaje que aumenta al pasar a situaciones
anaerodbicas, por la acidosis metabdlica, que activa al CC. La extirpacién bilateral

del CC produce hipoventilacién relativa (disminucion del 30%).

Una vez demostrado que el CC participa en la respuesta hiperventilatoria
ante el ejercicio moderado a pesar del mantenimiento de la PaO», la PaCO» y el pH
en esta situacion, nos preguntariamos qué estimulos son los que activan a los CC.
Segun hemos visto, el aumento de la amplitud y frecuencia de las oscilaciones de los
gases sanguineos que ocurren en el ejercicio contribuirfan a la hiperventilacién. Otro

factor importante seria el aumento de la potasemia producido por la liberaciéon de K*
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en los musculos activos, lo que aumenta la frecuencia media de descargas del NSC y
la amplitud de su oscilacién respiratoria, asi como las CA plasmaticas que aumentan
durante el ejercicio y también activan al CC. Por tltimo, durante el ejercicio se
produce un incremento de la T? corporal que aumentaria la sensibilidad del CC (ver
Zapata, 1997) que también mantendria la hiperventilacion. En situaciones de ejercicio
intenso, por lo tanto, se produciria una intensa acidosis metabdlica, lo que junto a
otros factores ya descritos, es la causa de la gran hiperventilacién originada en el

CC (Rausch et al.,, 1991; Wasserman et al., 1975; Whipp, 1983).

6.5 Respuesta frente a otros factores (Temperatura, Osmolaridad y Glucosa)

En preparaciones in vitro, en las que se modificé la T* del bafio, se estudi¢ la
termosensibilidad del CC y se observé que el aumento de la T® producia
incrementos en la frecuencia de descarga del NSC (Gallego et al., 1979). Resultados
similares se han observado in vivo (Fadic et al., 1991) y la seccién del NSC abolia el
efecto de la hipertermia sobre la ventilacion. Todos estos hechos, en conjunto,
demuestran la termosensibilidad del CC y su influencia en la hiperventilacién que

aparece durante el ejercicio y en los cuadros febriles.

Existen datos en la literatura que sugieren que el CC podria contribuir al
control de la osmolaridad de los liquidos corporales. Sin embargo no poseemos una
visién integrada entre las respuestas de las CQ y las descargas en el NSC y los

efectos sobre la funcién renal (Fitzgerald y Shirahata, 1997; Zapata, 1997).

En cuanto a los niveles de glucosa se ha demostrado, en animal intacto, que
la activacion de los CC segrega de forma refleja hormona antidiurética (ADH) y
CA, que participan en la génesis refleja de una respuesta hiperglucemiante
(Alvarez—Buylla et al., 1997; Montero et al., 2003). De igual modo, la ausencia de
glucosa en el liquido de superfusion de CQ aisladas, produce inhibicién de
corrientes de K* y aumento de la resistencia de entrada comparable a la observada
con la hipoxia (Pardal y Lépez-Barneo, 2002). Sin embargo, Zhang et al. (2007), que
coinciden en que una baja concentracién de glucosa despolariza las CQ, encuentran
que la disminucién de la glucosa produce una caida de la resistencia de entrada. En
otro sentido van los hallazgos del laboratorio de Kumar (Bin-Jaliah et al., 2004,

2005), donde empleando como estimulo la hipoglucemia inducida por insulina,
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encuentran que se produce un aumento de la ventilacién mediada por el CC. Como
la hipoglucemia in vitro no aumenta las descargas en el NSC, estos efectos sobre la
ventilacion se deberian principalmente a un incremento metabolico regulado por
un factor atn no identificado, pero que deben ser componentes de la respuesta
hormonal contra-reguladora que la hipoglucemia produce (aumento de CA, ADH,
angiotensina, hormona adrenocorticotropa (ACTH) - cortisol). Datos antiguos
(Almaraz et al., 1984) y recientes (Conde et al., 2007; Gallego-Martin et al., 2012) de
nuestro laboratorio indican que las CQ en CC intactos no se activan en

hipoglucemia ni siquiera en 0 mM de glucosa.

6.6 Ajustes del CC con la edad

En el hombre y en la generalidad de los animales al nacer, el CC-reflejo
quimiorreceptor no es funcional, o lo es minimamente, siendo incapaces de generar
respuestas ventilatorias o si generan alguna ventilacion, ésta es escasa y
habitualmente bifasica. Al proceso global de maduracion del CC-reflejo
quimiorreceptor se le conoce como “resetting” (ajuste) de la funcién
quimiorreceptora (ver Carroll y Kim, 2013; Donnelly, 1997) y aunque no se conocen
los mecanismos intimos, si que se sabe que el desarrollo en una atmosfera
adecuada es vital. Asi, la hipoxia en periodo perinatal conlleva a un mantenimiento
durante meses del carécter bifdsico (aumento seguido de depresion) de la respuesta
ventilatoria a la hipoxia, mientras que en animales controles la maduracion se
consigue en 2-4 semanas (Hanson y Kumar, 1994). Si en lugar de hipoxia se somete
a los animales a hiperoxia (30-60% O2) durante el periodo perinatal, también resulta
afectada la funcionalidad del CC en los animales adultos. Segtin describimos en la
seccion de VPH, la hiperoxia perinatal produce hipotrofia del CC y alteraciones en
la capacidad para responder a la hipoxia que son apreciadas de forma distinta
segln laboratorios (Bavis et al., 2013; Fuller et al., 2002; Ling et al., 1997 a, b, c;
Prieto-Lloret et al., 2004). Se ha estudiado también el patrén respiratorio de cerdos
despiertos de menos de 9 dias con denervacion carotidea, denervacién combinada
adrtica-carotidea y animales controles (ver Donnelly, 1997). Los grupos con
denervacién, hipoventilaban en normoxia, presentaban mayor niimero de apneas

espontdneas y una mortalidad aumentada respecto a los controles. Esto demuestra
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que los quimiorreceptores periféricos (sobre todo el CC) mantienen la ventilacién y
previenen las apneas, y su papel es critico en la supervivencia en periodos
postnatales. Anomalias del CC serian un factor clave en la génesis del sindrome de

la muerte stbita del recién nacido (Gauda et al., 2007).

En edades avanzadas en el hombre, hay disminucién de la PaO, y de la
capacidad ventilatoria maxima (Knapowski et al.,, 2002; Sorbini et al., 1968) y
alteracion de la respuesta ventilatoria a hipoxia e hipercapnia (Behan et al., 2002;
Chan y Welsh, 1998). En experimentos de nuestro laboratorio (Conde et al., 2006 a)
se ha observado que la funcionalidad del CC disminuye marcadamente en ratas de
18 y 24 meses de edad (=60 y 80 afios humanos) tanto si se evalta sobre la dindmica

de los NT de las CQ como a nivel de actividad en el nervio del seno.

6.7 Ajustes del CC con la hipoxia sostenida

La hipoxia mantenida en animales adultos desencadena hiperventilacién y
en consecuencia alcalosis respiratoria. Es lo que ocurre en alturas elevadas,
pudiéndose simular este efecto con la ayuda de cdmaras hipobdricas o con poco Os.
A la hora de estudiar la hipoxia sostenida se distingue entre hipoxia de corta
duracién (hora(s)), de larga duraciéon (dias, semanas, meses o afios) y la hipoxia de
residentes de muchos afios o nativos de poblaciones a gran altitud. Con hipoxias
sostenidas encontramos aumento progresivo de la respuesta ventilatoria a la
hipoxia junto a una disminucién progresiva de la PaCO,, en un proceso que se
conoce como aclimatacién a grandes alturas, cuyo curso temporal depende de la
intensidad de la hipoxia y de la especie animal. Estudios realizados en cabras, con
los CC perfundidos con sangre hipdxica, mientras el resto de la sangre era
normoxica, han permitido demostrar que la aclimatacion a la hipoxia depende de
modo exclusivo del CC y no de la PaO, y PaCO; sistémicas (Bisgard, 2000). En
nuestro laboratorio hemos observado que una semana de hipoxia sostenida en rata
(equivalente a =4.500 m sobre el nivel del mar) produce un aumento marcado de la
respuesta a test de hipoxia aguda (Caceres, 2007, Tesis Doctoral). En nifios nacidos
a grandes alturas no se observan diferencias en la ventilacion, si bien, la respuesta a
la hipoxia esta atenuada, o incluso ausente, salvo si se les somete a una hipoxia

muy intensa (Monge y Leon-Velarde, 1991).
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Cabe destacar también que la exposicion a HC o de larga duracién en
animales adultos produce una hiperplasia de los CC, cuyo peso llega a duplicarse o
incluso més en ratas tras un periodo de 2-4 semanas de HC (Laidler y Kay, 1975;
Caceres et al., 2007; Conde et al., 2012 a). Este aumento es debido principalmente al
crecimiento de nuevos vasos. Se observa también un aumento en el contenido de
DA, que de acuerdo con algunos autores llegaria a ser hasta 15 veces el valor
control al cabo de 4 semanas de hipoxia en la rata (Hanbauer et al., 1981) pero que
en nuestro laboratorio a los 8 y 15 dias de hipoxia (Céaceres, 2007; Gonzélez-Martin,
2008, Tesis Doctorales) representan un aumento por un factor de 2 a 3 que se
correlaciona con aumentos en la expresiéon de TH (Caceres, 2007, Tesis Doctoral).
En estos periodos de aclimatacién, se observan cambios en la expresion de
isoformas y subunidades de NADPH oxidasa (He et al,, 2010) aumento de la
expresion de canales de Na* voltaje dependientes (Céceres et al., 2007), cambios en
la expresion de canales de K* y de sus subunidades (Céceres et al., 2007) y cambios

en la dindmica de los NT (Conde et al., 2012 a).

En esta tltima década han ido apareciendo una serie de estudios que han
culminado con la demostraciéon de que los mediadores de la inflamacién participan
en la sensibilizaciéon del CC que ocurre en la HC (ver Liu et al, 2013 para

referencias).

7. MECANISMOS CELULARES DEL CC

La organizacion estructural del CC descrita previamente nos va a permitir
definir el acoplamiento funcional entre todos sus elementos. Los capilares, cercanos
a las CQ, minimizan el espacio de difusion entre la sangre y las células, para que
estas tltimas puedan detectar de forma rapida variaciones en la presién arterial de
O, CO, y pH (DETECCION), dando lugar a una modificacién en la liberacién de
los NT contenidos en las vesiculas (TRANSDUCCION) que generan cambios en la
frecuencia de los potenciales de acciéon (PA) en las fibras quimiorreceptoras del
NSC (TRANSMISION). La modificacién en la frecuencia de los PA del NSC se

integra en el tronco del encéfalo. De alli parten las 6rdenes a los aparatos
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respiratorio y cardiovascular (EFECTORES), que modifican su funcién para

corregir la alteracién detectada por los CC (Figura 12).

En esta seccion estudiaremos: 1/ los estimulos naturales del CC y sus
mecanismos de deteccién, incluida la secrecion de NT que es la respuesta mas
integrada de las CQ y 2/ el acoplamiento entre las CQ y las terminaciones del NSC

que constituye la etapa de neurotransmisiéon propiamente dicha.

En un sentido amplio la transduccién es la transformaciéon de un tipo de

sefial en otro. En los receptores sensoriales secundarios existen dos etapas:

e Transducciéon. Es la transformaciéon de la energia del estimulo en

respuesta secretora, con liberacion de NT.

e Transmisién. Es la transformacion de la sehal quimica de los NT en

sefial eléctrica en las neuronas sensoriales.

ESTIMULO TRANSDUCCION RESPUESTAS
RESPUESTA CQ RESPUESTA CC RESPUESTA SISTEMICA
(Liberacién de neurotransmisores) (Frecuencia de potenciales de accion) (Ventilacién)

1. HIPOXIA HIPOXICA
Hipoxia anémica

Hipoxia de estasis | | "" | | |
ACIDOSIS RESPIRATORIA/

METABOLICA

tTemperatura » B

tOsmolaridad o g o

2. VENENOS METABOLICOS °

(Hipoxia citotoxica)

Neurotransmisores
Sustancias relacionadas

SANGRE CELULA NERVIO DEL SISTEMA
QUIMIORRECEPTORA SENO CAROTIDEO RESPIRATORIO

Figura 12. Etapas de la transduccién sensorial CC-NSC. Representacion esquemadtica de la
respuesta de los quimiorreceptores del CC frente a estimulos hipéxicos, acidos y venenos
metabdlicos a 3 niveles: CQ (con liberacién de NT), NSC (con activacion de PA) y sistémica (con
cambios en la ventilaciéon). (Modificado de Gonzalez et al., 1994).

Deteccion y transduccién de estimulos

A las presiones de gases y pH sanguineos normales, las CQ poseen una
actividad basal, que puede medirse como liberacién basal de NT in vitro, o como

actividad eléctrica en el NSC tanto in vivo como in vitro. Esta actividad basal ejerce
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un papel importante sobre la ventilacion: la secciéon de los NSC disminuye la
ventilaciéon y aumenta la PaCO, de 8-10 mmHg. El umbral fisiolégico para la
hipoxia se corresponde con una PaO» de 70-75 mmHg, valor a partir de la cual, la

pendiente entre la PO, y las descargas en el NSC aumenta de forma exponencial.

7.1 Hipoxia Hipoxica
Diversas hipétesis han intentado explicar el funcionamiento del CC.

Nuestro laboratorio ha estudiado estos mecanismos y ha elaborado una de las

hipétesis que posteriormente comentaremos.

En los afios 70 se demostré que las CQ liberaban DA en respuesta a la
hipoxia (Gonzélez y Fidone, 1977; Fidone et al., 1982 a, b) y se empez6 a considerar
la transduccién hipéxica en dichas células como un fenémeno de acoplamiento
estimulo-secrecion. Los estudios posteriores se encaminaron a la demostraciéon de
la universalidad de la secrecién de DA ante la hipoxia. Asi, en CC de conejo, gato,
rata, ratén y ternera se observo liberaciéon de DA, de modo Ca?* dependiente, en
respuesta a hipoxia e hipercapnia y en proporcién a la intensidad del estimulo
(Obeso et al., 1985, 1986; Rigual et al., 1984, 1986, 2002; Rocher et al., 1991; Sanz-
Alfayate et al., 2001; Vicario et al.,, 2000 a) mientras que el alto K*e (estimulo

despolarizante) provocaba idéntico efecto (Almaraz et al., 1986).

También se demostré que la liberacion inducida por alto K*. e hipoxia era
sensible a dihidropiridinas (agonistas y antagonistas de los canales de Ca?* voltaje
dependientes (VOCC), tipo L), mientras que la liberacién inducida por un estimulo
acido, aunque también dependiente de Ca?*, no resultaba afectada por estas drogas
(Obeso et al.,, 1992) implicando otras vias de entrada de Ca?" en las CQ.
Simultdneamente se demostré (Rocher et al., 1988, 1991, 1994) que la veratridina,
activador de los canales de Na* dependientes de voltaje, aumentaba la liberacién de
DA de modo dependiente de Na* y Ca?* y era sensible a tetrodotoxina (TTX). Estos
resultados son compatibles con que la hipoxia despolarice las CQ y provoque la

entrada de Na*.
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Tras poner a punto una preparaciéon de CQ en cultivo primario (Pérez-
Garcia et al., 1992) y en colaboraciéon con el grupo de Loépez-Barneo de la
Universidad de Sevilla, se inicié un estudio electrofisiolégico con técnicas de patch-
clamp que sirvié para descubrir la existencia de corrientes de K*, sensibles a la PO»
y que se inhibian con la hipoxia. De igual modo se confirm¢ la existencia de canales
de Na* y Ca?* voltaje dependientes (Lopez-Barneo et al., 1988; Lopez-Lopez et al.,
1989).

A partir de estas observaciones se propuso el modelo de transducciéon del
estimulo hipéxico conocido con el nombre de: Modelo de membrana de la transduccion
hipoxica (Figura 13; Gonzélez et al., 1992). Aunque este modelo en lineas generales

todavia sigue vigente, existen varios aspectos que atin no han quedado resueltos:
A. ;Coémo detectan las CQ la PO, cual es el mecanismo sensor de O»?

B. ;Coémo se acopla el mecanismo que detecta la PO, y los canales de

K* que van a participar en la despolarizacién de las CQ?

C. ;Cual es la identidad molecular de los canales de K* sensibles a la

POs que se encuentran implicados en la respuesta a la hipoxia?

En los pérrafos que siguen, dedicados a sensores de O, trataremos de dar
contestacion de forma ensamblada a las tres preguntas, de la misma manera que lo

hicimos en el caso de la VPH.

7.1.1 Sensor(es) de O>

Ward y cols. (2008; ver también Evans y Ward, 2009) distinguen dos
mecanismos genéricos en los posibles sensores de O bioenergéticos y
biosintéticos. Los primeros senalizarian perturbaciones de la funcién mitocondrial
y del estado energético y los segundos, perturbaciones de la sintesis o degradaciéon
O»-dependientes de moléculas, p.ej., sefializarian la concentracién de un metabolito
cuya sintesis o degradacién requiere O; sin embargo, tal y como Ward indica, en
algunos casos esta distincion puede desdibujarse. A estas dos categorias
afladirfamos un tercer mecanismo genérico que llamaremos conformacional
(Gonzalez et al., 2010). Desde nuestro punto de vista, los sensores de O:

conformacionales sefializarian la hipoxia como una reorganizaciéon molecular
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alostérica interna, que se transmite al siguiente (primer) elemento de la cascada de
transduccion. En la Figura 13 se muestra a la izquierda, un diagrama de flujo de la
cascada de transduccién para la quimiorrecepcion de O> como el que propuso
nuestro laboratorio en 1992. Aparecen marcados con un circulo tanto el sensor de
Oz como los mecanismos de acoplamiento y ligado a ellos, por flechas gruesas, las
tres categorias genéricas de los supuestos sensores de O» para la deteccion de la
hipoxia aguda en las CQCC.

Deteccion aguda de oxigeno y

cascada de transduccidn en las Sensores de O, bionergéticos:
cacc Estado energético de la célula

AMPK
.=

Descenso en la PO, arterial

U

Sensor(es) de oxigeno

. U . Sensores de O, biosintéticos:
Mecanismo(s) de acoplamiento Concentracién dependiente de O,
U de un mediador

producido enzimaticamente
Descenso en la Po de los canales de K*
sensibles a O,

’ ROS, CO
Despolarizacion celular 1
U
Activacion de los canales de Ca?*
dependientes de voltaje Sensores de O, conformacionales:
U Cambio conformacional molecular
Aumento en la [Ca?*] libre intracelular dependiente de oxigeno
U NOX4, hemoproteina desconocida,
Liberaciéon de neurotransmisores canales iénicos
U

Aumento en la ventilacion

Figura 13. Cascada de transduccién hipoxica y posible naturaleza de los sensores de O; (ver texto
para las explicaciones). (Modificado de Gonzalez et al., 2010).

7.1.1.2 Sensores de O bioenergéticos

Como ya hemos discutido en la secciéon de VPH, en condiciones de estado
estacionario, el funcionamiento combinado del sistema respiratorio (ventilacién) y
del sistema cardiovascular asegura el suministro adecuado de O a toda la
poblacién de células que componen los organismos de los mamiferos complejos. En
estas condiciones, la cantidad de O» suministrada a cada célula proporciona una

tasa adecuada para asegurar la sintesis de ATP, de modo que éstas puedan
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mantener su homeostasis, sus procesos biosintéticos, asi como para llevar a cabo en
células especializadas, el trabajo externo. Incluso en un organismo mamifero en
reposo, los requerimientos de O (ATP) varian enormemente, existiendo células con
una elevada tasa de consumo de O: (por ejemplo, neuronas) y otras con demandas

energéticas mucho mas bajas (por ejemplo, los adipocitos).

El disefio general del sistema cardiovascular hace frente a estas diferencias de
las necesidades metabdlicas en reposo proporcionando a cada tejido-6rgano una
red vascular, de densidad proporcional a las mismas (Borowsky y Collins, 1989;
Obeso et al., 1997). Sin embargo, tal y como se muestra en las células de musculo
esquelético o en los enterocitos, la demanda de energia de las células varia de
acuerdo con su grado de actividad. Asi, el disefio debe cumplir con estas
variaciones dindmicas en los requerimientos energéticos. La AMPK, segtin hemos
visto ya, es una enzima que en situaciones en las que los niveles de ATP tienden a
disminuir, activa multiples rutas metabdlicas encaminadas a promover la sintesis
de ATP y a inhibir rutas que consumen ATP (Hardie, 2008). Esta enzima se activa
al aumentar los niveles de AMP en las células (o disminuye el cociente ATP/AMP;
ver en VPH). Nuestro interés en este contexto se centra en cudles son los efectos
que resultan de la activacion de la AMPK como resultado de una crisis metabdlica
producida por la hipoxia aguda y si estos efectos deben ser considerados como
mediadores de detecciéon de Oz y/o parte de la cascada de transduccién en las
CQCC. Pensamos que no: el CC es capaz de mantener respuestas a la hipoxia a PO;
muy bajas, practicamente incompatibles con la vida y la sensibilidad a la hipoxia

estd en un rango en el que no se puede hablar de crisis metabdlica.

Sin embargo, el laboratorio del Prof. Mark Evans sigue postulando a la
AMPK como el sensor de O,. En este sentido hay que sefialar que Wyatt et al.
(2007) encontraron que en ratas neonatales, la AMPK co-localiza en la membrana
plasmaética de las CQ con maxi-K, y que el activador de AMPK, AICAR, inhibia las
corrientes sensibles a Oz expresadas en estas células, corrientes mediadas tanto por
canales tipo TASK como maxi-K, causando la despolarizaciéon de las CQ vy
aumentando la actividad aferente en el NSC. En un estudio méas reciente de Dallas

et al. (2009), utilizando canales recombinantes TASK, se mostré que la isoforma
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sensible a AICAR es TASK-3, un hecho que ha sido recientemente confirmado por
otros autores (Kim et al., 2009, 2011) indicando que la principal corriente sensible a
Oz en las CQCC de rata estéd constituida principalmente por canales heteroméricos
TASK-1/TASK-3. En el estudio de Wyatt y cols. (2007), también se mostré que el
antagonista de AMPK (compuesto C) revertia los efectos descritos anteriormente
de la hipoxia y de AICAR en las CQ. Sin embargo, desde cierto punto de vista,
puede decirse que la mayoria de los efectos vistos sobre la activacion y la inhibicion
de la AMPK son epifenoménicos a la deteccion de O, porque la inhibicién de maxi-
K (Gémez-Nifio et al., 2009 b) y la eliminacién genética de TASK-1 y TASK-3 no
afectan al comportamiento hipéxico de las CQ (Turner y Buckler, 2013). Debe
sefialarse sin ambigiiedad que los datos generados por Wyatt y cols. (2007) podrian
indicar que la fosforilacién de los canales de K* dependiente de AMPK, en las CQ
del CC, mimetiza la hipoxia y parece ser capaz de desencadenar actividad aferente
del CC integrada, apoyando la idea de que la activacién de AMPK es un elemento
clave en la cascada de transduccién hipéxica. Pero la cuestiéon a debate es si la
AMPK es el sensor primario de la POz o si es un elemento amplificador en la
cascada de transduccion hipéxica que fosforilando canales aumenta su sensibilidad
a la hipoxia. Pensamos que la AMPK no es el sensor primario. Varios laboratorios
utilizando CQ de conejo y rata para registrar corrientes de K* sensibles a la hipoxia,
asi como canales en parches de membrana aislados en configuracién inside out, han
evidenciado que la sensibilidad al Oz de las CQ es un proceso delimitado a la
membrana que no requiere la participaciéon de ningtn tipo de sustrato metabdlico
particular ni de ninguna reaccién enzimatica. Estas observaciones también se han
ampliado a canales recombinantes expresados en sistemas heter6logos (ver mas

adelante).

7.1.1.3 Sensores de O; biosintéticos

Aqui nos estamos refiriendo a los sensores basados en la medida de la [O2]
dependientes de mediadores producidos enzimaticamente tales como las ROS y el
CO. En los ultimos afios (ver Gonzalez y cols., 2007 vs. Gonzalez y cols., 2010) ha

habido cambios sustanciales en el campo de las ROS dentro de la quimiorrecepcion
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del O, en el CC, tanto en relacién con las ROS mitocondriales como en las ROS

derivados de la NADPH oxidasa.
ROS mitocondriales

La literatura sobre la deteccion aguda de O y las ROS mitocondriales ha
estado dominada durante casi una década por puntos de vista opuestos en su
significado, la mayoria centrados en la VPH, pero incluyendo la quimiorrecepcién
del Oz en el CC (ver Evans et al.,, 2011; Evans y Ward, 2009). Por un lado, el
laboratorio de Schumacker proponia que la hipoxia era el desencadenante de un
aumento en la producciéon de ROS en el complejo III de la cadena respiratoria
mitocondrial (ver VPH seccion 3, apartado 2). El punto de vista opuesto lo lideraba
el laboratorio de Archer (revisiones representativas: Archer et al., 2008; Weir y
Archer, 2010). En uno de sus articulos, Weir y Archer concluian: “en las CMLAP, al
igual que en las CQCC, la hipoxia causa una reduccién en todas las corrientes de
potasio (IK*) de la célula... es probable que las IK* estén controladas por cambios
en el estado redox, lo cual reflejaria el nivel de la generacién de ROS por la
mitocondria o por una oxidasa como la NAD(P)H oxidasa”. Estos autores también
proponen que los canales de K* estarian cerrados cuando estuvieran en su forma

reducida (R-SH SH-R) y abiertos cuando estuvieran oxidados (R-5-S-R).

El posible significado de las ROS mitocondriales en la VPH y por extensiéon
en la quimiorrecepcion en el CC, no ha conseguido aclarar estos dos puntos de
vista opuestos. En un estudio reciente del grupo de Schumacker (Waypa et al.,
2010) basandose en datos obtenidos dentro de compartimentos celulares utilizando
indicadores de ROS, proponen que la hipoxia (superfusion de CMLAP aisladas con
soluciones equilibradas con un 1.5% de Oz) aumenta las ROS en el espacio
intermembrana mitocondrial y por difusién en el citoplasma de la célula, mientras
que reduce los niveles de ROS de la matriz mitocondrial; por tanto seria el aumento
de los niveles de ROS citoplasmaéticas lo que desencadenaria la VPH. En nuestra
opinién, los bajos cursos temporales de los cambios en las ROS medidos por
Waypa y cols. (2010; ver también Schumacker, 2011) no se correlacionan con la
contraccion rédpida o las corrientes de Ca?* de las CMLAP en respuesta a la hipoxia
observadas tanto en preparaciones in vivo como in vitro (Evans y Ward, 2009), ni en

las CQ (Goémez-Nifio et al., 2009 a, b; Sdnchez et al., 2002). Adicionalmente, Waypa
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y cols. observaron que las CML de las arterias sistémicas se comportaban de igual

modo que las CMLAP.

Hace relativamente poco tiempo, tal y como hemos comentado en el
apartado de la VPH, otros autores proponen la participaciéon de las ROS de ambos
origenes, tanto mitocondriales como derivadas de la NADPH oxidasa (Frazziano et
al., 2011). En nuestro laboratorio hemos probado una gran variedad de agentes
reductores y oxidantes (Agapito et al., 2009; Gémez-Nifo et al., 2009 a; Gonzalez et
al., 2004 a, b; Sanz-Alfayate et al.,, 2001) y no hemos podido establecer una
correlacion entre el estado redox general de la célula y la actividad de las CQ. Por
tanto, si en el caso de las CMLAP, el papel de las ROS parece ser aceptado por un
gran nimero de investigadores (ver Sylvester et al., 2012) tendriamos que afadir
que la cascada de transduccioén hipdxica no es comun para las CMLAP y las CQ. De
hecho los datos de la Figura 14 muestran los resultados tan diferentes que produce
el inhibidor de la esfingomielinasa neutra, GW4869, a la misma concentraciéon (10
uM), disminuyendo aproximadamente en un 80%, la tensiéon desarrollada por los

segmentos de AP en respuesta a la hipoxia sin alterar la actividad de las CQ.

Figura 14. Efectos del GW4869, un
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No queremos terminar este apartado sin hacer algunas consideraciones
finales. Primera, los métodos utilizados para evaluar las concentraciones de las
ROS o el estado redox no son fiables (ver Jelic y Le Jemtel, 2008). Segundo, las
conclusiones basadas en el uso de antioxidantes deben ser muy cautelosas ya que
los antioxidantes pueden tener efectos secundarios conocidos o no (Sekiguchi et al.,
2003) y ademas si los antioxidantes son realmente efectivos es muy posible que
estén produciendo la reduccién de moléculas que deberian estar oxidadas, con lo
que el resultado obtenido puede ser artefactual (Armitage et al., 2009). Tercero, la
compartimentalizaciéon de la generacion de ROS y la probabilidad de una
sefalizacion localizada (ver Lassegue y Griendling, 2010) requiere que en los
proximos afios se desarrollen indicadores especificos para los compartimentos
celulares que sean seguros y fiables para estudiar las diferentes ROS y para
entender de una forma correcta el significado de las mismas. En cuarto lugar,
debido a la expresion en la mitocondria de superéxido dismutasa (SOD) y glutation
peroxidasa (GPx) asi como a su contenido en acido lipoico (AL) y glutation, se llega
de forma casi forzada a la conclusién teleoldgica de que la mitocondria es capaz de

producir ROS como ya ha sido probado en una gran variedad de condiciones.

La pregunta correcta, tal y como sehalaron Nohl y cols. (2005), seria cuéntas
ROS mitocondriales se producen en condiciones fisiolégicas teniendo en cuenta
que la velocidad fisiolégica de producciéon de ROS es minima y que el fuerte
arsenal anti-ROS que posee la mitocondria debe ser considerado como una reserva
funcional para luchar contra las ROS en condiciones fisiopatoldgicas. En este
contexto cabria preguntarse cuantas ROS mitocondriales se producirian en
situacion de hipoxia fisiolégica, tanto en las CQ del CC como en las CMLAP.

En suma, creemos que el modelo de las ROS tanto en CQ como en CMLAP
posee todavia problemas metodolégicos que atn no han sido resueltos y que

impiden su exclusién o su implicacion.
ROS derivados de la NADPH oxidasa

En los dltimos afios han emergido numerosos aspectos nuevos sobre la
biologia de las NADPH oxidasas, NOX, que estan recopilados de forma excelente

en revisiones recientes (Lassegue y Griendling, 2010). Aqui resumiremos las bases
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necesarias para seguir los tultimos avances en el campo de la NADPH oxidasa en la

quimiorrecepcion en el CC.
1. Se han descrito varias isoformas de NOX (NOX1-5, DUOX1 y DUOX).

2. Un determinado tipo de célula puede expresar varias isoformas de NOX, dando
lugar a la posibilidad de que diferentes procesos celulares estén regulados por

sefiales que modulen la actividad de diferentes NOX.

3. La localizacion celular de NOX es variable, siendo la membrana plasmatica y el
reticulo endoplasmaético los sitios mas frecuentes; otras localizaciones comunes y
especificas para la expresion de NOX incluyen el ntcleo y endosomas resultantes
de la endocitosis temprana mediada por receptor, lo que genera compartimentos

vesiculares especializados, redoxomas donde se generan las ROS (O,").

4. El concepto clasico de la NADPH oxidasa como un complejo multimolecular no
ensamblado que requiere ser estimulado para su ensamblaje y activacion, sigue
siendo cierto para NOX1 (ubicua, pero con gran expresion en CML vasculares y
endoteliales y por lo tanto juega un papel critico en la fisiopatologia vascular y en
el epitelio intestinal donde su funcién es esencialmente defensiva), NOX2 (la
isoforma fagocitica cldsica también se expresa en muchos tipos celulares) y NOX3
(expresada en el oido interno donde ha sido relacionada con la funcién auditiva y
la funcién vestibular y también en pulmén donde se relaciona con el desarrollo del
enfisema mediante el control de la destruccion de las fibras elasticas de la pared
alveolar). La isoforma NOX4 solo requiere la subunidad p22rhox para expresar
completamente su actividad. NOX4 fue descrita originalmente como Renox, siendo
muy abundante en el rifién donde fue propuesta como el sensor de O, capaz de
controlar la producciéon de EPO (Geiszt et al., 2000). NOX5 estd compuesta por la
subunidad NOX s6la con su regiéon N-terminal siendo muy rica en dominios de
unién a Ca?* tipo manos-EF; se expresa en tejido linfatico, células vasculares y
prostata y parece participar en el control de la proliferacion celular, pero hay que
sefialar que no se expresa en roedores. La activacion de DUOX1 y DUOX2 implica
la union de Ca?* a los dominios de manos- EF en el citosol generando directamente
H>O: mediante la reduccion de 2 electrones del Oz molecular sin el paso intermedio
de la formacion de O,". Estos 2 tipos se expresan en células tiroideas donde son

fundamentales para el metabolismo del yodo y la sintesis de la hormona tiroidea.
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5. Los hechos resumidos arriba y referentes a descubrimientos recientes,
proporcionan una explicacion al postulado propuesto por Saran y Bors (1994; ver
también Gonzalez et al., 2002): “para poder enviar adecuadamente un mensaje desde un
compartimento celular a otro, el mensajero debe llegar al punto de recepcion del mismo de
forma inalterada o a través de una serie de pasos reproducibles y bien definidos, lo cual es
naturalmente trivial con respecto a mensajeros moleculares estables como las hormonas.
Con respecto a los radicales, que por su naturaleza son especies reactivas, el postulado es

menos trivial”.

Partiendo de aqui, podemos preguntarnos cuantos subtipos de NOX se
expresan en el CC y mas especificamente en las CQ, donde a través de los
productos enzimaéticos, contribuyen al control de la detecciéon de O, y la cascada de
transduccion. Kummer y Acker (1995) localizaron inicialmente p22rhor, gp91rhox,
pa7rhox, y p67riex, es decir NOX2, en CQ de ratas, aunque algunos afios después, el
laboratorio de Kummer (Dvorakova et al., 2000) utilizando un anticuerpo
especifico monoclonal contra gp91#** y marcadores adicionales, concluy6é que la
NOX2 se localizaba en macrofagos localizados en el CC de la rata. Este resultado a
su vez, daria una justificaciéon completa a los estudios funcionales de He y cols.
(2002) mostrando que el ratén KO de gp91#r preservaba corrientes normales de K*
y la magnitud de la inhibicion hipdxica, con corrientes de Ca?* normales y
actividad en el NSC normal, asi como una ventilacién normal frente a la hipoxia
aguda. Estos hechos en conjunto certificarian que NOX2 no estd implicada en la

deteccion-transduccion de O> en raton y probablemente ocurra lo mismo en rata.

Sin embargo, el mismo afio, el laboratorio de Fidone (Sanders et al., 2002)
mostré que un ratén KO p47rior exhibia descargas exageradas en el NSC asi como
potenciacion de las respuestas ventilatorias a los test de hipoxia aguda, con niveles
normales de la expresion del mensajero de EPO tras 72 horas de hipoxia. En un
estudio adicional, el laboratorio de Fidone (He et al., 2005) mostré que los niveles
basales de la producciéon norméxica de ROS eran comparables en las células del
ratén KO y del control, que la hipoxia aumentaba la produccién de O>"" (en base a
la oxidacion de dihidroetidina; DHE) en células controles, pero no en los KO, que la
produccion hipéxica de ROS era sensible a los inhibidores de la NADPH oxidasa y

que el porcentaje de la inhibicion de las corrientes de K* por la hipoxia y las
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corrientes de Ca?* desencadenadas por la hipoxia eran mayores en las células KO
que en las controles. Estos hechos, junto con datos adicionales de Northern blot (He
et al., 2010) y el uso de bloqueantes de canales de Ca?* tipo L, permitieron concluir:
a) que la NOX que se expresa en las CQ es NOX4 (Gonzalez et al., 2007) y que la
NOX no es el sensor de Oy b) que las ROS derivadas de NOX actdan como
moduladores negativos de la cascada de transduccién hipdxica aguda; c) que la
entrada de Ca?* a través de los canales de calcio tipo L es la responsable de la
activacion de NOX durante la hipoxia y d) que la mitocondria no aumenta su
velocidad de produccién de ROS en hipoxia ya que la velocidad de oxidacién de
DHE no estaba alterada por la hipoxia en las células KO. Obviamente estos hechos
necesitan ser reinterpretados a la luz de nuevos descubrimientos. Hasta donde
sabemos en la actualidad, p47r"* no forma parte de NOX4 y es obvio que las CQ
pueden expresar al menos mds de una isoforma de NOX que requiera esta
subunidad (p.ej.,, NOX1, NOX2 o NOX3) para explicar la pérdida de la capacidad
quimiorreceptora de las células para producir ROS en los animales KO de p47rhox,
Puesto que en las células acinares pancreaticas el Ca?* puede mediar la activaciéon
de NOX1 y la producciéon de ROS (Yu et al., 2007), sugerimos que ésta es la
isoforma que contiene p47/'* en las CQ y que se activa como resultado de la
entrada de Ca?* promovida por la hipoxia aguda (Peng et al., 2009). Ademas estos
altimos autores sugieren que las ROS generadas por la NADPH oxidasa juegan un
papel clave en la sensibilizacion que ocurre al exponer los animales a hipoxia

sostenida, simulando la hipoxia de alturas.

7.1.1.4 Sensores de O> conformacionales

Este modelo de sensor ha sido propuesto por nuestro laboratorio y, segin
veremos en los parrafos siguientes, consideramos que estd avalado por hechos
experimentales solidos, pero desafortunadamente incompletos. Aqui nos estamos
refiriendo a moléculas que se ligarian al O, en concentraciones proporcionales
(aunque la relaciéon precisa sea compleja p.ej. de tipo sigmoideo) a la PO, de su
entorno, experimentando cambios conformacionales que serfan alostéricamente

transmitidos a los primeros efectores de la cascada de transduccién, como por
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ejemplo los canales de K* sensibles a O». En esta categoria, han sido propuestos

como sensores una hemoproteina desconocida, canales iénicos y NOX4.

Dejando de lado los canales iénicos como posibles sensores de Oz, hay dos
conceptos unidos a nuestra propuesta de modelo conformacional para el sensor de
Oz en respuesta a la hipoxia aguda en las CQ. En primer lugar, que esta molécula
debe ser una hemoproteina y segundo, que debe estar localizada en la membrana
plasmatica o fuertemente unida a algtin componente de la misma. Vamos a tratar

de justificar nuestro punto de vista en base a la literatura existente.

(Por qué una hemoproteina? Hay que sefialar que esta nocién no es nueva,
ya que la literatura concerniente al CC ya contenia la idea de que el sensor de O>
podia ser una hemoproteina tipo Hb con una Ps cercana a 40 mmHg y un efecto
Bohr especial (ver Fidone y Gonzélez, 1986). En segundo lugar, la idea renacioé
cuando Loépez-Lopez y Gonzalez (1992) mostraron que en CQ de conejo en
configuracién whole-cell, el CO prevenia o revertia la inhibicion de las corrientes de
K* producidas por la hipoxia. Se conoce que todas las hemoproteinas, tal y como se
ejemplifica con la mioglobina y particularmente con la Hb, cuando unen y liberan
Oz, sufren cambios conformacionales en su estructura terciaria y cuaternaria. Por
tanto, un cambio conformacional en una hemoproteina puede ser alostéricamente
transmitido a los canales i6nicos para causar modificaciones importantes asi como
para provocar su apertura si las relaciones fisicas entre ambos elementos son las
apropiadas. Ademas tal y como exponen Streit y cols. (2010), el grupo hemo posee
una naturaleza catalitica muy versatil y es capaz de construir bloques con proteinas
(hemoproteinas) que poseen un amplio rango de potenciales redox y que hacen
posible transferencias electrénicas con una especificidad practicamente imposible
de reproducir sintéticamente. Sin embargo, debe anadirse, que los parametros
cinéticos especificos de las funciones de las hemoproteinas son dependientes de la
fraccion proteica, como se ejemplifica con las diferencias en las afinidades de unién
entre el O2 y el CO en la Hb (la afinidad del CO es =~ 300 veces > que la afinidad del
O3) frente a la citocromo oxidasa (la afinidad del CO es 5-10 veces > que la afinidad
del Oy). Otro ejemplo que queremos brindar es el caso de la NOX2; en su revision
clasica de la NADPH oxidasa (NOX2), Cross y Jones (1991) dan una constante de

Michaelis Menten (Km) para el O que oscila entre 5 y 30 uM, pero de acuerdo con
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lizuka y cols. (1985) y Parkos y cols. (1988) ésta no une CO o lo hace con bajisima
afinidad (ver también Basuroy et al., 2009). Tras la descripcion de los canales de K*
sensibles a la hipoxia (L6pez-Barneo et al., 1988) se demostré que los registros de
parches de membrana de CQ aisladas de conejo en configuracién inside out
contenian una baja conductancia unitaria de los canales de K* que era inhibida
reversiblemente por la baja PO (Ganfornina y Lépez-Barneo, 1991). Esto implicaba
que la membrana contenia todos los elementos necesarios para detectar el O, y para
acoplar el sensor de Oz a los primeros efectores de la cascada de transduccion, los
canales de K*. Afios mas tarde, nuestro laboratorio mostré que en parches aislados
en configuracion inside out obtenidos de células HEK, cotransfectadas con
subunidades reguladoras Kv4.2 + Kv[1.2, que los canales eran sensibles al O,
siendo reversiblemente inhibidos por la hipoxia y también siendo sensibles al CO
de tal manera que el CO prevenia la inhibicién hipoxica (Pérez-Garcia et al., 1999).
En un amplio estudio trabajando con parches de membrana aislados de CQ de rata
en configuracion inside out, se demostré que las bajas PO disminuian la Po de los
canales maxi-K (Riesco-Fagundo et al., 2001). La inhibicién de la actividad del canal
era dependiente de Ca?* y del Em, siendo maxima a bajas concentraciones de Ca?*y
a Em negativos; la extrapolaciéon de los datos experimentales, indicaria que los
voltajes cerca del umbral para la mayoria de las corrientes dependientes de voltaje
en las CQ (alrededor de -40mV) hacian que la inhibiciéon hip6xica del maxi-K fuera
casi completa (Riesco-Fagundo et al., 2001). Otro descubrimiento de gran interés en
el estudio de Riesco-Fagundo y cols. (2001) fue que el CO podia revertir
completamente los efectos de la hipoxia en parches aislados afectando a la
disminucién de la Po. Aunque no hay anélisis cinéticos detallados de los efectos del
CO, parece que la afinidad de la molécula sensora de O debe tener afinidades
comparables para el O, y el CO. Como se ha mencionado arriba, en una
preparaciéon de CQ de conejo en configuraciéon de whole-cell donde la principal (o
Unica) corriente de K* sensible a O» es conducida por un canal que expresa una
corriente transitoria, con toda probabilidad Kv4.3 (Kaab et al., 2005; Sanchez et al.,
2002), también se encontré que el CO era capaz de sustituir el Oz a nivel del sensor
de O> con afinidad comparable (L6pez-Lopez y Gonzélez, 1992). En este contexto,

los datos experimentales sobre VPH, indican que utilizando una preparaciéon de
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circulaciéon pulmonar de rata in situ perfundida artificialmente, el CO prevenia
igualmente o revertia la VPH (Tamayo et al., 1997). La sensibilidad delimitada a la
membrana no esta restringida al canal Kv sensible a O, expresado en CQ de conejo
(probablemente Kv4.3) o maxi-K en las de rata; también hay evidencia de que las
células HEK pueden expresar Kv4.2 (Pérez Garcia et al., 1999) o maxi-K (Williams
et al., 2004) sensibles a O,. Ademas Osipenko y cols. (2000) mostraron que la
hipoxia inhibfa a los canales Kv3.1b (expresando sensibilidad nativa al O en
CMLAP) expresados en células 929, tanto en la preparaciéon en configuraciéon
whole-cell, como en registros de canal tnico en configuracién cell attached o en
parches aislados en configuraciéon inside-out, sin afectar la conductancia unitaria,
concluyendo que la detecciéon de O, era un mecanismo asociado y delimitado a la
membrana. Es esta diversidad molecular de los canales sensibles a O y de los
canales sensibles a CO, lo que hace improbable que los canales sean por si mismos
los sensores, ya que actualmente no se conocen candidatos con motivos comunes
que den prueba de ello (Gonzalez et al., 2009). La nocién de una tnica
hemoproteina sensora capaz de interaccionar alostéricamente con varios canales
iénicos de igual manera que las quinasas interaccionan con diversos sustratos, es
conceptualmente mas concebible. De hecho, el laboratorio de Park tiene 2
publicaciones (Lee et al., 2006; Park et al.,, 2009; Figura 15) que apoyan este
concepto de la hemoproteina, e indican que “la hasta ahora proteina desconocida
en la membrana de las CQ” podria ser de hecho NOX4. En su primer estudio, estos
autores mostraban un canal recombinante TASK-1 expresado en células HEK que
no puede detectar el O». Sin embargo, si cotransfectan o expresan endégenamente
NOX4, que colocaliza en la membrana plasmatica de las células HEK con TASK-1,
esto confiere sensibilidad al O a los canales TASK. Esta sensibilidad hipdxica es
sensible a difeniliodonio (DPI) y NADP*. Ademas la sensibilidad a la hipoxia es
abolida por el silenciamiento de NOX4. Los autores concluyen que una nueva
funcién para NOX4 seria proporcionar a TASK-1 la propiedad de ser regulado por
el Oz. En el segundo estudio, utilizando la misma preparaciéon, probaron el CO y
encontraron que éste bloquea el efecto inhibitorio de la hipoxia sobre las corrientes
de TASK-1, implicando que el CO interacciona con NOX4 (Basuroy et al., 2009).

Ademas el H2O; no lo alteraba y el acido ascérbico no revertia los efectos
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inhibitorios de la hipoxia sobre TASK-1, lo que excluia una accién directa de las

ROS.

+020CO '02
A B

TASK-1
p22 NOX4

Figura 15. Modelo esquematico de la regulaciéon dependiente de O, de TASK-1 por NOX4. En
normoxia, el grupo hemo de NOX4 se une con el O,. A: el grupo hemo oxigenado en concierto con
los dominios de unién-FAD forma una conformacion especifica de NOX4 facilitando la actividad de
TASK-1. El CO es intercambiable con el O, ligado al grupo hemo, manteniendo la conformacién
facilitadora. B: Bajo condiciones hipéxicas, el grupo hemo desoxigenado no permite la sefial positiva
desde NOX4 hacia TASK-1, disminuyendo la corriente de K*. (Tomado de Park et al., 2009).

La construcciéon especifica de mutantes de NOX4 confirmaba estos
resultados. Su conclusién final es que el cambio conformacional de NOX4 en su
punto de unioén o liberacion de Oz (o CO), con la participaciéon como intermediario
de p22rhox, es transmitido a los TASK-1 modificando su Po: la desaturacion de O
disminuye ésta. Dejando de lado los problemas inherentes a los sistemas
heter6logos, los hallazgos de Park reafirman los datos de que la sensibilidad al O
de las CQ es un proceso delimitado a la membrana que requiere la participacion de
una hemoproteina que podria ser NOX4, aunque la localizaciéon perinuclear de
NOX4 propuesta por Peng y cols. (2009) no satisfice la nocién de que tanto el
receptor como la sefial deben encontrarse en el lugar correcto para producir los

efectos biolégicos.

En estos dltimos afos, en el laboratorio en el que he realizado este trabajo de

Tesis Doctoral, se ha intentado resolver lo que constituye el mayor handicap para el
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modelo conformacional, el desconocimiento de la identidad molecular de la
presunta hemoproteina. Buscando hemoproteinas con afinidad para O, adecuada
con la Psp de funcionamiento del CC, se sospeché que quizas la neuroglobina fuera
la hemoproteina desconocida ya que su afinidad por Oz era ~ 10 mmHg (Fago et
al., 2004 a, b). Se intento eliminar su expresiéon con RNAi en una preparacion de CC
intactos en cultivo y desafortunadamente los experimentos no fueron exitosos tras

multiples intentos usando RNAi dirigidos a distintos locus del gen.

7.2 Acidosis- Hipercapnia

La acidosis y la hipercapnia son otros dos estimulos naturales para el CC
que en ocasiones se dan de forma combinada originando la llamada acidosis
respiratoria (acidosis hipercapnica). La anhidrasa carbonica es la enzima que
acelera la hidratacién y deshidratacion del CO,, acelerando el cambio en la [H*] en
respuesta a alteraciones de la PCO». La inhibicién de esta enzima, que se localiza
intracelularmente en las CQ (Rigual et al., 1985), elimina los cambios transitorios en
el incremento de la frecuencia de descargas producido por la estimulacion
hipercapnica tanto in vitro (Rigual et al.,, 1991; Buckler y Vaughan-Jones, 1993)
como in vivo (Nye et al., 1981) lo cual implicaria que la sefial que se detecta en el CC
es la concentracion de protones intracelular. La perfusiéon del CC con soluciones a
un pH fisiolégico, pero conteniendo 4cidos débiles o con una PCO; elevada
produjo un aumento de descargas nerviosas y secrecion de CA in vitro del mismo
modo que la acidosis metabdlica e hipercdpnica (Rigual et al., 1991). El aumento de
la PCO: en el medio de perfusion de las CQ provoca un aumento brusco en la [H*];,
que se estabiliza en un nivel superior al basal, correlaciondndose con lo que ocurre
tanto en la secreciéon de CA (Rigual et al., 1991) como a nivel de las descargas en el
NSC (Buckler y Vaughan-Jones, 1993; McCloskey, 1968). Por otro lado, la liberacién
evocada por estimulos 4cidos es dependiente del Ca?*e en = 80% (Obeso et al., 1992;
Rigual et al., 1991). Estos hallazgos, unidos a la medida el pH; y [Ca?']; en estas
situaciones (Buckler y Vaughan-Jones, 1993), nos permiten concluir que la sefial

que detecta el CC es la [H*]; en las CQ y no el aumento de la PCO..

En estudios electrofisiol6gicos en CQ de rata se encontré que los estimulos

acidos, al igual que la hipoxia, son capaces de despolarizar las células y generar PA
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(Buckler y Vaughan-Jones, 1993; 1994 a). La amplitud de despolarizacion y las
réfagas de PA son similares a las observadas con hipoxia (Buckler y Vaughan-
Jones, 1994 a). Por otro lado se ha encontrado que canales de K* sensibles a hipoxia
también son sensibles a la acidosis. Asi, el maxi-K muestra sensibilidad al pH;

(Peers y Green, 1991) y el TASK-1 al pHe (Buckler et al., 2000).

Aunque en estudios previos en CC de conejo intacto (Rocher et al., 1991) se
habia propuesto un modelo de transduccién en el que las CQCC no se
despolarizaban, datos mas recientes, también de nuestro laboratorio (Rocher et al.,
2005), han demostrado con registros directos que las células se despolarizan. De

esta manera la cascada de transduccién acida seria como se muestra en la Figura

16.

Como conclusion se puede decir que la transducciéon del estimulo acido
resulta cuando menos, tan compleja como la del estimulo hipéxico. Las CQ son
capaces de responder a ambos estimulos de modo independiente, aunque parece
que su efecto sobre los niveles de Ca?* en las CQ es multiplicativo, lo que implica

una sinergia entre ambos estimulos (Dasso et al., 2000).

En estudios recientes, el laboratorio de Abboud (Lu et al., 2013; Tan et al.,
2007) ha encontrado que ademas de la inhibicién de canales de K* los estimulos
acidos activan una corriente de entrada que con la ayuda de bloqueantes, llegan a
identificar como una corriente mediada por canales anionicos sensibles a acido

(ASIG; acid sensitive anion channel), que contribuiria a la despolarizacion.

TPCOZ,T[H+]e, HA Figura 16}. Mode{o. de tfansd,ucc'lon
del estimulo acido-hipercapnico.

Modelo propuesto por el grupo de

T[H+]i Buckler y por nuestro laboratorio,

donde la entrada del Ca?* se produce

lIK,, (Maxi-K*, TASK-1,...) por despolarizacién tras la inhibiciéon
1 de canales de K* (Buckler et al., 2000).

Despolarizacion

&=

Activacion canales de Ca?*

!

T [ca?y;
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TLiberacién neurotransmisores
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8. SEGUNDOS MENSAJEROS Y FUNCION DE LAS CELULAS
QUIMIORRECEPTORAS

El Ca?! es considerado el segundo mensajero universal, que conecta la
generalidad de las sefiales extracelulares con efectores intracelulares y no voy a
considerar de forma especifica su papel porque en realidad lo he hecho en otros
apartados. En la secciéon anterior hemos detallado cémo el seguimiento de los
movimientos del Ca?* a través de la membrana de las CQ llevé a la bisqueda de
mecanismos que abrieran los canales de Ca?* dependientes de voltaje, que nuestro
laboratorio habia demostrado que la hipoxia activaba. En una revisién reciente
(Rocher et al., 2011) se describe de forma precisa la historia del Ca?* como segundo

mensajero en las CQ y su papel frente a los distintos estimulos.

En esta secciéon vamos a tratar también al 6xido nitrico (NO), al mondxido
de carbono (CO) y al sulfuro de hidrégeno (H>S) como segundos mensajeros y su
significado en la quimiorrecepcién, aunque en sentido estricto es dificil clasificar a
estas tres moléculas como segundos mensajeros. Otros autores prefieren llamarlas

gasotransmisores o transmisores gaseosos (Prabhakar, 2012; Schultz et al., 2012).

8.1 Papel de los gasotransmisores en la deteccion hipéxica por el CC

A finales de 1960, Lloyd y cols. publicaron que la inhalacién breve de CO
eliminaba la hiperventilacion hipdxica, un reflejo caracteristico que se inicia a nivel
del CC en la especie humana. Como el CO tiene una mayor afinidad por la Hb que
el O, y ademas inhibe la respuesta ventilatoria hipdxica, se propuso que la
activacion del CC por la hipoxia implicaba un cambio conformacional oxi-deoxi de
una hemoproteina (ver apartado de sensores conformacionales). Muchas de las
enzimas asociadas con la generacion celular de gasotransmisores, especialmente
con el NO y el CO, son proteinas que contienen grupos hemo y su actividad
enzimatica requiere O, molecular. Ademas, al igual que el O, el NO y el CO se
unen al grupo hemo (Abu-Soud et al., 1996) y la mayoria de sus acciones bioldgicas
se deben a la activacion de hemoproteinas (Snyder, 1992). El H)S, otro
gasotransmisor emergente (Buckler, 2012; Olson, 2013) promueve un medio celular

reducido. Por lo tanto el NO y el CO se parecen al Oz en algunos aspectos, mientras
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que el HoS se asemejaria a la hipoxia. Estos hechos han llevado a estudiar su papel
en el CC, y los datos obtenidos sugieren que el NO y el CO son inhibitorios y que el

H>S es excitatorio.

8.1.1 Gasotransmisores inhibitorios

El NO se produce en la reacciéon de conversion de L-arginina a L-citrulina
catalizada por una familia de enzimas, 6xido nitrico sintasas (NOS), que requieren
Oz para su actividad. Se han identificado 3 isoformas de NOS: neuronal (NOS,),
endotelial (NOSe) e inducible (NOS;) (Snyder, 1992). Las isoformas neuronales y
endoteliales se expresan de forma constitutiva y requieren Ca?* para su actividad,
mientras que la isoforma inducible se expresa en respuesta a una variedad de
estimulos, incluyendo la hipoxia, y no requiere Ca?*. Las 3 isoformas contienen un
grupo hemo que liga el O, siendola NOS, la mas sensible al O, dada su alta Km,
sugiriendo que disminuciones moderadas en la [O;] causarian una pérdida
significativa de su actividad; de hecho existe una correlaciéon entre la [O:] y la

actividad de NOS, en todo el rango fisiol6gico (Abu-Soud et al., 1996).

El CO se genera durante la degradaciéon del grupo hemo por las hemo
oxigenasas (HO) requiriendo O, molecular (Maines, 1997). Se han identificado 2
isoformas de HO: HO-2, constitutiva y HO-1, inducible (Maines, 1997). El bloqueo
de HO por zinc-protoporfirina-9 estimula la actividad del CC, mientras que las
altas concentraciones de CO la inhiben (Prabhakar et al., 1995). Aunque la
respuesta de las CQCC no esta alterada en knockouts de HO-2 (Ortega-Saenz et al.,
2006), éste raton tiene una mayor actividad basal del CC asi como una mayor
respuesta a la hipoxia (Prabhakar., 2012), sugiriendo que el CO generado por la

HO-2 es un gasotransmisor inhibitorio.

8.1.2 Excitacién sensorial por la hipoxia: un papel para el H2S

No se conoce bien la biologia del H>S dentro de la funciéon del CC
mamifero, y como consecuencia, existe controversia en torno a ella. Para algunos
autores, el HoS endégeno tiene una concentracion demasiado pequefia para ser el

componente principal en la génesis de la respuesta hipoxica (Haouzi et al., 2011;
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Buckler, 2012) y los efectos observados tras la aplicaciéon de HoS exégeno (en forma
de NaHS) serian debidos a la inhibicién “farmacolégica” de la citocromo oxidasa.
Sin embargo, otros autores, consideran que la concentracién enddégena es la
correcta como para ser responsable de un 70-80% de las respuestas hipdxicas (Peng
et al., 2010) o podria ser adecuada para modular la deteccién de oxigeno en el CC
(Olson, 2013). Aparte de la concentracién, existen al menos dos problemas
adicionales con la biologia del H>S en el CC. En primer lugar, ;cdal es la enzima
responsable para su génesis? Para el laboratorio de Prabhakar es la cistationina y
liasa (CSE) mientras que para Li et al. (2010) es la cistationina {3 sintasa (CBS) y para
Olson, el supuesto aumento de H>S inducido por la hipoxia se deberia
principalmente a un descenso tanto en su degradacién enzimética como no
enzimatica, ambas dependientes de O, (Vitvitsky et al., 2012). El aceptar uno u otro
enzima como generador de H»S en el CC no es trivial. Mientras que es concebible
que la CBS esté directamente regulada por O,, CO y NO ya que posee un grupo
hemo no hay, segin nuestro conocimiento, dominios en la CSE que sean
susceptibles de ser regulados por estos gases (Morikawa et al., 2012). El segundo
problema es que la principal diana aparente del H)S seria el maxi-K que se inhibiria
por el HoS; sin embargo, varios laboratorios han mostrado que la inhibicién
completa del maxi-K no afecta a la detecciéon de Oz en el CC; debe afiadirse que
Buckler (2012) ha mostrado que el HoS también inhibe las corrientes de fuga
(“leaky”) de K* en las CQCC, aunque muy recientemente el mismo laboratorio
(Turner y Buckler, 2013) ha mostrado que TASK-1/3 no son criticos para la
deteccion de Os. Pese a todas estas consideraciones, parece que el H>S a niveles
endégenos de <30 nM (higado) y de 18 nM (cerebro), produce efectos fisiolégicos.
Su concentracion estd realmente muy por debajo de la constante de inhibicion (Ki)
para la citocromo oxidasa que es comparable con la del cianuro (200 nM; Cooper y
Brown, 2008) y es 5-10 mayor que la [NO] endégena (1-10 nM). En este sentido debe
sefialarse que los donadores de NO, asi como los de H>S, son utilizados en el rango

de micromolar.
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9. PAPEL DEL AMPc EN LA TRANSDUCCION SENSORIAL

La concepciéon moderna de la membrana celular como transductora de
sefiales extracelulares nace de los experimentos de Sutherland durante sus estudios
de la regulaciéon hormonal del metabolismo a finales de los cincuenta, con el
descubrimiento del 3-5"adenosina monofosfato ciclico (AMPc) (Sutherland y Rall,
1958). El1 AMPc es un segundo mensajero universal prototipico, que modula
procesos fisiolégicos en todas las células (Hanoune y Defer, 2001) siendo capaz de
modular funciones completamente opuestas dentro de una misma célula (Buxton y
Brunton, 1983). E1 AMPc se genera por las enzimas adenilato ciclasas (AC) que
catalizan la ciclaciéon del ATP para generar AMPc y pirofosfato inorganico (PPi). En
los mamiferos, el AMPc se genera a partir de 2 tipos de AC de clase III
ampliamente expresadas, una familia transmembrana (ACtm, ACl a AC9)
codificada por 9 genes distintos (I-IX) y una adenilato soluble mas recientemente
descrita (ACs). Las ACtm estdn reguladas directamente por proteinas G
heterotriméricas y generan AMPc en respuesta a hormonas y NT que acttian a

través de receptores acoplados a las proteinas G (GPCRs) (Taussig y Gilman, 1995).

La subunidad Gsa de las proteinas G estimula casi todas las isoformas de las
ACtm, mientras que Gia inhibe selectivamente los tipos I, V y VI; las distintas
subunidades Py también ejercen su propia regulacion sobre las diversas isoformas
de AC (Sunahara y Taussig, 2002). La calmodulina estimula directamente la ACtm
tipo Iy VIII, (Tang et al., 1991) mientras que la proteina quinasa A (PKA) regula los
tipos V y VI (Chen et al., 1997; Iwami et al., 1995) y la PKC regula los tipos II, V y
VI (Jacobowitz y Iyengar, 1994).

Las ACtm también pueden ser reguladas mediante modificaciones post-
traduccion (Cali et al., 1996) o bien mediante proteinas reguladoras de la
sefializaciéon por proteinas G (RGS) que regulan directamente la AC III, V y VI
(Sinnarajah et al., 2001). Finalmente, las ACtm pueden ser reguladas positiva y
negativamente por Ca?* dependiendo de la concentracién de este iéon (Cooper,
2003). Las propiedades individuales de cada isoforma se han ligado a distintos
tipos de respuestas fisiologicas como el aprendizaje y la memoria, la funcién

cardiaca o el olfato. La ACs, clonada en 1999 (AC 10; Buck et al., 1999), esta
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regulada por bicarbonato y por Ca?* (Jaiswal y Conti, 2003) y es independiente de
proteinas G heterotriméricas. Los dominios cataliticos de la ACs estan relacionados
con las AC sensibles a bicarbonato de las cianobacterias (Chen et al., 2000),
sugiriendo la conservacién de la funcién de estas ciclasas como sensores de

bicarbonato a lo largo de la evolucién.

La ACs no es estrictamente una proteina soluble ya que esta presente en
localizaciones subcelulares en una gran variedad de células con una gran
diversidad de isoformas expresadas a partir de un Gnico gen en el genoma
mamifero (Geng et al., 2005; Jaiswal y Conti, 2001). Entre los procesos regulados
por la ACs estan la activacion del esperma, la regulacién del pH en los epididimos
y la activacion de granulocitos por el factor de necrosis tumoral (TNFa). Su especial
regulaciéon por bicarbonato sugiere que también contribuye a otros procesos

sensibles a CO» o como sensor metabdlico celular.
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Figura 17. Esquema de la Adenilato Ciclasa en mamiferos. A. Clases y localizacién en
microdominios. B, Estructura y C. Clasificacién filogenética.
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La ACtm tiene 12 dominios transmembrana (TM), agrupados de 6 en 6, 2
regiones homologas de unién a ATP y grandes dominios carboxilo y amino
terminales (Fig. 17B) (Krupinski et al., 1989). El ntcleo catalitico, los 2 dominios de
unién a ATP con gran homologia (Cla y C2a), han de dimerizar para que la AC
tenga plena actividad. Las AC no sélo existen como monémeros sino formando
parte de estados de mayor orden (dimeros o tetrdmeros). Se ha sugerido
recientemente que las AC reguladas por Ca?* estarian implicadas en la formacién
de complejos heteromultiméricos que proporcionarian una intima asociacién con
los elementos responsables de la entrada de Ca?* (Willoughby y Cooper, 2006).

Aunque clasicamente se ha considerado como tnico efector del AMPc a la
PKA, un tetrdmero formado por 2 subunidades reguladoras y 2 subunidades
cataliticas, en la actualidad se sabe que hay al menos 4 tipos de proteinas efectoras
de AMPc: la PKA, los canales i6nicos regulados por nucledtidos ciclicos, las
fosfodiesterasas (PDE) y las proteinas de intercambio de guanosin trifosfato (GTP)
activadas por AMPc (Epacs; Exchange proteins directly activated by cAMP; Seino y
Shibasaki, 2005). La PKA puede fosforilar residuos de serina, treonina o tirosina de
otras enzimas, activandolas, o puede modular corrientes i6nicas a través de
fosforilaciones de canales, representando como hemos dicho la via clésica efectora

del AMPc.

La coexistencia de ACs y ACtm, junto con una amplia familia de PDE (11
familias; Soderling y Beavo, 2000) encargadas de degradar el AMPc, requiere una
revision del modelo original de sefializacion del AMPc basado en la difusiéon del
segundo mensajero desde la membrana plasmatica a lo largo del citoplasma para
desencadenar respuestas dependientes del mismo en los orgédnulos intracelulares.
Los métodos modernos de medida del AMPc in situ (sensores basados en
transferencia de energia de resonancia de Forster (FRET) o en conductancia), han
revelado que la difusiéon del AMPc estd restringida, sugiriendo la existencia de
microdominios donde el AMPc se forma, actta y se degrada independientemente,
bien en la membrana plasmaética o intracelularmente (Bundey e Insel, 2004). Esta
restriccion espacial de las ciclasas y su modulacion independiente en diferentes
microdominios puede lograrse mediante una gran variedad de mecanismos

reguladores de las ACs y ACtm, asi como por la participacién de una familia de

69



proteinas de anclaje a PKA (AKAPs) que dirigen a la PKA (y a PDE) a varias
localizaciones subcelulares formando complejos con ellos, confirmando Ila
existencia de microdominios de AMPc, tal y como habian postulado Buxton y

Brunton en cardiomiocitos (1983).

Existen compuestos activadores de las AC, como la forskolina (FSK), un
diterpeno que activa todas las ACtm mamiferas (Seamon y Daly, 1986) mediante la
semiocupacion del sitio activo sin producir ningtn efecto sobre la ACs (Buck et al.,
1999; Forte et al.,, 1983). Existen también inhibidores del sitio P (andlogos de
adenosina) que inhiben de una forma potente la ACtm (Dessauer et al., 1999) tales
como el compuesto 1R,4R-3-(6-aminopurin-9-il)-ciclopentano acido hidroxiamida
carboxilico (PMC-6), capaz de discriminar entre las isoformas de ACtm (Iwatsubo
et al., 2004) asi como una clase de analogos de nucleétidos sintéticos inhibidores
competitivos de las AC, (Gille y Seifert, 2003) que al igual que los ligandos del sitio
P son mas potentes con las ACtm que con las ACs, pero muestran muy poca
selectividad entre las isoformas de las ACtm (Gille et al., 2004). El SQ-22536 inhibe
de forma selectiva a las ACtm (Haslam et al., 1978), mientras que el KH7 inhibe

especificamente a la ACs (Hess et al., 2005) (Figura 18)
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Figura 18. Activadores e

formas de AC en mamiferos. La

HCO," FSK activa la ACtm, mientras
' ACs ——= KH7 que los inhibidores del sitio P y

el SQ-22536 la inhiben. La ACs

/ estd regulada por calcio y

Caz* bicarbonato e inhibida por KH?7.

La identificacion de las proteinas Epac o factores de intercambio de
nucleétidos de guanina (cAMP-GEF) como efectores del AMPc ha cambiado

profundamente el dogma PKA/AMPc. Actualmente se conocen muchos procesos
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celulares regulados por dichas proteinas, en particular la exocitosis de NT y
hormonas, procesos dependientes de AMPc e independientes de PKA. Existen dos
isomeros de Epac, Epac 1 y Epac 2, que estdn codificados por 2 tipos distintos de
genes en mamiferos (RAPGEF3 y RAPGEF4). Mientras que Epac 1 se expresa de
forma ubicua en todos los tejidos, Epac 2 se detecta de forma mas notable en el
cerebro, en la glandula pituitaria, glandula adrenal y el pancreas (Li et al., 2006).
Recientemente se ha identificado una variante mas corta de la proteina Epac 2
resultante del splicing alternativo, conocida como Epac 2B, por lo que la isoforma

mas larga de Epac 2 ha sido renombrada como Epac 2A (Niimura et al., 2009).

Las proteinas Epac acttian como factores de intercambio especificos de
nucleétidos de guanina (GEFs) para los miembros de la familia de la proteina
guanosina trifosfatasa (GTPasa) Ras: Rap 1 y Rap 2 (Figura 19). Tras la unién del
AMPc, Epac activa Rap mediante el intercambio de la forma unida a guanosin
difosfato (GDP) por la forma unida a GTP, mientras que las proteinas activadoras

de las GTPasas (GAP) lo revierten a su estado inactivo unido a GDP.

Las proteinas Epac estdn implicadas en maltiples procesos celulares. Uno de
los primeros papeles asignados a Epac, y en particular a Epac 2, fue la regulacion
de la secreciéon de insulina, sugiriendo que esta proteina podia ser una diana
farmacolégica relevante para el tratamiento de la diabetes (Kang et al., 2003). La
sefializacion Epac 2/Rap 1 es esencial en la regulacion de la dindmica de los
granulos de insulina por AMPc, probablemente mediante el control de la densidad
de dichos granulos cerca de la membrana plasmaética. Otras vias importantes estan
relacionadas con los procesos de hipertrofia de los cardiomiocitos (McConnachie et
al., 2006) donde Epac parece estar acoplada a proteinas de anclaje AKAP formando
complejos especificos que regulan compartimentalizadamente la accién del AMPc
segun las necesidades de la célula. También estan implicadas en la facilitacién de la
exocitosis merced a la interaccion directa de Epac-Rab 3 (una proteina G
monomérica) y Rim 2 y Piccolo (proteina asociada a granulos secretores; Ozaki y

cols., 2000).
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Figura 19. Vias de sefalizacion del AMPc. Se muestran los distintos efectores del AMPc: PKA, canales
iénicos, PDE, proteina quinasa G (PKG) y Epac. En la imagen también se muestra el mecanismo de accién
de Epac sobre sus efectores inmediatos cascada abajo, Rap 1 y Rap 2, que son miembros de la familia de
pequeitas GTPasas, que se activan cuando Epac se une con el AMPc y desencadena un cambio
conformacional en las mismas mediante el intercambio de la forma unida a GDP por la forma unida a
GTP, desencadenando la respuesta fisiol6gica. También se muestran los inhibidores especificos tanto de la
PKA (H89) como de Epac (Brefeldina A; BFA) asi como otros inhibidores especificos de tltima generacion
que permiten diferenciar las acciones de ambas.

Rab 3 es un modulador de la maquinaria exocitética (Sudhof, 2004) y seria el
efector de la facilitaciéon de la exocitosis. Para una [Ca?*]; dada, este mecanismo
aumenta la probabilidad de liberacién de los granulos secretores que estan en el

pool facilmente liberable y acelera el rellenado de este pool (Renstrom et al., 1997).

Epac 2 también puede interactuar directamente con el receptor 1 de sulfonil
urea (SUR1), la subunidad de los canales de K* sensible a ATP (K*atp) en células 3
pancreaticas y células INS-1 de insulinoma de rata. Un agonista selectivo de Epac,
el 8-pCPT-2'-O-Me-cAMP, también conocido como ESCA (Epac-selective cAMP

analog), inhibe las corrientes IKatp despolarizando la membrana y abriendo canales
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de Ca?* dependientes de voltaje, contribuyendo asi a la liberacién de insulina
(Kang et al., 2008). Otro posible mecanismo incluye la modulacién por Epac 2 de
los canales de Ca?* tipo L (Liu et al., 2006). Por lo tanto, Epac parece regular la
secrecion de la insulina mediante la interaccién con proteinas asociadas a los
granulos secretores y a la regulacion de los canales i6nicos. A través de Rap 1, Epac
puede conducir a la activaciéon de la quinasa regulada por senales extracelulares
(ERK) y de la quinasa activada por mitégenos (MAPK) ademés de la modulaciéon

de canales i6nicos (Yuan et al., 2006).

La PKA y Epac a menudo estan asociadas dentro del mismo proceso
biolégico, con efectos sinérgicos u opuestos. En las células endoteliales ambos
efectores de AMPc coordinan la adhesién celular y la permeabilidad (Rampersad et
al., 2010). La activaciéon directa de Epac o PKA con andlogos de AMPc, puede
modular la comunicacién intercelular a nivel de las gap junctions en cardiomiocitos,
mediante la regulacion de la conexina-43. Estos efectos parecen estar controlados
mediante los complejos de anclaje como el de mAKAP (muscle A kinase-anchoring
protein) capaz de diseminar simultdneamente las sefiales de AMPc para Epac, PKA,
PDE y la proteina fosfatasa 2A (PP2A) hacia la membrana de los cardiomiocitos

(Dodge-Kafka et al., 2005).

9.1 PAPEL DEL AMPc EN EL CC

En muchos sistemas sensoriales, los nucleétidos ciclicos son los factores de
acoplamiento entre los estimulos y la maquinaria iénica que desencadena los
cambios en el Em asociados con la transduccién del estimulo (Avenet et al., 1988;
Fesenko et al., 1985, Nakamura y Gold, 1987). Ademas, en dichos sistemas los

segundos mensajeros modulan directamente la liberacion de NT (Greengard, 1978).

En el CC, el sistema AC-AMPc fue el primer sistema de mensajeros
intracelulares estudiado con cierto detalle. Varios laboratorios, incluido el nuestro,
demostraron que la estimulacién con baja PO, aumentaba el contenido de AMPc en
CC de conejo y gato, incubados en una gran variedad de condiciones diferentes,

estando dicho aumento restringido a las CQ (Pérez-Garcia et al., 1990; Wang et al.,
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1991), Aunque otros estimulos, incluyendo la alta PCO,/bajo pH y varios agentes
farmacolégicos, también aumentan el contenido de AMPc en el CC de conejo, la
hipoxia es el tinico estimulo que aumenta los niveles de AMPc en ausencia de Ca?*.
(Pérez-Garcia et al., 1990), sugiriendo una activacion directa de la AC por la

hipoxia, independiente de los NT liberados (ver Figura 20).

Por el contrario, los estimulos despolarizantes tales como el alto K*. no son
capaces de activar la AC directamente, sino sélo a través de la acciéon secundaria de
los NT liberados (Pérez-Garcia et al., 1990). Ademas, las maniobras que aumentan
los niveles de AMPc, como la activacion de AC con FSK, la inhibicién de PDE con
isobutilmetilxantina (IBMX) o la incubacién con anédlogos permeables de AMPc,
potencian la liberacion de CA y la respuesta del NSC desencadenada por la

hipoxia, pero no la inducida por alto K* (Pérez-Garcia et al., 1991).

El AMPc parece activar la cascada de transduccién hipéxica al menos en 2
etapas diferentes. Por un lado, inhibiendo las corrientes de K* sensibles a O,
potenciando asi el efecto del estimulo hipéxico (Lépez-Lopez et al., 1993) y por otro
lado modulando la maquinaria exocitética de las CQ (Pérez-Garcia et al., 1990). Sin
embargo, los canales de Ca?>* no parecen estar regulados por mecanismos
dependientes de AMPc (Lopez-Lopez et al., 1993; Pérez-Garcia et al., 1991). La
incubacién con FSK o dibutiril AMPc durante los registros de CQCC de conejo
aisladas en configuracion whole cell, produce una inhibicion del componente
transitorio de la corriente de K* sensible a O,, mimetizando la accién de la hipoxia.
Sin embargo, es importante sefialar que el AMPc no es necesario para la inhibicién
de las corrientes de K* por la hipoxia, porque tal y como hemos mencionado, la
hipoxia per se es capaz de reducir la Po de los canales de K* sensibles a O en
parches de membrana en configuracion inside out perfundidos en solucion salina

(Ganfornina y Lépez-Barneo, 1991).

El efecto activador del AMPc sobre la maquinaria exocitética se manifiest6
al medir la liberacién de CA inducida por ionomicina, un ionéforo de Ca?*, ya que
ésta era potenciada por FSK. Por el contrario, la FSK no aumenta la liberacién de
NT desencadenada por alto K*., lo que sugiere que hay procesos adicionales, atn

no definidos, que son dianas para el nucleétido o la PKA (Pérez-Garcia et al., 1991).
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Con todos estos hallazgos nuestro laboratorio propuso el modelo recogido
en la Figura 20 segtn el cual la disminucion de la PO; activaria el sensor de O>
inhibiendo la corriente de K* y activando la AC. La inhibicién de la corriente de K*
despolariza la membrana activando canales de Ca?* dependientes de voltaje,
conduciendo a la entrada de Ca?* y al aumento de la [Ca?']; que desencadena el
proceso exocitético. El aumento de los niveles de AMPc puede modular la corriente

de K* y la maquinaria exocit6tica de manera sinérgica.
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Figura 20. Mecanismos de transduccién del estimulo hipéxico y acido que implican la
participacién de AMPc en el CC. A. Efecto de la hipoxia sobre los niveles de AMPc, con y sin Ca?*
en el medio de superfusioén. (Tomado de Pérez Garcia et al., 1990). B. Efecto de la hipercapnia sobre
los niveles de AMPc, con y sin Ca?. (Tomado de Pérez Garcia et al., 1990). C. Modelo de
transduccion del estimulo hipéxico propuesto por nuestro grupo segun el cual el AMPc modula la
inhibicién de las corrientes de K* sensibles a O, y facilita la liberacién de NT. (Tomada de Cachero,
1994, Tesis Doctoral).

En cuanto a la implicacion de las proteinas G en el proceso de transduccion
acopladas a la activaciéon de AC, nuestro laboratorio demostré que la activaciéon
global de proteinas G (mediante fluoruro), el bloqueo de los efectos mediados por
proteinas Gi-Go (con toxina pertussica; PTX) o la activacion de las proteinas Gs
(pretratamiento con toxina colérica; CTX) ejercen efectos diferenciales sobre la

liberacion de CA evocadas por estimulos despolarizantes, hipdxicos e
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hipercépnicos en el CC de conejo; estos hechos son consistentes con la nocién de
que el acoplamiento estimulo-secrecion para cada estimulo es diferente o, al menos,

estd modulado de forma diferente (Cachero et al., 1995).

Los mismos estudios mostraron que la estimulacion hipéxica produce la
activacion de proteinas Gs y Go-Gi (Cachero et al., 1996) y que el aumento en los
niveles de AMPc inducido por la disminucién de la PO> en ausencia de Ca?*. se
abole por el pretratamiento con PTX. Esto sugiere la presencia de una proteina Go-
Gi acoplada positivamente a la AC o, alternativamente, a una proteina Gs y una
proteina Go-Gi, de modo que las subunidades as canalizarian la activaciéon de la
AC con la participacion de subunidades Py proporcionadas por proteinas Go-Gi
(Cachero et al., 1995, 1996). Es necesario sefialar que la cascada de transduccion del
estimulo hipoxico es compleja e implica la secreciéon de un gran nimero de NT. El
CC contiene receptores de adenosina tipo A> que estan acoplados positivamente a
la AC y por tanto los aumentos en el AMPc asociados con la hipoxia podrian estar
mediados por la liberacién de adenosina endégena. Existe ademas evidencia de
que las cascadas de transduccion de los receptores de adenosina A2B y los de
dopamina D2 convergen para controlar los niveles de AMPc en las CQCC y su
velocidad de liberacion de CA, de modo que los agonistas de los receptores de
dopamina D2 inhiben la producciéon de AMPc en el CC, y los agonistas de los
receptores de adenosina A2B la promueven (Conde et al., 2008). También puede
hipotetizarse un acoplamiento a nivel de la membrana plasmatica entre los
receptores A2B y D2: este acoplamiento disminuiria la afinidad de los receptores

D2 para la DA cuando los receptores A2B estuvieran ocupados por adenosina.

El mecanismo de deteccion de CO; en el CC es desconocido. En rata, la
acidosis despolariza, mientras que en conejo activaria el intercambio Na*/H* y la
reversion del intercambiador Na*/Ca?* con un aumento de la [Ca?*]; (Rocher et al.,
1991). La identificaciéon de una ACs en el CC (Nunes et al., 2009) ha sugerido que
ésta podria ser un sensor de los cambios en la PCO». Sin embargo, un estudio mas
reciente de los mismos autores indicaria que su papel fisiolégico en la respuesta a
la hipercapnia isohidrica es escaso (Nunes et al., 2013). Los resultados sugieren que
los aumentos en los niveles de AMPc en respuesta a la hipercapnia isohidrica no

pueden ser atribuidos a aumentos directos en la actividad de la ACs o ACtm

76



mediados por CO,/HCOs que se traduzcan en cambios en el AMPc, PKA o

frecuencia de descarga.

En un estudio previo de nuestro laboratorio (Rocher et al., 2009) se ha
confirmado que la menor eficacia de la acidosis hipercapnica (20% CO», pH 6.6) en
promover una respuesta secretora de CA en comparaciéon con la hipoxia moderada
(PO2=46 mmHg), a pesar de producir una mayor despolarizaciéon de las CQCC, se
debe a que el AMPc que potencia la liberacién hipoxica no potencia la liberacién
acida hipercapnica, reforzado por el hecho de que la acidosis per se inhibe la
exocitosis. Cabe recordar que sélo la hipoxia y no la acidosis hipercapnica aumenta
los niveles de AMPc en el CC de forma independiente a la accién secundaria de los
NT liberados (Pérez-Garcia et al., 1990; Cachero et al., 1996; ver Pérez-Garcia y
Gonzélez, 1997). El hecho de que la acidosis inhiba también las corrientes de Ca2*
explica los datos previos de otros laboratorios que sugieren que los niveles de Ca?*;
alcanzados por la hipoxia y la acidosis hipercdpnica son comparables, aunque el

acido produzca una despolarizacion mucho mayor (Rocher et al., 2009).

En este mismo estudio se ha descrito que los inhibidores de PKA no
modifican la respuesta a la hipoxia mientras que la inhibicién de la AC (con SQ-
22536) reduce la respuesta en un 50% indicando que la potenciacion en la liberaciéon
de CA mediada por AMPc es independiente de PKA (Rocher et al., 2009). Al unir el
AMPc, los dominios GEF de Epac catalizan el intercambio de GDP por GTP en las

proteinas G monoméricas activdndolas y facilitando la exocitosis.

Este es el primer estudio que implica a Epac en el control de Ila
quimiorrecepcion del Oz y es el origen de la segunda parte de la presente Tesis
Doctoral. Pensamos que la maquinaria exocitética y los canales de K* son las
posibles dianas para la regulaciéon independiente de PKA mediada por AMPc-Epac
durante la estimulacién hipdxica. El hecho de que los andlogos de AMPc (dibutiril
cAMP) mimeticen el efecto de la hipoxia sobre las corrientes de K* en las CQ
aisladas de conejo (Lopez-Lopez et al., 1993) evidencia una posible diana para el
Epac. En CQ se pueden excluir otras dianas de Epac tales como los canales de Ca?*
y los depésitos intracelulares de Ca?* ya que los analogos de AMPc no modifican
las corrientes de Ca?* (Lopez-Lopez et al., 1993) y los depésitos intracelulares no

contribuyen a controlar el Ca?* libre (Vicario et al., 2000 b; Conde et al., 2006 b).
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Los canales anionicos (Carpenter y Peers, 1997) y las gap junctions (Eyzaguirre,
2007) en las CQ también estan regulados por AMPc, aunque por el momento no se

conoce si esta regulacion es dependiente o independiente de PKA.

Finalmente queremos destacar el papel del AMPc en los cambios
adaptativos que la HC parece ejercer sobre el CC: la exposicion a HC, como la que
sucede en individuos viviendo a grandes alturas o con patologias pulmonares,
produce cambios importantes en la morfologia y funcionalidad del mismo. Ello va
asociado con cambios ventilatorios de caracter adaptativo desencadenados por una
sensibilizaciéon del reflejo quimiorreceptor. Varios grupos han investigado las
diferencias electrofisioldgicas de las CQ en cultivo en dichas condiciones. Por
ejemplo, el grupo de Nurse ha descrito hipertrofia celular y un aumento de la
densidad de corrientes de Na* en CQ de cultivos expuestos a hipoxia (Stea et al.,
1992). Dicho efecto es reproducido por andlogos permeables de AMPc, tales como
el dibutiril AMPc y por activadores de la AC tal como la FSK. También se han
descrito remodelaciones en los canales de Ca?* (Hempleman, 1996) y aunque no se
conocen los mecanismos por los que ocurren estos procesos, se ha propuesto que
los efectos de la HC aumentando la excitabilidad eléctrica y la movilizaciéon de Ca2*
en las CQ que potencian la quimiosensibilidad del CC durante la aclimatacién a la

hipoxia pueden estar también mediados por AMPc (Stea et al., 1992).
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JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Este trabajo de Tesis Doctoral es continuacién de estudios previos realizados
en el laboratorio sobre la cascada de sefalizaciéon implicada en la respuesta
hipéxica en dos tipos celulares que poseen sensibilidad a la hipoxia fisioldgica: las
células quimiorreceptoras del CC y las CML de los vasos pulmonares.
Conceptualmente, la estrategia experimental que hemos seguido ha consistido en
variar las condiciones de O, ambiental y estudiar aquellos parametros que
considerabamos pudieran ser importantes en la génesis de las respuestas. Hemos
utilizado dos modelos experimentales en rata en los que nos hemos hecho
preguntas distintas, que constituyen dos grupos de objetivos bien diferenciados. En
el primer modelo hemos expuesto a los animales durante el periodo perinatal a
hiperoxia, con concentraciones de O, comprendidas entre un 55-60%, como
aquellas encontradas en oxigenoterapia infantil aplicada en nifios prematuros. En
el segundo modelo se ha expuesto a animales adultos, durante una semana, a
atmosferas con concentraciones del 10-11% de O2. Aunque la atmoésfera utilizada es
normobarica, su bajo contenido en O, mimetiza los ambientes hipébaricos
encontrados a grandes alturas, y dado que el resultado inmediato de nuestra
maniobra experimental es producir una hipoxia hipéxica, podria también aceptarse

que mimetiza el aspecto clave, la hipoxia, de la EPOC.

Para el primer modelo, utilizando animales expuestos a hiperoxia perinatal,

los objetivos especificos han sido:

1. Valorar en el animal adulto in vivo el efecto de la exposicién perinatal a

atmosferas hiperoéxicas sobre la VPH.

2. Analizar el estado redox de los animales y el efecto de la suplementaciéon con
antioxidantes sobre la respuesta vasoconstrictora y los posibles mecanismos

implicados en dicha respuesta.

3. Analizar el efecto de la suplementacion con antioxidantes sobre la funcionalidad

del CC y su control sobre la ventilacién.

Respecto al segundo modelo, utilizando animales expuestos a hipoxia

cronica, los objetivos especificos han sido:
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1. Caracterizar los efectos de la exposicién a hipoxia crénica sobre la funcionalidad
de las CQ del CC analizando la participacién del AMPc en los cambios funcionales

observados.

2. Caracterizar las vias de sefializacién activadas por AMPc: via de la PKA y via del
Epac, y su participacién en la respuesta secretora del CC activada por hipoxia y por

acidosis hipercapnica.

3. Analizar la posible implicacién de la via de senalizacion del AMPc en la
potenciaciéon de la respuesta del CC ante la exposiciéon simultanea a hipoxia y a

acidosis hipercépnica.
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1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

1.1 Consideraciones generales

Todos los experimentos de esta Tesis Doctoral han sido realizados
utilizando como animal de experimentaciéon ratas Wistar en condiciones de T?
comprendidas entre 20-23°C, sometidas a ciclos de luz-oscuridad de 12 horas y
alimentadas ad libitum. Mientras que para los experimentos de HC todos los
animales contaban con ~3 meses de edad, que se supone que es el tiempo en el que
alcanzan el estado adulto (peso ~ 250-350 g), para los experimentos llevados a cabo
en condiciones de hiperoxia, las edades de dichos animales oscilaban dentro de 2
grupos diferentes: 7 y 90 dias, con el objetivo de comparar los efectos de la

hiperoxia en las etapas iniciales del desarrollo frente al estado adulto.

Ocasionalmente, se han aplicado tratamientos de hipoxia crénica
intermitente (HI) para su comparacién con hipoxia crénica sostenida (HC) en

animales adultos (3 meses o 3 meses y medio).

1.2 Tratamientos experimentales

Tanto el tratamiento de hipoxia crénica sostenida, como el de hiperoxia
perinatal fueron realizados dentro del laboratorio en un cuarto especial adaptado
para dichos fines, que cuenta con una camara de dimensiones 120 x 50 x 25 cm
(Fig. M1) totalmente transparente, con una tapa ajustable, una entrada de aire, que
permite la regulacion de las condiciones de PO» en la misma, ya que va conectada a
distintas bombonas de gases (segtin sea el tratamiento), asi como a una salida para
evitar la acumulacién de CO,. En ambos tratamientos se utilizaron grupos de
animales controles de la misma edad, que sirvieron de referencia para las distintas
medidas experimentales. El tratamiento de hipoxia intermitente también se realiza

en el mismo cuarto, pero en cdmaras diferentes tal y como se explica mas tarde.

1.2.1 Hiperoxia perinatal (H):
Para la realizacion de estos experimentos se precisé la utilizaciéon de un gran

namero de camadas de animales ya que eran necesarias crias nacidas en ambientes

81



hiperéxicos. Estos animales fueron obtenidos mediante el apareamiento y posterior
seleccion de las futuras madres, que fueron aisladas en jaulas desde el comienzo
del embarazo, y se introdujeron dentro de la cdmara en la tltima semana del
mismo, con una elevada concentraciéon de Oz (55-60% de Oz) con el fin de que las
crias nacieran en un ambiente hiperéxico y estuvieran en estas condiciones hasta el
primer mes de edad, momento a partir del cual, tanto los animales controles
(aquellos nacidos de madres prefiadas el mismo dia, pero expuestos a condiciones
normoxicas) como los experimentales, fueron trasladados al animalario general

hasta la fecha de realizacion de los experimentos (Figura M1).

A
Cc
A Hiperoxia I : . o I .
(55-60% O, Aire ambiente 20% O,
1 1 1 1 1 i
1 1 1 1 1 THTTTITITITY
21 0 30 60 20 120 gias
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1 1 | | I T
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B Experimentos
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(10-11% O,
0 30 60 90 120 dias
B | Aire ambiente 20% O, |
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Experimentos

Fig. M1. Esquema explicativo que muestra el protocolo experimental para los dos modelos
experimentales: A) Animales expuestos a hiperoxia perinatal; B) Animales expuestos a hipoxia
crénica sostenida; En ambos casos frente al control; C) Cdmara empleada para ambos tratamientos,
conectada a un sistema de balas que varia segtn el tratamiento.

Para estudiar los efectos de la suplementacion con acido lipoico (AL; 1g/Kg
comida, mezcla racémica), y vitamina E (400 mg/Kg comida) y su posible papel
protector frente al estrés oxidativo, provocado teéricamente por la presencia
incrementada de ROS debido a la hiperoxia perinatal, se introdujo un nuevo grupo

experimental hiperéxico suplementado (HS), obtenido por suplementaciéon de los
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animales hiperéxicos con dicha dieta durante el periodo en que estaban expuestos

al tratamiento (es decir desde el nacimiento hasta el primer mes de edad).

1.2.2 Hipoxia crénica (HC):
Se introdujeron los animales adultos en la cdmara en condiciones de hipoxia

normobdrica (10-11% Oz, PO>~ 80 mmHg) durante un periodo de 7 dias.

Aspectos comunes para ambos tratamientos

Dentro de la cdmara utilizada para ambos tratamientos, la mezcla de gases
(aire y Oz para HC o bien aire y N> para hiperoxia perinatal) fue perfundida a un
flujo constante de unos 3 1/min. Para evitar la acumulacién de CO; y vapor de agua
se utilizaba soda lima con viraje blanco-violeta que indicaba la saturacién por CO,
asi como una renovacion del aire a través de la salida. La apertura de la camara
para la limpieza y reposicion del alimento y agua, se realizaba cada 3-4 dias en el
menor tiempo posible, aproximadamente una media hora, empleando tras la
misma un flujo elevado para conseguir de nuevo una PO, del 55-60% O para
hiperoxia o del 10-11% O para HC, en un tiempo menor a 20 minutos. La PO» fue
monitorizada en estos tiempos claves con un oximetro (Sensor Oxyding, Drager,

Lubeck, Alemania).

1.2.3 Hipoxia intermitente (HI):

Las cdmaras empleadas para la HI tienen unas dimensiones de 34 x 28 x 20
cm. Como se aprecia en la Figura M2, el sistema consta de 2 partes: A) Un sistema
de 3 valvulas que controlan la apertura y cierre de una mezcla de gases (aire y N»)
segtin el momento del ciclo en que se encuentre el experimento. Con la valvula 1 se
consigue que en el punto mas bajo del ciclo se llegue a una hipoxia de ~ 10-11% O..
La vélvula 2, conectada a una bala de aire de alto flujo, permitira restablecer en el
menor tiempo posible la situaciéon de normoxia (20-21% O) y la vélvula 3, es la
encargada de mantener ese porcentaje hasta el comienzo del ciclo siguiente. La
parte B) consta de un detector de oxigeno (oximetro) conectado a una de las

camaras, cuyo registro es llevado a un programa de adquisicién de datos que nos
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permite ver a tiempo real los cambios en el porcentaje de Oz que ocurren en cada

ciclo durante las 8 horas de exposiciéon que dura el experimento.

El patrén de ciclos hipéxicos llevados a cabo en el protocolo de HI fue el
siguiente: Normoxia (20-21% O), 80 s; Episodio hipéxico (10-11% O, PO = 80

mmHg), 22 s.; Restablecimiento de la situaciéon de normoxia, 18s

Este patrén de ciclos se repitié cada 2 minutos durante las 8 horas de suefio
de los animales. Una vez transcurrido ese tiempo, los animales fueron devueltos a
sus jaulas y se mantuvieron las 16 horas restantes del dia en situaciéon de aire
ambiental (21% O») hasta el dia siguiente. La duracién del protocolo experimental

fue de 15 dias (ver Figura M2).
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-4

Repetir 15 dias
Sacrificio dia 16

Dieta Control

Fig. M2. Protocolo experimental empleado en la HI. En A) protocolo de exposicién y en B) cdmaras
y sistema necesario para el desarrollo experimental.
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1.3 Procedimientos quirtrgicos

Las ratas fueron pesadas y posteriormente anestesiadas con pentobarbital
sodico mediante inyeccion intraperitoneal (60 mg/Kg). Segtun el tratamiento se

extrajeron distintos tejidos:

Para el grupo H e HS, se realiz6 extraccién de sangre, de CC, asi como de
diferentes tejidos (cerebro, higado, pulmon). La sangre se obtuvo por puncién
intracardiaca y fue recogida en tubos heparinizados, centrifugada a 4000 rpm x 10
min a 4°C para separar el plasma, que es inmediatamente recogido y conservado a -
80°C hasta su utilizacion. Para la extracciéon de los CC, las ratas anestesiadas fueron
sometidas a una traqueotomia, tras la cual se extrajeron las bifurcaciones de las
arterias carétidas, que se disecaron en una cdmara de lucita con una solucién
Tyrode cirugia a 0-4°C [NaCl 140 mM, KCl 5 mM, CaCl> 2 mM, MgCl> 1 mM, acido
4-(2-hidroxietil) piperazina-1-etanosulfénico (HEPES 10 mM) y glucosa 5 mM (pH
7.4 ajustado con NaOH)] equilibrada con 100% O. eliminando todos los restos de
tejido conectivo que rodeaban al CC. Los tejidos extraidos fueron lavados con una
solucion salina de NaCl 0.9% heparinizada, secados en papel de filtro humedecido,
congelados en N liquido y guardados en crio viales a -80°C hasta el momento de

realizar las determinaciones.

Para el grupo hipéxico crénico (HC), se extrajeron fundamentalmente los

CC, asi como tejidos controles tales como cerebro y ganglio cervical superior (GCS)
para la realizacion de Western Blot. Los CC fueron extraidos con un protocolo
similar al utilizado en el grupo H. Los CC destinados a experimentos de liberacion
de CA asi como de sintesis, o bien de disociacién de células, fueron utilizados en
fresco, mientras que aquellos tejidos cuya finalidad era la extracciéon de proteinas
para realizacion de Western Blot fueron inmediatamente congelados en N> liquido

y conservados a -80°C hasta su utilizacion.

En cuanto al grupo hipéxico intermitente (HI), se extrajeron los CC de igual

modo que para los dos grupos anteriores.

Finalmente, una vez extraidos los tejidos, los animales fueron sacrificados

con una sobredosis intracardiaca de pentobarbital. El Comité institucional de la
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universidad de Valladolid para el cuidado y uso animal aprobé todos los

protocolos llevados a cabo.

2. PLETISMOGRAFIA DE CUERPO COMPLETO

En ratas seleccionadas de cada grupo control y experimental se midieron los
pardmetros ventilatorios mediante un pletismégrafo de cuerpo completo (EMKA
Technologies). Los experimentos se realizaron a los 7 dias de tratamiento hipdxico
cronico o bien al mes de tratamiento hiperdxico. El sistema consta de una serie de
camaras cilindricas de metacrilato, de unos 2.5 litros de capacidad con un flujo de
aire continuo de 2 1/min conseguido por un caudalimetro (Key Instruments). De
forma breve, una rata en libre movimiento, era colocada en la cdmara del
pletismoégrafo 30 min antes del experimento, en condiciones de aire ambiental, para
que se adaptara al medio y permitiera la obtencion posterior de pardmetros
ventilatorios en reposo. Continuamente se suministraba aire fresco con un flujo de
2 1/min. Tras esto, se sometia a los animales a diferentes mezclas de gases. Tras la
seleccion de aquellos periodos donde los animales ventilaban de un modo estable,
se analizaron la frecuencia respiratoria, el volumen corriente (volumen tidal) y la
ventilacion total (volumen minuto). La salida del flujo se dirigia al espirémetro
(EMKA Technologies), que enviaba la sefial a una tarjeta de adquisicion y analisis
de datos, conectada a un ordenador (Buxco Fine Pointe Review; EMKA
Technologies), donde los datos se monitorizaban y almacenaban para visualizacién
y posterior andlisis (GraphPad Prism 4). La T* en la cAmara era monitorizada y
mantenida dentro del rango neutro (22-26°C). La concentracién de oxigeno también
era continuamente monitorizada a través de una pequefia salida de las camaras
mediante un analizador de O (Sensor Oxyding, Dréger, Lubeck, Alemania). Los
protocolos especificos de estimulacion con hipoxia o hipercapnia seran descritos en

la seccién de resultados.
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3. REGISTRO DE PRESION ARTERIAL SISTEMICA (PAS) Y PRESION EN
ARTERIA PULMONAR (PAP)

Las ratas fueron anestesiadas con ketamina (50 mg, administrados
intraperitonealmente), traqueotomizadas y ventiladas con ayuda de una bomba
(CL Palmer, Londres, Reino Unido) con una mezcla norméxica (20% O, 5% CO»,
75% N») a una frecuencia de 40 ventilaciones/minuto y presién positiva espiratoria
de 2 cm H>O. El volumen tidal fue ajustado para una presién inspiratoria maxima

de 10 cem H2O.

La PAS se registr6 en la carétida donde se inserté un catéter conectado a un

transductor de alta presion. Para el registro de la PAP se realiz6 una toracotomia
minima que permitié visualizar el corazén, y por puncién directa a través de la
pared del ventriculo derecho se introdujo una canula muy fina que se avanzoé hasta
la arteria pulmonar (AP). La posicién en AP se comprobé experimentalmente por el
registro de PAP oscilante con valores maximos y minimos esperables (si no se llega
ala AP, la presién minima es 0 a lo largo de toda la diastole). Como en el caso de la
canula se conect6 a un transductor de baja presion. Los transductores se conectaron
a una tarjeta de adquisicién de datos (PowerLab16SP; ADI Instruments, Castle Hill,
Australia) desde la cual la sefial se enviaba al ordenador para su monitorizacion,
almacenamiento y posterior analisis. La calibracién de los transductores se realiz6

con un mandmetro de mercurio.

Los registros de PAP comenzaron después de ventilar al animal con una
mezcla normoéxica durante varios minutos. Tras conseguir una linea basal
normoxica estable (20% O, 5% CO», resto N2) se pasa a emplear una mezcla
hipodxica (2% Oz, 5% CO,, resto N2) durante el tiempo que dure el estimulo hipéxico
(3 min). Transcurrido ese tiempo, se les administr6 de nuevo una mezcla de aire
normoxica hasta restablecer los valores de PAS y PAP iniciales. De esta manera se
pudo evaluar si la respuesta frente a la hipoxia, tanto a nivel sistémico como

pulmonar, se encuentra alterada después del tratamiento HC, H o HS.
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Para obtener datos sobre el valor de la vasoconstriccion pulmonar
producida por la hipoxia (VPH), se cuantificaron las diferencias en PAP restando la

PAP pico durante el estimulo de la PAP basal (control).

4. ESTUDIOS ELECTROFISIOLOGICOS

Para la realizaciéon de estos experimentos se llevé a cabo una colaboracion
con el Prof. Pérez-Vizcaino de la Complutense de Madrid. En primer lugar se
aislaron las pequefias AP de resistencia (AP de 200-500 pm de didmetro interno) de
ratas Wistar controles e hiperdxicas (250-300 g) y se disociaron con una solucién
salina fisiologica (SSF) que contiene (mM): NaCl 130, KCI 5, MgCl» 1.2, CaCl» 1.5,
glucosa 10, HEPES 10 (pH 7.3 ajustado con NaOH). Para los ensayos fluorimétricos,
los anillos fueron despojados de su endotelio y cortados a lo largo de su eje
longitudinal en pequefios segmentos, mientras que para el aislamiento de las
células, las AP desprovistas de endotelio fueron disociadas en una solucién salina
libre de Ca?* (solucién SSF libre de Ca?*), cortadas en pequefios segmentos (aprox.
2 mm x 2mm) y trasladadas a una SSF libre de Ca?* que contiene en (mg/ml):
papaina 1, ditiotreitol 0.8 y albaimina 0.7. Las células se almacenaron en SSF libre

de Ca?* (4° C) y se utilizaron dentro de las 8h siguientes.

Las corrientes de membrana se registraron con un Axopatch 200B y un
Digidata 1322A (Axon Instruments, Burlingame, CA) utilizando la configuracion
de célula completa de la técnica de patch clamp. Las corrientes se normalizaron para
la medida de la capacidad celular o capacitancia (Cm) y se expresaron como
pA/pF. Para un registro 6ptimo de las corrientes de potasio (IKV), las células
fueron superfundidas con una SSF externa libre de Ca?* y una solucién interna en
la pipeta libre de Ca?* que contiene (mM): KCl 110 , MgCl> 1.2, NaxATPs ,HEPES
10, EGTA 10, pH 7.3 ajustado con KOH. Las corrientes eran evocadas tras la
aplicaciéon de pulsos despolarizantes de 200 ms desde -60 mV para evaluar los
potenciales comprendidos entre -60 mV y +60 mV con incrementos de 10 mV.

Todos los experimentos se llevaron a cabo a T* ambiente (22-24°C).
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Las ROS se evaluaron mediante el uso del colorante fluorescente DHE que
detecta principalmente O»-. Los segmentos de AP desprovistos de endotelio se
incubaron con DHE (10 uM) durante 60-90 min y posteriormente se colocaron en la
base de un microscopio invertido de fluorescencia (Leica DMIRB, Wetzlar,
Alemania) cubiertos con una malla y superfundidos con SSF con un flujo de 2
ml/min. Las preparaciones se dejaron equilibrar durante 30 min y por dltimo se
iluminaron a través de la superficie luminal utilizando un filtro de paso de banda
de 530 nm. La fluorescencia emitida se filtr6 utilizando filtros de emision de paso
largo de 610 nm. Las imagenes fueron tomadas a intervalos de 1 min con una
camara digital de color Leica DC300F y la fluorescencia se cuantificé utilizando el
software Image |. Los valores de intensidad estdn expresados como un porcentaje
de los valores iniciales después de restar el fondo. Una vez que los valores de
fluorescencia eran estables (aproximadamente 5 min), las preparaciones se
expusieron a solucion hipdxica para comparar las respuestas tras el tratamiento

hiperéxico perinatal (Frazziano et al., 2011).

5. DETERMINACION DE ACIDO LIPOICO, TROLOX METIL ETER Y
TOCOFEROLES EN PLASMA MEDIANTE HPLC Y ESPECTROMETRIA DE
MASAS CON DETECCION POR TRAMPA IONICA (HPLC-ESI-MS/MS)

La determinacion de analitos mediante la técnica de HPLC-MS permite su
cuantificacion selectiva con alta especificidad, ya que se basa en una transiciéon bien
definida para cada metabolito que resulta de su patréon especifico de
fragmentacion. Hasta la fecha, no existian informes sobre el andlisis de
espectrometria de masas de la familia de los distintos tocoferoles (Ts) de la
vitamina E y/o del AL usando una configuracién del analizador de trampa iénica,
ya que el aparato de triple cuadrupolo es el que se elige comtinmente para fines
analiticos. No obstante, debido a que este detector se puede utilizar para
proporcionar informacién inequivoca sobre los fragmentos MS y MS/MS en
muestras reales tanto operando en modo de escaneo de barrido completo como en
modo de escaneo de los distintos fragmentos iénicos derivados a partir de un ion

parental, nuestro objetivo fue verificar las capacidades de un analizador de trampa
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iénica para medir a, B y y tocoferol, Trolox metil éter (TME), un anédlogo sintético
de la vitamina E y AL en plasma de rata. Los resultados de estos estudios
proporcionan el primer método de andlisis capaz de determinar todos estos
analitos durante una tnica carrera cromatogréfica utilizando HPLC-ESI-MS/MS y
han dado lugar a un articulo donde se muestran los resultados obtenidos

utilizando en este caso muestras de plasma humano (Montero et al., 2012).
Medidas de plasma

El plasma se obtuvo por centrifugaciéon (4000 rpm % 10 min x 4 ° C) de
muestras de sangre de ratas C, H e HS de 7 y 90 dias de edad. Posteriormente la
muestra se somete a un proceso de extraccion liquido-liquido con acetato de etilo (3
veces X 600 pl), incluyendo un paso previo de precipitacion de proteinas (con 200 pl
de ETOH), lavado de la fase organica en NaCl(s), secado a vacio o bajo chorro de
N2y finalmente reconstituciéon en 200 ul de MeOH. El rendimiento de la extraccién
se determiné por el método de la adicién de un patrén segin el cual se afiadieron
1.00, 0.50 o 0.25 ng/ul de cada compuesto en 200 pl de plasma. La adicciéon post-
extraccion de los estandares a las muestras de plasma servia para evaluar las

posibles interferencias en la fuente de ionizacion.
Cromatografia

Los analisis se realizaron en un sistema HPLC LaChrom Elite® HPLC de
Hitachi-VWR, que estaba constituido por una bomba binaria-L 2130 equipada con
un accesorio de gradiente de baja presion y un desgasificador en linea asi como un
muestreador automatico L-2200. El efluente de la columna fue conectado a un
espectrometro con detector de trampa i6nica. Las muestras se analizaron en una
columna de tamafio de particula de 3 um Atlantis® C18 2,1 x 50 mm de Waters
(Waters Cromatografia, SA, Barcelona, Espafia) con una precolumna de ODS 4.6 x

10mm, de Teknokroma (Barcelona, Espafia).

Tabla M1. Gradiente de elucion utilizado para el analisis de HPLC. El disolvente A era

metanol (100%), y el disolvente B era metanol-acetato amoénico (0.1%, pH 4; 9:1, v/v).

Tiempo (min) Disolvente A (%) Disolvente B (%)
0.0 0 100
2.0 98 2
6.0 98 2
9.5 0 100
12.0 0 100
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Para la separacion se utilizé un gradiente de elucion de dos disolventes
como el que se muestra en la Tabla M1, a una velocidad de flujo de 0.3 mLmin- 1,

siendo el volumen de inyeccién de 50 pl.
Espectrometria de masas

Después de la separacién en la columna, las muestras fueron detectadas y
analizadas en un espectrémetro de masas de trampa i6nica Esquire 6000 de Bruker
Daltonics S.A (Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Germany), que estaba equipado
con una fuente de ionizacion de electroespray (ESI). Los compuestos eran
detectados en el modo negativo por reaccién mdaltiple monitorizada (MRM) para
las transiciones masa/carga (m/z) 205 — 171 para LA, m/z 429 — 163 para a-T,
m/z 401 — 386 para 6-T, m/z 415 — 400 para y-T y m/z 263—204 para TME. Se
utilizaron estidndares externos de cada compuesto para la cuantificacion. Las
soluciones estindar de cada compuesto fueron utilizadas en diversas
concentraciones para la optimizacion de los pardmetros del espectrometro de
masas, que se llevo a cabo utilizando los comandos y protocolos incorporados en el
software del aparato (version EsquireControl 5.3 ©, Bruker Daltonic GmbH), tanto
para la ionizacién a [M- H]- en modo MS (andlisis completo) como para la
fragmentacion en modo MS/MS. Ademas fueron chequeados manualmente tanto
diferentes temperaturas (250, 300 y 350 °C) como flujos de nebulizacién y de secado
de N> con el fin de obtener la mayor intensidad iénica pseudo molecular negativa
[M-H]J-. Los valores de los pardmetros del espectrometro de masas utilizados en los

analisis posteriores se muestran en la Tabla M2.

Tabla M2. Parametros de espectrometria de masas utilizados en el analisis

Parametros de espectrometria de masas Valor
Capilar 3500 V
Nebulizador 42.0 psi
Gas secado 8.5 Imin!
T% secado 300°C
Rango de escaneo (Scan) 50-550 my/z
Tiempo de acumulacién maximo 50.00 ms
Ionizacién de electroespray Negativa
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Cuantificacion

El rango dindmico lineal se determiné a partir de al menos 9-11 inyecciones
de cantidades conocidas para cada metabolito (n=33 a 36 medidas). Para la
realizacion de estos experimentos se prepararon soluciones stock para cada analito
disolviendo una cantidad pesada en el volumen apropiado de etanol y se
almacenaban a -20 °C (1 mg/mL en etanol). A partir de los stocks disueltos en
EtOH, se preparaban a diario diluciones estindar en metanol para realizar las
medidas. Las correlaciones lineales del 4rea del pico cromatografico de la cantidad
inyectada se determinaron utilizando el software Sigma Plot-2000 versién 6.0 (SPSS
Inc., Chicago, IL, USA). El 4rea del pico cromatografico se calculé a partir del

cromatograma del ion extraido (Figura MS3)

integracion incluida en el software de analisis de datos de Bruker Daltonics S.A.

1.50 <
1.25 4
1.0
0.75
0.50 4

0251 1

Intensidad (unidades relativas) (x105)

0.00

Los valores m/z obtenidos en el espectro de fragmentacion en el

5

4 6 8 10

12 Tiempo (min)

Figura M3. Cromatograma iénico de
extraccion tipico obtenido para cada
compuesto segin el gradiente de
elucion mostrado. El valor entre
paréntesis es la intensidad respectiva.
Fueron inyectadas alicuotas de 200ng
de AL y de cada tocoferol asi como
50ng de Trolox metil éter.1, AL
(2.7%105);2, Trolox metil éter
(3.8 x10¢); 3, o-tocoferol

(1.7 x 105); 4, y-tocoferol (2.5x10%); y
5, a-tocoferol (3.2 x10%). (Tomada de
Montero et al., 2012)

espectrometro de trampa ionica se muestran en la Tabla M3 para el AL, TME y Ts.

Compuesto Ion parental Fragmento iénico (abundancia relativa)
205 127 171
AL (5.3) (0.5) (100)
TME 263 163 189 204 219 248 279
(<1.0) (4.0 (11.1) (100) (17.4) (14.1) (2.8)
T 429 135 163 414 427
(2.0 0.9 (100) (6.6) (1.5)
T 415 121 149 400
Y (<1.0) (19  (528) (100)
5T 401 135 386
(<1.0) (25.5) (100)

92

utilizando la herramienta de




Teniendo en cuenta que el volumen de inyeccién en el equipo de HPLC-
masas es de 50 ul de muestra y que una vez extraida la muestra se reconstituye en
50 pl de MeOH, para obtener la concentraciéon de los distintos analitos en el plasma

utilizamos la siguiente ecuacion:

N° gramos de analito/ml de plasma= (n° gramos de estandar/50 ul de MeOH)
x V MeOH x (V acetato de etilo afiadido/ V acetato de etilo evaporado) x 5.

6. PARAMETROS RELACIONADOS CON EL ESTADO REDOX EN
DIFERENTES TEJIDOS:

Preparacion de las muestras

Los tejidos para la determinacién enzimatica de GPx se secan suavemente y
se pesan afiadiendo un volumen de tampoén fosfato: KH>PO,/KoHPO, 12.02 mM
(pH 7.4) acido etilendiaminotetraacético (EDTA 1 mM), 10 veces su peso (w/v 1:10)
para higado y pulmén y 5 veces su peso (w/v 1:5) para cerebro. Se homogenizan
en un homogeneizador OMNI-MIXER y se centrifugan a 3500 g x 10 min x 4°C. Los
sobrenadantes se congelan a -80°C hasta el momento de realizar las

determinaciones.

Los tejidos para la determinaciéon de GSH y GSSG se secan suavemente y se
pesan, afiadiendo a continuacién un volumen de sulfosalicilico al 5% (ASS) con una
relacién peso-volumen (w/v 1:5 para higado y pulmoén; 1:3 para cerebro) y se
homogenizan en un OMNI-MIXER. El homogenizado se centrifuga 3000 g x 10 min

a 4 °C. Se recoge el sobrenadante y en él se realiza la determinacion del glutation.

6.1 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA GPx

La actividad de la enzima GPx se determina por el método
espectrofotométrico de Paglia y Valentine (1967). El ensayo se basa en la
desaparicion de nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH) en una

reacciéon acoplada. En primer lugar, la GPx oxida GSH a GSSG en presencia de un

93



peréxido, y en segundo lugar, GSSG es de nuevo reducido a GSH por la glutatién

reductasa (GR) usando NADPH como donante de equivalentes de reduccion.

GSH —Px
2GSH + ROOH —— ROH + GSSG

GR
GSSG + NADPH + H* — 2GSH + NADP+

Previo al ensayo se realiza una dilucion de la muestra en el buffer de
homogenizacion (1/10 para higado, 1/2 para pulmén y sin dilucién en el caso de
cerebro). La mezcla de reacciéon contiene 875 ul de buffer de trabajo (EDTA 1 mM,
azida sédica 1 mM, GSH 1 mM, NADPH 0.2 mM y 1 Ul/ml de GR en el buffer de
homogenizacién) y 5-20 pul de muestra (ajustada hasta 100 ul con buffer de
homogenizacién). La mezcla se preincuba durante 4 min a 37°C y la reaccién se
inicia al afadir 25 pl de solucién de Terc-butil hidroperéxido (dilucién 1:100 en el

buffer de homogenizacién).

Se monitoriza la disminucién de absorbancia a 340 nm y 37°C durante 1-2
min. Los blancos se miden en paralelo conteniendo todos los reactivos excepto la

muestra de tejido.

La actividad de GPx en la muestra (Aabsorbancia/min) se calcula en funcién
del coeficiente de extincién molar (6220 UA/mol) para NADPH expresado como
Ul/g tejido (1 UI=1 umol/min/ml de mezcla de reaccion).

6.2 VALORACION DE GLUTATION Y GLUTATION OXIDADO

La valoracién del glutation se realiza usando el método de Griffith (1980)
que consiste en un método enzimatico ciclico colorimétrico en el cual se emplea la
GR y que se basa en la oxidacién del glutation reducido (GSH) por el 5-5"-ditiobis-

(2-nitrobenzoico) (DTNB) siguiendo la reaccién:

GSH + DTNB < GSSG + TNB (5-tio-2-nitrobenzoico)

La forma oxidada del glutation (GSSG) actta como sustrato para la GR

empleando NADPH, de modo que se regenera el GSH, segtin la reaccion:
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GR
_—

GSSG + NADPH +H*Y 2GSH + NADP+

Este paso enzimatico es lo que da especificidad al ensayo, presentando

ademads una alta sensibilidad (hasta 10-1° moles). Al final la reaccion global sera:

DTNB + NADPH +H*—— 2TNB + NADP*

La concentracién de los reactantes (DTNB, NADPH y GR) se escogi6é para
obtener un incremento lineal de absorbancia durante 2 minutos. La pendiente de
aparicion del 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
representacion de las pendientes de las lineas frente a la concentraciéon de GSH es
lineal y define una curva standard que se usa para interpolar el glutation total (GST

= GSH + GSSG) presente en la muestra problema.

Las muestras se realizaron por duplicado, y la concentraciéon de GSH, se

obtuvo por diferencia entre GST total y el GSSG.

La determinacién del GST total se realiz6 de la siguiente manera:

1. La mezcla de reacciéon contiene: 700 pl de una solucion fresca de NADPH
(0.3 mM) + 100 pl de solucion DITNB (6 mM) + 195 pl de agua + 5 ul de

sobrenadante homogenizado de la muestra.
2. Se calienta la mezcla de reaccién durante 4 minutos a 37°C.

3. La reacciéon comenzé al afadir una unidad internacional (UL; 1 Ul=1
pumol/min) de GR que previamente habia sido disuelta en 5 ml de buffer fosfato

(125 mM fosfato sédico, 6.3 mM EDTA, pH=7.5).
4. Mide a 412 nm el A absorbancia/min.

La determinacién de GSSG se realiz6 con un paso previo de derivatizacion

de las muestras, tomando 100 pl de sobrenadante del homogenizado y haciéndolo
reaccionar con 2 pl de 2-vinil piridina. Posteriormente se ajusta el pH con 4 pl de

tetraetilamonio (TEA) y se incuba 1 hora a T* ambiente.

El resto del ensayo se realizé de la misma manera que para GST total, salvo

que en este caso se utilizaron 20 ul de muestra y 4 UI de GR equilibrado todo ello
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con 160 pl de agua. Segun el ciclo enzimdtico visto anteriormente, por cada
molécula de GSSG se forman 2 moléculas de GSH, de modo que al determinar el

GSH total se esta evaluando: GSH + 0.5 GSSG.

El potencial redox se calcula con la ecuacién de Nernst segtin la férmula

siguiente: Egsu = -240- 30.7xLog [GSH]?/ [GSSG].

7. WESTERN BLOT

La técnica de Western Blot o immunoblotting consiste en la detecciéon y
analisis de la expresion de distintas proteinas. Nuestro objetivo fue estudiar las
distintas modificaciones sufridas por las mismas tras la exposicion de los animales

a HC.

Para la obtencion de los extractos proteicos, se procedié a la
homogenizaciéon en frio de los CC y otros tejidos de tipo no quimiorreceptor tales
como GCS y cerebro, con un buffer de lisis que contenia detergentes asi como
inhibidores de proteasas. Una vez homogenizadas, las muestras fueron
centrifugadas a 4°C y los sobrenadantes fueron mezclados con igual volumen de
tampon de carga (SB 2x) conteniendo: Tris HCI 125 mM pH 6.8, 10% glicerol, 2%
dodecilsulfato sédico (SDS), 5% p-mercaptoetanol y 0.02% de azul de bromofenol.
Las muestras se hirvieron durante 3 minutos en bafio seco y las proteinas se
separaron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS al 10% y un gel
concentrador del 3%. Una vez finalizada la electroforesis (SDS-PAGE), las proteinas
se transfirieron a una membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDE;
Inmobilon™-P, Milipore) por el método humedo, con un buffer de transferencia:
Tris 250 mM, glicina 192 mM y 20% metanol (pH 8,3) en un Mini Trans-blot de Bio-
Rad. Se bloque6 la membrana con 5% de leche desnatada en polvo diluida en TBS-
T (buffer Tris salino 10 mM con 0.1% Tween 20), y se incubd con los anticuerpos
primarios especificos anti-TH, anti-Epac-1, anti-Epac-2, anti-Cay1.2 y anti-p actina,
utilizando esta tltima para normalizar las cargas en los distintos pocillos. Por
altimo, tras los correspondientes lavados en TBS-T, las membranas se incubaron

con los secundarios adecuados anti-Inmunoglobulina G (IgG), conjugados con
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peroxidasa de rabano (HRP) (ver Tabla M4 a continuacién). Todos los anticuerpos
fueron resuspendidos en TBS-T con 0.1% de albtimina sérica bovina (BSA) para

bloquear las interacciones inespecificas.

La deteccion de las bandas se realiz6 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 |.

Tabla M4. Relacion de los distintos anticuerpos utilizados para la
determinacién de la proteina Epac (1y 2) y Ca,1.2
Anticuerpo primario | Dilucién Anticuerpo secundario Dilucion
Ratén anti B-actina Conejo anti IgG Ratén -HRP
1: 5000 1: 10000
(abcam) (abcam)
Conejo anti B-actina Cabra anti IgG Conejo -HRP
1:5000 1:10000
(abcam) (abcam)
Rat6n anti Epac 1 Conejo anti IgG Raton -HRP
1:100 1:1000
(cell signalling) (abcam)
Ratén anti Epac 2 Conejo anti IgG Raton -HRP
1:100 1:1000
(cell signalling) (abcam)
Conejo anti Epac 1 Cabra anti IgG Conejo-HRP
1:100 1:1000
(abcam) (abcam)
Conejo anti Epac 2 Cabra anti IgG Conejo-HRP
1:100 1:1000
(abcam) (abcam)
Ratén anti Ca,1.2 (L) Conejo anti IgG ratéon-HRP
1:200 1:2000
(abcam) (abcam)
Conejo anti Ca,1.2 (L)
Cabra anti IgG Conejo-HRP
(Santa Cruz 1:200 1:2000
(abcam)
Biotechnology)
Conejo anti TH Cabra anti IgG Conejo-HRP
1:1000 1:5000
(Sigma Aldrich) (abcam)
Ratoén anti TH Conejo anti IgG ratén -HRP
1:1000 1:5000
(abcam) (abcam)
Las densidades opticas de las bandas correspondientes a tejidos

experimentales se compararon con las de controles, previamente normalizados con
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la banda de -actina en ambos casos. Se calculé la media de todos los replicados y
se aplico el t-test de Student para determinar si el cociente de las densidades de los

tejidos experimentales y de los controles era significativamente diferente.

Habitualmente tras un primer revelado de la membrana, se realizaba el
stripping de la misma y se incubaba con un anticuerpo alternativo. El protocolo de
stripping aplicado consiste en una incubacién durante 40 minutos a 60 °C con 2p3-
mercaptoetanol (100 mM) en un medio Tris- HCI (62.5 Mm, pH 6.8, SDS 2%), con lo
que la membrana queda libre de anticuerpos y lista para ser reutilizada. En la

Tabla M4 se muestran los anticuerpos empleados y las diluciones utilizadas.

8. INMUNOCITOQUIMICA

Se ha utilizado esta técnica para detectar la presencia o ausencia de las
proteinas objeto de nuestro estudio y su co-localizacién con TH como medida de su

expresion en las CQ.

Los CC son disociados enzimaticamente en 2 pasos consecutivos: en primer
lugar se incubaron con 2ml de soluciéon Tyrode 0 Ca?*, 0 Mg?* que contiene
colagenasa (2.5 mg/ml) y BSA (6 mg/ml) a 37°C durante 15 minutos y
posteriormente, tras aspirar la solucién con el enzima, se incubaron nuevamente
con 2ml de la misma solucién Tyrode conteniendo tripsina (1mg/ml) y albtimina (6
mg/ml) a 37°C durante 20 minutos. Se elimina la solucién enzimatica y se afiaden
1.5 ml de medio de cultivo DMEM (Medio de Eagle modificado por Dulbecco;
Sigma) a 4°C y mediante aspiraciones repetidas con una pipeta, se logra la
disociacion mecénica de los CC. Se centrifuga la muestra a 2000 rpm X 8 min, tras
los cuales, se elimina el sobrenadante y el pellet se resuspende en un volumen de
40-50 pl aproximadamente de medio DMEM a 37°C. Se siembran las células
disociadas en gota sobre coverslips recubiertos con poli-l-lisina (Sigma). Tras 2 h se
aflade 1 ml de DMEM a cada pocillo y se mantienen en el incubador a 37°C hasta su
utilizacion.

Para identificar si las células que expresaban una determinada proteina eran

0 no quimiorreceptoras, se realizaron dobles inmunomarcajes usando TH como
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marcador de las células tipo I. Los cultivos que contenian CQ se lavaron 3 veces
con 1 ml de buffer fosfato salino (PBS; fosfato 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7.5) para
eliminar los restos de fenol del medio. Se fijaron las células con paraformaldehido
al 4% en PB 100 mM en cantidad suficiente para cubrir completamente los cristales
sembrados, dejandolos a T* ambiente durante 10 min y se repitieron los lavados
con PBS 10 mM. Previo a la incubacién con los anticuerpos, las células se incubaron
durante 30 min con solucién de permeabilizacién-bloqueo (PB 10 mM, NaCl 0.6 M,
Triton X-100 0.1% y 2% de suero de cabra no inmunizada) para permeabilizar las
mismas y asi facilitar la entrada del anticuerpo y bloquear las uniones inespecificas.
Después del bloqueo y permeabilizacion se procede a la incubacién secuencial con
los anticuerpos (que son los mismos que hemos utilizado para el Western Blot;
Tabla M4), previamente diluidos en la propia solucién de bloqueo. La incubacién
con los anticuerpos primarios frente a TH (dilucién 1:1000), Epac 1 y 2 (1: 50) y
Cay1.2 (1: 50) se realiz6 a 4 °C durante toda la noche. Después de varios lavados con
PBS 10 mM, las células se incubaron con los anticuerpos secundarios marcados con
sus respectivos fluoréforos durante 1 hora en oscuridad y a T* ambiente. El doble
marcaje utilizado consistia en: Alexa 594 (rojo) para localizar TH en las células tipo
I e Isotiocianato de fluoresceina (FITC, verde) (dilucién 1:1000 para ambos) para
evaluar la posible colocalizacion en la expresiéon de nuestras proteinas de interés,
ademas de 4',6-diamino-2-fenilindol (DAPI) (1:8000) para ver la tincién de los
nucleos. Tras otro ciclo de lavados, los cristales fueron montados sobre portas en
medio acuoso con Vectashield H-100 (Vector Laboratories). También se realizaron
controles negativos, incubados y tratados de modo similar a las muestras salvo por
la ausencia de anticuerpo primario en los mismos. Por dltimo las preparaciones se
examinaron con un microscopio confocal de fluorescencia (Zeiss Axioscop 50 mot
plus) equipado con filtros de emision y excitacion para FITC y Alexa 594, utilizando
un objetivo de 60X y aumentos de 20 y 40X a las distintas muestras. Las imagenes
fueron capturadas con una cdmara digital refrigerada Photometrics, modelo

CoolSnap-cf y analizadas con el programa informatico Metamorph 6.3.
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9. MEDIDA DE LA RESPUESTA SECRETORA DEL CC

Para el estudio de la respuesta in vitro de los CC a los diferentes estimulos,
hemos medido la liberaciéon de CA, marcando isotopicamente sus depositos con
tirosina tritiada (3,5 3H-Tyr), el precursor natural de su sintesis. Dado el elevado
recambio de las mismas en el CC, una cantidad importante de los depoésitos quedan
marcados radioactivamente (Fidone et al., 1982 b; Fidone y Gonzalez, 1982). A

continuacion se describe como realizamos estos experimentos.

Los CC de rata aislados y frescos se incuban en viales de vidrio con solucién
Tyrode (250 pl) conteniendo tirosina tritiada (3,5 3H-Tyr, concentracién de 30 pM, y
actividad especifica 45 Ci/mmol, Amersham Ibéria, Madrid) y DL- metiltetrahidro-
biopterina (0.1 mM) y 4cido ascérbico (ImM) como cofactores para TH y dopamina

- hidroxilasa, equilibrada con Oz, en un bafio metabdlico a 37 °C durante 2 horas.

Tras las dos horas de incubaciéon con 3H-Tyr, los CC son transferidos
individualmente a viales de vidrio donde son lavados con una solucién Tyrode-
bicarbonato sin precursores ni cofactores (NaCl 116 mM, KCl 5 mM, CaCl; 2 mM,
MgCl> 1.1 mM, glucosa 5 mM, HEPES 10 mM, NaHCO; 24 mM) durante 1 hora. Se
mantienen en agitacion a 37 °C y se renueva la solucién cada 20 min para facilitar el
lavado del precursor radiactivo. Las soluciones de incubacién son continuamente
gaseadas con 20% O, 5% CO», resto Nz saturado con vapor de agua, quedando el

medio ajustado a pH 7.4.

Tras los lavados comienza el experimento de liberacién como tal. Los CC se
mantienen a 37°C con el mismo gaseo, salvo cuando el estimulo es hipoxia o
acidosis hipercapnica, aplicandoles los diferentes estimulos con su curso temporal
apropiado. Cada 10 min se va recolectando las soluciones de superfusion y
reponiendo el volumen con solucién fresca (mediante jeringas) para el analisis
posterior de CA. Las soluciones recolectadas son acidificadas a pH 3.2 con una
mezcla de acido acético glacial y acido ascérbico para evitar la degradacion de las
CA y se guardan a 4°C para su posterior andlisis en un contador de centelleo.
Generalmente nuestros protocolos de liberacion se componen de dos ciclos de

hipoxia, S1 y S2. Previo a la aplicacion del estimulo S1 se colectan dos fracciones
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controles correspondientes a los medios de incubacién equilibrados con 20% O, 5%

CQOg, resto No.

La fraccion representada por S1 corresponde al primer estimulo que puede
ser un medio de incubacién hipéxico (% O2<20%, generalmente del 7% de Oy), rico
en K* (35-60 mM) o acidosis hipercapnica (20% Oz, 20% COs, resto N3) aplicados
durante 10 min. En las soluciones con alto K*, cantidades equimolares de Na* son
reemplazadas por K* para mantener la osmolaridad constante. La aplicaciéon de
cada estimulo va seguida de 4 periodos de incubacién de 10 min denominados
post-estimulos en los que el medio esta equilibrado con la mezcla de gases control
(20% O», 5% CO», resto N2). Habitualmente el estimulo S2 es el mismo que el S1
pero en los CC del grupo experimental el S2 se aplica en presencia de alguna droga
cuyos efectos se querian probar tanto sobre la basal (10 min previos al estimulo)
como durante la aplicaciéon del estimulo propiamente dicho. En estos casos el efecto
de dicha droga se evalia comparando el cociente S2/S1 en términos de la
liberacién evocada por cada estimulo (liberacion por encima de la liberaciéon basal)
en CC controles frente a CC experimentales. Los resultados se expresan como % de
la liberacion obtenida en los CC controles, asumiendo que las diferencias en dicho

cociente en los CC experimentales son debidas al efecto de la droga.

El andlisis de las 3H-CA presentes en las soluciones colectadas durante el
experimento, se basa en la capacidad de la alimina acida para adsorber SH-CA y
sus catabolitos con estructura catecol, a pH alcalino y la posibilidad de eluirlos a
pH acido (Fidone et al., 1982 a, b; Fidone y Gonzélez, 1982). La altimina acida (100
mg, BioRad) se afiade a los viales que contienen las soluciones recolectadas y
posteriormente se alcaliniza a pH 8.6 con buffer Tris 2M. A este pH la alimina
adsorbe los catecoles con gran afinidad. La alimina se transfiere a columnas de
vidrio, se lava con agua destilada para arrastrar cualquier otro producto retenido y
finalmente se eluyen las CA sobre viales de centelleo con HCI 1IN al que se afiade
liquido de centelleo (Optiphase “Hisafe” 3, perkin Elmer) previo a introducirlas en
un contador de tipo beta. Una vez finalizado el experimento, los CC se
homogenizan a 4 °C con acido perclérico (PCA) 0.4 N en un homogenizador cristal-
cristal y se centrifugan durante 5 min a 14000 g a 4°C para medir CA residuales

presentes al final del experimento.
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En la Figura M4 se muestra un protocolo de liberacién tipico, donde cada
barra representa la liberacion de 3[H]-CA en un periodo de 10 minutos, durante el
cual los CC estaban incubados con una solucién equilibrada con 20% O> (normoxia,

barras blancas) o con 7% O (hipoxia, barras azules).

La liberacién basal corresponde al area bajo la linea punteada mientras que
la liberacion producida por los estimulos es todo aquello que queda por encima de
esta linea (liberacion evocada). Notese la diferencia de escala entre las Figuras M4A
y M4B que representan, respectivamente, medias de liberaciéon en 12 CC controles

(C) y 12 CC de animales HC de 7 dias.

A B
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Figura M4. Comparacion de la respuesta secretora a la hipoxia. En la figura se muestran dos picos
de estimulacién hipdxica sucesivos (7%0O;) en CC de animales norméxicos control (A) vs CC
hipéxicos crénicos de 7 dias (B). Noétese la diferencia de escala en ordenadas. Los valores son medias
de 12 CC £ SEM.

10. MEDIDA DE AMPc

Tras la extraccion de los CC tanto de animales controles como
experimentales, éstos se preincuban individualmente in vitro dentro de un bafio
metabolico utilizando viales de vidrio que contienen una soluciéon Tyrode-
bicarbonato (NaCl 116 mM, KC1 5 mM, CaCl, 2 mM, MgCl> 1,1 mM, glucosa 5 mM,
HEPES 10 mM, NaHCO; 24 mM) ajustada a pH 7.4 por gaseo con carbogeno (95%
02/5% COz) durante 30 min. Las soluciones que bafiaban los CC fueron
posteriormente renovadas por un buffer de incubacién nuevo que fue gaseado
durante 20 min con condiciones controles (95% O2/5% COz) o hipdxicas (7% O2/5%
COy, resto N») para posterior comparacion entre los grupos, en presencia de IBMX

0.5 mM. Una vez finalizado el tratamiento, los CC fueron extraidos y sumergidos
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en acido tricloroacético (TCA) al 6% (w/v) (150 pl) a 4 °C durante 30 min, para
posteriormente ser homogenizados y centrifugados a 2000 x g durante 15 min a
4°C. Se recoge el sobrenadante descartando el pellet, y se somete a un proceso de
extraccion liquido-liquido 4 veces con 500 ul de agua saturada con dietiléter. La
capa superior organica con el éter se desecha después de cada lavado y la fase
acuosa se liofiliza. Las muestras fueron almacenadas a -80°C hasta la cuantificacién
del AMPc, momento en el cual se reconstituyen en un buffer de ensayo con acetato
0.05 M, pH 5.8 y albimina bovina 0.01% para proceder ya al ensayo en placa que
se realiza con un kit comercial de Healthcare Biosciences (EIA, RPN 2255, GE
Healthcare Biosciences) y que lleva adherido el anticuerpo especifico contra el
complejo AMPc-peroxidasa conjugado. Se prosiguié con el ensayo siguiendo con el
protocolo del fabricante que de forma breve consiste en la preparacion de una
curva patréon que cubre el rango de 12.5 a 3200 fmol/pocillo. Tanto las muestras
como los estandares se han medido por duplicado y se han dejado también pocillos
para el blanco (que no contiene ni el antiserum anti-AMPc, ni la enzima AMPc-
peroxidasa) y la unién no especifica (que no contiene el antiserum pero si la enzima
AMPc-peroxidasa). Posteriormente se mide la absorbancia en un lector de placas y
se obtiene el porcentaje de union para cada estandar y para cada muestra (% B/B,)
como un tanto por ciento de la absorbancia de las muestras con respecto a la del

estandar cero, teniendo en cuenta la absorbancia de la unién no especifica:

% B/Bo = [(Absorbancia de la muestra o estandar-Absorbancia de la unién no
especifica)/(Absorbancia del estandar cero- Absorbancia de la unién no

especifica)]x100

Se representa % B/B, frente al logaritmo de la concentracién de AMPc, lo
que permite el calculo por interpolacién, de la concentracion de AMPc en la

muestra.

Los protocolos experimentales, encaminados a estudiar los cambios en los
niveles de AMPc con la hipoxia, consisten en renovar las soluciones con Tyrode-
bicarbonato en las que el gaseo con carbégeno se sustituye por 7% O2/5% CO,, con
la adiccién en algunos casos de drogas especificas (SQ, KH7). Para el estudio de la
variacion de los niveles de AMPc con el estimulo acido hipercédpnico, se han

utilizado otras dos disoluciones diferentes: un Tyrode sin bicarbonato (NaCl 140
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mM, KCI 5 mM, CaCl, 2 mM, MgCl> 1.1 mM, Glucosa 5 mM, HEPES 10 mM) para
los puntos 0% bicarbonato, gaseados con 40% O/resto N> y un Tyrode especial 96

mM de bicarbonato obtenido por sustituciéon isosmoética de NaCl por NaHCO;,

gaseado con 40% O2/20% CO..

Los resultados fueron expresados en valor absoluto en fmoles de AMPc o de

una forma normalizada como picomoles de AMPc por miligramo de tejido.

11. METODOS ESTADISTICOS Y PRESENTACION DE DATOS

Los datos habitualmente se expresan como media + SEM de los valores
obtenidos y la significaciéon de la diferencia de medias se establecié6 mediante t -test
de Student para datos apareados o sin aparear segin los disefios experimentales y
analisis de la varianza (ANOVA) “One way y two way ANOVA Student-
Newman-Keuls/Bonferroni Method respectivamente” para la comparaciéon de
datos con mas de dos variables. El estudio de las posibles diferencias significativas

se realiz6 analizando el indice de significacion p (p<0.05 * p<0.01** p<0.001***).

Se consideraron significativas aquellas diferencias que arrojaron un valor de
p<0.05. Con frecuencia también mostramos experimentos tinicos con el objetivo de
facilitar la comprensiéon de los disefios experimentales y mostrar los cursos

temporales de las respuestas.
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Resultados






1. EFECTOS DE LA HIPEROXIA PERINATAL SOBRE LA RESPUESTA A LA
HIPOXIA AGUDA DEL CC Y DE LA CIRCULACION PULMONAR

Dado que la Tesis Doctoral de Prieto Lloret (2005) constituye el punto de
partida de nuestro trabajo, en la Figura R1 resumo los datos que considero

especialmente relevantes y ttiles para la presentacion de nuestros experimentos.
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Figura R1. Respuestas del CC y de la circulacién pulmonar a la hipoxia aguda en animales
hiperdxicos vs controles: A) Modificacién de la frecuencia respiratoria inducida por hiperoxia,
sucesivas hipoxias e hipercapnia (ratas de ambos sexos al 50%). B) Liberacién de 3H-CA evocadas
por hipoxia y alto K* C) Efectos de la hipoxia (2% O,, 8 minutos) sobre la PAP. (Tomado de Prieto
LLoret, 2005, Tesis Doctoral).

Los datos de pletismografia (Figura R1A) muestran que la hiperoxia
perinatal no altera la frecuencia respiratoria en respuesta a la hipoxia aguda ni a la
hipercapnia. Las tnicas diferencias observadas se refieren a las frecuencias en los
periodos posthipéxicos, donde apareci6 una leve depresion ventilatoria basal en los
animales experimentales con respecto a los controles. Aunque en la Tesis de Prieto-
Lloret s6lo se pudo medir la frecuencia ventilatoria, la inferencia fue que la
hiperoxia no alteraba la ventilaciéon pulmonar. En la Figura R2A confirmamos los
hallazgos de Prieto-Lloret, esto es que la hiperoxia perinatal no altera la frecuencia

ventilatoria en ninguna de las atmoésferas estudiadas; ademés observamos que
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tampoco altera los volimenes corrientes (Figura R2B) ni la ventilacién pulmonar
total por minuto (Figura R2C). Por tanto, los hallazgos pletismograficos, ademas de

confirmar la conclusiéon de Prieto Lloret, demuestran la validez de nuestros

protocolos experimentales.
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El apartado B de la Figura R1 tomada de Prieto Lloret muestra que la
liberacion de 3H-CA en respuesta a hipoxia estda fuertemente disminuida en los
animales hiperdxicos, mientras que la liberaciéon inducida por alto potasio no esté

alterada. Los resultados obtenidos en nuestro trabajo fueron esencialmente

superponibles (Figura R3).
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El apartado C de la Figura R1 muestra el efecto de la hipoxia aguda sobre la
presion pulmonar registrada en una preparacion de pulmén aislado in situ,
utilizada por Prieto Lloret en su Tesis Doctoral. Los datos evidencian que la

hiperoxia perinatal produce una pérdida permanente y casi total (81%) de la VPH.
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Nuestros experimentos en animal anestesiado intacto se presentan en la
Figura R4. La presion arterial media en la arteria pulmonar (PAP) mientras los
animales controles respiraban aire fue de 11.4 £ 0.9 mmHg y aument6 a 14.5 + 1,3
(n=12; p<0.001, two tails paired t-test) al final del periodo en que los animales
estaban sometidos a situacién de hipoxia haciéndoles respirar 10% de O,. Al volver
a respirar aire, la PAP recuper6 sus valores iniciales (11.4 + 0.9). Los animales
hiperoéxicos tuvieron una PAP en normoxia de 12.3 +1.2 mmHg y ascendi6 a 13.1 +
1.4 (n=14; p<0.05, two tails paired-t-test) mientras respiraban 10% de O, para
retornar a valores normales al respirar aire de nuevo (12.8 + 1.4). El APAP inducido
por la hipoxia ([PAP prehipoxica + PAP posthipdxica/2] - PAP hipdxica) en los
animales controles fue de 3.1 * 0.6 mmHg, mientras que en los animales
hiperéxicos fue de 0.5 + 0.3 mmHg (p<0.001; two tails unpaired t-test)

representando una disminucién de la respuesta hipoxica del 86%.
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Figura R4. Vasoconstriccion pulmonar hipéxica (10% O, 3 minutos) registrada en animales

controles y perinatalmente hiperoxicos. A y B muestran registros tipicos obtenidos,

respectivamente, en animales controles e hiperéxicos. Estdn sefialados con lineas verticales
discontinuas los tiempos en los que se aplica la hipoxia y el aire. Las partes inferiores presentan las
medias + SEM de las PAP medias en animales controles (C; n=12) e hiperéxicos (D; n=14)
(R=recuperacién). *p<0.05 y ***p<0.001 vs 21% O, (two tails paired t-test).

Dado que la hipoxia produce vasodilatacién e hipotensién sistémicas, la
VPH registrada en animal intacto se ve atenuada (Ver Discusion), habiamos de
definir si las diferencias en VPH encontradas entre los animales controles e
hiperéxicos perinatales podian ser atribuibles a efectos sistémicos. Para ello
medimos la PA sistémica simultdneamente a la VPH en un nimero representativo
de animales. Los datos que se muestran en la Tabla RI verifican el efecto
hipotensor sistémico de la hipoxia y excluyen que una hipotensién sistémica

exagerada sea la responsable de la casi total pérdida de la VPH.

Tabla RI. PA media en animales controles e hiperdoxicos respirando aire y 10% de O,

rupo experimental
Control Hiperodxico
Parametro
PA Sistémica en Aire 126,7 £6,3 (n=6) 121,4 6,6 (n=11)
PA sistémica en 10% O» 81,2 £5.7 (n=6)*** 94,5 £7.2 (n=11)***
A PA aire - PA 10% O, 45,5+ 8,1 (n=6) 26,9 +2,9 (n=11)+

Valores medidos en mmHg.***p<0.001 vs. PA sistémica respirando aire. +p<0.5 vs. APA en controles.
Analisis estadistico realizado mediante t test de Student (*paired t-test; +unpaired t-test).

108



En su conjunto, pues, los registros de la VPH y de la PA sistémica ratifican el
efecto obtenido en la preparaciéon aislada in situ e indican que la exposicion
perinatal a una atmoésfera hiperdxica produce la pérdida de la capacidad de las AP
para responder a la hipoxia. Finalmente queremos sefialar que los datos obtenidos
en nuestro estudio indican que el modelo experimental es reproducible, al menos

en lo que hace referencia a la funcionalidad del CC y de los vasos pulmonares.

2. EFECTOS DE LA HIPEROXIA PERINATAL SOBRE ALGUNOS
PARAMETROS RELACIONADOS CON EL ESTADO REDOX EN TEJIDOS

Es un hecho bien conocido que la hiperoxia produce un aumento en la
génesis de especies reactivas de O» (ROS, Reactive Oxygen Species) produciendo
dafio en mdltiples tejidos y de forma muy particular en tejido pulmonar (ver
Pagano y Barazzone-Argiroffo, 2003; Halliwell y Gutteridge, 2007). Ademas, se
sabe también que puede proporcionarse proteccién frente a las ROS con un gran
abanico de moléculas antioxidantes, incluyendo la sobre-expresiéon de GR, el
enzima que usando equivalentes de reduccion del NADPH del ciclo de las
pentosas reduce el GSSG a GSH y que por tanto tiende a mantener el potencial
redox del par glutatiéon (Ecsn) elevado (O'Donovan y Fernandes, 2000; Gonzélez et
al., 2004 a, b). Por tanto, y a pesar de que Bavis et al. (2008) habian encontrado que
la hiperoxia no aumentaba los niveles plasmaéticos de proteinas carboniladas (un
indice de dafio oxidativo) de los animales hiperéxicos de 2 y 8 dias de edad, y de
que la suplementacién materna con vitamina E o la inyeccién intraperitoneal de
MnTMPyP (un mimético artificial de la SOD) a los animales recién nacidos no
prevenia los efectos deletéreos de la hiperoxia sobre el CC en el animal adulto,
(atrofia y atenuacion de las respuestas a la hipoxia; ver introduccion), decidimos
reinvestigar si el dafio oxidativo era o no responsable de los propios dafios del CC

y de la pérdida de la VPH.

La Figura R5 muestra los niveles de GSH, GSSG y el Ecsy obtenidos en
pulmon, higado y cerebro de ratas controles e hiperéxicas de 7 y 90 dias de edad
(esto es al momento de realizar los experimentos). Los niveles de GSH en pulmén

de los animales controles de 7 dias son de 1,06 + 0,07 pmol/g, estando
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significativamente disminuidos en los animales hiperéxicos de la misma edad (0,70
+ 0,04 pmol/g; p<0.05). A los 90 dias los niveles absolutos y grado de disminucién
de los niveles de GSH son comparables. Los niveles de GSSG en los animales
controles de 7 dias son de 0,09 + 0,02 umol/ g tejido, estando muy aumentados en el
grupo hiperéxico (0,18 + 0,02 umol/g tejido; p<0.01) y a los 90 dias, los niveles en
controles (0,18 + 0,01 umol/g tejido) y en hiperdxicos (0,16 + 0,02 pmol/g tejido)
son similares. Ello determina que el Ecsu a los 7 dias sea de -192,91 £ 2,69 mV en los
controles y de -170,68 + 2,93 mV en los hiperéxicos (***p< 0.001), mientras que a los
90 dias son esencialmente idénticos en ambos grupos, -178,79 + 2,23 mV controles

vs -174,87 £ 2,21 mV en hiperoxicos (Figura R5A, panel superior).
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Figura R5. Niveles de GSH (A) y GSSG (B) y potencial redox (C). En pulmén (panel superior),
higado (panel central) y cerebro (panel inferior). Los datos son medias = SEM de 7 valores
individuales. Anadlisis estadistico realizado mediante two way anova (Bonferroni post test). *p<0.05;
**p<0.01; ***p<0.001.
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Aunque con valores absolutos més altos, ya que el higado es el tejido mas
rico en glutation y con el potencial redox mas alto del organismo (Halliwell y
Guteridge, 2007), su comportamiento en animales controles e hiperdxicos es
comparable al observado en pulmoén, esto es, hay una disminucion del Ecsy en los
animales hiperéxicos respecto a los controles a los 7 dias (*** p<0.001) y una

normalizaciéon a los 90 dias (Figura R5A, panel medio).

Finalmente, el cerebro sigue un comportamiento distinto. Posee valores
totales de glutation comparables a los de pulmén aunque los niveles de GSSG son
mas bajos lo que determina que tenga un Ecsy mayor que el pulmoén. A los 7 dias
hay una disminucién de los dos elementos del par redox en los animales
hiperdxicos con el resultado neto de que el Ecsy, aunque ligeramente inferior, no es
estadisticamente diferente al de los controles; no obstante la disminuciéon de la
concentracion total de glutation indica que la capacidad de defensa frente al estrés
oxidativo estd marcadamente disminuida (Schafer y Buettner, 2001). A los 90 dias
no hay diferencias significativas en ninguno de los pardmetros entre ambos grupos.
Como conclusién provisional podriamos decir que la hiperoxia produce un estado
oxidativo en animales recién nacidos, aunque parece existir una protecciéon especial
en tejido cerebral y dicho estado oxidativo se normaliza con la edad de tal forma
que al momento de realizar los experimentos funcionales (3-3,5 meses de edad) el

estado redox es normal en los tres tejidos.

La GPx comparte su sustrato, el H>O», con la catalasa pero se diferencia de
ella en que la GPx necesita para llevar a cabo su reaccion un sustrato, el GSH
(Halliwell y Gutteridge, 2007). Ademas la GPx también puede reaccionar de
manera efectiva con otros hidroperéxidos orgénicos en general, por lo que protege
frente a este tipo de ROS. La reaccion de la GPx y la recuperaciéon del GSH por la

GR son como sigue:

GPx
2GSH + H,0, — > GS-S8G + 2H,0

GP
2GSH + R-0-OH—— > 5 GS-SG +RH,OH + H,0

Glutation Reductasa
GS-SG + NADPH + H* 2GSH + NADP*
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Pero lo mas importante en el presente contexto es que la expresion de la GPx
es potencialmente regulable por los niveles de ROS, pudiendo aumentar su
expresion, al menos en algunos tejidos, y no siempre guardando relacién con la
intensidad del estrés oxidativo (ver Halliwell y Gutteridge, 2007; Quintero et al.,
2013). Por ello, en los mismos tejidos de los animales en los que habiamos medido
el estado redox, medimos la actividad total de GPx cuyos datos se muestran en la
Figura R6. El primer hecho que nos muestra la figura es que la actividad del
enzima es edad dependiente, siendo mucho menor en los tejidos de los animales de
7 dias que en los animales adultos de 90 dias. Un segundo hecho es que los niveles
de actividad de GPx total son muy distintos de unos tejidos a otros: 15,37 + 1,33
Ul/g en pulmoén, 234,20 + 14,82 Ul /g tejido en higado y 2,51 + 0,21 Ul/g tejido en
cerebro en los animales controles adultos, encontrandose diferencias comparables
en los animales de 7 dias. Finalmente, el tercer hecho relevante es que no existen
diferencias de actividad GPx en ninguno de los tejidos ni a 7 ni a 90 dias; esto es, la
exposicion perinatal a la hiperoxia no modificé de forma significativa los niveles de

actividad de la GPx en ninguno de los tres tejidos.
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Figura R6. Actividad de la enzima GPx en pulmén, higado y cerebro de animales controles e
hiperoéxicos de 7 y 90 dias de edad. Los datos se expresan como Ul/g tejido y representan valores
medios + SEM de 5 a 7 valores individuales.

3. HIPEROXIA PERINATAL Y ESTADO REDOX EN TEJIDOS: EFECTOS DE
UNA DIETA SUPLEMENTADA CON ANTIOXIDANTES

Los hallazgos presentados en el apartado anterior indican que en los
animales de 7 dias de edad hay un estado de estrés oxidativo apreciable en pulmén
e higado y una disminucién de la capacidad de defensa frente al estrés oxidativo en

cerebro, aunque en este 6rgano se mantiene el Ecsy, principal responsable del
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estado redox celular (Schafer y Buettner, 2001). Por ello, decidimos realizar un
nuevo grupo de experimentos en los que las madres durante todo el periodo de
exposicion a hiperoxia y las crias hasta el periodo del destete, que coincidia con la
finalizacién de la exposicion a la atmosfera rica en O, (28 dias de edad), fueron
alimentadas con una dieta suplementada con vitamina E y &cido lipoico (AL)

(vitamina E, 400 mg/Kg de comida y AL racémico, 1 g/Kg de comida).

La dosis de vitamina E utilizada como suplemento es habitual en la rata
(Martin et al., 1999; Hsu et al., 1998), siendo lo mismo cierto en el caso del AL
(Hagen et al., 2002; Suh et al., 2001, 2005; Moini et al., 2002). La razén fundamental
para elegir estos agentes antioxidantes es que ambos compuestos son naturales y
existen sistemas enzimaticos que reciclan las formas reducidas y oxidadas y que
interrelacionan tanto a la vitamina E como al AL con el glutatién, la vitamina C y
otros sistemas antioxidantes (ver esquema en la Figura R7; Sen, 1998; Moini et al.,

2002; Rochette et al., 2013).
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Figura R7. Interrelaciones mas relevantes entre los antioxidantes: GSH, AL y acido dihidrolipoico
(ADHL). El AL/ADHL aumentan la eficiencia del ciclo de la vitamina C y activan el ciclo de la
vitamina E, responsable directa de la reduccion de radicales peroxilos de los AGI (4cidos grasos
poliinsaturados) de las membranas celulares a hidroperéxidos. (TRxR/TRx) tioredoxina y
tioredoxina reductasa.

Segin muestra la Figura R8, los niveles de glutation encontrados en los
animales suplementados nos indican que la suplementacion fue efectiva para
corregir la disminucién del Ecsy en pulmén e higado a los 7 dias sin modificar

sustancialmente los niveles totales de glutation, sino a expensas de disminuir los
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niveles de GSSG; en higado a los 90 dias, a pesar de haber interrumpido la
suplementacion a los 28 dias postnatales, hay un aumento moderado pero
significativo de los niveles de GSH que se traduce en una aumento del Ecsh.

En cerebro, por el contrario, la suplementacion produjo un cambio oxidativo
permanente tanto a los 7 como a los 90 dias, debiéndose en ambos casos a la caida
del Ecsu a un aumento del GSSG respecto al grupo hiperéxico. Por tanto, una vez
mas, observamos que en comparacién con el pulmoén y el higado, el cerebro posee

un comportamiento especifico.
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Figura R8. Niveles de GSH (A) y GSSG (B) y potencial redox (C). Valores obtenidos en pulmén
(panel superior), higado (panel central) y cerebro (panel inferior) de animales controles, hiperéxicos
e hiperéxicos suplementados. Los datos son medias + SEM de 8 valores individuales para los
animales suplementados y de 12-16 para controles e hiperdxicos. Analisis estadistico realizado
mediante two way anova (Bonferroni post test). *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.
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En el contexto de este trabajo, y con la colaboracion del Dr. O. Montero,
responsable del equipo de espectrometria de masas del IBGM, pusimos a punto un
método para medir en plasma niveles de tocoferoles, AL y Trolox, un anédlogo
sintético de la vitamina E que es hidrosoluble (Montero et al., 2012). El método es el
unico hasta el presente capaz de separar y medir con una inyeccién tnica de la
misma muestra AL y/o Trolox junto con a-tocoferol, 8- tocoferol y y-tocoferol. Sin
embargo, no posee sensibilidad para medir AL en muestras de sangre ni de
humanos ni de rata; de hecho niveles plasmaticos de AL en sangre sélo se han
podido medir tras una suplementacion masiva y aguda del mismo (Trivedi et al.,

2004; Chen et al., 2005). La Figura R9 muestra los niveles de o-tocoferol.

) Figura R9. Niveles de a- Tocoferol en
- H plasma de rata de 7 y 90 dias. C,
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A pesar de la dispersion de los datos de 7 dias, dado el reducido ntimero de
muestras analizadas por la dificultad para obtener sangre suficiente de estos
animales, es evidente que los niveles de o-tocoferol aumentan por un factor >10 al
madurar los animales. También parece evidente que la hiperoxia no modificé los
niveles de o-tocoferol a ninguna de las dos edades y que la suplementacién
materna con vitamina E y AL no aument6 los niveles de o-tocoferol en las crias.
Mientras que en humanos nuestro método si que tiene sensibilidad para medir los
otros tocoferoles, que son minoritarios y que en conjunto representan <20% del
total, en la rata no pudimos detectarlos, probablemente porque en esta especie sean

aun mas minoritarios.
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4. HIPEROXIA PERINATAL: EFECTOS DE UNA DIETA SUPLEMENTADA
CON ANTIOXIDANTES SOBRE LA RESPUESTA A LA HIPOXIA AGUDA
DEL CC Y DE LA CIRCULACION PULMONAR

Dados los efectos favorables de la suplementacion de la dieta con
antioxidantes sobre el Egsy en pulmén e higado consideramos de gran interés
definir si este tratamiento corregia las alteraciones funcionales producidas por la
hiperoxia en la circulacion pulmonar, VPH, y en el CC. Siguiendo la misma
sistematica que con los animales hiperéxicos, en los hiperéxicos suplementados
comenzamos por medir las respuestas ventilatorias, ya que como es conocido, el

CC media toda la respuesta ventilatoria a la hipoxia.

Como puede observarse en la Tabla RII, la suplementacién no modific6 de
forma significativa los pardmetros ventilatorios obtenidos en los animales
hiperéxicos, que a su vez tampoco son diferentes de los obtenidos en los animales
controles, excepcién hecha de una moderada disminuciéon de la frecuencia y

también del volumen minuto con la hipoxia mas moderada del 12% de O..

Tabla RII. Parametros ventilatorios en controles, hiperdxicos e hiperdxicos suplementados

0

Atmoésfera | 20% O; (aire) 12% O, 10% O» 7% O S0 ;:izz en
A. Animales Control
Frecuencia 6912 97 £ 3** 129 £ 3*** 114 £ 6*** 107 £ 3***
Vol. Tidal 910 910 910 11 £ 0** 12 £ 0**
Vol. minuto 630141 900 £ 65* 1135 £ 55*** 1289 £ 107*** 1269 £ 53***
B. Animales Hipero6xicos
Frecuencia 70+2 98 +4*** 117 £ 4*** 115 £4,1*** 115 £ 11***
Vol. Tidal 9+1 8+1 9+1 12 +£71** 13 £ 0***
Vol. minuto 672159 818 £ 65 1073 £106*** | 1381 +£109*** | 1474 +143***
C. Animales Hiperéxicos Suplementados
Frecuencia 72+2 82+ 2+a 114 £ 5*** 118 £ 7*** 102 £+ 5***
Vol. Tidal 8%0 8+0 9+1 11 +71*** 11 £ 71***
Vol. minuto 584 +20 645 + 28+ 970 £ 77*** 1327 £ 88*** 1218 + 68***

Valores medidos como: frecuencia, respiraciones/min; VT en ml/Kg; Volumen/min, ml/Kg*min.
Los datos son medias £ SEM de 7-12 animales. Las diferencias con respecto a las condiciones
normoxicas controles fueron analizadas utilizando andlisis de varianza de dos vias (two way anova)
para medidas repetidas (Bonferroni post test) *p<0.05, **p<0.01, y ***p<0.001 vs 20%O,. Las
diferencias entre C, H e HS fueron analizadas de dos formas, utilizando paired t test de 2 colas
+p<0.05 vs controles e hiperdéxicos y two way anova para medidas no repetidas con post test de
Bonferroni a p<0.05 vs hiper6xicos.
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La Figura R10A muestra los resultados obtenidos en la liberacién de CA por
el CC en respuesta a un estimulo hipéxico y a un estimulo despolarizante
inespecifico. Una vez mas observamos que la hiperoxia lesiona de forma especifica
la respuesta a la hipoxia sin afectar la respuesta inespecifica, lo que indicaria que la
hiperoxia dafa la cascada de transduccién en una etapa previa a la despolarizaciéon
(ver Prieto-Lloret et al., 2004). Estos resultados, unidos a los mostrados en la Tabla
RII, indicarian que la suplementacién no ha revertido la funcionalidad del CC y
que, como es el caso en los animales hiperéxicos, la ventilaciéon en normoxia y las
respuestas a la hipoxia se mantienen merced a la redundancia de la informacién
que desde el CC llega al tronco del encéfalo.

Puesto que los estudios previos de nuestro grupo (Pérez Garcia et al., 1990,
1991) sugieren que el AMPc juega un papel importante en la modulacién del
proceso de quimiorrecepcion, decidimos estudiar su acumulacién en el CC de estas
ratas sometidas a hiperoxia perinatal (H) en ausencia o presencia de la dieta

suplementada con antioxidantes (HS).

Como puede verse en las Figuras R10B y R10C, el grupo control sufre un
aumento por un factor aproximado de 3 en los niveles de AMPc al aplicar el
estimulo hipéxico del 7% O», tanto en valores absolutos (1123 + 211 vs 374 + 82
fmol/CC) como en valores normalizados por el peso (18,1 + 3,3 vs 7,0 £ 1,6
pmol/mg tejido) y que dicho aumento se pierde para el grupo hiperéxico, sin que
la suplementacion aplicada sea capaz de revertir este déficit. Con lo que podemos
concluir que la exposicion hiperdxica perinatal provoca una pérdida de la
capacidad de estimulacién hipdxica de incrementar los niveles de AMPc en el CC,
dejando los valores para ambos grupos experimentales en una situacién similar a
las condiciones basales (95% O»).

En un nuevo grupo de experimentos estudiamos el comportamiento de la
circulacion pulmonar, de la VPH, en los animales hiperéxicos con dieta

suplementada con antioxidantes.
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Figura R10. Efectos de la hiperoxia sobre la liberacion de CA y sobre los niveles de AMPc en el
CC de ratas C, H, e HS. A) Liberacién de 3H-CA evocada por un estimulo hipéxico (5% O) frente a
un estimulo despolarizante moderado (35 mM K*). Los estimulos se aplicaron por incubacién de los
CC durante 10 minutos en soluciones equilibradas. Los datos son medias + SEM (n=13-15).
***p<0.001. B y C) Efecto de la hipoxia (7% O.) sobre los niveles de AMPc en CC de ratas C, H e HS.
En B se representan los datos como valores absolutos en fmol/CC y en C de un modo normalizado
frente al peso como pmol/mg tejido. El analisis estadistico se ha realizado utilizando one way anova
(Newman Keuls post test). Los datos representan media + SEM para n=16 hembras C, H e HS para
cada grupo. **p<0,001 vs 95% Oo; +p<0.05, ++p<0,01, +++p<0,001 vs Control.

La Tabla RIITA muestra que la suplementacion con dieta antioxidante
revirti6 la VPH de tal forma que el aumento de PAP provocado por la hipoxia (3
minutos respirando 10% O2) fue esencialmente idéntico al encontrado en animales
controles (controles, 3.1 * 0.6; hiperdxicos suplementados, 3.0 £ 0.3; p>0.05) siendo
el aumento de la PAP en hiperdxicos estadisticamente menor que en controles e
hiperéxicos suplementados (+++p<0.001 hiperdxicos vs. controles e hiperdxicos
suplementados). Para descartar que la respuesta en los animales hiperdxicos
suplementados fuera debida a posibles efectos o influencias secundarias ejercidos
desde la circulacion sistémica, medimos también la PA sistémica (Tabla RIIIB)
observando que dicha presion era normal y que la hipotensién generada por la

hipoxia aguda era comparable a la observada en los animales controles; como ya

habiamos visto en un apartado previo en los animales hiperdxicos este efecto
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hipotensor sistémico de la hipoxia aguda es menor que en los controles y vemos

ahora que también es menor que en los hiperéxicos suplementados.

Tabla RIII. Efecto de un episodio de hipoxia aguda sobre la presién arterial pulmonar media (A) y

sistémica media (B) en animales controles, hiperdxicos e hiperdxicos suplementados.

A. Presion Arterial Pulmonar Media (PAP)

Grupo Experimental Control Hiperoxico | H. Suplementado
Condicién (n=12) (n=14) (n=13)
Aire 11.4+£0.9 12.3+1.2 10.6 +1.0
10% O, 14.5 +£1.3*** 13.1+1.4* 13.8 £1.1***
Recovery 11.4+0.9 128+14 11.0+1.0
Delta [(aire + R/2)] - 10% O> 3.07+£0.59 | 0.52+0.27++ 3.00 £0.26
B. Presion Arterial Sistémica Media (PAS)
PA Sistémica en Aire 126,7+6,3 1214+ 6,6 124,2+9,7
PA sistémica en 10% O» 81,2£5.7** | 945+ 7.2%** 74,2 £ 6,0%**
A PA aire - PA 10% O, 455+8,1 26,8 2,9+ 49.9%6.2

Valores medidos en mmHg. Los datos son medias = SEM de 12 a 14 datos. *p<0.05; **p<0.01;
***p<0.001 hipoxia (10% O») vs. aire (paired-student-t-test); *p<0.05; ***p<0.001 hiperéxico uvs.

controles e hiperéxicos suplementados (one way anova).

5.  PROPIEDADES ELECTROFISIOLOGICAS DE LAS CELULAS
MUSCULARES LISAS AISLADAS DE ARTERIA PULMONAR DE ANIMALES
CONTROLES E HIPEROXICOS PERINATALES

El hallazgo de que la hiperoxia abolia la VPH y de que la suplementacion
con dieta antioxidante la revertia nos llevé a establecer una colaboracién con el
Prof. Pérez-Vizcaino de la Complutense de Madrid, que es un experto reconocido
en el estudio de los mecanismos de regulacién de la VPH y de la fisiopatologia de
la hipertension. Para llevar a cabo estos experimentos realizamos las exposiciones a
hiperoxia en nuestro laboratorio y con los animales ya de =90 dias viajamos a
Madrid donde se realizaron los experimentos siguiendo protocolos habituales en
aquel laboratorio en células disociadas y cultivadas <12 h (Cogolludo et al., 2003;

Frazziano et al., 2011).
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La Figura R11 muestra el potencial de membrana (Em), la capacitancia (Cm)
y las relaciones densidad de corriente de K*/Em en el rango de potenciales de

membrana de -60mV a +60mV.

200+
~*=Control 180+
= Control ~°-Hiperéxicas ;¢ |
.(; 16 - m Hiperoxicas 140+
i = * [ |
10 14 £ 120
=15 T 12 3 100
E 5 £ 101 80
£ .25 £ 8 1
u o 60-
=30 6 -
-35 4
L
:g 1 “Control 2
=Hiperéxicas 0

-60 -40 -20 0 20 40 60 Em

Figura R11. Em, Cm y relacién densidad de corriente de K*- Em. Estos pardmetros han sido
obtenidos en células aisladas de segmentos de resistencia de AP (arterias de <400um de didmetro) de
animales controles e hiperdxicos perinatales. Los datos son medias + SEM de 6-8 valores individuales
obtenidos en el mismo ntimero de células.

Se observa que todos los parametros de las células en ambos grupos de
animales son comparables. El Em en controles fue -37 £ 3 mV y en hiperoxicos de -
35+ 1 mV (p>0.05). La Cm de la membrana fue de 14.4 + 0.2 pF en controles y de
13.1 = 0.3 pF en hiperodxicos (p<0.05), sugiriendo que las células de estos animales
son ligeramente més pequefias o ligeramente mas “leaky”. Finalmente las relaciones
densidad de corriente de K*/Em son superponibles en lo que podemos considerar
el rango fisiologico del Em, de -50/-40 mV a +20mV.

Obviamente, y dado el estado de la literatura (ver Introduccién), el aspecto
mas importante a determinar era si las corrientes de K* sensibles a la hipoxia que
poseen las células musculares de la arteria pulmonar se mantenian o no en los
animales hiperéxicos cuya respuesta de VPH estaba pérdida. Como puede verse en
la Figura R12 las corrientes de K* de las células de los animales hiperéxicos
conservan un componente que es sensible a la hipoxia y que representa un
porcentaje de las IK* totales comparable al que poseen las células de los animales

controles a los tres tiempos de exposicion hipdxica a los que se midi6.
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Figura R12. En la parte superior se muestran curvas I/V obtenidas en CMLAP de resistencia, a la
izquierda de animales controles y a la derecha de animales hiper6xicos; en el centro registros tipo de
corrientes de K* obtenidos en normoxia e hipoxia a Em de -60 a +60 mV en una célula control. En la
parte inferior, a la izquierda pueden verse las medias + SEM (n=3-6) de la inhibicién de la corriente
por hipoxia en células de animales controles e hiperdxicos; a la derecha despolarizacion media
producida por la hipoxia en células controles e hiperdéxicas (media + SEM de 3 datos individuales).

En primer lugar pensamos que carecia de sentido realizar experimentos
electrofisiologicos en animales hiperdxicos suplementados, ya que si con la
hiperoxia, aparentemente, no se alteraban las propiedades electrofisiolégicas de las
células no habia nada que revertir con la suplementacién. En segundo lugar, y con
caracter mas general, nos llevaron a preguntarnos si realmente los canales de K*
sensibles a la hipoxia son necesarios para la VPH o, mejor atn, nos permitirian
afirmar que dichos canales de K* (cualquiera que sea su identidad molecular; ver
Introduccién) si fueran necesarios no son suficientes para que exista una respuesta
celular integrada como es la contracciéon. ;Qué elemento de la cascada de

transduccién ha sido suprimido por la hiperoxia? (ver Discusion).

Dado que las ROS son consideradas elementos trigger o disparadores de la
VPH (ver Introduccién) medimos en tres preparaciones de arterias de resistencia
denudadas de endotelio de animales controles y otras tres de animales hiperéxicos

produccién de O2° con DHE (ver He et al., 2005; Frazziano et al., 2011).
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Segtuin puede verse en la Figura R13, aun cuando las sefiales son dispersas,
los datos sugieren que tampoco hay diferencias en la produccion de ROS, por lo
que habriamos de concluir como en el caso de las corrientes de K*: si la produccién

de ROS es condicién necesaria para la VPH, no es condicién suficiente.

Ante estos hallazgos y en funcién de las altas exigencias tanto de trabajo
como econémicas de estos experimentos, decidimos posponer este proyecto y

dirigirnos a lo que constituye el bloque 2 de este trabajo de Tesis Doctoral.

6. ESTUDIO DE LOS MECANISMOS MOLECULARES IMPLICADOS EN LA
RESPUESTA ADAPTATIVA DEL CC A LA HIPOXIA CRONICA

En esta segunda parte de mi Trabajo de Tesis Doctoral voy a presentar los
resultados obtenidos en los experimentos realizados con animales expuestos a HC
(10-11% O2), como modelo para el estudio de los mecanismos moleculares
implicados en la respuesta adaptativa del CC a la HC, bien por ascenso a grandes
alturas o por ciertas patologias respiratorias como la EPOC. Nuestra hipotesis es
que aquellos mecanismos que se encuentren alterados durante la adaptacién a la

HC pueden ser importantes también en la deteccion y respuesta a la hipoxia aguda.
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6.1 PARAMETROS VENTILATORIOS MEDIDOS POR PLETISMOGRAFIA EN
ANIMAL ENTERO

En primer lugar hemos comprobado si el patrén respiratorio de las ratas
expuestas a HC correspondia al esperado, de acuerdo a los datos previos de
nuestro laboratorio, es decir, si las ratas se habian aclimatado a la hipoxia
mantenida. Para ello hemos medido los pardmetros ventilatorios habituales
mediante pletismografia de cuerpo entero, empleando 10 ratas controles y 10 ratas

experimentales expuestas durante 7 dias a una atmosfera de 10-11% Ox.

La Figura R14 muestra los protocolos seguidos y los registros de los
pardmetros medidos tras someter a ambos grupos de ratas a diferentes estimulos

durante 10 minutos.
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Como podemos observar se produce un aumento significativo del volumen

corriente para todos los niveles de hipoxia en las ratas hipdxicas crénicas respecto a
las controles normoxicas. Por el contrario la frecuencia respiratoria no varia cuando
se comparan ambas poblaciones, aunque en ambos casos la frecuencia respiratoria
aumenta durante la aplicacion de hipoxias agudas de diferente intensidad e
hipercapnia. En resumen, hemos constatado que las ratas estan aclimatadas tras la

exposicion cronica a hipoxia sostenida en base a las diferencias observadas en la
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ventilacion total de los animales, debidas fundamentalmente al aumento del

volumen corriente inspirado sin cambios aparentes en la frecuencia respiratoria.

6.2 PARTICIPACION DE LOS CANALES DE CA2?* EN LA REMODELACION
SUFRIDA POR EXPOSICION A HIPOXIA CRONICA

Dado el caracter de continuidad de los experimentos de esta Tesis, en la
Figura R15 mostramos un resumen de los resultados previos del trabajo de Tesis

Doctoral de Ana I. de Caceres (2007).
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Figura R15. A y B. Sensibilizacién de la respuesta del CC de ratas expuestas a HC a diferentes
estimulos. C. Modelo de transduccién en el CC propuesto para la HC. (Tomado de Caceres, 2007,
Tesis Doctoral).

En primer lugar, aparte de los cambios morfolégicos documentados durante
la aclimatacién a hipoxias prolongadas y la induccién de algunas enzimas tales
como TH, se demuestran alteraciones funcionales Illamativas como la

sensibilizacién de la respuesta del CC a diferentes intensidades de hipoxia aguda,
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acidosis hipercapnica y estimulos despolarizantes. Se demuestra induccién de la
expresion de canales de Na* (Céceres et al., 2009) y se ha sugerido remodelacién de
los canales de Ca?* (Hempleman, 1996; Céceres et al., 2009). Estos efectos podrian
ser responsables del aumento de la excitabilidad de las CQ. En conjunto, los
resultados encontrados en dicho estudio sobre los cambios de la expresion de
diferentes canales llevaron a proponer un modelo de transduccién en el que el
aumento en la expresion de canales de K* tipo TASK (1 y 3) y de canales de Na*,
junto con un remodelado en la expresion de las subunidades a y f del maxi-K* e
inducciéon de HO-1, constituirian parte del mecanismo por el que aumenta la
sensibilidad de estos quimiorreceptores durante la aclimataciéon a la HC.

En cuanto a los canales de Ca?*, elementos clave en la transduccién hipdxica,
los de tipo L parecen seguir siendo los responsables de la entrada de Ca?* que
mantiene mas del 90% de la respuesta secretora evocada por la hipoxia aguda en
CC mantenidos en HC, al igual que sucede en los CC controles (Caceres, 2007;
Céceres et al., 2009). En conjunto los resultados de la Tesis de Caceres (2007)
sugieren que en HC no se modifica sustancialmente la homeostasis del Ca?* en el
CC de rata en lo que se refiere a Ca?* dependencia de la secrecion, a la dependencia
de voltaje de la entrada de Ca?* desde el medio extracelular y a la participacion
mayoritaria de canales tipo L en la entrada de calcio necesaria para promover la
respuesta secretora a la hipoxia. Sin embargo es posible que la HC pueda alterar

sus propiedades electrofisioldgicas o sus niveles de expresién o ambos.

Aunque no hemos podido realizar medidas electrofisiol6gicas de los canales
de Ca?* en CC de ratas en hipoxia crénica, hemos dedicado un primer grupo de
experimentos para medir la expresion de canales de Ca2* tipo L en las CQ de CC de

ratas en HC.

En la Figura R16A completamos un analisis previo realizado mediante RT-
PCR a partir de RNA extraido de CC controles e hipdxicos crénicos, mostrando la
presencia e induccion de la subunidad alC de los canales de Ca?* tipo L (Cay1.2) en
CC de ratas HC, pero no la de la isoforma alD (Cay1.3) (Céceres et al., 2009). La
Figura R16B muestra las bandas obtenidas por Western Blot con un anticuerpo
frente a la subunidad alC. Este andlisis de expresion proteica se realiz6 a partir de

CC congelados, homogenizados y fraccionados en geles de SDS-poliacrilamida al
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8% segun el protocolo detallado en Material y Métodos. Tras la transferencia
himeda y el bloqueo, las membranas se incubaron con un anticuerpo m-anti Cay1.2
(Santa Cruz Biotechnology, 1:250). Se utilizé como tejido control el ganglio cervical
superior (GCS) y la p actina como control endégeno de carga (abcam, 1:1000). Las
bandas visualizadas por quimioluminiscencia corresponden al tamafio esperado: =
220 KDa para Cay1.2 y 42 KDa para P actina. A pesar de que mediante RT-PCR se
observa una ligera induccién del canal Cay1.2 en CC en HC dichos cambios no
parecen correlacionarse con la expresion a nivel de proteina ya que en el Western

Blot no hay cambios apreciables (Figura R16B, parte inferior).
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Figura R16. Expresion de canales de Ca?* tipo L en CQ de CC de ratas norméxicas e hipdxicas
cronicas. A. RT-PCR de canales de Ca?* tipo L, Ca,1.2 y Ca,1.3, en CC de rata normoxica e hipdxica
crénica, con [ actina como gen endégeno. (Tomado de Caceres et al., 2009). B. Western blot de CC de
rata normoxica y GCS como tejido control (parte superior) y de CC de rata normoéxica frente a CC de
rata hipdxica crénica (parte inferior). C. Inmunocitoquimica de CQCC de rata normoxicas e HC.

Finalmente, para verificar la localizacién de estos canales en las CQ, se
realizaron experimentos de inmunocitoquimica en los que las imdgenes fueron
obtenidas por fluorescencia con doble marcaje con anticuerpos anti-TH y anti-

Cay1.2, a partir de cultivos de 24 horas tras la disociacién de CC de ratas controles e
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HC. En la Figura R16C se muestran imagenes seleccionadas de 2 campos, el panel
superior de células procedentes de CC normoxicos y el panel inferior de CC
hipéxicos crénicos. En verde aparecen marcados los canales Cay1.2 (FITC), en rojo,
la TH (Alexa-594) y en azul, los ntcleos (DAPI). La tltima imagen de cada panel
muestra la superposicion de los tres. Se observa una localizacién més ubicua de los
canales de Ca?* respecto a la TH (CQ), aunque todas las células TH positivas lo son
también para los canales Cay1.2. No hemos explorado los canales de tipo N porque

desde el punto de vista de la secreciéon hemos visto que no son relevantes.

6.3 PAPEL DEL AMPc EN EL CC DE RATAS HIPOXICAS

Aunque no descartamos un posible remodelado de los canales de Ca?*
dependientes de voltaje en el proceso de aclimataciéon, consideramos que los
resultados encontrados sobre homeostasis del Ca?*, incluida la expresion de canales
de Ca?*, no revelaban cambios significativos que explicaran la sensibilizacién a la
hipoxia. Los experimentos del grupo de Nurse realizados en CQCC de conejo
mantenidas en cultivo en hipoxia sugieren que al menos la induccién de canales de
Na* observada tras la exposicion a HC esta mediada por AMPc puesto que tales

efectos son mimetizados por andlogos del AMPc (Stea et al., 1992, 1995).

Dado que la hipoxia aguda produce aumento de los niveles de AMPc en el
CC al mismo tiempo que los agentes que elevan los niveles de AMPc en el CC de
conejo aumentan especificamente la liberaciéon de CA inducida por hipoxia (Pérez
Garcia et al., 1990, 1991), hemos analizado la posibilidad de que la respuesta
secretora aumentada en los CC sometidos a HC estuviera también mediada por
cambios especificos de AMPc en dichas condiciones y en la activaciéon de sus

principales efectores, la PKA y Epac.
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6.3.1 EFECTO DE LA HIPOXIA AGUDA SOBRE LOS NIVELES DE AMPc EN
CC DE RATAS MANTENIDAS EN HIPOXIA CRONICA SOSTENIDA E
INTERMITENTE

En primer lugar analizamos los niveles basales de AMPc y su activacién por
hipoxia aguda (7% O2) en CC de ratas expuestas a hipoxia crénica sostenida e

intermitente, comparandolos con CC de ratas controles normoxicas.

Para la realizacion de estos experimentos se procedi6 a la extraccion de los
CC y tras un periodo de preincubacién de 30 min. en un bafio metabdlico con
solucion Tyrode-bicarbonato (pH=7.4, gaseo con 95% O2/5% COy), se renovaron las
soluciones y se re-incubaron (durante 20 min) gaseando con 7% O2/5% CO»/resto
N2, en presencia de IBMX 0.5 mM para inhibir las PDE. Para la aplicaciéon del
estimulo &cido se han utilizado maniobras experimentales tales como eliminar (0
mM HCOs) o aumentarlo (96mM) mediante sustituciéon equiosmolar con NaCl,
gaseando con mezclas conteniendo 20% CO». Tras la homogenizacion de los CC 'y
extraccion del AMPc se procede a su cuantificacién mediante un ensayo en placa

que se realiza con un kit comercial de Amersham (cAMP Biotrak EIA System).

En la Figura R17 se muestran los niveles de AMPc medidos en condiciones
basales (95% O2) e hipdxicas (7% Oz) en CC de ratas expuestas a condiciones
ambientales normoéxicas, hipoxia crénica sostenida (HC) o hipoxia crénica

intermitente (HI).
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Figura R17. Efecto de la hipoxia (7% O:) en CC de ratas expuestas a HC e HI frente a animales
controles. A. Niveles de AMPc en fmol/CC. B. Valores normalizados por peso (pmol/mg tejido).
Los datos representan media + SEM para n=16 hembras C, HC e HI. Analisis estadistico mediante
two way anova (Bonferroni post test). ** p<0,01, *** p<0,001 vs 95% O, + p<0.05, ++ p<0,01, +++
p<0,001 vs Control.
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Como se puede observar en la grafica R17A, expresada en valores absolutos
como fmoles totales de AMPc en el CC, la hipoxia aumenta de forma significativa,
los niveles de AMPc tanto en ratas normoxicas (14144253 vs 486153 fmol/CC)
como en ratas en HI (1802+112 vs 446420 fmol/CC). En las ratas normoxicas, la
hipoxia multiplica estos niveles por un factor de 3 con respecto a los valores basales
y para las ratas en HI por un factor de 4, lo que nos indicaria una sensibilizacién de
los CC tras el tratamiento. En los CC tratados con HC los niveles de AMPc basales
estdn aumentados de forma significativa por un factor de mas del doble y apenas
aumentan tras la exposiciéon a hipoxia aguda (1526195 vs 12394135 fmol/CC).
Cuando se expresan los valores normalizados por mg de tejido (Figura R17B) las
diferencias entre grupos se hacen mas significativas. Los valores correspondientes a
los CC expuestos a HC disminuyen cuando se expresa por mg de tejido con

respecto a los otros dos grupos, debido a la hipertrofia del 6rgano.

Los datos de la Figura R18 obtenidos tras inhibir las AC transmembrana con
el 5Q-22536 y la AC soluble con el KH7 muestran que la acumulacién de AMPc en

el CC esta mediada por la activacion de la adenilato ciclasa.
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Figura R18. Efecto de los inhibidores de la AC transmembrana (SQ-22536) y soluble (KH?) sobre
el aumento de AMPc inducido por hipoxia aguda (7% O.) sobre CC de ratas controles. A. Valores
absolutos de AMPc (fmol/CC). B. Valores normalizados por peso (pmol/mg tejido). Los datos
representan media + SEM para n=8 en cada grupo C, HC e HI. Anélisis estadistico mediante one way
anova (Newman keuls post test). ** p<0,01, *** p<0,001 vs 95% Oy; ++ p<0,01, +++ p<0,001 vs 7% O,; -
p<0.05, --- p<0.001 vs 7% O+ KH7.

El inhibidor SQ-22536 a la concentracion de 100 pM produce una

disminucién del aumento de AMPc evocado por la hipoxia préxima al 90%
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(12.9+0.7 vs 26.4+2.1 pmol AMPc/mg CC), aproximandolo a los valores basales
(8.2£0.9 pmol AMPc/mg CC). El inhibidor de la AC soluble KH7 (10 pM) no
produce ningtn efecto significativo, al menos al expresar los resultados en valores
absolutos (1511117 vs 17594£196 fmol/CC), ni refuerza el efecto del SQ-22536. Ello
indicaria que la AC soluble, aunque presente en CQ (Nunes et al., 2009), no
participa en la transduccion hipdxica. No obstante, no podemos descartar su

participacion en la activaciéon del CC por la hipercapnia (Nunes et al., 2013).

6.3.2 EFECTO DEL pH /BICARBONATO SOBRE LOS NIVELES DE AMPC EN
EL CC DE RATA

Para chequear el posible papel de esta AC soluble en el CC como posible
sensor de pH/HCO; en la activacion del CC por acidosis hipercapnica, hemos
medido los niveles de AMPc en distintas condiciones de HCOs" y de pH. En la
Figura R19 mostramos los niveles de AMPc tras la estimulacién
acida/hipercapnica, variando el pH o la concentracion de bicarbonato, para
analizar las posibles modificaciones en los niveles de AMPc en condiciones s6lo de
acidosis (0 mM bicarbonato, pH=6.8), acidosis hipercdpnica (24 mM bicarbonato,
pH=6.8, gaseo 20% COy) o hipercapnia isohidrica (96 mM bicarbonato, pH= 7.4,
gaseo 20% CO).
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Figura R19. Efecto de la variacién en los niveles de bicarbonato y de pH sobre los niveles de
AMPc en el CC de ratas controles. A. Valores absolutos de AMPc (fmol/CC). B. Valores
normalizados por peso (pmol/mg tejido). Los datos representan media + SEM (n=8 ratas).
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Como puede observarse no existen variaciones significativas en los niveles
de AMPc en ninguna de las situaciones estudiadas: ni por acidificacién en ausencia
de bicarbonato (0 mM bicarbonato/sin CO, pH=6.8), ni por acidosis hipercapnica
(24 mM bicarbonato/20% CO, pH=6.8) ni por hipercapnia isohidrica (96 mM
bicarbonato/20% CO, pH=7.4). Estos resultados estdin en consonancia con
resultados previos en CC de conejo que muestran un aumento muy leve del AMPc
en condiciones de acidosis hipercapnica (Pérez-Garcia et al., 1990) y sugieren que
la ACs, si estd presente en las CQ, no tiene ningtn papel fisiolégicamente relevante
ya que no aumenta los niveles de AMPc en respuesta a la hipercapnia isohidrica ni
a la acidosis hipercdpnica, a pesar de ser un sensor de la concentraciéon de
bicarbonato. Dada esta falta de respuesta obviamente no hemos probado el efecto

del inhibidor KH7 como teniamos previsto.

6.3.3 PARTICIPACION DE LA ADENILATO CICLASA EN LA ACTIVACION
DEL CC POR LA HIPOXIA AGUDA: MEDIDA DE LA RESPUESTA
SECRETORA

En los experimentos que siguen hemos utilizado un enfoque experimental
que ha consistido en medir la respuesta integrada del CC para verificar la
implicacion de la via de sefializaciéon del AMPc en su activacion por diferentes
estimulos, hipoxia, acidosis y despolarizacion, en primer lugar en situacion de

normoxia y tras una situacion de hipoxia mantenida (HC).

En la Figura R20 se muestra el prototipo experimental, marcando
previamente los dep6sitos de CA con 3H-Tyr y comparando la respuesta secretora,
medida en periodos de 10 min, en ausencia o presencia de farmacos que potencien
o inhiban una via determinada. En concreto, en la Figura R20A se muestra el efecto
de inhibir la AC sobre el curso temporal de la respuesta a la hipoxia (barras rojas en
apartado E) en CC de ratas controles mientras que en la Figura R20B se muestra la

respuesta en CC de ratas hipdxicas crénicas.
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Figura R20. Efecto del SQ-22536 sobre la respuesta de las CQ a la hipoxia (7% O) y a alto K* (35
mM) en CC controles e HC. A. Efecto del inhibidor de la ACtm sobre la liberaciéon de CA inducida
por la hipoxia en CC de ratas norméxicas. B. Efecto del inhibidor de la ACtm sobre la liberacion de
CA inducida por la hipoxia en CC de ratas HC. C. Efecto del inhibidor de la ACtm sobre la liberacién
de CA inducida por alto K*. (35 mM) en CC de ratas norméxicas y D, en CC de ratas HC. E.
Liberacién evocada, expresada como % contenido del CC, en ausencia y presencia del inhibidor (SQ-
22536) en condiciones basales y de estimulacién hipéxica. (** p<0.01 vs control). F. Liberacién
evocada, expresada como % contenido del CC, en ausencia y presencia del inhibidor de la ACtm
(SQ-22536) tras la aplicacién de un estimulo despolarizante (35 mM K*). Los valores son medias de
12 CC £ SEM.
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El SQ-22536 a 100 pM produce una disminucién de la secrecion de SH-CA
sin alterar su curso temporal, tanto en CC controles como en hipdxicos crénicos. La
magnitud de la inhibicién se aprecia mejor comparando los cocientes de la
liberacion evocada, expresada en % del contenido, en los dos ciclos de estimulacién

(52/51) para CC controles e HC, tal y como se muestra en la Figura R20E.

Como puede observarse, el inhibidor de la AC no afecta a la secrecion basal
en ninguna de las dos situaciones experimentales utilizadas, pero inhibe la
respuesta secretora frente a la hipoxia en aproximadamente un 60% (0.31+0.05 vs
0.84+0.10; ** p<0.01) en CC de ratas controles manteniendo el mismo porcentaje de
inhibiciéon en CC de ratas HC (0.38+0.15 vs 1.05+0.17; ** p<0.01), aun cuando los
niveles basales y estimulados son muy diferentes en ambas situaciones como
puede apreciarse en la Fig. R20A y R20B. Por el contrario no afecta a la liberacién
inducida por el estimulo despolarizante de alto K*. (Figuras R20C, D y F)

revelando un efecto especifico de la AC-AMPc en la respuesta del CC a la hipoxia.

6.3.4 PARTICIPACION DE LA PROTEINA QUINASA A (PKA) EN LA
ACTIVACION DEL CC POR LA HIPOXIA AGUDA: MEDIDA DE LA
RESPUESTA SECRETORA

Una vez demostrada la participaciéon de la AC/AMPc en la cascada de
transducciéon hipéxica en el CC, quisimos demostrar si este aumento del AMPc
promovido por la hipoxia activaba a su vez la via de la PKA u otros efectores

alternativos, tal como habiamos descrito en CC de conejo (Rocher et al., 2009).

En la Figura R21A se muestra el efecto del inhibidor de PKA mas utilizado,
el H89, a dos concentraciones diferentes: 1 y 10 uM sobre la respuesta secretora al
7% Oa. Al analizar la liberacion evocada (Figura R21B), se observa que mientras
H89 a concentracién de 1 uM no afecta a la liberacion de 3H-CA, la aplicacion de
una dosis de 10 uM, usada habitualmente (Thompson y Wyatt, 2011), produce una

potenciacion muy significativa del estimulo hipéxico.

En la Figura R21C y R21D se muestra de forma andloga un curso temporal

de la liberaciéon de 3H-CA en CC de ratas expuestas a HC utilizando H89 a 1 o 10
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uM en el segundo ciclo de estimulacion hipéxica. Ambas dosis de H89 producen el
mismo comportamiento que en CC normoéxicos: la dosis baja no afecta
significativamente a la respuesta a la hipoxia y el efecto de la dosis alta parece
sospechosamente toxico. Esto nos llevé a pensar en posibles efectos inespecificos de
esta droga ya descritos; en concreto, se sabe que inhibe al menos otras 8 quinasas y
ademads posee un gran ntimero de efectos independientes de la PKA (Murray, 2008;

Lochner y Moolman, 2006; Di Benedetto et al., 2013).
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Figura R21. Efecto del H89 (1 y 10 uM) sobre la respuesta de las CQ a la hipoxia (7% Oz) en CC
controles e HC. A. Curso temporal del efecto del inhibidor de la PKA sobre la liberacién de H-CA
inducida por la hipoxia en CC controles (de ratas normoéxicas). B. Efecto sobre la liberacién evocada
en CC controles. C. Efecto del inhibidor de PKA en CC de ratas en HC. D. Efecto sobre la liberacién
evocada en CC de ratas en HC. (** p<0.01; *** p<0.001 vs 7% O). Los valores son medias de 12 CC +
SEM (one way anova, Newman Keuls post test).

Debido a estos resultados, probamos el efecto de inhibidores alternativos de
la PKA, asi como el de un activador de la misma. Entre ellos, hemos seleccionado el
KT-5720, inhibidor de la subunidad o de la PKA, y el Rp-cAMPs, andlogo del
AMPc, que inhibe de forma competitiva la activaciéon de la quinasa. Por tltimo,
como activador hemos utilizado el 6-Bnz-cAMP capaz de potenciar la sefializacion

mediada por PKA en otras preparaciones (Braun et al., 1998). En la Figura R22 se
observa que ni el KT-5720 (0,95+0,083 vs 0,74+0,02) ni el Rp-cAMPs (0,69+0,07 vs
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0,74+0,02) modifican la respuesta a la hipoxia de forma significativa en CC de ratas
en HC. En la misma gréfica se muestra la falta de efecto del activador especifico de
la PKA, el 6 Bnz-AMPc (0,66+0,16 vs 0,74+0,02). Estos resultados, en conjunto,
apuntan hacia la exclusién de la via de la PKA como via implicada en la cascada de
transducciéon del estimulo hipéxico y ratifican la idea de que el H89 a 10 uM

produce un efecto inespecifico sobre dichas células.

7% 0, Figura R22. Implicacién de la via
= 7:/" O+ KT-5720 2 uM AMPc-PKA en la respuesta a la
7% O+ Rp-cAMPs 0.1 mM hipoxia (7% O;) en CC de ratas

0 -
1257 EET7% O, + 6 Bnz-cAMP 200 uM hipoxicas crénicas. Efecto de los

inhibidores KT-5720 (2 uM) y Rp-
cAMPs (0.1 mM) y del agonista
selectivo 6 Bnz-AMPc (200 uM). Los
valores son medias de 12 CC + SEM.
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En la Figura R23 se recogen los resultados obtenidos con el inhibidor H89
sobre la estimulacién con alto K* (35 mM) en CC de ratas normoxicas e HC. Como
en el caso de la hipoxia, la dosis alta de H89 (10 pM) produce un aumento en la

secrecion opuesto al esperado.

35 v K* Figura R23. Estudio de la via AMPc-
=1+ H89 1 uM PKA en la respuesta a alto K*. (35 mM)
I + H89 10 uM en CC de ratas normoxicas e HC.

Efecto del inhibidor de PKA: H89 a las
dos dosis utilizadas (1 y 10 pM). Los
= valores son medias de 12 CC + SEM.
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Este aumento de la secreciéon no parece ligado a la inhibicién de la PKA ya

que la inhibicién de la sintesis de AMPc que conduciria a la inhibicion de la PKA
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no afecta a la liberacién inducida por K* (Figura R20). En resumen, los efectos de
los inhibidores de PKA en CC o no tienen efecto o cuando los hay, son

inespecificos.

6.3.5 PARTICIPACION DE LA PROTEINA EPAC EN LA ACTIVACION DEL
CC POR LA HIPOXIA AGUDA

Los hallazgos indicando que el AMPc potencia la respuesta secretora
promovida por la hipoxia de manera independiente de la via clasica de
sefializacion mediada por PKA nos llevaron a estudiar la via alternativa de
sefializacion por AMPc a través de proteinas Epac. Desde la década del 2000 se
conocia la regulaciéon de procesos exocitéticos por esta proteina, de forma
independiente de la PKA (Kang et al., 2003; Kashima et al., 2001; Sudhof, 2004), y
ademas, estudios previos de nuestro laboratorio en CC de conejo, la implicaban en

la via de sefializacion hipdxica (Rocher et al., 2009).

Para comprobar esta hipotesis, en primer lugar procedimos a medir el efecto
del tnico inhibidor de Epac descrito hasta ese momento, la brefeldina A (BFA),
sobre la respuesta a la hipoxia en CC de ratas normoxicas e hipoxicas. En la Figura
R24A se muestra el curso temporal del efecto de la BFA en CC de ratas normoxicas
y en R24C el cociente S2 (presencia)/S1 (ausencia) tanto en normoxia como en HC
para el estimulo hipéxico (7% O.). En CC de ratas normoxicas, la BFA inhibe
aproximadamente un 30% la liberacién de CA (0.53+0.07 vs 0.84+0.10); y en CC de
ratas en HC los resultados son similares (0,58+0,08 vs 1,05£0,17). Por el contrario, la
BFA no afecta la respuesta del CC al alto K*. (datos no mostrados) sugiriendo que

la via del Epac se activa de forma especifica por hipoxia.

136



>
©

—8-7% O, + SQ 100 pM
40009 —+— 7% Op+ SQ 100 pM + 8-pCPT-2"-O-Me-cAMP 0.1 mM

o o
O 40004 —a— 7%0, o N
0,
E —+—7%0, + BFA 100 uM E 3000
T 3000 T
7] N (7]
e} S 20004
8 20004 3
8 2
= 1000 = 10001
< < —7%0, — 7%0,
Q —7%0, —7%0, Q —sQ
x 09 BFA x 0 8-pCPT-2"-0-Me-cAMP
R v L) v L) v L) v L) v L) v L) v L) v © L) L) L L) L) L) L)
0 20 40 60 80 100 120 140 0 20 40 60 80 100 120 140
Tiempo (min) Tiempo (min)
C
© 1.25+
T 0,
3 - C37%0;,
$8 ™ = +100uM BFA
58 075 B +100uM SQ-22536
S g I + SQ-22536 100 pM +
g £ 050 8-pCPT-2"-O-Me-cAMP 0.1 mM
2 8
-' (J
< X 0.254
o
N
“  0.00-

Figura R24. Participacién de la via AMPc-Epac sobre la respuesta secretora a la hipoxia (7% O:) en
CC de ratas normoéxicas e HC. A. Efecto del inhibidor BFA (100 pM) sobre la respuesta al 7% Ox. B.
Efecto de la aplicacién simultanea del 8-pCPT-2"-O-Me-cAMP (0.1 mM) + SQ-22536 (100 pM). C.
Resumen S2/S1 como liberacién evocada con el inhibidor de Epac, BFA y el activador 8-pCPT-2"-O-
Me-cAMP junto con la inhibicién de AC. (** p<0.01; *** p<0.001 vs 7% O). Los valores son medias de
6-8 CC + SEM.

En un grupo nuevo de animales normoéxicos e hipdxicos, chequeamos el
efecto de un activador selectivo de Epac, el 8-pCPT-2'-O-Me-cAMP (ESCA), sobre
la respuesta al 7% O, no encontrando ningtn efecto significativo sobre dicha
respuesta (datos no mostrados). La ausencia de efecto del activador de Epac no nos
sorprendié ya que conociamos que a este nivel de estimulacion hipdxica el
aumento de AMPc end6geno es maximo, al menos en CC de conejo (Pérez-Garcia
et al., 1990) y, por tanto, la activaciéon endégena de la via del Epac deberia ser
también maxima o casi maxima. Por ello, en otro nuevo grupo experimental
comparamos el efecto del activador de Epac sobre CC tratados con el inhibidor de
la AC (5Q-22536) frente al efecto del inhibidor solo (Fig. R24B). Dichos
experimentos demostraron que el activador de Epac es capaz de revertir el efecto
de la inhibicién de la AC (0.63£0.05 vs 0.25+0.03; *** p<0.001), lo que demuestra la

presencia y funcionalidad de esta via en el CC tanto de ratas normoéxicas como
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hipéxicas, y su participacion en la sefializacion del estimulo hipéxico, confirmado

por su sensibilidad a BFA.

6.4 ANALISIS DE LA EXPRESION DE EPAC MEDIANTE WESTERN BLOT

El anélisis de expresion proteica mediante Western Blot se realiz6 a partir de
CC congelados, homogenizados y fraccionados en geles de SDS-poliacrilamida al
10%. La carga de los pocillos se realiz6 utilizando entre 4-6 CC por calle. E1 GCS se
utiliz6 como tejido control no quimiorreceptor. Una vez realizada la transferencia
hiimeda y el bloqueo, las membranas fueron incubadas con los anticuerpos
primarios monoclonales anti-Epac 1 y anti-Epac 2 (dilucién 1:100; Cell Signalling) y
anti-p actina (dilucién 1:5000 Abcam). Se utiliz6 la expresiéon de P actina como

control endégeno de carga.

Figura R25. A. Western blot
representativo de Epac 1 y

A Epacl (= -:‘ e 4 <«—— 100kKDa Epac 2 en CC y GCS de ratas
controles e HC. B. Analisis
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En la Figura R25 se visualizan bandas del PM esperado: #100 KDa para
Epac 1y Epac 2 y 42 KDa para P actina. Los experimentos fueron reproducidos 10-

12 veces probando diferentes anticuerpos, monoclonales y policlonales, para ambas
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isoformas de Epac. La optimizaciéon de las condiciones fue costosa debido al
pequeiio tamafio de la muestra de partida (50 pg/CC) y a la baja abundancia de

estas proteinas en el CC.

Epac 1 aparece como la isoforma mas abundante en el CC, pero dado que
cada isoforma se detecta con un anticuerpo diferente, en principio no seria un dato
concluyente. Epac 2 aparece como una banda desdoblada, mas dificilmente
perceptible en el inmunoblot. Para analizar los posibles cambios de expresion de
Epac tras el tratamiento hipéxico y dado el diferente tamafio de los CC norméxicos
e hipoxicos, los valores obtenidos se han normalizado por la carga de proteinas,
utilizando la densidad optica de las bandas de [} actina y calculando el cociente

Epac/p-actina, como se muestra en la Figura R25B.

No se observan cambios significativos en la expresion de Epac 1 (0,34+0,04
en HC vs 0,32+0,04 en controles). Respecto a Epac 2, s6lo la banda inferior muestra
un aumento de expresion del 40% tras el tratamiento con HC (0,21+0,02 en HC vs

0,15+0,02 en C; * p<0.05).

Estos datos son coherentes con el hecho de que Epac 1, a nivel de RNAm,
estd mds ampliamente distribuido que Epac 2, més restringido a los tejidos
neurales. Nuestros datos apuntan hacia una expresiéon predominante de Epac 1 de
forma constitutiva y de Epac 2 inducible por hipoxia. El desdoblamiento de Epac 2
podria deberse a la presencia de dos isoformas generadas por splicing alternativo
como se ha descrito recientemente: Epac 2A y Epac 2B (Niimura et al., 2009).
Aunque no estd claro si este patréon de expresion dindmica tiene alguna
importancia funcional, al menos sugiere distintos papeles para Epac 1y Epac 2 en

el CC.

6.5 LOCALIZACION DE EPAC MEDIANTE INMUNOCITOQUIMICA

Tras demostrar la expresién de las proteinas Epac 1 y Epac 2 en el CC de
rata, comprobamos si éstas se expresaban en las CQ. Para ello estudiamos su

colocalizaciéon con un marcador de CQ), la tirosina hidroxilasa (TH; Figura R26).
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Figura R26. Co-Localizacién de Epac 1y Epac 2 con TH mediante inmunofluorescencia en células

-

disociadas de CC de ratas controles e hipoxicas crénicas. A. Muestra la expresion de Epac 1 (verde)
y TH (rojo) en células de CC control y HC. B. Muestra la expresién de Epac 2 y TH en una
preparacién similar. En la dltima imagen de cada panel aparecen superpuestas las imégenes
anteriores (Merge). La incubacién sin anticuerpo primario (blanco) no dio sefial (datos no
mostrados).

En la Figura R26 se muestran las imagenes obtenidas mediante microscopia
confocal de fluorescencia en células disociadas de CC controles e HC con
anticuerpos anti-TH y anti-Epac 1 y anti-Epac 2. Se utilizaron los mismos
anticuerpos monoclonales que en los Western blots, anti Epac 1 (1:50) y anti Epac 2
(1:50) y con un anticuerpo policlonal anti-TH (1:1000). Los anticuerpos secundarios
anti-IgG (1:1000) estaban conjugados con Alexa 594 (rojo) y FITC (verde), a los que
se incluy6 DAPI (1:8000) para marcar los ntcleos. Como puede observarse en los
diferentes paneles, hay colocalizacion de Epac 1 y Epac 2 con TH, lo que indica su

presencia en las CQ de CC de rata, asi como una clara localizacién citoplasmatica
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tanto en las CQ de CC norméxicos como de HC. Otras células negativas para TH,

es decir no quimiorreceptoras, expresan también Epac 1y Epac 2.

6.6 EFECTO DE INHIBIDORES ESPECIFICOS DE EPAC 1 Y EPAC 2
SOBRE LA RESPUESTA DEL CC A LA HIPOXIA

En Octubre del 2012, cuando ya habiamos realizado los experimentos de
inhibicién con la BFA, aparecieron en el mercado nuevos inhibidores especificos de
Epac 1y Epac 2, a partir del trabajo de sintesis realizado por un laboratorio de Tejas
(Chen et al., 2012). Rapidamente, probamos el efecto de dichos inhibidores sobre la
actividad del CC de ratas normoéxicas con el propésito, primero, de ratificar los
resultados con BFA y segundo, comprobar si podiamos distinguir si los efectos
eran mediados por una u otra isoforma, para después ampliar el estudio a nuestro

modelo experimental de CC de ratas en HC.

En la Tabla RIV se muestran estos nuevos inhibidores de las proteinas Epac,

asi como su especificidad con respecto a una u otra isoforma.

Tabla RIV. INHIBIDORES DE PROTEINAS EPAC

Inhibidor Especificidad
ESI-05
4- Metilfenil- 2, 4, 6- trimetilfenilsulfona Inhibidor selectivo de Epac 2
HJC0197
4- Ciclopentil- 2- (2, 5- dimetilbencilsulfanil)- 6- oxo- Inhibidor de Epac 1 y Epac 2
1, 6- dihidropirimidina- 5- carbonitrilo
ESI-09
3- [5- (tert.- Butil)isoxazol- 3- il]- 2- [2- (3- Inhibidor de Epac 1 y Epac 2

clorofenil)hidrazono]- 3- oxopropanonitrilo

En primer lugar probamos los dos inhibidores de Epac que inhibian tanto a
Epac 1 como a Epac 2, ESI-09 y HJC0197, sobre la liberacién de CA evocada por 7%

O2. En la Figura R27 observamos que con ambos inhibidores, a las dosis
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recomendadas por los farmacélogos fabricantes, se produce un marcado efecto
sobre la liberaciéon basal independientemente de la aplicacion del estimulo,
sugiriendo un efecto téxico sobre el CC. Por tanto consideramos dichas sustancias

inadecuadas para nuestra preparacion.
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Figura R27. Efecto del inhibidor ESI-09 (10 uM) y HJC0197 (10 uM) sobre la liberacion de SH-CA
en respuesta al 7% O; en CC de ratas normoxicas. A y B. Cursos temporales de liberacion de CA con
aplicacién en el segundo estimulo de cada uno de los inhibidores. C y D Liberacién evocada de *H-
CA expresada como cociente S2/S1. Los valores son medias de 12 CC = SEM. (*** p<0.001 vs 7% Oy).

Respecto al tercer inhibidor, ESI-05, especifico de Epac 2, en la Figura R28 se
muestra su efecto a 10 uM (A) y 20 uM (B) sobre la liberaciéon de 3H-CA evocada
por 7% O, y en la parte C, la liberaciéon evocada de 3H-CA expresada como
cociente S2/S1 para las dos concentraciones utilizadas. Como puede observarse, la
aplicaciéon de 10 pM de ESI-05 no produjo ningtn efecto significativo, por lo que en
otro grupo experimental utilizamos una dosis de 20 uM, obteniendo resultados
similares. De estos resultados concluimos que o bien Epac 2 no participa en la
sefializacion de la cascada de transduccion del estimulo hipdxico, o bien la droga

no es adecuada para nuestra preparacion.
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Figura R28. Efecto del inhibidor de Epac 2, ESI-05 (10 y 20 uM), sobre la liberacion de 3H-CA en
respuesta a 7% O; en CC de ratas controles. A. Curso temporal de liberacién con una dosis de 10
UM, durante 30 min, en S2. B. Curso temporal de liberaciéon con una dosis de 20 uM, durante 30 min,

en S2. C. Resumen de la liberacién evocada de 3H-CA expresada como cociente S2/S1. Los valores
son medias de 12 CC + SEM.

En conclusién, puesto que el inhibidor especifico de Epac 2 no produce
ningtn efecto y los inhibidores de Epac 1 muestran un posible efecto téxico sobre el
CC, afectando a la liberacion basal, estos nuevos inhibidores sintéticos en principio
muy prometedores, no nos han permitido establecer la participacién de una o
ambas isoformas de Epac en la via de sefializacion activada por la hipoxia en el CC

de rata.
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6.7 EFECTO DE INHIBIDORES ESPECIFICOS DE AC Y DE EPAC SOBRE LA
RESPUESTA DEL CC A LA ACIDOSIS HIPERCAPNICA EN NORMOXIA E
HIPOXIA CRONICA

Los primeros resultados obtenidos en nuestro laboratorio respecto al estudio
de los efectos de la hipoxia crénica sostenida en el CC de rata (Caceres, 2007, Tesis
Doctoral) revelaron que no sélo se producia sensibilizaciéon de la respuesta a la
hipoxia aguda, sino que también ocurria, y en mayor grado incluso, en la respuesta
a la acidosis hipercapnica, tanto a nivel del CC in vitro como a nivel de ventilaciéon
en el animal entero. Aunque los resultados previos de nuestro grupo mostraron
que el estimulo &cido modificaba poco (Pérez Garcia et al.,, 1990) o nada (Figura
R19 de esta Tesis) los niveles de AMPc, el grupo de Nurse habia sugerido que el
aumento de AMPc en HC podia ser responsable de muchos de los efectos
observados en el CC mantenido en HC (Stea et al., 1992, 1995). Por ello, quisimos
probar si la via del AMPc/Epac pudiera participar en la sefializacion del estimulo
acido y por tanto en la sensibilizacion a la acidosis observada tras el tratamiento de

hipoxia sostenida.

En la Figura R29A se muestra el efecto de la inhibicién de la ACtm con SQ-
22536 sobre el curso temporal de liberacion de 3H-CA para un estimulo del 20%
CO:z (pH 6.6) en CC de ratas mantenidas en HC. Aunque el SQ-22536 no afecta a la
secrecion basal (5% COy), inhibe de forma significativa en mas de un 50% (0.31+0.57
vs 0.73£0.20 % contenido CC; ** p<0.01) la secreciéon inducida por la acidosis
hipercédpnica (20% CO.). En la Fig. R29B se demuestra ademas la reversiéon de
dicho efecto inhibitorio mediante el activador de Epac, el 8 pCPT-2"-O-Me-cAMP
(ESCA 100 uM). Hay que sefalar que dichos efectos s6lo se observan en CC de
ratas mantenidas en HC ya que ni el SQ-22536 ni el ESCA tienen efecto sobre CC de
ratas controles. El resumen de dichos resultados se muestra en la Fig. R29C en
forma de cocientes de la liberacién evocada en presencia o ausencia de dichas

drogas.

Estos datos en su conjunto nos llevan a concluir que la via AMPc-Epac no

participa en la transduccién del estimulo acido hipercapnico en el CC de ratas
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normoéxicas, pero parece estar fuertemente implicada en la sefializacion del

estimulo acido en los CC adaptados a la hipoxia crénica mantenida.
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Figura R29. Efecto del SQ-22536 y del 8-pCPT-2"-O-Me-cAMP sobre la respuesta de CC en HC a la
acidosis hipercapnica (20% CO; pH 6.6). A. Curso temporal y efecto del inhibidor de la ACtm (SQ-
22536) sobre la liberacién de 3H-CA inducida por acidosis. B. Efecto del 8-pCPT-2"-O-Me-cAMP
sobre la inhibicién por SQ-22536 en la respuesta a la acidosis. C. Resumen del efecto del SQ- 22536
sobre cocientes de liberacién evocada de *H-CA en condiciones basales y en acidosis hipercapnica (**
p<0.01 vs control).Los valores son medias de 12 CC £ SEM.

Como ya hemos sefialado en la Introduccién, recientemente se ha descrito la
presencia de una forma de AC soluble en el CC de rata. Puesto que se sabe que
dicha AC acttia en muchos tipos celulares como sensor de HCOs- nos propusimos
probar el efecto de un inhibidor especifico de esta ACs, el KH?7, sobre la respuesta
inducida por la acidosis hipercdpnica (20% CO,, pH 6.6), de forma aislada y de
forma conjunta con el inhibidor de la AC de membrana (SQ-22536). Como se
observa en la Fig. R30A y R30B, el KH7 aplicado a la dosis habitual encontrada en
la bibliografia (10 uM; Kumar et al., 2009), o de manera conjunta con el SQ-22536,

produce un aumento de secreciéon del 250% de forma independiente del estimulo.
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Datos muy similares se obtuvieron con un estimulo hip6xico, como se muestra en
la Fig. R30C, en CC de ratas hipdxicas crénicas pero también en CC normoxicos
(datos no mostrados), llevandonos a la conclusién de que el KH7 acttia de forma
inespecifica sobre las CQCC con efectos independientes de la ACs (Bitterman et al.,

2013; Tian et al., 2011).
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Figura R30. Efecto del inhibidor de la ACs (KH?7) sobre la respuesta secretora del CC frente a la
acidosis hipercapnica (20% CO,) en CC de ratas en HC. A. Curso temporal del efecto del KH7 solo
(linea rosa) o junto con SQ 22536 (linea azul). B. Resumen del efecto de KH7 y KH7 + SQ-22536,
sobre la respuesta del CC a la acidosis hipercapnica y a la hipoxia (C) expresada como cociente de
liberacién evocada S2/S1. Los valores son medias de 12 CC £ SEM. (*p<0.05; **p<0.01 vs control).

Recientemente se ha descrito que esta droga posee un efecto desacoplante en
la mitocondria que no esté relacionado con sus acciones sobre la ACs (Di Benedetto
et al., 2013). Esto cuestiona su utilidad para caracterizar la participacion de la ACs
en la cascada de transduccién &cida/hipercapnica en nuestra preparacion. No
podemos concluir si la ACs descrita en las CQCC (Nunes et al., 2013) contribuye o

no a la sefializacién del estimulo acido, actuando como posible sensor del HCO;-en
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dicha preparaciéon. Tampoco podemos descartar ni afirmar que la ACs esté
implicada en la sefializacion de la hipoxia aguda, aunque los resultados que hemos
obtenidos sobre la acumulacién de AMPc en CQCC nos llevan a descartar su

participacion (Figura R18).

Seguidamente hemos analizado la posible participaciéon de la PKA en la
respuesta del CC evocada por el estimulo acido, al ser una posible diana del
aumento de AMPc. Como puede observarse en el curso temporal mostrado en la
Figura R31A, la aplicacion de 1uM de H89 no produce ningtun efecto en la
actividad del CC mientras que la aplicacion de 10uM de H89 potencia la respuesta
secretora basal e inducida por el estimulo acido, de forma similar a como ocurre
con la respuesta a la hipoxia (ver Figura R21). En primer lugar, nos llamé la
atencion este efecto del H89 sobre la activacion del CC. Dado que en miocitos de la
vena porta de conejo se ha descrito que la actividad de la PKA constitutiva tiene
efecto inhibitorio en la actividad SOCC manteniendo dichos canales cerrados y la
estimulacion de los receptores B-adrenérgicos inhibe la actividad SOCC a través de
PKA, quisimos chequear si el efecto del H89 podia deberse a la desinhibicion de la
entrada capacitativa de Ca?* tal y como se ha descrito en otras preparaciones (Liu et
al., 2005), o a través de VOCC. Utilizamos conjuntamente el H89 con un inhibidor
de la entrada capacitativa de Ca?* (2-aminoeoxidifenil borato, 2-APB) y un
inhibidor de los VOCC (nifedipina). Como puede observarse en la Grafica 31, la
aplicacion de estas drogas junto con el H89 (10 pM) no revierte ni parcial ni
totalmente el efecto del H89, lo que nos llevo a descartar esta hipétesis. Finalmente,
en la Fig. 31C, se muestran los efectos del activador de PKA (6Bnz-cAMP), del
inhibidor de Epac (BFA) y del activador de Epac (8pCPT-2"-O- Me-cAMP) junto
con SQ-22536 sobre la respuesta inducida por acidosis hipercédpnica, expresado
como cociente S2/S1. Estos datos que solo son reproducibles en CC de ratas
expuestas a HC y no en CC normoxicos, son similares a los obtenidos cuando el
estimulo aplicado es hipoxia, excepto por la ausencia de efecto de la BFA. En
conjunto ponen de manifiesto, que durante la exposicién a HC, en los CC de rata
aumenta la produccién basal de AMPc y la via de sefializacion de este segundo
mensajero parece cobrar mayor importancia. No se llegaron a probar los

inhibidores de nueva sintesis por sus efectos toxicos sobre la secrecion basal.
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Figura R31. Efecto de la inhibicién de la PKA y del Epac sobre la respuesta de las CQCC al
estimulo acido/hipercapnico (20% CO; pH 6.6). A. Efecto del inhibidor de la PKA (H89 1 y 10 uM)
aplicado por separado o junto con Nifedipina (bloqueante de canales de Ca?* tipo L) y 2-APB
(inhibidor de la entrada capacitativa de Ca?*). B. Resumen del efecto de H89 expresado como
cociente S2/S1 junto con Nifedipina y 2-APB sobre la respuesta del CC de ratas en HC a la acidosis
hipercapnica (12 CC + SEM ** p<0.01 vs control). C. Efecto del activador de PKA, 6Bnz-cAMP, del
inhibidor de Epac, BFA, y del activador de Epac + SQ-22536 sobre la respuesta secretora inducida
por el estimulo 4cido hipercédpnico en CC HC. * p<0.05 vs 20% CO, pH 6.6; 12 CC + SEM.

6.8 ESTUDIO DE LA POTENCIACION DE LA RESPUESTA DEL CC A LA
HIPOXIA Y ACIDOSIS HIPERCAPNICA EN EL CC

Desde hace tiempo se conoce que en la génesis de la actividad

quimiorreceptora medida tanto a nivel del NSC o de la ventilacién, existe una
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interaccion positiva entre el estimulo hipéxico e hipercapnico de tal forma que la
respuesta a ambos estimulos combinados es aditiva o mas que aditiva en un amplio
rango de niveles de estimulacion hipéxica, produciendo las hipoxias mas severas
respuestas maximas independientemente de la intensidad de la estimulacién 4cida
(Fitzgerald y Parks, 1971; Lahiri y Delaney, 1975; Fitzgerald, 1976; Pepper et al.,
1995). Se cree que esta interaccion sucede a nivel de las CQ ya que en las células
PC12 de feocromocitoma (Taylor et al., 1999) y en las de médula adrenal neonatal
(Rico et al., 2005), la estimulacién &cida e hipdxica actdan sinérgicamente
promoviendo la secrecion de CA; en CQ aisladas la hipoxia y el estimulo acido son
también sinérgicos promoviendo aumentos de los niveles de Ca?* intracelular
(Dasso et al., 2000). Sin embargo, no se conoce si dicha interaccién ocurre también a
nivel de secreciéon de NT o en etapas mas tempranas de la cascada de transduccion.
Por esta razén hemos explorado con técnicas electrofisiolégicas y neuroquimicas la
relaciéon entre ambos estimulos a nivel de la respuesta eléctrica (Em) y secretora en
las CQ. Las medidas electrofisioldgicas se han realizado en colaboracién con la Dra.

Almaraz del Instituto de Neurociencias de Alicante.

La Figura R32A muestra el curso temporal de la liberacion de CA
promovida por los estimulos individuales en 3 grupos de CC en una primera
aplicacion del estimulo (7% Oz en dos grupos y 20% CO2/20% O en el tercero);
durante el segundo estimulo, dos de los tres grupos recibié de nuevo estimulos por
separado, pero al tercer grupo se le aplicoé simultdneamente un estimulo
acido/hipercapnico e hipéxico (linea discontinua verde), observdndose que la
respuesta es mas que aditiva. La cuantificacién precisa de la interaccién se muestra
en la Figura R32D donde se observa una liberaciéon de 0.7% del contenido de CA
para el estimulo acido, 3.2% para el estimulo hipéxico y 5.8% para ambos estimulos
combinados. La Figura R32B muestra los cambios en el Em de una CQ en cultivo,
durante la exposicién al estimulo 4cido (20% CO», pH 6.6), hipoxia (PO2 25 mm de
Hg) o los dos combinados. La Figura R32C muestra los cambios medios del Em
(AEm) a partir de 6-8 células expuestas a los citados estimulos. Como puede

observarse hay un efecto ligeramente mayor que aditivo también a nivel del Em.
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Figura R32. Sinergismo entre acidosis e hipoxia a nivel de las CQCC. A. Curso temporal de la
liberacién de 3H-CA de 3 grupos de CC: primer grupo estimulado 2 veces con hipoxia (7% O; linea
negra, PO,=46 mm Hg), el segundo estimulado dos veces con acidosis hipercapnica (20% CO, pH
6.6; linea azul); el tercero estimulado inicialmente con hipoxia, y con hipoxia + hipercapnia (linea
discontinua verde) durante el segundo estimulo. B. Registro del AEm de una CQ cultivada tras su
exposicién a soluciones &acidas hipercédpnicas (20% CO. pH 6.6), hipoxicas (hipoxia, PO,= 25-30
mmHg) e hipoxicas/acidas (Hyp + pH 6.6). C. Medias + SEM de los cambios observados en el Em de
6-8 células expuestas a los estimulos indicados. D. Liberacién evocada expresada como % del
contenido de H-CA en el CC antes de la aplicaciéon de los estimulos descritos en A (Media + SEM,
n=12; * p<0.01).

6.9 PARTICIPACION DE AMPc Y EPAC EN LA POTENCIACION DE LA
RESPUESTA DEL CC A LA HIPOXIA Y ACIDOSIS HIPERCAPNICA

A lo largo de este Trabajo de Tesis Doctoral hemos demostrado la
implicacion de la via del AMPc/Epac en varios mecanismos de sefalizacién tanto
en CC normoxicos como hipdxicos créonicos. En este punto nos hemos propuesto
probar la hipétesis de que la via de sefializacion mediada por AMPc-Epac podria
participar también en la respuesta sinérgica de las CQ al estimulo 4cido e hipdxico
combinado. La Figura R33A muestra que la interacciéon positiva entre la hipoxia
(7% O») y la acidosis hipercédpnica (20% CO», pH 6.6) est4, en efecto, mediada por
AMPc ya que la inhibicién de la AC elimina totalmente la potenciacion de la
liberacion de CA cuando el SQ-22536 se aplica 10 min. antes y durante el segundo
periodo de estimulacién. La Figura R33B muestra el resumen de los experimentos

expresado como cociente de la liberacién evocada en el segundo respecto al primer
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estimulo; la tercera columna muestra la reversion del efecto potenciador en
presencia del inhibidor de AC. La cuarta columna incluye el efecto del activador de

Epac, 8-pCPT-2"-O-Me-cAMP, sobre los niveles de AMPc inhibidos.
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Figura R33. Implicacion de AMPc/Epac en la potenciacion de la respuesta secretora a la
hipoxia/acidosis hipercipnica. A. Curso temporal de la liberacién de *H-CA inducida por dos
estimulos consecutivos en tres grupos de CC: hipoxia (7% O,) en ambos estimulos (linea continua;
n=6), hipoxia + hipercapnia (7% O, + 20% CO,, pH 6.6; linea punteada verde), e hipoxia + acidosis
hipercapnica en presencia de SQ-22536 (linea discontinua roja) durante el segundo estimulo. B.
Resumen del efecto del SQ-22536 sobre el efecto sinérgico de ambos estimulos combinados y su
reversion por 8-pCPT-2"-O-Me-cAMP, expresado como cociente S2/S1 de la liberacién evocada de
SH-CA (n=8; **p<0.01).

En conjunto, todos estos datos nos llevan a concluir que hay una interacciéon
positiva entre la hipoxia y el estimulo acido/hipercdpnico a nivel de la
despolarizacién de la membrana y a nivel de la respuesta secretora en las CQ. Esta
altima interaccidon esta mediada por una via de sefializacion dependiente de AMPc-

Epac.
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Discusion






Aunque este trabajo tiene dos partes bien diferenciadas ambas guardan
relaciéon con la cascada de sefializacion implicada en la respuesta celular a la
hipoxia. La primera constituye un estudio detallado de los efectos de la hiperoxia
perinatal sobre la funcién de dos tipos de células con sensibilidad a la hipoxia
tisiologica: las CMLAP y las CQCC. El objetivo principal fue estudiar la respuesta
vasoconstrictora desencadenada por las CMLAP en el estado adulto de estos
animales tras la exposicion hipéxica aguda, asi como analizar el estado redox
general de los mismos y el efecto de una dieta suplementada con antioxidantes
sobre dichas respuestas. Por otro lado también se estudiaron los efectos de la
suplementacion sobre la funcionalidad de las CQCC y su control sobre la
ventilacion. La segunda parte de este trabajo es un estudio de los efectos de la
exposiciéon a hipoxia crénica centrandonos en la funcionalidad de las CQCC y
analizando la participacion del AMPc en los cambios funcionales observados,
caracterizando las vias de sus principales dianas: PKA y Epac, asi como su
participacion en la respuesta secretora del CC desencadenada por hipoxia y
acidosis hipercapnica. Por altimo también se analizé la implicacién de la via de
sefializacion del AMPc-Epac en la potenciaciéon de la respuesta del CC ante la
exposicion simultdnea a hipoxia y a acidosis hipercdpnica. Se demuestra la
participacion de las proteinas Epac en la cascada de transducciéon hipodxica,

hipercédpnica/acida y en la de ambos estimulos aplicados simultdneamente.

En la Discusion que sigue analizaremos las distintas observaciones
experimentales que hemos hecho y sus posibles mecanismos y significado, para
concluir con algunas consideraciones concretas relacionadas con ambos modelos

experimentales.
1. EFECTOS DE LA HIPEROXIA PERINATAL

Una de las primeras observaciones de este estudio ratifica y amplia los datos
previos de Prieto Lloret (2005, Tesis Doctoral). Nuestros resultados muestran que la
hiperoxia perinatal no altera ni la frecuencia respiratoria, ni el volumen corriente
en la ventilacion basal ni en la respuesta ventilatoria a test de hipoxia o hipercapnia
en el animal adulto. Estos resultados estan en consonancia con los estudios de

Dauger y cols. (2003) y Wenninger y cols. (2006). Sin embargo, otros autores han
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encontrado diferencias, como Ling y cols. (1998) que describieron una disminucién
marcada en la respuesta a la hipoxia a los 4 meses de edad, recuperando dicha
respuesta a los 14 meses de edad de los animales hiperéxicos perinatales. Por el
contrario otros laboratorios (Fuller et al., 2002; Bavis et al., 2013) sostienen que esta
pérdida de la respuesta a la hipoxia es permanente y que no se recupera. Nuestros
datos en conjunto avalan resultados previos y muestran que a pesar de que las
funciones de los CC en los animales hiperdxicos estén disminuidas (capacidad
disminuida para sintetizar y liberar CA durante la hipoxia) la redundancia de la
actividad quimiorreceptora que alcanza el tronco cerebral (ver Prieto-Lloret et al.,
2004 para una discusion mas amplia) es capaz de mantener la ventilacién basal e
hipéxica (Figura R2). Adicionalmente, la capacidad normal de los animales para
responder a la hipercapnia (una respuesta mediada aproximadamente en un 60-
70% por los quimiorreceptores centrales; ver Gonzélez et al., 1994) podria indicar
que los mecanismos centrales que controlan la respiracién no estan afectados por la

exposicion hiperdxica.

Respecto a la respuesta del CC de las ratas expuestas a hiperoxia perinatal,
la liberaciéon de 3H-CA en respuesta a la hipoxia (Figura R3) observada fue
esencialmente superponible a la observada por Prieto Lloret: en los CC de animales
hiperoéxicos hay una fuerte disminucién de la liberacién evocada por la hipoxia sin
afectacion de la respuesta evocada por alto K*. Esto indicaria que el dafio molecular
producido por la hiperoxia en las CQCC ha de localizarse en una etapa previa a la
despolarizacién y a la entrada de Ca?*. En la tesis de Prieto Lloret, se ha mostrado,
y nuestros datos corroboran, que los CC de los animales hiperdxicos contienen
altas concentraciéon de CA enddgenas y se caracterizan por una baja sintesis de 3H-
CA y escasa liberacion frente a estimulos hipéxicos, implicando una utilizacién
lenta de las CA por las CQ. Prieto-Lloret y cols. (2004) y Kim y cols. (2013), han
interpretado estos hallazgos como que sélo sobrevive un porcentaje pequefio de
CQ (atrofia de los CC) respondiendo las que lo hacen de forma inadecuada
(respuesta secretora y cinética del aumento de Ca?* producido por la hipoxia

andmalas). Dado que las respuestas a alto K*e son normales, el dafio molecular
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producido por la hiperoxia ocurriria en una etapa de la cascada de transduccién

previa a la despolarizacion celular.

Datos previos de nuestro grupo estudiando el efecto de la hipoxia aguda
sobre la presiéon pulmonar registrada en una preparacién de pulmén aislado in situ
(Prieto Lloret, Tesis Doctoral, 2005) indicaban que la hiperoxia perinatal produce
una pérdida permanente y casi total (81%) de la VPH. Los experimentos realizados
en este trabajo en animal anestesiado intacto (Figura R4) verifican los datos de
Prieto Lloret y muestran que el APAP inducido por la hipoxia en los animales
hiperéxicos (Tabla R1) representa una disminuciéon de la respuesta hipdxica del

86% con respecto a los animales controles.

Segin resumimos en la Introduccién la hipoxia hipéxica de baja intensidad
aumenta la contractilidad cardiaca, pero a hipoxias mas intensas se produce un
efecto inotrépico negativo, con vasodilataciéon a todos los niveles, excepto a nivel
pulmonar donde aparece vasoconstriccion. La suma de todos los mecanismos
conduce a taquicardia, aumento del gasto cardiaco y vasodilatacién periférica. Con
hipoxia sostenida, el aumento del reflejo quimiorreceptor (aclimatacion) disminuye
la taquicardia y normaliza el gasto cardiaco frente al consumo total de O,. Por
tanto, la interpretacion de nuestros hallazgos en animal anestesiado requiere la
consideracion de los efectos sistémicos de la hipoxia. Dado que la hipoxia produce
vasodilatacion e hipotension sistémicas y que la VPH registrada en animal intacto
se ve atenuada, jpodrian ser atribuibles estas diferencias encontradas en la VPH
entre animales controles e hiperdxicos perinatales a efectos sistémicos, es decir a
una vasodilatacion sistémica exagerada que redujera el gasto cardiaco de forma
exagerada? Para poder excluir o no esta posibilidad, medimos de forma simultdnea
la PA sistémica y la VPH tanto en animales controles como hiperéxicos perinatales.
Los datos que se muestran en la Tabla RI ratifican el efecto hipotensor sistémico de
la hipoxia, pero excluyen que exista una hipotension sistémica exagerada en los
animales sometidos a hiperoxia perinatal, que sea la responsable de las diferencias
con respecto al grupo control, ya que los valores obtenidos son del mismo rango en
ambos grupos de animales. De hecho, la hipotension sistémica en el grupo

hiperéxico es menor, descartando como hemos dicho que sea la responsable de la
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casi total pérdida de la VPH. En su conjunto, pues, los registros de la VPH y de la
PA sistémica ratifican el efecto obtenido en la preparacion aislada in situ e indican
que la exposicion perinatal a una atmosfera hiperéxica produce la pérdida
permanente de la capacidad de las AP para responder a la hipoxia. Finalmente
queremos sefialar que los datos obtenidos en nuestro estudio indican que el modelo
experimental es reproducible, al menos en lo que hace referencia a la funcionalidad

del CC y de los vasos pulmonares.

Tradicionalmente la hiperoxia se relaciona con dafio oxidativo mediante un
aumento de los niveles de ROS, en particular O>- (Halliwell y Gutteridge, 2007).
Aunque algunos autores midiendo proteinas carboniladas en plasma no han
encontrado diferencias significativas en los animales sometidos a hiperoxia y la
suplementacion dietética con vitamina E o el mimético de superéxido dismutasa
manganeso III, (MnTMPyP), no revierte las alteraciones inducidas por la hiperoxia
en el CC (Bavis et al.,, 2008), nosotros decidimos comprobar alguno de estos
aspectos midiendo los niveles de GSH y GSSG. Schafer y Buettner (2001), han
sefialado que el estado redox del par GSSG/2GSH es un indicador importante del
ambiente redox celular, ya que su concentraciéon es muy alta en comparacién con la
de los demas pares redox. Estos autores también indican que los cambios en el
potencial redox calculados a través de la ecuaciéon de Nernst, asi como la capacidad
reductora (concentracién de la especie reducida del par, GSH) son factores
principales en la determinacién del estado biol6égico de la célula (apoptosis,
diferenciacion...). Nuestros resultados sobre el potencial redox mostrados en la
Figura R5 demuestran que el Egsy esta disminuido de forma significativa en
pulmoén e higado siendo normal en cerebro. A 90 dias, sin embargo, los animales
tenian valores normales de GSH, GSSG y Ecsu. Estos datos indican que hay estrés
oxidativo durante la primera semana de vida en estos animales sometidos a
hiperoxia perinatal, en pulmén e higado, mostrando el cerebro un comportamiento
especifico y wuna aparente proteccion especial frente al dafio hiperéxico.
Posteriormente, al alcanzar el animal el estado adulto, deben de existir mecanismos

compensatorios que hacen que dicho estado oxidativo desaparezca.

La expresion de la GPx es potencialmente regulable por los niveles de ROS

(ver Halliwell y Gutteridge, 2007; Quintero et al., 2013), pero tal y como se observa
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en la Figura R6, la exposicién perinatal a hiperoxia no modifica los niveles de
actividad de la enzima en ninguna de los tejidos estudiados. Parece, por tanto, que
la expresion de GPx no se induce en situacién de hiperoxia, tal y como ocurre en
otras situaciones de dano oxidativo (ver Quintero et al., 2013 para referencias).
Puesto que existen miultiples vias interconectadas para detoxificar y eliminar las
ROS dentro de la célula (Sen, 1998, Moini et al.,, 2002; Rochette et al., 2013),
podemos sugerir la implicaciéon de varias de ellas por otros mecanismos que no

alteren la expresion enzimética de la GPx.

La existencia de un estado de estrés oxidativo en los animales hiperéxicos a
los 7 dias de edad, nos llevé a realizar un nuevo grupo de experimentos con
animales sometidos al mismo tratamiento hiperdxico pero suplementados con dieta
antioxidante (acido lipoico y vitamina E) durante el tiempo que duraba la
exposicion hiperéxica. Aunque la medida de a-tocoferol en plasma mostré que la
hiperoxia no alteraba dichos niveles y que la dieta antioxidante tampoco lo hacia,
los datos mostrados en la Figura R8, nos indican que la suplementacién fue eficaz a
la hora de corregir la disminucién del Ecsy en pulmén e higado a los 7 dias, sin
modificar sustancialmente los niveles totales de glutatiéon. El cerebro, como ya
hemos comentado, posee un comportamiento especifico y la suplementacién
produjo un cambio oxidativo permanente tanto a los 7 como a los 90 dias. Cabria
preguntarse porqué este érgano posee un comportamiento especial. Tal y como
algunos grupos han sefialado (Stvolinsky et al., 1999; Rajanikant et al., 2007), podria
deberse a una mayor concentracién de carnosina, que es un dipéptido endégeno
que se expresa de forma mayoritaria en cerebro y corazén y posee un
comportamiento neuroprotector frente al dafio isquémico-oxidativo tipicamente

producido por un aumento de las ROS en el proceso hipoxia-reoxigenacion.

Una vez encontrados los efectos favorables de la aplicaciéon de una dieta
antioxidante en los animales sometidos a hiperoxia perinatal sobre el Ecsy en
pulmoén e higado en etapas iniciales de la vida de los animales, estudiamos si este
tratamiento era capaz de corregir o restituir de algin modo las alteraciones

funcionales producidas por la hiperoxia en la circulacién pulmonar (VPH) y en el
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CC. El anadlisis de las respuestas ventilatorias (Tabla RII) mostr6 que salvo una
pequeiia excepcion para la hipoxia del 12% de O, la suplementacion no modificaba
de forma significativa los pardmetros ventilatorios obtenidos en los animales
hiperéxicos suplementados con respecto a los otros grupos experimentales. A su
vez, la pérdida de respuesta del CC a estimulos hipdxicos, pero no a los estimulos
despolarizantes inespecificos (Figura R10A) no se recuperaba tras Ila
suplementacion con antioxidantes. Este hecho junto con la normalidad de la
respuesta ventilatoria (Tabla RII), nos lleva a concluir que la ventilacién en
normoxia y en hipoxia se mantienen merced a la redundancia de la informacién

que desde el CC llega al tronco del encéfalo.

Otra observacion realizada hace referencia al papel del AMPc en el CC de
animales controles, en los que aumenta por un factor de =3 al aplicar un estimulo
hipoéxico del 7% O (ver también Pérez-Garcia et al., 1990). En animales hiperdxicos
se pierde esta respuesta y la dieta antioxidante no revierte el efecto de la hiperoxia
perinatal (Figura R10). Estos hallazgos implican que tanto la regulacién aguda de
la funcién de las CQCC como la regulacion a largo plazo de la expresion génica
mediada por AMPc (via CREB; Lim et al., 2000) se habrian perdido en los animales
hiperéxicos. Dado que el AMPc aumenta la liberacion de catecolaminas del CC en
respuesta a la hipoxia sin afectar a la liberacién inducida por la aplicacién de alto
K*e (Pérez-Garcia et al., 1991), y dado que la hiperoxia disminuye la liberacién
inducida por la hipoxia sin afectar la liberacién inducida por alto K*., pensamos
que ambas observaciones estan causalmente relacionadas: la incapacidad de las CQ
para liberar CA en respuesta a la hipoxia en animales hiperéxicos podria deberse a
su imposibilidad para generar AMPc. En este mimo sentido apuntan dato
recientemente obtenidos en nuestro laboratorio en el CC de cobaya: la hipoxia no
induce respuesta secretora en el CC de cobaya ni tampoco aumenta los niveles de
AMPc frente a estimulos hipéxicos. En términos operativos y como propuesta de
futuros experimentos consideramos que de las maultiples adenilato ciclasas de
membrana, puede existir una isoforma que sea regulada por hipoxia de forma
aguda cuya expresion o funcién estaria reprimida por la hiperoxia y quizas en CC

de especies animales insensibles a la hipoxia.
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El estudio de la VPH en los animales hiperdxicos con dieta suplementada
(Tabla RIIIA), nos llevé a uno de los descubrimientos mdas novedosos e
importantes del presente trabajo: aunque la hiperoxia perinatal provoca una
pérdida permanente de la VPH, asociada con un estado oxidativo temprano en el
pulmoén, la dieta rica en antioxidantes durante la exposicion a hiperoxia revierte
ambos pardmetros, el estado redox y la VPH. La recuperacion de la VPH fue

independiente de los efectos sistémicos de la hipoxia aguda (Tabla RIIIB).

En conjunto, nuestros datos sugieren que la exposiciéon hiperdxica abole la
expresion de algunos elementos de la cascada de transducciéon hipdxica
indispensables para que se desarrolle la VPH. Como en el caso de las CQCC
(Prieto-Lloret et al., 2004; Kim et al., 2013), los datos de las Figuras R3 a R10 (con la
excepcion de R7, esquema) indican que el elemento no expresado en las CMLAP
de los animales hiperéxicos estd upstream de la despolarizacién y de la entrada de
Ca?* a través de canales de Ca?* operados por voltaje. Los estudios previos de
Prieto Lloret utilizando 4-AP (un agente despolarizante que inhibe las corrientes
Kv, conduciendo a la despolarizaciéon celular y a la activacion de los canales de
Ca?* operados por voltaje, entrada de Ca?* y activacion de la contraccion;
Olschewski et al., 2002; Cogolludo et al., 2005) mostraban que esta droga generaba
un incremento en la PAP que era casi idéntico en las ratas controles e hiperdxicas.
Si los canales de Ca?* operados por voltaje y la maquinaria contractil funcionan con
normalidad, cabria preguntarse si las corrientes de K* sensibles a la hipoxia que
poseen las CMLAP se mantenian o no en los animales hiperdxicos cuya respuesta
de VPH estaba abolida. Para contestar dicha pregunta se realizaron medidas
electrofisiologicas en CMLAP aisladas de estos animales. Como muestran las
Figuras R11 y R12 no se observan cambios en ninguno de los pardmetros medidos
(Em, Cm y relacion densidad de corriente de K*- Em) sefialando también que los
componentes de las corrientes de K* sensibles a O, son comparables en CMLAP
controles y en CMLAP de animales hiperéxicos (Figura R12). A su vez, los
experimentos sobre la produccién de Oz~ en arterias de resistencia denudadas de
endotelio de animales controles e hiperéxicos utilizando DHE (Figura R13),

muestran que tampoco hay diferencias en la produccién de ROS. Estos hechos nos
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llevarian a la conclusién de que si las corrientes de K* y la producciéon de ROS son

condiciones necesarias no son condiciones suficientes para disparar la VPH.

Todos los resultados concernientes a esta parte nos llevan a preguntarnos
cudl es el elemento dafiado tras el tratamiento hiperéxico perinatal y la respuesta a
la que llegamos es que por el momento no se conoce. Sin embargo, podemos hacer
algunas consideraciones basadas en la literatura actual que nos permiten
aproximarnos a los mecanismos implicados. Como ya se ha mencionado, una
primera consideracion es que la presencia de corrientes de K* sensibles a O2 pueda
ser un elemento necesario pero no suficiente para generar de un modo completo la
VPH. Sylvester et al. (2012) tratarian esto de diferente manera: puesto que los
canales Kv estdn disefiados para oponerse a la despolarizaciéon causada por otros
canales, la inhibicién hipdxica de IK* puede permitir, méds que provocar, que tenga
lugar la despolarizacion hipéxica. Por otra parte, Plathosyn et al. (2006) han
mostrado que Kv1.5, que se expresa en células de misculo liso de AP y
mesentéricas, estd inhibido por la hipoxia sélo en las CMLAP, llevandoles a la
conclusiéon de que las propiedades como sensor de Oz no residen en la entidad
molecular del canal, sino que podria ser una propiedad especifica del medio
celular, o en otras palabras, podria depender de un sensor de O expresado
especificamente en las CMLAP, tal y como parece ser el caso en las CQCC (ver
Gonzalez et al.,, 2009). Aparte de las similitudes (corrientes de K* sensibles a
hipoxia, respuestas calcio dependientes, bajo umbral hipdxico,...), la maquinaria de
transduccién hipéxica en las CQCC y en las CMLAP es diferente en otros aspectos.
Por ejemplo, mientras que los depositos intracelulares de Ca?* no participan en la
génesis de las respuestas en las CQCC frente al estimulo hipodxico (Buckler y
Vaughan-Jones, 1994 a; Vicario et al., 2000 b), la rianodina (una droga capaz de
vaciar los depositos intracelulares de Ca?* al unirse a los receptores de IP;) inhibe
los aumentos en la [Ca?*]; inducidos por la hipoxia asi como la contraccién en
arterias aisladas y respuestas presoras en pulmones aislados, aunque no siempre
de una forma completa (ver Sylvester et al., 2012). El vaciado de los depositos con
cafeina aumenta aun mas la inhibicion de la tensién desencadenada por la hipoxia

(alrededor de un 80%), en varias especies, llevando a la conclusiéon de que la
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hipoxia libera el Ca?*; de los depésitos sensibles a rianodina por un mecanismo
intrinseco a la musculatura lisa de los vasos pulmonares sin la necesidad de un
flujo de entrada de Ca?* (Dipp et al., 2001; Dipp y Evans, 2001). Curiosamente, la
sefial de Ca?*; desencadenada por la hipoxia en soluciones carentes de Ca?* consiste
en un pico de Ca?* transitorio con pérdida de la respuesta mayor y otro de tipo
estacionario y la aboliciéon de la VPH o su reduccién a una pequefia contracciéon
transitoria (Dipp et al., 2001, Wang et al., 2005). Por otro lado, la expresién
preferente en las arterias de resistencia del complejo implicado en la entrada de
Ca?* operada por depésitos (STIM1 y ORAI-1), y el hecho de que la supresiéon de su
expresion con siRNA reduzca la respuesta intracelular de Ca?* en las CMLAP a una
pequefa corriente transitoria similar a la observada en ausencia de Ca?* (Lu et al,,
2009; Ng et al., 2010) ha llevado a proponer un papel crucial para el(los) canal(es)
Ca?* operados por depésitos en el aumento de Ca?* intracelular de tipo sostenido y
en la VPH (ver Sylvester et al., 2012). Por lo tanto, la pregunta se mantiene jqué es
lo que dafa la exposicién hiperdxica para que se produzca la casi total eliminacién
de la VPH? El debate actual nos conduce a vislumbrar dos alternativas diferentes

(Figura D1).

1)

Canales de K* sensibles a O, y canales
de Ca?* operados por voltaje

| Sensor de O, |—> | Seiial de acoplamiento |

. -
Sensor de 0,A | —— | Senal de acoplamiento | — Canales dezl( sensibles a O, y canales
de Ca?* operados por voltaje

7

o

Figura D1. Esquema propuesto del proceso de transduccién hipéxico en las CMLAP que
desencadena la VPH.
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1) Existe en las CMLAP una tnica sefial que emana del sensor de O> y que
se manifiesta de una forma divergente hacia los canales de K* sensibles a O> y hacia
la maquinaria de liberaciéon de los depodsitos de Ca?*. 2) Hay dos vias
independientes de sefializacion: dos sensores de O2 con vias paralelas, una hacia los
canales de K* sensibles a Oz y los canales de Ca?* operados por voltaje que parecen
no estar afectados por la exposicién hiperdxica, y la otra via de sefializaciéon hacia la

maquinaria de liberacién del Ca?* de los depositos.

Sea como fueren las cosas parece evidente que el sensor de O, o las vias de
acoplamiento o entrada de Ca?* operada por voltaje, son elementos potencialmente
alterados. Es importante esta consideracion porque la expresiéon de STIM1 y ORAI
(u otras isoformas) es medible y puede constituir un objetivo directo de futuras
investigaciones. En cualquier caso parece que hay un silenciamiento epigenético
inducido por el estrés oxidativo provocado por la hiperoxia (ej. Nanduri et al,,
2012; Patterson et al., 2012; Hayes y Knaus, 2013), y lo més importante es que
cualquiera que sea la identidad del gen silenciado, el silenciamiento es revertido
por el tratamiento antioxidante (Figura R8 y Tabla RIII) lo que ayudaria a

identificar el factor perdido o dafiado.

Desde un punto de vista clinico, nuestros datos apuntan hacia la
recomendacion de asociar la terapia con O, en neonatos con una administraciéon
juiciosa de antioxidantes. Adicionalmente, recomendariamos que cuando se haga
frente a enfermedades pulmonares o cirugia toracica (ver Introduccién), la historia
médica debe ser meticulosa en cuanto a lo que se refiere a una posible

administracién previa de Oz en el periodo perinatal.

2. EFECTOS DE LA HIPOXIA CRONICA

La segunda parte de esta Tesis Doctoral muestra los efectos de la hipoxia
cronica en la funcionalidad de las CQCC, centrdndonos principalmente en la
participaciéon de la via AC-AMPc-Epac y su posible implicacién en la respuesta

adaptativa del CC a la HC o a aclimatacién a grandes alturas.
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Los periodos prolongados de hipoxia inducen multiples respuestas celulares
(Bunn y Poyton, 1996) como consecuencia de una disponibilidad reducida de Ox.
Respuestas comparables se producen en enfermedades que cursan con hipoxia
prolongada: EPOC, insuficiencia cardiaca congestiva o la apnea del suefio como
patologia asociada a la HI. La exposicién a HC provoca la hipertrofia de los CC de
ratas con un aumento del 80% de su peso y un incremento de su tamafio y de su
vascularizaciéon. También se produce un aumento proporcional de  actina y una

induccién de la enzima TH de 3 veces (Caceres, 2007, Tesis Doctoral).

La hipoxia, mediante la interaccién con el sensor de O, y a través de la
cascada de transduccién sobre distintos efectores induce genes, factores de
transcripcion, canales iénicos, transportadores y enzimas, dando lugar a una
remodelaciéon adaptativa encaminada a restaurar el funcionamiento normal del
organismo en situaciones de baja disponibilidad de O». En la Figura D2 se muestra
un esquema del proceso de aclimatacién en el ser humano tras la exposicién a
hipoxias prolongadas, sefialando con una linea discontinua la ventilaciéon basal a
nivel del mar. También se muestran las situaciones asociadas con la HC, asi como
los distintos factores que contribuyen al remodelado.

Los cambios morfolégicos del CC parecen traducirse en modificaciones en la
actividad del CC. La exposiciéon a HC (Fig. R14) muestra que las ratas sometidas a
hipoxias del 10-11% O durante 7 dias hiperventilan mas que las controles cuando
se les aplican hipoxias agudas de distinta intensidad e hipercapnia. Este aumento
de la ventilacién se debe a un incremento en el volumen corriente respecto a los
animales controles, sin variaciones en la frecuencia respiratoria. Como la
hiperventilaciéon producida por la hipoxia estd mediada exclusivamente por los
quimiorreceptores arteriales (el CC mayoritariamente), podemos deducir que se
produce una hiperfuncionalidad y sensibilizacién en los CC de las ratas sometidas
a HC. Estos datos verifican estudios previos y corroboran que el protocolo
experimental que hemos aplicado para el estudio de la aclimatacion de las ratas a la

HC es el adecuado.
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ACLIMATACION A HIPOXIA CRONICA

Aclimatizacion

Hipoxia
erdnica

Adaptacion

del 5eno o vertiacion)

Respussta a la hipoxia
(descargas er el nervio

Horas Dias Afos Varios affos

SITUACIONES HIPOXIA CRONICA: REMODELADQ DEL CC POR
‘ HIPOXIA CRONICA:
- Altitud
-Enfermedades cardiorespiraterias: = Hipertrofia del CC
= Aumento de excitabilidod de

+ Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica céhuloz tipe 1 '
+ Enfermedad Cordiaca Congestiva *  Up/Down-regulacién de conales

- Apmea del suefio idnicos y enzimas

Fig D2. Aclimatacién y adaptacién de la respuesta hipdxica tras la exposicion a HC en humanos y
animales de experimentacién. Se muestra un aumento de la ventilacién como respuesta a una
reduccion en la PO,. En humanos nacidos a nivel del mar (linea punteada) y que ascienden a grandes
alturas, la aclimatacion permanece durante toda la vida. En animales de experimentacién, la
aclimatacién tiene una duracién variable y no siempre esta bien establecida, pasando a continuacién
a una etapa de adaptacién o hipofuncionalidad del reflejo quimiorreceptor con un retorno hacia
valores basales. En la figura también se describen las situaciones de HC asi como los efectos mas
significativos del remodelado del CC por la HC.

La hipertrofia observada en los CC de animales expuestos a HC se debe en
parte al gran aumento de la vascularizacion en esta situacion (Laidler y Kay, 1975;
Clarke et al., 2000) con tamafios 3-4 veces superiores vs a los de las ratas
normoxicas y una coloracién rojiza mucho maés intensa, estando mediado el efecto
por un aumento de expresiéon durante la hipoxia del factor de crecimiento del
endotelio vascular (VEGF) (Chen et al., 1998), que a su vez se encuentra regulado
por el factor inducible por hipoxia HIF-1a (Forsythe et al., 1996). En condiciones de
normoxia HIF-1a es hidroxilado por las enzimas prolil hidroxilasas en los residuos
de prolina 402/564, lo que conduce a su interaccién con la proteina de von Hippel-
Lindau (pVHL), promoviendo su ubiquitinacién y posterior degradacion en el
proteasoma de HIF-1 (Figura D3). Hay que sefialar en este proceso, que realmente
la proteina sensora de Oz no es el factor HIF-1 por si mismo sino la familia de

enzimas prolil hidroxilasas que hidroxilan como hemos visto HIF-1 a en
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condiciones de normoxia y favorecen su degradaciéon. En ausencia de O, HIF-1 a
se acumula rapidamente y dimeriza con HIF-1 3 para poder ser vehiculizado al
ndcleo y actuar como factor de transcripcion, unirse al DNA vy facilitar el
reclutamiento de cofactores (p300/CBP). La translocacion del heterocomplejo HIF-1
al ntcleo y su unién a regiones especificas de la region promotora conocidas como
elementos de respuesta a la hipoxia (HRE) conduce a la activaciéon de familias
especificas de genes que tienden a restaurar la situacion perniciosa provocada por
la hipoxia. Entre ellos se encuentra el gen de la EPO (Bunn y Poyton, 1996;
Semenza, 2000) que provoca la eritropoyesis tipica de los individuos sometidos a

HCy el VEGF (Forsythe et al., 1996).

NORMOXIA

HYPOXIA

transcription

o
>

nucleus

Figura D3. Degradacién del Factor inducible por hipoxia (HIF)-la en condiciones norméxicas
frente a su estabilizacién con la hipoxia. En la parte superior se muestra lo que sucederia en
normoxia: las enzimas prolil hidroxilasas (PHD) en presencia de O, hidroxilan HIF-1a, que de esta
forma puede unirse a la proteina de von Hippel Lindau (pVHL). Esta asociacién promueve la
poliubiquitinacién de HIF-1a y posibilita su posterior degradacién en el proteasoma 26-S. En la parte
inferior se describe lo que sucederia en una situacién hipoxica: la falta de oxigeno previene la
hidroxilacién de HIF-1a por las PHD, conduciendo a su estabilizaciéon. HIF-1a en estas condiciones
puede migrar al nticleo y asociarse con HIF-1p y el cofactor p300/CBP. El complejo-HIF-1 se une a la
regién promotora de genes que contengan elementos de respuesta a la hipoxia (HRE) induciendo su
transcripcion, estos genes poseen secuencias centrales 5-ACGTG-3' en su regién promotora.
(Tomado de Balligand et al., 2009).

En el CC, uno de los genes que sufre sobreexpresion mediada por HIF es el

de la TH implicada en la sintesis de CA (Norris y Millhorn, 1995), lo que junto con
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el hecho de que la hipoxia aumenta la estabilidad del RNAm de TH (Czyzyk-
Krzeska et al., 1992) hace que ésta pueda ser utilizada como marcador en la HC.
HIF regula ademas la expresion de otros genes implicados en el control vasomotor
como la NO sintasa (NOS) (Palmer et al., 1998) o la hemooxigenasa 1 (HO-1) (Lee et

al., 1997) y numerosos genes que participan en el metabolismo de la glucosa.

Ademas de los cambios morfolégicos durante la aclimatacién a hipoxias
prolongadas, también tienen lugar alteraciones neuroquimicas y funcionales. Las
células tipo I del CC se vuelven mas excitables, aumentando la sensibilidad del
6rgano a test de hipoxia aguda. Los resultados encontrados sobre la expresiéon de
diferentes canales en el trabajo de Caceres (Tesis Doctoral, 2007), llevaron a nuestro
grupo a proponer un modelo de transduccién en el que el aumento en la expresion
de canales de K* tipo TASK y de Na*, junto con un remodelado en la expresiéon de
las subunidades a y B del maxi-k e induccién de HO-1 constituyen parte del

mecanismo por el que aumenta la sensibilidad del CC durante la aclimatacién a la

HC.

Aunque no se saben los mecanismos por los que ocurren estos procesos de
sensibilizacién a la HC, los experimentos previos del grupo de Nurse (Jackson y
Nurse, 1995; Stea et al., 1992, 1995) en CQCC de conejo en cultivo (Stea et al., 1992,
1995) muestran que la HC induce canales de Na* (aumento de la densidad de las
corrientes hasta 6 veces por encima de los valores encontrados en normoxia) siendo
el efecto reproducido por andlogos permeables de AMPc (dibutiril AMPc y Ns,O>'-
dibutiriladenosina 3',5'-ciclica) y por FSK. Estos autores proponen que la induccién
de canales observada asi como el aumento de excitabilidad eléctrica y la
movilizaciéon de Ca?* en las células tipo I estdn mediados por AMPc, hecho que ha
justificado el punto de partida de esta segunda parte de la Tesis donde se han
analizado las implicaciones de la via AMPc-PKA-Epac en la cascada de

transduccion hipéxica de las CQCC sometidas a hipoxias sostenidas.
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Posteriormente se han visto también remodelaciones en los canales de Ca?*
(Hempleman, 1996). Puesto que los canales de Ca?* son elementos clave en la
cascada de transduccién hipéxica (Obeso et al., 1992; Gonzalez et al., 2003), hemos
verificado si existian modificaciones en dichos canales tras la hipoxia crénica.
Trabajos previos del grupo (Rocher et al., 2005) muestran la participacion de
canales de Ca?* voltaje dependientes en CQ de CC de conejo de los tipos L y P/Q.
Posteriormente en experimentos realizados en CC tras la exposicion a HC se
comprobd que en tal situacién no se modifica la Ca?* dependencia de la secrecién,
la dependencia de voltaje de la entrada de Ca?* a la célula y la participacion
exclusiva de canales tipo L en la respuesta a la hipoxia (Céceres et al., 2009).
Ademas, los datos de RT-PCR mostraron la presencia e induccién de la subunidad
alC de los canales de Ca?* tipo L (Cay1.2) en CC de ratas hipdxicas crénicas, pero
no la de la isoforma alD (Cay1.3) (Céceres et al., 2009). En el presente trabajo
hemos comprobado mediante Western Blot tales resultados. Las bandas obtenidas
mediante esta técnica se corresponden con el tamafio molecular esperado para la
proteina (220 KDa para Cay1.2) y la inmunocitoquimica demuestra colocalizacién
de los canales con la TH, pero no se observan diferencias apreciables en los CC de
los animales en HC con respecto a los controles. El aumento de expresion a nivel de
mensajero y no a nivel de proteina indica desde luego que la hipoxia crénica
produce cambios en la cinética de transcripcién-transduccién-degradaciéon cuyo
significado ultimo se nos escapa pero que no justifican por si mismos el aumento

de excitabilidad del CC.

Como ya hemos mencionado reiteradamente, los hallazgos del grupo de
Nurse (Stea et al., 1992), in vitro, indicaban que la HC induce canales de Na* y que
el AMPc mimetiza los efectos de la hipoxia. El hecho de que se produzca un
aumento de los niveles de AMPc cuando los CC se someten a hipoxia, junto con el
hecho de que los agentes que elevan los niveles de AMPc en el CC de conejo
aumentan especificamente la liberacion de CA inducida por hipoxia (Pérez Garcia
et al., 1990, 1991), nos ha llevado a analizar la posibilidad de que la respuesta
secretora potenciada en los CC sometidos a HC estuviera también mediada por

cambios especificos del AMPc en dichas condiciones y en la activacién de sus
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principales efectores, la PKA y el Epac. En la Figura R17 se resumen los efectos de
la hipoxia aguda sobre los niveles de AMPc en las ratas normoéxicas, en ratas
expuestas a HI y en HC. Se observa una potenciaciéon del efecto en el caso de las
ratas HI, sugiriendo que el AMPc puede mediar la sensibilizaciéon que la HI
produce (Gonzalez Martin et al.,, 2011). Mientras que para el grupo en HC, los
niveles basales de AMPc estan ya aumentados y la aplicacién a mayores de la

hipoxia aguda no produce aumentos adiccionales siginificativos.

Los resultados en CC de animales normoxicos estdn en consonancia con
estudios previos del grupo (Pérez Garcia et al., 1990, 1991; ver también Delpiano y
Acker, 1991; Wang et al., 1991). Los experimentos mencionados de Pérez-Garcia et
al. (1990) se realizaron tanto en presencia como en ausencia de Ca?*. Los CC
incubados en medios con Ca?* al 10%O; exhibian un aumento marcado en su
contenido de AMPc. A PO; de 46 mmHg (7% O2) el efecto de la hipoxia era
maximo, alcanzando valores 7 veces superiores a los tejidos controles incubados a
660 mmHg (Fig. 20). En el medio sin Ca?*, los niveles basales de AMPc eran
aproximadamente la mitad de los observados en los controles en medios con Ca?*,
lo que sugeria la existencia de dos componentes en el aumento de AMPc
desencadenado por la hipoxia: uno dependiente y otro independiente de Ca?*., de
modo que la disminucién de la PO parece activar directamente al sistema
generador de AMPc (la AC). En el medio que contiene Ca?* hay un aumento
adicional que reflejaria la activacién de la AC por los NT liberados (Cachero et al.,
1996).

Los datos aqui presentados sobre el efecto de los inhibidores de la AC
transmembrana (SQ-22536) y soluble (KH7) sobre el aumento de AMPc inducido
por la hipoxia aguda (7% O) en CC de ratas controles (Figura R18) indican que
solo la ACtm participa activamente en el proceso de transduccién del estimulo
hipéxico, ya que su inhibidor especifico abole aproximadamente el 90% del
aumento de AMPc inducido por la hipoxia, equipardandolo a los niveles basales,
mientras que el inhibidor de la ACs, no produce ningan efecto, a pesar de que
dicha enzima ha sido identificada recientemente en las CQCC (Nunes et al., 2009).

Resultados posteriores de este mismo grupo (Nunes et al., 2013) han confirmado
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nuestras observaciones y descartan a la ACs como elemento transductor en la
cascada de transduccion hipdxica en el CC de rata.

A pesar de descartar la participacion de la ACs en la cascada de
transduccién hipdxica hemos evaluado su participacion en la cascada de
transducciéon del estimulo 4cido ya que se habia propuesto como posible sensor
para cambios rapidos en la [HCOs] (Nunes et al., 2009). Los resultados mostrados
en la Figura R19 descartan también esta posibilidad ya que no se aprecian
diferencias significativas en ninguna de las condiciones de hipercapnia 4cida
utilizadas. Ello est4d en consonancia con los datos de estudios mas recientes donde
se muestran que la ACs no tiene ningtn papel fisiolégico significativo en la
produccién de AMPc en respuesta a la hipercapnia isohidrica en el CC (Nunes et
al., 2013). Estos autores encuentran que la expresion relativa del RNAm de la ACs
es menor que la de la ACtm, no hay cambios dependientes del tiempo en el AMPc
en presencia o ausencia de KH7 variando la [HCOs] y no hay efecto sobre la
actividad de la PKA en presencia de diferentes [HCOs-/CO>]. Estudios previos de
nuestro laboratorio (Pérez Garcia et al., 1990) muestran un aumento muy leve del
AMPc en condiciones de acidosis hipercapnica, siendo ademds dependiente de la
presencia de Ca?', lo que sugiere que el estimulo acido no activa la AC
directamente sino a través de las acciones de los NT liberados, a diferencia del
estimulo hip6xico capaz de aumentar los niveles de AMPc en medios carentes de
Ca?*.

Como ya hemos mencionado, el incremento de la acumulaciéon de AMPc
inducido por hipoxia en medios carentes de Ca2* es reflejo del aumento de la
actividad de la AC localizada en las CQCC, lo que llevé a nuestro grupo a
proponer un modelo de transduccion del estimulo hipéxico acoplado al sistema
AC-AMPc (Figura 20) (Cachero et al., 1995, 1996) que complementaba al propuesto
inicialmente en CQCC y que todavia estd vigente (Gonzalez et al., 1992, 1994). La
baja PO» origina una sefial sobre el sensor de O; inhibiendo la corriente de K* y
activando la AC. La inhibicién de la corriente de K*, activa canales de Ca2*
dependientes de voltaje conduciendo a la entrada de Ca?" y al aumento de la
[Ca%*]i. El aumento de Ca?* intracelular activa la maquinaria exocitética y el

aumento de los niveles de AMPc modula la corriente de K* y la maquinaria

169



exocitética haciendo la estimulacion hipdxica mas efectiva. En resumen el AMPc
activaria la cascada de transduccién hipdxica al menos en 2 pasos diferentes: 1)
inhibirfa las corrientes de K* sensibles a O> conduciendo a una potenciacion del
estimulo hip6xico y 2) modularia la maquinaria exocitética de las CQCC.

Aunque los andlogos permeables de AMPc inhiben la corriente de K*
sensible a hipoxia (Lopez-Loépez et al., 1993), el nucledtido no es necesario para la
inhibicién de las corrientes de K* por la hipoxia, ya que como hemos citado, en
estudios previos se ha visto que la PO> es capaz de reducir la probabilidad de
apertura de los canales de K* sensibles a O, en parches de membrana, en
configuracion inside-out perfundidos con solucién salina (Ganfornina y Loépez-
Barneo, 1991) a diferencia de lo que ocurre en las células gustativas (Avenet et al.,
1988). El efecto activador del AMPc sobre la maquinaria exocitética fue demostrado
por el hecho de que la liberacién de CA inducida por ionomicina, un ionéforo de
Ca?*, era potenciada por FSK.

Otro punto a sefialar es que la cascada de transduccién del estimulo
hipéxico es compleja e implica a un gran nimero de NT. Muy recientemente,
Conde y cols. (2008) han presentado evidencia farmacolégica directa de que las
cascadas de transduccion de los receptores de adenosina A2B y los de dopamina
D2, convergen para controlar los niveles de AMPc en las CQCC y su velocidad de
liberacion de CA, de modo que los agonistas de los receptores de dopamina D2
inhiben la producciéon de AMPc en el CC y los agonistas de los receptores de
adenosina A2B la potencian. La interpretaciéon es que ambos receptores podrian
ejercer acciones opuestas sobre la AC y por lo tanto sobre los niveles de AMPc.
Adicionalmente puede hipotetizarse un acoplamiento receptor-receptor a nivel de
la membrana plasmatica entre los receptores A2B y D2. Este acoplamiento
disminuiria la afinidad de los receptores D2 para la DA cuando los receptores A2B
estuvieran ocupados por adenosina, y por lo tanto la adenosina liberada

endégenamente estaria activando en normoxia la liberaciéon de CA de las CQ.

Para la determinacién de la actividad de las CQCC, existen varios enfoques
experimentales como son el estudio de los mecanismos de membrana mediante

electrofisiologia, el estudio de las variaciones en la [Ca?']; y el analisis de la
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respuesta neurosecretora. Siguiendo este dltimo enfoque de respuesta integrada,
considerada el output tltimo de la transducciéon sensorial en las CQCC, hemos
tratado de verificar si la via de sefializacion AMPc-PKA-Epac estaba implicada en
la cascada de transduccion del estimulo hipdxico, del estimulo acido o bien en
aquellas situaciones donde ambas estimulos ocurren de manera simulténea.

La inhibicion de la ACtm disminuye aproximadamente el 60% de la
secrecion de *H-CA evocada por la hipoxia (Figura R20) sin alterar su curso
temporal, tanto en CC controles como HC. El uso de este farmaco no afecta ni a la
secrecion basal, ni a la liberaciéon inducida por el estimulo despolarizante de alto
K*. (Figuras R20) revelando un efecto especifico de la AC-AMPc en la respuesta del
CC a la hipoxia. Estos datos estan en consonancia con estudios previos del grupo
(Pérez Garcia et al., 1990) que mostraban que la incubacién de los CC con 30 mM
de K* y 60 mM de K* en presencia de IBMX provocaba un aumento de AMPc,
mientras que en los medios con IBMX y libres de Ca? ninguna de las
concentraciones de K* modificaba los niveles de AMPc. Ademas, la FSK (un
activador de la AC) potenciaba la liberacién inducida por hipoxia y no la inducida
por alto potasio (Pérez Garcia, 1991) indicando que el alto K* no activa la adenilato
ciclasa directamente, sino a través de la accién secundaria de los NT liberados
(Pérez-Garcia et al., 1990; Cachero et al., 1996; Rocher et al., 2009). Luego podemos
concluir que la hipoxia es el tnico estimulo en el CC capaz de activar la AC de un
modo directo y que la mayor ganancia de la hipoxia para desencadenar la

liberaciéon de NT estd mediada por un mecanismo dependiente de AMPc.

Puesto que el efector clasico de la via de la AC-AMPc es la PKA, nuestro
siguiente objetivo, una vez demostrada la implicaciéon de la AC en la cascada de
transduccion hipoéxica, fue estudiar su participacién. Para ello utilizamos un
inhibidor de la misma (H89; Hidaka et al, 1991) a una dosis habitual en la
bibliografia (10 pM; Thompson y Wyatt, 2011). El resultado obtenido como muestra
la Figura R21, fue una gran potenciacion de la liberaciéon basal de CA tanto en CC
normoéxicos como HC, hecho que nos hizo sospechar que se trataba de un efecto
toxico de la droga, motivo por el cual decidimos emplear una dosis mas baja (1

uM). Dicha dosis no produjo ninguna modificaciéon en la respuesta secretora del
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CC. Recientemente se ha puesto en duda la especificidad del H89 para inhibir a la
PKA (Lochner y Moolman, 2006) ya que se ha encontrado que esta sustancia es
capaz de inhibir también al menos 8 quinasas diferentes (MAPKAP-K1b, MSK1,
KBa, SGK, S6K1, ROCK II, AMPK, y CHK1) en un 80-100% cuando se utiliza a una
dosis 10 pM. La utilizacion de otros inhibidores (KT-5720 y Rp-cAMPs) vy
activadores (6-Bnz-cAMP) de la via de la PKA (Figura R22) tampoco modificé la
secrecion de CA frente al estimulo hipéxico, llevandonos a excluir la participacion
de la PKA en la cascada de transducciéon hipoéxica. Estos resultados estdn en
consonancia con estudios previos del grupo (Rocher et al., 2009) realizados sobre
CQCC de conejo, donde el uso de los inhibidores de la via de la PKA (H89, KT-5720
o Rp-cAMPs) no produjo ningin efecto sobre la liberacion de CA con el estimulo

hipéxico descartando la participacion de esta via de sefializacion.

El hecho de descartar la participacion de la PKA como diana de los
aumentos del AMPc en el CC nos llevé a estudiar otros posibles efectores del
AMPc, en concreto de la cascada descrita recientemente para AMPc mediada por
proteinas Epac (Seino y Shibasaki, 2005). Utilizando el tnico inhibidor de Epac
inicialmente disponible, la brefeldina A (BFA), encontramos que ésta era capaz de
inhibir un 30% la liberacion de CA tanto en CC de ratas normoxicas como HC, sin
afectar la respuesta del CC al alto K*,, sugiriendo que la via del Epac se activa por
hipoxia. Esta sugerencia fue verificada por el uso de 8-pCPT-2'-O-Me-cAMP, un
activador especifico de Epac (Figura R24), que no activa a PKA. Dicho activador es
capaz de revertir el efecto del inhibidor de la AC (S5Q-22536). Los datos
experimentales sugieren por lo tanto que los mecanismos implicados en la
potenciacion de AMPc de la liberacion hipdxica estan mediados por Epacs (o
factores de intercambio de nucleétidos de guanina regulados por AMPc o cAMP-
GEFs). Las proteinas Epac estan implicadas en maltiples procesos celulares. Uno de
los primeros papeles asignados a Epac, y en particular a Epac 2 es la regulacion de
la exocitosis de insulina, sugiriendo que esta cAMP-GEF podia ser una diana
farmacolégica relevante para el tratamiento de la diabetes (Kang et al., 2003;
Kashima et al., 2001). Se sabe que las GTPasa tipo Ras: Rapl y Rap2 son los
efectores directos de Epac (Bos et al., 2003; Somekawa et al., 2005). Los efectos mas

relevantes de la via Epac-Rap en nuestro contexto, se refieren a la dindmica de
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vesiculas o granulos secretores, facilitando el predocking y docking de los mismos y
por tanto facilitando la secrecion. En otros sistemas (e.g., cardiomiocitos,
McConnachie et al., 2006) Epac facilita el anclaje de AKAP en dominios especificos
de la célula y su unién con AMPc, lo que permitiria compartimentalizar la accién
de este segundo mensajero. El mecanismo molecular de accién de las Epacs sobre
la secrecién y neurotransmision lo recoge el esquema de la Figura D4 modificada
de Holz et al. (2006) donde se muestra que el AMPc ejerce sus efectos a través de
Epac 2, que forma un heterodimero con Rim 2, una molécula que interacciona con
la GTPasa Rab3A, que juega un papel central en la regulaciéon de la exocitosis
dependiente de Ca?*. A través de un mecanismo todavia no definido, el AMPc
actta a través de Epac 2 para permitir que Rim 2 promueva el cebado de los
granulos secretores, convirtiéndoles en granulos eficaces y activos para la
liberacion (Ozaki et al., 2000; Seino & Shibasaki, 2005). Como Rab3A esta localizada
en la superficie citoplasmatica de los granulos secretores anclados en la membrana
plasmatica, su habilidad para reclutar heterodimeros de Rim 2 y Epac 2 podria
explicar la accion del AMPc sobre el aumento de tamafio del pool facilmente

liberable de los granulos secretores disponibles para la exocitosis (Seino &

Shibasaki, 2005).

Fig D4. Interacciones de Epac 2 con
proteinas asociadas a granulos secretores.
En el modelo Epac 2, Rim 2 y Piccolo
Rab3A forman un complejo macromolecular que
interacciona con la forma unida a GTP de
Rab 3A para regular el cebado y la
exocitosis de los granulos secretores (SG).

GTP

Este modelo también puede aplicarse a las

terminaciones nerviosas presinapticas en
las cuales las vesiculas sindpticas se
encuentran en una estrecha asociacion con
Rim1. (Modificada de Holz et al., 2006).

Al unirse a AMPc, los dominios GEF de Epac catalizan el intercambio de
GDP por GTP en pequenas proteinas de union a GTP, lo que conduce a su
activacion. Ozaki y cols. (2000) demostraron que la accion secretagoga de Epac2
resultaba de su interaccion directa con proteinas asociadas a los granulos
secretores, Rim2 y Piccolo. Al mismo tiempo, a través de una proteina pequena de

unién a GTP diferente, Rap-1, Epac puede conducir a la activacién cascada abajo de

173



la quinasa regulada por la sefial extracelular (ERK) y la quinasa activada por

mitégeno (MAPK) y la modulacion de los canales de K* (Yuan y Chen, 2006).

Nuestra hipotesis propone que la maquinaria exocitética o los canales de K*
pueden ser las dianas para la regulacion independiente de la PKA mediada por
AMPc durante la estimulacién hipdxica, ya que como han mostrado los
experimentos previos del grupo, los analogos de AMPc (dibutirilcAMP) mimetizan
la hipoxia inhibiendo las corrientes de K* en CQCC de conejo (Lopez-Lopez, 1993).
Otras dianas potenciales de Epac como los canales de Ca?* y los depdsitos
intracelulares podrian ser excluidos en el caso de las CQ porque los analogos de
AMPc no modifican las corrientes de Ca?* en las CQ (Lépez-Loépez, 1993) y porque
los depositos de Ca?* intracelular parecen tener una importancia minima en el
control de los niveles de Ca?* libre (Vicario, 2000 b; Conde, 2006 b). Los canales
anionicos y las uniones tipo gap en las CQ también estdn reguladas por AMPc pero

no se sabe si esta regulacion es dependiente o independiente de PKA.

En este trabajo demostrado también, por primera vez, que Epac 1 y Epac 2
se expresan en el CC de rata (Figura R25) en las CQ (Figura R26) y que, por tanto,
una de ellas o ambas pueden mediar el efecto potenciador descrito. Se ha citado
que en la rata, el RNAm de Epac 1 esta ampliamente expresado, mientras que el
RNAm de Epac 2 estd mads restringido a los tejidos neurales. La proteina Epac
parece estar regulada durante el desarrollo en el SNC de la rata, siendo Epac 1 la
isoforma dominante en tejidos embrionarios, pero estd disminuida (down regulada)
en tejidos adultos. Por el contrario, Epac 2 estd mds expresada después del
nacimiento (Peace y Shewan, 2011). En el CC de rata, encontramos que Epac 1 es la
isoforma predominante en relacién a la expresiéon de P actina, siendo Epac 2 una
isoforma inducible por hipoxia (Figura R25). Aunque no esta claro si este patrén de
expresion dindmica tiene alguna importancia funcional, sugiere distintos papeles
para Epac 1y 2. De hecho no se sabe si las acciones de Epacl y Epac 2 son distintas;
el tnico criterio para pensar que poseen distintas acciones es que la expresion de
ambas tiene cierta especificidad segin hemos comentado. Los inhibidores
supuestamente especificos de Epac 1 y 2 que nosotros hemos utilizado parecen

proporcionar datos que sugieren cierta especificidad de acciones de ambos Epacs
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aunque lo que es cuestionable es la especificidad de los inhibidores (Rehmann,

2013; ver mas delante).

La discriminacion entre las vias de sefializacion dependientes de PKA y de
Epac se ha visto obstaculizada por la falta de agentes especificos para cada una de
estas proteinas, ya que el inhibidor clasico de las mismas, la BFA no es totalmente
especifico. Muy recientemente en Octubre de 2012 se han identificado nuevos
inhibidores de tdltima generacién de las proteinas Epac (Chen et al., 2012), que son
compuestos 5-ciano-6-oxo-1,6-dihidro-pirimidina ESI-08, (HJC0198) y (HJC0197)
que bloquean selectivamente la activacion de Epac inducida por AMPc, pero no
inhiben la activacion de la PKA. Estos compuestos son incluso capaces de
diferenciar las isoformas Epacl y Epac 2 de forma supuestamente especifica como
en el caso de ESI-05 y ESI-07 que actdan como inhibidores exclusivos de Epac 2
(Tsalkova et al.,, 2012). Como muestran las Figuras R27 y R28, el uso de los
compuestos ESI-09 y HJC0197 (inhibidores tanto de Epac 1 como de Epac 2)
utilizados a las dosis recomendadas, provoca un marcado efecto sobre la liberacion
basal independientemente de la aplicaciéon del estimulo, sugiriendo un efecto
toxico sobre el CC, lo que nos llevé a descartarlos, considerdndolos inadecuados
para nuestra preparaciéon. Respecto al inhibidor especifico de Epac 2, el ESI-05,
(Figura R28) la aplicacion de la droga tanto a dosis bajas como altas, no produjo
ningun efecto significativo, por lo que concluimos que o bien Epac 2 no participa en
la sefalizacién de la cascada de transduccién del estimulo hip6xico, o bien la droga
no es adecuada para nuestra preparaciéon. En conclusion, estos nuevos inhibidores
sintéticos que en principio resultaban prometedores, no nos han permitido
diferenciar la participacion de una o ambas isoformas de Epac en la via de
seflalizaciéon activada por la hipoxia en el CC de rata, en contra de nuestras

espectativas.

Puesto que los primeros resultados obtenidos en nuestro laboratorio
respecto al estudio de los efectos de la HC sostenida en el CC de rata (Caceres,
2007, Tesis Doctoral) revelaban que la sensibilizacion de la respuesta a la hipoxia
aguda era menor que la que se producia en respuesta a la acidosis hipercapnica,

tanto a nivel del CC in vitro como a nivel de ventilacion en el animal entero,
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decidimos probar si la via del AMPc/Epac podia participar en la sefializacion del
estimulo acido y por tanto, en la sensibilizacién a la acidosis observada tras la
exposicion a HC. Los datos de estos estudios se muestran en la Figura R29 y nos
llevaron a concluir que la via AMPc- Epac no participaba en la transduccion del
estimulo 4cido hipercdpnico en el CC de ratas normoxicas, pero
sorprendentemente si parece estar implicada en la sefializacion del estimulo acido

en los CC adaptados a la HC.

Un paso crucial en el proceso de transducciéon de la hipercapnia del CC
parece ser la hidratacion intracelular del CO; para formar HCOs- y H*, una reacciéon
catalizada por la anhidrasa carbénica (Rigual et al., 1991, 1985; Iturriaga et al., 1991;
Travis, 1971; Zhang y Nurse, 2004). El aumento de la PCO; extracelular a HCOs
constante (hipercapnia acida) estd acoplado con una reduccién en el pHi en las

CQCC (Buckler et al., 1991 a).

Por tanto, nos propusimos estudiar si la AC soluble pudiera estar implicada
en esta sensibilizaciéon utilizando su inhibidor especifico (KH7), sobre la respuesta
inducida por la acidosis hipercdpnica (20% CO,, pH 6.6), de forma aislada y de
forma conjunta con el inhibidor de la ACtm (SQ-22536). Sin embargo, el gran
aumento de secrecion basal encontrado, con un 250% de potenciacién, nos hace
sospechar que esta droga, el KH7, estd actuando de forma inespecifica sobre las
CQCC con efectos independientes de la ACs (Bitterman et al., 2013; Tian et al.,
2011). Recientemente, se ha descrito que posee un efecto desacoplante en la
mitocondria independiente de sus acciones sobre la ACs (Di Benedetto et al., 2013),
lo que nos llevo a descartar su uso. Estos resultados no nos permiten decidir si la
ACs de las CQCC contribuye o no a la sefalizaciéon del estimulo acido, actuando
como posible sensor del HCOs en los CC de las ratas mantenidas en HC, pero
basdndonos en los resultados obtenidos sobre acumulacién de AMPc (Figura R19)

en CQCC nos atrevemos a descartar su participacion.

Cuando analizamos la posible implicacion de la PKA, de los resultados
obtenidos (Figura R31A) se deduce que la aplicacién del inhibidor de la quinasa
(H89) utilizado a las mismas condiciones que en los experimentos de estimulaciéon

hipéxica, produce una marcada potenciaciéon con la dosis mas alta, de forma
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similar a como ocurria con la respuesta a la hipoxia (Figura R21). La posibilidad de
que este efecto inespecifico del H89 fuera debido a una desinhibicién de la entrada
capacitativa de Ca?* o0 a una activaciéon de canales de Ca?* dependientes de voltaje
como ocurre en otras preparaciones (Liu et al, 2005), se explor6 usando
conjuntamente H89 junto con un inhibidor de la entrada capacitativa de Ca?* (2-
APB), y un inhibidor de los VOCC (Nifedipina). La aplicacién de ninguna de estas
drogas modifico los efectos del H89, excluyendo estas vias como responsables de
su efecto. Los efectos mostrados del activador de PKA (6Bnz-cAMP), del inhibidor
de Epac (BFA) y del activador de Epac (8pCPT-2"-O- Me-cAMP) junto con SQ-
22536 sobre la respuesta inducida por acidosis hipercdpnica son similares a los
obtenidos cuando el estimulo aplicado es hipoxia y ponen de manifiesto que
durante la exposicion a HC en los CC de rata, probablemente se activa la
produccion basal de AMPc y la via de sefializacion de éste parece cobrar mayor

importancia (Figura R31C), asemejandose a la de la hipoxia.

Por tanto, la via del AMPc en la cascada de transduccién hipercéapnica
parece cobrar protagonismo en los CC de animales expuestos a HC, a diferencia de
lo que ocurre en la respuesta a la estimulacion hipéxica donde afecta por igual a
CC de ratas normoxicas e HC. En un estudio reciente de nuestro laboratorio
(Rocher et al., 2009) se demostré la mayor eficacia de la acidosis hipercapnica (20%
COy, pH 6.6) que de la hipoxia moderada (PO, 46mmHg) en despolarizar las CQ
aisladas de conejo mientras que en términos de secrecién, el estimulo acido
hipercépnico, es bastante menos eficiente que la hipoxia moderada. Basado en
multiples observaciones, los datos de este estudio (Rocher et al., 2009) sugieren que
la mayor ganancia de la hipoxia para desencadenar la liberacion de NT esta
mediada por un mecanismo dependiente de AMPc porque la hipoxia y no el alto
K*, produce un aumento en los niveles de AMPc en el CC (Pérez-Garcia et al.,
1990). La observacion adicional de que las respuestas secretoras independientes de
AMPc desencadenadas por acidosis hipercapnica en el CC norméxico se
comportan como dependientes de AMPc en CC de animales en HC y el hecho de
que la expresion de Epac 2 cambie en HC, sugiere la aparicion de cambios
importantes en la via de Epac en la quimiorrecepcién del CC tras la exposicion a

HC.
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Como ya hemos comentado en la Introduccién, los CC son los responsables
de toda la hiperventilacién que ocurre en hipoxia hipéxica (Lahiri y Delaney, 1976)
y del 25-40% de la hiperventilacion compensatoria que ocurre en acidosis (Nattie,
1999). Estos reflejos ventilatorios se inician a nivel de las CQ que representan los
elementos sensores de la PO, y de los H* (Gonzélez et al., 1994). Las CQ en
respuesta a estos estimulos aumentan su velocidad basal de liberacién de NT que a
su vez aumenta la frecuencia de los PA en el NSC, aunque el estimulo acido
también podria estimular directamente las terminaciones nerviosas del NSC
contribuyendo a incrementar la frecuencia del NSC en acidosis (Rigual et al., 1984).
Cuando se evalua la actividad del CC a nivel del NSC o sobre la ventilacién, existe
una interaccion entre el estimulo hipéxico e hipercapnico de modo que la respuesta
a la aplicaciéon de ambos estimulos es aditiva o mas que aditiva en un amplio rango
de valores de estimulacion hipdxica, aunque hipoxias severas sean capaces de
desencadenar respuestas maximas independientemente de la intensidad de la
estimulacion acida (Fitzgerald y Parks, 1971; Lahiri y Delaney, 1975; Fitzgerald,
1976; Pepper et al., 1995). Ya que en las células de feocromocitoma PC12 (Taylor et
al., 1999) y en células de medula adrenal de rata (Rico et al., 2005) se ha descrito
que la estimulacién acida e hipdxica es sinérgica en desencadenar la secrecién de
CA, parece que en el CC, la interacciéon también puede ocurrir a nivel de las CQ. De
hecho, en CQCC aisladas, la hipoxia y el acido son también sinérgicos en
desencadenar un aumento en los niveles de Ca?* intracelular (Dasso et al., 2000).
En el presente estudio demostramos que la interaccion entre ambos estimulos
fisiol6gicos también ocurre a nivel de la liberacion de NT y en etapas muy
tempranas en la cascada de transduccién, y que la hipoxia y la acidosis
hipercapnica interaccionan de forma sinérgica (Figura R32) sobre 1la
despolarizacién de las CQ (Ramirez et al., 2012). Ademas, segtin muestran los datos
de la Figura R33, la interacciéon positiva entre ambos estimulos esta mediada por
AMPc ya que la inhibicién de la AC elimina totalmente la potenciaciéon sobre la
liberacion de CA, y la proteina Epac participa en dicho proceso, ya que existe una
reversion de esta inhibicién cuando, junto con el inhibidor de la ACtm, se aplica el
activador de Epac, 8-pCPT-2"-O-Me-cAMP. En conjunto, todos estos datos nos

llevan a concluir que hay una interaccién positiva entre la hipoxia y el estimulo
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acido/hipercédpnico a nivel de la despolarizaciéon de la membrana y en segundo
lugar a nivel de la respuesta secretora en las CQ, estando esta tltima interaccién

mediada por una via de sefializaciéon dependiente de AMPc-Epac.

El hallazgo de que un mecanismo endégeno dependiente de AMPc esta
potenciando el acoplamiento del estimulo hipdxico e hipercapnico a la exocitosis,
sugeriria que la via de Epac estd activando la entrada de Ca?* y en consecuencia la
liberacion de NT dependiente de Ca?*. Aunque los canales de Ca?* han sido
descritos como dianas potenciales para Epac (Seino y Shibasaki, 2005), esta
posibilidad debe ser excluida en el caso de las CQCC porque los analogos de AMPc
no modifican las corrientes de calcio en las CQCC (Lépez-Lopez et al., 1993) ni en
CC controles ni en los provenientes de CC de animales HC (Carpenter et al., 1998).
La maquinaria exocitética y los canales de K* serfan dianas alternativas de la
regulaciéon dependiente de Epac mediada por AMPc durante la estimulaciéon
hipéxica/hipercapnica acida, de acuerdo con la potenciacién mencionada arriba de

la liberacién exocitética y la despolarizacién de Em inducida por ambos estimulos.

3. ASPECTOS GENERALES: UNA VISION INTEGRADA

Para finalizar la discusion e interpretaciéon de los datos recogidos en esta
Tesis Doctoral queremos proponer el siguiente modelo de transduccién hipéxica en
las CQCC de rata (Figura D5), que recoge tanto los resultados de nuestros estudios

como datos previos del grupo (Cachero, 1994; Céceres, 2007, Tesis Doctorales).

En condiciones de normoxia, las CQ mantendran un Em de -60 a -50 mV,
como resultado del balance en la difusién de iones a través de los canales de K*
leaky (TASK-1/TASK-3) y de otros iones tales como Na* y Cl, aparte de la
contribucién de los transportadores electrogénicos; su [Ca?*]i en reposo seria baja
(~100 nM). Con la llegada del estimulo hipdxico, el sensor de O, de naturaleza
desconocida hasta la fecha, facilita la inhibicién de los canales de K* provocando el
cierre de los mismos y el cese de la salida del ion y una activacion de la AC.
Nuestro grupo apoya la hipétesis (ver Gonzalez et al., 2010) de que el sensor es una
hemoproteina (quizds NOX4) que detecta la caida en la PO, mediante un cambio

conformacional que transmite alostéricamente a los canales TASK que se inhiben y
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provocan el comienzo de la despolarizaciéon de la membrana, entrando en juego

otro tipo de canales como los de Na* y los de Ca?* de bajo umbral (tipo T).

Canales de K* K*

Canales de Na*

Ca%*

Canales de Ca?*

@ cAMP-GEFs @
v

Efectores

cQccC

» o o
S, ®o «®o
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o (-]
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3 ° DA

Figura D5. Esquema propuesto del proceso de transducciéon hipdxico en el CC.

Los canales de Ca?* voltaje dependientes de alto umbral estarian todavia
cerrados y los maxi-K completamente inhibidos por la hipoxia. Cuando la
membrana llega a potenciales de -40mV otros canales i6nicos se activan, como los
canales de Na* y de Ca?" de alto umbral (tipo L) que promoverian una mayor
despolarizacién, generando un PA que llevaria el Em a valores préximos a 0 mV, lo
que provocaria un aumento de la [Ca?*]i y una posible activaciéon de los canales
maxi-K. La presunta activacién de los canales maxi-K y otros Kv, repolarizarian la
membrana y el ciclo se repetiria mientras se mantenga el estimulo hipéxico.
Durante cada PA, una cantidad determinada de Ca2* accederia a la célula a través

de los canales tipo L proporcionando el Ca?* necesario para la secreciéon de NT.

Por otra parte, la activacion de la ACtm por la hipoxia con la participacion
(o no) de proteinas G heterotriméricas, aumenta los niveles de AMPc que pueden
modular por un lado las corrientes de K* potenciando la inhibicién provocada por

la hipoxia y por otro lado, actuando sobre la maquinaria exocitética. Es en este
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segundo paso donde participaria Epac (1 y/o 2), en la facilitacién del proceso de
exocitosis, provocando la activaciéon de distintos efectores implicados en la
secrecion de NT. Proponemos por lo tanto, que la mayor ganancia observada al
aplicar el estimulo hip6xico con respecto a la estimulacién &cida en CC de ratas
controles, se debe a la activacion directa de la AC por la baja PO;, lo que promueve
un aumento de los niveles de AMPc que desencadenan la secreciéon de CA
mediante la via del Epac. Adn quedan sin embargo muchas incégnitas por resolver
como cual es la participacion de Epac 1 o 2 en dicha cascada de sefializacion, asi
como cudles serfan sus moléculas efectoras (posiblemente Rab3, Rim?2) o el estudio
de la posible implicacién de complejos formados por proteinas AKAP que integren
varias vias de sefalizacion (PKA, Epac, PDE) tal y como se ha sugerido en
cardiomiocitos, lo que permitirdn caracterizar por completo la cascada de

transduccién hipdxica y seran objeto de futuros trabajos del grupo.

En cuanto a los procesos de remodelado sufridos por los CC durante la HC,
nuestros datos también sustentan la idea, de que la mayor sensibilizacién
encontrada en los CC expuesto a HC, se debe a una participacion de la via AC-Epac
que parece estar potenciada también para el caso del estimulo acido, ya que
participa de forma especifica en la cascada de transduccion de los CC tras HC, asi
como en la potenciacién observada en la estimulacién hipéxica aplicada de forma

simultanea con acidosis hipercapnica para el CC de rata.
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Conclusiones






1. La exposicién a una atmoésfera hiperdxica (55-60%0Oz) en el periodo perinatal
produce, en ratas, pérdida de la VPH, hipofuncionalidad del CC y dafio oxidativo
en pulmon e higado durante la primera semana de vida postnatal, normalizdndose

solo el dafio oxidativo en el estado adulto (90 dias).

2. La administracién de una dieta suplementada con antioxidantes (4cido lipoico y
vitamina E) revierte por completo la pérdida de la VPH observada en los animales

hiperéxicos, sin alterar las respuestas de la circulacion sistémica a la hipoxia.

3. La suplementacion con antioxidantes no revierte la hipofuncionalidad del CC
medida bien como aumento de la respuesta secretora de CA bien como aumento de

la sintesis de AMPc frente a la hipoxia aguda.

4. La suplementacion con antioxidantes revierte el dafio observado en pulmén e
higado a los 7 dias, pero produce un cambio oxidativo permanente en cerebro tanto
a 7 como a 90 dias, sugiriendo un comportamiento especifico del cerebro con

respecto al resto de 6rganos.

5. Estudios electrofisiol6gicos realizados en CMLAP de las ratas expuestas a
hiperoxia perinatal descartan que el elemento dafiado en la cascada de
transduccion hipéxica que impide que se desarrolle la VPH sean los canales de K*
sensibles a Oz 0 una produccién incrementada de ROS, ya que ambos parametros
son similares a los de las CMLAP de ratas controles. De esto se concluye que ambos
elementos, canales de K* y/o ROS pueden ser necesarios pero no suficientes para

disparar la VPH.

6. La exposicion a hipoxia crénica mantenida (10-11% Oo; 7 dias) produce cambios
en la sefializacion a través de AMPc, duplicando los valores basales y manteniendo
los estimulados por hipoxia aguda respecto a los CC de ratas normoxicas. Este
patrén cambia cuando la hipoxia crénica es intermitente: se produce una
potenciacion del aumento de AMPc en respuesta a la hipoxia aguda sin cambios en
los valores basales. Lo opuesto sucede en CC hiperéxicos. De ello se concluye que

diferentes patrones de cambios en los niveles de AMPc pueden ser responsables de
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la diferente sensibilizacion que la hipoxia intermitente o mantenida produce en el

CC de rata.

7. Durante la aclimatacion de ratas expuestas a hipoxia sostenida se produce un
aumento de la respuesta secretora Ca?* dependiente del CC frente a la hipoxia
aguda. Se descartan cambios apreciables en la funcionalidad y expresion de los
canales de Ca?* tipo L, como se demuestra mediante RT-PCR, Western Blot e

inmunocitoquimica.

8. La inhibicion farmacolégica de la AC o de la proteina Epac, pero no de la PKA,
disminuye entre 50-70% la respuesta del CC a la hipoxia aguda tanto en ratas
normoéxicas como hipdxicas crénicas. Un activador de Epac, el 8-pCPT-2"-O-Me-
cAMP, revierte el efecto de la inhibicion farmacolégica de la AC. Se concluye que
en CC controles o en HC, la hipoxia aguda activa una via mediada por

AMPc/Epac.

9. Los CC de ratas normoxicas e HC expresan Epac 1 y Epac 2, de
aproximadamente 100kDa, colocalizando con TH. La proteina Epac 2 aparece como
una banda desdoblada, una de las cuales parece inducirse en CC de ratas expuestas

a HC.

10. La via AMPc-Epac participa en la transducciéon del estimulo acido hipercapnico
en el CC de ratas expuestas a HC pero no en CC controles. Dicha via parece regular
también la interaccién sinérgica observada entre la hipoxia y el estimulo

acido/hipercapnico en el CC, al menos a nivel de la respuesta secretora.
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