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INTRODUCCION

1. Algunos datos histéricos.

La historia del cuerpo carotideo (CC) se inicia, tal y como hoy la conocemos, el 31
de enero de 1743, dia en que Hardovicus Wilhelmus Ludovicus Taube defendid su tesis
Doctoral. Taube era discipulo de Victor Albrecht von Haller, autor de la obra Elementa
Physiologiae Corporis Humani, considerada uno de los preambulos de la Fisiologia
moderna y en la que la fisiologia se define como anatomia en movimiento. La tesis
doctoral de Taube estaba dedicada al estudio del origen de los nervios intercostales vy,
en ella, Taube describe el “ganglion minutum” situado en el angulo que forman las
carétidas interna y externa, aunque fue incapaz de trazar el trayecto de las ramas de
dicho ganglio. El ganglion minutum es el cuerpo carotideo. Segun recoge Adams en su
libro (1958), las referencias al CC aparecen en la literatura hasta bien entrado el siglo XX
con diferentes nombres. El propio Haller se refiere al CC con el nombre de ganglion
exiguum y Neubauer, el descubridor de la arteria tiroidea media lo llamo ganglion
parvum. Andersch, el descubridor del ganglio del glosofaringeo o ganglio de Andersch, lo
llamo6 ganglion intercaroticum al igual que lo hizo Mayer, un prolifico profesor de

anatomia de Berna autor de muchos tratados de la época (hacia 1850).

Como se puede deducir, los nombres iniciales del CC hacian referencia a tres
hechos: que se trataba de un ganglio, que era muy pequefio y que se situaba entre las
cardtidas, en la bifurcacion carotidea. Luschka el gran anatémico de Tubingen y
descubridor entre otras cosas de los foramenes de Luschka derecho e izquierdo que
comunican el IV ventriculo con el espacio subaracnoideo, llamé al CC glandula
intercarotica haciendo referencia especifica a su estructura de tipo glandular con
agrupaciones celulares bien definidas. Arnold, prestigioso anatonomopatélogo, discipulo
de Virchov, descubridor de la malformacion de Arnold-Chiari (protrusion de las amigdalas
cerebelosas y del tronco del encéfalo a través del foramen magnum hacia el canal
medular) se refiri6 al CC con el nombre glomerulus arteriosus intercaroticus haciendo
referencia a la riqueza vascular del érgano que tiene en efecto la apariencia de un
pequeno pelotdn vascular. Ya en 1900, Kohn, profesor de anatomia en Praga, se refirio
al CC como paraganglion intercaroticum y lo describié como un pequefo érgano o grupo
celular que derivado de la cresta neural no esta formado por neuronas, esta localizado al
lado de los ganglios vegetativos de los que recibe la inervacion y cuya funcion seria
secretora. La médula adrenal es el prototipo del paraganglio. Ya bien entrado el siglo XX

y en razén de que el CC no mostraba, o lo hacia muy débilmente, la reaccién cromafin
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(tincion marrén oscuro con dicromato potasico) se subdividieron los paraganglios en

cromafines o simpaticos y no cromafines o parasimpaticos.

En definitiva, cuando De Castro se adentrd en el campo del CC hacia 1924-25, ya
que su primer trabajo es de 1926, lo ultimo que se pensaba de este pequefio 6rgano era
que se tratara de un érgano sensorial. En su trabajo de 1926 hace una descripcién
minuciosa de la estructura del érgano incluyendo la descripcién de la inervacion. EI CC
recibe inervacion a través del nervio de Hering, una rama del glosofaringeo cuyo ganglio
sensorial es el ganglio de Andersch. En el trabajo de 1928, Fernando de Castro realiza el
experimento clave: la seccién del glosofaringeo cefalica al ganglio sensorial de Andersch
no producia degeneracion de las fibras intragldomicas, lo que le llevé a concluir que la
inervacion del CC era sensorial y no secreto-motora. De Castro lo decia asi: “En suma, el
Glomus caroticum esta inervado por fibras de naturaleza centripeta, cuyo centro tréfico asienta en
los ganglios sensoriales del nervio glosofaringeo, y no por fibras centrifugas o por fibras
secretoras como es el caso para las glandulas; esto es precisamente lo que hace suponer que el
Glomus caroticum sea un 6rgano sensorial especial” (pag. 371 de F. de Castro, 1928). En la
pagina 375 escribia: “Suponemos, como hipdtesis verosimil, que el Glomus caroticum representa un
organo sensorial, el tnico hasta el presente, encargado de recibir ciertas variaciones cualitativas de la
sangre, funcioén que, tal vez por accion refleja, tendria su repercusion sobre la actividad funcional de
otros érganos.” . Y en las paginas 375-76 decia: “Los elementos parenquimatosos del Glomus
poseen tedricamente dos polos: uno vascular y otro nervioso. Por uno de los polos, estas células se
encuentran en relacion intima con los capilares sinusoidales. Por el otro polo las células estan
inervadas. La fibra nerviosa, por tanto, no sera estimulada directamente por la sangre, sino por el
intermedio de las células epiteliales del érgano, las cuales, tal y como obliga a suponer su estructura,

poseen una funcién secretora activa que intervendria en el fendmeno de la estimulacién centripeta’.

De Castro define pues el CC como un érgano sensorial Unico, un quimiorreceptor
que captaria modificaciones en la composicion de la sangre y que originaria reflejos capaces
de afectar el funcionamiento de otros érganos. Afirma ademas De Castro que serian las
células del CC las que captarian los cambios de la composicién de la sangre y que por
medio de su actividad metabdlica (neurotransmision) activaria a las fibras sensoriales; esto

equivale a definir al CC como un receptor sensorial secundario.

Unos pocos afios mas tarde, Corneille Heymans y sus colaboradores en Gante
escribian un articulo que se titulaba: Sinus carotidien et réflexes respiratoires, Il. Influences
respiratoires réflexes de l'acidose, de l'alcalose, de I'anhydride carbonique, de lion hydrogene et de
l'anoxémie: Sinus carotidiens et changes respiratoires dans les poumons et au dela des poumons

(Heymans et al., 1930). El trabajo era pues la comprobacién experimental de los hallazgos y

4
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propuestas de D. Fernando de Castro: habia nacido una nueva area dentro de la Fisiologia
sensorial y respiratoria, el campo de los quimiorreceptores arteriales. Heymans recibio el
Premio Nobel en 1938.

El parrafo que sigue esta tomado literalmente del Discurso de G. Liljestrand en
su Presentacion de Heymans como Premio Nobel en 1938: “...The glomus consists of a
small mass of very fine intertwining vessels arising from the internal carotid and enclosing various
different types of cells. It has been considered by some as being a sort of endocrine gland similar
to the medulla of the suprarenal glands. De Castro, however, in 1928 demonstrated that the
anatomy of the glomus could in no way be compared to that of the suprarenal medulla. De Castro
suggested rather that the glomus was an organ whose function was to react to variations in the
composition of the blood, in other words an internal gustatory organ with special «chemo-
receptors». In 1930, Heymans et al., undertook to find out whether these supposed chemo-
receptors were responsible for the respiratory reflexes produced by modifications in the
composition of the blood. By localized destruction in the sinus area they had been able to stop
reflexes initiated by pressure changes, but respiratory reflexes could still continue to occur in
answer to changes in the composition of the blood. Other experiments showed that Heymans's
concepts on the important role played by the glomus in the reflex control of respiration by the

chemical composition of the blood were undoubtedly correct.”

Fernando de Castro Rodriguez (1896-1967) Corneille J. F. Heymans (1892-1968)

Este breve bosquejo histérico pretende ser un pequefio homenaje a uno de los
discipulos mas insignes de Cajal, D. Fernando de Castro, que como su maestro era
capaz de captar la funcion a partir de la observacién de los cortes histologicos. Tras esta
introduccion histérica podemos decir que el CC quedd definido a principios de los afios

1930 como un dérgano sensorial que detecta los cambios en la PO,, PCO, y pH

5
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sanguineos. Se activan cuando cae la PO, (hipoxia) o cuando aumenta la PCO, o
disminuye el pH (acidosis) y envia impulsos al SNC, al tronco del encéfalo, donde al
integrarse promueven hiperventilacion refleja encaminada a normalizar las presiones de
gases sanguineos. Ademas hay otras dianas de los impulsos resultantes de la activaciéon
de los quimiorreceptores, como el aparato circulatorio, el sistema nervioso autonomo y

varias glandulas endocrinas (ver Fitzgerald y Shirahata, 1997).
2. Localizacion, estructura e inervacion del CC.

El CC de los mamiferos es un érgano par, pequefio, y localizado en la bifurcacion
carotidea o en una de las ramas arteriales que nacen del seno carotideo. La localizacién
precisa en el conejo se muestra en el esquema de la Figura 1A. El CC esta organizado
en islotes celulares (Figura 1B) separados entre si por tejido conectivo y formados por
dos tipos celulares, las células quimiorreceptoras (CQ) o tipo | y las células
sustentaculares o tipo Il. Este segundo tipo celular componente del parénquima del CC
no fue identificado hasta el afo 1954 por De Kock. Las primeras son mas numerosas,
tienen un nucleo redondo y claro y estan localizadas hacia el centro de los islotes; las
segundas rodean a las CQ y tienen un nucleo en forma discoidea con cromatina densa y
se las ha considerado como elementos gliales o de sostén (Kondo et al., 1982), aunque
recientemente a una subpoblacion de células tipo Il se les ha considerado como células
madre, pluripotenciales capaces de generar células nerviosas dopaminérgicas (Pardal et
al., 2007) con potencial capaz de ser utilizadas para implantarse en las vias nigro-
estriatales para tratar la enfermedad de Parkinson (Pardal y Lopez-Barneo, 2012). En su
conjunto, las células tipo Il son mucho menos abundantes que las CQ o tipo | en una

proporcién que segun distintos autores oscila entre 1y 5.

Figura 1. Esquema de la bifurcacion
carotidea de conejo (A) y de un islote
celular del cuerpo carotideo (B). A: 1,
carétida comun; 2 y 3, cardtidas
interna y externa; 4, cuerpo carotideo;
5 y 6, ganglio petroso y nervio del
seno carotideo; 7 y 8, ganglio cervical
superior y nervios ganglio-
glomerulares; 9, ganglio nodoso. B: 1,
CQ; 2, célula sustentacular; 3,
vesiculas sinapticas en las CQ; 4 y 5,
terminaciones y fibra sensorial; 6,
capilares sanguineos. (Gonzalez, C.
et al. Trends Neurosci. 15:146-153,
1992).
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El CC es un érgano muy vascularizado con un 25-30% de la superficie de una
seccion histolégica ocupada por la luz de los vasos (De Castro y Rubio, 1968; en el
cerebro, la superficie de los vasos es ~5%). El CC es el 6rgano con mayor flujo del
organismo (1.3 1/100g/min.) y tiene un consumo de O, de 1.5 ml/100g/min., lo que implica
que la diferencia arteriovenosa de O, en el CC es minima (Obeso et al., 1997). Los
capilares establecen una relacion estrecha con los islotes celulares, con distancias
maximas de los capilares a las CQ del orden de 20 um, habiéndose estimado que en
condiciones de normoxia no habria ningun area del CC con PO, inferiores a 40 mmHg.
El parénquima glémico medido como superficie inmunopositiva a tirosina hidroxilasa
(Figura 2) representa en la rata el 25% de la superficie del CC en cortes seriados del
organo, cuando éste es fijado con una presién de perfusién de 100 mmHg. (Prieto-Lloret
et al., 2004). Ha de pensarse que esta medida excluye a las células tipo I, ya que sdlo
las tipo | o quimiorreceptoras son positivas a tirosina hidroxilasa, el enzima limitante de la
sintesis de catecolamina (CA) que se expresa de forma especifica en las células tipo |,
constituyendo un marcador de las mismas. El CC recibe inervacion sensorial y

vegetativa.

Figure 2. Cortes histolégicos de CC de rata, obtenidos en torno a su ecuador. La parte superior
corresponde a un CC de rata. A la izquierda el corte ha sido sometido a una reaccion
inmunocitoquimica para tirosina hidroxilasa (TH). Las células positivas aparecen en verde. A la
derecha, el mismo corte ha sido contratefiido con cresil violeta para obtener una imagen de la
estructura general del tejido. Obsérvese la gran densidad de capilares, que aparecen como
espacios vacios, en el tejido del CC. Las CQ son muy ricas en CA, principalmente dopamina, y
por tanto la tirosina hidroxilasa, enzima limitante en la sintesis de estas aminas bidgenas, es un
marcador especifico de las CQ. Aunque las terminaciones simpaticas, que penetran en el CC,
también son positivas para este enzima, son muy escasas en los islotes celulares.

La inervacion sensorial la recibe por el nervio del seno carotideo (NSC), rama del
glosofaringeo 6 IX par craneal. Parte de las fibras sensoriales del NSC penetran en el
CC y hacen sinapsis con las CQ; desde el punto de vista funcional estas fibras son las

fibras quimiorreceptoras, esto es, aquellas que son estimuladas por Ilos
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neurotransmisores liberados por las células tipo | cuando éstas se activan, y el otro
contingente de fibras sensoriales del NSC alcanza el seno carotideo, ya sea atravesando
o rodeando el CC, y funcionalmente constituyen los barorreceptores carotideos. En la
rata, es muy comun observar cémo el NSC se bifurca en dos y cdmo uno de los dos
nerviecillos resultantes penetra en el CC mientras que el otro se dirige al seno carotideo.
Fibras vegetativas simpaticas y parasimpaticas que entran en el CC inervan

fundamentalmente los vasos sanguineos.

20 ym

Figura 3. Glomoide de gato penetrado por terminaciones nerviosas (De Castro, 1926). Seccion de
CC de rata tefiida para TH en la que se aprecian los grupos celulares tefidos en verde y con sus
nucleos negativos para el enzima (cedida por Obeso A). Seccién de CC de conejo (tomada de
Verna, 1997) con los grupos celulares marcados como G los capilares (Ca), unas fibras mielinicas
(F) y los tabiques de colageno (col); barra de calibraciéon 15um.

Desde un punto de vista puramente estructural, Fernando de Castro (1940)
clasificaba los CC de las distintas especies en compactos, difusos e intermedios. En el
gato por ejemplo el CC es compacto, los nidos celulares son grandes, con cientos de CQ
y tabiques de conectivo entre ellos relativamente densos y no muy gruesos. Por el
contrario, el conejo poseeria CC difusos con nidos celulares mas pequefios y mayor
grosor de los tabiques conectivos. La rata tendria un CC que podria considerarse como
intermedio. En la Figura 3, se muestra una imagen de un glomoide de CC de gato como
lo viera De Castro, un corte de CC de conejo tomado de Verna (1997) y un corte de CC

de rata tefido para tirosina hidroxilasa, donde se aprecian inequivocamente los tamarios
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de los glomoides y de los tabiques de conectivo por donde discurren los abundantes

capilares del CC que acercan los estimulos a las células quimioreceptoras.

Un hecho que De Castro describié en 1926 y que fue ignorado hasta los afios
noventa fue la presencia de neuronas vegetativas en la superficie del CC y a lo largo del
NSC, en el origen del mismo nervio a su salida del glosofaringeo y en el propio
glosofaringeo. El hecho es que en 1969 Neil y O’'Regan describieron lo que se conoce
con el nombre de la via eferente y que Fidone y Sato (1970) registraron in vitro en 1970

utilizando el esquema que muestra la Figura 4.

Segun se describe en el pie de la Figura 4 era posible registrar la inhibicion
eferente (o descendente) cuando se reclutaban fibras C. Pues bien, como se generaba
esta inhibicion eferente ha sido un enigma hasta la década de 1990. En 1994 y 1995 el
laboratorio del Prof. S. Fidone observd que las neuronas descritas por De Castro eran
nitrérgicas y que terminaban tanto en torno a las CQ como en torno a los vasos (Wang
et al., 1994, 1995).

En experimentos electrofisiolégicos se demostré que el oOxido nitrico era
inhibitorio, proponiendo que la inhibicién se produciria directamente actuando sobre las
CQ e indirectamente promoviendo vasodilatacién y aumentando el aporte de O; al tejido.
Nurse, (Campanucci y Nurse 2005, 2007) resolvié como estas neuronas se activaban
fisiologicamente al demostrar que las neuronas poseen corrientes de K* sensibles a la
hipoxia que, al igual que en las propias CQ, se inhiben por la hipoxia, por lo se
despolarizan y se activan. De esta forma se crea un circuito de inhibicién cuyo
significado seria prevenir la sobreestimulacion del CC y la llegada de informacion

exagerada al tronco del encéfalo.

Ultraestructuralmente, las CQ son redondeadas u ovoideas y tienen un diametro
de unas 10 um en la mayoria de las especies. Ademas de las organelas celulares
generales, destacando una alta densidad en mitocondrias, las CQ contienen abundantes
vesiculas de nucleo denso descritas por Lever y Boyd en 1957 como similares a las de
las células adrenomedulares y que hoy sabemos contienen CA (dopamina, DA, y

norepinefrina, NE) y ATP.

Las CQ también poseen vesiculas de nucleo claro que clasicamente se ha dicho
que contendrian acetilcolina (ACh). Ademas, las CQ poseen péptidos opioides, péptido
atrial natriurético, galanina, etc. que estan también almacenados en las vesiculas

coexistiendo con las CA, la ACh y el ATP. La presencia o no de sustancia P en las CQ
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ha sido causa de intenso debate en afios recientes: la ausencia de RNAm en CC de rata

seria consistente con la ausencia de sustancia P en las células (Gauda et al.,

Gauda, 2002).

6 of CONTROL DISCHARGE

1996;

Figura 4. (Esquema superior) El CC
sin liberar de la bifurcacién y con su
nervio se prepara como muestra la parte
central de figura. Se separa un filete
muy fino del NSC para registrar
actividad mientras se estimula con un
electrodo distal a intensidades
crecientes y se registra en el nervio
entero muy préximo al CC. En el filete
nervioso se registra la actividad
quimiorreceptora espontanea y en el
electrodo proximo al CC se registra el
potencial de accion compuesto
resultante de la estimulacion. Obsérvese
como cuando comienzan a reclutarse las
fiboras C y comienza a aparecer el
componente C en el potencial de accion
compuesto  empieza a disminuir la
actividad registrada en el filete nervioso.
El potencial C llega a su maximo en
torno a los 8 V de estimulacion pero la
inhibicién alcanza su maximo y si se
aumenta la intensidad de estimulacion
cesa la actividad por bloqueo por
despolarizacion.

Las neuronas de las imagenes A, By C
corresponden a tres neuronas positivas
a NOS en la superficie del CC de gato.
Las flechas muestran dendritas y las
puntas de flecha representan
ramificaciones NOS postilas (barra de
calibracién, 20 um). En D se muestra el
nervio del seno con fibras y neuronas
NOS positivas. Barra de calibracion 20
m. (tomado de Fidone y Sato, 1970 y
de Wang et al., 2004).

Las terminaciones nerviosas sensoriales que hacen sinapsis con las CQ son de

forma y tamano variable y contienen vesiculas de nucleo claro y de nucleo denso (Nishi y

Stensaas, 1974). Desde el punto de vista estructural las sinapsis son de dos tipos: en

direccioén de las células hacia las terminaciones nerviosas sensoriales, la mayoria de ellas, y

el resto en la direccion opuesta. Esta bidireccionalidad estructural de las sinapsis hace

posible que neurotransmisores presentes en las terminaciones sensoriales se liberen

posibilitando un control por retroalimentacién de la propia actividad de las CQ (ver Verna,

10



INTRODUCCION

1997). Las fibras sensoriales que inervan a las CQ contienen DA, taquiquinina A, sustancia
P, péptido relacionado con el gen de la calcitonina y neuropéptido Y, con diferentes
patrones de incidencia y coexistencia en distintas fibras y especies animales. De hecho, los
somas de las neuronas que inervan las CQ al contener DA, son positivas a tirosina
hidroxilasa, lo que posibilita su identificacion de forma sencilla en cortes del ganglio de

Andersch o ganglio petroso (Katz et al., 1997).
3. La hipoxia y la defensa frente a la hipoxia.
3.1. Concepto y clasificaciéon de la hipoxia.

La respiracién es un proceso que ocurre en las mitocondrias por el que el O, es
reducido por los equivalentes de reduccion de los nutrientes; el CO, y el agua son los
principales productos de desecho de la respiracion celular. Este proceso redox (reduccion
del O, y oxidacion de los nutrientes), que es la respiracion propiamente dicha, ocurre en
multiples etapas y en su conjunto es fuertemente exergénico. Las células poseen una
maquinaria molecular acoplada a la respiracion que posibilita la utilizacion de una parte
importante de la energia liberada para sintetizar compuestos de alta energia. Estos
compuestos, tipificados por el ATP, son capaces de ceder la energia contenida en sus
enlaces a la propia célula para satisfacer las necesidades energéticas que exigen los
procesos celulares endergdnicos (en general procesos de biosintesis) y para realizar

trabajo quimico, osmético 0 mecanico.

Sin embargo, en un sentido mas amplio, se entiende por respiracion el conjunto de
procesos por los que las células se aprovisionan del O, mas el conjunto de reacciones
redox que culminan en la sintesis de ATP. En los animales terrestres el aporte de O, desde
la atmosfera a las células es llevado a cabo por los aparatos respiratorio y circulatorio, y
consta de las siguientes etapas: bombeo del aire rico en O, desde la atmdsfera hasta los
alveolos, difusién de O, desde los alveolos a la sangre, unién del O, a la hemoglobina,
circulacion de la sangre rica en O, a todos los capilares del organismo, disociacion del O,
de la hemoglobina, y difusion del O, al medio interno, al interior de las células y de ahi a las
mitocondrias, donde se oxidan los nutrientes. EI CO, sigue un recorrido inverso desde la
mitocondria a la atmésfera. Desde esta concepcidon mas amplia de la respiracion es facil
definir la hipoxia e identificar los distintos tipos de hipoxia (Figura 5). Hay hipoxia siempre
que la utilizacién de O, por las células es insuficiente para mantener su funcién normal, y
puede ser el resultado de un aprovisionamiento inadecuado de O, a la sangre (hipoxia

hipdxica), de una disminucién de la capacidad de la sangre de unir o desprender el O,
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(hipoxia anémica), de un enlentecimiento de la velocidad de circulacion de la sangre
(hipoxia de estasis) o de una incapacidad de las células para utilizar el O, (hipoxia
histotoxica). En un animal sano, fisiologicamente, sélo es posible que ocurra hipoxia
hipdxica debida a la disminucion de la PO, atmosférica, como ocurre a grandes alturas al
disminuir presion barométrica (PB). La hipoxia hipdxica que se produce en las
enfermedades pulmonares, al igual que el resto de las hipoxias, es patolégica (Gonzalez,
1998).
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Figura 5. La clasificacion de las hipoxias exige conocer la PO, en sangre arterial, el contenido de O,
en sangre arterial (Ca0,), la PO, en sangre venosa y el contenido de O, en sangre venosa. En todas
las graficas la columna de la derecha corresponde a la PaO, y CaO, y la de la izquierda a los mismos
parametros en sangre venosa mezclada. Nétese que en el ejercicio muy intenso puede aumentar la
diferencia arteriovenosa de O, del mismo modo que ocurre en la hipoxia de estasis; a pesar que en
valor absoluto el gasto cardiaco aumente marcadamente la perfusién de los grupos musculares
activos no es suficiente para satisfacer las demandas de O, y para mantener la diferencia
arteriovenosa de O, (AOx-VO,) normal. Ademas la hipoperfusién compensatoria de los tejidos no
activos (territorio esplacnico fundamentalmente) contribuye al aumento de la AO,-VO,. (Modificado
de Obeso et al., 2006).

3.2. La hipoxia hipéxica hipobarica. Concepto de hipoxia fisiolégica.

La hipoxia fisioldgica es una hipoxia hipoxica producida por factores ambientales,
esto es, por una disminucién de la PO, tal y como ocurre de forma natural a grandes
alturas. La hipoxia de grandes alturas es fisiolégica porque cursa sin ninguna patologia
durante la vida entera de los individuos y de generacion en generacion. No existe un limite

preciso a la intensidad de la hipoxia fisiolégica, sin embargo, el nivel de hipoxia que
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corresponde a 4.000 m sobre el nivel del mar parece razonable. A 4.000 m le corresponde
una presiéon barométrica de 460 mmHg, una PO, en el aire inspirado de 87 mmHg vy, si no
tuviera lugar ninguna compensacion ventilatoria, una PO, alveolar de en torno a 47 mmHg.
A esta presion barométrica viven casi 15 millones de personas y cuando se hacen las
correcciones adecuadas por los factores raciales y nutricionales, no hay diferencias con los
habitantes a nivel del mar respecto a su reproduccion, crecimiento o capacidad de realizar

actividad fisica y mental (Gonzalez, 1998).
3.3. Respuestas a la hipoxia fisiolégica y su significado adaptativo.
3.3.1. Introduccion.

La historia del estudio de la hipoxia de grandes alturas esta jalonada de aventuras y
anécdotas de gran interés humano y médico-fisiolégico. Segun sefiala Cannon (1995) en el
estudio de la fisiologia de grandes alturas confluyen, como en ningun otro, el espiritu
aventurero, propio de los descubridores geograficos de los siglos XVI y XVII y el espiritu
inquisitivo del investigador médico. A estos intereses habria que afadir el espiritu
cristianizador de los jesuitas que permitié conocer la enfermedad de alta montafia en la
literatura occidental. El Padre Jesuita José de Acosta, natural de Medina del Campo, nos
narra en su “Historia Natural y Moral de las Indias” (1590) los sintomas de la enfermedad de
grandes alturas tras cruzar los Andes peruanos a unos 4.800 m de altura en estos términos:
“... Cuando llegué al pico de la montafia, fui sorprendido por un dolor tan mortal y extrafio, que
estuve a punto de caerme, y aunque éramos muchos en compafiia, cada uno se marchaba a toda
prisa sin esperar por su compariero para escaparse rapidamente de aquel paraje enfermo. Fui
sorprendido por dolores de agotamiento y por nauseas que yo pensé que vomitaria el corazon.
Habiendo vomitado la comida y flemas, primero amatrillas y luego verdes, a lo ditimo vomité sangre ...
y si esto hubiera continuado, por seguro que hubiera muerto” (Libro 3, capitulo 9, Pag. 70; Del
Pino-Diaz, 2008). La severidad de la enfermedad aguda de alta montafia no es siempre tan
intensa y depende de la rapidez de la ascension y de la altura alcanzada. La causa de la
enfermedad aguda de alta montafia no se conocia: se pensaba que era causada porque la
tierra emanaba vapores toxicos, por el tremendo frio y por la reduccion del calor corporal, o
por la sutileza o finura del aire que hacia imposible respirar. Otros jesuitas hicieron
descripciones similares en el Himalaya. Sin embargo, hasta el ultimo cuarto del siglo XIX no
se pudieron disociar los efectos de la disminucion de la presion barométrica de los del frio.
Paul Bert utilizando camaras de descompresion, consiguio reproducir la enfermedad de alta
montafia a temperaturas propias de laboratorio y comprobd que la sintomatologia

desaparecia si los sujetos respiraban O, aun cuando se mantuviera la presion barométrica
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baja: la intolerancia a las grandes alturas era debida a un déficit de O, y no a la disminucion
de la PB, ni al frio ni a vapores toxicos. A partir de estas fechas, las expediciones
fisiologicas a los Alpes y a los Andes y finalmente al Himalaya llevaron a fisidlogos-
exploradores a construir laboratorios de montafia donde estudiaban las respuestas de los
miembros de las expediciones a medida que ascendian. Las expediciones medico-
fisioldgicas a las grandes montafas de nuestro planeta continlian y existen laboratorios

estables de fisiologia de gran altitud en todas las grandes cordilleras de la Tierra.

La primera respuesta fisioldgica registrada en esas expediciones de fisidlogos-
exploradores a las grandes alturas fue la policitemia. Viault tras una expedicion a los Andes
peruanos (4.540 m) constaté que los hematies aumentaban de ~5 millones/mm?® a nivel del
mar a 7,5-8 millones/mm?, percatandose ademas de que la policitemia ocurria en un corto
periodo de tiempo, que no necesitaba una persistencia generacional a grandes alturas. Sin
embargo, hasta 1950 no se demostro la existencia de un factor hormonal como responsable
de la eritropoyesis activada por la hipoxia. Reissmann (1950) describi6 que los dos
miembros de pares de ratas parabidticas desarrollaban hipertrofia normoblastica de la
médula 6sea, aun cuando solo uno de ellos respiraba una atmodsfera pobre en O,.
Experimentos con animales nefrectomizados y observaciones clinicas en pacientes con
insuficiencia renal cronica llevaron a identificar al riidn como la principal fuente de la

hormona que controla la eritropoyesis, y que hoy conocemos como eritropoyetina (EPO).

La hiperventilacion como respuesta a la hipoxia de grandes alturas no cabe duda
que fue apreciada en las expediciones de los Jesuitas, aunque fue Gay-Lussac (1778-
1850), quien en sus vuelos en globo para verificar diversos aspectos de las leyes de las
presiones de los gases, llegd a ascender a 7.000 m y describié : "Having arrived at the most
elevated point of my ascent, 21,000 feet above sea level, my respiration was rendered sensibly
difficult, but | was far from experiencing any illness of a kind to make me descend. My pulse and my
breathing were very quick; breathing very frequently in an extremely dry atmosphere, | should not
have been surprised if my throat had been so dry as to make it painful to swallow bread" (Marion,
2004). El fisidlogo aleman, F.W. Pfliger en 1868 describié la hiperventilacién producida al
respirar nitrogeno puro y Boycott y Haldane (1908) describieron en detalle los efectos
ventilatorios de la hipoxia hipoxica de distintas intensidades como una hiperventilacion con
aumento de la frecuencia y profundidad de los movimientos respiratorios. Se desconocia
coémo la disminucion de la PaO, producia la hiperventilacién. Pero como hemos escrito en
la primera seccion no fue hasta 1928-1930 cuando Fernando de Castro y Corneille
Heymans en Gante (Bélgica) descubrian que la hiperventilacién que originaba la hipoxia era

refleja, y que el reflejo se originaba en la region del seno carotideo.
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Se acepta que la tercera y ultima respuesta a la hipoxia hipdxica fue descubierta en
1946. Sin embargo, Bradford y Dean en 1894 ya habian descrito en perro que la asfixia
producida por parada del respirador generaba un aumento de la presién pulmonar que
pudieron independizar de los cambios en la presion sistémica. Fueron von Euler y
Liljestrand (1946) los que observaron un aumento en la presion arterial pulmonar (PAP) en
el gato al respirar una mezcla de gases hipdxica. Pronto se verifico que esta respuesta
ocurria en otras especies, incluido el hombre, y que los residentes a grandes alturas
presentaban hipertensiones pulmonares, que aunque moderadas eran proporcionales a la
altura. El aumento de la PAP se genera por un aumento del tono de las propias fibras
musculares lisas de los vasos arteriales pulmonares. La vasoconstriccion pulmonar hipéxica
(VPH) es, por tanto, una propiedad intrinseca y especifica de las fibras musculares de las

arterias pulmonares.

Figura 6. Grupos celulares con

SENSITIVITY TO PHYSIOLOGIC HYPOXIA umbral bajo a la hipoxia, esto es,

capaces de activarse con niveles de

Instantaneous hipoxia moderados. Estos grupos
CAROTID BODIES. |  membrane ' celulares detectan la hipoxia en su
Soi— ch ‘ ”' linkedireponses medio mtern_o_ _mtlmo y generan
= —. emoreceptor cells. respuestas dirigidas a mantener o
N i restaurar una disponibilidad de O,
: ™| PULMONARY ARTERIES. adecuada para todo el organismo.
Smooth muscle cells. Como muestra el esquema, en el
' ':_: feto, durante el parto y en el animal
: ’\\ Delayed recién nacido tienen gran interés la
! sensibilidad hipéxica de la medula
KIDNEYS. transcription

Dl adrenal y de los cuerpos
EPO-producing cells. linked response | \o\roepiteliales del arbol
traqueobronquial que en conjunto
FETUS AND NEONATAL ANIMALS: juegan un papel importante en la
adaptacion a la vida extrauterina

o Adrenomedullary chromaffin cells (Gonzalez et al., 2010).

o Neuroepithelial bodies chemoreceptor cells

Si exploraramos a personas sanas que ascienden a alturas de hasta 4.000 m y
permanecen a esa altura durante dias o semanas, o a nativos sanos residentes a esas
alturas, y les comparamos con controles adecuados que viven al nivel del mar, nos
encontrariamos que de forma constante presentan policitemia, hiperventilacion e
hipertension pulmonar moderada. Si tenemos en cuenta que la adaptacion es un ajuste en
la estructura o en la funcién, por la que un individuo (0 una especie) mejora su condicién en
relacion con el medio, concluiriamos que estas modificaciones son respuestas adaptativas

que ayudan al individuo a defenderse de la propia hipoxia fisiolégica de grandes alturas.

En realidad estas respuestas son, en lo esencial, comunes a cualquier tipo de
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hipoxia (Figura 7). Sin embargo, en los demas tipos de hipoxia estas respuestas son
compensatorias de un proceso patoldgico, y no ha de olvidarse que una compensacion es
el aumento en tamano o actividad de una parte de un organismo o un érgano para
satisfacer la pérdida de funcion o la disfuncion de otro érgano. Las respuestas adaptativas
son propias de organismos sanos, las compensatorias lo son de organismos enfermos.
(Figura 7). Ademas, las hipoxias patoldgicas se acompanan de la cohorte de respuestas

compensatorias desencadenadas por la propia patologia.

Disminucién de la Presién barométrica
’ Disminucién la PO, en aire inspirado ‘ Figura 7. Respuestas a la
a hipoxia en el animal adulto. En
la hipoxia hipdxica fisiologica,
las respuestas son adaptativas y
Ny conforman la triada recogida en
’Respuestas adaptativas ‘ el es,q'jjema' En las hipoxias
patolégicas las  respuestas

&Jl \> compensatorias no  siempre

- — - — involucran las tres respuestas
’ Hiperventilacion refleja ‘ ’Pollcltemla ‘ pudiendo aparecer otras

&ﬂ* %7 respuestas compensatorias en
otros sistemas o aparatos, p.e.,

respuestas cardiovasculares y
1T respuestas celulares mucho

’ Hipoxias de diversos tipos ‘ rsneavseradlfu(s'l?cfmzldola dehlg%)gzo eest

ain al., 2006).

’ Diversas patologias ‘

| Hipoxia hipéxica fisiologica |
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’ Respuestas compensatorias ‘

3.3.2. Vasoconstriccion pulmonar hipéxica (VPH).

El significado adaptativo de la VPH generalizada tipica de la hipoxia fisiologica no es
siempre aceptado. Sin embargo, todo el mundo estaria de acuerdo en 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 proveniente de la
placenta, mezclada con sangre venosa fundamentalmente de territorios drenados por la
cava superior y que bombea el ventriculo derecho, a que se desvie por el “ductus
arteriosus” hacia la circulacién sistémica. Es aceptado igualmente que la VPH regional que
ocurre en multiples patologias localizadas o regionales o que afectan incluso a uno de los
pulmones completos juega un papel decisivo en la optimizacion de las relaciones
ventilacion/perfusion del pulmén considerado como un todo. La VPH en los sectores
pulmonares enfermos mal ventilados en los que la PoO. es baja minimiza su perfusion y

fuerza el flujo sanguineo hacia las areas pulmonares bien ventiladas para optimizar el
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intercambio gaseoso. Los intensivistas conocen muy bien que los potenciadores de la VPH
mejoran la PaO, en muchos cuadros clinicos con desequilibrios ventilatorios exagerados.
Paraddjicamente la administraciéon de Oxido nitrico inhalado, que es un potente
vasodilatador de la circulacion pulmonar, también mejora la oxigenacion de la sangre, ya
que solo accede a las zonas ventiladas produciendo vasodilatacion y no actua en las zonas
patologicas no ventiladas. Pero la cuestion sigue en pie: es la VPH generalizada de la

hipoxia hipdxica fisioldgica o de grandes alturas una respuesta adaptativa util o no.

La primera clave de la respuesta a la pregunta pasa por definir la magnitud de la
VPH que se encuentra en situaciones de hipoxia fisiolégica y el grado de hipertension
pulmonar que ella genera, que, como muestra la Figura 8, se trata de hipertensiones
moderadas incluso a muy grandes alturas. Datos comparables han sido obtenidos en
estudios mas recientes (Scherrer et al., 1996; Ghofrani et al., 2004; Cornolo et al., 2004).
En suma, los aumentos de PAP generados por la VPH son moderados vy
considerablemente menores a los encontrados en multiples series de pacientes con
patologia pulmonar en los que ademas de un componente hipdxico se afiaden como
factores patogénicos de la hipertension pulmonar la exposicidon a téxicos, componentes
inflamatorios-infecciosos con hiperactivacion de los sistemas fagociticos, insuficiencia

cardiaca izquierda, etc.

Un segundo aspecto a considerar es si este nivel de VPH causa efectos deletéreos.
Los trabajos pioneros de Arias-Stella mostraron que los nativos a grandes alturas presentan
hipertrofia ventricular derecha, consecuencia directa del aumento de la PAP. Estudios
electrocardiograficos en alpinistas confirman las observaciones en nativos de grandes
alturas ya que en unas pocas semanas aparece cierto grado de hipertrofia ventricular
derecha y, en altitudes extremas, alteraciones en la conduccién de rama derecha. No nos
consta que esta hipertrofia tenga consecuencias perjudiciales “quo ad vitam” y como
discuten Rubin y Naeije (2004) en un editorial parece cuestionable que los aumentos de
PAP hasta altitudes de 5.245 m y desde luego hasta altitudes de 4.000 m (equivalente a
una fraccion de O, en aire inspirado a nivel del mar del 12%) produzcan ninguna limitacion

en reposo ni pérdida de la tolerancia a la actividad fisica.

El otro efecto perjudicial atribuido a la VPH es la apariciéon de edema pulmonar. En
una serie de estudios realizados en alpinistas y recopilados por Ward et al. (1995) las
incidencias de aparicion de edema pulmonar son del 2.5% a 4.243 m y del 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
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posibles riesgos y educado a los alpinistas la incidencia de edema disminuyd. Asi pues, 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 aparicion de edema (Ward et al., 1995).

Figura 8. Niveles de PAP media en
nativos residentes a distintas alturas sobre
40 Chacaltoya el nivgl del mar. En nativos a gran altura

del Tibet la PAP es menor que en los
nativos de Norte y Sur America (Groves et
al., J. Appl. Physiol. 74:312-318, 1993). Se

:E 30 5 indican también los niveles de PB. La PO,
e en aire inspirado humidificado en traquea
S LaPaz,/” Morococha seria: POl, = (PB-47) x 0.2093: y la
=T presion alveolar de O, (P,O,) de no existir
§=E 20 compensacion ventilatoria seria: P,O, =
;;E . (PO, en traquea) — (1.2 x PoCO,); PAO, =
o= Lima (PO, en traquea) — (1.2 x 40). Estos datos
oo Méjico corresponden a una situacion de steady
10 state asumiendo un cociente respiratorio
de 0.8; con un cociente respiratorio de 1,
PB (mmHg) determinaria que el segundo término de la
ecuacion se corresponderia exactamente
0 67|4 5I96 52|6 4?2 4?5 3?" con los 40 mmHg de la PACO, (tomado de
Cudkowicz, L. Respiration. 27:417-30,

0 1 2 3 4 5 6 1970)

miles de metros sobre el nivel del mar

Sin embargo, la clave radica en identificar los efectos beneficiosos de la VPH de
grandes alturas. Existen pocos estudios en los que se haya abordado directamente este
problema. El beneficio de la VPH, entendemos nosotros, habria de venir de una mejoria en
la saturacion de la Hb, aunque tal vez, ésta no sea la Unica via por la que la VPH, que
aparece de forma adaptativa en las hipoxias sostenidas, contribuya a una mejor tolerancia
a las alturas, sin embargo no existen datos sobre cual o cuales podrian ser estas vias (ver

mas adelante).

Existen para nuestro conocimiento tres estudios que abordan de forma directa el
problema exponiendo a los sujetos a hipoxia y estudiando en ellos (o en subgrupos de
ellos) el efecto de vasodilatadores de la circulacion pulmonar sobre una serie de
parametros. Scherrer et al. (1996) seleccionaron 17 montaferos controles sin historia
previa de edema pulmonar de alturas y 18 con antecedentes en los cuatro anos previos de
algun episodio de edema pulmonar en expediciones a la montafa. En los sujetos controles
la administracion de NO (40 partes por millén) tras 2 dias a 4.559 m redujo la PAP sistdlica
de 43 a 34 mmHg y produjo una tendencia no significativa a disminuir la PaO, y la
saturacion la Hb. De los 18 montafieros con antecedentes de edema pulmonar, 8 no

mostraron signos radiolégicos del mismo en la expedicion del estudio y en ellos la PAP
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sistélica alcanzé 67 mmHg y el NO la redujo a 42 mmHg de nuevo con una tendencia a
empeorar la PaO,. Los 10 sujetos restantes desarrollaron edema, su PAP sistdlica fue de
66 mmHg que el NO redujo a 40 mmHg ademas de mejorar significativamente la PaO, (de
36 a 41 mmHg) y la saturacién de la Hb (del 67 al 73%). Finalmente en un estudio de
hipoxia aguda (12 min., 10% O) en 6 sujetos controles, la inhalacién de NO disminuyo la
PAP sistdlica (54 a 31 mmHg) y empeoré significativamente la saturacion de la Hb (67 a
62%) y en los 8 sujetos con historia de edema, pero que no lo habian desarrollado, el NO
bajo la PAP de 46 a 34 mmHg y empeor¢ significativamente la saturacion de la Hb del 67 al
62%. La conclusion que estos autores sacaron de su estudio fue que tal vez los sujetos con
edema o tendencia al edema y en los que el NO fue beneficioso lo que presentan en
realidad es una “adaptopatia” tal vez debida a una expresion-activacion anémalamente baja
de la sintasa de NO (ver Bartsch et al. 2005).

Ghofrani et al. (2004) realizaron estudios a nivel del mar en normoxia y tras 2 horas
de exposicion a hipoxia aguda (10% O;), en reposo y en ejercicio en ambas condiciones;
continuaron los estudios tanto en reposo como en ejercicio con los mismos sujetos tras un
ascenso reglado de 8 dias de duracion hasta 5.245 m y seis dias de aclimatacién a esta
altura. Tanto en los estudios a nivel del mar como a grandes alturas los sujetos se dividieron
en dos grupos: control o placebo y sujetos tratados con sildenafil’ (50 mg en dosis tnica 1 h
antes de la realizacién de los tests). Los hallazgos no permiten deducir que la VPH y
consiguiente hipertension pulmonar tenga un efecto beneficioso sobre la oxigenacion de la
sangre, y por tanto, no esta claro el significado adaptativo de la VPH. Conclusiones
similares obtienen Richalet et al. (2005) también utilizando sildenafil que limité la hipoxemia
de grandes alturas y redujo la hipertension pulmonar, esto es, la VPH no es beneficiosa,
sino deletérea, y por tanto sensu stricto no se la puede atribuir el caracter de una respuesta
adaptativa. Sin embargo, cuando comparamos los tres estudios resulta obvio que frente al
NO inhalado que tiene sélo o preferencialmente efectos locales a nivel pulmonar el
tratamiento con sildenafil produce mejorias tanto mayores cuanto mas largo es el
tratamiento y tal vez ello implique que los efectos beneficiosos del sildenafil no dependen de

su accion sobre la VPH sino sobre otras estructuras del organismo.

En suma, el caracter adaptativo de la VPH, como respuesta util para el organismo

en la hipoxia hipéxica generalizada de grandes alturas no es facilmente evidenciable.

' El sildenafil es el principio activo de la viagra. Su actividad farmacoldgica depende su

especificidad para inhibir la fosfodiesterasa-5 que degrada el GMPc. El GMPc a su vez se genera
por la activacion de la guanilatociclasa por el NO. El NO a través del GMPc es un potente
vasodilatador, siendo muchas las dianas intracelulares de este nucleétido ciclico (ver Figura 2 en
Hampl y Herget Physiol. Rev. 80:1337-1372, 2000).
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Parece sin embargo que los estudios con sildenafil no son clarificadores, ya que los efectos
de mejoria introducidos por el tratamiento con esta droga parecen deberse mas a efectos
sistémicos que a su efecto vasodilatador de la circulacion pulmonar. Por el contrario los
efectos del NO inhalado ponen de manifiesto que en sujetos normales la VPH es
beneficiosa ya que su supresion con NO empeora la oxigenacion de la sangre. Ademas, el
transporte del NO generado en los pulmones como consecuencia de la VPH tal vez mejore
el rendimiento cardiaco y ello constituya una via adicional por la que la VPH ayuda al
organismo a adaptarse al medio. Probablemente la conclusion de Marshall et al. (1994):
“The activities of hypoxic pulmonary vasoconstriction span the range from homeostasis to
pathophysiology." asignando un papel homeostatico a la VPH resuma de forma sencilla la
discusién que hemos presentado. En la revision reciente de Sylvester et al., (2012) no se
afaden ideas nuevas excepto tal vez que se enfatiza la posible adaptopatia de los sujetos
que sufren edema de grandes alturas consistente en una escasa produccion de NO por
parte del endotelio tal y como hemos mencionado previamente. Sefialan en este sentido
que los nacidos-residentes en Tibet, que no presentan edema de grandes alturas tienen
altos niveles de NO en sus exhalados pulmonares en comparacion con los residentes a

nivel del mar.
3.3.3. Hiperventilaciéon en respuesta a la hipoxia hipdxica.

Segun propuso Fernando de Castro, pero enunciado en terminologia actual,
podriamos decir que las CQ del cuerpo carotideo se activan instantaneamente cuando
disminuye la PaO, y aumentan la liberacién de neurotransmisores; éstos activan a las
terminaciones sensoriales del NSC incrementando su frecuencia de descarga; estos
impulsos activan al centro respiratorio y se produce un aumento proporcional de la
ventilacion pulmonar. Si retomamos ahora los datos que dabamos en la seccion 3.2 para un
sujeto a 4.000 m sobre el nivel del mar, tendriamos que su P,O, seria de 47 mmHg, su
PaO, de en torno a 42 mmHg y su PACO, de 40 mmHg. La hipoxia activaria los CC
produciendo una hiperventilacion que haria descender la PACO, en unos 10 mmHg y por
tanto haria aumentar la PO, y la PaO, en unos 12 mmHg, pasando a 59 y 54 mmHg,
respectivamente. Con esta hiperventilacion, que es moderada (p.e., de 6 a 9.5 I/min), la
saturacion de la Hb aumentaria del 77% al 86%. Al hablar de la policitemia, calcularemos el

efecto neto que este cambio representa para la oxigenacién de los tejidos.

Un aspecto muy importante de esta respuesta hiperventilatoria originada en el
cuerpo carotideo es su umbral (Figura 9). Cuando la PaO, es de en torno a 70 mmHg

(equivalente a una Pg de ~600 mmHg y una altitud de 2.000 m), los CC comienzan a
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activarse y a aumentar ligeramente la ventilacién. 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 esta figura es que a PaO; inferiores a
40-45 mmHg, disminuciones ligeras de la PaO, producen aumentos marcados de la
ventilacién. Es precisamente este caracter exponencial de la hiperventilacion mediada por

el CC lo que ha permitido conquistar el Everest sin suplementacion de O,.

Se puede calcular la PoO; en la cima del Everest sabiendo que su altura es de 8848
m y su Pg de 253 mmHg, y que la hiperventilacion mediada por el CC alcanza 40 I/min 6
mas y reduce la PACO, a 7,5 mmHg. Ello posibilitaria que la PAO, suba hasta 35 mmHg.
De hecho tales medidas han sido hechas experimentalmente en una de las expediciones
médicas al Everest (West, 2010).

Mulligan et al. o - Hornbein, T.F. In Wates
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Figura 9. Relacion entre PaO, y actividad en el NSC en gato y ventilacion pulmonar en humano.
Notese el umbral de ambas respuestas a ~75 mmHg y la subida exponencial de las mismas a
medida que disminuye la PaO,. La ventilacion a nivel del mar (PaO, = 100 mmHg) es de =5 I/miny la
actividad basal (frecuencia de potenciales de accion en fibras Unicas del NSC, 2 a 3 potenciales/s) a
la misma PO,. Por tanto, la ganancia maxima de ambas respuestas es de 8 a 10 veces la basal. En
la tabla que acompafia a la figura pueden verse valores aproximados de la compensacién ventilatoria
para la PaO, y contenido arterial de O, (CaO,). Nétese que la hiperventilacion lo que hace es lavar
los pulmones de CO,, haciendo posible de acuerdo con la ecuacién de la PO, alveolar dada en la
leyenda de la Figura 8, que la PAO, aumente aproximandose a la PO, en aire inspirado.

El caracter adaptativo, y por tanto beneficioso, de la hiperventilacién mediada por el
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CC es universalmente aceptada. No pasamos a considerar los efectos de la alcalosis
resultante de la hiperventilacion sobre la afinidad de la Hb por el O,, ya que los ajustes
metabdlicos del hematie aumentando los niveles de 2-3-difosfoglicerato corrigen estos
cambios en unos pocos dias. En este contexto queremos citar textualmente la concusion de
un trabajo de Timmers et al. (2003): “Therefore, although carotid baroreceptors contribute to
short-term blood pressure control, other receptors are able to maintain normal chronic blood pressure
levels in the absence of carotid baroreceptors. Conversely, carotid chemoreceptor denervation leads
to permanent abolition of normocapnic ventilatory responses to hypoxia and reduced ventilatory

responses to hypercapnia’.

La conclusion de Timmers pone de manifiesto la escasa o nula importancia de los
cuerpos aorticos en las respuestas a la hipoxia hipéxica, aunque como demostraran Lahiri y
colaboradores a principios de los afos 80, los cuerpos aodrticos son los responsables de los
ajustes principalmente circulatorios que se producen en las hipoxias anémicas y de estasis
(Lahiri et al., 1980, 1981; ver Gonzalez et al., 1994). La hipoxia hipdxica también produce
efectos cardiovasculares que varian segun la especie animal, la intensidad de la hipoxia
aplicada y el protocolo experimental utilizado, incluyendo si el animal fue o no anestesiado y
el tipo y dosis de anestesia (ver Gonzalez et al., 1994). Sin embargo, la génesis de las
respuestas cardiovasculares a la hipoxia es multifactorial y no siempre es facil definir con
exactitud la contribucién de cada factor a las respuestas observadas. Por ejemplo, la
denervacion del CC para determinar su contribuciéon al control cardiovascular durante la
hipoxia puede producir eliminacién parcial o total de los barorreceptores carotideos, que
juegan un papel critico en el control del sistema cardiovascular y ademas, elimina la
hiperventilacion hipdxica que contribuye de forma importantisima a la génesis de las

respuestas cardiovasculares.

Teniendo en cuenta estas consideraciones, parece ser que en primates y en el
hombre a todos los niveles de hipoxia hipdxica se produce taquicardia, aumento del gasto
cardiaco y vasodilatacion periférica (Fitzgerald y Shirahata, 1997; Coleridge et al., 1997).
Por lo tanto, en una hipoxia de corta duracién, la relacion entre gasto cardiaco/consumo
total de O, aumenta. En el laboratorio es posible disecar parcialmente la génesis de estas
respuestas. Asi, una estimulacion selectiva del CC (perfundiendo a presion idéntica a la
arterial y de forma selectiva el seno carotideo con sangre hipéxica), mientras se controla la
ventilacion con un respirador, produce vasoconstriccion periférica, bradicardia y disminucion
del inotropismo del ventriculo izquierdo (Kumar, 2009). Esto es, los efectos directos mas
significativos de la estimulacion del CC sobre el sistema cardiovascular son bradicardia,

disminucion de la contractilidad cardiaca y vasoconstriccion periférica. Estos efectos
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cardiovasculares parecen hacer inservible el aumento de la ventilacion: de nada serviria
bombear mas O, a los pulmones si el aparato circulatorio no lo lleva a los tejidos. Sin
embargo, otros mecanismos reguladores sobrepasan a los efectos directos del CC sobre el
sistema cardiovascular para conseguir una respuesta coordinada de los aparatos
respiratorio y circulatorio, i.e., para obtener durante la hipoxia un aumento de la velocidad
del bombeo de aire rico en O, a los pulmones y un aumento de la velocidad de aporte de O,
a los tejidos por el sistema circulatorio. De hecho, se piensa que el efecto directo cronotropo
negativo del reflejo quimiorreceptor tiene una funcién protectora del miocardio en
situaciones de hipoxia. Si se desconecta a los animales del respirador y se les deja que
respiren espontaneamente, a esa estimulacion inicial de los CCs le sigue una
hiperventilaciéon. La hiperventilacion, modificando la presion intratoracica, afecta al retorno
venoso Y a la contractilidad cardiaca, y activando el reflejo de inflacién pulmonar, modifica
aun mas la funcion cardiovascular. En su conjunto, los efectos originados en el pulmén
sobrepasan los efectos directos del CC con el resultado neto de taquicardia y una tendencia
a la vasodilatacion periférica. Finalmente cuando todo el animal es sometido a hipoxia,
como ocurre de forma natural, los efectos directos de la hipoxia sobre el corazén y los
vasos sanguineos se anaden a los mecanismos de control previos. La hipoxia hipdxica de
baja intensidad puede tender a aumentar la contractilidad cardiaca, pero hipoxias
moderadas o intensas van a tender a producir un efecto inotrépico negativo; la hipoxia
produce vasodilatacion en todos los lechos vasculares, excepto en la circulacion pulmonar
donde la PO, alveolar baja produce vasoconstriccion. La suma de estos mecanismos
unitarios constituye la respuesta a la hipoxia aguda descrita anteriormente, i.e., taquicardia,
aumento del gasto cardiaco y vasodilatacion periférica. La vasodilatacion periférica se ve
compensada por efecto directo del reflejo quimiorreceptor que activa el simpatico y también
por accién del reflejo barorreceptor que se opone a la hipotensién generada por la accion
directa de la hipoxia (Kumar, 2009). En hipoxias sostenidas, el aumento de la ganancia del
reflejo quimiorreceptor (aclimatacion) atenda la taquicardia, y contribuye a que tienda a
normalizarse el cociente gasto cardiaco/consumo total de O,, lo cual segiun se ha

comentado tendria un papel protector sobre el miocardio.
3.3.4. La policitemia.

Segun muestra la Figura 10, la policitemia por un lado, mas la hiperventilacién por
otro, hacen que el CaO, sea normal hasta alturas de al menos 5.300 m sobre el nivel del
mar. La policitemia de grandes alturas es normocitica por lo que el aumento del nimero de

hematies produce un aumento proporcional de la concentracion de Hb. Es evidente que un
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aumento de la [Hb], aun cuando la PaO, esté disminuida, aumenta el CaO,. El umbral de
hipoxia para aumentar la produccién de EPO es comparable al descrito para la activacion
del CC, de tal forma que con PaO, de en torno a 70-75 mmHg (a unos 1.800-2.200 m sobre
el nivel del mar) comienza a haber un aumento en la secrecion de eritropoyetina. Dado que
el aumento de la [Hb] producido por la hipoxia es aproximadamente proporcional a la
disminucion de la PaO,, la capacidad de la sangre para transportar O, es idéntica a la que
posee la sangre a nivel del mar. En un sujeto normal a nivel del mar con una PaO, de 100
mmHg, el CaO, es de 189 ml de O,/l de sangre (CaO, = 145 X 1,34 X 97,5/100 = 189 ml
de O/l de sangre; 145 es la concentracion de Hb en g/l; 1.34 capacidad maxima de la Hb
para transportar O, en ml O,/g de Hb; 97,5/100 es el tanto por ciento de saturacién de la Hb
a la PaO; normal de 100 mmHg). Sin embargo, no hay que olvidar que el parametro
importante para definir la hipoxia es la PO, tisular. Con consumos de O, normales (250
ml/min) y un gasto cardiaco normal de 5,5 I/min, sabemos que a nivel del mar la CaO, —
CvO; es de en torno a 45 ml de O,, que la saturacion de la Hb en sangre venosa es
proxima al 75% y que la PvO, media es de 40 mmHg, y por tanto la PO, tisular media
podria acercarse a 40 mmHg. A 4.400 m (aun asumiendo un consumo de O, y un gasto
cardiaco idénticos, aunque sabemos que el gasto cardiaco estd moderadamente
aumentado), 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/l de sangre, el CvO, tiene

que ser de 145 ml O/l de sangre.

La saturacién de la Hb en la sangre venosa a 4.400 m sera: 145ml O./l = 171 g de
Hb/l x 1.34ml O./l x % Sat; lo que nos da una saturacion del 63.3%. A esa saturacion le
corresponde una PO, de ~34 mmHg que seria la PvO, media y la PO, tisular maxima
esperada a 4.400 m. Asi pues, gracias a las respuestas adaptativas, la VPH, la
hiperventilacién y la policitemia, se consigue que la diferencia de 53 mmHg en la PaO,
entre el nivel del mar y los 4.400 m (ver Figura 5), sea s6lo de 6 mmHg a nivel de PO,
tisular. Teniendo en cuenta el aumento moderado del gasto cardiaco, esta diferencia se
reduciria. Dos comentarios finales a estos célculos: primero, a 4.400 m el ejercicio fisico
produce una hiperventilacion (anadida a la ya existente por la hipoxia) y un aumento del
gasto cardiaco que son comparables (o ligeramente superiores) a los que se observan a
nivel del mar, con lo que la disminuciéon de la PvO, y de la PO, tisular en el ejercicio es
comparable en ambas situaciones; y segundo, es evidente que el nivel maximo de ejercicio

tolerable es mayor a nivel del mar que a 4.400 m.
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HbO,
HbO, 75%
25+ 82%
o= HbO, . .
o 2 059 Figura 10. Se presenta la capacidad de la
b % 20 sangre para transportar O, al nivel del mar,
5% a 4400 my a 5.300 m. Es evidente que
§ i aun cuando la hiperventilacion mediada por
g E 157 el CC consigue aumentar la PaO,, la
g2 e oty e saturacion de la Hb cae a medida que
i 8" 10- ascendemos, pero la policitemia posibilita
2 8 que el O, transportado por litro de sangre
8 T ;‘,‘;:;;f ;‘,’:;o‘:"l‘ g/'::oz:{: sea esencialmente idéntico en las tres
S = 59 situaciones (19 ml de O,/100 ml de sangre).
(Datos obtenidos de Reynafarje, J. Appl.
0 Physiol. 17: 301-305, 1962) y a 5.300 m
Nivel A A datos obtenidos de Ward et al. (1995).
del mar 4.400 m 5.300 m

El coste energético de estos cambios adaptativos es escaso. El aumento del
consumo de O, impuesto por la hiperventilacién supone unos pocos ml/min, ya que segun
hemos mencionado la hiperventilacion a 4.400 m es moderada. La policitemia es también
moderada con lo que el aumento de la viscosidad de la sangre, y por tanto de resistencias
al flujo sanguineo y de trabajo del corazén son igualmente pequefios. Sin embargo, existe
una enfermedad tipica de alta montana, la enfermedad de Monge, caracterizada por
hipoventilacion (relativa a la ventilacién que presentan los sujetos normales a la misma
altura), policitemia muy intensa, hipertension, disminucion del gasto cardiaco y cianosis
permanente. En opinidon del propio Monge, nos hallamos ante una adaptopatia (Monge y
Ledn-Velarde, 1992). La alteracion primaria residiria en el CC o en el centro respiratorio que
no generan la hiperventilacion que corresponde a la PO, arterial encontrada a esa altura. La
hipoventilacion relativa genera un nivel de hipoxia y una respuesta hematopoyética muy
superiores a las que corresponde a esa altura. Los sintomas serian el resultado de la
hipoxia intensa (la cianosis), y del aumento de la viscosidad de la sangre por el aumento
exagerado (>60%) del hematocrito. Tal vez contribuya a esta adaptopatia la hipertension
pulmonar exagerada por déficit en la expresion de NOS con edema intersticial como ya

hemos comentado.
3.3.5. Otras respuestas a la hipoxia hipéxica.

3.3.5.1. Respuestas endocrinas. En terneros (de 3 a 5 semanas de vida)
despiertos, hay liberaciéon significativa de adrenalina (mas que de noradrenalina) en la
médula adrenal en respuesta a la hipoxia (30 min.; P,O, <17 mmHg), siendo la liberacion

de estas CA comparable a la registrada durante la estimulacion maxima de la inervacién
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simpatica de esta glandula en terneros anestesiados; la liberacion de CA adrenales
evocada por la hipoxia es refleja, ya que es abolida por la seccion bilateral de los nervios
esplacnicos (Bloom et al., 1976; 1977). La interpretacion de estos hechos es que la hipoxia
activa el simpatico a través del CC, siendo el aumento de CA un reflejo directo de la
hipertonia simpatica producida por el CC (Fitzgerald y Shirahata, 1997). Datos comparables

han sido obtenidos en el perro y en la rata (Biesold et al., 1989; Critchley et al., 1980).

En terneros despiertos, también se ha visto que la hipoxia de 30 min. de duracion
produce secrecion de cortisol y corticosterona que es proporcional a la hipoxia entre 55y 17
mmHg (Bloom et al., 1976, 1977). Por otra parte, la hipoxia induce aumentos de la ACTH
plasmatica en la oveja (Boddy et al.,, 1974) y de ACTH y corticosteroides en perros
anestesiados, paralizados y ventilados artificialmente (Raff et al., 1983). La secrecion
maxima de cortisol evocada en estos perros por hipoxia hipdxica se atenua
considerablemente después de la desaferentacion de los CC (Raff et al., 1982). Por ello, la
liberacién de glucocorticoides adrenales en respuesta a la hipoxia se atribuye a la
activacion del eje pituitario-adrenocortical (y no a la accién directa de la hipoxia sobre la

corteza adrenal; Bloom et al., 1977), y ésta a su vez a la estimulacion hipéxica de los CC.

Hay informacién abundante sobre liberacion de vasopresina y excitacion de las
neuronas vasopresinérgicas de los nucleos paraventricular y supradptico del hipotalamo en
respuesta a la estimulaciéon del CC en diferentes especies y condiciones (ver Fitzgerald y
Shirahata, 1997 para referencias). Esto explica la elevacion de la tasa de excrecion urinaria
de hormona antidiurética (de hasta 10 veces el valor control) en humanos durante las
primeras 24 h de hipoxia de permanencia en una camara hipobarica (Claybaugh et al.,
1982), lo que no se acompafé de cambios en el flujo urinario diario en los sujetos que
presentaron hipocapnia, pero que disminuyo a la mitad en aquéllos en que se mantuvo la
normocapnia (aumentando la concentracion de CO, en la camara para prevenir la alcalosis
respiratoria provocada por la hiperventilacion). La hipoxia también disminuye la aldosterona
plasmatica, sin cambios de la renina plasmatica, ni del enzima conversor de la angiotensina
(Colice y Ramirez, 1985).

3.3.5.2. Resistencias de las vias aéreas e hipoxia. La estimulacion del CC
produce por via refleja contraccién de la musculatura traqueobronquial y un aumento de las
resistencias aéreas (Nadel y Widdicombe, 1962). En el animal intacto, la hipoxia que relaja
la musculatura traqueobronquial, contrarrestaria el efecto reflejo constrictor, minimizando el

aumento de resistencias (Sant’Ambrogio, 2002). De otro lado el efecto reflejo interacciona
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positivamente con histamina y metacolina, aumentando el efecto constrictor de la

musculatura traqueobronquial que tienen estas drogas (Denjean et al., 1991).
3.3.6. Respuestas a la hipoxia en el neonato.

Aunque hay diferencias entre las distintas especies animales, un hecho bien
conocido es que el CC y/o el reflejo quimiorreceptor no es funcional, o lo es de forma
incompleta (ver Donnelly, 1997; Gauda et al., 2009) en el momento del nacimiento. Voy a
referirme a unos pocos datos sobre la maduracién del CC y de la influencia que sobre este
proceso tienen ciertas maniobras experimentales. En corderos es posible registrar actividad
quimiorreceptora en el NSC intrautero, pero una vez alumbrados (por parto vaginal o
cesarea) se registra actividad barorreceptora pero no quimiorreceptora en el NSC,
apareciendo la actividad quimiorreceptora sélo dos dias después (Blanco et al., 1984); ello
se debe a que la hiperoxia relativa de la vida extrauterina en comparaciéon con las
condiciones intrautero silencian a los quimiorreceptores transitoriamente. Si en corderos de
2 dias se seccionan los nervios carotideos y se extirpa el tejido del area de los CC, se
observan al cabo de 1 semana niveles menores de volumen corriente, frecuencia
respiratoria y Pa02, y mayores de PaCO, que los de los corderos sometidos a una
operacion ficticia (Bureau et al.,, 1985). Mientras los corderos normales de esta edad
presentan una respuesta bifasica inmadura a la hipoxia (hiperventilacion transitoria seguida
de depresion ventilatoria), los corderos privados de CC no presentaron cambios
ventilatorios significativos, ni en un sentido ni en otro (Bureau et al., 1985), lo que sugiere
que la depresion ventilatoria secundaria de los animales jévenes no se debe a un efecto

central de la hipoxia, sino a una falta de maduracion de los CC.

La inmadurez del CC-reflejo quimiorreceptor al nacimiento, caracterizada por una
respuesta escasa y transitoria a la hipoxia, o no respuesta en absoluto, se ha constatado en
todas las especies estudiadas: cordero, gato, conejo, rata, cerdo y humano (Donnelly, 1997)
y deseo centrarme sélo en algunos factores que son decisivos en el proceso de maduracion
que considero tienen gran interés médico. Asi, si se mantiene a animales de
experimentacién (rata y gato) en atmosfera hipoxica en el periodo intrautero final y
postnatal, la respuesta ventilatoria a la hipoxia es bifasica o inmadura (aumento seguido de
depresién) durante meses, mientras que en las mismas especies animales en atmdsferas
normales la maduracion de la respuesta hipoxica (caracterizada por hiperventilacion
sostenida) ocurre en 2-4 semanas (Eden y Hanson, 1987; Hanson y Kumar, 1994). La
hipoxia perinatal, si es lo suficientemente sostenida, afecta la maduracion del reflejo

quimiorreceptor en todas las especies animales, incluido el hombre (Gauda y Lawson,

27



INTRODUCCION

2000). La hiperoxia perinatal también afecta la maduraciéon del CC. Prieto Lloret et al.
(2004) observaron que el mantenimiento de las ratas la ultima semana de la prefez y el
primer mes post alumbramiento en una atmésfera del 30-50% O, produce atrofia del
complejo CC-NSC, con el resultado de un menor nuimero de células y fibras
quimiorreceptoras, y alteraciéon del desarrollo de las CQ, e interferencia con la expresion de
la maquinaria involucrada en la deteccion de la hipoxia en la mayor parte de las CQ
supervivientes. En una revision reciente del tema (Bavis et al., 2013) se concluye:
“...experiments with animal models have revealed that moderate exposures to hyperoxia (e.g., 30-
60% O, for days to weeks) can also have profound effects on the developing respiratory control
system that may lead to hypoventilation and diminished responses to acute hypoxia. ...specifically,
developmental hyperoxia reduces carotid body size, decreases the number of chemoafferent
neurons, and (at least transiently) diminishes the O, sensitivity of individual carotid body glomus cells.
Recent evidence suggests that hyperoxia may also directly or indirectly impact development of the
central neural control of breathing. Collectively, these findings emphasize the vulnerability of the
developing respiratory control system to environmental perturbations”. La idea detras de estas
reflexiones no es otra que enfatizar la atencion que ha de darse al cuidado perinatal de los
ninos, ya que las disfunciones del CC estan intimamente ligadas al sindrome de la muerte

subita del recién nacido (Pasaro y Ribas, 1997; Gauda et al., 2009).

Hay un episodio de hipoxia muy especifico que merece especial consideracion,
que es el nacimiento propiamente dicho (Figura 11). El nacimiento natural por via vaginal
supone en condiciones normales un episodio de hipoxia muy intensa (de hecho de
asfixia), tal vez el mas intenso y mas prolongado que el nuevo ser vaya a sufrir en su
vida y sea capaz de tolerar. Ademas de que el CC no es funcional, y que por tanto no
haya respuestas mediadas por el mismo, razones mecanicas obvias impiden que la

ventilacion pueda constituir un mecanismo de defensa frente a la hipoxia.

Pero ocurre que en los animales recién nacidos las células cromafines de la
médula adrenal son sensibles a la hipoxia. Al igual que el CC no tiene madura su
inervacion sensorial, la médula adrenal en el neonato tampoco esta inervada: las fibras
simpaticas preganglionicas colinérgicas que llegan por el esplacnico no llegan a sinaptar
con las células de la médula adrenal en el momento del nacimiento. En rata, la
inervacion de la médula adrenal se produce durante la segunda semana de vida
postnatal (ver Slotkin y Seidler, 1988). Las fibras nerviosas ya estan presentes en el
segundo dia después del nacimiento pero, aunque las células cromafines responden a
agonistas colinérgicos, las sinapsis terminaciéon nerviosa-célula cromafin ain no son

funcionales ya que no hay respuesta secretora a la estimulacién eléctrica del esplacnico
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(Holgert et al., 1994). En humanos la maduracion de la sinapsis sigue un patréon similar al
de la rata ya que al nacer también es inmadura (Lagercrantz & Slotkin, 1986). Pues bien,
la médula adrenal neonatal tiene un papel fundamental para la adaptacién del organismo
a la vida extrauterina, ya que en esta etapa, antes de que se haga efectiva la inervacion,
las células cromafines poseen la capacidad de detectar directamente situaciones de
hipoxia, hipercapnia, acidosis e hipoglucemia (Rico et al.,, 2005; Rico, 2006) vy de
responder ante estos estimulos liberando CA al torrente sanguineo. De hecho, en
distintas especies durante el parto vaginal, se produce el mayor pico plasmatico de CA
de la vida del animal (Figura 11).

100
Q
60

40
30

Qo
O 1 |

10 -

Norepinephrine (nmol/l)
o
]

0.5 —
0
I I T T T after birth
ar
20 25 30 35w P urition
gestational age 3 6 9cm| 172 2 24 h
cervix I birth
dilatation

ADULTOS

EN REPOSO

HOMBRES DURANTE

UNA SESION DE

SAUNA

MUJERES DURANTE

UN PARTO

HOMBRES HACIENDO

EJERCICIO

PACIENTES DE

FEOCROMOCITOMA

BEBES AL NACER

1 1 1 1
0 10 20 30 40 50

CATECOLAMINAS (NANOMOLES POR LITRO)

Figura 11. Parte superior: Niveles de norepinefrina en plasma en la segunda mitad del embarazo,
en el momento del parto por via vaginal y en primer dia de vida. Parte inferior: Niveles de CA en
plasma en distintas situaciones a lo largo de la vida (modificada de Lagercrantz y Slotkin, 1986).

Este pico de CA no sélo esta destinado a proteger al feto del estrés que supone

el nacimiento, sino que también se encarga de fortalecer la capacidad del neonato para
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desenvolverse eficazmente fuera del organismo materno. Facilita la respiracion normal
del neonato, aumentando la reabsorcion del liquido pulmonar y la secrecion de
surfactante pulmonar (que reduce la tensién superficial, aumenta la estabilidad alveolar y
evita el edema pulmonar). Mejora la elasticidad pulmonar y dilata los bronquiolos.
Ademas, activa la funcién cardiaca y redirecciona el flujo sanguineo, aumentandolo hacia
los 6rganos vitales y reduciendo la circulacién periférica como medida de proteccion del
corazoén y del cerebro. Acelera el ritmo metabdlico del feto durante el parto. Con esto se
consigue que la energia almacenada, en forma de glucdégeno y grasa, pueda ser
utilizada por las células del neonato cuando éste deje de recibir el aporte constante de
nutrientes a través del cordén umbilical. Las CA estimulan la lipdlisis, la glucogenolisis y
gluconeogénesis hepaticas. Ademas, se cree que el pico de CA liberadas durante el
parto también puede facilitar la vinculacion entre la madre y el hijo, ya que las CA
provocan en el recién nacido una actitud de alerta y atencion (por ejemplo, dilatacion de
las pupilas), e incluso en ocasiones cierta sensacion de bienestar, que ayudarian al

establecimiento de un vinculo materno-filial (Lagercrantz y Slotkin, 1986; Singer, 1999).
3.4. Mecanismos moleculares de deteccion de los estimulos en el CC

En esta seccion se trataran dos aspectos fundamentales: los mecanismos
moleculares de deteccion de la hipoxia en las CQ, aunque de forma mas breve
discutamos la deteccion de la alta PCO,/bajo pH, y los mecanismos de comunicacion

entre las células y las terminaciones nerviosas sensoriales del NSC.
3.4.1. Deteccion de estimulos por las células quimorreceptoras.

Los mecanismos de funcionamiento del CC a nivel celular han constituido un
enigma durante muchos afos, por lo que han surgido multitud de hipétesis con nombres
tales como hipotesis metabdlica de la escuela rusa de fisiologia y la hipoétesis acida de
Winder y de la escuela de Oxford. De ellas la que consiguié mayor difusion fue la teoria
metabdlica que Anichkov y Belenki'i (1963) enunciaban asi: "...los venenos que bloquean la
respiracion tisular o la hacen indtil determinan que la sintesis de enlaces de alta energia sea inferior a
su degradacion, y en consecuencia producen un balance energético negativo en el tejido
quimiorreceptor. Por tanto, debe considerarse que la excitacion de los quimiorreceptores producida por
dichos venenos, que son de naturaleza quimica muy variada, es la reaccién a un balance energético
negativo. No hay duda de que la hipoxia, el estimulo fisiolégico adecuado para los quimiorreceptores
del cuerpo carotideo, produce un desplazamiento negativo en el balance energético... Es por tanto

obvio que el mecanismo intimo de la excitacién hipdxica de los quimiorreceptores tiene que ser similar
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al mecanismo de excitacién producido por los venenos que abolen la respiracién celular o la hacen
inatil ..." (tomado de Obeso, 1984).

La primera critica a la hipotesis metabdlica surgié al considerar que el flujo
sanguineo y el consumo de O, medidos (9 ml/100 g de tejido/min.; Daly et al., 1954)
aseguraban una PO, en la sangre venosa del CC, y por tanto en el tejido glémico, muy
superior a la requerida para mantener el flujo de electrones en la cadena respiratoria normal
incluso a PaO, sistémicas muy inferiores al umbral de activacion del CC (Lubbers et al.,
1977). La medicién de niveles de ATP en el CC ha demostrado que niveles de hipoxia que
producen activacion intensa del CC no disminuyen los niveles de ATP o los reducen muy
moderadamente (Obeso et al., 1985; Verna et al., 1990). Tampoco resulté cierto que el
nexo comun en la capacidad de los venenos metabdlicos para activar al CC fuera la
disminucion del ATP: a concentraciones que producen activacion comparable de las CQ
(liberacidon de DA) y de la descarga en el NSC, el cianuro redujo en 45% los niveles de ATP,
mientras que el dinitrofenol y el CCCP no los modificaron; la accién desacoplante de los dos
ultimos agentes se compensd con un aumento del consumo de glucosa (Obeso, 1984;
Obeso et al., 1989a). A pesar de estos hechos, hay que mencionar que Mills y Jobsis (1970,
1972) encontraron que la citocromo oxidasa de la cadena respiratoria del CC poseia una
afinidad anémalamente baja por el O,, lo que posibilitaria que aun a PO, relativamente altas
la cadena respiratoria se redujera y se produjera una disminucion de la respiracién y por
tanto de la sintesis de ATP en las CQ. Utilizando células disociadas, Duchen y Biscoe
(1992a, b) verificaron lo mismo con técnicas microfluorimétricas y en un estudio muy
reciente Buckler y Turner (2013) lo confirman con idénticas técnicas. Por tanto, parece
evidente que las CQ, en comparacién con otras células (células sensoriales de los ganglios
raquideos o célula ganglionares simpaticas), poseen una cadena respiratoria especial,
haciendo a priori plausible un papel de la mitocondria en la deteccion de O, aun cuando la
disminucion de la PO, sea muy moderada. Hay, sin embargo, dos hechos que son dificiles
de aceptar: el primero, es que como muestra la Figura 6 (ver también mas adelante) la
respuesta de las CQ es un proceso de membrana plasmatica mediado por canales idnicos
y no se tiene idea como se acoplarian mitocondrias y membrana; el segundo, es que una
inhibicién de la cadena respiratoria, y por tanto disminucion de la sintesis de ATP, como
mecanismo de activacion y sefalizacion de unas células que tienen que funcionar al
maximo precisamente cuando hay hipoxia, parece teleolégicamente inadecuado, ¢como
van a sefalar las CQ y a defender al organismo frente a la hipoxia si son las primeras en

quedarse sin ATP en situacién de hipoxia?
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La otra gran hipotesis clasica es la hipotesis acida, propuesta inicialmente por
Winder en 1937. Winder encontré que ciertas dosis de iodoacetato, un inhibidor de la
glicdlisis, abolian la respuesta a la hipoxia y no a los estimulos acidos, postulando que
las terminaciones sensoriales serian receptores de H*, ya que el bloqueo de la
produccion de acido lactico eliminaba la actividad del CC, mientras se conservaba la
sensibilidad del 6rgano quimiorreceptor a los cambios directos de la [H']. La hipoxia
estimularia a estos receptores porque al deprimir la oxidacion de glucosa, activaria la
glicdlisis y produccion de lactato. Los hallazgos de Winder no pudieron confirmarse, pero
la idea de la unificacion de los mecanismos de deteccion de los estimulos hipéxico y
acido fue retomada por Torrance quien entre 1974 y 1981 (Torrance, 1974; Hanson et
al., 1981) propuso dos enmiendas distintas de la hipotesis acida con unos postulados
que no pudieron verificarse (ver Fidone y Gonzalez, 1986). Sin embargo, en el contexto
de la hipotesis acida se encontré que la anhidrasa carbonica que media gran parte de la
respuesta al alto CO, se localiza en el interior de las células quimorreceptoras (Rigual et
al., 1985), implicando que la respuesta al acido se generaria en las células, aunque no

se pueda excluir cierta sensibilidad de las terminaciones sensoriales a los H™.

En 1977, Gonzalez y Fidone demostraron que la hipoxia aumenta la liberacion de
dopamina (DA) en CC aislados. Dado que esta catecolamina se encuentra almacenada
casi con exclusividad en las CQ, el hallazgo implicaba que dichas células respondian a la
hipoxia. En una serie amplia de estudios estos autores caracterizaron las enzimas
involucrados en la sintesis, el propio proceso de sintesis y la liberacion de CA en el CC
de conejo, encontrando que la hipoxia inducia liberacion de DA en relacion directa con
su intensidad (Figura 12A) y que la liberacién inducida era dependiente de Ca?* (Figura
12B). ldénticas observaciones se obtuvieron en el CC de gato, rata vy raton,
demostrandose ademas que el alto K* extracelular inducia liberacion de DA de forma
Ca*" dependiente y que la liberacion inducida por alto K* y por hipoxia era sensible a
dihidropiridinas antagonistas (y agonistas) de canales de Ca?*, mientras que la liberacion
inducida por los estimulos acidos, aun siendo dependientes de Ca?', era insensible a

dihidropiridinas (para referencias ver Rocher et al., 2011).

En experimentos analogos, Rocher et al. (1988) demostraron que la veratridina,
un activador de canales de Na* voltaje dependientes, inducia liberacion de DA de forma
Na*y Ca?* dependiente y sensible a tetrodotoxina (TTX), y que la liberacion inducida por
la hipoxia es parcialmente sensible a TTX mientras que la inducida por estimulos acidos

no lo es (ver Rocher et al., 2011).
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En su conjunto estas observaciones sugerian fuertemente que la hipoxia
despolarizaba las CQ y promovia activacion de canales de Na* y Ca*" dependientes de
voltaje y liberacidn exocitotica de neurotransmisores. En un intento de verificacion directa
de la despolarizacién se puso a punto un cultivo primario de CQ de conejo en la que se
demostré la naturaleza excitable de las CQ y se descubrié el primer canal idnico
regulable por la PO.: la disminucion de la PO, produce una inhibicién reversible de una
corriente de K* transitoria del tipo 15 (Lopez-Barneo et al., 1988; Lopez-Lopez et al.,
1989). La existencia de corrientes de K* sensibles a la hipoxia en las CQ se extendi6 a
todas las especies animales estudiadas incluyendo rata, gato, raton. Estos hallazgos han
constituido la base del modelo de membrana de transduccion del estimulo hipdxico
propuesto por Gonzalez et al. (1992; 1994), que sigue teniendo plena vigencia aunque
hay aspectos del mismo no satisfactoriamente resueltos (Figura 13). No se conoce 1)
cdmo las células detectan la PO,, 2) como los posibles mecanismos de deteccion se
acoplarian a los canales de K', 3) el significado real de los distintos canales de K*

sensibles a la PO,.

A B
12 4
® [*H] + DA + [*H] + DOPAC o [0 control
< .
& Peak discharge % = 1500 | Stimulus (20% 0,)
Q=
a W Aver. discharge T ,,E
g T8
o @
P S 3 1000
5 =
g e
o - 2
s 4 5
3L
8= 500 0Ca®, 21 mm-Mg**
«
0 v . v v v v
50 a0 30 20 10 0 L 2 3 4
Stimulus (% O,) Stimulus cycle

Figura 12. A. Se muestra la relacion linear inversa entre el contenido de de O, en el liquido de
superfusion y la liberacién de DA y descargas en el NSC; los datos se expresan como veces la
respuesta obtenida en soluciones equilibradas con 100% de O,. B. Se muestra un experimento en
que se aplicaron cuatro estimulos, los dos centrales en ausencia de Ca®* no evocaron respuesta
secretora. Tomado de Fidone et al., 1982.

3.4.1.1. Mecanismo de deteccion de la PO.. A lo largo de estos veinte afios
de la teoria 0 modelo de membrana de quimiorrecepcién al oxigeno han surgido diversas
propuestas de cdmo tal proceso ocurriria y de qué estructura molecular seria la

responsable. De forma general podemos decir que hay dos grandes grupos de
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propuestas; en una de ellas la deteccion de la hipoxia seria un proceso o propiedad
intrinseca de la membrana plasmatica de las CQ requeriria compuestos solubles del
citoplasma celular, en la otra el sensor de la PO, seria algun enzima citoplasmico o

mitocondrial cuyo producto o productos actuarian sobre los canales de K inhibiéndolos.

Acute hypoxic transduction Acidic-hypercapnic transduction
............................................. . T
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’ 3
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Figura 13. Modelo de membrana de transduccién del estimulo hipdxico (izquierda) y del estimulo
acido-hipercapnico (derecha) segun Rocher et al., 1991 (a) y segun Buckler et al., 2000 (b).
Tomados de Gonzalez et al. (2003). Algunos aspectos de las etapas destacadas en azul son
desconocidos a nivel molecular.

A. Candidatos a sensores de O, en las células quimiorreceptoras. La Figura
14 muestra los distintos sensores propuestos. La primera propuesta, que defiende el
laboratorio de C. Gonzalez en Valladolid, se basa en unas observaciones experimentales
y en una consideracién tedrica. Las observaciones experimentales consisten en que
tanto en CQ de conejo como de rata, la hipoxia inhibe los canales de K en parches de
membrana inside out y que en ambos casos el CO es capaz de sustituir al O,. Ello
implicaria que el sensor es una hemoproteina capaz de ligar O, y CO, al igual que lo
hace la hemoglobina y que la supuesta hemoproteina-sensor estaria en la membrana
plasmatica y no requeriria ningun factor soluble para interaccionar con los canales de K"
(Gonzalez et al., 1994, 2009). Pero, ¢por qué no podrian ser los propios canales los
sensores? La razon es que los canales que se inhiben por la hipoxia en parches aislados
son distintos entre si y no poseen, que se sepa, dominios de consenso para ligar el O, y
el CO (Gonzalez et al., 2009).

Recientemente Kemp y colaboradores (Williams et al., 2004) han encontrado que

en normoxia la hemoxigenasa-2 genera CO que activa al maxi-K, un canal de K" sensible
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a la hipoxia en las CQ de rata. En hipoxia la actividad de este enzima, la hemoxigenasa-
2, que utiliza como co-sustrato O,, disminuye, por lo que al no generarse CO el maxi-K
deja de estar activado, se inhibe. Esta inhibicion mas la producida por la propia hipoxia
conduciria a la inhibicién global del maxi-K que se observa en experimentos en célula
entera. Sin embargo, esto no es compatible con la observacion de que la disminucién de
la PO, inhiba el maxi-K en parches aislados en configuracion inside out porque la hemo-
oxigenasa necesita el sustrato, el grupo hemo, y, ademas del O,, necesita NADPH como
co-sustrato. En los experimentos realizados en parches aislados por Riesco-Fagundo et
al. (2001) no existe ninguno de estos co-sustratos por lo que la hemooxigenasa no
podria funcionar. Obviamente esto no significa que en la célula intacta el mecanismo

hemoxigenasa/maxi-K no pueda contribuir a generar la respuesta a la hipoxia.

Hemo

Unidentified STREX i .
plasma membrane Oxygenase 2 maxi-K; MAMkPE'nase’ .
hemoprotein and CO; Kemp McCartney ark tvans e
et aI., 2004 et al., 2005
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Schumacker, 2000

NADPH oxidase
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Cross and Acker
labs, 1994

Figura 14. Posibles sensores de la PO, en las CQ del cuerpo carotideo (tomada de Gonzalez et
al., 2010).

De gran interés fue la observacion hecha por McCarney et al. (2005) que, en un
sistema heterdlogo y en células tumorales, encontraron que una variante del maxi-K, el
STREX, (que posee un dominio rico en cisteinas), era inhibido directamente por la
hipoxia y por el CO. La propuesta era obvia: el STREX era el sensor. Sin embargo, Ross
et al. (2011) encuentran que las CQ de rata, especie en la que el maxi-K es sensible a la

hipoxia no expresan esta variante del canal.
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El Prof. Mark Evans ha liderado la propuesta de que la quinasa dependiente de
AMP (AMPK) sea el sensor. Este enzima, es capaz de fosforilar multitud de proteinas,
entre ellas el maxi-K de las CQ. Al fosforilar el canal, éste se inhibe. La AMPK se activa
cuando aumenta el AMP en las células, y, dada la baja concentracion de este producto
de degradacion del ATP en condiciones normales, en relacion a la concentracién de ATP
(AMP/ATP muy bajo), un ligero predominio de la degradacién de ATP sobre la
regeneracion del mismo podria aumentar marcadamente la concentracion de AMP y
activar el enzima. Sin embargo, como en el caso de la hemooxigenasa, este modelo es
incompatible con los hallazgos en parches aislados, sin negar la posibilidad de que en
las células intactas juegue realmente un papel, no como sensor, sino como amplificador

de la respuesta a la hipoxia.

El papel del sulfhidrico (H,S) como mediador de la respuesta a la hipoxia ha sido
propuesto recientemente por dos laboratorios, con el problema a priori de que uno de
ellos (Peng et al., 2010), basandose en experimentos con ratones knockout para
cistationina-y-liasa (CSE) propone que este enzima es el generador del sulfhidrico
importante para la génesis de la actividad quimiorreceptora. El otro laboratorio, también
trabajando con ratdn pero en este caso basandose en el uso de inhibidores de los
enzimas parece demostrar que es la cistationine-p-sintetasa (CBS) el enzima generador
del sulfhidrico (Li et al., 2010). Ambos enzimas son citoplasmicos y la propuesta es que
el sulfhidrico actuaria a nivel mitocondrial inhibiendo la citocromo oxidasa (Buckler y
Turner, 2013). Datos de nuestro laboratorio indican que en efecto el sulfhidrico es capaz
de modular la respuesta a la hipoxia y actualmente estamos tratando de definir cual de
las dos fuentes de sulfhidrico es la importante (Gallego-Martin et al., 2012b). Hay que
sefialar que en los dos estudios de microarrays de raton existentes, no se ha encontrado
CSE de esta especie (pero si CBS), mientras que si existe el enzima en CC humano
(Mkrtchian et al., 2012).

El posible papel de la citocromo-c-oxidasa ya ha sido comentado. Respecto al
papel de los ROS como sefializadores de la hipoxia hay una doble propuesta. De
acuerdo con Acker y cols. (Cross et al., 1990) el sensor seria una NADPH oxidasa
analoga a la de las células fagocitarias, que reduce el O, molecular con un solo electrén
para formar O," que se dismuta a H,O.. La propuesta esta basada en la observacién de
que un inhibidor de la NADPH oxidasa, el difenileneiodonio (DPI), activa las descargas
del NSC y previene el efecto de la hipoxia. La propuesta era que la disminucion de la

PO, inhibiria al enzima disminuyendo la produccion de O," y de H,0,; esta disminucion
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de O, y de H,O, cambiaria el potencial redox de la célula, esto es, el cociente glutation
reducido vs. glutation oxidado (GSH/GSSG) hacia un valor mas reducido, mas alto, y ello
generaria un cambio en la relacién entre grupos sulfhidrilos libres y puentes disulfuro
(Prot-SH/Prot-S-S) de los canales de K* con la consiguiente modificacion de su cinética
de apertura. Otro grupo de autores (ver Chandel y Schumacker, 2000) encontraron que
la hipoxia aumentaba la producciéon de ROS (de O," y de H,0,) a nivel mitocondrial y
propusieron que el sensor seria la mitocondria y que la sefial capaz de modificar la
cinética de los canales de K' seria el aumento de ROS, y no su disminucién como
proponia Acker. En estudios realizados en colaboracion el laboratorio de Fidone en Salt
Lake City y de Gonzalez en Valladolid, usando knockouts para una de la subunidades de
la NADPH oxidasa y técnicas de microfluorometria, la evidencia que se obtuvo es que
ninguna de las dos hipétesis parecia verosimil: en las células de los ratones knockout la
hipoxia no activaba la produccion de ROS mitocondriales ni podia inhibir la NADPH

oxidasa porque no existia (He et al., 2005).

En suma, no sabemos en realidad como se detecta la hipoxia en las CQ. Parece
evidente que de los multiples mecanismos/reacciones dependientes de O, que las
células en general poseen, algunos de ellos tendrian propiedades cinéticas especiales
en las CQ por lo que podrian modular la respuesta a la hipoxia, pero se desconoce cual
es el primer sensor que dispara la quimiorrecepcion. En el modelo de la hemoproteina
que ha propuesto el laboratorio de Valladolid el handicap para su aceptacidén es que no

se ha conseguido identificar la hemoproteina candidata a sensor de O..

B. Mecanismos de acoplamiento entre el sensor y los canales de K'
regulados o sensibles a la hipoxia. El desconocimiento de la naturaleza del sensor de
O> hace dificil buscar el mecanismo de acoplamiento entre dicho sensor y los canales de
K" sensibles a O,, que presumiblemente constituyen los primeros efectores de la
deteccion-activacion hipdxica. En los dos modelos en que se otorga un papel critico a los
ROS, el mecanismo de acoplamiento es sencillo de entender: cambio en la relacién entre
grupos sulfhidrilos libres y puentes disulfuro (Prot-SH/Prot-S-S) de los canales de K*
que promoverian los cambios cinéticos antes descritos. Sin embargo parece muy poco
probable que este mecanismo tenga un significado fisiolégico ya que el CO, que desde
luego es incapaz de reducir u oxidar ninguna molécula en condiciones normales de
temperatura y presion, revierte el efecto de la falta de O, (PCO =70 a 140 mmHg y PO,
~30 mmHg) tanto en CQ de conejo como de rata (Lopez-Lopez y Gonzalez, 1992;

Riesco-Fagundo et al., 2001).
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De otro lado, se ha demostrado que la reduccion de canales ionicos y la
sensibilidad al O, son cosas distintas. Asi por ejemplo en células HEK transfectadas con
canales de K* de la familia shaker, shaker/p1.2 y Kv4.2/31.2, el ditiotreitol disminuyé la
corriente de los tres sistemas y la hipoxia solo inhibié al ultimo de ellos (Pérez-Garcia et
al., 1999). Ademas, Riesco-Fagundo et al. (2001) demostraron que el ditiotreitol aumenta
la probabilidad de apertura del maxi-K y la hipoxia lo disminuye. Asi pues, el estado
redox de los canales no parece estar involucrado en el inicio de la cascada de
transduccion, lo que no excluye que pueda jugar un papel modulador de la misma. Si el
sensor es una hemoproteina, el mecanismo de acoplamiento seria alostérico: la
reorganizacién intramolecular del sensor, al desaturarse por la disminucién del O,,
produciria cambios en la disposicion espacial del mismo (tal como ocurre en la
hemoglobina al desaturarse) que conducirian al cierre o que dificultarian la apertura de
los canales de K* sensibles a la PO,. Si las mitocondrias (o alguno de sus componentes
moleculares) fueran los sensores no sabemos qué sefial producirian para modificar la
cinética de los canales de K*. Sin embargo, sea cual fuere el mecanismo, parece que las
subunidades B reguladoras de los canales de K* serian necesarias para el acoplamiento
entre el mecanismo de deteccion o sensor(s) de O, y la subunidad conductora de los
canales de K*. De hecho, en sistemas de transfeccion, las corrientes de K* sélo son
sensibles a la hipoxia si se cotransfectan las subunidades o con subunidades f
reguladoras o si la transfeccién se hace a tipos celulares que expresan dichas
subunidades B. En otras palabras, las subunidades [ interaccionarian con el presunto
sensor hemoprotéico de O, o serian los componentes de los canales de K' que
reaccionan con los ROS (o el glutation) o con la sefial originada en las mitocondrias
(Pérez-Garcia et al., 1999). Esta misma idea es apoyada por datos de Hartness et al.
(2003), que encuentran que la hipoxia cronica, que se acompana de sensibilizacion de
las respuestas a la hipoxia, produce un aumento de expresién de subunidades B y de su

co-localizacién con las subunidades o de los canales de K™ sensibles a hipoxia.

C. Canales de K sensibles a la hipoxia y su presumible funcién. E| primer
canal de K" sensible a la hipoxia fue descubierto en CQ de conejo (Lopez-Barneo et al.,
1988). Se trata de una corriente voltaje dependiente que inactiva con propiedades
cinéticas tipicas de un rectificador tardio, cuyo umbral macroscépico de activacion es
proximo -40 mV y que se inhibe de forma reversible al disminuir la PO.. Ello ha hecho
que se haya cuestionado su papel como disparador de la actividad de las CQ: si el canal
no esta activo en reposo, en normoxia, ya que el potencial de membrana (Em) es

proximo a -55mV, dificiimente podra inhibirse. Nuestro argumento en contra de dicha
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afirmacion ha sido doble: 1) a este Em de -55 mV, la probabilidad de apertura es posible
que sea baja, pero suficiente para que al ser inhibido despolarice las células; 2) las
células poseen electrogénesis espontanea, haciendo posible que se reclute el canal de
K"y que pueda ser inhibido. De hecho, en CQ de conejo con dominantes negativos para
canales de la familia shaker (Kv1) o shal (Kv4) obtenidas por transferencia adenoviral de
los correspondientes genes mutados, se encontré que las células nulas para la familia
Kv4 estaban despolarizadas en condiciones de normoxia y no se despolarizaban por la
hipoxia, indicando que estos canales (y no los Kv1) contribuyen al mantenimiento del E,

y son responsables de la despolarizacién hipdxica (Pérez-Garcia et al., 2000).

En la rata el primer canal de K* sensible fue el maxi-K (Peers, 1990). La critica
era la misma, este canal que es dependiente de voltaje y de calcio no podia ser el
disparador de la actividad de las CQ. Dos hallazgos parecen resolver esta problematica.
El primer hallazgo se realiz6 en CQ de rata. En esta especie, varios autores habian
encontrado que el TEA y la caribdotoxina o la iberiotoxina, todos ellos inhibidores del
maxi-K, no modificaban en condiciones de normoxia ni el Em, ni los niveles de Ca?" de
las CQ aisladas, ni la liberacion de DA ni las descargas en el NSC en CC intactos;
tampoco afectaban la liberacion de DA ni la actividad en el NSC evocada por la hipoxia
(ver Gémez-Nifo et al., 2009 para referencias). Las conclusiones de estos estudios eran
0 que el maxi-K no era importante para sefialar la hipoxia y/o que poseia una funcién que
no conocemos. Sin embargo, Buckler (1997) hizo un hallazgo adicional: las CQ de rata
poseen una corriente leaky, voltaje independiente que es inhibida por la hipoxia de forma
reversible. Posteriormente identificd al canal que lleva dicha corriente como el TASK-1
(Buckler et al., 2000), aunque también podrian contribuir otros canales de la misma
familia como el TASK-3 o heterocanales TASK-1/TASK-3 (Yamamoto et al., 2002; Kim
et al.,, 2011a). Es importante senalar que la sensibilidad a la hipoxia de estos canales
leaky, evidente en registros en cell-attached, se pierde al escindir los parches de
membrana y pasar a registrar en configuracién inside-out, indicando que su sensibilidad
al O, depende de algun factor citoplasmico soluble (ver Riesco-Fagundo et al., 2001). En
suma, los hallazgos de Buckler parece que habrian resuelto el problema de la activacion
de las células al entrar en hipoxia. Por tanto, pensamos que el modelo de membrana se
ajusta fenomenoldgicamente a las observaciones experimentales macroscopicas y es
capaz de acomodar un numero muy importante de las observaciones existentes a nivel
celular y molecular, aunque los mecanismos intimos sigan siendo desconocidos. De

hecho, el mismo modelo de membrana ha sido adoptado para explicar la respuesta a la
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hipoxia de las células musculares lisas de las arterias pulmonares y la vasoconstriccion

pulmonar hipoxica (ver Sylvester et al., 2012).

3.41.2. Mecanismo de deteccion de los estimulos acidos-
hipercapnicos. En la parte de la derecha de la Figura 13 se muestra la cascada de
transduccién del estimulo acido, el otro gran estimulo del CC. En la parte (a) de la figura
se muestra el modelo propuesto por Rocher et al. (1991) cuya evidencia fundamental
para proponerlo fue que los bloqueantes-antagonistas de canales de Ca®" voltaje-
dependientes no inhibian la respuesta secretora de la CQ inducida por el acido, mientras
que los inhibidores del intercambiador Na*/H" si que lo hacian. En la parte (b) de la figura
se propone un modelo que seria idéntico al de la deteccion de la hipoxia pero basado en

la sensibilidad intrinseca de los canales de K* (Buckler et al., 2000).

3.4.2. Comunicacién entre las CQ y las terminaciones nerviosas.

Neurotransmision en el CC.

Al igual que ocurre con los mecanismos de transduccion, los mecanismos y/o
neurotransmisores responsables de la comunicacion entre las CQ y las terminaciones
sensoriales del NSC tampoco son conocidos. La idea de neurotransmision entre las CQ
y las terminaciones nerviosas del NSC fue avanzada por De Castro al definir el CC como
un o6rgano sensorial. El unico neurotransmisor considerado hasta finales de 1950 fue la
ACh. Fueron muchos los autores que demostraron que la ACh y agentes
anticolinesterasicos eran excitatorios para la actividad en el NSC. Eyzaguirre y
colaboradores en una serie de articulos compilados en Eyzaguirre y Zapata en varias
revisiones (ver p.e. Eyzaguirre y Zapata 1968) proporcionaron un fuerte empuje a la
llamada teoria colinérgica, al demostrar entre otras cosas que el CC de gato contenia
ACh y que ésta se liberaba en respuesta a la estimulacién hipdxica. Sin embargo los
estudios farmacolégicos no consiguieron demostrar que la inhibicidon de la transmision
colinérgica con bloqueantes nicotinicos y muscarinicos suprimiera la actividad
quimiorreceptora generada por los estimulos naturales. Ademas, en estudios recientes,
Gauda et al. (2004) han demostrado que las CQ de rata no expresan
colinacetiltransferasa, que se localiza exclusivamente en células ganglionares
intraglémicas: la ACh no puede ser el neurotransmisor entre las CQ y terminaciones
sensoriales, no se encuentra en el elemento pre-sinaptico. Esto sugiere que la expresion
de ACh en co-cultivos (Nurse, 2010) y los hallazgos en esta preparacion tal vez sean
modificaciones fenotipicas. Por tanto la ACh como neurotransmisor primario no parece

aceptable.
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Segun se ha mencionado, en el ano 1957 Lever y Boyd demostraban la presencia
en las CQ de vesiculas de nucleo denso comparables a los de las células cromafines de
la médula adrenal, y proponian que tal vez se debiera a que las CA fueran los
neurotransmisores. A este articulo pionero siguieron multitud de estudios que
caracterizaron los enzimas involucrados en la sintesis de CA, el proceso de sintesis de
CA en normoxia e hipoxia y la liberacion de CA en respuesta a la hipoxia (ver Gonzalez
et al., 1994). La problematica con las CA como posibles neurotransmisores en la unién
célula glomica-terminaciones sensoriales del NSC es que las CA exdgenas no siempre
mimetizan los efectos de los estimulos naturales: en vez de estimular como la hipoxia,
con frecuencia inhiben las descargas en el NSC o la ventilaciéon y los bloqueantes
catecolaminérgicos en vez de inhibir la actividad quimiorreceptora con frecuencia la

aumentan.

Ademas de la presencia de serotonina en el CC, demostrada por Chiocchio et al.
(1967), y cuyo significado funcional es dudoso, existe evidencia bioquimica e
inmunocitoquimica de la existencia de un numero importante de neuropéptidos. Aunque
existen observaciones experimentales respecto a acciones concretas de uno u otro
péptido, el significado funcional general de los neuropéptidos en el CC, ya sea como
moduladores de la funcion de las células gldmicas o de la transmision sinaptica o como
factores troficos a largo plazo, no esta bien definida. Cabe destacar a la sustancia P por
la gran atencién que ha recibido. La ausencia de RNAm que codifique para este
neuropéptido en las CQ le excluye como neurotransmisor primario, pero muy bien
pudiera ser que la liberacion de sustancia P de las terminaciones sensoriales, donde es
muy abundante, fuera capaz de modular la actividad quimiorreceptora (Gauda, 2002).
Los péptidos opioides, presentes en las CQ, son inhibitorios tanto de la actividad en el
NSC como de la ventilacién (ver Gonzalez et al.,, 1994), y al menos parte de sus
acciones las ejercen via receptores pre-sinapticos ya que son capaces de inhibir la

respuesta secretora de las CQ frente gran variedad de estimulos.

Recientemente Nurse y cols. han desarrollado una preparacion de co-cultivo de
CQ y de neuronas del ganglio petroso que forman sinapsis funcionales. Ello hace que si
se registra en las neuronas tras formar las sinapsis, y no antes, es posible observar
actividad espontanea y un aumento de descargas en respuesta a la hipoxia que es
bloqueado por una mezcla de bloqueantes nicotinicos (mecamilamina) y purinérgicos
(suramina). La conclusién es obvia en la sinapsis célula quimiorreceptora-terminacion

sensorial, al menos en el medio artificial que supone el cultivo, la neurotransmisiéon es
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una co-transmision colinérgica y purinérgica (Zhang et al., 2000; Nurse, 2010). Los
receptores purinérgicos responsables de la cotransmisiéon en el CC serian receptores
P2X2 y P2X3 (ya sea como homo o como hetero-receptores), cuya expresion se solapa
muy frecuentemente en las mismas neuronas del ganglio petroso y en las terminaciones

nerviosas del NSC a nivel intraglémico (Prasad et al., 2001).

Ya se ha mencionado que las CQ no expresan colinacetiltransferasa in vivo, por
lo que el rasgo colinérgico seria una adquisicion del medio de cultivo. El papel del ATP
como transmisor primario ha recibido un fuerte apoyo en estudios de Rong et al. (2003) y
de Spyer et al. (2004); estos autores encuentran que ratones knockout para receptores
purinérgicos del tipo P2X2 son incapaces de responder a la hipoxia, mientras que
responden a la hipercapnia (la respuesta es mediada en mas de un 50% por los
quimiorreceptores centrales); ademas, registros in vitro de la actividad en el NSC
demuestran que los CC son incapaces de generar actividad eléctrica frente a la hipoxia
en las fibras del NSC. La conclusion seria que el ATP es el neurotransmisor principal en
esta sinapsis sensorial y que el resto de neurotransmisores son co-transmisores
secundarios con capacidad para modular la actividad tanto a nivel pre-sinaptico como
post-sinaptico. Experimentos recientes de He et al. (2006) realizados en rata dan al ATP
una responsabilidad de en torno al 50% de la actividad registrada en el NSC en
respuesta a la hipoxia. En este sentido nuestro laboratorio ha encontrado que en la rata
la adenosina seria el responsable del otro 50% de la actividad, ya que inhibidores no
especificos de receptores de adenosina, como la cafeina, disminuyen en ese porcentaje
la actividad eléctrica generada por la hipoxia. Una diseccién farmacolégica del efecto de
la cafeina indica que ésta actua en receptores del subtipo A.a vy Aggs; poniendo las cosas
en forma directa diriamos que la adenosina liberada endégenamente es responsable del
50% de la actividad generada por la hipoxia (Conde et al., 2006). Finalmente, en un
estudio muy reciente de nuestro laboratorio (Conde et al., 2012a) se demuestra que la
importancia de cada neurotransmisor depende de la intensidad del estimulo: en hipoxias
moderadas la adenosina es el principal responsable del acoplamiento entre células
quimiorreceptoras-terminaciones nerviosas ya que los bloqueantes de receptores Aja ¥
Az eliminan >70% de la actividad mientras que en hipoxia intensas son muy poco
efectivos, eliminando no mas de un 20%. Por el contrario, la suramina, bloqueante de los
receptores de ATP, inhibe #80% de la actividad en hipoxia intensa. La combinacién de

ambos tipos de bloqueantes elimin6 >90% de todas las respuestas hipoxicas.
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Tras esta vision sucinta vamos a referirnos a un aspecto de la neurotransmision
que consideramos de gran interés. La liberacion de DA y NE ha sido sugerida por
multiples estudios in vivo, al demostrar una disminucion de DA y/o NE en el CC asociada
a un aumento del turnover de las mismas tras un episodio agudo de hipoxia. Sin
embargo, han sido los laboratorios de Fidone y el nuestro propio los que han
caracterizado mas en detalle, la liberacion de CA en relacion con multitud de estimulos,
utilizando meétodos radioisotdpicos y voltamétricos. La primera medida directa de
liberacion de CA por la hipoxia fue obtenida en CC de conejo por Gonzalez y Fidone
(1977) y en una serie de estudios posteriores se cuantific la relacion entre la intensidad
de la hipoxia, la actividad en el NSC y la cantidad de CA liberada en la misma especie,
demostrando, ademas, que la CA liberada era DA. Los estudios se hicieron extensivos a
otras especies tales como el gato, la rata, la ternera y el ratén, tanto en nuestro como en
otros laboratorios. Ha habido otros laboratorios que han comprobado igualmente la
liberacion en rata, en conejo y en gato. La liberacion de DA frente a los estimulos acidos
ha sido caracterizada por nosotros también, y determinamos la relacion entre intensidad
de estimulo, actividad en el NSC y la cantidad de CA liberada. Para estimulos
farmacoldgicos también hemos establecido esa relacion entre concentracion del agente
estimulante, liberacion de DA y aumento de actividad en el NSC tanto en gato como en
conejo (ver Gonzélez et al., 1992). También hicimos la primera demostracion
cuantitativa de liberacion de DA en células en cultivo, y posteriormente el grupo de
Lopez-Barneo y de Peers lo verificaron en célula unica con técnicas voltamétricas y

amperométricas y en células identificadas en una preparacion de cortes de CC.

La liberacion de CA en el CC intacto o CQ aisladas trasciende a la
neurotransmisién sensu stricto, ya que es un parametro que se utiliza como indice de la
activacién de las CQ: no existe en nuestro conocimiento ningun estimulo para el CC que
no aumente la liberacion de CA y ademas existe una correlacion razonable entre
intensidad de estimulacion y aumento de liberacion de DA y de frecuencia de potenciales
de accidén en el NSC frente a multiples estimulos (Figura 15). Sin embargo, existen dos
estudios de Donnelly (1995, 1996) en los que muestra que frente a estimulacion repetida
0 en animales reserpinizados tal paralelismo se rompe: la liberacion de DA disminuye
con cada nuevo estimulo pero la frecuencia de descargas en el NSC se mantiene
constante. Sin embargo, éste es el patron normal de conducta de los sistemas
catecolaminérgicos a la estimulacion repetida y a la reserpinizacion (Gonzalez et al.,
1994). lturriaga et al. (1996), aun cuando observan el paralelismo antes mencionado,

obtienen una disociacion temporal entre liberacion de DA y actividad en el NSC, en el
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sentido que la ultima precederia a la primera, pero con técnicas idénticas Buerk et al.
(1995) llegaron a la conclusion opuesta. Ademas la experiencia de este laboratorio
demuestra que el establecimiento de la relacion temporal con técnicas voltamétricas
entre liberacion de CA y descargas es imposible de hacer con fiabilidad: depende de
dénde se implante el electrodo de fibra de carbono en el CC, y donde tenga su origen la
unidad quimiorreceptora del NSC que se esta registrando. Ambas localizaciones son

incontrolables experimentalmente (Rigual et al., 2002; Prieto-Lloret et al., 2007).
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Figura 15. Relacion entre la liberacion de DA y la actividad eléctrica en el NSC evocadas por
distintos estimulos. La Figura muestra sélo una intensidad de estimulacién para cada estimulo,

pero en los estudios originales se realizaron curvas con distintas intensidades de estimulacién en
todos los casos (tomada de Gonzalez et al., 1992).

3.5. El caso especial del cobaya.

La relacién entre PO, y descargas se ha establecido fundamentalmente en base
a datos obtenidos en gato y la relacion entre PO, y ventilacion se ha establecido en base
a datos obtenidos en varios mamiferos, incluido el hombre. Los datos de la tabla de la
Figura 9 corresponden al hombre. Si la hipoxia se mantiene durante horas-dias-semanas
se asiste a una sensibilizacién del reflejo quimiorreceptor que se traduce en una
ventilacién exagerada para el nivel de hipoxia bajo estudio. Esta sensibilizacion tiene su

origen y es mediada en su totalidad por el CC (Bisgard, 2000).

Sin embargo, en humanos que nacen y viven en un ambiente hipéxico (e.g., a

grandes alturas) presentan una respuesta a la hipoxia menor de la que corresponde al
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nivel de hipoxia bajo estudio (Lahiri, 1977; Bisgard y Neubauer, 1995), presentan una
desensibilizaciéon del reflejo quimiorreceptor. Es importante observar (ver Figura 16) el
curso temporal de la desensibilizacién del reflejo quimiorreceptor. Los nifios ventilan
normalmente en respuesta a la hipoxia hasta los 8-10 afios de vida y luego pierden la
capacidad de responder a la hipoxia, de tal forma que, si han nacido y vivido entre 3000
y 4000 m sobre el nivel del mar, en la tercera década de vida presentan
aproximadamente un 20-25% de la hiperventilacion que se observa en un sujeto nacido
a nivel del mar y que asciende de forma aguda a esa altura. Este efecto, esta
desensibilizacion no afecta a todas las especies, ya que las llamas, cabras montesas y
ovejas nacidas y criadas a grandes alturas ventilan normalmente en respuesta a la
hipoxia (ver Lahiri, 1977 para referencias). Otro aspecto importante de esta disminucion
de la respuesta ventilatoria a la hipoxia en nativos de grandes es su aparente
reversibilidad. Segun Lahiri (1977) esta reversibilidad requiere varios afios ya que en una
serie de 59 sujetos examinados por este autor que habian emigrado desde las grandes
alturas a la costa, aquellos que llevaban 10 afios 0 mas viviendo a nivel de mar
presentaban una respuesta normal mientras que aquellos que habian emigrado en
tiempos recientes a la costa mostraban una respuesta ventilatoria a la hipoxia atenuada.
La pérdida de la capacidad de responder a la hipoxia no parece ser de origen genético ni
epigenético en humanos ya que hijos de padres habitantes de grandes alturas que nacen
y crecen a nivel del mar no desarrollan esta desensibilizacién (Lahiri, 1977); serian,
pues, factores ambientales (la hipoxia sostenida) los responsables de la pérdida de la

capacidad de responder a la hipoxia de forma adecuada.
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Sin embargo, parece claro segun se desprende de estudios mas recientes que
hay factores genéticos o epigenéticos involucrados en las peculiaridades de la respuesta
a la hipoxia en humanos que viven a grandes alturas (Frisancho et al., 2009). Por
ejemplo, los habitantes de grandes alturas en las planicies andinas muestran una
respuesta ventilatoria a la hipoxia deprimida, pero habitantes tibetanos a las mismas
alturas que los andinos muestran una respuesta ventilatoria a la hipoxia normal (Zhuang
et al., 1993). De igual modo el estudio reciente de Brutsaert et al. (2004) en el que se
utiliza un amplio abanico de 80 marcadores genéticos indica que hay factores genéticos
implicados en las peculiaridades ventilatorias encontradas en los descendientes de
quechuas nacidos y crecidos a nivel del mar cuando se les compara con descendientes
de espanioles nacidos y crecidos en el mismo ambiente (ver Bigham et al., 2013), entre
estas peculiaridades cabe destacar la hipoventilacién a hipoxias sostenidas durante 10
min. En este sentido, hay que destacar que las adaptaciones a las grandes alturas entre
residentes de grandes alturas no es siempre la misma. Por ejemplo, los tibetanos han
desarrollado una capacidad ventilatoria mayor que los residentes a nivel del mar con una
policitemia minima, mientras que los andinos han desarrollado una policitemia importante
que constituye un factor de riesgo de padecer accidentes cardiovasculares agudos y de

mortalidad perinatal (Prabhakar y Semenza, 2012).

Estas observaciones hechas en humanos nos conducen al objeto de nuestro
proyecto: el estudio de la sensibilidad y respuesta ventilatoria a la hipoxia en el cobaya.
Los estudios sobre la ventilacién hipdxica en el cobaya son escasos, pero en la
generalidad de ellos, se encuentra que los quimiorreceptores del CC no responden a la
hipoxia y si lo hacen al CO,. Por ejemplo, Blake y Banchero (1985) encuentran que la
hipoxia aguda no produce aumento de ventilaciéon y sélo un aumento muy moderado
(36% a una presion barométrica de 430 mmHg, equivalente a una altura sobre el nivel de
mar de 4600 m a una atmoésfera que contenga 11% de O, a nivel del mar) en situaciones
de hipoxia crénica (11 a 15 semanas). En la Tabla |IA se presenta un resumen de los
datos de las respuestas ventilatorias obtenidas en cobaya por distintos laboratorios, tanto
en respuesta a la hipoxia como a la hipercapnia. La generalidad de los autores
encuentran que mientras que los cobayas no hiperventilan, o lo hacen minimamente en
comparacion con la rata, muestran una hiperventilacion a la hipercapnia comparable a la
que se observa en rata. Se incluyen también en la tabla el mismo tipo de datos
obtenidos en rata, con el objeto de poner de manifiesto que, mientras que el aumento de
la ventilacion a la hipercapnia es comparable en las dos especies animales, la ventilacion

a la hipoxia es evidente en rata y esta esencialmente ausente en el cobaya. Es mas, en
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el estudio de Schwenke y Cragg del ano 2000, la denervacién del CC en el cobaya no
elimind el modesto aumento de ventilacién a la hipoxia encontrado en animales
controles, sugiriendo que ese pequeino aumento de ventilacion se origina fuera del CC,
tal vez a nivel de los cuerpos aérticos. Por el contrario en un estudio del laboratorio del
Prof. Patricio Zapata (Fernandez et al.,, 2003) se obtienen resultados distintos. Estos
autores chilenos utilizaron el test de Dejours para definir el papel de los
quimiorreceptores del CC en el control ventilatorio. Si observamos la Figura 9 se
comprueba que cuando el animal respira una mezcla rica en O, u O, puro de tal forma
que la PaO, es muy alta las descargas disminuyen marcadamente, y de hecho lo hacen
de forma brusca. Pues bien, al igual que ocurre con la actividad eléctrica, hay una
depresion ventilatoria de hasta el 20-40% cuando se pasa de forma brusca de respirar
una mezcla hipdéxica a una mezcla rica en O,. La depresion ventilatoria puede ser mas
marcada si el animal esta respirando una mezcla hipdxica y se pasa a respirar O,. Este
efecto que se observa tanto en animales como en humanos y despiertos o anestesiados
se conoce con el nombre de test Dejours que fue quien lo describi6 y definiria lo que el
CC esta contribuyendo en cada caso al mantenimiento de la ventilacion/minuto. Pues
bien como muestra la Tabla IB los autores chilenos encontraron que el reflejo
quimiorreceptor en el cobaya contribuia al mantenimiento de la ventilacién igual o mas

que en la rata.

Volviendo a la Tabla IA, podriamos resumirla diciendo que los cobayas en
respuesta a una hipoxia del 10% de O, no hiperventilan en absoluto, existiendo de hecho
una tendencia a una disminucion de la ventilacién, mientras que en la rata la misma
hipoxia genera una hiperventilacion que representa una duplicacion de la ventilacion en
la atmésfera normal del 21% de O,. En respuesta al 8% de O, el aumento de ventilacion
en el cobaya representa un 14 al 32% sobre la ventilacion en la atmdsfera normal del
21%, y parece que esa ligera respuesta ventilatoria es generada fuera del CC ya que no
se modifica por la denervacion del érgano; la misma hipoxia en la rata genera una

respuesta ventilatoria del 268%.

Frente a esta dualidad manifiesta de la ventilacion entre rata y cobaya en
respuesta a la hipoxia, la respuesta a la hipercapnia es comparable en ambas especies,
lo que indicaria que la integracién de los inputs en los controladores troncoencefalicos de
la ventilacion es adecuada o comparable en ambas especies y que lo que ocurre en
respuesta a la hipoxia es que en el cobaya el CC no genera un input adecuado a dichos

controladores troncoencefalicos, esto es, que el CC no responde a la hipoxia.
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Consistente con estas ideas de una integracion normal a nivel de los centros
respiratorios troncoencefalicos, en el estudio antes mencionado de Blake y Blanchero
(1985) se observa que la exposicidén al frio genera una importante hiperventilacion
equivalente a 2.4 veces la que poseen los animales en el ambiente eutérmico del
laboratorio. Esto les lleva a concluir que los inputs desde los centros termorreguladores
hipotalamicos a los centros de integracion ventilatoria del tronco del encéfalo son
procesados adecuadamente de tal forma que el aumento de ventilacion satisface
exactamente el aumento de consumo de O, necesario para mantener una temperatura
corporal adecuada. Obviamente los datos de Tabla IB no dicen eso, y de hecho
Fernandez et al. (2003), concluyen que sus hallazgos no coinciden con los Cragg vy
Schwenke de 1996.

Tabla I. A. Respuesta ventilatoria a la hipoxia y a la hipercapnia en cobaya. B. Test de Dejours en
gato rata y cobaya.

A

ESPECIE | VM Normoxia M VM Hipoxial A VM Hipercap/
ANIMAL | (ml/min/100g) | ,_Hipoxia M Hipercapnia |\ 1 ormoxia Autores
(ml/min/100g) normoxia (ml/min/100g)
28 Blake y
COBAYA 30 (12% Oy) 0.9 Blanchero (1985)
41 116 Cragg y
COBAYA 30 (6% O,) 14 (8% CO,) 3.8 Schwenke (1996)
40 53 1.3 153 3.8 Schwenke y
COBAYA CSN Den: 29 | CSN Den: 37 CSN Den: CSN Den: 80 CSN Den: 2.8 Cragg (2000,
8% O, 1.3 8% CO, 2004)
COBAYA » (s=y4o702) 114 Yilmaz et al.
37 05 (2005)
(10% O,) :
COBAYA 103.8 180 (3% CO,) 16
(10- 111 (10% Oy) 0.93 465 (6% CO,) 4.2 C“'('g;g)t al.
14DIAS) 483 (9% CO,) 4.4
159 126 (5% CO,) 2.1
RATA 59 (9 0 2.7 2 (2o o) 21 Wu et al. (2005)
103 Reeves et al.
RATA 52 (10% 02 2.0 2009
114 o
(10% O,) ' Nuestro
RATA 63 AN . 127 (5% CO,) 2.0 ahuestro
(7%03) :
- ) %
TV (ml) Bf (min™) VM (ml/min) Inhibicion
29 21 17 15 521 322
GATO (20% Oy) (100% Oy) (20% O,) (100%0) | (20%0,) | (1000 38
197
23 23 100 86 229 A
RATA (20% Oy) (100% O) (20% O) (100% 0;) | (20% 0, | (190% 15
0,)
2
COBAYA 3.8 2.9 60 54 230 ( s %
(20% O,) (100% O,) (20% O,) (100% 0,) | (20% O,) o0
2
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Otros aspectos de la organizacién estructural y funcional del CC han sido muy
poco estudiados. Hay en la literatura unos pocos articulos en los que se han estudiado
aspectos puntuales de la morfologia del CC tanto a nivel ultraestructural como
inmunocitoquimico (p. e., Kondo, 1971; Kummer, 1988, 1990; Heym y Kummer 1989; ver
Ichikawa, 2002 para revision). De estos trabajos no es posible extraer ninguna pista que
asocie peculiaridades morfoldgicas o inmunocitoquimicas con la incapacidad de CC del
cobaya para responder a la hipoxia, ya que entre las distintas especies existen ligeras
diferencias respecto de la intensidad de marcaje inmunocitoquimico para uno u otro

neuropéptido y solo el cobaya seria incapaz de generar respuestas a la hipoxia.

Existe un unico trabajo en el que se ha estudiado a nivel neuroquimico el CC de
cobaya (Mir et al., 1982). En este estudio se midi6 el contenido de CA en el CC de
distintas especies expresando los contenidos por érgano (pmole/CB) y los niveles en el
cobaya son intermedios entre la rata y el conejo, en correspondencia razonable con el

distinto tamafo corporal.

En suma, con la literatura existente habriamos de concluir que el CC de cobaya
parece no responder a la hipoxia y que no existen, o no han sido puestas de manifiesto,
peculiaridades morfolégicas, inmunocitoquimicas o neuroquimicas que justifiquen esta
incapacidad del principal 6rgano quimiorreceptor de los mamiferos para responder a este
estimulo. De otro lado, la normalidad de la respuesta ventilatoria a la hipercapnia seria
indicativa de una respuesta normal del CC a este estimulo. Pensamos que el cobaya,
originario de los Andes, es un mamifero genotipicamente adaptado a las grandes alturas,
lo que incluye, entre otras cosas, que aun a nivel del mar y de forma permanente,
exhiban una respuesta ventilatoria a la hipoxia enormemente atenuada (como ocurre en
humanos adultos nacidos y residentes a grandes alturas) y una afinidad exagerada de su
hemoglobina por el O, con una Ps; 10-12 mmHg inferior a la de los animales de su
tamano (Pairet y Jaenicke, 2010). En este sentido, la alta afinidad de la hemoglobina por
el oxigeno remeda a la que posee la hemoglobina fetal en comparacion con la

hemoglobina del adulto en humanos.
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OBJETIVOS Y SU JUSTIFICACION

Este trabajo que presento como Tesis Doctoral posee dos objetivos generales
intimamente ligados entres si: el primero es resolver la controversia presente en la
literatura sobre si los cobayas, al igual que hacen el resto de los mamiferos, poseen o no
capacidad para responder a la hipoxia aguda con una respuesta ventilatoria. Si la
respuesta fuera negativa, el segundo objetivo general seria definir que etapa o etapas de
la cascada de transduccién hipoxica esta afectada para conducir al déficit funcional global
del cuerpo carotideo. Basandonos en la informacion presentada en la Introduccién, estos

dos objetivos generales podriamos desglosarlos en los siguientes objetivos especificos:

1. Identificar posibles diferencias en la morfologia y morfometria basicas entre el

cuerpo carotideo de cobaya y de rata.

2. Verificar si el cobaya hiperventila 0 no en respuesta a los estimulos hipoxico e

hipercapnico agudos, estudiando el proceso de aclimatacién a la hipoxia crénica.

3. Caracterizar el metabolismo de las catecolaminas en el cuerpo carotideo de
cobaya, en particular la liberacién en respuesta a la hipoxia y otros estimulos clasicos del
cuerpo carotideo, verificando si existe el paralelismo establecido en otras especies entre

la ventilacion y liberacion de catecolaminas por las células quimiorreceptoras.

4. Cuantificar las modificaciones de los niveles de Ca?* intracelular inducidas por la

hipoxia en las células quimiorreceptoras de cobaya aisladas.

Este objetivo intenta explorar la posibilidad de que aun cuando no existiera un
paralelismo entre la liberacion de catecolaminas y ventilacion, tal vez pudiera deberse a
que fuera algun otro neurotransmisor el que acoplara las células quimiorreceptoras a las
terminaciones sensoriales del nervio del seno. En tal caso, la hipoxia deberia promover un
aumento de Ca?* en las células quimiorreceptores que habria de poner en marcha la

liberacion regulada del neurotransmisor alternativo.

5. Verificar la presencia o ausencia de corrientes de K* sensibles a la hipoxia en

las células quimiorreceptoras del cobaya.

La presencia de canales de K’ sensibles a la hipoxia y su inhibicion por la
disminucioén de la PO, constituyen el primer efector-efecto de la respuesta de las células
quimiorreceptoras a la hipoxia. La pregunta es, ¢ poseen las células quimiorreceptoras del
cuerpo carotideo de cobaya este primer elemento efector de la cascada de transduccion

del estimulo hipdxico?
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6. Valorar los efectos de la hipoxia sobre la presion arterial, glucemia, lactacidemia
y niveles de catecolaminas plasmaticas y la posible sensibilidad directa de las células

cromafines de la médula adrenal a la hipoxia.

En los animales recién nacidos, que carecen de actividad quimiorreceptora, la
médula adrenal se activa intensamente en respuesta a la hipoxia, dando como resultado
un aumento muy marcado en plasma y en todo el medio interno de epinefrina y
norepinefrina, que luchan contra la hipoxia activando distintas rutas metabdlicas. Ademas,
esta respuesta de la médula adrenal se debe a que las células cromafines de la médula
adrenal son directamente sensibles a la hipoxia. Supuesto que el cobaya adulto no
hiperventilara en respuesta a la hipoxia, ¢conservarian sus células cromafines la
sensibilidad a la hipoxia que muestran los animales neonatos? Esas consideraciones son

las que han motivado el objetivo nimero seis.

Desde un punto de vista practico, hemos decidido duplicar en rata los
experimentos que tenemos que realizar en cobaya para cumplir los objetivos del trabajo.
Dado que en lineas generales los datos en rata son conocidos, este diseno experimental
nos permite validar los hallazgos obtenidos en el cobaya asegurandonos un correcto

proceder experimental.
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MATERIAL Y METODOS

1. Animales.

Los experimentos de este trabajo se han realizado en cobayas y ratas jovenes
machos en ambos casos. Los cobayas de la cepa Hartley se compraron a Harlam Ibérica
cuando tenian siete semanas de edad y se les mantuvo en jaulas de cobaya (tres por
caja), en el animalario de la Universidad de Valladolid en la Facultad de Medicina hasta
los cinco meses, momento en que alcanzaban los 800-900g de peso. Las ratas de la cepa
Wistar se crian en nuestro animalario y se las utilizé para los experimentos cuando tenian
3-4 meses de edad y un peso que oscilaba entre 250-350g (Figura 1MyM). La
temperatura del animalario se mantuvo entre 20-23°C con ciclos de luz-oscuridad
estacionales. Ademas de por la apariencia de los animales, el buen estado de los mismos
es muy evidenciable en los cobayas, animales que son extremadamente sociales y
poseen una conducta de juego muy intensa. A los animales se les alimentd con dieta
estandar propia para cada especie y agua ad libitum y a los cobayas se les suplemento el
agua de bebida con vitamina C (1g/l; Farma Bayer S.A., Espafa), ya que estos animales

no poseen capacidad de sintetizarla y entran en avitaminosis en unos pocos dias.

Figura 1MyM. Animales utilizados en esta Tesis Doctoral. Cobaya Hartley y rata Wistar.

2. Pletismografia.

En los cobayas se realiz6 una pletismografia a la semana de su llegada al
laboratorio (2 meses) y luego se repitid mensualmente, a los 3, 4 y 5 meses de edad para
definir posibles modificaciones en el patron respiratorio dependientes de la edad. La
pletismografia se realizé con el animal despierto y en libre movimiento en un equipo de

pletismografia de EMKA Technologies (Paris, Francia). El sistema consta de 4 camaras
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de metacrilato de 5 litros de capacidad a las que se aprovisiona con un flujo de aire
continuo de 2 I/min. para cada camara conseguido a través de un caudalimetro (Key
Instruments) alimentado desde balas o tanques de gases comprimidos. El equipo nos
permite registrar los parametros ventilatorios en cuatro animales simultaneamente. El
animal es colocado en la camara del pletismégrafo respirando aire ambiente durante al
menos 30 min. para que el animal explore la jaula y tras reconocer el nuevo habitat
adquiera una conducta de reposo. Conseguida la conducta de reposo, se inicia el registro
para su analisis off line variando la composicion del gas con que se ventilan las camaras
pletismograficas que contienen al cobaya. Asi se exploran respuestas ventilatorias en
normoxia mientras se inyecta en la camara pletismografica aire (21% O, + 99% N,), las
respuestas ventilatorias a la hipoxia aguda mientras se ventila la camara con una mezcla
hipoxica (10% O, + 90% N;) y las respuestas ventilatorias a la hipercapnia mientras se
ventila con una mezcla conteniendo 5% CO, (21% O, + 5% CO, + 74% N,). La
concentraciéon de oxigeno también era continuamente monitorizada a través de una
pequena salida de las cdmaras mediante un analizador de O, (Sensor Oxyding, Drager,
Lubeck, Alemania). El sistema permite registrar fluctuaciones de presion dentro de la
camara que contiene al animal mediante un transductor diferencial de alta ganancia.
Idealmente, la frecuencia de fluctuaciones de la presién se corresponde con la frecuencia
respiratoria (fR), pero hay fluctuaciones espurias de la presion debidas a movimientos del
animal que son electrénicamente eliminadas. El volumen corriente (VC) es proporcionado
por el software del sistema que lo obtiene de la integracion de la curva inspiratoria; el
sistema se calibra automaticamente tras la inyeccion en la camara pletismografica de un
volumen de 5 ml de aire a flujo constante con una jeringa. Esta calibracion se realiza a las
condiciones ambientales de temperatura, presion y a saturacién de vapor de agua. Por
tanto para expresar los volumenes ventilatorios (VC y volumen minuto, VM) en
condiciones BTPS los datos se corrigieron por la temperatura corporal de los animales
(38° C), a saturacion de vapor de agua y a la presion atmosférica de Valladolid (700

mmHg).

Se analizaron la frecuencia respiratoria (fR, respiraciones/minuto), el volumen
corriente (VC, ml) y la ventilacién total o volumen minuto (VM, ml/min./Kg.), seleccionando
para el analisis aquellos periodos donde los animales ventilaron de modo estable. Los
datos del transductor eran recogidos mediante una tarjeta de adquisicidon y el analisis de
los datos se realizaba con el software I0X v1.8 de EMCA Technologies. Los datos se

graficaban mediante el programa GraphPad Prism 4.
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3. Exposicioén a hipoxia crénica.

La exposicion de los animales, cobayas y ratas, a hipoxia crénica se realizé en una
camara de vidrio de 120 x 50 x 52 cm. Se trata de una pecera a la que se ha provisto de
una tapa de metacrilato que ajusta herméticamente con el cuerpo de la pecera merced a
la instalaciéon de una junta de goma en el reborde de la pecera y otra en el perimetro de la
tapa. La tapa tiene varias perforaciones distribuidas en toda su superficie que pueden
estar tapadas con tapones de goma o ser utilizadas para ventilar la camara con la mezcla
de gases deseada merced a una linea o tubo de goma que resulta de la confluencia
mediante un conector en Y de otros dos tubos que llegan desde las balas de gases y a
través de caudalimétros de precision. Ajustando el flujo proveniente de cada bala se
consigue la mezcla deseada, que en el caso del cobaya fue de 12% O, + 80% N, y en el
caso de la rata de 10-11% O,, resto Ny; el flujo estable en la camara es de unos 3 I/min.
La linea o tubo que entra en la camara se distribuye homogéneamente por ésta merced a
un tubo en T con pequefias perforaciones que distribuye el gas. En otro de los orificios de
la tapa se coloca un analizador de O, (Sensor Oxyding, Drager, Lubeck, Alemania) que
mide la mezcla de gases a su salida de la camara, lo que permite hacer un ajuste fino de
los flujos de aire y nitrdgeno de la entrada para obtener mezcla deseada. En otro de los
orificios hay un termémetro que permite controlar la temperatura de la jaula a 22-24°C; la
temperatura se ajusta merced a dos sistemas, controlando la temperatura de la habitacion
y modificando el flujo de gases en el interior de la jaula. Finalmente la tapa posee otro

orificio abierto a la atmdsfera para que no aumente la presion en el interior de la camara.

Figura 2MyM. Sistema de mezcla de gases y camara de exposicion a hipoxia crénica.
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La acumulacion de CO, y vapor de agua en la camara se evita mediante la
renovacion del aire y la presencia en el suelo de la cAmara de una capa de soda lima. En
la camara se colocaban las jaulas provistas de comida y agua de bebida para los
animales (Figura 2MyM). Cada 3 dias, se limpiaba y reponia de agua y comida en =30
minutos. Tras cada de limpieza, se empleaba un flujo elevado para conseguir la mezcla de
gases deseada en un tiempo inferior a 30 minutos. La duracién de la hipoxia crénica fue
de 15 dias.

4. Anestesia y cirugia. Registro de presion arterial.

Las ratas y los cobayas fueron pesados y anestesiados con pentobarbital sddico
(60 mg/Kg.) administrado por via intraperitoneal. Después de practicarles una incisién
longitudinal amplia en el cuello se les realizé una traqueotomia colocando un tubo rigido
en el interior de la traquea para evitar su colapso en las ampliaciones del campo
quirurgico. Se localizaron ambos paquetes vasculo-nerviosos del cuello a la altura de la
bifurcacion carotidea vy, tras los clampajes adecuados, dichos paquetes vasculo-nerviosos
se extrajeron en bloque y se colocaron en una camara de lucita que contenia solucion
Tyrode a 0-4°C (NaCl 140mM, KCI 5mM, CaCl, 2mM, MgCl, 1mM, Hepes 10mM y glucosa
5mM (pH 7.4 ajustado con NaOH), equilibrado con 100% O, La camara de lucita esta
provista de iluminacion fria y con la ayuda de un microscopio de diseccion (Olimpus) se
eliminaban los tejidos proximos al CC hasta dejarlo totalmente libre de tejidos

circundantes segun muestra la Figura 3MyM.

Los CC una vez disecados eran tratados de distinta forma segun su uso posterior.
Cuando iban a ser utilizados para medir el contenido enddégeno de catecolaminas (CA)
eran transferidos directamente a tubos eppendorf conteniendo 80 ul de acido perclérico
0.1 Ny 0.1mM EDTA y procesados para su analisis mediante HPLC (ver mas adelante).
Cuando iban a ser utilizados para medir sintesis y/o liberacion de CA se recolectaban en
un vial de vidrio los 8-10 CC que se utilizaban por experimento manteniéndolos en Tyrode

a 0-4°C hasta el inicio del experimento propiamente dicho (ver mas adelante).

La obtencién de las médulas adrenales se realizaba en los mismos animales tras
practicar una incision longitudinal amplia en abdomen y tras localizar ambos rifiones se
extraian las glandulas suprarrenales que se trasladaban a la camara de lucita conteniendo
Tyrode a 0-4°C. Se eliminaba la grasa circundante y bajo microscopio de diseccion se
eliminaba la corteza suprarrenal que es muy friable y facilmente distinguible de la médula

situada en el centro. Al igual que en el caso del CC el manejo posterior de las médulas
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dependia de su uso: para medir contenido endégeno de CA se introducian en eppendorfs
conteniendo 500 ul de PCA 0.4N y 0.1 mM de EDTA. Para realizar los experimentos de
medida liberacion de CA se recolectaban las 4-6 glandulas que se utilizaban por cada

experimento (ver mas adelante).

Figura 3MyM. Secuencias de la diseccion del CC de cobaya (parte superior) y de rata (parte
inferior). En la foto de la izquierda, en ambos casos, se observan los distintos componentes del
paquete vasculo-nervioso del cuello. En las fotos del centro se observan las bifurcaciones
carotideas, los CC y los nervios del seno carotideo que naciendo del glosofaringeo entran en el
CC. Finalmente en las fotos de la derecha se muestran los CC y ganglios cervicales superiores
disecados en su forma final frente al bisel de una aguja de insulina para obtener una referencia real
del tamafio.

Para la medida de presién arterial (PA) los animales eran anestesiados con
ketamina mas diazepam (100 y 5mg/Kg., respectivamente) administrados en ambos casos
por via intraperitoneal. Se practicaba una incision en el cuello y se realizaba una
traqueotomia conectando los animales a un respirador (CL Palmer; London, UK)
ventilandolos a una frecuencia de 40 ciclos/min. y una presion espiratoria positiva de 2 cm
de agua. Para registrar el efecto de la hipoxia en los momentos adecuados del
experimento, la entrada del respirador se conectaba a un balén relleno de una mezcla de
10% O, + 90% N,. Se localizaba la carétida comun derecha que se canulaba con un
catéter de teflon provisto de una llave de tres pasos y relleno de solucion salina con
heparina. La presion se registraba conectando este catéter a un transductor de presion
(Statham), conectado a su vez a una tarjeta de adquisicion de datos (Power Lab 16SP;
ADI Instruments, Castle Hill, Australia) que envia las sefales a un ordenador para su
visualizacion en pantalla y almacenamiento para analisis posterior. El transductor de

presion se calibraba con un mandémetro de mercurio.
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Todos los protocolos experimentales fueron aprobados por el Comité Institucional

de la Universidad de Valladolid para el Cuidado y Uso de los Animales.

5. Experimentos de sintesis y liberacion de CA en CC y médula

adrenal.

La medida de la velocidad de sintesis de CA en el CC tiene interés intrinseco en si
mismo. En condiciones estables la sintesis de CA ocurre a una velocidad adecuada como
para mantener los depodsitos con un contenido constante. Por tanto la velocidad de
sintesis es una medida indirecta de la velocidad de utilizacion. Por ello, que en un grupo
especifico de experimentos hemos medido la velocidad de sintesis de CA en CC de
cobaya y rata para poder comparar ambas especies (Fidone y Gonzalez, 1982; Vicario et
al., 2000). Para ello, los CC recolectados se incubaban con 3H-tirosina, precursor natural
de las CA. El medio de incubacion, 500 ul de Tyrode equilibrado con aire, contenia 40 uM
de *H-tirosina de baja actividad especifica (6 Ci/mmol), 100 pM de 6-metil-tetrahidro-
biopterina, cofactor estable de la tirosina hidroxilasa, y 1 mM de acido ascorbico, cofactor
de dopamina beta hidroxilasa, el enzima que transforma la DA en NE (Fidone y Gonzalez,
1982). La incubacién se realizé durante 2 horas y al finalizar la misma, los CC eran
transferidos a viales de vidrio con 10 ml de Tyrode a 0-4°C para lavar la *H-tirosina
durante 5 min. Posteriormente, los CC eran pesados en una ultramicrobalanza Sartorius,
homogenizados en 80 ul de 0.1N de PCA y 0.1 mM EDTA y tras lavar el homogenizador
con 40 ul adicionales de 0.1 N de PCA-EDTA, se combinaba todo en un eppendorf y se
centrifugaba. El pellet se resuspendia y se contaba en un contador de centelleo liquido
como medida de la incorporacién de la *H-tirosina a proteinas. El sobrenadante se
congelaba a -80°C hasta su procesamiento por HPLC para medir diferencialmente la
sintesis de *H-DA y de *H-NE asi como la cantidad de *H-tirosina libre acumulada en el

tejido.

Para los experimentos de medida de liberacién de CA en el CC, los 6rganos se
incubaban de forma analoga pero el precursor, la H-tirosina, era de alta actividad
especifica (de 40-50 Ci/mmol en diferentes batches). Tras las dos horas de sintesis,
periodo en el que los depodsitos de CA quedan marcados con *H-DA y *H-NE, los CC se
lavaban durante 1 h en 4 ml de Tyrode bicarbonato (ver Tabla IMyM) para eliminar el
precursor y el pool de las CA marcadas facilmente liberable (Almaraz et al., 1986) y
conseguir una liberacién basal razonablemente estable de las CA tritiadas. El medio en

que se realizaba el lavado era desechado y luego se procedia a incubar los CC con 4ml
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de Tyrode bicarbonato renovando el medio cada 10 min. y recolectandolo para su analisis
posterior. Un protocolo tipico de un experimento de liberacion es el que aparece en el

presente esquema que fue descrito originalmente por Fidone et al. (1982):

C1 C2 C3 S1 PS1 PS2 PS3 C S2 PS1 PS2 PS3 C S3 PS1 PS2 PS3

En todos los periodos de incubacion excepto en los periodos de estimulos, los
medios estaban equilibrados con 21% O, + 5% CO,, resto N.. En los periodos marcados
como S (estimulos) la composicién de la solucion podia variar ya fuera en su PO,
(estimulos hipdxicos), en su PCO,/pH (estimulos acidos), en su concentracion de K
(estimulos despolarizantes) o contener diferentes drogas segun se sefalara en cada caso
en los resultados. En cualquier caso, de manera sistematica incluiamos un estimulo de

alto K*, habitualmente el S3, para asegurarnos de que los CC eran funcionales.

Los medios de incubacion preequilibrados con la mezcla de gases deseada se
manejan mediante un sistema de jeringas que permite la sustitucién rapida de las mismas
sin manipular los CC. Durante todos los periodos de incubacion la solucién era burbujeada
con la mezcla de gases correspondiente saturada de vapor de agua, lo que asegura la

estabilidad de dichas soluciones en cuanto a su contenido en O,, CO, y pH.

Tabla IMyM: Soluciones Tyrode utilizadas en cirugia y en las incubaciones de los tejidos. EI pH se
ajustod a la temperatura de uso de las soluciones, y en el caso de las soluciones con bicarbonato,
tras burbujear de forma adecuada (>15 min.) con la mezcla de gases conteniendo CO..

Compuesto Tyrode Tyrode Tyrode+ Tyrode+
Cirugia Bicarbonato 35mM K 60mM K

NaCl 140 mM 116 mM 86 mM 61 mM
KCI 5mM 5 mM 35 mM 60 mM
CaCl, 2 mM 2 mM 2mM 2mM
MgCl, 1,1 mM 1,1 mM 1,1 mM 1,1 mM
Glucosa 5mM 5mM 5 mM 5 mM
HEPES 10 mM 10 mM 10 mM 10 mM
NaHCO; 24 mM 24 mM 24 mM
pH 7,40 7,40 7,40 7,40

Los medios de incubacién se recolectaban en viales con un lecho de ascoérbico y
acético que daban un pH final 3.2 para evitar la degradacion de las CA y se guardaban a
4°C para su posterior analisis en un contador de centelleo. Al final del experimento los CC

se homogenizaban en 0.4 N de PCA en un homogenizador cristal-cristal y se
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centrifugaban durante 10 min. a 15.000g a 4°C. El sobrenadante era procesado como los
medios de incubacién para analizar su contenido en *H-CA. En médula adrenal los
experimentos de liberacién se realizaban de manera idéntica, pero dado el alto contenido
de CA en la médula adrenal no era necesario marcar isotépicamente los depdsitos para

medir la liberacion.
6. Medida de catecolaminas endégenas y marcadas isotéopicamente.

La medida de contenidos enddégenos de CA se realizé mediante cromatografia de
alta presién con deteccién electroquimica (HPLC-ED). Segun hemos descrito los tejidos
se homogenizaban en PCA 0.4 N y 01 mM EDTA que se utilizaba directamente para
inyectar en el sistema de HPLC. El sistema de HPLC estd compuesto por una bomba
programable Waters 600, un inyector Waters 717 y un detector electroquimico BAS LC-
4C. Se utilizé una columna en fase reversa (Waters C18) con particulas de 4um. La fase
movil era un buffer de fosfato (25 mM) conteniendo 0.65 mM octanol sulfato sédico,
0.1mM EDTA y metanol al 6% (pH final 3.46). La sensibilidad del detector se ajusté segun
las necesidades, baja sensibilidad para los extractos de la meédula adrenal, media
sensibilidad para los de CC y muy alta sensibilidad para el analisis de los medios de
liberacion. Ademas de la sensibilidad del detector, se jugdé también con el volumen de la
muestra a inyectar que pudo oscilar entre 10 y 200 ul lo que permitia obtener picos
facilmente integrables por el software de andlisis (Peak Sample Data Chromatography
System software, Buck Scientific, East Norwalk, CT). La identificacién y la cuantificacion
se realiz6 frente a estandares externos. La Figura 4MyM muestra tres cromatogramas de
estandares de norepinefrina (NE), epinefrina (E), dihidroxi-phenil acetic(o) acido (DOPAC,

el principal catabolito de la dopamina) y dopamina (DA).

El analisis de las *H-CA presentes en las medios de incubacién recolectados cada
10 min. se realiza mediante cromatografia de adsorcion. El analisis esta basado en la
capacidad de la alumina acida para adsorber *H-CA, y sus catabolitos con estructura
catecol, a pH alcalino y la posibilidad de eluirlos a pH acido (Anton y Sayre, 1962; Fidone
y Gonzalez, 1982). La alumina acida (100 mg, BioRad) se afiade a los viales que
contienen las soluciones recolectadas y bajo agitacion se alcalinizan a pH 8,6 con Tris
buffer 2M. A este pH la alumina adsorbe los catecoles con gran afinidad. La alumina se
transfiere a columnas de vidrio, se lava con veinte volumenes de agua destilada para
arrastrar cualquier otro producto retenido por la alumina y finalmente las CA son eluidas

con 1 ml de HCI 1N al que se anade liquido de centelleo (Optiphase de Perkin Elmer) para
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contar en un contador de centelleo beta (Beckmann). EI mismo proceso se sigue para
analizar el contenido en ®H-CA del sobrenadante resultante de la homogenizacién de los

CC al final del experimento.

7 Estandares Estandares Estandares
NE, EPI, DOPAC y DA NE, EPI, DOPAC y DA NE, EPI, DOPAC y DA
2 pmol en 12.5 pL 4 pmol en 25 pL 8 pmol en 50 pL

DOPAC 10.29

v
Q:(D
w o
Z W

DA 13.02

1

/a—

Time (minutes)

Figura 4MyM. Cromatogramas de estandares que ponen de manifiesto la linealidad de los
cromatogramas asi como los tiempos de retencion. En condiciones habituales de trabajo los
cromatogramas duran 15 minutos. Modificando el tanto por ciento de metanol puede modificarse la
duracion de los mismos, siendo este aspecto util cuando han de colectarse las fracciones para
separar temporalmente los picos y asegurar su recoleccion de manera independiente (tomado de
Ramirez et al., 2012).

Cuando han de identificarse las 3H-CA liberadas, al HCl de elucion de las
columnas se le afiaden CA frias en concentracién adecuada para que al inyectar una
alicuota de 100-200 pl proporcione un pico nitido. Los efluentes de la columna del
sistema de HPLC se colectan cada minuto con un colector de fracciones y se cuentan por
centelleo liquido; la radiactividad presente en el efluente de la columna que coincide con
el pico de una CA dada representa la >H-CA liberada en el periodo de 10 min del

experimento de liberacion que estemos analizando en ese momento.

7. Estudios morfolégicos: Perfusion de los animales, disociacién del
CC, cultivo de células quimiorreceptoras e inmunocitoquimica. Medida de

calcio intracelular.

En este estudio se han utilizado CC de cobayas y ratas prefundidos para observar
la estructura general de los secciones histoldgicas y para ver la riqueza en tejido cromafin
en el CC de ambas especies definido por su positividad para tirosina hidroxilasa, el
enzima limitante de la sintesis de CA que se expresa de forma especifica en las células

que sintetizan estas aminas biégenas. En otros experimentos hemos realizado una
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disociacién enzimatica de los CC y tras cultivar las células disociadas durante 24-36 horas
hemos examinado las células en campo claro, tras tedirlas para tirosina hidroxilasa y con
DAPI para tedir los nucleos celulares y hacer un contaje de todas las células presentes en
el cultivo. Finalmente, también disociamos CC para medir Ca®" intracelular con técnicas

de microfluorimetria y para registrar corrientes de K* con técnicas de patch-clamp.
7.1. Perfusioén de los animales.

Los cobayas y las ratas fueron perfundidas por gravedad (columna de 1 metro de
altura) a través del ventriculo izquierdo con 150-200 ml de PBS 10 mM (pH=7.4) a 37°C,
seguidos de 250 ml de paraformaldehido al 4% v/v en buffer fosfato (PB, 0.1 M) a 4°C.
Las bifurcaciones carotideas fueron aisladas y los CC separados de tejidos adyacentes,
fijados durante una hora en para-formaldehido al 4% y transferidos a sacarosa al 30%
(w/v; 4°C) en PB 0.1M para crioproteccion. Una vez embebidos en Tissue-Tek (Sakura

Finetek, Zoeterwoude, Holanda) se congelaron a —20°C.
7.2. Disociacion de los CC y cultivo de células quimiorreceptoras.

Los CC aislados fueron disociados enzimaticamente en dos pasos consecutivos.
Primero se incubaron en 2 ml de solucién Tyrode (0 Ca? - 0 Mg?*) conteniendo
colagenasa (2.5 mg/ml) y albumina de suero bovino (BSA; 6 mg/ml) a 37°C durante 15
minutos. Segundo, tras aspirar la solucion con el enzima, se incubaron nuevamente con 2
ml de la misma solucién Tyrode conteniendo 1 mg/ml de tripsina y 6 mg/ml de albumina a
37°C durante 20 minutos. Se eliminé la solucidén enzimatica, se afadid 1.5 ml de medio de
cultivo DMEM (Sigma) a 4°C, y con ayuda de una pipeta Pasteur pulida, se disgregaron
los CC mecanicamente. Se centrifugaron las muestras a 2000 rpm durante 8 min, se
eliminé el sobrenadante y se resuspendio el pellet en 40-50 ul de medio DMEM a 37°C. A
continuacion se sembraron las células disociadas en cristales de cultivo (coverslips)
recubiertos con poli-l-lisina (Sigma) en gotas de 15-20 ul y se dejaron en el incubador
durante 2 horas a 37°C (20%0,, 5%CO,, resto N,) para su adhesién al coverslip sin
diseminarse por todo él. Una vez adheridas, se afiadié 1 ml de medio DMEM a los pocillos
conteniendo los coverslips y se incubaron durante 24-36 horas. Las células cultivadas
recibieron tres usos distintos: inmunocitoquimica, registro de Ca®" intracelular y registro de

corrientes de K* con la técnica de patch-clamp.
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7.3. Inmunocitoquimica.

Se obtuvieron secciones seriadas de 10um de grosor con un criostato (Leitz 1720)
que se recogieron en portas de cristal tratados con 3-aminopropiltrietoxi-silano (Sigma).
Las secciones se lavaron en PBS a temperatura ambiente durante 5 min. y se incubaron
durante 30 min. con soluciéon de permeabilizacién-bloqueo (PB 10mM, NaCl 0,6M, Triton
X-100 0,1% y 2% de suero de cabra no inmunizada) para permeabilizar las células
facilitando la entrada del anticuerpo y bloquear las uniones inespecificas. Después del
bloqueo y permeabilizacién se procede a la incubacién con los anticuerpos, previamente
diluidos en la propia solucion de bloqueo. La incubacién con los anticuerpos primarios
frente a tirosina hidroxilasa (monoclonal anti-tyrosine hydroxylase antibody, Abcam;
dilucion 1/1000) se realizdé a 4°C durante toda la noche. Después de varios lavados con
PBS 10mM, los cortes se incubaron con el anticuerpo secundario (goat antimouse)
marcado con FITC (verde) durante una hora en oscuridad y a temperatura ambiente. En la
generalidad de los experimentos se incluyé también en la incubacion DAPI (azul) para ver
tincion de nucleos. Después de otro ciclo de lavados, los cristales se montan sobre portas
en medio acuoso con Vectashield H-1000 (Vector Laboratories). Los controles negativos
fueron incubados y tratados de modo similar, pero en ausencia de los anticuerpos
primarios. Las preparaciones fueron examinadas con un microscopio de fluorescencia
(Zeiss Axioscop 50 mot plus) equipado con filtros de emision y excitacion para FITC. Las
imagenes fueron capturadas con una camara digital refrigerada Photometrics, modelo
CoolSnap-cf y analizadas utilizando el programa informatico Metamorph 6.3. Las areas
positivas a tirosina hidroxilasa se midieron al igual que las de toda la seccién y las
medidas se usaron para determinar el porcentaje del area de la seccion que es positiva

para este enzima, esto es, que es tejido cromafin.

Para identificar si las células expresaban tirosina hidroxilasa los cultivos se
incubaron con el anticuerpo frente al enzima de forma analoga a como se hizo en los
cortes histoldgicos. Los cultivos conteniendo las células quimiorreceptoras disociadas en
fresco se lavaron tres veces con 1ml de PBS (fosfato 10mM, NaCl 150 mM, pH 7.5) para
eliminar los restos de rojo 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 temperatura ambiente durante 10 minutos y se repitieron los
lavados con PBS 10mM. Una vez fijadas las células y antes de la incubacién con los
anticuerpos, se incubaron durante 30 min con soluciéon de permeabilizacion-bloqueo (PB
10mM, NaCl 0,6M, Triton X-100 0,1% y 2% de suero de cabra no inmunizada) para
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permeabilizar las células facilitando la entrada del anticuerpo y bloquear las uniones
inespecificas. Después del bloqueo y permeabilizacion se procedié a la incubacién
secuencial con los anticuerpos, previamente diluidos en la propia solucion de bloqueo. La
incubacién con los anticuerpos primarios frente a tirosina hidroxilasa (dilucién 1/1000) se
realizdé a 4°C durante toda la noche. Tras varios lavados con PBS 10mM, las células se
incubaron con el anticuerpo secundario marcado con FITC (verde) durante una hora en
oscuridad y a temperatura ambiente. Teniendo en cuenta que las células
quimiorreceptoras son de origen neuroectodérmico y expresan tirosina hidroxilasa, la
riqueza de los cultivos en estas células nos define de forma semicuantitativa la riqueza del
CC en tejido quimiorreceptor. La tincidon de los nucleos con DAPI nos permite cuantificar
en términos relativos esa riqueza en tejido quimiorreceptor (niUmero de células positivas a
tirosina hidroxilasa/100 células (nucleos). Después de otro ciclo de lavados, los cristales
se montaron sobre portas en medio acuoso con Vectashield H-1000 (Vector Laboratories).
Los controles negativos se incubaron en ausencia del anticuerpo primario. ElI microscopio
y sistema de adquisicion de imagenes fue el mismo que el utilizado para examinar los

cortes histologicos.
7.4. Medida de Ca®' intracelular.

Para la medida del Ca®" intracelular las placas de cultivo o coverslips fueron
incubadas con Fura-2 en su forma permeable o acetoxi-metil-ester (Fura-2 AM; 10 uM,
Molecular Probes) diluido en Tyrode Hepes con 0.1% (v/v) de Pluronic F-127 (Molecular
Probes) a 20°C durante 30 minutos. Una vez que el Fura-2 AM penetra en las células,
esterasas inespecificas del citoplasma celular eliminan el grupo acetoxi-metil y dejan libre
el Fura-2 que es muy poco permeable a las membranas celulares con lo que las células
se van cargando de Fura-2 durante el periodo de incubacion. Tras este periodo de
“carga” las placas de cultivo se montan en una camara de perfusion situada en la platina
de un microscopio invertido (Nikon Diaphot 300) donde son superfundidas con una
solucion salina equilibrada a pH 7.4 y 37°C (116mM NaCl, 5mM KClI, 1.1mM MgCl,, 2mM
CaCl,, 25mM NaHCO3;, 10mM glucosa, 10mM Hepes). Se realizé la medida de la
fluorescencia de Fura-2 a dos longitudes de onda con un sistema DX-1000 (Solamere
Technology Group, Salt Lake City, Utah). Se empled una lampara de mercurio de 100W
como fuente de luz (Optiquip, Nueva York) que se enfocé y colectd a través de un objetivo
Nikon Fluor 40/1.30. La longitud de onda de excitacién oscilé alternativamente de 340 a
380 nm, y la fluorescencia de emision a 540 nm fue colectada con una camara digital

SensiCam (PCO CCD Imaging, Kelheim, Alemania). La iluminacién y la camara se

68



MATERIAL Y METODOS

controlaron con software de Axon (Imaging Workbench 4.0; Axon Instruments, CA, USA).
Las medidas de calcio se realizaron offline a partir de la sustraccion de las imagenes
obtenidas como background y las obtenidas para f340 y f380 y gracias a los parametros
de calibracion introducidos en determinados experimentos independientes (ver Vicario et
al., 2000). Con frecuencia, los resultados se expresan como el ratio o proporcién de la
emision obtenida cuando se estimula a 340 vs. la obtenida cuando se estimula 380
(F340/F380). Los estimulos empleados fueron distintos en cada experimento y los
protocolos precisos de estimulacion se mostraran en los Resultados. Para obtener
respuestas medias a los distintos estimulos se realiz6 con el software apropiado una
integral acumulativa (running integral) de los ratios de la fluorescencia tal como describen
Goémez-Nifo et al. (2009).

En algunos experimentos, al finalizar los registros de Ca*, las células fueron
tefiidas para tirosina hidroxilasa. Tras una fijacion con paraformaldehido al 2% (v/v)
durante 15 min a 20°C, las células fueron lavadas con solucidon permeabilizante y
bloqueadas con solucién de permeabilizacion-bloqueo durante 10 min. Los anticuerpos
para tirosina hidroxilasa fueron diluidos en la soluciéon de bloqueo e incubados con las
células durante 30 min. Después de varios lavados en la solucién de permeabilizacién-
blogueo las células fueron incubadas con anticuerpos secundarios FITC conjugados goat
anti-mouse durante otros 30 min. Tras el lavado con PBS el marcaje de TH fue examinado
empleando un juego de filtros adecuado. De esta forma se tuvo identificacion

inmunocitoquimica de las células registradas como células quimiorreceptoras.
7.5. Registro de las corrientes de K': estudios electrofisiolégicos.

Las células eran pegadas a los coverslips y colocadas en una camarita de
superfusion de 0.5 ml de volumen, eran perfundidas a un flujo de 2 ml/min con una
solucion (soluciéon externa) que contenia en mmol/L: NaCl 141, KCI 4.7, MgCl, 1.2, CaCl,
1.8, glucosa 10, y HEPES 10; el pH se ajusté a 7.4 con NaOH 1N y la solucién se
mantuvo equilibrada con aire (aproximadamente 150 mmHg de PO,). La solucién interna
que rellena el electrodo de registro tenia la siguiente composicion en mmol/L: KCI 125,
MgCl, 4, MgATP 5, NaGTP 5, HEPES 10, EGTA 10; el pH se ajusté a 7.2 con KOH.
Células quimiorreceptoras aisladas (no formando clusters) fueron sometidas a
pinzamiento de voltaje y las corrientes a través de la membrana celular fueron registradas
utilizando la técnica de patch-clamp en su configuracion de whole-cell. Se utilizé un
amplificador Axopatch-200B (Axon Instruments, Burlingame, CA, U.S.A) procediendo

como describen Cogolludo et al. (2009). Las corrientes registradas se filtraron a 3kHz,

69



MATERIAL Y METODOS

digitalizadas con un convertidor analdgico digital Digidata 1200 (Axon Instruments) y
almacenadas para su analisis offline. Las corrientes se evocaban por la aplicacion de
pulsos despolarizantes de 50 ms. de duracion desde un potencial de -60 a +30 mV en
incrementos de 10 mV, tal como describe Riesco-Fagundo et al. (2001). Las corrientes
registradas se normalizaron por la capacitancia celular y se expresaron como pA/pF. Las
relaciones corriente-voltaje (curvas I/V) se construyeron midiendo las corrientes al finalizar
el pulso de despolarizaciéon de 50 ms. Para registrar el efecto de la hipoxia sobre las
corrientes de K', las células se prefundieron durante 10 min con la misma solucién
anterior pero equilibrada con N,, que en la camarita proporciona un PO, de 15-25 mmHg.
En algunos experimentos la solucion de perfusion contenia 5 mM de tetraetil-ammonio
(TEA, 5 mmol/L), un inhibidor de corrientes de K*. Todos los experimentos se realizaron a

temperatura ambiente (22 a 24°C).
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La seccion de Resultados esta dividida en seis apartados principales con titulos
idénticos a los de los objetivos. Cada uno de los apartados se organiza en subapartados

para facilitar la lectura de la seccién como un todo.

1. Ildentificar posibles diferencias en la morfologia y morfometria

basicas del CC de cobaya y de rata.

Segun se ha mostrado en la seccidén de Material y Métodos, macroscopicamente
no se aprecian diferencias llamativas en los CC de ambas especies. La media de los
pesos de 60 CC de cobayas normoxicos fue de 54 + 2,5 ng y la media de los pesos de
267 CC de rata utilizados en éste y otros estudios del laboratorio fue de 48 + 1.7 pug
(Figura 1R). Dado que existe una relacion directa entre el peso del animal y el del CC, y
que los cobayas tuvieron aproximadamente un peso 3 veces mayor, podriamos decir que

el CC del cobaya es hipotrofico respecto al de rata, conejo y gato (Gonzalez, 1977).

100 7 O Norméxico =

B Hipéxico Cronico Figura 1R. Peso del CC de cobaya y

de rata. Norméxico hace referencia a
80 T animales controles que han vivido de
forma permanente en atmodsfera
normal e Hipoxico Croénico hace
60 7 referencia a animales que han sido
—=— expuestos a una atmosfera de 10-
12% de O, durante 15 dias. Los
datos son medias + SEM de 60 CC
norméxicos y 34 hipoxicos cronicos
en cobaya y de 267 CC normoxicos y
96 hipoxicos en rata (los datos de
rata se han obtenido de este y otros
estudios del laboratorio). ***p<0.001
COBAYA RATA vS. normoxicos.

H

40 T

Peso del cuerpo carotideo (u.g)

La exposicion a hipoxia sostenida (10-12% O,; 15 dias) no modificd el tamafio del
CC de cobaya, mientras que casi duplicé el tamafio del CC de rata (Figura R1). Esta
hipertrofia el CC, se debe en gran medida a proliferacién de los vasos aunque también
hay aumento del tamafio y en menor medida del nimero de CQ (Kay y Laidler, 1977).
Estos cambios estarian mediados por factor de crecimiento vascular dependiente de
endotelio (VEGF) producido en las CQ (Tipoe y Fung, 2003). Presumiblemente la hipoxia
no generaria VEGF en las CQ del cobaya. En ambas especies la hipoxia aumento el

hematocrito: en cobayade 40+ 1a45+2% yenratade 47 +3 a 62+ 1%.
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Las Figuras 2R y 3R presentan de forma cualitativa los rasgos morfolégicos e
histoquimicos fundamentales del CC de cobaya en comparacion con el de la rata y la

imagen tipica de un cultivo primario en ambas especies.

Figura 2R. En la parte superior se muestra, a la izquierda una seccion a pequefio aumento de un
CC de cobaya tefido para tirosina hidroxilasa (rojo) y a la derecha la misma seccion tefida con
DAPI para mostrar la celularidad del CC. El recuadro muestra una ampliacién del area
seleccionada. En la parte inferior la secuencia es la misma pero en un CC de rata y a los mismos
aumentos.

Resulta evidente que el area inmunopositiva para tirosina hidroxilasa es mucho
menor en cobaya que en rata, lo que implicaria que el numero de CQ sea mucho menor.
En el corte de cobaya se ven estructuras filiformes positivas que serian terminaciones
simpaticas y que en la rata no se aprecian tan facilmente porque la gran densidad de
células tirosina hidroxilasa positivas las enmascara. Del mismo modo en los cultivos de
CC disociados se comprueba que el numero de células positivas es menor en cobaya que

en rata.

La Figura 4R presenta datos cuantitativos de nuestro estudio. Se cuantificaron las
areas tirosina hidroxilasa positivas en 64 cortes obtenidos de 4 CC de cobaya y en 150
secciones obtenidas de 4 CC rata. El grosor de las secciones fue de 10 um. En los
cultivos se contaron 604 células (nucleos) de cobaya y 770 células de rata provenientes
en ambos casos de tres cultivos distintos. En cobaya la superficie positiva para tirosina

hidroxilasa fue el 1,07 £ 0.05% de la superficie total de las secciones y en la rata fue del
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25 + 1.75%. De las células contadas el 11.25% en el cobaya y el 45% en la rata fueron

positivas para tirosina hidroxilasa.

Figura 3R. En la parte superior se muestra, a la izquierda una imagen de microscopio de campo
claro de un cultivo de células disociadas de CC de cobaya; en el centro se presenta el mismo
campo tefiido para tirosina hidroxilasa (TH, en rojo) y a la derecha los nucleos de las células
tefiidos con DAPI (barra de calibracién: 30um en todos los casos). En la parte inferior se muestra la
misma secuencia de un cultivo de células obtenido de un CC de rata a los mismos aumentos.

Secciones de CCs Cultivos de células de CCs

30 — —60 3
m Zg
s T 38
e L 28
28 5 | o 5= Figura 4R. Datos morfométricos
Ea 8E basicos referidos a la positividad
[ B =3 . . . . .
B z 2 para tirosina hidroxilasa obtenidos
g s de secciones y cultivos primarios
© =
22 10— 20 g% de CC de cobaya y rata.
82 -
ag T 83
(3 o
< : e

0 = H Lo

Cobaya Rata Cobaya Rata

En su conjunto, pues, los datos presentados en estas tres figuras indicarian que el
numero de células potencialmente quimiorreceptoras es mucho menor en cobaya que en
rata. De hecho, s6lo en el CC humano se ha descrito un porcentaje tan pequeno de
células TH positivas (Ortega-Saenz et al., 2013). Segun veremos mas adelante, el
contenido total de CA en el CC de cobaya vs. rata y la densidad de células/campo

microscépico consideradas quimiorreceptoras por su respuesta de aumento de Ca*
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intracelular frente a la estimulacion hipdxica concuerdan razonablemente con los datos

inmunocitoquimicos.

2. Verificar si el cobaya hiperventila o no en respuesta a los estimulos
hipéxico e hipercapnico estudiando el proceso de aclimatacion a la hipoxia

cronica.

Una parte significativa de los datos de este apartado ya han sido publicados (Olea
et al., 2011, 2012). La figura 5R muestra registros pletismograficos tipicos obtenidos en
cobaya (Figura 5A) y en rata (Figura 5B). Aunque de forma cualitativa (nétese las escalas
en ordenadas), la Figura 5R muestra que en cobaya mientras la hipoxia no aumenta ni la
frecuencia respiratoria (fR) ni el volumen corriente (VC), la hipercapnia aumenta ambos

parametros. En la rata tanto la hipoxia como la hipercapnia aumentan la fR y el VC.

A Alre 10% 0, 5% CO,
by -
e U v =Dl
L " -

. .' «— 10 segundos — «— 10 segundos -——» TE — 10 segundos -——
ol : :

P T Trrrro

Segundos Segundos Segundos

Figura 5R. Registros pletismograficos tipicos obtenidos en un cobaya (A) y en una rata (B) de 3
meses. Obsérvese que mientras en el cobaya la hipoxia no altera la frecuencia ni el volumen
corriente de forma apreciable, en rata hay un aumento marcado de ambos parametros
respiratorios. En respuesta a la hipercapnia, sin embargo, el aumento de frecuencia y volumen
corriente ocurre en ambas especies.

La Figura 6R compara la fR, el VC corriente y el volumen/min./Kg. de peso
(VM/Kg) en cobaya de 2 a 5 meses y en ratas de 3 y 6 meses. En cobaya en normoxia
entre 2 y 5 meses de edad la fR no varié y fue de 96 + 3 y 96 + 6 respiraciones/min. a los
2 y 5 meses, respectivamente. En rata en normoxia la fR tampoco varié entre 3 y 6 meses

y fue, respectivamente, 77 £+ 3.7 y 79 = 3.2. La hipoxia aguda (10 min., 10% O;), no
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modifico la fR en cobaya a ninguna edad, mientras que en rata la aumenté a 140+ 5.2y a
120 £ 3.4 a los 3 y 6 meses. La hipercapnia aguda (5% CO, en aire durante 10 min.) en
cobaya aumentd de forma moderada la fR a todas las edades siendo el aumento maximo
a los 2 meses, edad en la que alcanzé 118 = 6 respiraciones min. En la rata, la

hipercapnia aumento la fR a 116 + 4.1 a ambas edades estudiadas.
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Figura 6R. Frecuencia respiratoria, volumen corriente y ventilacion/min./Kg. de peso en cobayas y
ratas de distintas edades. Los datos son medias + SEM de 8 datos en todos los grupos de cobayas
y de 8 a 12 en rata. +p<0.05; ++p<0.01; +++p<0.001 vs. normoxia a dos meses en cobaya y a 3
meses en la rata. En el cobaya, cuando se compara con la situacién de normoxia en cada edad, la
hipercapnia aumento la frecuencia de forma moderada a todas las edades y el volumen corriente y
el volumen minuto/Kg practicamente se duplicaron a todas las edades (+++ p<0.001). En la rata,
las diferencias de edad son menos marcadas. A los tres meses, la hipoxia y la hipercapnia
aumentaron el volumen/minuto/Kg de 485 + 13 en normoxia a 1010 + 42 en hipoxia y a 1040 + 60
en hipercapnia y a los 6 meses aumentaron de 395 + 10 en normoxia a 810 £ 22 y a 830 250 (n=
8-12; p<0.001 en ambos casos).

En normoxia, el VM/Kg disminuy6 con la edad en el cobaya ya que, aunque la fR
se mantuvo y el VC aumentd progresivamente, el peso corporal de los cobayas creci6
mas deprisa de 260 g a los dos meses a 890 g a los 5 meses con lo que el VM/Kg
disminuyd de 740 ml/Kg/min. a 485 ml entre los 2 y los 5 meses. En rata en normoxia el
VM/Kg también disminuy6 con la edad pero de forma mas moderada de 485 + 13 a 395 +

10 ml/Kg/min. La hipoxia no modificé el VM/Kg en cobaya a ninguna edad, pero en la rata

77



RESULTADOS

lo duplico a las dos edades estudiadas. La hipercapnia basicamente duplicé el VM/Kg de

peso en ambas especies y a todas las edades.

Resumiendo de forma cualitativa los datos mas importantes son: a) En cobaya la
hipoxia aguda no modificd ninguno de los tres parametros a ninguna edad, mientras que
en la rata tanto a los 3 como a los 6 meses produce un aumento marcado de la fR y a los
seis meses un aumento del VC; a ambas edades se observdo un aumento marcado
(aproximadamente lo duplica) del VM/Kg. b) La hipercapnia produce un discreto aumento
de la fR en cobaya y un aumento muy marcado en rata, aumentando en ambas especies
el VC y la VM/Kg. c) En cobaya hay un aumento marcado del VC con la edad, pero el
aumento de peso corporal es proporcionalmente mayor porlo que el VM/Kg disminuye
en todas las condiciones (aire, hipoxia e hipercapnia) a medida que los cobayas se hacen
adultos; en la rata el efecto de la edad entre 3 y 6 meses es menos marcado, pero
también en todas las condiciones es menor a medida que envejecen. d) En valores
absolutos, el volumen/minuto/Kg. es comparable en cobaya y rata, aunque a los dos

meses es claramente mayor en cobaya que en rata.

Tabla IR. Tiempos y flujos ventilatorios en cobaya y rata de distintas edades en normoxia.

COBAYA
Edad (meses) Tl (ms) TE (ms) TUTt (%) VCI/TI (ml/s) VCI/TE (ml/s)
2 262.9+7.3 397.3+£12.1 39.8 7.83 5.18
3 2449+7.0 372.3+10.3 39.5 12.08 7.95
4 265.7+7.0 402.1+9.9 39.7 12.60 8.33
5 256.6 + 14.9 409.8 +25.4 38.5 16.17 10.12
RATA
3 297 £95 430 +£15.0 40.8 5.11 3.49
6 293 +10.3 427 £12.3 415 8.25 5.64

Otros parametros ventilatorios de interés se recogen en la Tabla IR. No hay
diferencias relacionadas con la edad en los tiempos inspiratorios (Tl) y espiratorios (TE) y
ambos son similares en ambas especies; ademas, en ambas especies, la inspiracion dura
en torno al 40% del ciclo respiratorio (Tl/Ttotal). Tanto el flujo inspiratorio (VC/TI) como el

espiratorio (VC/TE) aumentan con la edad.

La Tabla IIR muestra el efecto de la exposicion a hipoxia cronica (10-12% O,; 15
dias) sobre el patron respiratorio y el volumen ventilatorio/minuto en cobaya y rata. Como
puede observarse mientras que en el cobaya no se modificé ninguno de los parametros

ventilatorios, en la rata, la exposicién a hipoxia crénica produjo un aumento del VM/Kg en
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normoxia, hipoxia e hipercapnia, siendo el aumento debido fundamentalmente a expensas

de un aumento del VC.

Tabla IIR. Efecto de la exposicion a hipoxia (10-12% O,) cronica (15 dias) sobre el patron
respiratorio y el volumen ventilatorio/minuto en cobaya y rata.

COBAYA
1 0, 0,
Condicién/ Aire 10% O, 5% CO,
Parametro Control H Crénica Control H Crénica Control H Crénica
fR (Resp/min) 96.0+6.4 83.2+44 89.9+5.0 93.8+4.5 110.2+7 .1 86.6 + 3.7
VC (ml) 41+01 40+01 42+0.2 45+0.2 6.9+04 7.7+0.3
VM (mllkg/min) 446 + 23 3892 455 + 28 506 + 19 852 + 58 760 = 30
RATA
fR (Resp/min) 77 +3.7 85+4.1 140+ 5.2 132+4.8 116 £ 4.1 122+5.0
VC (ml) 1.5+£0.3 1.7+0.3 1.7+0.2 2.21+0.3** 2.3+0.2 3.5+0.3***
VM (mllkg/min) 485+ 13 650 + 16** 1010 £ 42 1212 + 56** 1040 + 60 1560 £55***

Los datos son medias + SEM de 8 valores individuales en cobaya y de 8 a 12 en la rata. **p<0.01 y
***<0.001 vs. normoxia.

3. Caracterizar el metabolismo de CA en el CC de cobaya, en particular

la liberacién en respuesta a la hipoxia y a otros estimulos clasicos del CC.
3.1. Contenido, sintesis y turnover de CA.

En el apartado anterior hemos estudiado la funcién del CC por sus efectos reflejos
en otros érganos como diria Fernando de Castro (1928; ver Gonzalez et al., 2014), de
forma mas especifica por su efecto sobre la funcién respiratoria o ventilatoria, la principal
diana del reflejo quimiorreceptor. Como hemos visto, sin embargo, hay diferencias
notables entre cobaya y rata: mientras que en la rata la ventilacion aumenta en respuesta
a la hipoxia y a la hipercapnia, en el cobaya la hipoxia no genera una respuesta
ventilatoria. Teniendo en cuenta que la doctrina vigente es que el CC es el responsable de
toda la ventilacion generada por la hipoxia, cabe preguntarse: de qué carecen las CQ del
CC para que no respondan a la hipoxia? Dado que en ratoén, rata, conejo y gato al menos
la liberacion de CA por las CQ es un indice de su nivel de actividad durante la
estimulacién con una gran variedad de estimulos (Gonzalez et al., 1992; Rigual et al.,
2002; Ortega-Saenz et al., 2010), en esta seccion vamos a explorar la funcionalidad de las

CQ midiendo sus actividad secretora de CA frente a diversos estimulos.
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Como puede verse en la Figura 7R los niveles de norepinefrina (NE) y dopamina
(DA) en condiciones controles o de normoxia en cobaya son de 0.80 + 0.10y 1.6 £ 0.4
pmol/CC, respectivamente, mucho menores que en rata 4.57 + 0.32 y DA 16.27 £ 1.47
pmol/CC. Teniendo en cuenta que el peso del CC de cobaya es ligeramente mayor que el
de rata (Figura 1R) esto implica que el CC de cobaya tiene =1/6 de la concentracion de
NE y menos de 1/10 de la concentracion de DA que el CC de rata, datos estos que
concuerdan con la densidad de células TH-positivas de la Figura 4R. La relacion DA/NE
en el CC de cobaya es de 2 y en rata es de en torno a 4; esto es, en ambas especies los

CC son dopaminérgicos, mas en el caso de la rata.

I Norepinefrina COBAYA. Normoxia [0 Norepinefrina RATA. Normoxia
H Dopamina H Dopamina
2 1 T -2 16 - L 4
% S
o -2 o 127 - 2
154 ‘e (%] 2
[ E 7] 3
2 o K 2
0 1 4 L 2 o g 4 L <
o £ o £
+ : T :
T -8 [ - 8
a a
0 0 0 0
[ Norepinefrina Hi ggig?:Yr:r;ica O Norepinefrina i RATcA .
H Dopamina P B Dopamina ipoxia Crénica
127 F10 1201 T s
T £ ]
o 97 7.5 5 o 801 L 2
3 g o g
2 S @ o
° > I S
° ¢4 | < i 2
g 6 5 € g 60 25
= £ s £
£
]
Q &
31 -25 8 30 L =
= o
==
0 0 0 0

Figura 7R. Contenido de NE y DA en el CC de cobaya y rata en animales norméxicos y sometidos
cronicamente a hipoxia (10-12% O, 15 dias). Medias + SEM de 8 a 12 mas valores individuales.

En cobayas, la hipoxia crénica, aumento la NE a 1.15 £ 0.10 (=1.5 veces) y la DA a
9.99 + 0.8 (=6 veces) pmol/CC; en rata a 19 + 6 (=4 veces) la NE, y a 110 £ 11 (=7 veces)

pmol/CC la DA, la relacion DA/NE en cobaya aumentd ~8.5 veces y en rata =5 veces.

La Figura 8R muestra la velocidad de sintesis de NE y DA en CC de cobaya y rata
normaéxicos e hipoxicos crénicos. Las velocidades de sintesis de *H-NE y de *H-DA en
cobaya normoxica fueron de 0.23 y 0.16 pmole/CC/2h y en rata de 0.18 y 2.8,

respectivamente. Las relaciones de las velocidades de sintesis de *H-DA/*H-NE fueron de
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0.70 en cobaya y de 14,5 en la rata. En cobayas hipoxicos cronicos las velocidades de
sintesis de *H-NE y de *H-DA aumentaron a 0.35 (=1,5 veces) y 0.89 (=5,5 veces)
pmole/CC/2h con lo que la relacién de velocidades de sintesis *H-DA/°*H-NE aumenté a
2.5 (=3,5 veces); en ratas hipoxicas cronicas las velocidades de sintesis de *H-NE y de
*H-DA aumentaron, respectivamente a 0.4 (2 veces) y a 11 (4 veces) pmole/CC/2h con lo

que la relacion de velocidades de sintesis *H-DA/*H-NE a 85 (5,5 veces).
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Figura 8R. Velocidad de sintesis de NE y DA en el CC de cobayas y ratas normdxicas e hipdxicas
cronicas. Los datos son medias + SEM de 8 a 12 datos individuales.

La Tabla IlIR muestra los tiempos de turnover (contenido/velocidad de sintesis) de

DAy NE en los CC de ambas especies y en ambas condiciones experimentales.

Dado que en ambas especies una parte importante de la NE esta contenida en
terminaciones simpaticas provenientes del GCS (Mir et al., 1982), para obtener una idea
mas precisa de lo que esta ocurriendo en las CQ estudiamos el contenido, sintesis y
calculamos el tiempo de turnover de CA en GCS en condiciones controles de normoxia y
en hipoxia crénica (Tabla IVR).

En cobaya aumenta el contenido y la velocidad de sintesis de NE en HC con una

discreta disminucion del tiempo de turnover; esto es, las terminaciones simpaticas
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estarian vertiendo mas NE al torrente circulatorio en el animal hipdxico crénico. Algo
comparable ocurre con la DA pero sin aumentar los depdsitos de DA. En rata por el

contrario pareceria existir una menor utilizacién de NE en hipoxia crénica.

Tabla llIR. Tiempos de turnover de DA y NE en CC de cobaya y rata en normoxia e hipoxia cronica

COBAYA RATA
Tiempo de
Turnover
Normoxia Hipoxia Normoxia Hipoxia
Dopamina 19.4+29 21.9+2.2m 11.2+£11 19.8 £ 1.6**
Norepinefrina 6.7 £ 1.8+ 6.35+0.9***"ns [ 499 + 3.9%***** [ 958 + 8.8*** +**

Medias = SEM de 8 a 12 datos. ns, no significativo normoxia vs. hipoxia; **p<0.001 normoxia vs.
hipoxia; ++p<0.01 significativamente menor el tiempo de turnover de NE que el de DA en cobaya y
+++p<0.001 significativamente mayor el tiempo de turnover de NE que el de DA en rata.

Tabla IVR. Contenido, sintesis y tiempo de turnover de CA en el ganglio cervical superior de rata y

cobaya. Efectos de la hipoxia crénica.

COBAYA RATA
GANGLIO CERVICAL SUPERIOR ; " " " - -
Normoxia Hipoxia Normoxia Hipoxia
(n=5) Cronica (n=8) (n=19) Cronica (n=14)
NE 62.4+4.5 94.4 + 11.5% 107.3 + 4.56 119.4+2.8
Contenido en CA DA 48.8+6.1 52.5+ 4.5 8.3+1.89 112421
(pmole/mg)
DA/NE 0.78 +0.08 0.59 +0.07 0.18 +0.03 0.20 +0.03
3H-NE 53+05 10.9+ 1.5 2.8+02 20403
Sintesis de CA 3H-DA 59+09 11.4+1.8" 1.7+02 1.9+0.1
(pmole/mg/h)
3H-DA/H-NE 1.14+0.15 1.09 +0.12 0.63 +0.05 0.93 +0.07
Tiempo de NE 18+05 8.4+05" 375+12 50.4+14"
tournover (h) DA 85404 4.6+ 0.3 58+1.1 6.0+0.7

Los datos son medias + SEM del nimero de ganglios cervicales superiores (GCS) que se muestra
en cada columna. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 vs. valores normdxicos correspondientes.

En su conjunto estos datos de contenido y sintesis lo que nos indican es que en
normoxia el CC de cobaya tiene 10 veces menos DA que el de rata y la utiliza en un
tiempo que es casi doble que en la rata, o o que es lo mismo, el CC de cobaya utiliza en
torno a 1/20 la cantidad de DA por unidad de tiempo que el CC de rata. Ademas, el CC de
cobaya que tiene en torno a 1/6 de NE que el de rata, lo utiliza en un tiempo casi 1/7 del
utilizado por la rata, o lo que es lo mismo, por unidad de tiempo el CC de cobaya utiliza
ligeramente mas NE que el de rata. Esta mayor utilizaciéon de NE en el CC de cobaya

corresponderia en realidad a NE contenida en terminaciones simpaticas intraglémicas. En
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hipoxia crénica el CC de cobaya contiene en torno a 1/11 de la cantidad de DA que el de
rata y lo utiliza en un tiempo que es casi igual al tiempo de la rata, con lo que en hipoxia
cronica el CC de cobaya utiliza una cantidad de DA que es préxima a 1/10-1/12 la
cantidad usada por la rata. En hipoxia crénica el CC de cobaya contiene 1/15 la cantidad
de NE que el de rata y lo utiliza en un tiempo que es 1/15 menor en el que lo usa la rata,

por lo que las dos especies utilizan casi la misma cantidad de NE.

3.2. Liberacion de *H-CA inducida por diversos estimulos en el CC de

cobaya y rata.

La figura 9R muestra el protocolo general de los experimentos de liberacién de *H-
CA. Tras marcar los dep6sitos de CA incubando los CC con *H-tirosina de alta actividad
especifica, se procedio a incubar los CCs en medios normoéxicos equilibrados con 20% O,,
5% CO,, resto N, y libre de precursor. Tras 1 h de incubacién en este medio que se
renovo cada 20 min. se procedid a recolectar estos medios cada 10 min. y a variar su
composicién segun muestra cada figura. Los medios fueron posteriormente analizados

para medir su contenido en *H-CA.
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Figura 9R. Protocolo general de los experimentos de liberacién de *H-CA en el CC de cobaya. Las
barras vacias corresponden a incubacién con solucién control normodxica y las llenas segun se
indica. Los datos son medias +SEM de 8 CC.

Resulta evidente que ni la hipoxia moderada (7% O;) ni la intensa (2% O,), ni el
4cido (pH =6.8) modificaron el curso temporal espontaneo de la liberacién de *H-CA en el
CC de cobaya, mientras que el alto K" aumenté la liberacién por un factor de >3 veces.
La figura 10R muestra de forma comparativa experimentos en CC de cobaya y rata. La
liberacion inducida por hipoxia estd ausente en cobaya mientras que en rata es evidente.

Por el contrario el alto K™ produce una liberacion que es comparable en las dos especies.
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Figura 10R. Comparacion de la liberacién en cobaya y rata. Medias +SEM de 8 6 mas datos.
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Figura 11R. Efectos de la rotenona (0.1 y 1 uM), la azida sédica (5 mM) la hipoxia moderada +
baja glucosa y alto K* sobre la liberacién de *H-CA en cobaya. Ni los venenos ni la hipoxia+baja
glucosa activaron la liberacion en el CC de cobaya. Los datos son medias +SEM de 6 6 mas datos
individuales.

La Figura 11R muestra los efectos de rotenona (un inhibidor de la cadena
respiratoria a nivel del Complejo 1) a 0.1 y 1 uM, azida sédica (un inhibidor de la

citocromo oxidasa; 5 mM), hipoxia moderada en un medio pobre en glucosa y alto K*
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sobre la liberacion de *H-CA en el CC de cobaya. Ni los venenos mitocondriales ni la

hipoxia+baja glucosa activaron la liberacion en el CC de cobaya.

La 12R muestra experimentos comparativos en cobaya y rata en los que se
explora el efecto del dinitrofenol (DNP), un protonoforo clasico, la azida y el alto K.
Tampoco el DNP activé la liberacion de *H-CA en el CC de cobaya, mientras que en la
rata produjo una respuesta intensa. La azida que en el cobaya apenas modificd la

liberacidn en rata casi vacia los CC de *H-CA recién sintetizadas.
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Figura 12R. Efectos del DNP (500 uM), la azida (5 mM) y el alto K* sobre la liberacion de *H-CA
en el CC de cobaya y rata. Los venenos mitocondriales no activaron la liberacién en el CC de
cobaya pero si en el de rata. El alto K* fue efectivo en ambas especies.

La Figura 13R muestra experimentos en CC de cobaya y rata cronicamente
hipéxicos. Como puede observarse, aun cuando la hipoxia cronica aumentd la sintesis de
*H-CA (®*H-NE + *H-DA) por un factor de en torno a 3 y reactivé la maquinaria secretora
para la liberacion inducida por el alto K* (comparese con la Figura 11R, ver Tabla VR), no
fue capaz de reactivar o producir un acoplamiento estimulo secrecion entre la hipoxia y la
liberacion de CA en las CQ. En rata, al contrario, la respuesta inducida por la hipoxia es
mas intensa que en los CC normoxicos (comparese con la Figura 10R). La Tabla VR
resume los datos de liberacién en ambas especies controles y cronicamente hipoxicos. Lo
mas llamativo es la ausencia de repuestas a los estimulos fisioldgicos y a los venenos

mitocondriales y la respuesta normal, comparativamente con la rata al alto K.
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Figura 13R. Liberacion de *H-CA por el CC de cobayas hipdxicos cronicos (parte superior) y
comparativo entre cobaya y rata (parte inferior).

Tabla VR. Resumen del efecto de diversos estimulos sobre la liberacion de *H-CA por el CC.

Liberacién evocada de CA por el cuerpo carotideo (veces sobre la basal)
Estimulo Cobaya Rata
Control H. Crénica Control H. Crénica
Hipoxia moderada 0 0 3.2+0.3 7.1+ 0.6***
(7% O ,) (n=12) (n=8) (n=18) (n=8)
Hipoxia intensa 0 0.2+0.2 10.1+1.3 17.2 £ 1.6***
(2% 0,) (n=12) (n=12) (n=12) (n=8)
E. Acido (pH = 6.8) 0(n=12) 0(n=8) 0.3+0.1(n=12)
35 mM K* 3.31£0.2 (n=30) 7.2+ 0.9 (n=12) 4.2+ 0.6 (n=6) 14.7 £ 1.3*** (n = 8)
60 mM K* 8.2+0.9 (n=6) 8.8+ 1.1(n=6)
Azida (5 mM) 0(n=86) 15.6 £1.9(n = 8)
DNP (500 pM) 0(n=6) 6.210.8 (n = 8)
Rotenon (0.1 pM) 0(n=6) - 57+0.8(n=8) -
Rotenona (1 pM) 0(n=6) -- 20.8+1.7(n=8) -
Glucosa (1 mM) 0(n=6) - 0(n=16) -
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4. Cuantificar las modificaciones de los niveles de Ca?" intracelular
inducidas por la hipoxia en las CQ de cobaya aisladas.

Con los experimentos que vamos a describir en esta seccion intentamos ir
acercandonos de forma progresiva a la maquinaria de transduccion del estimulo hipéxico.
Si en respuesta a la hipoxia las CQ se despolarizaran, deberian activar canales de Ca**
dependientes de voltaje, segun indican los experimentos de liberacion con alto K*, y
promover aumentos del Ca*" intracelular. Segun deciamos al presentar los objetivos,
estos experimentos intentan explorar la posibilidad de que aun cuando no existiera un
paralelismo entre la liberacién de CA vy ventilacion, tal vez pudiera deberse a que fuera
algun otro neurotransmisor el que acoplara las CQ a las terminaciones sensoriales del
nervio del seno. En tal caso, la hipoxia deberia promover un aumento de Ca* en las CQ

que habria de poner en marcha la liberacion regulada del neurotransmisor alternativo.

COBAYA

Figura 14R. Relaciones de fluorescencias emitidas a 340 y 380 nm por CQ de cobaya y de rata
presentes en un campo del microscopio en respuesta a distintos estimulos.

La Figura 14R muestra registros “crudos” de las relaciones de fluorescencias
emitidas a 340 y 380 nm por CQ de cobaya y rata en respuesta a distintos estimulos. Lo
primero que llama la atencion es que en los campos microscopicos de los cultivos de
cobaya el numero de células redondeadas-ovales con tamano y birrefringencia

compatibles con el de CQ y que ademas se despolarizaran en respuesta a alto K (4
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células en este caso) era muy inferior al que se obtenia en los cultivos de rata (12 células
en este caso concreto; ver también Figuras 2, 3 y 4). Resulta evidente que la hipoxia,
perfusion con soluciones equilibradas con 95% N, + 5% CO, (PO, en el bano de 15 a 18
mmHg), no produjo ninguna modificacion en la proporcién 340/380 nm en las células de
cobaya, que el alto K* la aumenté de forma marcada y que 1uM de rotenona produjo un
cambio muy pequefo. En cambio, en las células de rata, la hipoxia produjo un cambio en
las emisiones que fue proximo a la mitad del producido por alto K*, que a su vez es
comparable al obtenido en células de cobaya. La Figura 15R muestra el procedimiento de
analisis de la fluorescencia a 340/380 nm (ver pie de figura) para poder cuantificar las

senales registradas. La Figura 16R muestra dicha cuantificacion.
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Figura 15R. Se presentan registros de dos células de cobaya y dos de rata para mostrar el
procedimiento de andlisis de la sefales de fluorescencia. Las sefales se desplazan
electrénicamente a cero y luego el software integra el area bajo la curva en funcion del tiempo,
pudiendo medir el incremento del area a distintos tiempos y durante distintos periodos de tiempo.
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Segun puede observarse, la hipoxia en cobaya no modificé el curso temporal de la
sefial de fluorescencia acumulada mientras que el alto K*, que fue aplicado durante la
mitad de tiempo (1 min.) que la hipoxia (2 min.) produjo un aumento en las células de
cobaya de 44 unidades arbitrarias, ligeramente mayor que en la rata que fue de 38
unidades. En la rata, la hipoxia produjo un aumento de la fluorescencia de 26 unidades
arbitrarias. Curiosamente, la liberacién inducida por 35 mM de K' en el cobaya fue
ligeramente menor que en la rata (ver Tabla VR) lo que sugeriria menor sensibilidad al

Ca** de la maquinaria exocitética en el cobaya que en la rata.

5. Verificar la existencia de corrientes de K* sensibles a la hipoxia en
las CQ del cobaya.

Ahondando en los mecanismos de transduccion del estimulo hipdxico nos
acercamos a los canales de K* sensibles a la hipoxia y su inhibicion por la disminucion de
la PO,, que, segun escribiamos en los objetivos, constituyen el primer efector (los propios
canales; su inhibicion seria el primer efecto) de la respuesta a la hipoxia en las CQ (L6pez
Barneo et al., 1988; Lopez-Lopez et al., 1989). La pregunta es ¢ poseen las CQ de cobaya

este primer elemento efector de la cascada de transduccion de la hipoxia?

La Figura 17R muestra familias de corrientes de K' obtenidas por pulsos
despolarizantes de -60 a +60 mV en una CQ de cobaya y en otra de rata en condiciones
de normoxia y de hipoxia. Como se puede ver en la figura, las dos familias de curvas, la
obtenida en normoxia y la obtenida en hipoxia, son superponibles indicando que la hipoxia
no ha modificado la cantidad de corriente que fluye a través de la membrana a ninguno de
los potenciales. Restringiendo los registros a un rango de potenciales de membrana mas
fisioldgico, hasta +30 mV, tampoco se aprecia ninguna diferencia. Por el contrario, en la
CQ de rata tanto en la familia de curvas hasta +60 como en la familia de curvas hasta +30
es evidente que la hipoxia inhibe el flujo de K* a todos los potenciales registrados. Parece
pues que las CQ de cobaya no poseen componentes en sus corrientes de K* sensibles a

la hipoxia, mientras que si estan presentes en rata (ver Lépez-Lépez et al., 1997).

La Figura 18R muestra curvas I/V para las corrientes de K" obtenidas en 12 CQ de
cobaya y en 9 CQ de rata. En el cobaya de las 12 células registradas 11 no respondieron
a la hipoxia y las curvas I/V son basicamente superponibles en normoxia e hipoxia en todo
el rango de potenciales de membrana. Una de las células registradas respondié a la

hipoxia con una inhibicion de las corrientes de K" a +60 mV de ~25%.
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Figura 17R. La parte superior de la figura muestra una familia de corrientes de K* obtenida en una
célula de cobaya y en una de rata por pulsos despolarizantes desde -60 a +60mV en incrementos
de 10 mV en normoxia (superfusion con solucién equilibrada con aire, PO, 150 mmHg), e hipoxia,
(superfusion equilibrada con N, que en la camarita de registro da una PO, de 15 a 20 mmHg). La
parte inferior muestra familias de curvas entre -60 y + 30 mV.
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Puede apreciarse también en la Figura 18R que las curvas I/V son esencialmente
lineales desde -20 a +60 mV sugiriendo que el componente de corrientes activado por
Ca? es muy pequefio ya que como puede verse en las células de rata, a pesar de la
presencia de EGTA en la pipeta, las curvas I/V tienen la joroba tipica del componente Ca?*

dependiente entre 0 y +40 mV (Peers, 1990; Lopez-Lopez et al., 1997). En la rata de las
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9 células registradas 6 expresaban componentes en sus corrientes de K* sensibles a la
hipoxia, y, como puede observarse por el aplanamiento de la curva I/V, el componente
mayoritario sensible a la hipoxia es Ca®* dependiente. En esta serie, con un nimero
reducido de células de rata registradas, han sido sensibles a la hipoxia el 67%; en la serie
de Lépez-Lépez et al. (1997) con mas de 30 células el porcentaje fue del 79%. Finalmente
otro aspecto que se evidencia en las curvas I/V es que la densidad de corriente de K* en
células de rata y de cobaya es aproximadamente igual excepto en la célula de cobaya
sensible a la hipoxia que tiene mayor densidad de corriente que la media del resto de las

células en ambas especies.

6. Analizar los efectos de la hipoxia sobre la presién arterial, glucemia,
lactacidemia y niveles de CA plasmaticas y la posible sensibilidad directa de

las células cromafines de la MA a la hipoxia.

En los animales recién nacidos, que carecen de actividad quimiorreceptora porque
el CC aun no esta inervado, la MA se activa intensamente en respuesta a la hipoxia,
dando como resultado un aumento muy marcado de epinefrina (E) y NE en plasma y en
todo el medio interno, que luchan contra la hipoxia activando distintas rutas metabdlicas.
Ademas, esta respuesta de la MA se debe a que sus células cromafines son directamente
sensibles a la hipoxia. Dado que el cobaya adulto no hiperventila en respuesta a la
hipoxia, ¢ conservan sus ceélulas cromafines la sensibilidad a la hipoxia que muestran los
animales neonatos? Los experimentos que siguen han ido encaminados a responder esta

pregunta.

La Figura 19R muestra el contenido de CA de la MA y del GCS de cobaya y rata.
La médula de cobaya contiene 1.48 + 0.14 nmoles de NE/mg de tejido (n=10) y la de rata
casi 4 veces mas (5,23 + 0.45 nmoles/mg de tejido; n=10). Sin embargo la E esta en
concentraciones similares en la médula de ambas especies 22.2 + 2.50 nmoles/mg de
tejido en cobaya y 21.5 + 1.5 nmoles/mg de tejido en rata. La DA, que es una
catecolamina minoritaria en MA también esta menos concentrada en cobaya que en rata,
0.15 £ 0.02 vs. 0.22 + 0.03 nmoles/mg de tejido, respectivamente. La relacion E/NE en
cobaya es de 15.0 y en la rata de 4.2, lo que sugiere un mayor papel potencial de la MA
de cobaya en el control del metabolismo, mientras que en la rata el papel de la MA en el
control de la funcion vascular seria potencialmente mas intenso (Brewster et al., 1956;
Goldstein et al., 2003). En GCS los niveles de NE en cobaya fueron en torno a la mitad
que en rata (62.4 £ 4.5 vs.107.3 + 4.56 pmoles/mg tejido), mientras que la de DA fue 6

veces mayor en cobaya que en rata (48.8 + 6.1 vs. 8.3 £ 1.89 pmoles/mg tejido) con lo
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que la proporcion DA/NE fue mucho mayor en el cobaya que en la rata (0.78 vs. 0.18).
Dado que la DA en el ganglio cervical superior estaria almacenada en las células SIF
(Small Intensely Fluorescent), que actuan como interneuronas inhibitorias usando DA
como neurotransmisor (Libet y Owman, 1974), podria sugerirse que la actividad simpatica

esta mas fuertemente modulada en cobaya que en rata.
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Figura 19R. Niveles de CA en la medula adrenal (izquierda) y ganglio cervical superior (derecha)
de cobaya y rata. Los datos son medias + SEM de 14 datos en el cobaya y 10 en la rata.

En la Figura 20R se muestra el protocolo de exposicién a la hipoxia junto con los
niveles de PO, y PA en cobaya y en rata. Como puede verse en ambas especies se aplicé
un periodo de hipoxia de 10 min. (respiracion de 10% O, en N,) en el que los animales
respiraban de forma espontanea, al final del cual se tomaban muestras de sangre para
analisis. Los animales volvian a respirar aire durante 10-15 min. para que se recuperaran,
y al finalizar este periodo, se tomaban nuevas muestras de sangre para analisis. A
continuacién se iniciaba una ventilacion con mezcla hipoxica durante 30 min. asistida con
respirador y se tomaban muestras de sangre para analisis cada 10 min. La PA se media

de forma continua.

Los perfiles de las PO, arteriales son comparables en ambas especies, pero en
cualquier condicion la PO, fue mas baja en cobaya (59 + 3.7 mmHg en la primera muestra
en aire) que en rata (84 + 3.0 mmHg). Este hecho que parecié extrafio ha sido observado
previamente (Feuerstein et al., 1985) y no se sabe la razén ni el significado exacto ya que
la PCO, es comparable en ambas especies (Feuerstein et al., 1985). Lo mismo es cierto
con la PA (Figura 20R paneles inferiores): el cobaya es un animal hipotenso (50 + 2.9

mmHg) en comparacién la rata (136 + 12 5 mmHg) y la hipoxia produce una caida de la
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PA en cobaya de 17 mmHg, mucho menos intensa que en la rata (76 mmHg) (ver
Bernareggi et al.,, 1999; Xu et al., 2003). Porcentualmente la disminucion de la PA en
cobaya es del 34% y en la rata del 56%. Estas diferencias podrian reflejar una menor

sensibilidad de los vasos periféricos a la hipoxia.
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Figura 20R. Protocolos de exposicion aguda a la hipoxia (respiracion 10% O,) y niveles de PO, y

presion arterial (PA) obtenida en cobayas y ratas. Los datos son medias + SEM de 9 datos

individuales, aunque lo que se indica en la Figura como H2 (tercer periodo de hipoxia, del minuto

20 al 30 con respiracion asistida, en rata sélo hay tres datos porque no resistian los 30 minutos de

hipoxia). *p<0.05; **p<0.01; *p<0.001 vs. primera toma respirando aire. +p<0.05, ++p<0.01;
+++p<0.001 vs. HO.

En las muestras de sangre obtenidas siguiendo el protocolo anterior también se
midieron la glucemia y los niveles de lactato en plasma (Figura 21R). Como puede verse
en la Figura 21R, los niveles de glucosa en plasma en ambas especies fueron en torno a
135 mg/100ml de plasma. Estos experimentos se realizaron por la tarde tras haber
mantenido en ayunas a los animales desde la 9 de la manana hasta las 3-7 de la tarde.
Tal vez ésta sea la causa de que lo valores de glucemia en la primera toma sean mas
altos de lo que habitualmente obtenemos en nuestro laboratorio cuando los animales

ayunan toda la noche.

En ambas especies la hipoxia produjo aumentos marcados de glucemia con un
patrén comparable, pero las glucemias mas altas se alcanzaron en la rata, en las que al
final del tercer episodio de hipoxia con respirador las glucemias llegaron a 587 + 11

mg/100 ml, mientras que en el cobaya sélo alcanzaron 407 + 70 mg/100 ml. Los niveles
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de acido lactico en cobaya y rata en la primera muestra respirando aire fueron de 0.82 +
0.04 y 1.63 + 0.16 mmole/litro, valores estos ultimos comparables a los encontrados por
Lin et al. (2013). La hipoxia aumento el lactato en sangre para alcanzar un valor de 5 a 6

veces mas alto en el tercer episodio de hipoxia (H2).
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Figura 21R. Niveles de glucosa y lactato en plasma en cobaya y rata en condiciones de normoxia
e hipoxia segun muestra la Figura. Los datos son medias = SEM de 9 datos individuales, aunque
en lo que se marca en la Figura como H2 (tercer periodo de hipoxia, del minuto 20 al 30, con
respiracion asistida en rata sélo hay tres datos porque no resistian los 30 min. de hipoxia. *p<0.05;
**p<0.01; *p<0.001 vs. primera toma respirando aire. +p<0.05, ++p<0.01; +++p<0.001 vs. HO.

En las muestras de sangre obtenidas en las tres hipoxias con respiracion asistida
se determinaron CA en plasma. Los datos se presentan en la Figura 22R. La inspeccion
de las graficas (Figura 22R) indica que los patrones de respuesta son comparables. El
unico aspecto a sefialar es que los niveles de NE en cobaya en las tres hipoxias son
menores que en la rata, lo que probablemente refleje el menor efecto hipotensor de la
hipoxia en esta especie (Figura 20R), y por tanto una menor activacion compensatoria del
simpatico. La génesis de la respuesta a la hipoxia que aumenta los niveles de CA
obedeceria, en principio, a una activacién del simpatico mediada por el reflejo
barorreceptor: la vasodilatacién generalizada que produce la hipoxia de forma directa
genera una hipotension (Figura 20R) que silencia a los barorreceptores adrticos y
carotideos y una desinhibicion del simpatico con lo que aumenta su actividad encaminada
a vencer la hipotensién. No parece, pues, que haya ninguna sensibilidad especial de la
MA a la hipoxia, ni por la cantidad de CA que se generan (Figura 22R) ni por las

modificaciones en la glucemia y lactacidemia (Figura 21R).
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periodos de hipoxia aplicada con respirador. Los datos son medias + SEM de 9 datos individuales
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En un dltimo intento de busqueda de la posible sensibilidad de la MA a la hipoxia,
se realizé un grupo de experimentos in vitro en los que se midié el efecto directo de la
hipoxia sobre la secrecion de CA (Figura 23R). Lo mas relevante de los datos de esta
figura es que la hipoxia aplicada in vitro no aumenta la liberacion de CA de la MA en
ninguna de las dos especies. Segun puede apreciarse en la Figura 19R la relacién E/NE
en la MA de cobaya es de 15.0 mientras que en el medio de incubacion en condiciones
controles (C1) es de 23.5 (1164 + 216 pmole/mg tejido de E y 49.6 + 9.3 pmole/mg tejido
de NE) lo que sugiere que un turnover de E seria mas rapido que el de NE. En la rata, la
proporcion de E/NE en el tejido adrenomedular es de 4.2 y en la muestra C1 es de 4.4,
esto es, casi idéntica (2220 + 201 pmole/mg tejido de E y 510 + 83 pmole/mg tejido de

NE) lo que sugiere una velocidad de turnover comparable para ambas CA.
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Figura 23R. Curso temporal de la liberacion de CA por la MA de cobaya y rata. Efectos de la
hipoxia. Los datos son medias + SEM de 10 dataos individuales en cobaya y 8 en la rata.
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Las consideraciones hechas a propoésito de los datos obtenidos in vitro con el de
los contenidos medulares es obvio que no se mantienen cuando se miden las CA en
plasma, donde E y NE estan en concentraciones comparables, de hecho en plasma de
rata la NE esté a concentraciones ligeramente superiores que la E. La razén es que in
vivo la principal fuente de NE son las terminaciones simpaticas, estimandose que esta

fuente de NE puede representar el 80% o mas de la NE circulante (Goldstein et al., 2003).
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Siguiendo la organizacion del trabajo en base a los objetivos, vamos a discutir
nuestros hallazgos mas relevantes y su interpretacién, todo ello presidido por una

pregunta, ¢ cémo se defiende el cobaya ante un episodio de hipoxia aguda?
1. Aspectos morfolégicos e inmunocitoquimicos.

Cuando se examina a nivel macroscoépico el CC de cobaya y se compara con el de
rata, ya sea in situ o tras diseccion completa in vitro, no hay nada que llame la atencion.
El tamafio es similar y la inervacion in situ estéd perfectamente definida. Sin embargo,
cuando se pesan los CC las diferencias comienzan a ser evidentes. Gonzalez en su Tesis
Doctoral (1977) utilizando una muestra amplia de CC de rata, conejo y gato encuentra que
hay una relacion peso del CC/peso corporal que es muy parecida en las tres especies.
Cabria esperar que el peso del CC en cobaya fuera aproximadamente 2.5-3 veces mayor
que el de rata (en el conejo el CC es unas 6 veces mayor que en la rata). Por tanto,
podemos afirmar que el CC en el cobaya es hipotréfico. Es cuando menos curioso que en
la serie de CC humanos de Lack (1978) de 32 pacientes, la media de peso de los 2 CB
fue de 25 mg, esto es 12.5 mg/CC. La media de peso de sus sujetos fue de 64 Kg., o lo
que es lo mismo aproximadamente 0.19 mg. de CC/Kg. de peso; en nuestras ratas son
0.050mg/~0.3 Kg. 6 lo que es lo mismo 0.17mg/Kg. Sin embargo en la serie Ortega-Saez
et al. (2013) los CC humanos fueron mayores. Obviamente, seguin se ha sefialado ya, la

diseccion de tejidos circundantes puede definir el tamano del CC y su contenido en NE.

Pero mas llamativo aun es la falta de respuesta a la hipoxia sostenida. Mientras
que en la rata el peso del CC se duplica o mas tras 15 dias de exposicion a hipoxia, en el
cobaya el peso del CC no se modifica. La respuesta en la rata es comunmente observada
en otros mamiferos desde el raton al hombre pasando por la ternera (Lack, 1978; Heath y
Smith, 1992; Wang y Bisgard, 2002). En pacientes que mueren con enfermedades
hipoxemizantes los CC estan hipertroéficos en comparacion con los controles (Heath y
Smith, 1992). La hipertrofia del CC se debe fundamentalmente a un aumento del
componente vascular del CC (Laidler y Kay, 1975; Del Rio et al., 2011) habiendo sido
atribuido este aumento a la produccién de VEGF por las células quimiorreceptoras (Wang
y Bisgard, 2002; Tipoe y Fung, 2003). Ademas, la hipoxia sostenida produce segun
algunos autores hipertrofia de las células quimiorreceptoras y segun otros hiperplasia o
ambas (Wang y Bisgard, 2002). El mecanismo o el mediador de estos cambios no se
conoce, pero en un estudio in vitro de Stea et al. (1992) se observé que las células
quimiorreceptoras en cultivo en ambiente hipéxico aumentaban de tamafo y que analogos

no hidrolizables del AMPc mimetizaban a la hipoxia. Cabe pues sugerir que, dado que la
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hipoxia aumenta el AMPc en el CC (Pérez-Garcia et al., 1990), tal vez seria éste el
mediador de la hipertrofia (ver Berdeaux y Stewart, 2012) y tal vez también el de la
hiperplasia (Stratakis, 2009). Por tanto, se podria predecir que en cobaya la hipoxia no
aumenta el VEGF ni el AMPc en las células quimiorreceptoras. En este contexto hay que
mencionar que ratas perinatalmente expuestas a hiperoxia poseen CC hipotréficos y que

en ellos la hipoxia no aumenta el AMPc (Prieto Lloret et al., 2014).

Sin embargo, el hematocrito aumenté en ambas especies tras la exposicién a
hipoxia cronica. El aumento en cobaya, aunque significativo (+5%), fue menor que en la
rata (+15%), pero pensamos que suficiente para indicar que el HIF-1a, factor de
transcripcion controlador de la expresion del gen de la EPO durante la hipoxia (Semenza
et al., 2006), es activo en cobaya. Hay que sefalar que Blake y Blanchero (1985) en
cobayas expuestos a una hipoxia calculada del 13% de O, (los animales son expuestos a
15% de O, en Colorado donde la PB es de 627 mmHg) encuentran que el hematocrito
aumenta casi en un 20% tras 11-15 semanas de hipoxia, sugiriendo que este aumento
seria comparable al que ocurre en la enfermedad de Monge; en estos pacientes la escasa
respuesta ventilatoria a la hipoxia conduce a una eritrocitosis exagerada que a priori
tendria un caracter compensatorio, pero que causa un aumento de la viscosidad de la
sangre, que acaba generando un fallo cardiaco. Con nuestros hallazgos no compartimos
la opinion de los autores de Colorado y pensamos que una eritrocitosis exagerada no
seria una respuesta adecuada para un animal oriundo de las altas planicies andinas: la
eritrocitosis exagerada en sus cobayas seria, como la enfermedad de Monge, una
adaptopatia (Monge y Ledn-Valverde, 1992). Hay que tener en cuenta que la EPO de
cobaya es capaz de estimular a los progenitores eritroides del cobaya, pero no a los
humanos o de ratén, que no forman colonias en respuesta a la EPO de cobaya (Stopka et
al., 1998). Esta especificidad de especie en cobaya para la EPO-sistema eritropoyético
constituye una excepcién entre los mamiferos ya que en un gran numero de especies no

existe la mencionada especificidad de especie (Necas et al., 1976).

Los estudios inmunohistoquimicos e inmunocitoquimicos revelan una escasez de
células positivas a tirosina hidroxilasa, tanto en cortes como en cultivos de CC de cobaya
en comparacioén con el de rata. La cuantificacion del area positiva a tirosina hidroxilasa en
secciones es 20 veces menor en cobaya (1.1%) que en rata (casi 25%) y el nUmero de
células aisladas positivas al enzima limitante en la sintesis de CA es cuatro veces mayor
en rata que en cobaya. Es llamativo que en ambas especies el tanto por ciento de células

aisladas positivas al enzima excede por un factor de 10 en cobaya y por un factor de
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aproximadamente 2 en la rata a las correspondientes areas tirosina hidroxilasa positivas
en las secciones. Pensamos que el mayor determinante de esta diferencia seria la
presencia de tejido conectivo, cuya celularidad seria muy baja, y que seria escaso en la
rata y mayor en el cobaya. En otras palabras, siguiendo a De Castro (1940), el CC de rata
habria que clasificarlo como compacto-intermedio y el de cobaya seria difuso, con pocos
y pequenos nidos celulares y con tabiques amplios de tejido conectivo. Este hallazgo
concuerda con un estudio reciente en cortes de CC humano en el que encuentran que el
numero de células tirosina hidroxilasa positivas representan del 1 al 2% de los nucleos
tefidos con DAPI, haciendo constar los autores que en rata rutinariamente obtienen mas
del 20% (Ortega-Saez et al., 2013).

Una vez contextualizados nuestros datos de esta seccion en la literatura vigente se
puede concluir, al menos provisionalmente, que el CC de cobaya es hipotrofico y que
comparado con el de rata es pobre en células quimiorreceptoras-tirosina hidroxilasa

positivas, pero no lo es si lo comparamos con el del hombre.
2. Cuerpo carotideo y reflejos respiratorios.

En concordancia con la generalidad de la literatura nuestro estudio demuestra que
el cobaya no hiperventila en respuesta a la hipoxia aguda ni se sensibiliza o aclimata,
promoviendo una mayor ventilacion a la hipoxia aguda, tras exposicién a hipoxia crénica.
El patron ventilatorio en el cobaya de 2 a 5 meses en atmdsfera normal consiste en una fR
constante, un aumento del VC y una disminucion del VM/Kg., ya que el peso corporal
aumenta mas deprisa que el VC. La hipoxia no altera el patron ventilatorio en el cobaya y
produce un aumento neto del VM/Kg. en la rata. La hipercapnia aumenta el VM/Kg.
dependiente fundamentalmente del aumento del VC en cobaya y dependiente del VC y de
la fR en rata; el aumento del VM es comparable en ambas especies. El hecho de que los
experimentos de rata y cobaya se hayan simultaneado y de que la hipercapnia aumente la
ventilacion en cobaya, asegura que nuestras observaciones respecto a la hipoxia son
genuinas. Los tiempos vy flujos inspiratorios y espiratorios en normoxia fueron comparables

en ambas especies.

Los VC y VM encontrados en cobaya y en rata a las distintas edades son
comparables a los descritos por otros autores (Yilmaz et al., 2005; Wiester et al., 1988,
1990). De hecho segun Mortola (2001) esta variacion con la edad es comun a todos los
mamiferos y es paralela al aumento del metabolismo. Hay que pensar que el aumento del

VC y mantenimiento de la frecuencia respiratoria tiende a aumentar la ventilacion alveolar
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y por tanto el aumento de captacion de O,/Kg. de peso por lo que de hecho la captacion
de O, (el metabolismo) disminuye menos de lo que podria deducirse de la disminucién del
VM/Kg.

Aunque la intensidad de la hipoxia usada en cobaya en nuestros experimentos fue
moderada (10% O,), la misma hipoxia en rata produjo un aumento en la fR y VC arrojando
un VM/Kg. que a las dos edades representé un aumento por un factor superior a 2.
Schwenke et al. (2007) en sus experimentos redujo el O, al 8% O, y no detecté aumento
de actividad en el NSC ni en ventilacion y ademas la denervacién del NSC no afecté a la
ventilaciéon. Sin embargo, la VM/Kg. en hipercapnia fue superior a la control por un factor
de 2 a todas las edades particularmente en cobayas de dos meses; los datos en rata en
hipercapnia fueron casi superponibles a los del cobaya. Teniendo en cuenta que la
respuesta a la hipercapnia se genera en torno a un 30-40% en el CC y a un 60-70% en
quimiorreceptores centrales (Gonzalez et al., 1994) los datos sugeririan que el CC es
capaz de responder a la hipercapnia (aunque los datos de liberacion de CA inducida por
los estimulos acidos, ver Figura 9R, tabla 5R y mas adelante, no apoyan esta sugerencia)
0, en cualquier caso, que la respuesta ventilatoria al acido es normal aunque en cobaya
tal vez sea mediada casi en su totalidad a nivel central. En este contexto hay que sefialar
que Schwenke et al. (2007), al cortar el NSC, observaron una disminucion en la
ventilacién producida por hipercapnia (8% CO,) del 28% de la respuesta total. Esta
observacion de Schwenke et al. (2007) y nuestros datos sugeririan que el CC del cobaya
y sus proyecciones centrales son funcionales y que realmente lo que falta en las células
quimiorreceptoras es el sensor de O, y/o algun otro componente de la maquinaria de

transduccién hipodxica.

Cabe preguntarse si nuestras condiciones de registro de la respuesta a la hipoxia
no son las idéneas para detectar una respuesta, aunque como se ha comentado ya, en
idénticas condiciones las respuestas en la rata son evidentes. La hipoxia produce de
forma relativamente rapida (Hill, 1959; Mortolla y Frappell, 2000) una caida del consumo
de O, y si definimos euventilacion en cualquier condicion como aquella capaz de
mantener una captacion o transferencia de O, en los pulmones adecuada para mantener
el metabolismo, ello haria que la hipoxia, por este factor tenderia a disminuir la respuesta
ventilatoria. Sin embargo, la respuesta ventilatoria generada por el CC es casi instantanea
lo que determinaria, en todo caso, que la respuesta a la hipoxia fuera transitoria, esto es,
que hubiera un aumento y que al disminuir el consumo de O, disminuyera la ventilacion,

hecho que no ocurre. Ademas, hay que tener en cuenta que: 1) La caida del metabolismo
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es mas evidenciable en animales recién nacidos en los que el CC no esta inervado y el
reflejo quimiorreceptor casi no existe por lo que el CC no estaria involucrado. 2) La
depresion hipotérmica en nuestros experimentos seria muy pequena ya que Hill (1959)
encontraba que la temperatura cay6 en <0.5°C en 10 min. en la atmdsfera de 10% O..
3) Los experimentos de Schwenke et al. (2007) a los que nos hemos referido se realizaron
en cobayas adultos anestesiados mantenidos a 39°C y los de Curran et al. (1995) en
cobayas jovenes (10-14 dias) despiertos y a 33°C (la temperatura neutra en el cobaya que
no produce cambio en la temperatura corporal ni en el consumo de O, de acuerdo con

Hill, 1959). Ninguno de los dos autores encontraron respuesta ventilatoria a la hipoxia.

Finalmente, los hallazgos en hipoxia crénica en cobaya y rata que muestra la Tabla
IIR constituyen una observacion adicional que sustenta que el CC de cobaya no responde
a la hipoxia. En todos los mamiferos, no sélo se produce un aumento de la ventilacion
ante una hipoxia hipoxica aguda, sino que ante una hipoxia cronica o sostenida se
produce, en el plazo de horas a dias segun la especie animal (ver Bisgard y Neubauer,
1995), una hiperventilacién que es mayor de lo que corresponde a la PO, de la atmdsfera.
Asi, en rata en nuestros experimentos la VM/Kg. basal fue de 485 £ 13, en hipoxia aguda
del 10% se duplico llegando a 1010 £ 42 y en ratas que han estado expuestas a 10% O,
durante 15 dias y luego expuestas de forma aguda al 10% O, aumenté a 1212 + 56
ml/min./Kg. En otras palabras, en términos de ventilacién se produce una sensibilizacion
del reflejo quimiorreceptor: para un estimulo de intensidad dada la respuesta ventilatoria
es mayor. Esta sensibilizacién se conoce con el nombre de aclimatacion. La aclimatacion
se considerd que era debida a que en los momentos iniciales de la hipoxia sostenida (de
minutos a unas pocas horas) se produce una alcalosis respiratoria como resultado del
lavado del CO, y la alcalosis tiende a frenar la ventilacion (y también la descarga del
NSC). Posteriormente, en el curso de horas-unos pocos dias, el rifdn compensaria la
alcalosis y se levantaria el freno al aumento de la actividad del NSC y de la ventilacion
producida por la hipoxia (Fidone y Gonzalez, 1986). Sin embargo el laboratorio de Bisgard
(e.g., Dwinel et al., 1997; Bisgard, 2000) demostrd que la aclimatacion era una respuesta
intrinseca del CC que ocurria independientemente de la PCO, del animal. En un trabajo
reciente de nuestro laboratorio (Conde et al., 2012b) se demuestra que en la hipoxia
cronica hay cambios en la dinamica de neurotransmisores (aumento de la liberacién de
DA y de adenosina) en el CC que pueden explicar la aclimatacion. Ademas sabemos que
hay mecanismos intracelulares de las propias células quimiorreceptoras que contribuyen a
la génesis de la aclimatacion (e.g., canales i6nicos, Caceres et al.,, 2007). En suma, a

nivel de ventilacibn no aparece aclimatacion a la hipoxia, lo que demostraria que la
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maquinaria sensora de la hipoxia o no existe 0 no es capaz de poner en marcha la
aclimatacion. Hay que sefialar no obstante que Blake y Banchero (1985) encontraron que
en animales expuestos a una altitud simulada de 4600 m (=10% O, normobdrico) durante
11-15 semanas se produjo un aumento en la ventilacién de en torno al 30%. Sin embargo,
si se corrige por el aumento del consumo de O,, que fue mayor en los animales hipoxicos
cronicos, el aumento es de un 11%. Yilmaz et al. (2005) también encuentran que cobayas
crecidos durante 4 meses a 3.800 m de altitud hiperventilan (en comparaciéon con los
controles crecidos a nivel del mar) y muestran una respuesta a la hipoxia aguda intensa,
lo que implicaria que los cobayas no estarian preadaptados a la hipoxia crénica. Estos
mismos autores encuentran que la hipoxia aguda en animales crecidos a nivel del mar no

produce ninguna respuesta (ver Tabla IA en la Introduccién).

3. Cuerpo carotideo y funcion de las células quimiorreceptoras medida

como respuesta secretora de catecolaminas.

Segun se sefialaba en la Introduccién, el metabolismo de CA en el CC, en realidad
en las CQ del CC, constituye un indice de la actividad del propio CC y de las propias
células, de tal forma que cuando éstas se activan, el metabolismo de CA se activa
también y se produce, ademas de un aumento de la sintesis, un aumento de liberacion
proporcional a la intensidad del estimulo (ver Figuras 12 y 15 de la Introduccion). Con los
resultados obtenidos mediante inmunocitoquimica, los datos de contenido y los de sintesis
de CA se pueden establecer algunas relaciones que creemos de interés. Por ejemplo, la
superficie tirosina hidroxilasa positiva en cobaya es en torno a 20 veces menor que en la
rata. El contenido total de CA (DA + NE) es en torno a 8.7 veces menor y si nos referimos
solo a DA es 10 veces menor, lo que implicaria que la concentracion de CA/unidad de
superficie (y volumen) es mayor (en torno al doble) en cobaya que en rata. Si nos
referimos solo a DA, ya que una parte muy significativa de NE esta en terminaciones
simpaticas (Mir et al., 1982), la velocidad de sintesis es 17.5 menor en cobaya que en
rata, lo que esta muy préximo a la relacién de superficie inmunocitoquimicamente positiva
a tirosina hidroxilasa. Esta doble relacién explica que el tiempo de turnover de la DA en
cobaya sea de casi el doble que en la rata: el cobaya tiene una velocidad de sintesis 17,5
veces menor que la rata, pero como tiene 10 veces menos DA tarda sodlo
aproximadamente el doble de tiempo en renovarse totalmente. En las condiciones de
steady state, tal y como se realizan nuestros experimentos, la velocidad de sintesis es
igual a la velocidad de utilizacion por lo que podemos decir el CC del cobaya (sus células

quimiorreceptoras) utilizarian 17.5 veces menos DA que las de rata (en torno a 1/20
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deciamos en resultados). Si ahora nos referimos a la NE del CC, que mayoritariamente se
encuentra en terminaciones simpaticas, tenemos que el cobaya contiene 1/6 la cantidad
de NE que la rata y la velocidad de sintesis de NE en cobaya es ligeramente superior que
en rata (0.23 vs. 0.18 pmole/CC/2h) lo que explica que el tiempo de turnover de NE sea
unas 7 veces menor en cobaya que en rata. Y como se ha razonado anteriormente para la
DA, resulta que las terminaciones simpaticas del cobaya utilizarian ligeramente mas NE
las de la rata. Se puede hacer una consideracion comparable en la situacion de hipoxia
cronica, y habriamos de concluir que en esta situacién el CC de cobaya utiliza una
cantidad de DA que es proxima a 1/12 de la cantidad usada por la rata y una cantidad de

NE que es casi la misma que la que usa la rata.

En relacién a los datos obtenidos en el GCS, lo primero que hay que tener en
cuenta es que la NE esta contenida en los somas neuronales, por lo que cabria esperar
que la velocidad de turnover fuera menor y por tanto el tiempo de turnover fuera mayor
que en las terminaciones, ya que la NE se utiliza preferencialmente en las terminaciones
simpaticas y en gran parte es sintetizado en las propias terminaciones por tiroxina
hidroxilasa y dopamina beta hidroxilasa transportadas por flujo axoénico (Brimijoin y
Wiermaa, 1977). En cualquier caso, en condiciones de steady state la velocidad de
sintesis de NE en el ganglio cervical superior es un indice de la utilizacion de NE en las
terminaciones simpaticas de las neuronas del ganglio. Los datos indican que el cobaya
combina, en comparacién con la rata, un bajo contenido en NE y una velocidad de sintesis
alta por lo que el tiempo de turnover es bajo. Si las terminaciones simpéaticas derivadas de
las neuronas del ganglio cervical superior son representativas de las de todo el
organismo, es posible que en cobaya se produjera un mayor spillover de NE a plasma y
tal vez una concentracién de NE en plasma mayor que en rata (pero ver mas adelante).
Es muy llamativo que el cobaya contenga una concentracién de DA en ganglio cervical
superior desproporcionada, 6 veces mayor que en la rata, lo que indicaria una mayor
poblacion de células SIF (Small Intensely Fluorescent) en esta especie. Aunque no
sabemos su significado funcional, el hecho de que en esta especie el contenido sea tan
alto y de que su sintesis aumente en los animales hipoxicos cronicos, sugeriria de
acuerdo con otros autores (Hanson et al., 1989; Kummer and Acker, 1997), que los
cobayas podrian poseer cierta capacidad para responder a la hipoxia, aunque su accion
refleja seria inexistente, ya que las células SIF carecen de axones. Su funcion seria
unicamente la derivada del control de la actividad de las neuronas del ganglio cervical

superior a las que modularia (Libet y Owman, 1974).
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Las Figuras 9R a 13R y la Tabla VR resumen los datos de liberacién de CA por las
células quimiorreceptoras en respuesta a un gran abanico de estimulos. Llama la atencién
que no solo los estimulos naturales, hipoxia moderada (7% O;; ~46 mmHg), hipoxia
intensa (2% O,; 23 mmHg) y el estimulo acido-hipercapnico (pH 6.8; PCO, 80 mmHg),
sino también los venenos mitocondriales, fueron ineficaces para activar la respuesta
neurosecretora de las CQ, mientras que el alto K" extracelular produjo una respuesta
secretora comparable a la que produce en la rata ;Qué significado tienen estas

observaciones?

La ausencia de respuesta al estimulo acido-hipercapnico en el cobaya no
sorprende ya que en rata es pequefia (Tabla VR; Vicario et al., 2000b) y también lo es en
gato y conejo en comparacion con la respuesta evocada por la hipoxia y los venenos
metabdlicos (Figura 15 de la Introduccién). De hecho, Rigual et al. (1984) propusieron que
los estimulos acidos tal vez estimularan de forma directa e intensa a las terminaciones del
NSC, de tal forma que la ventilacion al estimulo acido mediada por el CC plausiblemente
se debiera mas a esta accion directa sobre las terminaciones que a la accion mediada por
las CQ.

La respuesta secretora inducida por alto K* en cobaya es comparable a la obtenida
en la rata en éste y otros estudios (e.g. Gonzalez-Martin, 2008) aunque menos intensa
que la obtenida en CC de gato (Almaraz et al., 1986). Fue en este ultimo estudio en el que
nuestro laboratorio demostr6 de forma inequivoca que en las CQ el potencial de
membrana era dependiente de K* ya que el alto K™ extracelular promovia una respuesta
secretora que se ajustaba razonablemente a la ecuacién de Nernst y que era dependiente
de la entrada de Ca®* extracelular. Posteriormente se demostré en CC de conejo y de rata
que la respuesta secretora era sensible a los bloqueantes dihidropiridinicos de canales de
Ca’ voltaje dependientes (Obeso et al., 1992; Rocher al., 2005). Nuestros datos también
muestran que la hipoxia crénica promovié que las CQ respondieran de forma mas intensa
al K' extracelular, esto es, la hipoxia cronica sensibiliza las células al estimulo
despolarizante. Tal vez simplificando los hechos podriamos decir que la respuesta al alto
K" implica las siguientes etapas minimas: alto K* = despolarizaciéon - activacion de
canales de Ca*" dependientes de voltaje > entrada de Ca?* en las células > activacion
de la respuesta neurosecretora. Por tanto, la sensibilizacion podria ocurrir a cualquiera de
estos niveles. Sin embargo el laboratorio del Prof. Chris Peers ha demostrado en CQ de
rata que las corrientes de Ca*" y su perfil farmacolégico no cambian en hipoxia crénica

(Wyatt et al., 1995; Peers et al., 1996), como tampoco cambid el potencial de membrana.
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Por tanto cabe postular que en el cobaya, ademas de la posible induccién de canales Na*
dependientes de voltaje (Stea et al., 1992; Caceres et al., 2007), que desde luego ocurre
en la rata, se produzca una sensibilizacién de la maquinaria exocitética al Ca®'
intracelular, de tal forma que, para una misma concentracién de Ca*" intracelular, la
interaccion Ca?*-dependiente entre proteinas vesiculares y proteinas de la membrana

plasmatica, que conduce a la exocitosis, sea mas eficaz (Ghijsen y Leenders, 2005).

La incapacidad de las CQ de cobaya para responder a los venenos metabdlicos,
podria deberse en primer lugar a que la cadena respiratoria en las células de cobaya no
fuera sensible a los venenos mitocondriales ni al protonéforo dinitrofenol (DNP). Sin
embargo, esto perece poco probable ya que estos venenos son bloqueantes metabdlicos
efectivos en otros tejidos del cobaya (Kéhnke et al., 1997; Peasley y Shi, 2002; Bao et al.,
2009). En consecuencia, lo que si que harian nuestros datos es demostrar que la

disminucién de los niveles de ATP no constituye per se una sefial suficiente para activar

a las CQ como proponia la hipétesis metabdlica (Figura 1D; ver también Introduccién).
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Figura 1D. Esquema general de la cadena respiratoria y de la fosforilacién oxidativa, indicando en
rojo el lugar de accién de los venenos mitocondriales usados que inhiben (rotenona y azida) o
cortocircuitan (DNP, dinitrofenol) la cadena respiratoria. La hipoxia, si es muy intensa, también
puede parar la cadena respiratoria, ya que el O, es el aceptor final de los equivalentes de
reduccién de los nutrientes. La figura también recoge el bombeo de H' fuera de la matriz
mitocondrial, a nivel de los complejos I, Il y IV, y su reingreso siguiendo el gradiente electroquimico
para los H" que finalmente proporciona la energia para sintetizar ATP a partir de ADP+ Pi.
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Hemos de aclarar que el DNP a las concentraciones utilizadas en nuestro estudio
es capaz de disminuir los niveles de ATP en el CC de gato y de rata (Obeso et al., 1989;
Gdémez-Nifo et al., 2009b), aunque a concentraciones mas bajas (100 uM), capaces de
activar la liberacién de CA y las descargas en el NSC, el efecto desacoplante del DNP se
compensa con un aumento de la oxidacion de glucosa por lo que se mantienen los niveles
de ATP. EI DNP no aumenta la produccion de anion superoxido (O2™) en tejidos de rata a
la concentracidon usada en esta Tesis, pero la rotenona y la azida sédica, segun ilustra la
figura, aumentan la produccion de O," que causa un fuerte estado oxidativo en las células
(Gomez-Nino et al., 2009b).

Finalmente, pero lo mas importante desde el punto de vista fisioldgico, es el hecho
de que tal vez la hipoxia moderada del 7% O, capaz de activar a las CQ de rata (ver Tabla
VR) probablemente no disminuya los niveles de ATP. Sin embargo, la hipoxia intensa (2%
0O,), utilizada en otra serie de experimentos, es muy probable que si los disminuya (Obeso
et al., 1985; Verna et al., 1990). También es probable que ambas hipoxias aumenten la
produccion de O," (Taylor y Moncada, 2010; Quintero et al., 2013). Por tanto, las especies
reactivas de oxigeno, O, y H,O, (ver Figura 1D) per se tampoco serian sefales
suficientes para activar la quimiorrecepcion. Sin embargo, segun se ha comentado en la
Introduccién, Biscoe y Duchen en 1992 y Buckler y Turner en 2013 arguyen que las
mitocondrias de las CQ son especiales y que su cadena respiratoria, que en conjunto
muestra una baja afinidad por el O,, seria el sensor de O,. Por ello, la hipoxia moderada
que las CQ detectan disminuiria los niveles de ATP, y esta disminucién seria el principal
responsable de la inhibicidn de los canales leaky de estas células y de su despolarizacion
durante la hipoxia (ver Varas y Buckler, 2007). El mismo mecanismo seria el responsable

de sus activacién por los venenos metabdlicos.

Sin embargo, en un estudio muy reciente Turner y Buckler (2013) encuentran que
en las CQ de ratones doble knock-out para canales TASK-1 y TASK-3 la respuesta a la
hipoxia y a los venenos metabdlicos se conserva practicamente intacta. Esta observacion
les lleva a concluir que deben existir otros canales con sensibilidad a la hipoxia capaces
de compensar la pérdida de estos canales leaky. Curiosamente, a pesar de las fuertes
criticas que el Prof. Buckler realizo al posible significado funcional de los maxi-K* en la
génesis de la respuesta a la hipoxia (ver Gomez-Nifio et al., 2009 para referencias),
argumenta la posibilidad que tal vez el maxi-K* sea uno de los canales responsables de la
geénesis de la respuesta hipdxica en sus dobles knock-outs. En definitiva, seguimos sin

saber cual es el factor de acoplamiento entre el presunto sensor de O, y los canales de
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K", y seguimos sosteniendo la propuesta de que el sensor de O, es una proteina integral o
intimamente asociada a la membrana que alostéricamente regula la probabilidad de
apertura de los canales de K' fueran estos los que fueren (ver Figura 13 en la
Introduccién). En cualquier caso, la cadena respiratoria mitocondrial no pareceria el
sensor, ni el ATP el factor de acoplamiento, a menos que asumamos que el canal o
canales que retoman de forma compensatoria el papel de primeros efectores hipdxicos en
los doble knock-outs también sean sensibles al ATP. En este contexto cabe mencionar
que las CQ expresan canales de K" sensibles a ATP (Katp; Kim et al., 2011b) pero que su
funcionamiento es inverso a lo que se requiere para generar la respuesta a la hipoxia: es
el aumento del ATP quien cierra los canales y conduce a la despolarizacion celular. De
hecho, este es el mecanismo por el que el aumento de glucemia postabsortiva causa la
secrecion de insulina en las células beta del pancreas (aumento de glucemia = mayor
entrada de glucosa en las células beta - mayor glicdlisis-oxidacién de glucosa -
aumento del ATP - inhibicién de los canales Katp > despolarizacién de las células beta
> entrada de Ca? por canales dependientes de voltaje > secrecién de insulina).
Ademads, los Katp, que en parches aislados de CQ de rata se inhiben por ATP y
glibenclamida (un antidiabético oral clasico), en las células CQ integras (registradas en
cell-attached) no son sensibles a los cambios metabdlicos agudos tales como la hipoxia
intensa, la aplicacion de cianuro o la perfusion con un medio sin glucosa. La glibenclamida
tampoco afecté a los niveles de Ca*" intracelulares producidos por el cianuro (Kim et al.,
2011b). En suma, las células expresan los canales Katp pero no estan acoplados al

metabolismo celular.

4. Cuerpo carotideo y funcion de las células quimiorreceptoras medida

como transitorios de calcio intracelular.

Este objetivo intenta explorar la posibilidad de que, aun cuando no existiera un
paralelismo entre la liberacién de CA y ventilacién, tal vez sea algun otro neurotransmisor
el que acople las CQ a las terminaciones sensoriales del nervio del seno carotideo (NSC).
En tal caso, la hipoxia deberia promover un aumento de Ca®* en las CQ que habria de
poner en marcha la liberacion regulada del neurotransmisor alternativo. A este nivel de la
Discusion, y con la informacidon que hemos presentado en la seccién de Resultados,
resulta razonable reformular el planteamiento del objetivo tal y como fue formulado al
inicio de este trabajo. Parece obvio que si las CQ son sensibles a la hipoxia y liberan
alguna sustancia, aun cuando fuera una sustancia quimicamente idéntica a un

neurotransmisor, no deberiamos considerarlo neurotransmisor, en el sentido de que no
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transmite, no acopla las CQ a las terminaciones sensoriales del NSC al menos durante la
hipoxia (Schwenke et al., 2007). La hipotética sustancia tal vez si pudiera considerarse
neurotransmisor en el caso de los venenos metabdlicos, ya que el cianuro aumenta las
descargas en el NSC (Schwenke et al., 2007). Pero ocurre que los venenos metabdlicos
son capaces de activar las neuronas del ganglio petroso (Alcayaga et al., 1999) mientras
que la hipoxia no lo es (Stea y Nurse, 1992), lo que implica, en primer lugar, que no es
necesario un neurotransmisor para que los venenos metabdlicos aumenten las descargas
en el NSC y en segundo lugar, implicaria también que los venenos metabdlicos y la
hipoxia no activarian a la CQ por los mismos mecanismos a pesar de las opiniones del
Prof. Buckler expresadas en parrafos anteriores. De hecho, Obeso et al. en 1989 ya
concluian que la disminucion de los niveles de ATP no era un requisito para la activacion

de los quimiorreceptores del CC.

En definitiva, los experimentos de medida de transitorios de Ca*" intracelular lo que
exploran de forma genérica es si la hipoxia es capaz de activar a las CQ generando una
respuesta que es basica en la activacion de cualquier tipo celular. Los datos de las figuras
14R a 16R son concluyentes: el alto K* es capaz de activar las CQ generando un aumento
de Ca? comparable al que produce en las CQ de rata, sin embargo, ni la hipoxia ni los
venenos metabdlicos son capaces de aumentar el Ca?* intracelular. Estas observaciones
permiten concluir de forma inequivoca que las CQ expresan vias de entrada de Ca®*, muy
probablemente canales de Ca®* dependientes de voltaje (Obeso et al., 1992; Rocher et al.,
2005), que se activan al despolarizarse las células y que la hipoxia y los venenos

metabdlicos no son capaces de activar.

5. Verificar la existencia de corrientes de K* sensibles a la hipoxia en

las CQ del cobaya.

El objetivo a que hace referencia esta seccién se enuncié asi: la presencia de
canales de K’ sensibles a la hipoxia y su inhibicion por la disminucién de la PO,
constituyen el primer efector-efecto de la respuesta a la hipoxia en las CQ. La pregunta es
¢,poseen las CQ del CC de cobaya este primer elemento efector de la cascada de
transduccién del estimulo hipdéxico? En los términos que se utilizaban en el parrafo
anterior podriamos re-enunciarlo preguntandonos si las CQ poseen corrientes de K™ que
sean inhibidas por hipoxia y por tanto, capaces de inducir despolarizacion. Los datos de
las figuras 17R y 18R indican que no las poseen o para ser mas precisos que sélo un

pequeio porcentaje de CQ del CC de cobaya las expresan.
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Las familias de curvas de las CQ de cobaya y rata registradas y presentadas en la
Figura 17R indicarian que en el cobaya las corrientes de K" poseen ligeramente mayor
amplitud y una cinética de activacion mas rapida que la rata, sugiriendo también que no
hay componentes importantes de corrientes de K* que sean dependientes de Ca?*. Pero
obviamente lo mas llamativo cuando se comparan las corrientes de las CQ de cobaya y
rata es que la familia de curvas de las CQ de cobaya son idénticas en normoxia e hipoxia,
mientras que en la rata la hipoxia produce una inhibicion marcada de las corrientes de K.
Es decir, las corrientes de cobaya no poseerian ningun componente que se inhiba por la

hipoxia, mientas que las de rata poseen uno o mas componentes sensibles a la hipoxia.

La Figura 18R muestra que en el cobaya de las 12 CQ registradas solo una (esto
es, el 8% de las CQ) muestra algun componente sensible a la hipoxia mientras que en la
rata son sensibles 6 de las 9 CQ registradas (66% de las CQ). Pero si a estos datos
sumamos las dieciséis CQ de cobaya registradas en Ca* que no respondieron a la
hipoxia y si lo hicieron al alto K*, indicando que eran células que poseian corrientes de K*
y Ca®* dependientes de voltaje, tendriamos que de 28 CQ de cobaya registras sélo una
(3.6%) poseeria componente de corrientes sensibles a la hipoxia y capaces de
despolarizar las células. Siguiendo el mismo razonamiento para los registros en la rata
tendriamos que de las 38 CQ registradas solo 3 (7.8%) no mostraron componentes
capaces de despolarizar las células en respuesta a la hipoxia. Finalmente queremos
comentar que, aunque las condiciones de registro no fueron éptimas para evidenciar el
componente de la corriente de K* sensible a Ca®, es evidente que las CQ de rata la
poseen como indica la pequefia “joroba” hacia arriba de las curvas I/V en el rango de 0 a
+40mV de Em.

Ayudados por el esquema de la cascada de transduccién del estimulo hipdxico
que se presentaba en la Figura 13 de la Introduccion, es posible hacer alguna
consideracion o hipotesis sobre qué pieza o piezas de la maquinaria quimiotransductora le
falta a las CQ de cobaya. Replanteando la Figura 13 de la Introduccion podemos
presentarla como Figura 2D. Experimentalmente, demostramos que desde Ia
despolarizaciéon hacia abajo (siguiendo el diagrama de flujo) las CQ de cobaya expresan
funcionalmente todos los elementos: las células se despolarizan, poseen canales de Ca*
sensibles al voltaje y una maquinaria exocitética robusta. Esta claro que no expresan,
funcionalmente hablando, canales de K* sensibles a la hipoxia (marcado en color morado
en la Figura 2D). Sin embargo, a partir de esta afirmacibn nos movemos en la pura

especulacion. Para empezar no parece que los canales de K* sensibles a la hipoxia sean
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isoformas especiales de una familia o subfamilia de canales, aunque como se ha
comentado al discutir la Figura 14 de la Introduccion algunos autores hayan propuesto lo
contrario (McCartney et al., 2005) y datos posteriores no hayan confirmado sus
propuestas (Ross et al., 2011). Ello implicaria que, molecularmente, las CQ de cobaya si
que expresan canales de K* susceptibles de ser inhibidos por hipoxia: lo que les faltaria
seria o bien el sensor de O, o bien los mecanismos de acoplamiento (Gonzélez et al.,
2009).

Acute hypoxi

Depolarization

Decreaseuin arterial PO,

Oxyge?l sensor(s)

.,
Trrsppnannst

| Catt
— o

Hypoxia

Couplingumechanism(s)
Decrease in the Ptﬁ of O,-sesitive K* channels

Cell deﬂolarization

Activation of voltage dependent
(Na* and Ca?*) channels

Increase in intracellular free [Ca?*]

Release of neurotransmitters

Figura 2D. Cascada de transduccion del estimulo hipdxico. EI modelo de la parte derecha de la
Figura esta tomado de Gonzélez et al. (2009).

En la Figura 2D, en el modelo o diagrama de flujo, lo que no expresarian las CQ de
cobaya serian elementos correspondientes a las dos primeras etapas, y en el modelo de
la derecha lo que faltaria seria la flecha que desencadena los cambios producidos por la
hipoxia, ya que las CQ de cobaya poseen los efectores (canales de K*, canales de Ca?*
dependientes de voltaje, neurotransmisores y maquinaria de exocitosis). Falta el
mecanismo de disparo sensible a la hipoxia que produzca el estado de transicién que
recoge la figura. Dado que no se conocen la naturaleza del sensor de O, ni los
mecanismos de acoplamiento entre el sensor de O, y el primer efector (los canales de K*)
en ninguna especie, no ha sido posible progresar mas. Segun se mencionaba en parrafos
anteriores, no parece que las especies reactivas de O, ni el ATP sean los mecanismos de

acoplamiento.
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6. Analizar los efectos de la hipoxia sobre la presién arterial, glucemia,
lactacidemia y niveles de catecolaminas plasmaticas y la posible

sensibilidad directa de las células cromafines de la MA a la hipoxia.

En la seccion de objetivos al presentar el sexto y ultimo objetivo de nuestro trabajo,
se fundamentaba en estos términos: “En los animales recién nacidos, que carecen de
actividad quimiorreceptora, la MA se activa intensamente en respuesta a la hipoxia, dando
como resultado un aumento muy marcado en plasma y en todo el medio interno de
epinefrina y norepinefrina, que luchan contra la hipoxia activando distintas rutas
metabdlicas. Ademas, esta respuesta se debe a que las células cromafines de la MA son
directamente sensibles a la hipoxia. Supuesto que el cobaya adulto no hiperventilara en
respuesta a la hipoxia, ¢conservarian sus células cromafines la sensibilidad a la hipoxia
que muestran los animales neonatos?” Los datos correspondientes a este objetivo han

sido presentados en las Figuras 19R a 23R.

Al inicio de la discusion de los datos obtenidos en el contexto de este objetivo, hay
que sefalar que la hipotesis planteada sobre la sensibilidad intrinseca de las células
cromafines del cobaya adulto a la hipoxia, ha generado resultados que indican que no son
sensibles, que se comportan de forma analoga a las de la rata adulta (Seidler y Slokin,
1985; Slokin y Seidler, 1988; Rico et al., 2005).

Los datos de la Figura 19R permiten hacer una serie de comparaciones, pero en
su conjunto resulta dificil establecer cual de ellas es la fisioldgicamente relevante.
Holzbauer y Sharman (1972) hacen una serie de consideraciones que parecen mas la
constatacion de observaciones que la supuesta implicacion funcional de las mismas. Por
ejemplo, sugieren que los animales cazadores, carnivoros en general, tendrian los niveles
de NE proporcionalmente mas altos que los no carnivoros. Sin embargo, esta regla
aparentemente general no encaja con el hecho de que el cerdo y la cabra tengan niveles
muy altos de NE, en torno al 50% de la CA medulares. También los mismos autores
sugieren que los animales jévenes serian mas noradrenérgicos, a la vez que se sefalan
que puede haber diferencias marcadas en las proporciones de NE y E en gatos de
distintas camadas. Finalmente y, esto parece obvio, hay una relacién directa entre niveles
de E en MA y porcentaje de células que son positivas a feniletanolamina-N-
metiltransferasa (PNMT) el enzima que transforma la NE en E (Wong, 2006). Sea como
fueren las cosas, el caso es que en rata la proporcién E/NE en medula adrenal se estima

en torno a 4-5 (esto es en torno al 20-25% de las CA totales es NE), y en cobaya, al igual
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que el hombre o el mono mandril, casi el 100% de las CA en médula es E (Holzbauer y
Sharman, 1972; Wong, 2003, 2006). Por tanto estos datos de la literatura ratifican
nuestras medidas en términos cualitativos, pero no en términos cuantitativos ya que
Holzbauer y Sharman (1972) dan valores totales de CA para la rata 10 veces mayores
que en cobaya y en este estudio se encuentran valores totales muy similares. De otro
lado, es comun que los pesos se expresen por glandula y no por médula (e.g. Holzbauer

y Sharman, 1972; Israel et al., 1982) lo cual dificulta aun mas las comparaciones.

En la seccién de Resultados se sugeria que el mayor contenido en E de la médula
de cobaya podria indicar un mayor papel en el control de las funciones metabdlicas. El
simpatico en su conjunto, incluida la MA, juega un papel clave en los ajustes de todo el
organismo que soportan la reacciéon de defensa y huida, the fight and flight response
(Cannon, 1945; Kjaer, 2005). Estos ajustes preparan para la actividad fisica de la defensa
o la huida, y preparan también para la actividad fisica que el ejercicio humano representa
(Kjaer, 2005). Estos ajustes afectan sobre todo al aparato cardiocirculatorio y al
metabolismo intermediario: aumento de frecuencia cardiaca, de contractibilidad del
miocardio, del tono vasomotor, de la presion arterial, de la glucemia, de la lactacidemia,
de la glucogenolisis hepatica y muscular, de la neoglucogénesis (ciclo de Cori o ciclo del
acido lactico) de la lipdlisis y cetogénesis y un aumento del consumo de oxigeno

sustentado por un aumento de la ventilacion.

Musculo

SNC

Higado

Glucégeno e 6ATP

Glucosa

2 piruvato U~—~2ATP
sangre
ft 2 piruvato
2 lactato Y

L3

2 lactato

Figura 3D. El Ciclo de Cori o ciclo del &cido lactico.

La situacién de estrés que se aplicé a los animales fue hipoxia, que en el animal
intacto genera una respuesta compleja. Segun se comentoé en la Introduccion, en animal
intacto, la hipoxia activa a los quimiorreceptores del CC y ello tiende a aumentar la PA por

accion del sistema nervioso simpatico. Ademas, la hipoxia produce vasodilatacion
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generalizada que se opone al efecto del reflejo quimiorreceptor y genera una hipotension
detectada por los barorreceptores que tienden a contrarrestarla. De otro lado, la
hiperventilacion generada por el propio reflejo quimiorreceptor modifica las presiones
intratoracicas y afecta al retorno venoso (Gonzalez et al., 1994; Kumar, 2008). El efecto
neto es que se produce una hipotensién como muestran los datos de la Figura 20R v,
aunque en términos porcentuales la hipotensidn es mas intensa en la rata que en el
cobaya, dada la hipotension relativa del cobaya en condiciones basales, la PA absoluta
resultante es menor en cobaya que en rata (PA de 33 mmHg en cobaya y de 60 mmHg en
rata). Estos hallazgos son poco clarificadores respecto a la participacion diferencial de la
E o NE en una u otra especie, y por tanto no son indicativos de que las células de la MA
sean o no sensibles a la hipoxia (la E es de origen exclusivamente adrenal). Tal vez una
consideracion previa a hacer respecto a los datos de la Figura 20R es la hipotension en
que viven los cobayas en relacién con la rata (Feuerstein et al., 1985; Bernareggi et al.,
1999; Xu et al.,, 2003). Con los datos del presente estudio, se puede sugerir que la
diferencia en la PA entre ambas especies se debe a los distintos niveles de NE en el
ganglio cervical superior (en el simpatico en general) y el alto contenido en DA en el
mismo que actuaria como modulador inhibitorio (ver Willems et al., 1985). Sin embargo,
hay que preguntarse: ¢,son las diferencias en los niveles de NE en plasma (en torno a un
40% mayores en la rata; Figura 22R) suficientemente distintos como para explicar las
diferencias tan marcadas en PA? Hay que hacer notar que la presion en la circulacion
menor, presién media en la arteria pulmonar, es igualmente baja si se la compara con la
de la rata. En un trabajo reciente de nuestro laboratorio se encontré que era de 6 mmHg
(Ferrer et al., 2011) y Wright et al. (2006) encuentran que es aun mas baja, de 7 cm de
H,0O (5,15 mmHg) mientras que en la rata los valores basales registrados en el laboratorio
oscilan entre 12 y 15 mmHg (Gonzalez-Martin, 2008; Prieto Lloret et al., 2014).
Obviamente esta circulaciéon sistémica y pulmonar de baja presién suponen un trabajo
para los ventriculos correspondientes mucho menor (Trabajo cardiaco = Presion arterial

media x gasto cardiaco).

Otra diferencia notable entre ambas especies es la PaO,. Los datos de la literatura
son escasos, pero segun se sefalaba en la seccion Resultados otros autores han
realizado la misma observacion (Feuerstein et al., 1985). Teniendo en cuenta que la
ventilaciéon pulmonar total, el VM, es comparable en ambas especies (Figura 6R y Tabla
IIR) y que el espacio muerto se estima que representa un tercio del VC en animales
pequenos (Crosfill y Widdicombe, 1961), la ventilacion alveolar y por tanto la P,O,

también han de ser iguales ya que las PaCO, son comparables (Feuerstein et al., 1985).
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Con esta premisa, solo podria explicarse la PaO, tan baja en cobaya por un shunt
fisioldgico exagerado o por una difusién pulmonar menor en cobaya que en rata, o0 por una
mezcla de ambos factores ya que ambas cursan con una PCO, normal. De hecho Yilmaz
et al. (2005b; ver también Yilmaz et al., 2008) encuentran una difusion de CO en cobaya
(DLco) de 0.32 ml-min~-mmHg~"-kg™" que, segun discuten estos autores, es proxima a la
mitad que la publicada por otros autores para la rata que oscila entre 0.49 y 0.70
ml-min~"-mmHg~"-kg™". Obviamente estos datos implicarian que la PO, tisular en cobaya
debe ser mas baja que en rata. Pero también hay que tener en cuenta que la captacion de
O, a nivel pulmonar (que es igual al consumo de O, en el organismo) encontrados en los
dos estudios antes mencionados (Yilmaz et al., 2005b, 2008) en cobaya es de 12.7 + 3.1y
11.4 £ 1.5 mlmin""kg™" y en un estudio muy reciente en la rata (Yilmaz et al., 2014) el

consumo de O, que encuentra es 26.1 + 3.3 mI‘min~"kg™".

Los datos de la Figura 21R muestran que la hipoxia produce cambios
superponibles en la glucemia en ambas especies y partiendo del hecho de que los niveles
basales de lactato en plasma son mas altos en rata, el patréon de la respuesta a la hipoxia
es idéntico. El hecho aparentemente paraddjico es que el cobaya con PO, basal mas baja
tiene también el lactato mas bajo. Si tenemos en cuenta la Figura 3D, los datos de la
Figura 21R no indican una participacion preferencial de la E en ninguna de las dos
especies en las respuestas generadas por la hipoxia, que haga pensar en una activacion

directa de MA por la hipoxia en cobaya.

Los niveles de NE en plasma (Figura 22R) son mas altos (en torno a un 40%) en
rata que en cobaya, como cabe esperar del contenido de NE en ganglio cervical superior
(asumiendo que los datos del ganglio cervical son representativos de todo el simpatico).
Sin embargo, el patrén de respuesta a la hipoxia es razonablemente comparable: en
ambas especies se llega en la tercera hipoxia a niveles de en torno a 2.5 veces mayores
que los encontrados en la hipoxia primera, aunque es cierto que la subida es mas gradual
(lenta) en cobaya que en rata. El patrén de aumento de la E en cobaya es casi idéntico al
de NE lo que sigue indicando que no hay una liberacion preferencial de E en respuesta a
la hipoxia en esta especie, y lo mismo es cierto en la rata, aunque en la tercera hipoxia los
niveles se disparan debido a uno de los tres valores que pudimos determinar en esta
especie fue anémalamente alto. En valores absolutos los niveles de E, aunque un ~20-25
mas altos en cobaya en las dos primeras hipoxias, son también comparables en ambas
especies. Como se comentd en la seccion de Resultados, los niveles de NE y E en

plasma son comparables aunque en MA la NE represente un porcentaje menor, siendo
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ello debido a que se estima que en torno al 80% de la NE circulante proviene de las
terminaciones simpaticas. Finalmente, en la Figura 23R se muestra que en médula
aislada la hipoxia no promueve la liberacion de CA en ninguna de las dos especies. Las
observaciones en rata confirman los hallazgos originales de Seidler y Slotkin (1985, 1986)
in vivo y los de Rico et al. (2005) in vitro, y, en contra de la hipétesis planteada en este

objetivo 6, los datos demuestran que el cobaya se comporta como la rata adulta.

Como se ha mencionado, la hipoxia in vivo en animal intacto genera respuestas
complejas, directas unas e indirectas otras. Pero es obvio que entre estas respuestas no
se encuentra una accion directa sobre la MA aumentando la secrecion de CA. En ambas
especies por tanto la secrecion de CA de la MA se activa merced a mecanismos reflejos.
En la rata los mecanismos reflejos son dobles, el reflejo quimiorreceptor (Ciriello y
Moreau, 2013) y el barorreceptor (Scheffers et al., 2010) pero en el cobaya el mecanismo
reflejo ha de ser unicamente el barorreceptor. Tal vez la mayor ganancia de este reflejo en
cobaya explique que la caida de la PA en la hipoxia sea menor en esta especie, aunque

tal vez pueda ser debido a que la hipoxia genera una menor vasodilatacion sistémica.

Si en el cobaya no hay hiperventilacion en respuesta a la hipoxia y tampoco hay
una respuesta de la MA como ocurre en los animales neonatos cuyo reflejo
quimiorreceptor aun no es funcional, ;cémo se defienden los cobayas de la hipoxia? En la
Introduccién se comentd que los mamiferos ponen en marcha una serie de mecanismos
que posibilitan su adaptacion a situaciones en que disminuye la fuerza fundamental que
gobierna el paso de O, desde la atmdésfera a las mitocondrias, esto es, el gradiente de
PO, desde el medio ambiente al interior de las mitocondrias (Frappell et al., 2007). Existen
dos mecanismos adaptativos de instauracion casi instantanea, la vasoconstriccion
pulmonar hipéxica y la hiperventilacion mediada por el CC, que tienden a mantener ese
gradiente cuando la PO, en el ambiente disminuye de forma aguda (hipoxia aguda).
Cuando la disminucion de la PO, en el ambiente es duradera, y a pesar de actuacion de
los dos mecanismos anteriores, no se mantiene el gradiente de O, del ambiente a la
mitocondria, un tercer mecanismo se pone en marcha, el aumento de la eritropoyesis que
trata de asegurar que la cantidad de O, que llega a los tejidos por unidad de tiempo se
mantenga y se minimice la disminucion de la PO, tisular. Los datos aqui presentados
demuestran que el cobaya no posee el mecanismo mas importante de adaptacion a la
hipoxia aguda, el reflejo quimiorreceptor, y tampoco hay mecanismos hormonales que
como en los recién nacidos suplan la falta de quimiorreceptores funcionales. De otro lado,

la vasoconstriccion pulmonar hipoxica en cobaya es escasa en comparacién con la rata
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(Swenson, 2013) y la eritropoyesis que la hipoxia cronica genera también es escasa en

comparacion con la rata (Turek et al., 1980; Gonzalez-Martin, 2008 vs. Olea et al., 2011).

Parece que la adaptacion a la hipoxia aguda y a la crénica en los animales nativos
a grandes alturas descansa en cambios rapidos y en cambios estables en la afinidad de la
hemoglobina para el O, (Winslow, 2007). Sin embargo, estos cambios no afectan de
manera sistematica a todas las especies nativas de grandes alturas; por ejemplo, los
hombres nativos de grandes alturas no tienen cambios permanentes o estables en la
estructura molecular de su hemoglobina en comparacién con nativos a nivel del mar
(Winslow et al., 1981; Frappell et al., 2007; Pairet y Jaenicke, 2010), algo que se ha
considerado debido a los escasos afios, en comparacion con otras especies, que los

humanos llevan viviendo a grandes alturas.

Los efectores fundamentales de los cambios rapidos como son la alcalosis
resultante de la hiperventilacion y la disminucién de la PCO,, que aumentan la afinidad de
la hemoglobina por el O,, no actuarian en el cobaya ya que no hay hiperventilacién y en
situaciones agudas no hay aumentos apreciables de la concentracion de 2,3-
difosfoglicerato que se opongan a la alcalosis para facilitar la descarga de O, a nivel
tisular (Winslow, 2007; Weber, 2007; Pairet y Jaenicke, 2010) con lo que en el cobaya no
parecen existir cambios agudos en la afinidad de la hemoglobina. La magnitud de estos
cambios agudos se aprecia cuando se comparan las afinidades de la hemoglobina en el
hombre a nivel del mar y en el Everest: el pH aumenta hasta 7.78 y la PaCO, desciende
hasta 7.5 mmHg, lo que determina que la Psy disminuya de 26 mmHg a 19.4 mmHg
posibilitando un grado aceptable de saturacidon de la hemoglobina a pesar de que la PaO,

es de 30-32 mmHg en la cima del Everest.

Los cambios o mecanismos estables de defensa frente a la hipoxia conllevan
cambios en la estructura molecular de la hemoglobina que producen de forma permanente
un aumento de afinidad de la hemoglobina por el O, (Frappell et al., 2007; Pairet and
Jaenicke, 2010). La estructura primaria de la hemoglobina del cobaya se conoce desde
finales de los 70 (Braunitzer et al., 1979), pero solo recientemente se ha obtenido
explicacion de como esta estructura primaria concreta era responsable de la afinidad de la
hemoglobina del cobaya, que es considerablemente mayor que la de los mamiferos de su
tamafo que viven a nivel del mar (Yilmaz, et al., 2005; Pairet y Jaenicke, 2010). En la
llama y en la vicufia hay una mutacion en las cadenas 3 (His2 ->Asn) que hace disminuir
la afinidad de la hemoglobina por el 2,3-difosfoglicerato y por tanto su poder para

disminuir alostéricamente la afinidad de la hemoglobina por el O, (Bauer et al., 1980). En
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el cobaya la interaccion entre la hemoglobina y el 2,3-difosfoglicerato es normal pero en
las cadenas a que tienen una homologia con las de la hemoglobina humana del 75% hay
una sustitucion de una prolina muy conservada (P44) por una histidina (H44). La
informacién obtenida del analisis cristalografico realizado por Pairet y Jaenicke (2010)
parece sugerir que esta sustitucidn crea interacciones entre la cadena a y la cadena 3 que
producen una disminucién de la estabilidad de la hemoglobina en su estado T (tenso o
desoxigenado o de baja afinidad por el oxigeno) y una estabilizacién en el estado R
(relajado u oxigenado, o con interacciones débiles entre las cadenas o de alta afinidad por
el O,). Este desplazamiento del equilibrio de las conformaciones T y R hacia el estado R
en la estructura cuaternaria de la hemoglobina seria, en definitiva, lo que produce el
aumento de afinidad de la hemoglobina del cobaya, aunque es posible que existan
mecanismos adicionales que contribuyan a dicho aumento de afinidad. Pero, ¢es
realmente ventajoso poseer una hemoglobina de alta afinidad? En los humanos,
destinados a vivir en atmosferas con alta PO,, el aumento de afinidad de la hemoglobina
por mutaciones es perjudicial como lo demuestran las aproximadamente cien
hemoglobinopatias de este tipo. En estas hemoglobinopatias no se cede adecuadamente
O a nivel tisular y hay hipoxia tisular que conduce a un aumento de eritropoyetina y
policitemias que causan alteraciones cardiocirculatorias y coagulopatias (Wajcman y
Galacteros, 2005). Sin embargo, en especies destinadas a vivir en atmdsferas pobres en
0O,, el aumento de afinidad de la hemoglobina por el oxigeno es beneficioso (Weber, 2007;
Storz y Moriyama, 2008). El ejemplo mas cercano de esta afirmacién es el hecho de que
en el feto, destinado a vivir en un ambiente con baja PO,, la hemoglobina fetal tiene una
Pso de en torno a 19 mmHg mientras que la hemoglobina A del adulto tiene una Psy de 26

mmHg. Este seria el caso en el cobaya.
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1. El cobaya posee un cuerpo carotideo hipotrofico comparado con el de rata y
otras especies de experimentacion. La exposicion a hipoxia crénica no modificd el tamafio

del cuerpo carotideo de cobaya, pero duplicé el de rata.

2. El area tirosina hidroxilasa positiva medida en secciones del cuerpo carotideo
representa un 1% en el cobaya y un 25% en la rata. El porcentaje de células positivas
para el mismo enzima presentes en cultivos primarios de cuerpo carotideo fue del 11% en

cobaya y del 45% en la rata.

3. Los parametros ventilatorios basales en cobaya y rata son comparables. El
cobaya no hiperventila en respuesta a la hipoxia aguda (10% O;) y el mismo estimulo
duplica el volumen minuto en la rata. En ambas especies, la estimulacidén hipercapnica
duplicé el volumen ventilatorio por minuto. Esto implica que, la detecciéon/transduccién de
la hipoxia a nivel del cuerpo carotideo, o algun otro elemento del arco reflejo
quimiorreceptor responsable de las respuestas ventilatorias a la hipoxia, no son
funcionales en el cobaya. La normalidad de la respuesta a la hipercapnia implica que la
integracién de aferencias del cuerpo carotideo y de los quimiorreceptores centrales en el

centro respiratorio es normal.

4. La exposicion del cobaya a hipoxia crénica no indujo la expresion de respuesta
ventilatoria a la hipoxia ni sensibilizé la respuesta a la hipercapnia, mientras que en la rata
aumento la respuesta a ambos estimulos. Por tanto, el proceso de aclimatacién que
produce la hipoxia sostenida y que es mediado por el cuerpo carotideo no opera en el

cobaya.

5. Los cuerpos carotideos de cobaya y rata son érganos dopaminérgicos, siendo el
contenido de dopamina diez veces menor en el de cobaya que en el de rata y su
velocidad de sintesis quince veces menor que en el de rata. La exposicidn a hipoxia
cronica aumento de forma comparable la velocidad de sintesis de catecolaminas en las

dos especies.

6. En experimentos in vitro ni la hipoxia moderada o intensa, ni el bajo pH, ni los
venenos metabdlicos activaron la respuesta neurosecretora en las células
quimiorreceptoras del cuerpo carotideo de cobaya, mientras que todos estos estimulos
fueron eficaces para activar la neurosecrecion en las de rata. Este hallazgo implica que
las células quimiorreceptoras del cobaya, origen del reflejo quimiorreceptor para el

estimulo hipéxico en el resto de los mamiferos, no son activadas por este estimulo.
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7. La exposicion a hipoxia crénica no indujo la expresion de respuestas
neurosecretoras a la hipoxia aguda en el cobaya; en la rata, la exposicion a hipoxia
cronica duplico las respuestas neurosecretoras. Estos hallazgos demuestran que el
proceso de aclimatacion es originado en el cuerpo carotideo y que el cobaya no lo

expresa.

8. Los cuerpos carotideos de ambas especies in vitro exhibieron una respuesta
neurosecretora al alto K* extracelular casi idéntica, ello implicaria que la maquinaria
exocitética en las células quimiorreceptores del cobaya es normal. Por tanto, la
incapacidad para responder a la hipoxia puede deberse a que este estimulo no es
detectado por las células quimiorreceptoras de cobaya o a que algun elemento especifico
del acoplamiento estimulo-secrecion para el estimulo hipdxico no se expresa en esta

especie.

9. Las células quimiorreceptoras de cobaya registradas en cultivos primarios, que
responden con un transitorio de calcio en respuesta al alto K* extracelular, no responden a

la hipoxia, mientras las de rata responden a ambos estimulos.

10. Las células quimiorreceptoras de cobaya y rata poseen densidades de
corriente de K* dependiente de voltaje de magnitud muy similar. En la rata el 67% de las
células expresan componentes sensibles a la hipoxia, en el cobaya sélo lo hacen el 9%.
Si calculamos la media ponderada de los resultados de medida de calcio y los de registros
de las corrientes de K* podriamos concluir que en el cuerpo carotideo de cobaya <4% de

las células son sensibles a la hipoxia y en la rata el porcentaje seria del >92%.

11. El conjunto de nuestros hallazgos indican que la hipoxia no es un estimulo
eficaz para las células quimiorreceptoras del cobaya, debido a que las células no
expresan “el sensor de O,” y/o el factor de acoplamiento entre el sensor y los canales de
K+

12. El cobaya es un animal hipotenso e hipoxémico comparado con la rata.

13. La hipoxia aguda in vivo genera en el cobaya un perfil de respuestas
metabdlicas y de niveles de norepinefrina y epinefrina en plasma similares a los que
produce en la rata adulta, especie en la que se conoce que las células cromafines no son
sensibles a la hipoxia. En experimentos in vitro se demuestra que la hipoxia no activa la

secrecion de catecolaminas en la médula adrenal ni de cobaya ni de rata.
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