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Abreviaturas

AIF: Factor inductor de apoptosis

AMPA: Alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionico
AOPP: Advanced Oxidation Protein Products

Bad - Promotor de muerte asociado a Bcl-XL/Bcl-2.

Bak - Bcl-2 antagonista/killer.

Bax - Proteina x asociada a Bcl-2.

Bcl-2 - Célula B del linfoma 2, del inglés B-cell lymphoma 2.
Bcl-XL - Forma larga del Bcl-X, anti-apoptotico.

Bid - Dominio de muerte para la interaccion BH3, del inglés BH-3 Interacting Domain Death.

Bik - Del inglés Bcl-2 interacting killer

BSA -Albumina sérica bovina.

CADV: Canal de aniones dependiente de voltaje
CBF: flujo sanguineo cerebral local

CMRO2: Supresion de la tasa metabdlica cerebral de oxigeno
DEM: Desviacion Estandar de la Media

EPO: Eritropoyetina

ETC: Cadena de transporte electronica

FiO,: Fraccion inspirada de oxigeno

GPx: Glutation peroxidasa

GR: Glutation reductasa

GSH: Glutation

GSK3: Glucogeno sintasa quinasa-3

GSSG: Glutation oxidado

GST: Glutation-S-transferasa

H: Grupo de hipoxia

H,0,: Peroxido de hidrégeno

HA: Hipoxia continua aguda

HC: Hipoxia continta crénica

HHI: Hipoxia Hipobérica Intermitente
HHI+HS: Hipoxia Hipobarica Intermitente + Hipoxia Severa
HI: Hipoxia intermitente

HIA: Hipoxia Intermitente aguda
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HIC: Hipoxia Intermitente cronica

HIF: Factor inductor de hipoxia

HIF-1 a: Factor inducible por hipoxia 1 alfa

HRE: Elementos de respuesta a la hipoxia

HS: Hipoxia Severa

HSP: Proteinas de estrés calorico

TIAPS: proteinas inhibidoras de apoptosis

MDA: Malondialdehido

MME: Membrana mitocondrial externa

NADPH: Nicotinamida-adeninadinucle6tido-Fosfato
NFxB: Factor nuclear kappa B

NF-kB: Factor nuclear xappa B

NMDA: Glutamato N-metil-D-aspartato

NMDAR:S : receptor de glutamato N-metil-D-aspartato
NO: Oxido nitrico

NOS: Oxido nitrico sintasa

0O,: Oxigeno molecular

O, ": Superdxido

OH ": Radical hidroxilo

ONOO: Peroxinitrito

ONOQO-: Peroxinitrito

PaCO,: Prension arterial del CO,

Pb: Presion barométrica

Pg: Presion barométrica

PCr: Fosfocreatina

PHDs: Prolil hidroxilasas

PO,: Presion parcial de oxigeno

PPM: Poros de permeabilidad de la membrana

PTP: Poro de transicion de permeabilidad

RNS: Especies de nitrdgeno reactivas

RNS: Radicales libres derivados del 6xido nitrico
RO-1: Grupo hipoxia severa + re-oxigenacion de 24 h en normoxia
RO-2: Grupo hipoxia severa + re-oxigenacion de 48 h en normdxia

ROS: Especies de oxigeno reactivas



SN: Sistema nervioso

SOD: Superoxido dismutasa

TBA: Acido tiobarbiturico

TBARS: Sustancias reactivas al acido tiobarbiturico
VEGEF: Factor de crecimiento endotelial vascular

XO: Xantina oxidasa
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Introduccién

1. Funcion del oxigeno en los seres vivos

El descubrimiento del oxigeno como componente del aire realizado independientemente por
el sueco Carl Wilhelm Sheele en 1772 (resultados publicados en 1977) y el cientifico inglés Joseph
Priestley en 1774 y 2010 , estd considerado uno de los mayores descubrimientos cientificos (para
una vision historica, ver Ref. Severinghaus, 2003).

El oxigeno es un elemento esencial para todas las formas complejas de vida (Lyons y col.,
2014) donde juega un papel central en el metabolismo energético. Las principales vias del
metabolismo energético son notablemente similares en todas las células lo que indica que surgieron
temprano en el proceso de la evolucion y se han conservado. Por ejemplo, todas las células utilizan
ATP como la moneda de energia para impulsar la sintesis de los componentes celulares y llevar a
cabo otras actividades que requieren energia. Se piensa que los mecanismos por los que las células
generan ATP han evolucionado secuencialmente: primero la glucélisis, a continuacion, la
fotosintesis y finalmente el metabolismo oxidativo. En la glucolisis, la glucosa se descompone para
producir 2 moléculas de ATP. En la fotosintesis, la energia del sol se cosecha para producir glucosa,
lo que crea el oxigeno molecular (O,) como un subproducto y provoca que el oxigeno se convierta
abundante en la atmosfera terrestre. En el metabolismo oxidativo, el oxigeno se usa para
descomponer la glucosa mucho mas eficiente que en la glucolisis, produciendo 36 moléculas en
lugar de 2 ATP. Debido a esta eficiencia, casi todas las células, incluyendo actuales arqueas,

bacterias y células eucariotas utilizan procesos oxidativos como su principal fuente de energia.

La dependencia del oxigeno y la capacidad de mantener su homeostasis son caracteristicas
de todos los organismos superiores cuya actividad vital se relaciona con la produccion de energia
aerdbica principalmente mediante la fosforilacion oxidativa mitocondrial. La vida aerdbica tal como
la conocemos esta intimamente ligada a la actividad mitocondrial. En ese proceso de obtener
energia (ATP) el oxigeno desempefia un papel insustituible como aceptor final de electrones. La
capacidad de mantener la homeostasis del O, es esencial para la supervivencia de todas las especies
de invertebrados y vertebrados. Todos los grandes organismos se enfrentan al reto fisioldgico
fundamental de hacer coincidir el suministro de oxigeno a las necesidades de los tejidos que
respiran. En muchas especies animales, por su gran tamafio y por la capacidad de movimiento
rapido aumentan la dificultad de esta tarea. El aporte de oxigeno a todas las células estd asociado
con el desarrollo de una infraestructura fisiologica compleja capaz de captar oxigeno y nutrientes
desde el ambiente y su transporte a las células y eliminar los productos de desecho (CO,, &cido
lactico) desde las células mas alla de los limites de difusion de estas moléculas. Todos los grandes

organismos se enfrentan al reto fisiolégico fundamental de hacer coincidir el suministro de oxigeno
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Introduccién

a las necesidades de los tejidos que respiran. Para conseguirlo, los organismos superiores han
desarrollado sofisticados sistemas fisiologicos capaces de capturar, unir, transportar y liberar el
oxigeno molecular a todas las células del cuerpo, manteniendo estrictamente la homeostasis del
oxigeno, es decir, la concentracién de O, incluso dentro de una sola célula, dentro de un rango
fisioldgico estrecho, permitiendo que la célula viva y funcione en regiones con una distribucion
heterogénea PO,. En los animales superiores, los Organos especializados evolucionaron para
facilitar la entrega de oxigeno y los pulmones, el corazén, la sangre y el sistema vascular estan
dedicados a este fin. El establecimiento y la regulacion precisa de estos sistemas proporcionan una
base importante para la homeostasis del O,. En el hombre, la cantidad total de oxigeno en el cuerpo
es de ~1,5 litros, de los que ~50 ml estan almacenados en los tejidos. La coordinacion de estos
sistemas homeostaticos complejos requiere mecanismos precisos para detectar y responder a sefiales

de error en la homeostasis del oxigeno (Carbonell y Rama 2009).

1.1 Captacion y transporte de oxigeno. La presion de oxigeno en los tejidos

A nivel del mar la presion barométrica del aire seco es de 760 mm Hg, y la presion parcial
debida al oxigeno (PO,) es de unos 160 mm Hg. Aungue el porcentaje de oxigeno en la atmdsfera
permanece relativamente sin cambios, a medida que nos alejamos del nivel del mar y se gana altura,
hay una reduccion en la presién barométrica que causa una disminucién obligatoria en la presién
parcial del oxigeno atmosfeérico, definido como la presion barométrica (Pb) x % de oxigeno (0,209)
en el mezcla de gas. En altitud, la presion barométrica disminuye y consecuentemente, aunque la
proporcion de oxigeno sigue siendo el 20,94 %, la PO, también disminuye. A una altitud de 5800
m, la presion barométrica es la mitad de la del nivel del mar (380 mm Hg) y también el valor de la
PO, es la mitad de su valor al nivel del mar, 80 mm Hg. La presion barométrica en el Monte
Everest es de 251 mmHg equivalentes a 53 mmHg O,.

El tiene una concentracion de oxigeno de aproximadamente 20,94 %, (PO, = 160 mmHg) a
nivel del mar. Aire inhalado que pasa a través de la trdquea muestran una reduccién en la P2 a 150
mmHg. En los alvéolos de los niveles de oxigeno son alrededor de 110 mmHg. La sangre
oxigenada en las arterias tiene rango PO, 75-100 mmHg. La sangre venosa tiene una PO, de 30-40
mmHg (Silver y Erecinska, 1998). Los niveles de oxigeno difieren mucho dependiendo de los
tejidos y la tolerancia a los cambios en los niveles de PO, Por ejemplo, los niveles de PO,
cerebrales son en 33.8 £ 2.6 mmHg. Por el contrario, la PO, de rifion es de 72 £ 20 mmHg. El
musculo esquelético PO, es de alrededor de 29.2 + 1.8. Tejidos cerebrales no pueden tolerar PO,
menores mientras que el masculo puede soportar cambios en los niveles de PO, mas bajos que el

estado de reposo. Cada sitio anatémico en nuestro cuerpo tiene diferentes puntos de ajuste para las
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necesidades de oxigeno. Esta heterogeneidad es debida a diferencias en la vascularizacion, difusion
tisular y al consumo especifico de oxigeno para cada célula (Leithner y Roy, 2014).
1.2. El oxigeno en el cerebro

El cerebro de los mamiferos es un 6rgano aerébico que depende de un aporte continuo de
oxigeno y glucosa para mantener su integridad estructural y funcional. Asi, una relativa reduccion
moderada en el aporte de oxigeno se vuelve potencialmente mortal y puede resultar en la pérdida
severa de la funcion cerebral. En particular, reduccion en la disponibilidad de oxigeno (hipoxia) no
puede ser tolerada durante periodos largos de tiempo debido al aporte insuficiente de energia al
cerebro por la glucolisis anaerébica. En humanos, si el aporte de oxigeno esta suficientemente
comprometido, a los pocos segundos se puede producir una pérdida de conciencia y muerte
neuronal a los pocos minutos (Haddad y Jiang, 1993). En el cerebro de mamiferos, los niveles de
oxigeno en el espacio intersticial son bajos y no uniformes, oscilando en un rango desde ~1 a 5%
equivalente a 7.5-38 mmHg. En el tejido cerebral, una presion parcial de oxigeno de 30 mmHg es
considerada normal (Silver y Erecinska, 1998). La comunidad cientifica acepta que si la Po; en el
tejido cerebral es superior a 35 mmHg (4.6%), la oxigenacion normal del cerebro esta asegurada.

1.2.1 Metabolismo energético cerebral

El cerebro tiene una actividad metabdlica muy superior a la que le corresponde en funcion
de la relacién de su tamafio con el resto del cuerpo. En el humano adulto, el cerebro representa
alrededor del 2% del peso corporal total y sin embargo su consumo basal de energia representa el
20% de toda la energia basal consumida por el organismo (Mink y col., 1981). ;Cual es la
naturaleza de esta actividad del cerebro “en reposo” que implica el gasto de una gran cantidad de
los recursos energéticos del cerebro? Las evaluaciones acerca del balance de energia del cerebro
usando una variedad de métodos (para una revision, ver Raichle y Mintun, 2006) sugieren que el
60-80% del consumo total de energia del cerebro se dedica a mantener los gradientes ionicos
transmembrana y en generar la liberacion del glutamato implicado en las formacion de las
corrientes sinapticas que causan los pequefios campos eléctricos que dan lugar a las ondas del EEG.
La base de esta estimacion, sin embargo, debe ser vista con cautela por varias razones. En primer
lugar, es importante tener en cuenta que la mayor parte de la actividad eléctrica permanente de la
neocorteza resulta de despolarizaciones sub-umbrales en lugar de disparos del potencial de accién
(Lowen vy col., 1997). En segundo lugar, las estimaciones actuales no consideran las demandas
energéticas debidas a la actividad de las interneuronas inhibidoras (Buzsaki y col., 2007), astrocitos
(Magistretti y Chatton, 2005) y otras células de apoyo que forman parte del tejido cerebral
(Funfschilling y col., 2012). Ademas, es importante destacar que la biosintesis en las neuronas
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puede ser un contribuyente significativo al coste energético de la funcion cerebral (Locasale y
Cantley, 2011).

Eve Marder ha descrito muy bien la situacién (Mader y Goaillard, 2006): "Los seres
humanos y otros animales de larga vida tienen neuronas que viven y funcionan durante décadas. Por
el contrario, las proteinas de los canales ionicos, receptores sinapticos y los componentes de las vias
de transduccidn de sefiales estan en constante reemplazados en la membrana, con una vida media de
minutos, horas, dias 0 semanas. Por lo tanto, cada neurona se esta constantemente reconstruyendo a
partir de sus proteinas constituyentes, utilizando toda la maquinaria molecular y bioquimica de la
célula. Esto permite cambios plasticos en el desarrollo y el aprendizaje, pero también plantea el
problema de cdmo se mantiene estable la funcion neuronal. . .”. Como ha sido sefialado (Locasale y
Cantley, 2011), el mantenimiento celular basal del tipo que Eve Marder describe es muy costoso, y
probablemente algo subestimado (Rodriguez-Rodriguez y col., 2013).

El cerebro tiene una elevada demanda de oxigeno y glucosa y depende casi exclusivamente
de la fosforilacion oxidativa mitocondrial para obtener la energia necesaria para mantener su
funcion. En el cerebro, la mayor parte de este oxigeno se usa para producir el ATP necesario para
mantener los potenciales de membrana necesarias para la sefializacion eléctrica con sinépticas y
potenciales de accién (Harris et al., 2012). El objetivo de la fosforilacion es la sintesis de ATP por
medio de la transferencia de electrones a traves de la cadena de citocromos mitocondriales para
generar un gradiente de protones en la membrana interna de la mitocondria. El potencial
electroquimico de este gradiente es usado en la sintesis de ATP a partir de ADP y fosfato
inorganico por accion de la ATP-sintasa. En este proceso, el oxigeno es el aceptor final de
electrones. Este proceso de fosforilacion oxidativa requiere un transporte de electrones eficiente a lo
largo de la cadena de transporte de electrones situada en la membrana interna de la mitocondria y el
O, actua como aceptor final de electrones. Una fosforilacion oxidativa sin perturbaciones y
completa requiere un suministro continuo de oxigeno del ambiente. Por lo tanto un suministro
insuficiente de oxigeno puede comprometer a la cadena de transporte de electrones con el resultado
de una disminucidn en la produccion de ATP.

La dependencia de las células de los mamiferos es de un aporte constante y abundante de
ATP implica una dependencia de una adecuada provision de oxigeno. En muchos vertebrados,
incluyendo los seres humanos adultos, interrupcién del suministro de oxigeno al cerebro por mas de
unos pocos minutos conduce a dafios neuroldgicos irreversibles, incluyendo la muerte neuronal. Sin
fosforilacion oxidativa, los procesos dependientes de ATP neuronales incluido el transporte de
iones y recaptacion neurotransmisores declinan bruscamente. Sin bombeo, gradientes idnicos fallan

y las neuronas se despolarizan, con la liberacion de niveles excesivos de neurotransmisores
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excitotoxicos tales como glutamato y dopamina. La sobre-estimulacion de glutamato [N-metil-D-
aspartato  (NMDA) vy alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionico (AMPA)] receptores
aumenta los niveles de calcio intracelular y desencadena multiples cascadas internas que resultan en
la celda dafio y muerte, incluyendo la activacion de las lipasas, proteasas y endonucleasas, y
mitocondrial dependiente de la apoptosis (Lipton, 1999). No todos los vertebrados, sin embargo,
son igualmente susceptibles a dafio cerebral resultante de periodos de bajo nivel de oxigeno.
Especializaciones de la fisiologia del cerebro han evolucionado en ciertas especies de vertebrados
para hacer frente a la falta de oxigeno (hipoxia).

La actividad de cerebro, especialmente la transmision sinaptica, requiere un elevado aporte
energético y el cerebro genera la mayoria de su ATP a través de metabolismo oxidativo de glucose
(Hall y col., 2012; Howart y col., 2012). El indice de oxigeno-glucosa del cerebro esta cerca de seis
en estado de reposo, por lo tanto el cerebro consume, en promedio, seis moléculas de oxigeno por
molécula de glucosa. La demanda de alta energia genera la necesidad de una gran cantidad de
oxigeno suministrado a traves de la corriente sanguinea. Como la solubilidad del oxigeno en el agua
es muy baja, una molécula de transporte, hemoglobina, aumenta el contenido de oxigeno de la
sangre arterial desde 150 nmol/ml disuelto en el plasma a alrededor de 9,000 nmoL/mL en la
saturacion de oxigeno arterial fisioldgico. Incluso con casi la mitad del volumen de sangre dedicado
al oxigeno transporte de las células rojas de la sangre (10% de la carga de trabajo cardiaca en
reposo es requerida para bombear moléculas de transporte de oxigeno al cerebro), el nUmero de
moléculas de oxigeno en la sangre arterial excede el namero de moléculas de glucosa s6lo por un
factor de 1,5 (la concentracion fisiologica de glucosa es de alrededor de 6,000 nmol/ml). Como el
cerebro extrae seis moléculas de oxigeno por molécula de glucosa, la proporcion de oxigeno
extraido de la sangre durante el paso del capilar a través del tejido cerebral (fraccion de extraccién
de oxigeno) excede en gran medida la proporcion de glucosa extraida. En condiciones fisioldgicas,
la fraccion de extraccion de oxigeno es de alrededor de 30% a 50% mientras que la fraccién de
extraccion de la glucosa es sélo alrededor del 10% (Madsen y col., 1999). La tension media de
oxigeno del capilar en el cerebro es de alrededor de 40 a 50 mmHg (Vovenko, 1999). La PO, media
del tejido cerebral es de alrededor de 20 a 30 mm Hg (Ndubuizu y LaManna 2007). La PO2 tisular
exhibe significativa micro variabilidad regional, con valores considerablemente mas bajos en
regiones distantes de los microvasos con alta PO, (Ndubuizu y LaManna 2007). La extension de la
variabilidad de la PO, tisular depende de la geometria de la red vascular, de la densidad de los

capilares, la tasa metabolica de oxigeno, y el contenido de oxigeno capilar.
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1.2.2. El aporte de oxigeno al cerebro

La funcidn cerebral normal depende criticamente de la regulacion de momento a momento
del suministro de oxigeno por el torrente sanguineo para satisfacer las necesidades metabdlicas
cambiantes. Los organos Yy tejidos aseguran el suministro de nutrientes mediante el ajuste del tono
arterial y arteriolas y el flujo sanguineo local. Los capilares, a su vez, llevan sangre en intimo
contacto con los tejidos facilitando la difusion a las células cercanas. De manera que los capilares
mismos son parte de la regulacion del aporte de nutrientes a un area especifica del cerebro
(Jespersen y @stergaard, 2012).

En el cerebro, una serie de mecanismos, definidos como acoplamiento neurovascular

convergen en las arteriolas para ajustar el flujo sanguineo cerebral local (CBF).

La concentracién de oxigeno del tejido esta determinada por la PO, arterial y el flujo
sanguineo por una parte y la tasa de consumo de oxigeno celular por otra, asi como por las
propiedades de los propios pigmentos respiratorios.

El suministro de oxigeno al cerebro es el resultado de una serie de procesos complejos
implicados en el “acoplamiento neurovascular” que van mas alla del objetivo de esta tesis (Leither y
Roy, 2014). La concentracion de oxigeno del tejido estd determinada por la PO, arterial y el flujo
sanguineo por una parte y la tasa de consumo de oxigeno celular por otra, asi como por las
propiedades de los propios pigmentos respiratorios. La PO, arterial es 90 - 110 mmHg a nivel del
mar, mientras que la tension de oxigeno venoso en el cerebro es 35 - 40 mmHg.

La alta demanda de energia del cerebro requiere CBF constante. Los valores fisioldgicos del
CBF oscilan entre 45-60 mL/100 gr/minuto que corresponden al 20 % del gasto cardiaco en reposo.
A valores de CBF por debajo de 18 mL/100 gr/minuto las neuronas cambian de obtener ATP por
metabolismo aerdbico - fosforilacién oxidativa- a metabolismo anaerdbico -glucolisis- (Zauner y
col., 2002). Cuando el CBF cae a 10 mL/100 gr/minuto se produce en la neurona la alteracion de la
integridad de la membrana que puede llevar a un dafio irreversible y a consecuencias funcionales.
El CBF es relativamente constante a pesar de las fluctuaciones de la presidn arterial media siempre
y cuando se encuentre dentro del rango 60-140 mmHg. Por encima de 140 mmHg se produce
edema vasogenico y por debajo de 60 mmHg se produce isquemia. Varios factores intervienen en la
regulacion del CBF: a) la presion de perfusion cerebral. Es la fuerza conductora del mantenimiento
del CBF y resultado de la diferencia entre la presion arterial media y la presion intracraneal. Cuando
la presion venosa central es mayor que la presion intracraneal, para evitar que la presion
extravascular la colapse, la presion de perfusion pasa a ser la diferencia entre la presion arterial

media y la presion venosa central; b) la autorregulacion. El cerebro bajo ciertas condiciones a pesar
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de las variaciones de la presion de perfusion cerebral, puede mantener un nivel constante del CBF,
modificando la resistencia vascular cerebral. Esta capacidad se conoce como autorregulacion
cerebral pues es la respuesta vascular que determinard vasodilatacion ante presiones de perfusion
cerebral bajas y vasoconstriccion ante presiones de perfusion cerebral altas. Este fendmeno puede
ser explicado por diferentes teorias:

Mediante cambios en la resistencia cerebrovascular, el cerebro es capaz de ajustar el
consumo de energia con el flujo sanguineo cerebral para proporcionar una fuente constante de
energia basada en la demanda metabodlica, a través de la autorregulacion cerebral y el control
metabolico local. Como proteccion contra dafios en los extremos inferiores o superiores de la
presion de perfusion cerebral, el cerebro proporciona un flujo constante por medio de cambios en la
resistencia de los vasos, que se constrifien o dilatan dentro de un amplio rango de presiones arterial
media (60-150 mm Hg). Sin embargo, fuera de estos rangos pierde la autorregulacion y la perfusion
se vuelve pasiva y dependiente de la presion. La activacion del sistema nervioso simpatico puede
cambiar hacia arriba los limites inferior y superior de la autorregulacion.

Factores metabolicos locales son también esenciales en el mantenimiento de la oxigenacion
del tejido cerebral. EI CBF es extremadamente sensible a aumentos en la prension arterial del CO,
(PaC0O,). La hipercapnia, situacion en la que la PaCO, supera los 46 mm Hg, produce una
disminucion del pH en la sangre que lleva a una estimulacién de la ventilacion pulmonar y a una
dilatacion de los vasos cerebrales aumentando la perfusién. Una reduccién en la PaO, lleva a un
aumento CBF por vasodilatacion, probablemente debida tanto a un efecto directo sobre los vasos
cerebrales e indirecto mediante la liberacion de mediadores vasoactivos, tales como el 6xido
nitrico, iones de hidrégeno, adenosina.

Detalles relevantes del aporte de oxigeno al cerebro ain no han sido completamente
aclarados. En concreto, no esté claro en qué medida CMRO, esta limitada por la disponibilidad de
oxigeno en condiciones fisioldgicas. Estudios sobre los limites de suministro de oxigeno durante la
hipoxia, estudios experimentales de cambios basales del CBF y de CMRO,, estudios de los cambios
transitorios de la concentracion de oxigeno durante la respuesta fisiologica del flujo sanguineo a la
activacion neuronal y los estudios de las respuestas al flujo de sangre inhibido sugieren que un
margen de seguridad existe en el aporte moderado de oxigeno al cerebro y que CBF en reposo no es
el tnico determinante de CMRO2 (Leithner y Roy, 2014). Regulacién de la fosforilacion oxidativa
en cierta medida independiente del flujo de sangre parece posible. Mecanismos reguladores
potenciales incluyen cambios de ADP disponibilidad, efectos inhibitorios de la ATP y NO (oxido
nitrico) a la citocromo ¢ oxidasa y los cambios en las concentraciones de Ca®* intracelulares. Sin

embargo, detallados estudios in vivo sobre la compleja regulacion de la fosforilacién oxidativa en el
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cerebro son dificiles y muchos detalles siguen siendo desconocidos. Para complicar ain mas el
panorama, existe una heterogeneidad importante de la disponibilidad de oxigeno en el tejido
cerebral, lo que indica que la regulacién de CMRO2 puede variar significativamente entre las zonas
cercanas a los microvasos con alta PO, y aquellos mas distantes. Especialmente en estas areas, las
reservas de oxigeno del cerebro son bajas y si bien la respuesta rapida y gran CBF a la activacion
neuronal puede no ser necesaria en toda su extension, que pueden haber evolucionado para
asegurarse de que la funcion del cerebro no se pierde inmediatamente cuando el aporte de oxigeno a
los tejidos es deteriorado.

Junto con el CBF, la respuesta ventilatoria permite el mantenimiento del flujo constante de
oxigeno al cerebro. Como criterio general, ante una disminucion en la PO, en el aire inspirado el
organismo responde con un aumento de la ventilacion (Teppema y Dahan, 2010). Sin embargo, este
aumento en la ventilacion varia entre individuos y normalmente no se inicia hasta que la PO, es
reducida a aproximadamente 100 mm Hg (Rahn y Otis, 1949). Igual que ha sido sefialado en el
control del CBF, la disminucién en el pH y el aumento de la PaCO, causan un aumento de la
ventilacion.

Debido a la fuerte dependencia que tienen las neuronas del oxigeno para obtener energia, es
crucial para el cuerpo estar preparado para detectar y responder rapidamente a cambios en el
contenido de oxigeno del rango fisiologico (Hochachka, 1998). Esta necesidad ha llevado al interés
por conocer la llamada “tension critica de oxigeno”, es decir, el limite de la PO, en la mitocondria
por debajo de la cual, la mitocondria empieza a disminuir la produccion de ATP (Sharp y
Bernaudin, 2004). La relacion entre la tension intracelular de oxigeno (PO,); y la respiracion
mitocondrial es compleja. Cuando la tension de oxigeno disminuye, la célula alcanza primero un
estado de "adaptacidn metabdlica”, en la que el oxigeno juega un papel regulador en el
mantenimiento del flujo de ATP mitocondrial, pero no existe un deterioro evidente de la sintesis de
ATP (Connett y col, 1990). Esta regulacion se puede lograr a través del acoplamiento de PO, y la
fosforilacion y / o el potencial redox, y la magnitud del rango depende de la tasa de produccion de
ATP (Wilson y col., 1979). Cuando la Po; declina dentro de este rango de adaptacion metabdlica, la
continua demanda de ATP de la célula deberia aumentar la fuerza impulsora de la fosforilacion
oxidativa mediante el aumento de [ADP] y el estado redox (Conett y col., 1990; Wilson y col.,
1979). Medidas simultaneas de tension de oxigeno y concentracion de compuestos de fosfatos de
alta energia sugieren que los signos iniciales de fallo en las funciones, tales como disminuciones
pequefias en los valores de pH y en la relacion [fosfocreatina]/ [fosfato] aparecen a una PO, cortical
de 6,8-8,8 mm Hg (Rolett y col., 2000). En algin momento, como la Po; sigue cayendo, la tasa de

sintesis de ATP mitocondrial queda limitada por la disponibilidad de oxigeno (Conett y col., 1990).
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Cuando se alcanza este Po; critico, la célula debe satisfacer sus necesidades energéticas mediante el
aumento de la sintesis de ATP a través de la glucdlisis anaerobica y / o de hidrdlisis de fosfatos de
alta energia almacenados, es decir, la fosfocreatina (PCr). Numerosos estudios han sido disefiados
para identificar la Po, critica mitocondrial por debajo del cual el flujo de ATP mitocondrial esta
alterado (Costa y col., 1997; Rolett y col., 2000; Carreau y col., 2011).

Con pequefas variaciones entre distintos tipos de células y con una distribucién de oxigeno
intracelular heterogénea, - diferentes partes de la célula tienen concentraciones de oxigeno
diferentes -, el valor para la tension critica de oxigeno oscila entre 0,16 y 0,72 mmHg con un valor
medio de 0,37 mmHg (Lanza y col., 2010). La respuesta fisiologica a la hipoxia incluye la
vasodilatacion de arterias y venas del cerebro que aumentan el flujo de sangre y el aporte de
oxigeno al cerebro. Los mecanismos responsables de la vasodilatacion inducida por la hypoxia no
son bien conocidos pero probablemente dependan del NO y de la adenosine (Morikawaa y col.,
2012).

Hace casi 90 afios, Jean-Francois Heymans y su hijo Corneille Heymans descubrieron el
papel de los cuerpos carotideos como drganos sensores de oxigeno y el reflejo quimiosensorial
como un regulador critico de los sistemas circulatorio y respiratorio, asegurando que cada célula en
el cuerpo recibe el O, adecuado. En la actualidad sabemos que la deteccion de O, esta mediada por
un complejo juego de interaccion entre el mondxido de carbono y sulfuro de hidrégeno generado
por el cuerpo carotideo. El sensor de O, no es uniforme, sino exhibe variaciones interindividuales
notables en los seres humanos, lo que tiene consecuencias fisioldgicas graves. Hay individuos
hipersensibles a la hipoxia lo que puede conducir a la hipertension arterial y un aumento
injustificado en la actividad nerviosa simpatica, como la que se observa en la insuficiencia cardiaca
congestiva y la apnea del suefio. Las personas hiposensibles a la hipoxia a menudo desarrollan el
mal de altura cuando se exponen a gran altitud.

A nivel sistémico la disminucién de oxigeno es detectada por quimiorreceptores centrales,
localizados en la médula oblongada y quimiorreceptores periféricos localizados en los cuerpos
adrticos y cuerpos carotideos, con los cuerpos aorticos jugando un papel secundario. Los
quimiorreceptores periféricos principalmente detectan variaciones en la presion parcial de oxigeno,
pero no cambios en el contenido de oxigeno ni en la saturacion de hemoglobina, aunque también
responden al CO, y pH aumentando la ventilacion (Kumar y Prabhakar, 2012). Normalmente, la
respuesta al CO; es el factor mas importante en el control de la ventilacién. Nervios aferentes del
nervio glosofaringeo viajan desde los cuerpos carotideos al SNC y desde los cuerpos aorticos por el
nervio vago. Durante hipoxia aguda, estos quimiorreceptores liberen un neurotransmisor que activa

aferentes sensoriales que hacen sinapsis en el ndcleo del tracto solitario (Lopez-Barneo y col.,
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2001) donde modulan eferentes simpaticos que inducen respuestas cardio-respiratoria a la hipoxia,
tales como un aumento de la tasa respiratoria, aumento de la frecuencia cardiaca, vasodilatacion y
modulacion del flujo sanguineo cerebral para restaurar la tension normal de oxigeno en los tejidos
(Teppema y Dahan, 2010). Ademas, las células de la musculatura lisa de la arteria pulmonar
también registran los niveles de oxigeno y reaccionan a la hipoxia con una respuesta contractil que
causa vasoconstriccion y redistribucion del flujo de sangre en los pulmones, un mecanismo que

mejora la oxigenacion de la sangre (Marshall y col., 1994).

1.2.3. Deteccion y regulacion celular de la tension de oxigeno

Las celulas que dependen del oxigeno para el metabolismo, necesitan ser capaces de detectar
una disminucion de la disponibilidad de oxigeno para entonces activar un programa de respuesta
que les ayuda a hacer frente a esa disminuciéon (Wang y Semenza, 1995). Muchos mecanismos
celulares diferentes son utilizados para mantener la homedstasis del oxigeno. Una forma sencilla de
hacerlo es disponer de enzimas sensores que utilizan oxigeno para inhibir el programa de respuesta;
cuando el suministro de oxigeno disminuye, los sensores se inhiben y el programa de respuesta es

entonces rapidamente activado.

Los niveles intracelulares de oxigeno disponible son constantemente monitoreados por una
familia de enzimas que requieren oxigeno conocidas como prolil hidroxilasas (PHDs) (Lee y col.,
2007). PHDs son los sensores de oxigeno primarias que mantienen los niveles de proteina HIF-1a,
baja durante normoxia y permiten que la proteina se estabilice rapidamente tras la hipoxia (Ivan y
col., 2001; Jaakkola y col., 2001). En condiciones celulares normales, PHD desestabiliza el factor
inducible por hipoxia 1 alfa (HIF-1 o). La hipoxia afecta la actividad enzimatica PHD, estabilizando
asi HIF-1 a que conduce a la formacion de HIF transcripcionalmente activo. HIF activado se une al
ADN a través de los elementos de respuesta a la hipoxia (HRE) dentro de genes promotores que
desencadenan la expresion de genes que permiten a la célula adaptarse y superar las condiciones de
disminucion de oxigeno mediante el aumento de transporte de oxigeno, estimular la angiogénesis, y

la regulacion de la captacion de glucosa (Wenger y col., 2005).

La induccion de HIF-1 y la expresion de genes diana de HIF-1 son actualmente consideradas
como el regulador maestro de la homedstasis del oxigeno por controlar el aporte y demanda de
oxigeno. El HIF-1 fue purificado y caracterizado por el grupo de Semenza hace 20 afios (Wang y
Semenza, 1995) y esta actualmente considerado como el regulador maestro de la homedstasis del
oxigeno (Semenza 1998). El HIF-1 activa la transcripcion de genes que codifican proteinas que
median las respuestas de adaptacion a la menor disponibilidad de oxigeno. HIF-1 es un dimero en el
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que la subunidad HIF-1p se expresa constitutivamente, mientras que la subunidad HIF-1a en
normoxia es rapidamente degradada por la prolil hidroxilasa que lleva a un aumento de la
degradacion dependiente de ubiquitinacion. Durante los episodios de hipoxia, HIF-lo es
estabilizado y dimeriza con HIF-1p y activa la transcripcion de cientos de genes en cada célula,
incluyendo la eritropoietina (EPO) (Jelkmann, 1992), el factor de crecimiento del endotelio vascular
(VEGF) (Forsythe y col., 1996) y enzimas glucoliticos (Semenza y col., (1994) que participan en
las respuestas adaptativas que protegen a las células de tensién reducida de oxigeno (Semenza,
2001). Entre la multiples funciones en las que participan HIFs, en la homeostasis de oxigeno
interviene por una parte regulando el aporte de oxigeno mediante el aumento de la formacion de
eritropoyetina y la angiogénesis y por otra regulando el consumo de oxigeno mediante el control de
la expresion de genes que reprograma el metabolismo celular cambian el metabolismo oxidativo

celular a glucolitico (Prabhakar y Semenza, 2015).

2. La hipoxia

El contenido de oxigeno en el aire seco es de 29,94 %. La cantidad de aire en la atmosfera es
méaximo al nivel del mar y disminuye a medida que aumenta la altitud. El contenido de oxigeno en
la atmosfera no es constante, es maximo a nivel del mar y disminuye a medida que nos
desplazamos a zonas mas altas. La hipoxia es definida como una condicion en la que la
concentracion de oxigeno disponible en el tejido o ambiente tisular es inferior al rango fisioldgico.
La hipoxia puede ser causada por una reduccion de la presion parcial de oxigeno en el ambiente
externo, por un transporte reducido de oxigeno por la sangre o por la incapacidad del tejido a usar el
oxigeno (Connett y col, 1990). Con la aparicion de los globos aerostaticos, los efectos de la hipoxia
severa producida por el ascenso a altitudes elevadas, se mostré de manera espectacular incluyendo
varias muertes. Destaca por su impacto popular las consecuencias del ascenso en globo aerostatico
hasta 7500 m llevado a cabo por tres aeronautas franceses, Tissandier, Crocé-Spinel y Sivel a bordo
del Zénith en 1875 en las proximidades de Paris (Francia), que termind con la muerte de Crocé-
Spinel y Sivel.

El fisidlogo francés Paul Bert, en su publicacion La Pression Baromeétrique en 1878, era el
primero en identificar claramente que la disminucion de la PO, como responsable de los efectos
deletéreos causados por la altitud. En sus experimentos Bert utilizd6 camaras donde expuso los
animales a bajas presiones de aire (hipoxia hipobarica) y a mezclas de gases a presion normal pero
con baja concentracion de oxigeno (hipoxia normobarica). El uso de los tipos de hipoxia le permitio
demostrar que la variable critica era la PO,

35



Introduccién

2.1. Tipos de hipoxia

En general se reconocen 4 tipos principales de hipoxia. Hipoxia hipobarica es una disminucion en
la fraccion de oxigeno inspirado debido a hipoventilacion por depresion respiratoria 0 a una disminucion
en la tensidn de oxigeno ambiente (por ejemplo estancia en altitud). Hipoxia anémica es una disminucién
en la cantidad de hemoglobina que esta disponible para la union de oxigeno, debido a la pérdida de
sangre, produccion de glébulos rojos reducido, un defecto genético de la hemoglobina o envenenamiento
por mondxido de carbono. Hipoxia estancada se caracteriza por el flujo de sangre baja, debido a la
vasoconstriccion local o disminucién del gasto cardiaco. Hipoxia histotoxica es causado por
envenenamiento de enzimas oxidativas; por ejemplo, por cianuro.

Los animales de acuerdo con sus respuestas metabdlicas a la hipoxia se clasifican en (i)
oxirreguladores, cuyo metabolismo exhibe una alta tasa obligatoria de consumo de energia, u (ii)
oxiconformadores, cuyas demandas de energia disminuyen con la disminucion de la disponibilidad
de O,. Estas clasificaciones generales también se aplican a los tejidos y érganos individuales, con el
cerebro considerado generalmente como el mas oOrgano sensible a la hipoxia y el musculo

esquelético entre las mas tolerantes a la hipoxia.

La caracteristica mas protectora de la supervivencia en condiciones O, limitantes es una
reduccion regulada del metabolismo energético (Prabhakar y Semenza, 2015). La eritropoyesis y la
angiogenesis inducido por la hipoxia no aumentan de forma inmediata el aporte de oxigeno, pues
requieren dias a semanas para aumentar el nimero de glébulos 0jos 0 generar nuevos vasos
sanguineos suficientes para mejorar la oxigenacién del tejido. Sin embargo, respuestas que llevan a
una reduccion del consumo de O, ocurren en tiempos mucho méas cortos, minutos a horas. En casos
de severa limitacion de O, las células més excitables de mamiferos no pueden seguir respondiendo
a las demandas de energia de los sistemas de transporte de iones activos, lo que lleva a un rapido
agotamiento de sustrato fermentable, incapacidad de la membrana y la muerte celular. Sin embargo,
en ciertos vertebrados inferiores, en recién nacidos y en mamiferos de buceo, la desestabilizacion de
la membrana inducida por la hipoxia observada en mamiferos adultos o bien tiene un desarrollo
lento 0 no se produce con la consiguiente reduccién de los costes energéticos de ATPasas que

mantienen el equilibrio idnico (Hochachka y col., 1996).

2.2 La hipoxia respiratoria
La hipoxia respiratoria, es definida como una reduccion en el contenido de oxigeno en la
atmosfera que causa un estado de déficit en la disponibilidad de oxigeno en la sangre y en los
tejidos corporales. Aqui utilizamos el término de hipoxia respiratoria para distinguirla de otras
formas de hipoxia como las debidas a un transporte reducido de oxigeno por la sangre, a una
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disminucion del flujo sanguineo que compromete el aporte de oxigeno al tejido o a la incapacidad
del tejido a utilizar el oxigeno como ocurre en enfermedades pulmonares cronicas y en trastornos
como el sindrome de apnea durante el suefio (Somers y col., 1995).

En la clinica, normalmente hipoxia cerebral se produce normalmente en el contexto de la
isquemia, definida como un deficit de oxigeno en el tejido asociada a una disminucion del flujo
sanguineo. La isquemia normalmente implica disminucién del flujo en el tejido isquémico mientras
que la hipoxia respiratoria implica reduccion en el contenido de oxigeno y aumento del flujo
(Pearingen y col., 1996). Clinicamente, esta distincién es generalmente ignorada y los términos
hipoxia e isquemia se utiliza generalmente como sindnimos. A diferencia de la hipoxia, en el que
las células pueden mantener los niveles de ATP por el metabolismo cambiando del metabolismo
oxidativo dependiente del oxigeno a un metabolismo glucolitico, la isquemia implica ademas una
reduccion en el suministro de glucosa. La glucosa es el sustrato energético obligatorio para el
cerebro; en un cerebro intacto, astrocitos captan la glucosa y la utilizan para la glucolisis, y hacen
de lanzadera de piruvato y lactato para las neuronas, que luego utilizan estos sustratos para la
fosforilacion oxidativa (Magistretti y col., 1999). Méas recientemente se ha demostrado que los
cuerpos cetonicos se pueden utilizar también por el cerebro como sustratos de energia, y de hecho
son absorbidos por el cerebro a un ritmo mayor durante la isquemia cerebral (Prins, 2008). No
obstante, en el ndcleo isquémico donde el oxigeno y el suministro de glucosa son mas bajos, el ATP
puede ser gravemente agotado en cuestién de minutos; en un modelo de rata de isquemia del
cerebro anterior, dentro de los 10 minutos la concentracion de glucosa se redujo de 3,64 a 0, 21 mM
/ g y la concentracion de ATP se redujo de 2,64 a ,18 mu M / g, con aumentos correspondientes en
lactato y AMP (Prins, 2008).

La hipoxia respiratoria puede ser de tipo hipobarica (disminucion de la PO, causada por una
disminucion natural o artificial de la presion del aire asociada a disminucién en la presion
barométrica), o normobérica (baja concentracion de oxigeno en el aire inspirado a una presion
barométrica normal). Hipoxia (hipobarica) ambiental o altitud ocurre cuando al ascender a altitudes
relativamente elevadas (montafias 0 vuelos) con la presion barométrica disminuyendo con la altitud.
Hipoxia hipobarica puede obtenerse de forma artificial (altitud simulada) mediante camaras
hipobéricas de bajas presiones. Hipoxia normobaérica puede ser obtenida usando varias tecnologias
disminuyendo la concentracién de oxigeno en el aire inspirado. En funcion del tiempo de
espoxicion a la hipoxia, distinguimos: Entre los tipos de hipoxia respiratoria, en funcién de tiempo

de exposicion destacan:
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2.2.1. “Hipoxia continua aguda” (HA)

La HA esta conceptuada como exposicion puntual a la hipoxia durante un corto periodo de
tiempo (minutos, horas o pocos dias). Esta implicado sobre todo el sistema nervioso (SN) y ciertas
respuestas fisioldgicas, como aumentos de frecuencia respiratoria, aumento de frecuencia cardiaca o
retencion de liquidos (mala aclimatacion). Los animales que dependen de la ventilacion pulmonar
para su suministro de oxigeno responden a la hipoxia aguda, que resulta de una disminucién en la
PaO, en la sangre arterial, aumentando su ventilacion pulmonar (Teppenema y Dahan, 2010). El
aumento inicial de la ventilacion en hipoxia es iniciado por los cuerpos carotideos donde las células
que detectan el oxigeno (células glomus o tipo 1) aumentan su actividad en hipoxia (Teppema y
Dahan, 2010). Otro medio que los mamiferos pueden utilizar para preservar la homeostasis de
oxigeno en la hipoxia aguda es optimizar y disminuir la tasa de metabolismo aerdbico, lo que
reduce la demanda de oxigeno y al mismo tiempo aumentar la produccion de ATP a partir del

metabolismo anaerdbico (glucdlisis) (Raichle, 2015).

2.2.2. “Hipoxia continua crénica” (HC)

La HC ocurre cuando la exposicién a la hipoxia es prolongada, (dias, semanas, meses, afios).
Normalmente la exposicion a este tipo de hipoxia lleva a la induccién de respuestas adaptativas y
constante que son iniciadas y mantenidas por factores de transcripcion que regulan la expresion de
muchos genes. Se da en poblaciones que viven normalmente en altitudes elevadas (Andes, Himalya,
Karakorum). Alrededor del 25% de la superficie terrestre son montafias y el 12 % de la poblacion

mundial vive en estas regiones.

2.2.3. “Hipoxia intermitente” (HI)

La HI es definida como un tiempo de exposicion a hipoxia con una duracién de minutos a
dias seguido con exposicion a normoxia que se repite varias veces. El término hipoxia intermitente
puede significar cosas diferentes para diferentes investigadores. Dependiendo de lo que significa y
en qué contexto se produce, el efecto de la HI puede ser beneficioso o perjudicial. Aqui el término
“hipoxia intermitente” indica periodos repetidos de varias horas de hipoxia intercalados con

periodos de varias horas de normoxia” que se repiten varios dias Powell y Garcia, 2000).

La HI es frecuentemente usada como una estrategia alternativa a la aclimatizacion mediante
largas estancias en altitud y para inducir respuestas adaptativas que mejoran los resultados
deportivos en atletas (Wilber 2007). Exposicién a HI puede ser conseguida mediante el empleo de

camaras hipobaricas 0 normobaricas. Este método alternativo a estancias prolongadas en altitud ha
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sido empleado tanto para conseguir favorecer el rendimiento en atletas (Katayama y col., 1998;
Rodriguez y col., 1999) y con fines terapéuticos en el tratamiento de arritmias cardiacas (Meerson y
col., 1987). Sin embargo, como la HI afecta al cerebro no es bien conocido (Costa y col., 2013).

En funcién de la duracion de los episodios de hipoxia, la hipoxia intermitente puede ser
aguda (HIA) cuando la duracion de los episodios es del tipo de la hipoxia aguda, o crénica (HIC)
cuando la duracion de los episodios de hipoxia es del tipo de la hipoxia cronica. Este tipo de
hipoxia se da en gente que vive en paises montafiosos como Ameérica del Sur y Asia Central donde
una parte importante de la poblacion regularmente por motivos profesionales ha de desplazarse
entre altitudes bajas y altas. Trabajadores de la mina Collahuasi en el norte de Chile viven en
Iquique al nivel del mar y trabajan a una altitud de 4500 m y duermen a una altitud de 3800 m.
Normalmente siguen ciclos de una semana de trabajo en la mina seguida de una semana al nivel del
mar con un patrén que se repite durante muchos meses y afios. A ellas hay que afiadir los millones
de turistas que visitan areas de altitud elevada. HC también ocurre en enfermedades pulmonares
cronicas mientras que la hipoxia intermitente cronica (HIC) en patologias como el sindrome de
apnea obstructiva en el suefio (Somers y col, 1995) aunque ha sido sugerido que el sindrome de
apnea deberia ser considerado como distinto de las otras condiciones de HI (Garcia y col, 2000).
Los mecanismos celulares y moleculares que estan en la base del efecto de la hipoxia constante o
intermitente no son bien conocidos. Aunque la exposicion intermitente a hipoxia respiratoria induce
adaptaciones respiratorias y cardiovasculares (Katayama y col., 1998; Rodriguez y col., 1999),
también la hipoxia puede inducir un aumento de especies reactivas de oxigeno (ROS) y
consecuentemente, aumentar el riesgo de causar un estado de estrés oxidativo (Bailey y col., 2009;
Sharmay col., 2011).

2.3. Ventajas del uso de las camaras en el estudio de los efectos de la hipoxia

El efecto de la altitud, por la repercusion que tiene en la salud ha sido y sigue siendo objeto
de muchas investigaciones. Sin embargo, para conocer los efectos de la hipoxia, las estancias en
altitud tienen dificultades, pues en esas condiciones, los efectos no son exclusivos de la hipoxia.
Pronto se acufio el término “high altitude deterioration” usado por expediciones al Everest para
sefialar el deterioro fisico y mental como resultado de una estancia prolongada en altitud. Este
deterioro es atribuido a deshidratacion, hambre, fatiga fisica, alteracion del suefio y frio. EI empleo
de camaras permite estudiar el efecto de la hipoxia al margen de los otros factores que ocurren en
“high altitude”.

Los estudios sobre la hipoxia se llevan a cabo mediante la reduccion de la presion ambiente

parcial de oxigeno (PO;), ya sea mediante la reduccién de la presion barométrica (hipoxia
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hipobarica) o mediante la reduccion de la fraccion de O, (hipoxia normobaérica) en la que prevalece
la presion barometrica (Pg). EXiste una cierta controversia acerca de si ambos tipos de hipoxia

inducen las mismas respuestas (BOOK West, p.56).

2.4. Efectos fisiologicos de la hipoxia

La hipoxia inicia una serie de respuestas fisiologicas a lo largo de una escala de tiempo de
minutos a dias, meses para mantener la homeostasis del oxigeno. EI hombre y otros mamiferos
responden a la hipoxia con un amplio rango de respuestas adaptativas tanto a nivel sist¢émico, como
tisular y celular para asegurar una estrecha regulacion de la homeostasis del oxigeno y evitar riesgos
metabolicos (Semenza, 2012). Estas adaptaciones pueden resumirse como sigue: 1) Aclimatizacion
a la altitud (ventilacion, respuesta ventilatoria hipdxica, saturacion de oxigeno arterial; 2) respuestas
hematol6gicas (EPO y eritropoyesis, angiogénesis); 3) efectos sobre el rendimiento fisico y
capacidad aerdbica (rendimiento en deportistas, umbral ventilatorio, VO, max) (Bunn y Poyton,
1996; Rodriguez y col., 1999; Garcia y col., 2000).

Las adaptaciones a la hipoxia dependen de multiples factores (Hochachka, 1998) que hacen
que la investigacion en este campo sea particularmente compleja. Tipos de células diferentes y
formas de hipoxia diferentes (Hochachka y col, 1996) muestran respuestas adaptativas heterogéneas
a la hipoxia. A partir de los JJ.0O celebrados en 1968 Meéxico D.F., debido a las ventajas que
inducen las adaptaciones fisioldgicas para la realizacién de varias actividades deportivas, la
exposicion a la hipoxia respiratoria mediante la estancias en altitud han alcanzado un importante
interés, con centros como Colorado Altitud Training (USA), Iten (Kenia), Navacerrada (Espafia)
entre otros, que cada afio son visitados por miles de atletas para mejorar su condicion fisioldgica
especialmente la resistencia (indurance), aumentar la fuerza y la velocidad, la resistencia a la fatiga
y mejorar la recuperacion. Mas recientemente, los efectos de la altitud han sido inducidos usando
camaras hipobéaricas (Katayama y col., 1998; Rodriguez y col., 1999). Sin embargo, junto los
efectos beneficiosos, la hipoxia respiratoria, cuando lleva a una disminucion severa de oxigeno
tiene efectos deletéreos que pueden llevar a la muerte.

Cada vez es mayor el nimero de personas que en algin momento de su vida estan expuestas
durante periodos de varios dias 0 semanas a ambientes con una disponibilidad de oxigeno reducida.
Incluyen a personas por motivos de trabajo, deportistas que realizan estancias en altitud, personas
gue en vacaciones realizan treaking en regiones por encima de los 4000 m., expediciones a
cumbres por encima de los 6000 m. La baja disponibilidad de oxigeno que hay en la atmdsfera en
esas condiciones, no puede ser tolerada por el cerebro por periodos de tiempo largo. Problemas

médicos relacionados con la altitud estdn ganando mayor atencion en la medida que aumenta el
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numero de personas que trabajan, viajan y viven en ambientes de mayor altitud (Maa, 2010). En los
Estados Unidos, debido a los numerosos ndcleos turisticos para la practica de esqui, existen grandes
poblaciones que viven de modo permanente en altitud elevada, entre 2400 y 3700 m (Estado de
Colorado). A ellos hay que afadir 22,5 millones de personas que visitan destinos turisticos de
Colorado cada afio y muchos pierden dias de vacaciones debido a los dolores de cabeza graves
(headaches) de altitud altas graves (Semenza, 2009). Cuando se tiene en cuenta a estos grandes
nameros, las enfermedades relacionadas con la altitud tienen un impacto médico, asi como fiscal,
significativo.

Se considera altitud moderada entre 1500 y 2400 m, y altitud elevada entre 2400 y 3700. Por
encima de los 5000 m hablamos de altitud extrema. A altitudes entre 3000 y 5000 m, investigadores
en el Mauna Kea Observatory en Hawaii, mineros en las minas andinas en Chile, y trabajadores en
el Qinghai-Tibetan Railway en China frecuentemente presentan un abanico de enfermedades
asociadas con la altitud. La hipoxia esta en la raiz del espectro de las enfermedades asociadas con la
altitud, y debido a las demandas de oxigeno basales del cerebro, alteraciones clinicos debidas a

hipoxia hipobérica tipicamente tienen presentaciones neuroldgicas. (Semenza, 2009).

3. Hipoxia Cerebral

El hombre, como la mayor parte de mamiferos, tiene poca tolerancia a la hipoxia severa
(FiO, < 8% 0,) y sus celulas y tejidos excitables son normalmente afectados por la exposicion
prolongada a la hipoxia. De todas las partes del cuerpo, el cerebro es el mas vulnerable a la hipoxia.
Estancias en localidades por encima de 3000 m o ascensos en globos aerostaticos a altitud elevada
es frecuente que vayan acompariadas de alteraciones en las funciones neurologicas, incluyendo los
sentidos especiales tales como la visién, funciones superiores como la memoria, en el
comportamiento con cambios en el humor asi como problemas en el control motor (Hamilton y col.,
1991). El cerebro de los mamiferos es un érgano que depende de un continuo y adecuado aporte de
oxigeno para mantener su integridad estructural y funcional. Aunque el peso del cerebro humano es
solo alrededor de 2% del peso corporal total, su alta actividad metabdlica utiliza 20% de oxigeno y
25% de la glucosa consumida por todo el cuerpo (Zauner y col., 2002). En parte, la vulnerabilidad
del tejido cerebral a la hipoxia refleja sus altas demandas metabolicas. La alta demanda de energia
la obtiene por oxidacién de la glucosa casi exclusivamente de la fosforilacion oxidativa
mitocondrial. Esto hace al cerebro ser un 6rgano muy dependiente del aporte de oxigeno y glucosa.
El funcionamiento adecuado de las células cerebrales depende de un suministro abundante y
continuo de oxigeno. Incluso con tales altas demandas metabolicas, no hay almacenamiento de

oxigeno en el tejido cerebral, y s6lo las reservas limitadas de compuestos de fosfato de alta energia
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y sustratos de hidratos de carbono estan disponibles. Mas de 90% del oxigeno consumido por el
cerebro es utilizado por la mitocondria para generar ATP. En reposo, alrededor del 40% de la
energia cerebral se utiliza para mantener y restaurar gradientes idnicos a través de la membrana
celular (Rolfe y Brown, 1997; Zauner y col., 2002). EI mantenimiento de un entorno intracelular
homeostatico requiere la redistribucion de los iones Na* y K* a través de sistemas de bombeo
dependientes de ATP como el Na'/ K*-ATPasa, (Figura 1) que puede consumir 20-80% de tasa

metabdlica en reposo de la célula dependiendo de la magnitud de su actividad eléctrica (Rolfe y
Brown, 1997).

Hipoxia Aguda Severa

S

Neurona '
»

g a\

Fallo de la bomba Na*/K* OH, ONOOy NO
Activacién de canales de Ca*™ g
* Oxidacién de lipidos
Liberacion de glutamato * Oxidacion de proteinas
g * Roturadel ADN
Excitotoxicidad Muerte celular

Figura 1: Mecanismo de hipoxia aguda severa y los factores ivolucrados en llevar la neurona a la
excitotoxidad y/o muerte celular.

3.1. Mecanismos moleculares inducidos por la hipoxia en las neuronas

En condiciones fisioldgicas, la fosforilacion oxidativa es un mecanismo altamente eficiente
para la produccion de ATP en un proceso dependiente de la utilizacion de O, como aceptor terminal
de electrones en el complejo IV de la cadena respiratoria. En condiciones de hipoxia severa
(Fraccion inspirada de oxigeno [FiO;] <8% de O,), el suministro de oxigeno al cerebro por debajo

del nivel de la “tension de oxigeno critica” reduce la fosforilacion oxidativa, que lleva a una
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disminucion de la produccion de ATP celular, que causa un disminucion rapida en la concentracion
celular de ATP (Martin y col., 1994; Katsura y col., 1994) que conduce a una extensa depresion de
la transmisién sinéptica y al aislamiento electrofisioldgico de las neuronas (Martin y col., 1994;
Erecinska y Silver, 2001). La disminucion de la cantidad de ATP es el origen del inicio de los
procesos celulares que incluyen: desequilibrio idnico, la liberacion de exceso de glutamato en el
espacio extracelular (Figura 2), un aumento importante en el calcio intracelular que a su vez activa
multiples vias intracelulares que finalmente pueden causar la muerte de neuronas (Katsura y col.,
1994; Choi, 1998; Coyle y Puttfarcken, 1993).

A medida que el estimulo hipdxico es sostenido y la deficiencia de O, continla, el
suministro de ATP es insuficiente para mantener la actividad de las bombas de iones dependientes
de ATP, como la Na*/ K*-ATPasa. Esto conduce un cambio del equilibrio electroquimico con la
pérdida de los gradientes idnicos del Na+ y el K+ y a una despolarizacion rapida y generalizada de
la membrana celular.

Dos consecuencias principales han sido descritas como consecuencia de la caida de los
niveles de ATP causada por la hipoxia: 1) Una despolarizacién masiva que lleva a una liberacion
excesiva de neurotransmisor al espacio extracelular y 2) Un aumento de la produccién de radicales
libres. (Erecinska y Silver, 2001)
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Figura 2: La hipoxia induce alteracion de la homeostasis del Ca ™.

3.1.1. Excitotoxicidad

La acumulacion excesiva de glutamato en el espacio extracelular causa una activacion
excesiva de los receptores de glutamato en las neuronas vecinas. La apertura de un nimero muy
elevado de receptores de glutamato lleva a la acumulacion de Ca™" en el citosol en las neuronas
(Sattler y Tiamanski, 2000; Orrenius y col., 2003). El aumento de los niveles de Ca*™ intracelular
inicia una cascada de reacciones que pueden causar la muerte neuronal (Lipton 1999; Nicholls,
2009; Szydlowska y Timiansky, 2010). Al proceso por el que el exceso de glutamato causa la
muerte de las neuronas es conocida como excitotoxicidad (Rothman y Olney, 1986). El calcio juega
un papel critico en la cascada excitotoxica pues la eliminacion de Ca™ del medio extracelular
(Choi, 1987) o evitando la captacion de Ca™ por la mitocondria (Stout y col., 1998) protege a las

neuronas de la lesion excitotoxica.
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Los mecanismos excitotoxicos que conducen a la muerte de neuronas son complejos, pero
principalmente implican la formacion de estres oxidativo (Siesjo y col., 1995; Pelligrini-Giampietro
y col., 1990; Oh y Betz 1991) la disfuncion mitocondrial (Shinder y col., 1996; Nicholls y Budd,
1998) v la participacion de diversos factores de transcripcion como activadores de la expresion de
genes (Akins y col., 1996; Clemens, 2000). Todos estos mecanismos actlan sinérgicamente y
pueden dafar proteinas celulares (Berlett y Stadtma, 1997), lipidos (Sakamoto y col., 1991) y el
ADN (Hayashi y col., 1999; Cui y col., 2000) con el consiguiente deterioro de la arquitectura
celular y la sefializacion, que lleva a la muerte neuronal por necrosis, apoptosis o ambos,
dependiendo de la severidad y duracion de la hipoxia y de la velocidad relativa de cada proceso
(Bonfoco vy col., 1995; Nicotera y col., 1999; Unal-Cevik y col., 2004).

Los estudios acerca de los mecanismos que resultan en la muerte celular como consecuencia
de la excitotoxicidad del glutamato muestran el papel esencial del Ca™ en la muerte celular
resultante de la activacion receptor de glutamato N-metil-D-aspartato (NMDAR) cronica. Aunque
virtualmente todos los miembros de la familia de receptores de glutamato se considera que
participan en la excitotoxicidad (Choi, 1987), el receptor de glutamato NMDARs esté considerado
como el principal mediador de la muerte neuronal causada por la excitotoxicidad (Arudine y
Timiansky, 2003; Waxman y Linch, 2005). Los NMDARs estan localizados en &reas sinapticas y
extrasinapticas en la membrana de la neurona. Estas diferentes localizaciones en la membrana
celular han sido consideradas como un factor determinante en la excitotoxicidad (Hardinghan y col.,
2002; Sattler y col., 2000; Léveillé y col., 2008). Dependiendo de su localizacion en la membrana
celular, la activacion de NMDARs tiene efectos radicalmente diferentes. Mientras la actividad
sindptica de NMDAR es necesaria para la supervivencia neuronal, la actividad de NMDAR
extrasinaptica esta implicada en la muerte neuronal (Hardinghan y col., 2002; Sattler y col., 2000).
Sin embargo, también se ha postulado que las diferencias aparentes en la exctotoxicidad mediada
por el NMDAR podria ser debido a diferencias en la composicion molecular entre el NMDAR
sinaptico y el NMDAR extrasinaptico, mas que a la ubicacion de los receptores (Figura 2). En los
cerebros adultos, NMDARs situados en las sinapsis contienen predominantemente el subtipo NR2A
mientras que NMDARs extrasinapticos predominantemente contienen el subtipo NR2B (Liu y col.,
2007; Tuy col., 2010).

45



EXCITOTOXIDAD

IGlutamato

y

Neurona

| Nnmpa

(Ca

Disfuncion

Mitocondrial

!

I ROS

Estrés
Oxidativo

Oxidacion de lipidos
Oxidacion de proteinas

Fragmentacion de ADN

~N

Figura 3: Mecanismo de excitotoxidad en la neurona.

N\

] Citocromo C
1 AiF

v

Activacion de
Caspasas

\’

Apoptosis

\

Muerte Celular ]

l

l ATP

t Glutamato
Excitotoxida

I Ca++




Introduccién

La activacion continua de un gran numero de receptores de NMDA lleva a la
aumento de calcio intracelular. Cambios en la concentracién de Ca?* controlan una
variedad de procesos desde proliferacion y diferenciacion celular a funciones
especificas de diferentes células adultas y tejidos, incluyendo toda la via de la muerte
celular programada (Sattler, 2000). Estos eventos incluyen el estrés oxidativo, la
despolarizacion de la membrana mitocondrial y la activacion de caspasas, que llevan a

la muerte de la neurona (Banasiak y col., 2000; Green y Kroemer, 2004).

4. Estrés Oxidativo

Uno de los efectos mas importantes atribuidos a la excitotoxicidad es causar
estrés oxidativo, redefinido como “una alteracion en el equilibrio de la capacidad
antioxidante y prooxidante a favor de la primera, asociado con una interrupcion del
circuito redox y con dafio molecular en la célula” (Jones, 2006). Estrés oxidativo
describe una condicion en la que la capacidad antioxidante celular es insuficiente para
mantener los niveles de radicales libres, los principales ejecutores del estrés oxidativo,
por debajo del umbral téxico. Esto puede ocurrir por una produccién excesiva de
radicales libres, por la pérdida de la capacidad antioxidante o por ambos. Cuando la
produccién de oxidantes excede la capacidad a la que la actividad antioxidante
enddgena puede neutralizar a los oxidantes, estos pueden causar dafios a las estructuras
de proteinas, lipidos y ADN que lleva al deterioro de la arquitectura estructural celular y
finalmente a la muerte celular (Halliwell, 2006, Avery, 2011). Actualmente el estrés
oxidativo aparece implicado en la principales patologias neurodegenerativas, entre otras
el Parkinson, Alzheimer, ictus (Roberts y col., 2009). La hipoxia respiratoria induce
estrés oxidativo en el cerebro (Rauca y col., 2000; Maiti y col., 2006)). La intensidad
del estrés es proporcional al tiempo de exposicion y a la severidad de la hipoxia. Ratas
sometidas a una exposicion de 20 minutos con una hipoxia de P,O, a 20 mmHg no
causaba un aumento del glutamato extracellular en el cerebro ni se observan dafios
morfolégicos. Asi, la hipoxia sin isquemia parece bien tolerada por el cerebro (Pearigen,
1996). Sin embargo, otros trabajos demuestran que hipoxias severas causan

excitotoxicidad en las neuronas (Maiti y col., 2006, Himadri et al., 2010).

4.1 Formacion de ROS
En condiciones fisiologicas el mantenimiento redox es resultado de un equilibrio

entre la capacidad antioxidante (en las neuronas, principalmente la actividad de la
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superoxido dismutasa (SOD) y del sistema glutation) vy la capacidad pro-oxidante
celular (produccion de radicales libres) (Imlay, 2008). Los radicales libres pueden ser
definidas como moléculas o fragmentos moleculares que contienen uno o0 mMas
electrones desapareados en orbitales atdbmicos o moleculares (Gutteridge y Halliwell,
2000; Lewen y col., 2000). Este electron no apareado (s) por lo general da un grado
considerable de la reactividad a la de los radicales libres. Radicales derivados de
oxigeno vy radicales derivados de 6xido nitrico, conocidas como especies de oxigeno
reactivas (ROS) y especies de nitrégeno reactivas (RNS), representan la clase de
especies de radicales mas importante generados en los sistemas vivos que intervienen en
el dafio celular causado por el estrés oxidativo (Halliwell, 2006; Valko y col., 2007).

Tres mecanismos distintos generan ROS en las neuronas y contribuyen a la
muerte celular durante la hipoxia (Abramov y col., 2007). En las células, las principales
fuentes de ROS son la cadena respiratoria mitocondrial y los enzimas NAD(P)H
oxidasa y xantina oxidasa (Avry, 2011). La mitocondria es la principal fuente
fisiologica de ROS (Boveris y Chance, 1973; Turrens, 2003; Adam- Vizi, 2005) y es al
mismo tiempo objetivo de los ROS (Martindale y Holbrook, 2002; Langley y Ratan,
2004). EI complejo NADPH oxidasa que produce superdxido (O,) en condiciones de
normoxia, se ha implicado en la generacién de ROS durante la isquemia y la reperfusion
(Walder et al., 1997). Otra fuente de generacion de ROS, la xantina oxidasa (XO),
también ha demostrado ser un importante productor de radicales libres durante la
isquemia-reperfusion (Manning et al, 1984). Inhibidores de la xantina oxidasa atentan
la lesion cerebral (Palmer et al., 1990).

Desde 1977, con la demostracion de que el radical hidroxilo (OH™) la guanilato
ciclasa y la formacion del segundo mensajero, el GMPc (Mittal y Murad, 1977) la
formacion de ROS es parte del metabolismo normal en el que participa en importantes
funciones fisiol6gicas como por ejemplo en la defensa contra agentes infecciosos, en la
funcién de sistemas de sefializacion celular y en la induccion de la respuesta mitdgena
(Droge 2002; Hansen 2006; Valko y col., 2007).

En condiciones fisioldgicas, durante la fosforilacion oxidativa en las
mitocondrias un numero reducido de electrones, abandona la cadena de transporte
electronica (ETC) mitocondrial y reaccionan con el oxigeno para formar radicales
superdxido (O2) un miembro del grupo de ROS, que es rapidamente convertido en
peréxido de hidrégeno (H,0,), ya sea espontdneamente, particularmente a pH bajo, o

catalizado por el enzima superoxido dismutasa (Boveris y Chance, 1973). A su vez, el
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H.O, puede ser, por la reaccion de Haber-Weiss, convertido en el radical hidroxilo
(-OH), el radical libre més reactivo producido por los sistemas bioldgicos (Nappi y
Vass, 2000; Halliwell, 2001) o reducido a agua por la catalisis de GSH peroxidasas.

La formacion de superdxido y el peréxido de hidrdgeno es apenas detectable en
mitocondrias que respiran normalmente (sin inhibicion) (Staniek y Nohl, 2000; St-
Peirre y col., (2002). Sin embargo, una reduccién de la disponibilidad de oxigeno por la
hipoxia produce una acumulacion de equivalentes reductores en la cadena de transporte
electrénico mitocondrial que lleva favorecer la produccion de ROS y consecuentemente
estrés oxidativo y apoptosis (Chandel y col.,, 1998; Bell y col., 2007; Guzy y
Schumaker, 2006). Actualmente la produccidn de radicales libres por NAD(P)H oxidasa
y XO han sido propuestas como fuentes importantes del aumento de radicales libres en
la hipoxia (Pearigen, 1996; Valko y col., 2007). Como conclusion, se puede decir que la
produccién de niveles bajos de ROS son una sefial de que la funcién mitocondrial esta
intacta, mientras que el aumento de la produccion de ROS, debida a la reduccion o
disponibilidad fluctuante de O, es una sefial de que la célula estd en riesgo de dafio
oxidativo (Semenza, 2009).

El estrés oxidativo es también asociado con la presencia de altos niveles de
radicales libres derivados del 6xido nitrico (RNS). EI NO es un radical libre que juega
un papel clave tanto en procesos fisioldgicos normales (Moncada y col., 1991; Bredt y
Snyder, 1994) y en estados de enfermedad (Moncada y col., 1991; Heales y col., 1999).
Bajo ciertas circunstancias, NO puede ser neurotoxico. En respuesta a la hipoxia, la
produccién de NO en el cerebro aumenta dramaticamente debido a la accion de la
activacion de la NOS neuronal y de las isoformas inducibles de la NOS (Bolafios y
Almeida, 1999). NO tiene una gran afinidad hacia el anion superéxido en un proceso
Ilamado reaccion de Haber-Weis, que combina H,O, y O,  para formar el radical
hidroxilo y el peroxinitrito (ONOO-) (Bolafios y Almeida, 1999). Estos dos ultimos
radicales son los radicales libres mas reactivos producidos en sistemas bioldgicos.
ONOO se genera en niveles altos durante la hipoxia (Lipton, 1999) y contribuye
fuertemente a dafio cerebral y la peroxidacion lipidica de la membrana (Bolafios y
Almeida, 1999). En las sinapsis, los NMDRs activados por glutamato, principalmente a
través de las subunidades NR1 y NR2, interacttan con la 6xido nitrico sintasa neronal
(NNOS) (Sattler y col., 1999). La activacion de nNOS por NMARs lleva a la produccion
excesiva de oxido nitrico, que si bien en condiciones fisioldgicas es un segundo

mensajero intracelular, en cantidades mayores es un sustrato para la produccién de
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radicales libres como peroxinitritos que promueven el dafio celular (Bolafios y Almeida,
1999).

4.2 Antioxidantes bioldgicos

Halliwell and Gutteridge, en 1989, definieron el concepto de antioxidante como
“aquellas sustancias que encontrandose a concentraciones mas bajas respecto a la de un
sustrato oxidable (biomoléculas), retarda o previene la oxidacion de dicho sustrato”.

Para el mantenimiento del equilibrio redox celular, las células disponen de un
sistema antioxidante. La continua produccién de radicales libres de oxigeno por el
metabolismo aerobio celular hace necesaria la existencia de mecanismos antioxidantes
enddgenos, de tipo enzimético y no enzimatico, para proteger las células del estrés
oxidativo y mantener asi la homeostasis celular. Las células han desarrollado tanto
enzimatica como no-enzimatica mecanismos para protegerse de los efectos toxicos de
los oxidantes. Mecanismos enzimaticos que incluyen SOD, catalasas Yy glutation
peroxidasa (GPx) y los antioxidantes no enzimaticos que incluyen al glutation,
ascorbato y a-tocopherol (vitamina E) estan entre los sistemas antioxidantes celulares
mas importante. En condiciones fisioldgicas, antioxidantes y oxidantes operan juntos
para mantener la homeostasis de los radicales libres. De los tipos principales de ROS -
radical superoxido, peroxido de hidrogeno y el radical hidroxilo-, sélo existen enzimas
detoxificadoras para neutralizar los dos primeros. No obstante, eliminando estos dos
radicales libres se limita la formacion del radical hidroxilo.

4.2.1. Superéxido dismutasa (SOD)

La superoxido dismutasa fue descrita por primera vez por los investigadores
McCord y Fridovich en 1969. Se encarga de eliminar el radical superoxido catalizando
su dismutacion para generar peroxido de hidrégeno y oxigeno, siendo esta reaccion
cuatro veces mas rapida que la dismutacién no enzimatica de este radical (Fridovich,
1978; Halliwell, 1991).

SOD
2H" +2 0, H,0, + O,

Es una enzima que presenta varias isoformas repartidas por los diferentes
compartimentos celulares, su localizacion preferentemente es citosolica, aunque
también se ha detectado su presencia en otros organulos, como la mitocondria o los
glicosomas. Quimicamente se caracteriza por ser capaz de incluir ciertos cationes

metalicos en su estructura. Tradicionalmente las SODs se han clasificado en tres tipos
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de acuerdo con el cofactor metalico al que aparecen unidas, los metales que contienen o
su localizacién celular: Cu-ZnSOD (SOD1), MnSOD (SOD2), EC-SOD (SOD3) (Perry
etal., 2010).

La enzima CuzZnSOD (SOD1), de localizacién citosolica, es un homodimero de
32kDa, con un atomo de cobre y otro de zinc en cada una de sus subunidades. EI &tomo
de cobre parece ser responsable de la actividad catalitica mientras que el atomo de zinc
tendria una funcion estabilizadora de la estructura (Bergendi et al., 1999).

La enzima MnSOD (SOD?2), se localiza en la mitocondria y contiene cuatro
subunidades idénticas con un atomo de manganeso en cada una de ellas. El estrés
oxidativo conduce a la inactivacion o disminucion de la actividad de esta enzima,
debido a la acumulacion del anién superdxido a nivel de la mitocondria, y mas tarde, a
la muerte celular de este organulo (Keller et al., 1998; Lee and Wei, 2007).

La enzima EC-SOD (SOD3), de localizacion extracelular, es una glicoproteina
tetramérica de 132 KDa y esta formada por iones de cobre y zinc en su estructura. En el
cerebro, la cantidad de esta enzima es mucho menor que las dos isoformas anteriores
(Stralin, 1995).

4.2.2 Glutation

El glutation, descubierto en un extracto de levadura Saccharomyces cerevisiae
en 1888 por Rey-Pailhade, es un antioxidante no enzimético hidrosoluble, presente en
numerosos tejidos (Sies, 1986), que juega un papel muy importante en el balance redox
de la célula al constituir una fuente principal de poder reductor de la misma.
Estructuralmente el glutation es un tripéptido formado por los aminoacidos: acido
glutamino, cisteina y glicina (Nicolet, 1930), el cual se encuentra en el cerebro a
concentraciones bajas (1-3 mM), y tiene una gran relevancia protegiendo frente al estrés
oxidativo, actuando como un secuestrador de ROS (Koken et al., 1999). Existen dos
formas, la reducida (GSH) y la oxidada (GSSG), en condiciones fisioldgicas, predomina
la forma reducida. El glutatién es generado, a nivel cerebral, por la glutation reductasa
(GR). Estudios indican la presencia de enzimas que metabolizan el glutation en cerebro
(GR y GPx), aungue son menores que en otros tejidos, como el rifibn e higado
(Martinez- Sdmano et al., 2012).

El equilibrio entre las dos formas de glutation es fundamental, dado que el
coeficiente de GSH/GSSG es un indicador del estrés oxidativo de un tejido. Cuando

este coeficiente disminuye, es un indicador de que el tejido estd sometido a un estrés
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oxidativo que hace que EI equilibrio entre las dos formas de glutation es fundamental,
dado que el coeficiente de GSH/GSSG es un indicador del estrés oxidativo de un tejido.
Cuando este coeficiente disminuye, es un indicador de que el tejido estd sometido a un
estrés oxidativo que hace que predomine la forma oxidada del glutation. Por lo tanto, es
esencial para la célula mantener elevado el coeficiente GSH/GSSG para contrarrestar

los efectos dafiinos de los ROS y fomentar la citoproteccion.

4.2.3 Glutatién peroxidasa (GPx)

La glutation peroxidasa se descubrié por primera vez en eritrocitos en el siglo
XX (Mills, 1957). Mayoritariamente se localiza en el citosol aunque algunas isoformas
se localizan en la mitocondria y en las membranas celulares. Cataliza la reaccion de
reduccion de hidroperoxidos inespecificos procedentes de fuentes diversas (organicas,
lipidos de membrana y restos nucleicos) a través de la oxidacion del glutation (Knappen
et al., 1999). También es el sistema que se encarga de la detoxificacion del peroxido de

hidrégeno a concentraciones intracelulares bajas.

GPx

ROOH +2 GSH —>ROH + GSSG
GPx

H,O, +2 GSH —> 2 H,0 + GSSG

El sistema peroxidasa requiere para su funcionamiento la presencia de dos
moléculas de glutation en forma reducida (GSH), que actdan como cofactor especifico
de dicha enzima, cediendo hidrégeno y cuyo producto, la forma oxidada, seria objeto de
la accion de un nuevo enzima, la glutation reductasa (GR), que permitird la
regeneracion de la forma reducida gracias a la oxidacion simultdnea de NADPH (Fig.
4). Encontramos dos isoformas; GPx dependiente e independiente de selenio. En este
estudio hemos cuantificado la actividad de la enzima glutation peroxidasa dependiente
de selenio.

La enzima GPx dependiente de selenio es una enzima tetramérica que contiene 4
atomos de selenio en su centro activo unidos covalentemente en forma de
selenocisteina. Se localiza en el citosol y en la mitocondria. En cambio, la enzima GPx
independiente de selenio es dimeérica y presenta un lugar de unién para GSH y otro para

los sustratos electrofilicos, la cual encontramos en el citosol, mitocondria y en las
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membranas celulares. Esta enzima juega un papel protector en el cerebro en respuesta a
un aumento de los niveles de H,O, (Marklund et al., 1982). Estudios experimentales
han demostrado que si existen alteraciones en dicha enzima, el cerebro es mas sensible

al dafio oxidativo (Hann et al., 1997).

4.2.4 Glutation reductasa (GR)

La enzima glutatién reductasa es homodimeérica (120 kDa) y estéa constituida por
dos subunidades que se unen por medio de un puente disulfuro. Contiene un sitio de
unién al NADPH vy un sitio catalitico formado por flavin adenin dinucleétido (FAD) y
un grupo disulfuro (Schulz et al., 1978). Tiene una localizacion citoplasmatica y
mitocondrial. Su funcién es catalizar la conversion de glutation oxidado (GSSG) en
glutation reducido (GSH), utilizando NADPH como cofactor (Mannervik, 1999). Esta
reaccion consta de dos pasos: el primero implica la reduccion del sitio catalitico por
NADPH, y el segundo, en la que el grupo ditiol resultante reacciona con GSSG
generéndose dos moléculas de GSH.

GR
NADPH + H+ + GSSG——> NADP+ + 2GSH

La importancia del estudio se centra en analizar las defensas de antioxidantes en
tejido cerebral, ya que son de vital importancia para disminuir los dafios celulares
producidos por la hipoxia/reoxigenacion, ademas de analizar el dafio oxidativo que
provocan los ROS sobre biomoléculas como proteinas o lipidos, los cuales alteran las
funciones que desempefian dentro de la célula poniendo en riesgo la homeostasis celular

y pudiendo, con ello, provocar la muerte (Figura 4).
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Figura 4: Eliminacion de Superoxido (O7) y peroxido de hidrogeno. Enzimas

antioxidantes estan presentes en la mitocondria y en el citosol.

La peroxidacién lipidica esta entre las lesiones mas importantes que producen
los ROS (radical superdxido, radicales halogenados o el radical perhidroxilo)
destacando por el dafio que generan al interactuar con los lipidos de membrana. El
radical OH- y el H,0,, aunque carecen de la reactividad necesaria para atacar los
lipidos, en presencia de metales de transicion podrian generar dafio en las membranas, a
través de la formacion de radicales hidroxilo (Figura 5).

Este proceso puede alterar las membranas bioldgicas provocando un aumento de
la viscosidad de las mismas, asi como un descenso de su resistencia eléctrica. La
composicion de los &cidos grasos de las membranas celulares juega un papel muy
importante durante este proceso. Asi, un menor grado de instauracion de los acidos
grasos podria ser ventajoso y provocar una disminucién de la sensibilidad a la
peroxidacion lipidica (Pamplona and Barja, 2007). Los productos generados por la
peroxidacion de los acidos grasos poliinsaturados y de los fosfolipidos de la membrana

(como por ejemplo malonialdehido o el 4-hidroxinonenal) son por si mismos agentes
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oxidantes que generan una reaccion en cadena ampliando el efecto lesivo a toda la

membrana, comprometiendo la correcta funcién celular.

Electron
transport
02 T Hzo
GSSG 0," Fe3* -protein -
SOD bound
0,
0,
Peroxidases Fenton Lipid peroxidation
reaction

H,0,+ Fe2* —— Fe3* + OH'+ OH =) | Protein oxidation

NAD+

Fig. 5. Esquema de mecanismos antioxidantes y oxidantes (Carbonell y Rama 2009).

5. Disfuncion mitocondrial y apoptosis

En el cerebro, la hipoxia induce alteracion de la funcion mitocondrial. Por
debajo de la “tension critica de oxigeno, la mitocondria a) aumenta la produccion de
ROS que lleva a una situacion de estrés oxidativo (Ott y col., 2007); b) disminuye la
biosintesis de ATP causando una despolarizacion generalizada que lleva a la liberacion
excesiva de glutamato (excitotoxicidad) y via NMDAR a una acumulacion excesiva de
Ca®" intracelular en el citosol. El estrés oxidativo esta inseparablemente unido a la
disfuncion mitocondrial, ya que las mitocondrias son tanto generadores y objetivo de
ROS (Murphy, 2009). Durante la exposicion a la hipoxia, el aumento de los niveles de
ROS alteran el potencial de membrana mitocondrial en las neuronas (Adams y Cory,
2000) Los radicales libres inducen apoptosis via mitocondrial (intrinseca), mediante un
proceso que es modulado por la sefializacion MAPK a través de la activacion de c-Jun
N-terminal quinasa (JNK) implicada en el equilibrio entre la expresion de proteina
antiapoptética (Bcl-2, BclX) y apoptoticas (Bak, Bax, Bad) que actGa como un
controlador de la liberacién mitocondrial del citocromo c, una proteina residente del
espacio intermembrana mitocondrial, necesaria para la activacion de las proteasas
apoptoticas efectoras conocidas como caspasas (Vander y Thompson, 1999).

Tanto el estrés oxidativo como la excesiva acumulacién de Ca®* intracelular

citosélico, desencadenan a partir de la mitocondria una cascada de efectos que llevan a
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la muerte celular por necrosis o por apoptosis (Nicotera y col., 1999; Langley y Ratan,
2004). Los ROS y la acumulacién excesiva y prolongada de Ca** por la mitocondria,
causan la alteracion de la funcion de la mitocondria (Shinder y col., 1996; Duchen,
2000; Nicholls, 2009) y es considerado como un evento primario en la muerte de la
neurona por excitotoxicidad (Shinder y col., 1996; Ott y col., 2007). Ambos
mecanismos participan en la induccion de la cascada apoptotica (Wyllie 2010).

La apoptosis puede inducirse por una multiplicidad de efectores (Dewson y
Kluck, 2009). Aqui nos referiremos a la apoptosis inducida por la hipoxia en las
neuronas y en concreto a la apoptosis por via intrinseca. (Radi y col 2014).

Las invaginaciones de la membrana dan lugar a formaciones en las que quedan
recluidos restos del citoplasma y de las distintas organelas celulares. Cuando las
enzimas que normalmente translocan la fosfatidilserina hacia la parte interna de la
membrana dejan de funcionar, exponiendo, asi, a este fosfolipido en la parte externa, la
célula se convierte en fragmentos llamados cuerpos apoptéticos, cada uno de cuales se
encuentra envuelto en la propia membrana citoplasmatica. Estos cuerpos apoptoticos
son fagocitados por las células del sistema inmunol6gico que los rodean y que los
reconocen como extrafios debido a la exposicion de fosfatidilserina en la membrana
plasmatica (Hail et al., 2006). De esta manera, se evita cualquier tipo de respuesta

inflamatoria por parte del organismo. (Figura 6).
Apoptosis

Receptores celulares detectan la presencia de senales de
muerte celular

Muerte celular programada
Ausencia de mecanismos inflamatorios
Invaginaciones en la membrana citoplasmaticas

C¢lula heteropicnotica (condensada y con nicleo
fragmentado y de pequefio tamafio)

Condensacion de la cromatina

‘onversion de la célula en cuerpos apoptoticos cubiertos por la
propia membrana citoplasmatica

‘agocitados por células del sistema inmunoldgico vecinas que
no reconocen

Inhibicion completa de respuesta inflamatoria

Figura 6: Activacion de la cascada apoptotica.
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La presencia de niveles altos de ROS y de Ca®* causa alteracion en el potencial
de membrana mitocondrial (A¥) y la apertura de poros de permeabilidad de la
membrana (PPM). La importancia del mantenimiento del AY y la regulacion de PPM
para la supervivencia celular es confirmado por el hecho de que el bloqueo de los PPM
por ciclosporina causa la recuperacion de AY y aumenta la supervivencia celular (Ott y
col., 2007). Los ROS y el exceso Ca'" intracelular estan entre los factores que abren los
PPM (Crompton y col., 1999). El poro de transicion de permeabilidad (PTP) representa
un complejo de proteina multimérica compuesta por el canal de aniones dependiente de
voltaje (CADV) situado en la membrana mitocondrial externa (MME).

La via apoptdtica intrinseca se inicia en respuesta a una variedad de sefiales de
estrés (Willis y Adams, 2005) y una compleja interaccion de proteinas Bcl-2 transmiten
estas sefiales a la membrana externa mitocondrial (OM) para iniciar la activacion Bak y
Ba y el dafio de la OM. Violacion de la mitocondrial OM libera factores apoptogenos,
incluyendo citocromo ¢ y DIABLO (también conocido como Smac), que activan un
grupo de proteasas especificas por aspartato conocidas como caspasas (Youle y Strasser,
2008). Las caspasas, a Su vez, unira varios cientos de proteinas celulares para coordinar
la destruccion de la célula (Dix et al, 2008).

La causa originaria de un evento apoptotico puede provenir de multiples
factores, como por ejemplo hipoxia, cambios en el pH celular y modificacion del
citoesqueleto. Estas condiciones elevan los niveles de calcio y 6xido nitrico intracelular
lo cual puede desencadenar modificaciones directas en el reticulo endoplasmatico
afectando principalmente a la mitocondria, citoplasma y/o ndcleo. Para tal efecto
existen dos tipos de vias apoptoticas a las cuales se puede llegar, la extrinseca e
intrinseca la primera se desencadena a partir de la activacion de receptores de muerte en
la membrana celular y la intrinseca se da a nivel mitocondrial. Dentro de la via
intrinseca independientemente de la razén de origen apoptoético, la membrana
mitocondrial aumenta su permeabilidad y libera al espacio citoplasmatico citocromo C y
AIF (Factor inducible de apoptosis).

Es aqui en donde se genera el primer cambio funcional proteico ya que el
citocromo C al salir al espacio celular modifica su funcién en la hidrélisis de ATP y se
une al terminal WDAA4O de la proteina Apaf-1 (Apoptosis protease-activating factor-1)
y a su vez recluta procaspasas 9. Estos tres elementos forman un complejo llamado
apoptosoma (el cual requiere ATP para su conformacion) y es el inicio que marca la

sincronizacién apoptoética resultando en una activacion de diferentes tipos de caspasas y
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en un efecto indirecto por parte de AIF en la degradacion cromosémica (activando
endonucleasa G y fragmentacion del ADN). Por su parte la procaspasa 9, activa la
caspasa iniciadora 9 la cual a su vez actda sobre Caspasas 3, 6 y/o 7 siendo estas Ultimas
efectoras sobre sus respectivos blancos proteicos y en ADN (generando también
fragmentacion) (Bellance et al. 2009; Becerra & Pimienta 2009).

BAX y BAK son miembros de la familia BCL-2 que son efectores de la
apoptosis, sin ellos las células son resistentes a la mayoria de estimulos apopt6ticos
(Lindsten y col., 2000; Wei y col., 2001). BAX y BAK se localizan en la membrana
mitocondrial externa (MOM), donde interactian con CADV2 involucrando sus
dominios transmembrana (TM). Mitocondrial BAX y BAK estan constantemente
retrotranslocated al citosol a ritmos diferentes, potencialmente a través de la interaccion
con los pro-supervivencia proteinas Bcl-2. (Dewson y Kluck, 2009). Las proteinas de la
familia de Bcl-2 se agrupan en tres familias: la familia de las proteinas antiapoptdticas
(Bcl-2, Bcl-XI, Mcl-1 y otras); la familia de proteinas proapoptoticas de tipo
"multidominio” (Bax y Bak) y las proteinas proapoptéticas de tipo "BH3-only" (Bid,
Bim, Bad y otras). BAX esta constitutivamente presente en la MOM, pero es
activamente desplazado al citosol, un proceso denominado 'retrotranslocacion’. En
respuesta al estrés apoptético, el mecanismo de desplazamiento se cierra, permitiendo a
BAX adoptar su localizacion por defecto y acumularse en la MOM, una caracteristica
de la mayoria de las células apoptoticas (Edlich y col., 2011; Schellenberg y col., 2013).
Mas recientemente, BAK también ha sido propuesta para ser objeto de desplazamiento
similar (Todt y col., 2015), aunque a un ritmo mucho mas lento que BAX, de ahi su
distinta localizacion subcelular en las células sanas. BAK se ha demostrado que
interactia con el canal aniones 2 dependiente de voltaje (CADV2) en la membrana
externa mitocondrial, aunque si esta interaccion influye positiva o negativamente en la
funcién apoptdética de BAK no esta claro (Cheng y col., 2003; Lazarau y col., 2010).
Proteinas Bcl-2 pro-supervivencia inhiben la muerte celular por secuestrar el
componente BH3 con lo que impiden la activacion de BAX y BAK directamente. Si
BAX y BAK se activan, pueden ser secuestradas por la proteina pro-supervivencia Bcl-
2 desocupados. Una compleja red de interacciones competitivas y reversibles determina
si BAX y BAK se activan para exponer su dominio BH3 (Aluvilay col., 2014)

La liberacion del citocromo c se inicia por la disociacion de la hemoproteina de
su union a la cardiolipina, que el ancla a la membrana mitocondrial interna. La

oxidacion de cardiolipina reduce citocromo ¢ y lleva a un mayor nivel de "libre"
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citocromo c en el espacio intermembrana. A la inversa, las enzimas antioxidantes
mitocondriales protegen de la apoptosis. (Ott y col., 2007). Una vez liberado, el
citocromo c puede activar la cascada de las caspasas, donde la caspasa-3, es el principal
efector que conduce a la muerte neuronal por apoptosis. Después de ser liberado en el
citosol, se une al factor-1 activador de la apoptosis (Apaf-1) en presencia de ATP,
promoviendo la oligomerizacion de si mismo; este complejo recluta la procaspasa-9,
que forma el apoptosoma (Li y col., 1997). El ensamblaje del apoptosoma permite la
auto-activacion de la procaspasa-9, que es seguida por el reclutamiento y activacion de
procaspasa-3. La caspasa-3 escinde el inhibidor de desoxirribonucleasa caspasa-
activado y activa una DNAsa, que conduce a la fragmentacion del ADN (Li y col.,
1997).

6. Hipoxia y factores de transcripcion

Cuando se entra en déficit energético (ATP) se inicia una produccién anormal de
radicales libres iniciada por la insuficiencia de oxigeno y la desestabilizacion
electronica de los metabolitos. Estos son altamente reactivos, y conllevan rapidamente
a cambios estructurales y funcionales (peroxidacion de membranas, carboxilacion de
proteinas, desnaturalizacion de carbohidratos, dafio del ADN, cambios enzimaticos,
apoptosis y necrosis (Gil y col., 2008).

Las células no s6lo producen factores nocivos para promover la muerte celular y
la inflamacion durante la hipoxia, sino que también forman factores de proteccién para
poder sobrevivir a los episodios de hipoxia. Aqui el factor de transcripcion inducible
por hipoxia-1, (HIF-1), juega un papel importante 162. Curiosamente, el sistema de
HIF-1 no sélo puede activarse encondiciones de hipoxia, sino también en condiciones
inflamatorias. (Loor, 2008).

Los organismos dependiendo de la severidad y de la duracion la hipoxia,
reacccionan de manera diferente. Ya hemos sefialado que el HIF aparece como el
regulador principal de la respuesta a la hipoxia. HIF es un factor de transcripcion que
regula la expresion de genes que promueven la angiogénesis, la vasodilatacion, la
glucolisis y la eritropoyesis (Schofield y Ratcliffe, 2005). La induccion de tales genes
conduce a un aumento de la perfusion tisular y el metabolismo anaerdbico, manteniendo
asi los niveles de ATP y la formacion de una via de adaptacion fundamental para hacer

frente a la amenaza hipdxica. Ademas, la hipoxia también activa NF-kB, un factor de
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transcripcion critico en la promocién y progresion de los procesos inflamatorios y anti-
apoptoticas (Cummins y Tayor, 2005).

El factor nuclear kappaB (NF-kB) factores de transcripcion (p50 / p105, p52 /
pl100, de RelA, c-Rel, RelB) y las vias que controlan la activacién de NF-kB es mejor
conocido por su papel en la respuesta inmune e inflamatoria (Hayden et al., 2006), pero
también es critico para muchos procesos fisioldgicos y patoldgicos. Sin embargo, el
mecanismo por el que la hipoxia activa NF-kB y su funcién en respuesta a la hipoxia
siendo poco conocida. NF-kappa B es un factor nuclear que regula expresion procesos
celulares relacionados con crecimiento y desarrollo, plasticidad neural, apoptosis,
memoria y respuestas inflamatorias; de igual manera se encuentra expresado de manera
anormal en patologias propias procesos inflamatorios y neurodegeneracion (Bonavia y
col., 2012).

La hipoxia activa NF-kB dependiente de la transcripcion de genes y aumenta la
sensibilidad de esta via a la activacion por estimulos proinflamatorios, tales como
citoquinas (Cummins y Taylor, 2005). La hipoxia modula la sefializacion de NF-kB a
través de la disminucion de la hidroxilacion de los reguladores clave de esta via, es
decir, los IKK. En estudios recientes (Cummins y col., 2005), IKKB es hidroxilado por
PHD1 y PHD2 en normoxia, un evento que se traduce en suprimir la actividad
enzimatica IKKB que conduce a la modulacion negativa de la sefializacion por NF-kB.
La inversion de esta hidroxilacion en la hipoxia se traduciria en un aumento basal.
Cockman vy col. (2006) han demostrado un papel para HIF en la hidroxilacion de los

miembros de la ruta de NF-kB.

7. Neuroproteccion frente al dafio oxidativo

Los organismos cuando detectan un déficit de oxigeno, dependiendo de la
intensidad y de la duracidn, generan distintas respuestas. En conjunto se pueden
distinguir dos modelos. Respuestas inmediatas en base a elementos presentes en la
célula en condiciones fisioldgicas y respuestas mas tardias que requieren la sintesis de
“protectores” que normalmente exigen la activacion de genes. Ya hemos comentado la
presencia de sistemas antioxidantes que protegen inicialmente ante el estrés oxidativo
producido por la hipoxia. Ahora nos centraremos en mecanismos que tienden a

aumentar el aporte de oxigeno o reducir su consumo.

60



Introduccién

7.1 Eritropoyesis y Angiogénesis

Como mecanismos que aumentan el aporte de oxigeno en respuesta a la hipoxia
destacan el aumento de la eritropoyesis y de la angiogénesis:

a) Eritropoyesis: En 1975, Paul Bert correlacionaba la reduccion de la presion
barométrica con el aumento del numero de eritrocitos. Pocos afios después Viault
afirmaba que la reduccion del contenido de oxigeno en la sangre estimula la
eritropoyesis (Viault 1890) y aunque la produccion de eritrocitos era modulada por la
eritropoyetina (Bonsdorff y Jalavisto, 1948) no se consiguiod aislar la EPO hasta 1977
(Miyake y col., 1977). Mas tarde, la proteina EPO humana fue purificada, lo que allané
el camino para la clonacién del gen de la EPO vy el desarrollo de la EPO recombinante
para uso clinico (Jacobs y col., 1985; Lin y col., 1985).

En respuesta a la hipoxia a través de HIF-1, las células intersticiales
peritubulares del rifidn productoras de eritropoyetina liberan la EPO, que llega a la
médula 6sea y se activa la eritropoyesis. En el sistema hematopoyético, EPO promueve
un aumento en la masa de glébulos rojos y la capacidad de la sangre para transportar
oxigeno.

La eritropoyetina (EPO) es una glicoproteina con 165 aminoacidos y un peso
molecular de 30,4 kDa, casi el 40% lo aportan los carbohidratos. La molécula de EPO
tiene cuatro sitios de glicosilacién, incluyendo tres N-ligado y uno O-ligado vinculados
a cadenas laterales de oligosacéaridos acidas (Sasaki y col., 1988). Los glicanos N- son
esenciales para la actividad bioldgica in vivo de la EPO (Dordal y col., 1985),
principalmente por los residuos de &cido sialico terminales, que gobiernan la vida media
bioldgica en la sangre. La asialo-EPO es eliminada rapidamente por los hepatocitos a
través de receptores de galactosa (Spivak y Hogans, 1989) y protege la estructura de la
proteina EPO de ROS (Uchida y col., 1997). La introduccion adicional de N-glicanos en
la EPO recombinante prolonga la supervivencia de las moléculas in vivo (Elliot y col.,
2003)

El gen de la EPO era identificado como el mediador de la respuesta fisioldgica a
la hipoxia. Actualmente es uno de los genes mejor caracterizado activado por la hipoxia
(Fandrey, 2004). El gen EPO humano esta situado en el brazo largo del cromosoma 7, y
consiste en cinco exones y codifica una prohormona de 193-amino-acido y cuatro
intrones (Jacobs y col., 1985). El gen EPO contiene el dominio favorecedor de respuesta
a la hipoxia (HRE, hipoxia responsive enhancer) en la region 3"al que se pueden unir

hetrerodimeros especificos de factores de transcripcion inducidos por hipoxia (HIF-af).
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La union lleva a la activacion del promotor EPO (Semenza y col., 1991). Aunque EPO
es reconocido como un modulador importante de la eritropoyesis, una baja
concentracion de células rojas de la sangre por si solo no estimula directamente la
produccion de EPO, pero requiere la presencia de una tension de oxigeno disminuida.
La regulacion de la produccion y secrecion de EPO estd basada en la presencia de una
tension de oxigeno baja y en la produccién de ROS (Jelkmann, 1992) a través de un
proceso regulado por HIF (Ebert y Bunn, 1999). Una vez que se recibe un estimulo
hipoxico, EPO se libera posteriormente en la circulacion de la sangre periférica, y a la
Ilegada en la médula dsea, la EPO se une a su receptor que esta altamente expresado en
la superficie de las células progenitoras eritroides y conduce a la eritropoyesis (Broudy
et al., 1991). Una vez clonado el gen de la EPO, (Jacobs et al, 1985; Lin et al, 1985), se
inicio el trabajo para identificar un receptor para EPO. EPO media sus efectos a través
de la unién a una proteina de membrana celular, el receptor de EPO (EPOR). Desde la
primera evidencia mostrando que la presencia de un receptor de membrana (EPORs) en
tejidos eritroides (Chang y col., 1974; D"Andrea y Zon, 1990), el EPOR ha sido
encontrado en muchas células no eritroides, incluidas astrocitos y neuronas
(Digicaylioglu y col., 1995; Chin y col., 2000). Sin embargo, la estructura del EPOR de
la superficie celular que media en los efectos biolégicos de la EPO en los tejidos no-
hematopoyéticos difiere del EPOR descrito en células eritroides. Por lo tanto, mientras
que el receptor eritroide eritropoyetina (EPOR) consiste en un homodimero EPOR
preformado (Livnah y col.,, 1999), con una conformacion que, en ausencia de
eritropoyetina, no permite la interaccion de los dominios intracelulares uno con el otro,
el receptor de proteccidn eritropoyetina consiste en una heterodimero formado por dos
subunidades EPOR homodimero y un receptor comdn 3 homodimero (RCR) (Brines y
col., 2004). La subunidad del receptor de la EPO y el BCR pertenecen a una subfamilia
de la superfamilia del receptor de citoquinas de tipo I. Los efectos de proteccion de
tejido por la EPO parecen requerir la expresion de RCR y un receptor heterodimeric
EPOR-CR (Brines y col., 2004).

La eritropoyetina promueve la supervivencia celular por la transduccion de la
sefial celular iniciada por EPO y comienza con la activacion de su receptor de
membrana. Algunas de las vias de sefializacion que son utilizados por la eritropoyetina
para la proteccion de los tejidos son similares a los de la eritropoyesis. Se ha sugerido
que la union de eritropoyetina a la EPOR induce un cambio conformacional que une los

dominios intracelulares lo que resulta en la activacion de la cascada de sefializacién que
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implica la fosforilacion y activacion de la proteina 2 (JAK2) Janus quinasa tirosina
(Wojchowski y col., 1999). La activacion JAK2 media la fosforilacion de la tirosina de
los sitios situados en la porcion citoplasmatica de EPOR, lo que conduce al
reclutamiento y la activacion de vias de sefializacion secundarias que implican la
activacion mediada por mitdgenos de proteina quinasa (MAPK), fosfatidilinositol 3-
quinasa (PI3K), factor nuclear NF-xB y activador de la transcripcion 5 (STAT5)
(Wojchowski y col., 1999; Digicayliogluy y Lipton, 2001).

Estudios in vitro sobre la expresion de la EPO y el sistema del receptor de la
EPO en neuronas y astrocitos indicaban que la EPO podia funcionar como un factor
autocrino-paracrino en el cerebro (Sakanaka y col., 1998; Ruscher y col., 2002). Esto
sugiere que la EPO podria actuar sobre el SNC como un neurotréfico y un factor
neuroprotector. En las dos Ultima década, la expresion ubicua del sistema EPO/EPOR
en células no eritroides ha abierto la puerta al descubrimiento de otras funciones
bioldgicas de EPO en tejidos no hematopoyéticos. En la actualidad existe amplia
evidencia de que la EPO protege las neuronas de la muerte celular causada por hipoxia
severa, trauma, toxinas, mecénica, quimica o isquemia. EPO puede ejercer su funcion
protectora activando a muchos componentes comunes a muchas vias
neurodegenerativas, lo que resulta en una plétora de acciones (Brines y col., 2005).
Mecanica, EPO actia de manera coordinada en mdultiples niveles, incluyendo la
reduccion de los niveles de ROS e inhibiendo la apoptosis. Las funciones biolégicas de
EPO en el cerebro se han recogido en varios excelentes revisiones (Brines y Cerami,
2005; Arcasoy, 2008; Rabie y Marti, 2008).

Este neuroproteccién mediada por EPO parece involucrar diversos mecanismos
tales como retraso o detencion de la apoptosis, la modulacion de la excitotoxicidad,
accion antioxidantes, y la prevencion de la inflamacion (Bernaudin y col., 1999; Genc y
col., 2004; Liu y col., 2005; Maiese y col., 2004). En hipoxia, la expression de EPO y
del EPOR es controladas por HIF-1 tanto en el sistema vascular como en el sistema
neuronal. HIF-1 is esencial para la produccié y secrecion de EPO en respuesta a la
hipoxia (Ikeda, 2005). En células eritroides, la union de la EPO a su receptor provoca su
homodimeracion y la posterior fosforilacién de la Janus-tirosina-quinasa-2 (JAK-2) que
es activada. Esto lleva a la participacion de moléculas de sefializacion secundarias, tales
como el transductor de sefial y activador de la transcripcion 5 (STAT5) seguido por la
activacion de la protein kinasa activada por el mitégeno Ras (MPK); ERK-1-2 y
Pl-K/AKT (Rabie y Marti, 2008). Ademéas EPO induce la expresion de la proteina anti-
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apoptdtica Bcl-2 via activacion de NF-xB 'y de Akt, que inhibe la liberacion de
citocromo ¢ por la mitocondria protegiendo a la célula de la apoptosis. . Muchas de
estas vias parecen funcionar también en el cerebro (Brines y Cerami, 2005; Kilic y col.,
2005). Actualmente hay suficientes datos que demuestran que la EPO en el SNC esta
implicada en procesos tales como neuroproteccid, neurogénesis y angiogénesis
(Noguchi y col., 2007; Rabie y Marti, 2008).

b). Angiogenesis. En la hipoxia, HIF-1, junto con la induccion de la expresion de EPO y
posterior aumento en los valores de hematocrito, actian sobre diversas genes diana que
regulan la expresion de factores de crecimiento vasculares, entre los que el factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF), que promueve el crecimiento de la red capilar
gue aumenta la disponibilidad de oxigeno en el cerebro. (LaManna y col., 1992). La
hipoxia evoca respuestas adaptativas principalmente a través de la produccion de
mualtiples citosinas angiogénicas y factores de crecimiento entre los que destaca el factor
de crecimiento endotelial vascular (VEGF) que estimula la angiogénesis, formacién de
nuevos capilars y la arteriogénesis, remodelacion de vasos que ya existen, que llevan a
un aumento del didmetro luminal y del flujo sanguineo (Rey y Semenza, 2010)
facilitando un aumento del aporte de oxigeno. La funcion angiogénica del VEGF
también implica una accidn antiapoptética mediada por el VEGFR-2 que promueve la

supervivencia de células endoteliales via PI13-K/Akt (Bulnes y Lafuente, 2007).

7.2 Activacion de los astrocitos

Los astrocitos, entre otras funciones tales como el control del ambiente i6nico y
metabdlico del neuropilo, que define el denso entramado de terminaciones axonicas,
dendritas y prolongaciones de células de la neuroglia, que se encuentra en la materia
gris del cerebro y la médula espinal aparecen implicados en los mecanismos
neuroprotectores frente al estrés oxidativo debido a que contienen concentraciones
mayores de GSH y de enzimas involucradas en el metabolismo del glutation que las
neuronas. Ademas, los astrocitos son capaces de producir SOD y secretarla al espacio
extracelular. Existen evidencias que apuntan que los efectos neuroprotectores de los
astrocitos son mediados por la transferencia del GSH o sus precursores a las neuronas
Cuando las neuronas son cultivadas en presencia de astrocitos son mas resistentes a las

lesiones inducidas por ROS y RNS. La proteccion de las neuronas frente al estrés
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oxidativo esta reducida cuando los astrocitos tienen reducido el contenido de GSH
(Costa, S. y col. 2002).

En hipoxia, la activacion de los astrocitos es necesaria para mantener la funcion
cerebral. Ante cualquier deterioro del tejido nervioso, ya sea en situaciones de lesion
neuronal, enfermedad e incluso envejecimiento, la glia posee la capacidad de responder
experimentando cambios morfologicos y funcionales de manera gradual y estereotipica,
acompafados por la produccion de citocinas proinflamatorias, lo que se denomina como

“gliosis reactiva o glia activada”.

La respuesta inflamatoria del cerebro estd producida por las células gliales, en
especial la microglia. Se considera que el microambiente del SNC en estado normal
inhibe ténicamente la activacion glial y que ésta se origina en aquellas zonas donde se
ha producido muerte o lesion neuronal o donde existe una disrupcién en la
comunicacion entre las células gliales y las neuronas (Hong y col., 2003). La activacién
glial puede ser iniciada o modificada por moléculas que cominmente son secretadas
durante la neurotransmision (fractalkina y ATP). Al activarse, las células gliales
experimentan una serie de cambios morfoldgicos y de expresion de su perfil antigénico,
son capaces de migrar a los sitios de la lesion, donde proliferan, expresan moléculas del
MHC de clase Il y moléculas coestimuladoras que les permiten actuar como células
presentadoras de antigeno y ademas pueden adquirir un fenotipo fagocitico. Ademas, las
células gliales activadas producen una gran variedad de factores neurotdxicos y
proinflamatorios que incluyen a las citocinas, metabolitos de los acidos grasos y
radicales libres como el ién superoxido y el NO, que son capaces de amplificar la
respuesta inflamatoria (Hanisch, 2002). La activacién glial puede resultar beneficiosa,
en el sentido de que puede promover la reparacion de tejidos, la eliminacion de restos
celulares o la destruccién de patdégenos. Sin embargo, una activacion excesiva puede ser

extremadamente nociva e inducir y/o exacerbar la neurodegeneracion (Hanisch, 2002).

Cuando la activacion es excesiva se puede observar una importante activacion de
los astrocitos que consiguen sobrevivir al dafio, que prolifera y se hipertrofian. Esto da
lugar a la formacion de una barrera o cicatriz que aisla el area de la lesion. Este proceso
se conoce con el nombre de astrogliosis reactiva o gliosis anisomorfica. La cicatriz que
se forma consiste esencialmente en la acumulacién de astrocitos reactivos en el &rea de

la lesion; es cierto que los astrocitos poseen un efecto neuroprotector, también se ha
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demostrado que constituyen un obstaculo para el restablecimiento de nuevas
conexiones. Las neuronas dafiadas que pierden su inervacion original son ahora
inervadas por brotes axonales de neuronas proximas no dafiadas y esto, en general, no
conduce a la recuperacion de la funcion original. Los astrocitos reactivos pueden ser un
impedimento para el restablecimiento axonal ya que esa superficie suministra un medio
no permisivo al crecimiento neuritico a través del incremento en la expresion de GFAP

(Proteina fibrilar) y proteoglicanos. (Costa y col. 2002).

8. Proteinas anti-apoptoticas

El establecimiento de los procesos apoptéticos y cito-protectores es complejo
por su simultaneidad, éstos se hallan se encuentran en vias de dilucidacion. (Arango-
Davila y col., 2004). La expresion en el cerebro de dos proteinas de choque térmico la
HSP70 y la HSP27, es notable debido a que ambas proteinas son altamente inducibles
en celulas gliales y las neuronas durante los procesos de estrés. La participacion de las
HSP en una multitud de acciones intracelulares las coloca como coordinadoras centrales
para decidir el destino de la célula. (Sreedhar, 2004). A partir de estudios clinicos
exitosos, esta claro que las HSPs se pueden utilizar como nuevas dianas moleculares
para intervenciones farmacoldgicas y la terapéutica tanto para prevenir como para
causar la apoptosis (Sreedhar, 2004).

La exposicién celular a un estrés leve como una hipoxia moderada, provoca un
mecanismo auto-protector cerebral frente a un estrés severo posterior, siendo el grado
de proteccion dependiente del nivel de sintesis de HSPs producida por el estimulo
previo (fendmeno de pre-condicionamiento). Una corta exposicion a la hipoxia cerebral
podria servir de "condicionante" para un cerebro durante un periodo posterior de
hipoxia severa, la cual entonces provoca menos dafio. Estudios previos demuestran que
la hipoxia hipobérica intermitente no induce estrés oxidativo cerebral y previene la
expresion de algunos mediadores de apoptosis (Costa y col., 2013).

Se sabe que la HSP27 se expresa constitutivamente en el cerebro de los
mamiferos, en particular en astrocitos y su sobreexpresion confiere resistencia al choque
térmico (Plumier y col., 1997).

Las HSPs tienen capacidad para bloquear procesos neuro-degenerativos.
Estudios recientes han demostrado que la sobreexpresion de HSP27 protege las células
neuronales de la liberacion de factores troficos, inhibe la activacion de procaspases 9 y

3,y lo mas interesante, HSP27 fosforilada bloquea Fas inducida por apoptosis.
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HSP27 puede bloquear los procesos de apoptosis en varios niveles, lo que podria
explicar muchas de las actividades de proteccion de HSP27. Estudios in vivo han
demostrado que aunque el mecanismo que subyace a la proteccion de las neuronas CA1
por pre-condicionamiento isquémico no se entiende completamente, se ha demostrado
que se fundamentan en la induccion de proteinas de choque térmico (Currie, et al,
2000). La mayor parte de los efectos cito-protectores de HSP provienen de la inhibicion
de la apoptosis inducida por el estrés. La resistencia a la apoptosis estd asociada con la
alta expresion de HSP, que trabajan para mantener la homeostasis fisioldgica de la
célula, requisito importante para la supervivencia celular.

El pre-condicionamiento ha demostrado que la rapida induccion de las HSPs
causados por factores de estres leves confiere proteccion contra un evento posterior y
mas grave, lo que sugiere que la expresion inicial de las HSPs es importante para la
supervivencia celular subsiguiente. Aunque no se ha identificado especificamente las
HSP como responsables de los efectos protectores, puede ser que HSPs diferentes
tengan funciones protectoras que son espacial y temporalmente especificas en el cerebro
bajo una leve hipoxia (Franklin, et al. 2005). Se ha demostrado que la sobreexpresién de
HSP70 sirve para proporcionar neuro-proteccion contra isquemia cerebral in vitro
(Sreedhar, 2004), y que el nivel expresado de HSP27 aumenta después de tratamientos
sub-letales de privacién de oxigeno, lo que indica que es una respuesta al estrés
metabdlico. HSP27 fosforilada podria estar involucrada en la cito proteccion observada
en el pre-condicionamiento (Valentim, et al. 2003).

9. Reoxigenacion y Pre-condicionamento

Reoxigenacion

En patologias como el infarto y el ictus causadas por una disminucion severa del

flujo sanguineo la reoxigenacion del area isquémica es un objetivo terapedtico prioritario.

Sin embargo, la reperfusion en si causa dafio adicional, sustancial denominado "lesién por

reperfusion.” Los mecanismos implicados en la lesion por reperfusion han sido asociados a

un aumento repentino de la produccién de ROS que desencadena estrés oxidativo en el area

isquémica que puede causar unaumento de la lesion.

Reperfusion

En accidentes cardiovasculares isquemicos, como el infarto y el ictus, el dafio

isquémico tisular se atribuye generalmente a un periodo profundo y prolongado de hipoxia
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tisular y al consecuente agotamiento de ATP celular. Durante mucho tiempo se ha aceptado
que la supervivencia del tejido isquémico puede garantizarse mediante la restauracion
oportuna de flujo sanguineo (reperfusion), lo que llevaria a minimizar la magnitud de la
lesion hipoxica, a la reposicion de los niveles celulares de ATP, a restablecer el equilibrio
ionico dentro de la célula, y en ultima instancia a la restauracion completa de la funcion del
organo. Sin embargo, la predecible influencia beneficiosa de la reperfusion precoz en la
recuperacion del dafio tisular después de la isquemia fue impugnada en la década de 1970
por publicaciones que describian un paradodjico aumento de la lesion en respuesta a la
reoxigenacion del tejido isquémico (o hipdxico). Esto condujo a la propuesta (Hearse y col.,
1973) de que la reintroduccién repentina de oxigeno molecular en tejidos con deficit severo
de energia (y oxigeno) llevaba a un Unico tipo de lesion que no se manifiesta durante el
periodo de estrés hipoxico (Granger y Kuvietys, 2015). Los ROS son actualmente
considerados como mediadores importantes de la lesion por reperfusion. Con la reperfusion
de tejido isquémico, se crea un desequilibrio entre la tasa de generacion de ROS y la
capacidad del tejido para desintoxicar estas especies reactivas (Sanderson y col., 2013).
Como resultado de una mejora continuada de las tecnologias y la metodologia
experimental la investigacion sobre la lesion por reperfusion ha pasado desde los efectos
directos de los ROS a centrarse sobre los aspectos moleculares de la disfuncion celular
resultante de la activacion de los eventos de sefializacion dependientes de ROS que subyacen
a la lesion por reperfusion. A pesar de la extensa literatura que implica a ROS en esta
respuesta a la lesion, el beneficio clinico de terapias dirigidas a contrarrestar los efectos de

ROS han sido nulo o muy limitado (Camara y col., 2010).

Pre-condicionamiento

La hipoxia moderada provoca un mecanismo autoprotector cerebral. Injurias
moderadas y breves en el cerebro puede conducir a una regulacion metabdlica y
molecular autoprotectora llamada "precondicionamiento™ (Chen y Simon, 1997). Una
corta la isquemia cerebral puede servir de "condicionante™ para un cerebro durante un
periodo posterior de isquemia severa, la cual entonces provoca menos dafio. Esta
exposicion hipdxica inicial aumenta notablemente la expresion de HIF-1a y HIF-1p
(Bergeron et al., 2000). Este efecto de pre condicionamiento podria ser también logrado
mediante la aplicacion de dos quimicos inductores de HIF-1, cloruro de cobalto (CoCl2)
o deferoxamina (DFX), que dieron como resultado la proteccion del cerebro en un 75y

56%, respectivamente (Bergeron y col., 2000).
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Obijetivos

I1. Objetivos
General:

Determinar si  la exposicion a la hipoxia intermitente moderada de corta
duracion puede actuar como un tratamiento preventivo sobre el dafio cerebral causado
por una exposicién a hipoxia aguda severa.

Especificos:

1. Caracterizar los efectos dafiinos de una exposicién a hipoxia aguda severa en
el cerebro de ratas sobre las vias de estrés oxidativo y apoptoticas a diferentes tiempos
de reoxigenacion.

2. Evaluar si el modelo de hipoxia hipobérica intermitente (pre-
condicionamiento) puede inducir cito-proteccion en el cerebro de ratas.

3. Caracterizar los posibles efectos neuroprotectores de la exposicion a hipoxia
hipobarica intermitente moderada de corta duracion, previa a un dafio oxidativo y
neuronal causado por un protocolo de hipoxia aguda normobaérica. Analizar la

activacion de proteinas antiapoptoticas y valorar el sistema antioxidante.
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Materiales y Métodos

3. Materiales y Métodos

3.1 Procedimiento de investigacion

Todos los animales utilizados en el presente estudio fueron ratas macho adultas
de la raza Sprague-Dawley de un peso aproximado de 240-280g, procedentes de Harlan
Laboratorios. Fueron alimentadas con una dieta estandar a la cual accedian libremente
asi como al agua, y estabuladas en condiciones de luz/oscuridad en ciclos de 12h de
duracién. El protocolo experimental fue revisado y aprobado por el Comité Etico
Institucional para el Cuidado e Investigacion con Animales de la Universidad de
Barcelona y en concordancia con la normativa del Consejo Directivo de la Comunidad
Econdémica Europea del 24 de noviembre de 1986 (86/609/EEC) publicado en
“Principales cuidados de los animales de laboratorio” (Publicacion NIH No. 85-23,
revisada en 1985) asi como las leyes nacionales espafiolas (Ley 32/2007, de 7 de
noviembre, para el cuidado de los animales, en su explotacion, transporte,
experimentacion y sacrificio). Todos los procedimientos se han ajustado a la legislacién
europea vigente (2010/63/UE).

3.2 Diseiio experimental

El presente estudio fue dividido en 2 bloques experimentales, antes de los cuales
fue realizado un experimento preliminar para establecer ciertos parametros para el
subsiguiente estudio.
Experimento Preliminar

Un experimento preliminar se llevd a cabo para determinar el efecto de la
exposicién a la hipoxia sobre el nivel de oxigeno en los tejidos del cuerpo. Para ello,
cinco ratas fueron anestesiadas bajo 4% de halotano y entonces se les insert6 una canula
en la arteria femoral izquierda. Cuatro dias después de ser anestesiadas las ratas fueron
expuestas a hipoxia durante 6 h en una camara con la FiO, = 7%. La temperatura en la
camara normobdrica se mantuvo a 22 + 1 °C, con una tasa de flujo de aire de 2 L / h.
Muestras de sangre fueron tomadas de la arteria femoral izquierda antes y despueés de la
exposicion a la hipoxia. En cada muestra de sangre se analizo6 el contenido de los ases
respiratorios (PaO, y PaCQO,), la saturaciéon arterial de oxigeno de la hemoglobina
(Sa0;) y el pH arterial usando un sensor de Oxigeno (ABL 510, Radiometer,
Copenhague, Dinamarca).
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Disefio Experimental 1

Caracterizacion del dafio oxidativo en cerebros de ratas sometidas a un impulso

agudo de hipoxia severa en cAmara normobaérica.
Esta condicion experimental se cre6 para caracterizar los efectos de la hipoxia
normobarica en cerebros de ratas sometidas a una exposicion de hipoxia severa en un
tiempo moderado de 6 h continuas y observar si el protocolo aplicado es suficiente para
provocar un dafio oxidativo en el cerebro de las ratas.

Para este ensayo, 54 animales fueron divididos aleatoriamente en cuatro grupos
(Figura.7): grupo control, las ratas fueron colocadas en la camara durante 6 h sin
exposicion a la hipoxia; grupo de hipoxia (H), las ratas fueron expuestas a hipoxia (6 h
en una mezcla gaseosa de 93% de N 'y 7% Oy); grupo re-oxigenacion 1 (RO-1), las ratas
fueron colocadas en la cdmara y expuestas a la hipoxia (6 h en una atmosfera de 93% de
Ny 7% de Oy), seguido de 24 h en normoxia (24 h re-oxigenacion) y; grupo de re-
oxigenacion 2 (RO-2), las ratas fueron expuestas a hipoxia (6 h en una atmosfera de
93% de N y 7% de O,), seguido de 48 h en normoxia (48 h re-oxigenacion). La FiO, fue
controlada todo el tiempo con un sensor de oxigeno 1SO, World Precision Instruments.
Durante el experimento el 18,5% de los animales murieron durante el periodo de
hipoxia. Los 44 animales restantes fueron anestesiados con isoflurano por inhalacion

durante 1 min y después se sacrificaron por decapitacion.
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Experimento 1

Normoxia Normobarica
Control I

6h |

!
D>

Extraccion de la

muestra
7% FiO, Reoxigenacion a 21% FiO,
Hipoxia Normobarica I
6h H RO-1 RO-2
(Oh Reoxigenacién) (24h Reoxigenacion) (48h Reoxigenacion)

l ! !

. g
Extraccion de Extraccion de Extraccién de
la muestra la muestra la muestra

Fiura 7: Experimenrto 1: Tratamento con hipoxia 7% de FiO, en camera normobérica

durante 6h continuas y diferentes tiempos de reoxigenacion.

Para realizar el tratamiento de hipoxia, las ratas fueron colocadas en una camara
plastica con una capacidad aproximada de 75 L, herméticamente sellada (Figura 8 ). En
dicha cdmara se ubicd un sensor que controlaba la cantidad de O, dentro de ésta y las
condiciones de temperatura y humedad constantes. Para bajar el porcentaje de oxigeno
de la camara, inicialmente se introdujo nitrégeno puro con un flujo de aire de 1 L/min
durante 15 min, con la valvula de escape de gases abierta, para permitir el lavado del
aire normoxico existente en la camara hasta alcanzar el porcentaje deseado de 7% de
oxigeno interno. Una vez logrado el porcentaje deseado, la bombona de nitrégeno puro
se cerrd y se abrio la de mezcla de nitrégeno (93%) y oxigeno (7%) para mantener la

FiO, al 7% constante dentro de la cdmara.
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Figura 8: Camara normobarica fabricada para el disefio experimental propuesto para la tesis. Se
puede observar la bombona de mezcla de gases y la de nitrégeno en la parte inferior, ambas
conectadas a la camara por canulas. En la parte lateral de la cAmara observamos el sensor de
oxigeno, 1SO, de World Precision Instruments. Dentro de la camara hay un pequefio ventilador,
valvulas laterales y pequefias pastillas de cloruro calcico anhidro (CaCl,), para la absorcion de

la posible humedad generada dentro de la cdmara.

Los grupos de hipoxia normobarica aguda fueron sometidos a una Gnica sesién
de hipoxia al 7% (mezcla de gases: 93% N2 y 7% O2) durante 6 h en dicha cAmara. Los
15 primeros min de la sesion fueron de bajada, esto es, una disminucion progresiva y
constante del porcentaje de oxigeno hasta llegar al 7%, mientras que los ultimos 15 min
fueron de subida, es decir, realizando un aumento progresivo del porcentaje de oxigeno
en la camara hasta llegar al porcentaje atmosférico (21%).

Finalizada la sesion, en el caso del grupo H (0 horas de re-oxigenacion), las ratas fueron
inmediatamente anestesiadas y sacrificadas por decapitacion. Los grupos RO-1 y RO-2
fueron devueltos a sus jaulas y sacrificados pasados los tiempos indicados.

Diseiio Experimental 2

Evaluar si el modelo de hipoxia hipobéarica intermitente puede actuar como
neuroprotector cuando es aplicado antes de un impulso agudo de hipoxia normobarica.
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Para el ensayo experimental 2, fueran utilizadas 44 ratas macho. Estas fueron
divididas aleatoriamente y separados en cuatro grupos (Figura 9.): Grupo I: Control:
constituido por ratas que permanecieron en normoxia durante un periodo de 8 sesiones
diarias de 4 h dentro de una cadmara hipobérica intermitente y luego en una camara
normobarica por 6 h, sin experimentar hipoxia en ninguna de esas sesiones. Grupo II:
Hipoxia Severa (HS): ratas expuestas a hipoxia (7% FiO;) en camara normobarica
(mezcla de nitrogeno (93%) y oxigeno (7%) durante una sesion de 6 h continuas, y
fueron decapitadas inmediatamente después de salir de la cdmara normobérica, sin re-
oxigenacion. Grupo Ill: Hipoxia Hipobarica Intermitente (HHI): ratas expuestas a
hipoxia 4 h al dia durante 8 sesiones en una cdmara hipobarica con presion barométrica
para reproducir una altitud de 4000 m.s.n.m. con una temperatura dentro de la camara
de 22+1°C y flujo constante de aire de 2 L/h. Grupo IV: Hipoxia Hipobarica
Intermitente + Hipoxia Severa (HHI+HS): grupo de ratas aclimatadas previamente con
ocho sesiones diarias de hipoxia hipobarica intermitente (como en el grupo HHI) y a
continuacidn las ratas fueron expuestas a un insulto agudo de hipoxia idéntico al del
grupo de hipoxia normobaérica aguda del experimento 1 (6 h de hipoxia al 7% O,) e

inmediatamente sacrificadas.
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Figura9: Experimenrto 2: Tratamento con hipoxia intermitente en camera hipobarica como precondicionamento a exposicion a hipoxia severa.
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Para el tratamiento de hipoxia hipobérica intermitente, las ratas fueron colocadas
en una cdmara hipobarica con las siguientes caracteristicas: Las paredes de la camara
estdn hechas de plastico acrilico de polimetil metacrilato transparentes, facilitando la
observacion de los animales. Se produce un gradiente de presion negativa mediante una
bomba de vacio (TRIVAC D5E, Oerlikon Leybold Vacuum, Colonia, Alemania)
regulando el flujo de aire que entra en el interior de la cdmara (Figura 10.).

Sensor 1
(no visible)

Sensor 2

Regulador

Bomba de vacio

Control presion
sensores
Tubo aspiracion

e oo o | Toma de are

Figura 10: Camera hipobarica del departamento de fisiologia e inmunologia de la facultad de

biologia de la universidad de barcelona.

3.3. Extraccion del tejido cerebral

Una vez extraidos, los cerebros se pesaron y fueron divididos por hemisferios, se
lavaron inmediatamente con solucién salina isotonica helada (0.154 M KCI), se
congelaron inmediatamente con nitroégeno liquido y se almacenaron a -80°C hasta el
momento de homogenizar. Los hemisferios fueron utilizados para diferentes pruebas,
un lado se utilizé para los ensayos de estrés oxidativo y el otro para los andlisis de
Western blot. Previamente a dichos ensayos, los cerebros fueron pulverizados con un

mortero y nitrdgeno liquido para un correcto homogenizado posterior.

81



Materiales y Métodos

3.4 Preparacion de los homogenados con tejido cerebral

En un principio se homogenizaron 80 mg de tejido cerebral congelado en un
mortero previamente enfriado con nitrégeno liquido para evitar su degradacion. A
continuacion, el polvillo resultante se transfirié a tubos eppendorfs partes iguales de la
siguiente forma:

e 1 eppendorf para el analisis de las enzimas.

e 1 eppendorf para realizar el analisis de TBARS.

e 1 eppendorf para el analisis de NO.

e 1 eppendorf para cuantificar los niveles de GSH y GSSG.
Estos viales fueron almacenados a -80°C hasta el momento de su homogenizacion.
Homogenados para enzimas.

Para realizar los homogenados se diluyeron las muestras en tampon GR (50 mM

de fosfato de sodio, 1 mM EDTA a pH 7.5) hasta ajustarlo al 20%.
Para homogenizar las muestras se utilizo el sonicador, durante este proceso las muestras
se mantenian en hielo para evitar su degradacion. A continuacién se recogié el
homogenado resultante y se centrifugd durante 10 min a 600 g a 4°C. Posteriormente se
recogieron 2 alicuotas del sobrenadante para determinar la actividad de la SOD.

El sobrenadante resultante se volvio a centrifugar durante 10 min a 10.000 gy a
4°C. Del sobrenadante obtenido se alicuotaron 3 eppendorfs; con el primero de ellos se
determiné la actividad de la glutatién reductasa (GR), con el siguiente se realizd el
ensayo de proteinas oxidadas (AOPP) y el Gltimo se utilizé para determinar la actividad
de GPx.

Homogenados para TBARs

Para realizar los homogenados se diluyd la muestra en tampén RIPA (50 mM
Tris HCI, 150 mM NaCl, 5mM NaF, 0.1% de SDS, 1% de Triton X-100, 1%
desoxicolato de sodio) a pH 7.4 con inhibidor de proteasas (Leupeptina 2 pg/mL,
pepstatina, 2 ug/mL, PMSF 1 mM, 1 mM Navon, aprotinina, 1.7 mg/mL) hasta ajustarla
al 20% (p/v).*

Para homogenizar las muestras se pasaron por el sonicador, durante este proceso
las muestras estuvieron en hielo para evitar su degradacion, a continuacién se dejaron
incubar en hielo durante 30 min. Una vez finaliz6 este periodo se extrajo una alicuota
para cuantificar las proteinas que contenian las muestras para que posteriormente se

pudiese llevar a cabo una dilucion con tampdén RIPA para llegar a la concentracion de
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15 mg proteina/mL. Una vez llegada a la concentracion deseada se extrajeron 4
alicuotas de 50 pL/eppendorf 'y se almacenaron a -80°C hasta que se inicio el protocolo
de TBARs.
*NOTA: Por cada 5 mL de RIPA se afiadio 50 uL. de mezcla de inhibidores de proteasas
y 50 pL de PMSF 0.1 M.
Homogenados para NO

Los cerebros fueron descongelados por grupos en una camara fria a 4°C. Cada
cerebro con sus respectivos hemisferios (1 g) tratados por separado se homogenizaron
con tampon de lisis (Tris- HCI 10 mM, 320 mM de sacarosa, 10 mM de EDTA, a un pH
de 7,5) y 1 tableta/50 mL del céctel de inhibidores de proteasas (SC-29130) de Santa
Cruz Biotechnology Inc. de California. EI volumen fue homogenizado manualmente en
tampon RIPA Buffer 1/5, a través de un homogenizador de vidrio “Dounce”
impactandolo 20 veces.

Las muestras fueron mezcladas (agitadas) durante 10 min, centrifugadas a
10.000 g durante 20 min a 4°C y divididas en alicuotas de 500 pl del homogenado en

tubos eppendorf. Estas muestras fueron almacenadas a — 80°C, hasta su analisis.

Homogenados para GSH y GSSG.

Para realizar los homogenados se diluyeron las muestras en tampdn fosfato de

potasio 0.1 M con 5 mM EDTA a pH 6.76 hasta ajustarlo al 20% (p/v).
Las muestras se homogenaron en el politron, y se mantuvieron en hielo para evitar su
degradacion. Se pipetearon 650 uL de homogenado en un eppendorf y posteriormente
se afiadié el mismo volumen de acido metafosférico (MPA)* al 10%, se mezclaron las
muestras y se mantuvieron en hielo 5 min.

A continuacion, los homogenados desproteinizados fueron centrifugados a
15.000 g durante 30 min a 4°C. Del ultrasobrenadante obtenido se alicuotaron 4
eppendorfs con 250 pL y se congelaron a -80°C.

*NOTA: la concentracion final del MPA era del 5% y el homogenado estaba al 10%

como resultado de la dilucién.

3.5 Cuantificacion de proteinas
La cuantificacion de proteinas se realizd mediante el método de Bradford
(Bradford, 1976), el cual nos permite determinar la concentracién de proteina soluble a

través de la union del colorante acido con la solucion de proteinas, y posteriormente
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midiendo la absorbancia en el espectrofotdometro. Los valores obtenidos se comparan
con una curva estandar de BSA con valores de 0 a 1 pg/mL. En una placa se colocaron
la patron junto con las muestras y a continuacion se prepar0 el reactivo BIORAD
(Cat.N0.500-0006) y seguidamente se leyd la placa en el lector TECAN a 595 nm. A la
hora de realizar los célculos se aplicd la ecuacion de la recta para obtener las
concentraciones en mg de proteina/mL de homogenado.

3.6 Daiio oxidativo y sistemas antioxidantes

3.6.1 Biomarcadores de estrés oxdiativo/nitrativo

A) Proteinas oxidadas (Ensayo AOPP)
Fundamento
El protocolo AOPP (Advanced Oxidation Protein Products) es un bioensayo que

mide directamente la cantidad de proteinas oxidadas en muestras bioldgicas. El
contenido de proteinas oxidadas se determina usando una recta patron de Cloramina- T
estandar (Barsotti et al., 2011). Las muestras o los estandares de cloramina se incuban
con un reactivo iniciador de la reacciéon (que desencadena un proceso de desarrollo de
color). Después de 5 min se para la reaccion con &cido acético y se lee a 340 nm. Los
reactivos que se han utilizado en este protocolo han sido: Cloramina- T estdndar a 100
nM, reactivo iniciador de la reaccion (1.16 M KI), PBS (phosphate buffered saline) y
solucion de parada (&cido acético).
Protocolo

En primer lugar se diluyeron las muestras 4 veces debido a que se encontraban muy
concentradas y a continuacion se prepard la recta patron del ensayo, diluyendo la
solucion estandar de Cloramina-T hasta conseguir una solucién de Cloramina-T 100 pL.
Esta se prepara a partir de la soluciéon de 100 uL de Cloramina-T comenzando por el
punto més alto (VII) y haciendo diluciones a la mitad. En una placa de pocillos se
pipeteo:

v 100 pL de muestra o patron

v 5 uL de reactivo iniciador
v’ Se agité durante 5 min en un agitador de placas

v 10 pL de &cido acético
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+ Se ley6 a 340 nm a temperatura ambiente

Finalmente se expresaron los resultados en uM de Cloramina-T frente al blanco.
Los resultados se expresaran en nmol de proteinas oxidadas por mg de proteinas totales.

B) TBARs
Fundamento

El estrés oxidativo da como resultado la formacion de hidroperéoxidos de lipidos

que son altamente reactivos e inestables. La descomposicion de los perdxidos inestables
derivados de acidos grasos poliinsaturados da como resultado la formacion de muchos
compuestos, como el malondialdehido (MDA), que se puede cuantificar
colorimétricamente después de su reaccion con el acido tiobarbiturico (TBA). Es un
método que se utiliza para la deteccién y el seguimiento de la peroxidacion lipidica y
por lo tanto, se utiliza como un indicador indirecto de estrés oxidativo.
Los niveles de MDA se determinaron en las muestras que contenian tejido cerebral
mediante el método del TBA. En condiciones &acidas y altas temperaturas el MDA
reacciona con el TBA para dar lugar un componente de color rosa que puede
cuantificarse por espectrofotometria (Uchiyama, 1978). Principalmente, en este ensayo
se cuantifica MDA, pero se generan también otros productos durante la peroxidacién
lipidica, generalmente aldehidos, los cuales se agrupan dentro de las siglas TBARS
(sustancias reactivas al acido tiobarbitdrico). Afadir que también mucho del MDA
medido se produce por la descomposicion de los lipoperoxidos formados durante la
etapa de ebullicion a pH &cido, sobre todo si no se han tomado precauciones como
afiadir un quelante de hierro y un antioxidante en este proceso.

Para finalizar, cuando méas grande es el contenido de lipidos en la muestra
bioldgica que se utiliza, mas grande sera la reactividad con el TBA (debido a la
respuesta de ampliacion que se produce al formarse mas peroxidos durante el test), por
el contrario, cuanto méas grande sea la proporcion de antioxidantes en la muestra, mas
bajo seréa el nivel de MDA.

Protocolo

Antes de proceder con el inicio del protocolo se re-disolvio el TBA mediante
agitacion y calor, ademas de preparar la centrifuga a 4°C y el bafio seco a 95°C. Los
reactivos que se utilizaron fueron: solucion de TBA al 1.7%, solucion de MDA 40 uM,
HCI 0.5 N y Butanol-1.
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En primer lugar se realizé el banco de diluciones a la mitad partiendo de una
concentracion méaxima de 10 uM de MDA hasta a 0 uM de MDA. En los tubos
eppendorf se colocaron 50 uL del estandar o las muestras, 5 uLL de HCI 0.5 N y 50 uL
de TBA al 1.7%, y a continuacion se agito. Todos los tubos eppendorf se incubaron en
el bafio seco durante 10 min y una vez finalizo el tiempo se retiraron y se mantuvieron
en hielo durante 5 min para parar la reaccion.

Seguidamente se adicionaron 300 pL de butanol-1 y se volvié a agitar. Después
se centrifugaron las muestras durante 10 min a 2000 rpm y a 4°C. La fase butandlica
superior se leyé mediante fluorometria a una longitud de onda de 515 nm de emisién y
548 nm de excitacion.

C) Nitritos totales
Fundamento

El 6xido nitrico (NO) es un neurotransmisor atipico que no se encuentra
almacenado en vesiculas y regula la vasodilatacion y permeabilidad vascular; es
sintetizado a partir del complejo enzimatico NO sintetasa (NOS) con una vida media de
aproximadamente 40 s (Figura 11). Dicho proceso necesita 5 cofactores adicionales
(FMN, FAD, Heme, Calmodulina y tetrahidrobioproteina) y dos cationes (calcio y
grupo ferroso). Las isoformas neuronales, epiteliales y mitocondriales son dependientes
del Ca++ pero las constitutivas de macrofagos y células endoteliales no lo son (Figueroa
Vega et al. 2008). A pesar de que su vida media es corta, especialmente cuando hay
presencia de macrofagos, grandes cantidades de NO lideran la interaccion con enzimas
pro-oxidantes que también son catalizadas generando superdxido y como producto final
peroxinitrito (ONOQ). Este es un fuerte radical libre que causa nitracion proteica,
ruptura de puentes de hierro y azufre, nitrosacion de grupos tiol, y nitracion de tirosina;
por tanto hay una disfuncion proteica a partir de una respuesta enzimatica generada por
el NO (Cheny col., 2011).

NO + O ey ONO,” + H* —gp NO;~ + H*
2NO + O ——» N;Oi+ HHO —s NO; + NOy
.\() + \(): _— .\:\)‘ * l{:() _— :"\'()l-

Figura 11: Diferentes reacciones del NO en procesos de oxidacion
con resultado de Nitritos y Nitratos.
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Los productos finales de las interacciones de NO son nitrito (NO) y nitrato
(NOs), tedricamente la cantidad de cada residuo en organismos vivos debe sumar el
total del NO que se tenia al inicio de la reaccion.

Protocolo

El valor de los nitritos totales (NOx, nitritos+nitratos) fue utilizado como marcador de
los niveles de produccién de NO mediante el método de Griess (Ricart-Jané y col.,
2002). En soluciones acusoas el NO se degrada rapidamente a nitrito y nitrato. Asi,
mediante reduccion todo nitrato es transformado en nitrito, que en medio acido es
convertido en &cido nitroso. Este Gltimo, reacciona con la sulfanilamida y seguidamente
con el N-(1-naftil)-etilenediamino produciendo un cromodforo cuya absorbancia es
medida a 540 nm de longitud de onda en un espectrofotometro UV-1603 Shimadzu

(Kyoto, Japén).

Oxido nitrico sintasa (NOS)

Para determinar la presencia de los diferentes miembros de la familia NOS, se
observo en este estudio la expresion de la NOS inducible (iINOS) o NOS-2 y la xxx
eNOS o NOS-3 por la técnica de Western Blot, cuyoprotocolo serd descrito en el

correspondiente apartado.

3.6.2 Determinacion de actividades enziméticas
A) Superoxido dismutasa (SOD)
SOD es una metaloenzima que cataliza la conversion del radical superéxido
(027) en H,0, y oxigeno molecular.
SOD

2H" +2 0y ————— H,0,+ 0,

Para determinar la actividad de la SOD se utilizo la alicuota de homogenado que
se reservo para ello a -80°C el dia que se homogeneizo el tejido cerebral. En primer
lugar, se realiz6 un ensayo preliminar para establecer la concentracion de proteina
adecuada para que la reaccién enzimatica se correspondiera con la parte lineal de la
curva patron. Luego se realizo la cuantificacion de proteinas de las muestras mediante el

método de Bradford para poder diluir las muestras con tampon GR (50 mM de fosfato
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de sodio, 1 mM EDTA a pH 7.5) para obtener una concentracion deseada de proteinas
de 0.8 pg/uL.
Protocolo

Para la determinacion de la actividad de SOD se utilizd un kit comercial de
Arbor Assay. Este ensayo mide la actividad de todos los tipos de SOD. La recta patron
contenia valores de 4 a 0 (U/mL) y junto con las muestras se colocaron en placas
transparentes de 96 pocillos, y justo antes de realizar la pre-lectura a 450 nm en el lector
de placas TECAN se afiadieron 50 pL de sustrato. A continuacién se afiadieron 25 uL
de xantina oxidasa y se dejé incubar a temperatura ambiente durante 20 min. Las
lecturas se realizaron a 450 nm en periodos de tiempo de cinco min y durante un tiempo
total de 15 min y a una temperatura de 20 °C.
La actividad enzimatica se correspondioé con una curva logistica de cuatro parametros.
Los resultados se analizaron mediante el programa Reader Fit usando los datos de la
actividad enzimética del patrén para el ajuste. Finalmente se expresaron por mg de

proteina.

Determinacion de la actividad de la glutation reductasa (GR)

La glutation reductasa es una flavoproteina que se encuentra localizada en el

citosol y su funcion principal es mantener los niveles intracelulares de GSH. GR
cataliza la reduccion de GSSG, utilizando NADPH como cofactor, dando lugar a dos
moléculas de GSH. Esta enzima es esencial para el ciclo redox GSH, ya que mantiene
niveles celulares adecuados de glutation reducido. Un cociente alto de GSH/GSSG es
esencial para la proteccion contra el estrés oxidativo.
Para cuantificar la actividad de GR se utilizé la alicuota correspondiente que se reservé
a -80°C el dia que se homogeneizé el tejido cerebral. En primer lugar, se realizé la
cuantificacion de proteinas de las muestras mediante el método de Bradford para poder
diluir las muestras con tampén GR (50 mM de fosfato de sodio, 1 mM EDTA a pH 7.5)
y asi obtener una concentracion de proteinas de 4 mg/mL.

El objetivo de la técnica es determinar la actividad del enzima GR que cataliza
esta reaccion:

Glutation Reductasa
GSSG + NADPH + HY ———» 2 GSH + NADP
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La oxidacion de NADPH a NADP® se acompafia con un descenso en la
absorbancia a 340 nm y es directamente proporcional a la actividad de GR en la
muestra.

Protocolo

La determinacion de su actividad se realizd con un kit comercial de Cayman
Chemical (USA). Tanto a la recta patron como a las muestras se les afiadi6 NADPH
justo antes de proceder a su lectura. Las lecturas se realizaron a 340 nm a intervalos de
un min y durante un tiempo total de 5 min.

La actividad de la enzima GR se calculé mediante la siguiente formula:
Actividad GR (nmoles/min/mL)= AAbs 240/min  x 0,19 mL x dilucién de la
muestra 0,00373 uM™ 0,02 mL

Determinacion de la actividad de la glutation peroxidasa (GPx)

Existen dos formas de GPx: una dependiente de selenio y otra no dependiente de
selenio. En este ensayo solo se cuantifico la actividad de la GPx dependiente de selenio.
La enzima GPx cataliza la reduccién de hidroperdxidos, incluyendo peréxido de
hidrogeno, a través de glutation reducido y su funcion principal consiste en proteger a la
celula frente al dafio oxidativo. Todas las enzimas de GPx son tetrAmeros de cuatro
subunidades idénticas, excepto la GPx fosfolipido hidroperdxido que es un mondmero.
Cada subunidad contiene una selenocisteina en el sitio activo que participa en la
reduccion de los dos electrones del sustrato, en este caso el perdxido. La enzima utiliza
el glutation como un donador final de electrones para regenerar la forma reducida de la
selenocisteina.

Para cuantificar la actividad de GPx a partir del homogenado de tejido
cerebral,en primer lugar se realiz6 la cuantificacion de proteinas de las muestras
mediante el método de Bradford para poder diluir las muestras con tampén GR (50 mM
de fosfato de sodio, 1 mM EDTA a pH 7.5) y asi obtener una concentracion deseada de
proteinas de 4 mg/mL.

Este ensayo mide la actividad de la enzima indirectamente a través de una reaccion
acoplada con glutation reductasa. El glutation oxidado (GSSG), produce la reduccién
del hidroperoxido mediante GPx, y GR mediante NADPH lo recicla a su estado
reducido (GSH).
Glutation Peroxidasa
R-O-O-H + 2 GSH » R-O-H+ GSSG + H,0
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Glutatién Reductasa
GSSG + NADPH + H* » 2GSH + NADP*

La oxidacion de NADPH a NADP" esta acompafiada con un descenso de su

absorbancia a 340 nm.

Protocolo

La determinacion de su actividad se realizd con un kit comercial de Cayman
Chemical (USA). Tanto a las diluciones de la recta patron como a las muestras se les
afiadié hidroperoxido de cumeno antes de proceder con las lecturas, las cuales se
realizaron a 340 nm a intervalos de un min y durante un tiempo total de 5 min.
La actividad de la enzima GR se calculé mediante la siguiente formula:
Actividad GPx (nmoles/min/mL) = AAbs 340/min  x 0,19 mL x dilucién de la
muestra 0,00373 uM™ 0,02 mL

Determinacion de los niveles de GSH y GSSG
Fundamento

El glutatién, principal antioxidante no enzimatico del organismo, es un

tripéptido que estd compuesto por los aminoacidos cisteina, acido glutdmico y glicina.
Segun su estado de oxidacion, puede encontrarse en su forma reducida (GSH), que es la
forma activa, o en su forma oxidada (GSSG). La forma reducida, a través de su grupo
sulfhidrilo del residuo de cisteina, ejerce un papel protector frente a ROS.
Los niveles de GSH y GSSG se determinaron de acuerdo al método descrito por Hissin
(1976). Este método se basa en la capacidad del fluor6foro o-ptaldehido (OPT) para
reaccionar con aminas primarias de grupos tiol, generando un producto que emite
fluorescencia y que se mide a una longitud de onda de excitacion de 350 nm y emisién
de 420 nm.

GSH reacciona de forma inespecifica con OPT a pH 8.0 mientras que el GSSG
lo hace a un pH de 12. Para prevenir esta conversion, en la determinacion de GSSG, se
afade a cada muestra N-etilmaleimida (NEM) que reacciona con GSH para formar un
complejo estable. De esta forma se obtienen valores reales de GSSG y asi se obvia la
oxidacion de GSH a GSSG que se produce a pH superiores de 8 (Hissin, 1976).

90



Materiales y Métodos

Determinacion de GSH

En primer lugar, se diluyé a 1/50 la solucion GSH 10 mM con tampdn fosfato de
sodio 0.1 M (0.2 M NaH,PO, + 0.2 M Na,HPO, + 0.005 M EDTA a pH 6.8) para
obtener una solucién de GSH 200 uM. Se agitd y se mantuvo en hielo. A continuacion,
se diluyé la solucion de GSH 200 mM, y la muestra 1/10 con el tampdn fosfato de sodio
0.1 M. Se realiz0 la recta patron que contenia valores de 0 a 1 nmol de GSH. Para medir
los valores de GSH, se adicionaron 100 uL de la muestra, 100 uL de tampon fosfato de
sodio y 40 uL de una solucién OPA (concentracion 1 mg/mL en metanol) y se mantuvo
la placa en incubacion durante 15 min a temperatura ambiente. La fluorescencia se
midi6é a una longitud de onda de excitacion de 350 nm y a una longitud de onda de

emision de 420 nm.

Determinacion de GSSG

El mismo dia del ensayo, se diluyé la soluciéon GSSG 1 mM con NaOH 0.1 N
para obtener una solucion de GSSG 50 uM. Se agito y se mantuvo en hielo. Se tomaron
100 pL del stock diluido GSSG 50 uM o del sobrenadante de la muestra y se mezclaron
con 40 puL de NEM. Se dejo incubar la mezcla durante 20 min a temperatura ambiente.
A continuacion se diluyé la muestra 1/10 con tampén NaOH 0.1 M y se agito. Se
realiz6 la recta patron que contenia valores de 0 a 0.25 nmol de GSSG. Para medir los
valores de GSSG, se cargaron 200 uL. de muestra en cada pocillo y se midio la
fluorescencia en una longitud de onda de excitacion de 350 nm y a una longitud de onda

de emision de 420 nm.

Célculos

Los niveles de GSH y GSSG en cada una de las muestras se determinaron por
interpolacion de sus correspondientes valores de fluorescencia y de sus rectas patron a
partir de concentraciones conocidas de GSH y GSSG. Las cantidades de GSH y GSSG,
expresadas en nmoles, se normalizaron por la cantidad de proteina de cada muestra. Los
resultados se expresaron mediante el coeficiente GSH/GSSG. En una situacion de estrés
oxidativo, la concentracion de glutation oxidado se encuentra aumentada y se altera el

estado redox del glutation, disminuyendo el coeficiente GSH/GSSG.
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3.7 Homogenizacion del tejido para Western blot

Los cerebros se lavaron con solucién amortiguadora de lisis (RIPA) pH 7,5 (50
mM de Tris a pH 7,4, 150 mM de NaCl 150 mM, 1% de DOC, 0,1% SDS, 1% de Triton
X-100 y NaF 5mM), con coctel inhibidor de proteasas (1:25) (que contiene aprotinina,
leupeptina, pepstatina, dithiothreitol, iodoacetamida, flourido de fenilmetilsulfonil y
ortovanadato de sodio; Sigma). El tejido se homogenizd pulverizdndolo primero con
nitrégeno liquido en mortero y después usando un homogenizador de vidrio con
capacidad para 5 ml en solucion buffer de RIPA (1:5). Los extractos se limpiaron por
centrifugacion a 12.000 g durante 20 min a 4 °C. Y el sobrenadante conteniendo el total
de proteinas fue separado en alicuotas de muestras preparadas que se mantuvieron

congeladas en -80 °C hasta su analisis por Western blot.

3.7.1 Analisis de Western blot

La concentracion de proteinas de los lisados preparados previamente fue
determinada por el método Bradford (1976) usando un espectrofotdémetro TECAN.

A partir de dichos lisados de cerebro de las ratas, se tomaron 50 pg de proteinas
extraidas y se les adicioné un volumen de buffer Laemli SDS 3x (0,125 M Tris-HCI
(pH 6.8), 2% SDS, 10% glicerol, 0,001% azul de bromofenol y 5% 2-mercaptoetanol),
correspondiente al 10% del peso humedo de la muestra. Tras centrifugar el lisado
durante 15 min a 4°C, el sobrenadante fue mezclado con tampon de carga SDS 1x
(dodecil sulfato de sodio) y calentado durante 5 min a 95°C. A continuacién, las
muestras se cargaron en geles de poliacrilamida 8-15% (Acrilamida: N,N"-Metilene-bis-
acrilamida, Cat. #161-0154; Bio-Rad Laboratories, USA) después de dejar enfriarlas.
Paralelamente se cargd un marcador de peso molecular (rango 10-250kDa; Cat. #161-
0373, Bio-Rad, USA). La electroforesis se realizd a un voltaje constante de 125V
durante 1,5 h (Tampon de electroforesis: Tris 125 mM, Glicina 1,25 M, SDS 0,5%) y
posteriormente las proteinas del gel se transfirieron a una membrana de PVDF
(Polyvinldene fluoride) (Immobilon-P, poro 0,45 pum, Milipore, Bedford, MA, USA)
durante una noche a 4°C y a un voltaje constante de 35 V (Tampdn de transferencia:
Tris 25 mM, Glicina 190 mM, Metanol 20%). Con las membranas se aplico el siguiente

protocolo:
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- PBS 3 lavados de 10 min
- Solucidn de bloqueo 10% 2 h a temperatura ambiente
(leche descremada en polvo 5 - 10% en PBS-Trit6n® X100 0,05% (PBST)
- PBST 3 lavados de 10 min
- Solucion de bloqueo a 5% con 2 h a temperatura ambiente o toda la

noche a 4°C con el anticuerpo primario

- PBST 3 lavados de 10 min

- Solucion de blogueo a 5% con el 90 min a temperatura ambiente

anticuerpo secundario

- PBST 3 lavados de 15 min

- Revelado:

Para revelar las membranas se utilizd un substrato de quimio-luminiscencia
utilizando un kit comercial (Pierce ECL WB Substrate, Thermo Scientific, Alcobendas,
Spain) al cual se expusieron las membranas por 1 min, tras lo cual se colocaron dentro
de un casete para revelado de filmes de Rayos X. En un cuarto oscuro la membrana
estuvo en contacto con el film fotosensible (Medical X-ray film, Kodak, Spain) por un
periodo entre 10 s y 5 min antes del revelado. Las bandas mostraron un patrén segun el
anticuerpo utilizado, fueron escaneadas en matices de gris y sometidas a analisis
densitométrico que se realiz0 mediante el software Image-J (National Institutes of
Health, Bethesda, MD, USA). Los valores encontrados de la proteina B-Actina fueron
evaluados para cada membrana, y se utiliz6 como control de la cantidad de proteina
utilizada por la técnica a presentada. Las membranas que fueron reutilizadas pasaron
por una solucion de stripping (Restore Western Blot Stripping Buffer, Thermo
Scientific, Alcobendas, Spain) e incubadas durante 10 min en agitacién a temperatura

ambiente.
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Listado de Anticuerpos

Anticuerpos Referencia y casa comercial Diluciéon
Primarios
anti-HIF-1a sc-10790, Santa Cruz * 1:400
anti-eNOS sc-654, Santa Cruz * 1:400
anti- iNOS sc-8310, Santa Cruz * 1:400
anti-Citocromoc sc-13561, Santa Cruz * 1:100
anti-AlF sc-9416, Santa Cruz * 1:200
anti- Cleaved Caspasa3 #9661S, Cell Signaling 1:1000
anti-NF-kBp50 sc-33022, Santa Cruz * 1:400
anti-Epo sc-795216, Santa Cruz * 1:300
anti-VEGF sc-152, Santa Cruz * 1:200
anti-HSP70 sc-1060, Santa Cruz * 1:200
anti-HSP27 sc-1048, Santa Cruz * 1:200
anti- B-actina sc-130656, Santa Cruz * 1:400

*Santa Cruz, Biotecnologia, CA, EE.UU

Secundarios

Goat Anti-rabbit IgG-HRP 111-035-003, Jackson Immuno Research ~ 1:60.000
Goat Mouse 1gG-h+1 HRP A090-116P, BETHYL laboratories 1:15.000
Rabbit Anti-Goat IgG-HRP sc-2768, Santa Cruz Biotecnologia 1:10.000

Tabla 1: Anticuerpos y diluciones utilizadas para la realizacion de los Western blot.

3.8 Inmunohistoquimica

3.8.1 Obtencion de las muestras

Las ratas fueron anestesiadas y perfundidas transcardialmente con
paraformaldehido al 4% en solucion salina tamponada-fosfato (PBS, pH 7.4)
inmediatamente después de pasar por la hipoxia y re-oxigenacion segun el
correspondiente grupo experimental: Control, H, RO-1 y RO-2 en el Experimento 1; y
Control, HS, HHI, HHI + HS en el Experimento 2.
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Los cerebros fueron extraidos y fijados en la misma solucién de formaldehido por
16-18 h. Luego se crio-protegieron con tampon fosfato que contenia un 20% de sacarosa
durante toda la noche y finalmente se cortaron en secciones coronales de 40 micras en
un micrétomo de congelacion. La inmunohistoquimica se realizo siguiendo el método
de “free-floating” y usando un agitador orbital Titramax 100 (Heidolph-Elektro GmbH
& Co KG, Kelheim, Germany). Se realizo la inmunodeteccion de las proteinas NF-kB,
AIF, Caspasa3, VEGF, HSP27 y GFAP segun el protocolo siguiente:

- PBO,AM,pH 7,2 3 lavados de 5 min para retirar

la solucion crioprotectora
- PBS 2 lavados de 5 min

- H»0,0,05%, Metanol 10% en PBS 30 min en la oscuridad con el fin

de inactivar la peroxidasa endogena.

- PBS 3 lavados de 5 min

- PBS- Triton® X 100,01% (PBST) 3 lavados de 5 min

- Solucion de bloqueo 2 h a temperatura ambiente
» 10% FBS

» 0,2mM glicina

» Triton® X 100,01% en PBS gelatina 0,2%
- PBS 3 lavados de 5 min
- Solucion con el anticuerpo primario 1 noche a 4°C

En solucidon con: 5% de FBS Triton® X 100,01% en PBS gelatina 0,2%.

e Mouse anti-AlF (dilucion 1:300; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz CA)

e Rabbit anti-Cleavead Caspasa3 (dilucion 1: 3000; Cell Signaling Inc. (Beverly,
MA, USA)

e Rabbit anti-NF-kB (1:500; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz CA)

e Rabbit anti-VEGF (dilucién 1:300; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz CA)
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Goat anti-HSP27 (dilucion 1:250; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz CA)
Rabbit anti-GFAP (dilucion 1:1000; DAKO, Glostrop, Denmark)

PBS 3 lavados de 10 min

Solucion con el anticuerpos secundarios 2 h a temperatura ambiente

5% FBS Triton® X 100,01% en PBS gelatina 0,2%.

Se utilizaron tres anticuerpos secundarios en funcion de la especie donde se produjeron

los anticuerpos primarios:

Goat anti-Rabbit biotinilado (dilucion 1:200; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)

Horse anti-Mouse biotinilado (diluciéon 1:200; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)

Rabbit anti-Goat biotinilado (dilucion 1:200; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)

PBS 4 lavados de 5 min
Solucion ABS (abidin-biotin complex) 2 h a temperatura ambiente
» 5% FBS
» Triton® X 100,01%
» en PBS gelatina 0,2%
» Advina (dilucién 1:400, Vector Labs, USA)
» Biotina (dilucion 1:400, Vector Labs, USA)
PBS 4 lavados de 5 min
Revelado

Solucion de Revelado:
» Diamininobenzidina (DAB) 0,05%

» H2020,01%, en PB 0,1M, pH7,2
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Materiales y Métodos

- PBS0,AM,pH 7,2 5 lavados de 5 min
- Montaje de los cortes en portas gelatinizados

- Dejar secar

- Agua desionizada 5 min
- Etanol 70% 5 min
- Etanol 80% 5 min
- Etanol 90% 5 min
- Etanol 96% 5 min
- Etanol 100% 5 min
- Xilol 5 min

Finalmente se hacia el montaje con Eukitt® o DPX. Las secciones se fotografiaron
usando un camara digital (Leica DFC 490) acoplada a un microscopio (Leica DM

6000B) a un aumento de 2x, 4X y 10X, y las imagenes fueron digitalizadas.

3.9 Analisis estadistico

Para la comparacion estadistica se utilizd el programa estadistico SPSS17.0®
(SPSS Ibérica, Madrid, Espafia) para Windows. Se emple6 un test de normalidad de
Kolmogorov-Smirnov para evidenciar la distribucion normal de los valores medios de
las muestras evaluadas. Fue utilizado el test paramétrico one way ANOVA vy el analisis
post hoc usando el test de Bonferroni para la realizacion de los tests de hip6tesis de
comparacion entre los grupos. Fue considerado como significativo para la no aceptacién
de la hipdtesis nula un valor de p<0.05. Los resultados de los niveles de las proteinas
evaluadas fueran expresados como media + error de la media (SEM). Para la
comparacion entre dos grupos fue aplicado el test t de Student. Por su parte, el estudio
de la existencia de posibles correlaciones entre variables fue realizado mediante la

prueba de Pearson.
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4. Resultados

Para el desarrollo de esta tesis planteamos dos grupos de experimentos. En el
primero, (experimento 4.1) caracterizamos el efecto en el cerebro de ratas expuestas a
una hipoxia respiratoria aguda (6 horas) severa (FiO, = 7% de O,) seguido de un
periodo de re-oxigenacion de 48 h. Valoramos el estrés oxidativo e indicadores de la
disfuncion mitocondrial y de apoptosis. En el segundo, caracterizamos el efecto de la
exposicion intermitente a hipoxia hipobarica aguda (4 h) moderada (altitud simulada de
4.000 m sobre el nivel del mar) en el cerebro y el efecto de la exposicién a hipoxia
hipobarica intermitente sobre el efecto de la exposicion a hipoxia respiratoria aguda

severa.

4.1 Experimento 1: Ratas expuestas a hipoxia normobarica aguda (6 h)
severa (7% FiO,) con diferentes tiempos de re-oxigenacion (0 horas, 24 horas y 48

horas)

4.1.1 La exposiciéon a hipoxia respiratoria aguda severa causa hipoxia en el
cerebro

Un experimento preliminar era realizado para determinar la eficacia del
protocolo de hipoxia descrito en inducir hipoxia en el cerebro.

Un grupo de 5 ratas eran previamente anestesiadas con halotano (4%) y
canuladas en la arteria femoral izquierda. Cuatro dias después de la canulacion, se
obtenian muestras de sangre en normoxia y a las 4 h de exposicion a hipoxia
normobarica severa (7% deO,). El contenido de gases (PaO,y PaCQO,), la saturacion de
oxigeno Yy el pH en la sangre arterial eran determinados desde la sangre arterial de cada
muestra usando ABL 510 (Radiometer, Dinamarca).

Los resultados (Tabla2) muestran que la exposicién a las condiciones de hipoxia
resefiada provoca una disminucion significativa en la presion de O, (PaOy) y en la
saturacion de O, (Sa0.) en la sangre arterial. Estos valores confirman que la exposicién

a la hipoxia descrita causa una hipoxia tisular severa.
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Normoxia Hipoxia
Hematocrito % 37+23 38+2
PaO2 (mmHg) 105+ 3 46 + 3 ***
Sa0z ) 99 +1 52 + 2 *x*
PaCO, (mmHg) 43+2 25+ 2 **
pH 7.35+£0.03 7.30+£0.1

Tabla 2: Parametros biologicos de ratas sometidas a 7% de FiO, (H) y del grupo
normoxia (FiO, de 20,93%). Representan la Media + Desviacion Estandar de la Media
(DEM) obtenidas a partir de 5 muestras en cada caso. La confianza estadistica esta
valorada mediante test post hoc Bonferroni, siendo **p < 0.01 respecto al control. ** p
<0.01y*** p<0.001.

Deteccion de la expresion de HIF-1a

Para corroborar con estos resultados y confirmar que el cerebro estuvo expuesto
a la hipoxia, se analizo la expresion de HIF-1 en el cerebro de los animales, tanto de
control como de hipoxia. Los resultados muestran que la exposicion de 6 h de hipoxia
severa (7% FiO2) causa un aumento significativo de los niveles de HIF-1 en el cerebro

de ratas hipoxicas frente a cerebro de ratas de normoxia (Figura 12).

HIF-1 a

(A)
Control H

-Actina : 43KDa
P e
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Figura 12: — Expresion de los niveles de HIF en el cerebro de ratas expuestas a hipoxia
severa (H). (A) Western Blot para la deteccion de la expresion de la proteina HIF1-a, expresion
relativa del fragmento de 130KDa respecto a la banda que corresponde a HIF1- a. (B)
Representacion grafica de los grupo control y H, en condiciones de normoxia existe un nivel
basal de la proteina en las células cerebrales, pero una vez estas células experimentan un
fenémeno hipoxico, su expresion aumenta hasta niveles significativos (0.89+0.08 control y
2.21+0.26 H valores relativos de proteinas). Con lo que queda demostrado que en este estudio
que las células cerebrales experimentaron hipoxia. La B-actina se utiliz6 como control interno

para la concentracién de proteinas. Los valores estan expresados por DEM ***p <0.001.

4.1.2 Marcadores de Estrés Oxidativo: La hipoxia aguda severa causa estrés
oxidativo en el cerebro.

Las neuronas son muy susceptibles al estrés oxidativo (Wang y Michelis,

2010). La alteracion del equilibrio pro-oxidantes/antioxidantes puede llevar al dafio

celular, entre otros mecanismos por el aumento de la peroxidacion de lipidos, oxidacién

de proteinas y aumento de los niveles de 6xido nitrico en el tejido cerebral.
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TBARS

La hipoxia aguda severa induce a un incremento significativo (p <0.001)
en los niveles de  TBARS, un indicador de la peroxidacion de lipidos (Chen y col.,
2009) inmediatamente después de la exposicion hipoxia (0.505 £ 0.05 nmol / mg de
proteina en el grupo H vs. 0.292 + 0.03 nmol / mg de proteina en el grupo control)
(Figura 13 ), mientras que los valores de TBARS después de 24 h (RO-1) y 48 h (RO-2)
de re-oxigenacion (0.334 = 0.036 nmol/ mg de proteina y 0.316 + 0.009 nmol/ mg de
proteina, respectivamente) no mostrd diferencias significativas en comparacion con el
grupo control. Los resultados indican que la exposicion a la hipoxia induce un aumento
de la peroxidaciéon de lipidos en el cerebro que disminuye a valores de normoxia

después de 24 h y 48 h de re-oxigenacion.

0.6
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TBARS mol.mg prot-1

0.1

0.0

H RO-1 RO-2

Figura 13. Efecto de la hipoxia y la reoxigenacion en la peroxidacion lipidica en
homogenado de tejido cerebral indicando un aumento significativo en el grupo H,
inmediatamente después del protocolo de hipoxia aguda aplicado. Los valores estan expresados

estadisticamente por la media £ DEM, siendo **p < 0.01. (n=6).

Oxidacion de Proteinas: Valoracion por AOPP

El aumento de radicales libres pueden causar la oxidacion de proteinas
estructurales. Para valorar el dafio oxidativo a las proteinas de los homogenizados de
cerebro, se aplico la determinacion del protocolo AOPP (Advanced Oxidation Protein

Products), un bioensayo que mide directamente la cantidad de proteinas oxidadas en
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muestras biologicas. La hipoxia causa un aumento significativo en los niveles de
proteinas oxidadas con relacion al grupo control (78.8 + 3.13 vs. 45.85 + 4.27 nmol/mg
de proteina en el grupo H y grupo control respectivamente), mientras después de 24 h
(RO-1) y de 48 h (RO-2) de re-oxigenacion hay una reduccion significativa de los
niveles de proteinas oxidadas (proteina 55.4 + 3.0 y 52.7 * 1.5 nmol/mg,
respectivamente) con relacion a la hipoxia (H) (78.8 + 3.13 nmol/mg de proteina)
(Figural4).

90.0
80.0 T
70.0
60.0
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40.0
30.0
20.0
10.0

0.0

AOPP nmol.mg prot-1

H RO-1 RO-2

Figura 14:. — La hipoxia (H) aumenta la oxidacion de proteinas en el cerebro mientras
gue la re-oxigenacion después de 24 h (RO-1) y 48 h (RO-2) reduce la oxidacién de las
proteinas. La oxidacion de proteinas es determinada valorando el contenido de AOPP. Los
valores estan expresados estadisticamente por la media + DEM, siendo *p < 0.05. (n=6).

Los resultados de los marcadores de estrés oxidativo tisular AOPP y TBARS
demuestran que la exposicion a la hipoxia aguda causa estrés oxidativo y que después

de 24 h y 48 h de re-oxigenacion los efectos de la hipoxia retornan a los valores basales.

Formacion de 6xido nitrico

Durante el estrés oxidativo, el superéxido formado principalmente
durante el transporte de electrones en la mitocondria, si no es catalizado por la SOD,
puede reaccionar rapidamente con el NO y formar peroxinitrito, un radical muy
reactivo capaz de oxidar sustratos bioldgicos (Lipton y col., 1993; Quijano y col., 1997
y dafar a las mitocondrias (Heales y Bolafios, 2002). EI NO es un radical libre que tiene

una vida media corta debido a su reactividad con otros componentes intracelulares, tales

105


Fotocopias
Texto escrito a máquina

Fotocopias
Texto escrito a máquina
*

Fotocopias
Texto escrito a máquina


Resultados

como el radical superéxido (O,""). La reaccion entre el NO y O," causa la formacion
del anion peroxinitrito (ONOQ"), que es citotoxico (Lipton y col., 1993).

Puesto que el NO tiene una vida media muy corta, para su cuantificacion
es aceptado cuantificar los productos finales de su reacidn, nitritos y nitratos (NOXx). Los
niveles de dxido nitrico que se obtuvieron presentan valores significativos en todos los
grupos respecto al grupo control (Figura 15). La hipoxia (H) induce un aumento
significativo (p <0.01) de los niveles de nitrito y nitrato (NOx) (8.163 + 0.38 nmol/ mg
de proteina vs 11.549 £ 0.83 nmol/mg de proteina en grupos de control y en el grupo H,
respectivamente). Después de 24 h (RO-1) y 48 h de la re-oxigenacion (RO-2) el

contenido de NOx volvio a los valores basales (Figura 15).
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Figura 15: La hipoxia induce un aumento de los niveles de derivados de 6xido nitrico (NOx)en
el cerebro que es reducido durante la reoxigenacién. La concentracion de nitritos y nitratos era
determinada con metabolitos del NO.Valores de NOx expresados en la media £ DEM, siendo
respecto al **p < 0.01. (n=6).

4.1.3 Actividad Antioxidantes

El estrés oxidativo es el resultado de un desequilibrio entre elementos
antioxidantes y oxidantes. Los ROS son generados continuamente durante el
metabolismo oxidativo en la cadena de transporte electronico mitocondrial. Para evitar
el efecto toxico de los ROS, las células disponen de mecanismos antioxidantes que en

condiciones fisiologicas mantienen la homeostasis redox celular. Los principales
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antioxidantes en las neuronas son las superoxido dismutasas (SODs) y el sistema
glutation.

El primer ROS que se forma durante el metabolismo oxidativo es el ion
superéxido (0O,"). Las SODs neutralizan el O,"" a perdxido de hidrégeno (H.O,). La
hipoxia causa una disminucion significativa de la actividad de la SOD (1.52 + 0.09
U/mg de proteina en el control vs. 1.10 £ 0.05 U/mg de proteina en el grupo H) (Figura
16). La disminucion de la actividad de la SOD se mantenia a las 24 h de reoxigenacion
(RO-1) (1.08 £ 0.10 U/mg proteina) para recuperar los valores basales después de 48h
de reoxigenaxion (RO-2) (1.69 £ 0.15 U/ mg de proteina).

1.8
1.6 T T
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Figura 16: La hipoxia causa una reduccion de la actividad de la SOD en el cerebro. La
reduccion se mantiene después de 24 h de re-oxigenacion y recupera la actividad normal a las
48 h de reoxigenacion. Siendo significativo en los grupos H y RO-1 cuando comparados al

grupo control. Valores de SOD son expresados en la media + DEM, siendo *p < 0.05. (n=6).

Sistema Glutation

El sistema de glutation es especialmente importante para la defensa celular
contra ROS. La forma reducida de GSH, un importante antioxidante intracelular en el
cerebro, reacciona no-enzimaticamente con radicales (R®) convirtiéndose en la forma
reducida (GSSG) y es el donante de electrones para la reduccion de perdxidos (ROOH)
en la reaccion catalizada por el enzima glutation peroxidasa (GPx). GSH es regenerada

desde GSSG por el enzima glutation reductasa (GR) que usa NADPH como cofactor.
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GSH nmol.mg prot-1

La exposicion a la hipoxia respiratoria induce en el cerebro una disminucion en
los niveles de la forma reducida de GSH en un 29% (1.55 + 0.07 nmol / mg de proteina
en el grupo control frente a 1.08 + 0.04 nmol/mg de proteina en el grupo H) (figura
17A), mientras que la forma oxidada GSSH muestra un ligero aumento (Figura 17B)
que conduce a una disminucion en la relacion GSH /GSSG (1.63 + 0.05 nmol/mg
proteina en el grupo control frente a 0.94 + 0.08 nmol/mg proteina en el grupo H
(Figura 17C). Después de 24 y 48 h de reoxigenacion hay una recuperacion de los
valores de GSH. La relacion GSH/GSSG disminuida durante la hipoxia también tiende
a recuperarse durante la re-oxigenacion después de 48h (RO-2) logrando valores
similares a los niveles basales (1.64 + 0.073 y 1.62 £ 0.046 nmol / mg de proteina)
grupo RO-2 y Control respectivamente. (Figura 17C.)

La GPx puede contribuir a la oxidacién de GSH por radicales peroxidos. Hay
una tendencia a disminuir la actividad GPx no significativa durante la hipoxia que
aumenta a las 24 h de re-oxigenacion (RO-1) y es significativa a las 48 h de re-

oxigenacion (RO-2) (Figura 18).
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(C) GSH/GSSH

2.0
1.8
1.6
1.4
1.2
1.0
0.8
0.6
0.4
0.2
0.0

GSH/GSSG nmol.mg prot-1

Control H RO-1 RO-2

Figura 17: (A) hipoxia causa una disminucion significativa de los niveles de GSH.
Después de 24 h (RO-1) y 48 h (RO-2) los niveles de GSH no difieren de los niveles de GSH en
los animales normoxicos. *p<0.05 de H vs control (B) La hipoxia causa un ligero aumento no
significativo de los niveles de GSSG que se mantiene después de 24 h de re-oxigenacion. (C)
La hipoxia induce una reduccion significativa de la relacion GSH/GSSG con relacién a la del
grupo control que se mantiene después de 24 h de reoxigenacion (RO-1) y retorna a valores
normales a las 48 de re-oxigenacion. *p<0.05 RO-1 vs control; **p<0.01 H vs control. Los
datos expresan nmol/mg proteina. Los valores estan expresados estadisticamente por la media +
DEM (n=6), siendo *p<0.05, ** p<0.01.
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GPx
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Figura 18: La hipoxia induce una disminucion significativa de los niveles de GPx
después de 48 h de reoxigenacion (grupo RO-2) . Después de 6 h de hipoxia (grupo H) y de 24 h
de reoxigenacion (grupo RO-1) no hay cambios significativos en relacién con el grupo control.

Los valores estan expresados estadisticamente por la media = DEM (n=6), siendo *p<0.05.

GR

Otra enzima implicado en el mantenimiento del sistema glutation es la glutation
reductasa (GR), encargada de la recuperacion del nivel de GSH desde GSSG. La
hipoxia induce una reduccidn de la actividad del 34% (6.56 + 0.2 mU/mg de proteina en
el grupo control frente a 4.39 + 0.2 mU / mg de proteina en el grupo H) (Figura 19).

Durante la re-oxigenacion la GR vuelve a valores normales.
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Figura 19: La hipoxia induce una disminucion de los niveles de GR. Después de 24 h
y 48h de re-oxigenacion los niveles vuelven a los valores normales. Los valores estan

expresados estadisticamente por la media + DEM, siendo *p<0.05. (n=6).

4.1.4 Expresion de Proteinas Inductoras de Apoptosis

Los radicales libres, ademas actuar directamente dafiando macromoleculas
estructurales que pueden llevar a la muerte celular por necrosis, de forma indirecta
pueden también causar dafio en las mitocondrias e inducir la via intrinseca apoptética
que lleva a la muerte celular por apoptosis. Como indicadores de la disfuncion
mitocondrial valoramos la presencia de citocromo ¢ en el citosol y del Factor de
Induccién de Apoptosis (AIF). La caspasa 3 es el principal ejecutor de la via

apoptotica.

Citocromo C

La hipoxia aumenta significativamente los niveles de citocromo c. Despues de
24 h de re-oxigenacion hay una disminucion en los niveles de citocromo ¢ pero que
todavia son significativamente mayores que los niveles de normoxia (grupo control).
Después de 48 h los niveles de citocromo ¢ eran similares a los niveles del grupo

control (Figura 20).
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Figura 20: Expresion de los niveles de citocromo c en el cerebro de ratas expuestas a la
hipoxia y después de 24 h y 48 h de reoxigenacion. (A) Western Blots representativos de la
presencia de citocromo c. B-actina se utiliz6 como control interno para la concentracion de
proteinas.. (B) Andlisis de la densidad dptica de las bandas usando el software Image J. Los
cambios son expresados como cantidades relativas de proteina. Los valores estan expresados

estadisticamente por la media+ DEM (n=6), siendo * p <0.05 ** p < 0.01.

AIF

El Factor Inductor de Apoptosis (AIF) es una proteina normalmente residente en
el espacio intermembrana y se libera al citosol por la mitocondria a causa de alteracion
de la membrana mitocondrial. Después de 6 h de exposicién a la hipoxia no se observan
cambios significativos de los niveles de AIF en el cerebro. Hay un aumento
significativo de los niveles de AIF a después de 24 h de reoxigenacion (grupo RO-1)
con relacion al grupo control y el aumento se mantiene después de 48 h de
reoxigenacion (grupo RO-2. (Figura 21A y B). Estos datos son corroborados con la
valoracion immunohistoquimica. La inmunoreactividad del AIF en cortes coronales del
cerebro, muestra cambios en la expresion de la proteina en los grupos H, RO- 1 y RO-2,

pero el grupo H a presenta algunas neuronas con una morfologia diferente a la de los
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grupos RO-1 y RO-2, principalmente en neuronas de la zona CA3 del hipocampo, el
incremento de expresion se observa principalmente en los cerebros del grupo RO-2

cuando comparado los cortes cerebrales del grupo control. (Figura 21C).
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Figura 21: Deteccion de la proteina AIF. (A) Deteccion de la densidad oOptica del
fragmento de 60KDa respecto a la banda que corresponde a AlIF. La B-actina se utiliz6 como
control interno para la concentracion de proteinas. (B) Resultados de proteina AIF en Western
Blot analizados en Image J indican un aumento de la expresion de la proteina AIF en los grupos
que pasaron por hipoxia, siendo el grupo RO-1 significativo. (C) Cortes cerebrales a nivel
coronal evidenciando cambios celulares en la zona de CA3 del hipocampo. Se evidencian
cambios en la conformacion de célula en el grupo H y mayor expresion de siéntese de la
proteina AIF en el grupo RO-1. . *p <0.05. Barra de aumento 100um.

Actividad de Caspasa3

La cascada apopt6tica iniciada por la liberacion de citocromo ¢ y AlF al citosol
puede activar la cascada de las caspasas, de la que la caspasa 3 es el principal ejecutor.
La hipoxia induce un aumento de la actividad de la caspasa 3 que no alcanza a ser
estadisticamente significativo segin la valoracién por western blot (Figura 22A y B)
debido a la varianza, mientras que el analisis immunohistoquimica demuestra
diferencias en la expresion de la caspasa 3 en la corteza y en la neuronas de CA3 Figura
C). Después de 24 h y 48 h de re-oxigenacion hay un aumento significativo de la
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activida caspasa 3. Los resultados por immunohistoquimica confirman el aumento de la
caspasa 3 en la corteza e hipocampo (giro dentado y CA3).
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Figura 22: Deteccion de los niveles de caspasa 3 en el cerebro de ratas expuestas a la
hipoxia y después de 24 h y 48 h de reoxigenacion. (A) Western Blots representativos de la
presencia de caspasa 3. B-actina indica la cantidad de muestra usada. (B) Analisis de la densidad
Optica de las bandas usando el software Image J. Los cambios son expresados como cantidades
relativas de proteina. Los valores estan expresados estadisticamente por la media + DEM
(n=6), siendo * p < 0.05.
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nivel coronal de las ratas y sus cambios celulares en la expresion de proteina en el hipocampo y

Corteza. Los datos se presentan respecto a la media + SD y presentan cambios significativos en

todos los grupos. p< 0.05. Barra de aumento 100 y 200pum.

4.1.5. Factores de Transcripcion

La célula posee sistemas especificos que la defienden ante cambios controlados
o0 abruptos del contenido de oxigeno y ante los ROS que se encuentran relacionados con
dichos cambios. Dentro de estos sistemas se encuentran factores de transcripcién como
HIF-1y NF-kB.

HIF-1 a

Ante una situacion de hipoxia o alarma de la célula el factor inductor de hipoxia
(HIF) se ve activado, principalmente el HIF-1 «, induciendo a una respuesta celular para
evitar la apoptosis. Se sabe que el HIF actua sobre genes codificadores como la
eritropoyetina y VEGF. Los resultados de la expresién de HIF-1 en este experimento,
muestran que una vez sometido a hipoxia severa el grupo H muestra un incremento
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importante en comparacion al grupo control (0.96 + 0.07 y 2.06 £ 0.26 unidad relativa
de proteina) respectivamente. Los grupos RO-1 y RO-2 también se ven aumentados en
relacién al grupo control, siendo significativo en RO-1, mostrando que la proteina HIF-

la sigue activada (Figura 23).
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Figura 23: - Expresion de los niveles de HIF en el cerebro de ratas expuestas a
hipoxia severa (H). (A) Western Blot para la deteccién de la expresion de la proteina
HIF1-a, expresion relativa del fragmento de 130kDa respecto a la banda que
corresponde a HIF1- a. (B) Representacion grafica de los grupo control, H, RO-1 y
RO-2, en condiciones de normoxia existe un nivel basal de la proteina en las células
cerebrales, pero una vez estas células experimentan un fenémeno hipoxico su expresién
aumenta hasta niveles significativos desde las 0 horas posteriores al evento hipoxico
(grupo H) hasta las 48 horas (RO-2). La p-actina se utiliz6 como control interno para la
concentracion de proteinas. Los valores estan expresados estadisticamente por la media
+ DEM, siendo * p < 0.05, ***p< 0.001.
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NF«xB

El Factor nuclear kappa B (NF-xB) es uno de los factores celulares
transcripcionales vitales. Funciona como pieza clave en sistemas de respuesta rapida a
sefiales extracelulares desde el exterior hacia el nucleo celular, controla y regula la
expresion de distintos genes. NF-kB tiene importancia en la produccion de éxido nitrico
y en la interaccion entre células.

En este trabajo estudiamos los resultados de NFKkB encontrados en las técnicas
aplicadas de western blot e immunohistoquimica.

En la caracterizacion de NFkB se evidencia en las fotografias tomadas en cada
uno de los grupos experimentales de immunohistoquimica un aumento en la expresion
en los grupos que fueron sometidos a hipoxia, los grupos H, RO-1 y RO-2. En el grupo
H se observa un aumento en la expresién de la proteina NF-xB, pero en los grupos RO-
1 y RO-2 la expresion se acentla aun méas. Cuando se compara la expresion de la
proteina en los grupos RO-1 y RO-2 se puede observar un aumento de la expresion del
NF«kB en los nucleos del area de CA2 del hipocampo, mientras que en el grupo control
los ndcleos se observan vacios, sin expresion de la proteina. Los resultados son
compatibles con los obtenidos en las pruebas de Western Blot. . Los datos estadisticos
en cada uno de los grupos fueron significativos mostrando una tendencia con el tiempo

de re-oxigenacion (Figura 24 A, B yC).

(A)
Control H RO-1 RO-2
NF-xBp 50 kDa
B-Actina 43 kDa
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Figura 24: Caracterizacion de la expresion de NF-xB en los diferentes grupos
experimentales Control, H, RO-1 y RO-2. (A y B) Representacion grafica de resultados
obtenidos en la prueba de Western Blot analizados en Image J, la expresion relativa del
fragmento de 50 kDa respecto a la banda que corresponde a NF-kBp. La p-actina se utilizo
como control interno para la concentracion de proteinas. Los valores estdn expresados

estadisticamente por la media + SEM, siendo * p <0,05.
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(C) NFxB

HIPPOCAMPUS 20X HIPPOCAMPUS 50X

MOR=ZON

RO-1
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Figura 24 (C): Cortes cerebrales a nivel coronal evidenciando cambios celulares en el
hipocampo en la zona de CA2, se puede observar un aumento de la expresion de la proteina en
los grupos de Re-oxigenacion, siendo méas evidente en el grupo RO-1y RO-2 esta expresion se
observa tanto en el citosol como en el nucleo celular. Barra de aumento 20pum.
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4.2 Experimento 2: Efecto de la hipoxia hipobarica intermitente antes de la
exposicion a hipoxia normobarica severa (7% FiQO,) de 6 horas de duracion.
Neuroproteccion.

Ha sido descrito que la exposicion intermitente a hipoxia moderada aguda
induce neuroproteccion frente al estrés oxidativo inducido por acido kainitico (Costa y
col., 2013). Una vez caracterizado el efecto de la hipoxia respiratoria aguda severa sobre
el estrés oxidativo y marcadores de la cascada apoptética en el cerebro (experimento 1),
estudiamos el efecto de la exposicién a hipoxia respiratoria aguda severa antes y

después de una exposicion intermitente a hipoxia hipobarica moderada sobre el cerebro.

4.2.1 Efecto de la hipoxia sobre la peroxidacion lipidica

La exposicion a hipoxia respiratoria intermitente no induce cambios
significativos en los niveles de MDA en el cerebro (grupo HHI), indicadores de
peroxidacion lipidica comparados con el grupo control. La exposicion a hipoxia aguda
severa induce un aumento significativo en los niveles de MDA cerebral (grupo HS).
Este aumento aparece inhibido en los animales previamente expuestos a hipoxia
intermitente (grupo HHI+HS). Los resultados muestran que la exposicion a hipoxia
intermitente protege de la peroxidacion lipidica causada por la hipoxia severa aguda en
el cerebro (Figura 25).
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Figura 25:. La hipoxia aguda severa (HS) aumenta la peroxidacion lipidica en el
cerebro. El aumento es inhibido por la exposicién previa a hipoxia intermitente. Los niveles de

acido barbitdrico son medidos como acido malonilaldehido. Los resultados son expresados
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como media £ DEM (n=6). ***p < 0.001; ** p< 0.01; * p < 0.05, dos veces més alto que al

grupo control, HHI y HHI+HS.

Deteccion de Proteinas Oxidadas: AOPP

La exposicion a hipoxia respiratoria intermitente no cambia significativamente
los niveles de AOPP en el cerebro (grupo HHI), indicadores de oxidacion de proteinas,
comparados con el grupo control. La exposicion a hipoxia aguda severa induce un
aumento significativo en los niveles de AOPP cerebral (grupo HS). Este aumento
aparece inhibido en los animales previamente expuestos a hipoxia intermitente (grupo
HHI+HS). Los resultados muestran que la exposicion a hipoxia intermitente protege de
la oxidacion de las proteinas causada por la hipoxia severa aguda en el cerebro (Figura
26).
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Figura 26: La hipoxia (HS) aumenta la oxidacion de proteinas en homogenado de
tejido cerebral. EI aumento es inhibido por la exposicién previa a hipoxia intermitente
(HHI+HS). Los datos son expresados como media £ DEM. (n=6). **p < 0.01; ***p<0.001.
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4.2.2. Efecto de la hipoxia sobre la produccion de 6xido nitrico

La exposicion a hipoxia aguda severa induce un aumento significativo en los
niveles de NOXx en el cerebral (grupo HS) comparados con los valores del grupo control.
El aumento de los niveles de NOx inducido por la exposicion a hipoxia severa aguda
(HS) son inhibidos si las ratas han sido expuestas previamente a hipoxia intermitente
(HHI+HS). La hipoxia intermitente (HHI) no induce cambios significativos sobre los
niveles metabolitos indicadores de la generacion de NO (NOx) en el cerebro
comparados con el grupo control. Los resultados muestran que la exposicion a hipoxia
intermitente disminuye la formacion de NO causada por la hipoxia severa aguda en el

cerebro (Figura 27).
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Figura 27: La hipoxia severa induce un aumento de los niveles de NOx en el cerebro
del grupo HS. El aumento es inhibido por la exposicién previa de los animales a hipoxia
intermitente (HHI+HS). La exposicion a hipoxia intermitente no tiene efecto significativo sobre
los niveles de Nox cuando comparados con el grupo Control. Los datos son expresados como
media = DEM (n =6); **p<0.01 y ***p <0.001.
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4.2.3. Actividad antioxidante en el cerebro de ratas expuestas a hipoxia

Actividad de SOD

La hipoxia causa una disminucion significativa de la actividad de la SOD (1.58
+ 0.09 U/mg de proteina en el control vs. 1.10 £ 0.04 U/mg de proteina en el grupo HS)
(Figura 28). No hay diferencias significativas en la actividad de SOD entre los grupos
de hipoxia severa antes (HS) y después (HHI+HS) de la exposicion intermitente la

hipoxia.
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Figura 28: La hipoxia severa causa una disminucion de la actividad SOD en el cerebro.
La hipoxia intermitente no modifica significativamente la actividad SOD. Los datos son

expresados como la media + DEM. (n=6). *p<0.05vs grupo control.

Sistema Glutation

Los resultados, como muestra la figura 29, indican una disminucion significativa
en los niveles de GSH en las ratas expuestas a la hipoxia severa comparada con los
valores del grupo control (p<0.01). Sin embargo, en los animales expuestos a hipoxia
intermitente (HHI) los niveles de GSH no difieren significativamente de los niveles en
el grupo control. La exposicion previa a hipoxia intermitente no induce una
recuperacion significativa de los niveles de GSH en las ratas expuestas a hipoxia
intermitente mas hipoxia severa (HHI+HS) comparados con el grupo de hipoxia severa
(HS) (Figura 29A).
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Los niveles de la forma de glutation oxidada (GSSG) estan aumentados

significativamente (p< 0.1) en los cerebros de los animales expuestos a hipoxia severa

(HS) comparados con el grupo control. No hay diferencia significativas en los niveles

de GSSG en el cerebro entre los grupos expuesto a hipoxia: severa (HS), intermitente

(HHI) e intermitente y severa (HHI+HS) (Figura 29B). La relacién glutation

reducido/glutation oxidado esta significativamente disminuida en el cerebro de los

animales expuestos a hipoxia severa (HS) comparados con el grupo control. La

exposicion a hipoxia intermitente no modifica esta relacion inducida por la hipoxia

severa (HHI+HS) (Figura 29C).
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GSH/GSSG
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Figura 29: Efecto de la exposicion a hipoxia severa y a hipoxia intermitente en el
sistema glutation en homogenado de cerebro. (A) La hipoxia severa (HS) causa una
disminucién en la actividad GSH que no es recuperada por la exposicién a hipoxia intermitente.
(B) La hipoxia severa induce un aumento de la actividad GSSG que no es modificada por la
exposicion a hipoxia intermitente La exposicion a hipoxia severa causa una disminucion
significativa en la relacion GSH/GSSG comparada con el grupo control que no es modificada
por la exposicién a hipoxia intermitente. Los datos estan expresados como la media + DEM
(n=6). *p <0.05, ** p=<0.01 y***p=<0.001.

Sistema glutation peroxidasa y glutation reductasa

GPx

Los niveles de GPx en el cerebro de las ratas expuestas a hipoxia se observan
alterados cuando comparados al grupo control. En el grupo HS la actividad de la GPx es
de 13 + 0.49 U/mg de proteina mientras que en el grupo control los valores son de 15.4
+ 0.93 U/mg de proteina. La exposicion intermitente a la hipoxia (HHI) induce una
disminucioén ain mas brusca (8.2967 + 0.92 U/mg de proteina y de 10.35+ 0.62 U/mg
de proteina en el grupo HHI+HS) cuando comparada al grupo control. Los niveles de
GPx en el cerebro eran significativamente diferentes entre el grupo expuesto a la
hipoxia severa (HS) y el grupo expuesto a hipoxia intermitente mas hipoxia severa
(HHI+HS) (Figura 30). La exposicion intermitente a la hipoxia modifica el efecto de la

hipoxia severa sobre los niveles de GPx en el cerebro.
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Figura 30: Efecto de la hipoxia sobre la actividad GPx en el homogenado de cerebro de
ratas. La hipoxia severa tiene efecto sobre la GPx disminuyendo su actividad. .La exposicién
intermitente a la hipoxia disminuye significativamente la actividad de la enzima GPx. La
disminucién de la actividad GPx se mantiene en el cerebro de las ratas expuestas a hipoxia
intermitente seguida de la exposicion a hipoxia severa. Los datos son expresados como la
media + DEM (n = 6); * p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001.

GR

Los resultados muestran una disminucion significativa (p< 0,01) de la actividad
GR en el cerebro de las ratas expuestas a hipoxia severa (HS) comparadas con el grupo
de normoxia (4.39 = 0.19 U/mg de proteina vs 6.12 + 0.24 U/mg de proteina,
respectivamente). Sin embargo la exposicion intermitente a la hipoxia (grupo HHI)
induce una recuperacion significativa en los niveles de GR comparados con los de las
ratas expuestas a hipoxia severa (HS). La actividad GR de las ratas expuestas a hipoxia
severa despues de la exposicion a hipoxia intermitente no difiere significativamente de
los niveles de GR del grupo control, pero si del grupo HS (4.39+ 0.19 U/mg de proteina
vs 6 £ 0.49 U/mg de proteina en el grupo HHI+HS) La exposicion a hipoxia
intermitente protege del efecto que la exposicion a hipoxia severa causa sobre la
actividad GR en el cerebro. (Figura 31).
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Figura 31: Efecto de la hipoxia sobre la actividad GR en el homogenado de cerebro de
ratas. La hipoxia severa causa una disminucion de la actividad GR. La exposicion intermitente a
la hipoxia lleva a recuperacion significativa de la actividad de GR. La recuperacion de la
actividad GR inducida por la hipoxia intermitente se mantiene en el cerebro de las ratas
expuestas a hipoxia intermitente seguida de la exposicion a hipoxia severa. Los datos son
expresados como la media £ DEM (n=6); *p<0.05y **p<0.01.

4.2.4. Factores de Transcripcién

Regulacion de la expresion de la proteina de HIF-1a

La expresion de HIF-1a en el homogenado de cerebro de las ratas era realizada
por “inmunoblotting”. Los resultados muestran un aumento significativo (p<0.01) de la
expresion de HIF-1 o en el cerebro de los animales expuestos la hipoxia severa (HS)
comparados con el grupo de normoxia (2.21 £+ 0.26 vs 0.89 + 0.08 unidades relativas de
proteina en el grupo HS y control, respectivamente) También, que hay un aumento
significativo (p<0.5) de la expresion de HIF-1a en el cerebro de los animales expuestos
a hipoxia intermitente (HHI) comparados con el grupo de normoxia, que aumenta
(p<0.01) después de la exposicion a hipoxia severa (HHI+HS) (2.11 £ 0.03 vs 0.89 +
0.08 unidades relativas de proteina en el grupo HHI+HS vs grupo control).(Figura 32).
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Figura 32: Anélisis por Western blot de la expresion de la proteina HIF1-a en el
homogenado de cerebro de ratas expuestas a diferentes condiciones de hipoxia. (A) Blots
representativos de la expresion de la proteina HIF1-a. La p-actina se utiliz6 como control
interno para la concentracion de proteinas. (B) Andlisis de la densidad dptica de las bandas
usando el software Image J. Los resultados son expresados como cantidades relativas de
proteina. La hipoxia induce un aumento significativo de la expresion de HIF1-a. Los datos se
expresan como la media =+ DEM; (n=6). *: p <0.01; **: p <0.001.
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Regulacion de la expresion de NFkf3

La expresion de NF«i3 en el homogenado de cerebro de las ratas fue realizada
por “inmunoblotting”. Los resultados muestran un aumento significativo (p<0.01) de la
expresion de NF«kR en el cerebro de los animales expuestos la hipoxia severa (HS)
comparados con el grupo de normoxia. Los resultados también muestran que la
expresion de NF«xf3 en el cerebro de ratas después de la exposicion intermitente a
hipoxia moderada no cambia significativamente comparada con la expresion observada
en los cerebros de las ratas del grupo control (nomoxia) (Figura 33). EI aumento
significativo de la expresion de NF«R inducido por la hipoxia severa era inhibido por la

exposicion previa de las ratas a hipoxia intermitente.
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Figura 33: Caracterizacion de la expresion de la proteina NF«kR en las ratas de los
diferentes grupos experimentales. (A y B) Representacion grafica de resultados obtenidos en la

prueba de Western Blot analizados en Image J, la expresion relativa del fragmento de 50kDa
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respecto a la banda que corresponde a NF«f3. La B-actina se utilizé como control interno para la

concentracion de proteinas. Datos expresados respecto a la media + DEM siendo *p<0.05.
**p< 0.01.

El hipocampo es una de las estructuras del cerebro més sensibles a la hipoxia.
Analisis immunohistoquimics muestran la induccion de la expresion de NFkR en el giro
dentado (GD) y en capa CA3 del hipocampo de ratas expuestas a hipoxia severa (HS).
Sin embargo, después de la exposicion intermitente a hipoxia moderada, la exposicion a
hipoxia severa (HHI+HS) no induce aumento de la expresién NFkR en el giro dentado y

en la capa CA3 del hipocampo comparadas con el grupo control (normoxia).
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Figura 33 (C): Expresion de NF«f en cortes coronales de cerebro de rata cambios celulares En la capa CA2 del hipocampo se puede observar un
aumento de la expresion de la proteina en el grupo HS. Esta expresion se observa tanto en el citosol como en el nucleo celular. Ya en los grupos que pasaron

hipoxia intermitente la expresion de NF«B si observa muy floja, similar al grupo Control. Barra de aumento 200um.
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4.2.5. Expresion de Proteinas Inductoras de Apoptosis

La expresion de proteinas inductoras de apoptosis fue analizada por Western blot
e immunohistoquimica. Los resultados muestran un aumento significativo (p< 0.01) de
los niveles citosolicos del citocromo ¢ en el homogenado del cerebro de ratas expuestas
a hipoxia severa (HS) comparadas con los niveles en el homogenado del cerebro del
grupo control. Sin embargo, los niveles de citocromo ¢ en los grupos HHI y HHI+HS
son significativamente (p< 0.01) menores que los niveles de citocromo c¢ del grupo
expuesto a hipoxia severa. No hay diferencias significativas en los niveles de citocromo
c de los grupos HHI y HHI+HS comparados con los niveles de citocromo ¢ del grupo
control (figura 34).
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Figura 34: Expresion de los niveles de citocromo c en el cerebro de ratas. (A) Western
Blots representativos de la presencia de citocromo c. p-actina se utiliz6 como control interno de
la cantidad de muestra de proteinas. (B) Analisis de la densidad éptica de las bandas usando el
software Image J. Los cambios son expresados como cantidades relativas de proteina. Los
datos estan expresados como media + DEM, (n=6). * p < 0.05 ** p <0.01.

AIF

Los resultados muestran un aumento significativo (p<0.05) de los niveles de AlIF
en el homogenado de tejido cerebral en el grupo expuesto a hipoxia severa (HS)
comparado con los niveles observados en el homogenado del tejido cerebral de las ratas
del grupo control. (Figura 35). No hay diferencias significativas en los niveles de AlIF

entre los grupos expuestos a los diferentes tipos de hipoxia (HS, HHI y HHI+HS).
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Figura 35:. Expresion de los niveles de AIF en el cerebro de ratas. (A) Western Blots
representativos de la presencia de AIF. B-actina se utilizé como control interno de la cantidad de

muestra de proteinas cargada. (B) Analisis de la densidad Optica de las bandas usando el
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software Image J. Los cambios son expresados como cantidades relativas de proteina. Los

datos estan expresados como media + DEM, (n=6). * p < 0.05.

Actividad de Caspasa3

La actividad de la Caspasa 3 ha sido analizada por western blot (Figura 36. Ay
B) en muestras de homogenado de cerebro y por inmunohistoquimica en cortes
cerebrales (Fig. C). Los resultados muestran que la exposicién a hipoxia severa (HS)
causa un aumento significativo (p<0.001) de la actividad de la caspasa 3 en el cerebro
de las ratas comparada con la actividad observada en el cerebro del grupo control. Sin
embargo la exposicién a la hipoxia intermitente no causa cambios significativos de la
actividad de la caspasa 3 en el cerebro de las ratas comparados con la actividad del
grupo contro. El aumento de la actividad de la caspasa 3 causado por la exposicién a la
hipoxia (grupo HS) es inhibido cuando antes las ratas son expuestas a hipoxia
intermitente (HHI+HS). En el panel de registros fotograficos encontramos cortes
cerebrales a nivel coronal de las ratas y sus cambios celulares en la expresion de
proteina principalmente en las zonas del hipocampo y Corteza (Figura 36C). La
siéntense de la proteina se nota mas acentuada en los nucleos del giro dentado (GD) y
de las células de la corteza del grupo HS. En el grupo HHI+HS se observa una
disminucion de la expresion de la proteina cuando comparada al grupo HS.

(A)

Control HS HHI HHI+HS

Caspasa3 Activada — A — S | 20 kDa
B-Actina = _ 43kDa
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Figura 36: Deteccion de la actividad de caspasa 3 en el cerebro de ratas. (A) Western
Blots representativos de la presencia de caspasa 3. B-actina indica la cantidad de muestra usada.
(B) Anaélisis de la densidad éptica de las bandas usando el software Image J. La exposicién a
hipoxia severa (HS) causa un aumento significativo de la actividad de la caspasa 3 comparada
con el grupo control, mientras que la actividad de la caspasa 3 después de la exposicion
intermitente a la hipoxia (HHI) y a hipoxia intermitente seguida de hipoxia severa (HHI+HS)
difieren significativamente de la actividad del grupo expuesto a hipoxia severa (HS). Los
resultados son expresados como cantidades relativas de proteina. Los datos se presentan como
media + DEM; (n=6). **p<0.01;***p < 0.001.
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Figura 36 (C): Efecto del pre condicionamiento hipdxico sobre la muerte celular
inducida por la hipoxia, detectado por immunohistoquimica para Caspasa3.En el panel de
registros fotograficos encontramos cortes cerebrales a nivel coronal de las ratas y sus cambios
celulares en la siéntese de la proteina Caspasa3 en el GD del hipocampo y corteza. En el grupo
HS cuando comparada con los grupos control y HHI y HHI+HS se observa un aumento de la
expresion de la proteina caspasa3 en neuronas. En los grupos condicionados con camera
hipobérica no si observa un cambio significativo en la expresion de la proteina. Barra de

aumento 100, 50 y 20um.

4.2.6. Expresion de Proteinas Involucradas en la Angiogénesis y
Neuroproteccion

Entre los genes inducidos por el HIF-1 en respuesta a la hipoxia por su efecto
neuroprotector analizamos la expresion en el homogenado de cerebro de la expresion de
eritropoyetina y del factor de crecimiento endotelio vascular (VEGF) descritos como
potenciadores de la actividad antioxidante (EPO) y en estimular la angiogénesis y la
produccion de endotelina y otros mediadores vasoactivos.
Los resultados muestran gque la exposicién a hipoxia severa (HS) induce un aumento de
la expresion de la EPO en el cerebro que no es significativo comparado con el grupo
control. Sin embargo la exposicion intermitente a la hipoxia (HHI) induce un aumento
significatico (p<0.01) de la expresién de EPO comparado con grupo control. (Figura
37). La posterior exposicion a hipoxia severa (HHI+HS) lleva a un aumento mayor de la
expresion de EPO (p<0.001) con relacion al grupo control (normoxia). Sefalar el
aumento significativo de la expresion de EPO en los grupos expuestos a hipoxia
intermitente (HHI) y (HHI+HS) con relacion al grupo de hipoxia severa (HS) no

expuesto a hipoxia intermitente.

EPO

Control HS HHI HHI+HS
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Figura 37: Deteccion de la expresion de EPO en el cerebro de ratas. (A) Western Blots
representativos de la presencia de EPO. [-actina indica la cantidad de muestra usada. (B)
Andlisis de la densidad oOptica de las bandas usando el software Image J. La exposiciéon a
hipoxia severa (HS) no lleva a aumento significativo de la expresién de EPO comparada con el
grupo control, mientras que la expresion de EPO después de la exposicion intermitente a la
hipoxia (HHI) y a hipoxia intermitente seguida de hipoxia severa (HHI+HS) aumenta
significativamente con relacion al grupo control y al grupo expuesto a hipoxia severa (HS). Los
resultados son expresados como cantidades relativas de proteina. Los datos se presenta como
media = DEM; (n=6). * p <0.05; ** p <0.01; ***p <0.001.

VEGF

La exposicion a hipoxia severa (HS) no induce cambios significativos en la
expresion de VEGF en el cerebro comparado con el grupo control mientras que la
exposicién a hipoxia intermitente induce un aumento significativo (p<0.01) de los
niveles de VEGF. El aumento es mayor (p<0.001) en el grupo expuesto a hipoxia
intermitente seguida de exposicion a hipoxia severa (HHI+HS). La exposicion previa a

hipoxia intermitente potencia la induccién de VEGF por la hipoxia severa. (Figura 38).
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Figura 38. Caracterizacion de la expresion de VEGF en las ratas de los diferentes
grupos experimentales (A 'y B). En la parte superior una representacion gréfica de resultados de
la prueba de Western Blot analizados en Image J, la expresion relativa del fragmento de 21 kDa
respecto a la banda que corresponde a VEGF. Los resultados muestran que el grupo HHI +HS
aumento significativamente en relacion a todos los otros grupos (control, HHI y HS). La (-
actina se utiliz6 como control interno para la concentracion de proteinas. * p < 0.05, ** p <0.01
y ***p <0.001.

140



Resultados

©)

Control H HHI HHI+HS

CA1 3 }
100x

Figura 38 (C): Deteccion de la expresion de VGEF en el cerebro de ratas. (A)
Western Blots representativos de la presencia de VEGF. R-actina indica la cantidad de
muestra usada. (B) Analisis de la densidad Optica de las bandas usando el software
Image J. La exposicion a hipoxia severa (HS) no lleva a aumento significativo de la
expresion de VEFG comparada con el grupo control, mientras que la expresion de
VEGF después de la exposicion intermitente a la hipoxia (HHI) y a hipoxia intermitente
seguida de hipoxia severa (HHI+HS) aumenta significativamente con relacién al grupo
control y al grupo expuesto a hipoxia severa (HS). (C) Expresién de la proteina VEGF
en cortes de cortex cerebral de ratas con un aumento de celulas positivas en el grupo
HHI+HS cuando comparado con el grupo control. La hipoxia intermitente antes de la
hipoxia severa tiene un efecto protector directo sobre las neuronas estimulando el
crecimiento de los axones, la promocion de la divisidén, migracion y supervivencia de
las células gliales, a través de la estimulacién y liberacién de VEGF. Los resultados son
expresados como cantidades relativas de proteina. Los datos se presenta como media +
DEM; (n=6). * p <0.05; ** p <0.01; ***p <0.001.

4.2.7. Expresion de Proteinas Antiapoptoticas

Las proteinas de choque térmico estan relacionadas con la inhibicion o
inactivacion de proteinas apoptoticas como citocromo c, caspasa3 y AlF (Stetler, A. et
al., 2008). Analizamos la expresion de las proteinas Hsp70 y Hsp27 en respuesta a la
hipoxia severa antes y después de exposicion intermitente a hipoxia moderada. La
Hsp27 actua directamente en la neuroproteccion y funciona como proteina antioxidante,

mientras se ha demostrado que la sobreexpresion de Hsp70 se asocia con la reduccion
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de la liberacion del citocromo ¢ de la mitocondria, es de suponer que lleva a una

reduccion de los eventos apoptéticos cascada abajo. (Matsumori).

HSP70

Como se muestra en la Figura 39. La proteina Hsp70 expresé niveles mas altos
que los animales en normoxia en todos los grupos que experimentaron hipoxia, lo que
indica que siempre que haya hipoxia, ya sea hipoxia hipobarica o normobarica, en este
caso, hubo sobre expresion de esta proteina cito-protectora, sin embargo, ésta varia
segun el tipo de evento al que se exponen los animales: los mayores niveles se hallaron
en el grupo que se sometid a hipoxia hipobarica intermitente después de la hipoxia a 7%
F10,, el grupo HHI+HS. (Figura 39)
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Figura 39: Expresion de la proteina HSP 70i los diferentes grupos experimentales (A'y
B). (A) representacion grafica de resultados de la prueba de Western Blot analizados en Image
J, la expresion relativa del fragmento de 70 kDa respecto a la banda que corresponde a HSP70.

(B) Los resultados muestran que el grupo HHI+HS sufrié un aumento significativo en relacion
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al grupo control. La B-actina se utiliz6 como control interno para la concentracion de proteinas.

Datos expresados respecto a la media £+ DEM., (n=6); siendo * p < 0.05.

HSP27

Los resultados (Figura 40 A, B y C) muestran que la exposicion a hipoxia severa
(HS) no induce cambios significativos en la expresion de HSP27 en el cerebro de las
ratas comparados con el grupo control (normoxia) (0.98 £ 0.12 (HS) vs 0.98 £+ 0.2
(control) unidades relativas de proteina), mientras que la exposicion a hipoxia severa
después de exposicidn intermitente a hipoxia moderada (HHI+HS) induce un aumento
significativo (p<0.001) en la expresion de Hsp27 en el cerebro comparado con el grupo
control (normoxia) (3.08 £ 0.32 vs 0.98 + 0.2 unidades relativas de proteina).

A Fig (C), a traves de la inmunoreactividad para la proteina HSP27 ilustra los
efectos protectores de la proteina contra el insulto de hipoxia severa en el grupo
HHI+HS se observa un aumento de células positivas activadas por la hipoxia

intermitente.

Control HS HHI HHI+HS
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Figura 40: Expresion de la proteina HSP 27 en los diferentes grupos experimentales.
(A) representacion grafica de resultados de la prueba de Western Blot analizados en Image J, la
expresion relativa del fragmento de 27 KDa respecto a la banda que corresponde a HSP27. (B)
Los resultados muestran que el grupo HHI+HS sufrié un aumento de casi 3 veces mas en
relacion al grupo control y en relacion al grupo HS. La B-actina se utilizd como control interno
para la concentracion de proteinas. Datos expresados respecto a la media + DEM, (n=6); siendo
***p<0.001.
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Figura 40 (C): El analisis por inmunohistoquimica fue empleado para detectar la expresion de la proteina HSP27 y se puede evidenciar un aumento
de células positivas en el grupo HHI+HS cuando comparadas al grupo control y se evidencia que el grupo HS apenas a presenta una inmuno-reactividad
asemejandose asi al grupo control. La inmuno-reactividad se observa mas en el hipocampo en las zonas de CA1y GD. Barra de aumento 200pum.
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GFAP

En respuesta al dafio del cerebro los astrocitos experimentan astrogliosis. Los
astrocitos reactivos defienden al SNC contra el estrés oxidativo. La astrogliosis implica
un aumento en la sintesis de la proteina GFAP por los astrocitos y una hipertrofia de los
cuerpos celulares y retraccion de las prolongaciones celulares (Eddleston and Mucke,
1993; Hatten et al., Ridet et al., 1997). Los resultados muestran un cambio en la
morfologia de los astrocitos del grupo tratado con hipoxia severa (HS) ademas de un
aumento en la siéntese de la proteina en la zona CA1 del hipocampo. Sin embargo estas
variaciones no se observaran en el grupo HHI, en el que se observa un aumento en la
expresion de la proteina mientras que las prolongaciones de los astrocitos se mantienen
bien, mientras que en el grupo HHI+HS se observa algunas alteraciones que sugieren

una disminucion en la astrogliosis. (Figura 41).
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Figura 41: Astrogliosis detectada por immunohistoquimica para GFAP. La exposicion
a hipoxia severa (HS) provoca una astrogliosis, observandose un incremento de la proteina
GFAP, asi como un cambio en la morfologia de los astrocitos. Estos cambios no se observan en
los otros grupos. En los grupos HHI y HHI+HS se observa un incremento en la siéntese de la
proteina GFAP, pero no indica una astrogliosis. Barra de escala en las fotos con aumento de 20x
50um y 15 um en las de100x.
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Discusion

5.1 Efecto de la hipoxia respiratoria aguda severa y de la re-oxigenacion sobre el

cerebro
5.1.1. La hipoxia respiratoria aguda severa induce hipoxia en el cerebro.

Los resultados revelan que las 5 h de exposicién a la hipoxia los valores de los
principales indicadores del contenido gases respiratorios (PaO,, SaO,, PaCO,) y pH
observados en la sangre de las ratas unido a los niveles de expresion de HIF-1 en el
cerebro confirman que la exposicion de las ratas a una hipoxia respiratoria normobarica
(FiO, = 7%) durante 6 h., causa hipoxia en los tejidos y especificamente en el cerebro.
Los valores de la presion parcial arterial de oxigeno (PaO,) y de la saturacion arterial de
oxigeno (SaO;) en los animales durante la exposicion a la hipoxia eran
significativamente diferentes de los observados en animales normdéxicos. El aumento de
los niveles de HIF-1 en el cerebro de las ratas confirman que la exposicion a hipoxia
respiratoria definida en nuestro estudio causa hipoxia en el cerebro, pues un aumento en
la expresion de HIF1 es un indicador de hipoxia (Jain y col., 2013). Estos resultados

coinciden con los encontrados por otros autores (Hu 2009).

Los resultados muestran que la exposicion a la hipoxia respiratoria severa aguda
induce un aumento de los marcadores pro-oxidantes (aumento de la peroxidacién de
lipidos, oxidacion proteinas y aumento de la sintesis de NO) y una disminucion de los
principales sistemas antioxidantes (disminucion de la actividada de la SOD y una
disminucion del sistema glutation debido principalmente por un aumento del consumo
de la GSH) que caracteriza la presencia de estrés oxidativo en el cerebro de las ratas
expuestas a la hipoxia respiratoria. Estos resultados corroboran resultados anteriores
(Jefferson y col., 2004; Maiti y col., 2006; Himadri 2010).

5.1.2. La hipoxia respiratoria aguda severa induce estrés oxidativo en el

cerebro.

Es bien conocido que bajo condiciones de hipoxia las celulas aumentan la
produccion de ROS que puede llevar a un aumento del estrés oxidativo (Jefferson y col.,
2004; Maiti y col., 2006; Himadri y col.,, 2010). La intensidad del estrés es
proporcional al tiempo de exposicion y a la severidad de la hipoxia (Himadri y col.,
2010). Bajo condiciones de hipoxia, la reducida presion parcial de O, disminuye la
disponibilidad de O, dentro de la celula produciéndose una acumulacion de equivalentes

reductores en la cadena de transporte mitocondrial que lleva a un aumento en la
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formacion de ROS (Guzy y Schumaker, 2006) aunque hay cierta controversia sobre si la
hipoxia aumenta la generacion de ROS por la mitoncondria (Chen y Lesnefsky, 2006;
Schild y Reiser, 2005; Abramoc y col., 2007).

La hipoxia aumenta los niveles de NO en el cerebro. Ha sido descrito que la
liberacion excesiva de glutamato extracelular, tal como la que induce la hipoxia, lleva a
un aumento en la concentracién intracelular de Ca** a través del receptor NMDA
(Hardingham, 2009). La activaciobn de NMDA conlleva la activaciéon de la NOS
dependiente de Ca** y el aumento de la produccién de NO. A través de la reaccion de
Haber-Weiss, el NO* combina con O, y H,0, para formar OH" y peroxinitrito (ONOO
), aumentando asi el estrés oxidativo. Estos dos ultimos radicales son los radicales libres
mas reactivos producidos en los sistemas biol6gicos. ONOO™ se genera en niveles altos
durante la hipoxia (Lipton, 1999) y contribuye fuertemente a dafio cerebral y la
peroxidacion lipidica de la membrana (Bolafios y Almeida, 1999). La exposicion a
hipoxia aguda severa produce un aumento de TBARS, AOPP, indicadores de la
oxidacion de lipidos y proteinas respectivamente (Gutteridge y Halliwell, 2000)
considerados como marcadores de estrés oxidativo. EI aumento de la peroxidacion de
lipidos y la oxidacién de proteinas observado en el cerebro de las ratas expuestas a la
hipoxia durante 6 horas son indicadores del estrés oxidativo inducido por la hipoxia.

Estos resultados estan de acuerdo con los sefialados en estudios previos.

La actividad neuronal depende de la produccion de ATP por la cadena de
transporte de electrones de la mitocondria. En este proceso hay una formacion del
radical superoxido (O, ) que si no es neutralizado puede convertirse en un iniciador de
la formacion del radical hidroxilo y peroxinitrito, las dos formas de radicales mas
agrasivas para los sistemas biologicos y especialmente para el cerebro (Sharp y
Bernaudine, 2004). La superdxido dismutasa (SOD), una enzima que cataliza el anion
superdxido en oxigeno y perdxido de hidrégeno desempefia un papel importante en la
prevencion del estrés oxidativo inducido por la hipoxia en la célula (Fridovich, 1995).
Nuestros resultados muestran que la exposicion a la hipoxia respiratoria induce una
disminucion significativa de la actividad SOD en el cerebro. La disminucion de los
niveles de SOD inducido por la hipoxia puden contribuir al estrés oxidativo observado
en nuestros resultados. Por el momento, no sabemos por qué la hipoxia disminuye la
actividad de la SOD. Ha sido propuesto que una excesiva formacion de H,O, es la causa
de la inhibicion de la actividad de SOD (Nieber, 1999). En la hipoxia, la formacién

152



Discusion

inicial del anion superoxido puede ser convertido en peroxido de hidrégeno por la SOD
y el perdxido de hidrégeno resultante catalizado a agua por GSH. Sin embargo, si se
mantiene la hipoxia, la disminuciéon de la SOD inducida por la hipoxia unida a la
consumida en la catalizacion del i6n superdxido lleva a una deplecion de la SOD. Si la
exposicion a la hipoxia se prolonga, la capacida antioxidante disminuye mientras que
aumenta la produccion de radicales libres. El aumento de O, ", H,0, y NO™ aumentan la
formacion de OHs y ONOO" y llevan al cerebro a un estado de estrés oxidativo.

El glutatién reducido (GSH), el principal antioxidante celular en el cerebro
(Aoyama, 2008), neutraliza directamente al perdxido de hidrégeno formado a partir del
radical superdxido por la SOD. La disminucion significativa de los niveles de GSH
observada despues de la exposicién a hipoxia puede resultar de una mayor utilizacion de
GSH para eliminar los radicales libres inducidos por la hipoxia unida a una inhibicion
de la sintesis de GSH. La disminucion de la relacion GSH/GSSG indica que la
conversion de GSSG a GSH ha sido afectada (Singh y col., 2001). En condiciones
fisioldgicas, la recuperacion de los niveles de GSH consumida en el mantenimiento de
la homedstasis redox celular corre a cargo del enzima glutation reductasa (GR) que
utilizando NADPH como cofactor convierte la GSSG en GSH, manteniendo asi el poder
antioxidante celular. Los resultados muestran que después de 6 h de exposicion a la
hipoxia, hay una disminucion en la actividad de la glutation reductasa (GR). hipoxia
causa una disminucion significativa en la actividad de GR, que puede causar una
disminuir los niveles de GSH. De esta forma la hipoxia causa una disminucion del
principal mecanismo antioxidante del cerebro facilitando la aparicion y aumento del
estrés oxidativo en el cerebro. Estos resultados concuerdan con los observados por otros
autores (Maiti y col., 2006; Himadri 2010).

5.1.3. La hipoxia respiratoria causa alteracion en las mitocondrias y activa la

cascada apoptotica en el cerebro.

El estrés oxidativo es un potente iniciador de la apoptosis. Es conocido que los
radicales libres, junto con su accion directa sobre los lipidos, proteinas y ADN que
conducen a dafios en las estructuras celulares, también causan cambios en las
mitocondrias (Duchen, 2000; Nicholls, 2009). La mitocondria puede ser diana de sus
propios radicales (Langley y Ratan, 2004; Nicotera et al, 1999) que le pueden causar
dafios en su estructura y funcion. La disfuncion mitocondrial se correlacionan con

alteraciones en el complejo de transporte de electrones y con un aumento de la
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produccién de ROS que a su vez agrava la disfuncion mitocondrial dando lugar a un
circulo vicioso (Williams y col., 1998) que puede llevar a la activacion de la via
intrinseca de la apoptosis. Los radicales libres inducen apoptosis en un proceso que esta
asociado con la liberacion por las mitocondrias de citocromo c y del factor inductor de
apoptosis (AIF) junto con la activacion de la cascada de las caspasas (Green y Kromer,
2004). Los resultados de nuestro estudio muestran que después de 6 h de exposicion a
hipoxia hay un aumento significativo del citocromo ¢ y una tendencia a aumentar los
niveles de AIF en el citosol. EI aumento en el citosol de los niveles de citocromo c y de
AIF son importantes mediadores en la activacion de la cascada apoptotica via caspasas
facilitando la activacion de la caspasa efectora de apoptosis, la caspasa 3. Ha sido
propuesto que el aumento de los niveles de AIF en el citosol debido a alteraciones de la
membrana mitocondrial, contribuye a aumentar la activacion de la caspasa 3 desde la
caspasa 9, contribuyendo a aumentar el dafio celular. AIF tambien se trasloca al ndcleo
donde induce la condensacion de la cromatina y la fragmentacion del ADN,
contribuyendo a la muerte neuronal por una via independiente de las caspasas (Lee y
col., 2012 y Wang, 2015). Los resultados de la exposicion a la hipoxia respiratoria tanto
los obtenidos por inmunobloting como por inmunohistoquimica muestran un ligero
aumento de la actividad de caspasa 3 en el cerebro especialmente en el giro dentado y la
region CA3.

5.1.4. La re-oxigenacion restaura el equilibrio redox y reduce la actividad
apoptoética inducida por la hipoxia

En nuestro estudio, la re-oxigenacion induce la recuperacion de los efectos
inducidos por la hipoxia respiratoria. La intensidad del estrés oxidativo causado por la
hipoxia disminuye después de 24 h de re-oxigenacion. En este tiempo, la actividad pro-
oxidante (peroxidacion lipidica, oxidacion de proteinas y formacion de NO) disminuye
mientras que la actividad antioxidante (actividad SOS y sistema glutatidn) recupera los
valores normales. Después de 48 h de re-oxigenacion, la actividad pro-oxidante y la
actividad oxidante del cerebro de las ratas expuestas a la hipoxia respiratoria recuperan
el equilibrio redox. Los resultados muestran una disminucion progresiva de los niveles
de TBARS y AOPP y de los niveles de NO después de 24 h y 48 h de re-oxigenacion.
Después de 24 de re-oxigenacion se mantiene reducida la actividad SOD vy retorna la
actividad normal después de 48 h de re-oxigenacion. Después de 24 h de re-oxigenacion
hay una recuperacion de la actividad GR y de los niveles de GSH y después de 48 h la
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relacion GSH/GSSG vuelve a los valores observados en el cerebro de las ratas
normoxicas. Despues de 48 h de reoxigenacion los niveles de actividad pro-oxidante y
de actividad antioxidante no difieren de los niveles observados en el cerebro de las ratas

normoxicas.

A diferencia con lo que ocurre con el estrés oxidativo, la mayor actividad
apoptdtica ocurre en las primeras 24 h de re-oxigenacion. Durante la reoxigenacion los
niveles de citocromo ¢ muestran una tendencia a disminuir. Después de 24 h de re-
oxigenacion los niveles de citocromo ¢ se mantiene significativamente mayores que los
niveles del grupo control, volviendo a los valores normales a las 48 h de reoxigenacion.
Los niveles de AIF alcanzan el mayor nivel despues de 24 h de reoxigenacion y vuelve
a valores basales a las 48 h de reoxigenacion. Ha sido propuesto que la presencia de AlF
en el citosol por alteracion de la membrana mitocondrial contribuye a la formacion de la
caspasa 3 desde la caspasa 9, participando en amentar el dafio celular. También AIF se
transloca al nicleo donde induce la condensacion de la cromatina nuclear y la
fragmentacion del ADN (Wang, 2015) contribuyendo a la muerte neuronal, por una via
independientemente de las caspasas (Lee, et al. 2012). Tanto los resultados obtenido por
wetern blot como por inmunohistoquimica muestran un aumento significativo de la
actividad de la caspasa 3 después de 24 h de re-oxigenacion, especialmente en el giro
dentado y la region CA3 del hipocampo y retorna a los valores del grupo control
después de 48 h de reoxigenacion. Estos resultados estan de acuerdo con otros (Hu y
col., 2009).

Los resultados muestran que durante la exposicion a una hipoxia respiratoria
aguda severa los valores indicadores de estrés oxidativo, aparecen con el periodo de
hipoxia y tienden a la normalidad con la re-oxigenacion. Los marcadores de la
disfuncion mitocondrial y de apoptosis alcanzan su mayor intensidad a las 24 de re-
oxigenacion post-hipoxia cuando ya no se observa estrés oxidativo. Estos diferencias
en el tiempo, con estado de estrés en el periodo de hipoxia y normalizado a las 24 h de
re-oxigenacion y una activacion de la apoptosis con mayor intensidad después de 24
horas de re-oxigenacion no habian sido descritos hasta el momento. Sin embargo, esta
situacion coincide con la ya descrita en los eventos que ocurren durante la isquemia
(Dirnagl y col., 1999). En el tiempo, desde el momento en que la hipoxia causa una
caida en los niveles de ATP que afecta seriamente a la actividad de las ATP-asas

causando la despolarizacion generalizada y la liberacion excesiva de glutamato, los
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mecanismos excitotdxicos via estres oxidativo pueden causar dafios en neuronas y glia.
Ademaés, la excitotoxicidad dispara una serie de acontecimientos que contribuyen adn
mas al dafio del tejido cerebral. Tales eventos incluyen los mecanismos mas retrasados
de la muerte celular programada (Dirnagl y col., 1999).

Nuestros resultados muestran que los efectos de la reoxigenacion despues de la
exposicion a la hipoxia respiratoria son diferentes a los efectos descritos en la
reoxigenacion post isquémica aunque tanto en la hipoxia respiratoria como en la hipoxia
isquemica causada por disminucion del flujo de sangre al cerebro, el estres oxidativo y
la apoptosis son mecanismos determinantes del dafio cerebral (Granger y Kvietys,
2015). El método principal para reducir o prevenir el dafio neuroldgico a los pacientes
que sufren isquemia por ictus, es restablecer pronto el flujo sanguineo al tejido
isquémico. Sin embargo, paraddjicamente, la restauracion del flujo sanguineo causa
dafo adicional y agrava los déficits neurocognitivos entre los pacientes que sufren un
evento isquémico cerebral. La reoxigenacion que sigue a la hipoxia induce
generalmente la generacion por las mitocondrias de rafagas de ROS (Sandersen y col.,
2013), que no solo causan el dafio oxidativo en la fisiopatologia de la
hipoxia/reoxigenacion sino también activan los mecanismos de sefializacion que, en
parte sinergizan y en parte se oponen a los mecanismos inducidos por la hipoxia. En
consecuencia, se hace a menudo dificil distinguir lo que es atribuible a la hipoxia y lo
que es a la reoxigenacién que sigue a la hipoxia. De acuerdo con nuestros resultados, la
reoxigenacion despues de una expoxicién a hipoxia severa no solo no induce un estrés

oxidativo si no que restaura el equilibrio redox celular alterado por la hipoxia.

Muchos de los efectos de la hipoxia implican la mediacion de factores de
transcripcion: proteinas que regulan la expresion de genes. HIF es el mediador central
de la respuesta a la hipoxia (Wang y col., 1995). A nivel transcripcional, HIFs
funcionan como un regulador maestro de la homeostasis de oxigeno mediante el control
de la oferta y la demanda de oxigeno. HIFs son proteinas heterodiméricas que consiste
de una subunidad HIF-o regulada por el O, y una subunidad HIF-B expresada
constitutivamente en las celulas. La expresion de la subunidad HIF-o. puede ser
inducida por una serie de vias, y su degradacion es muy sensible a los niveles de O,. En
condiciones de normoxia, en presencia O, y a-cetoglutarato la HIF-o. es modificada por
las diogenasas PHD2 y FIH-1. Esta forma de HIF-a se une a la proteina de von Hippel-

Lindau (VHL) que recluta a un complejo ligasa de ubiquitina ligasa que marca a la
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HIF-a para su degradacion proteasomal (Prabhakar y Semenza, 2015). Durante la
hipoxia, HIF-a se acumula répidamente en el nucleo de la célula y desencadena la
expresion genica. En la hipoxia tisular, la disminucion de los niveles de O, y/ o el
aumento de la produccion de ROS puede inhibir las hidroxilasas y aumentar la
estabilidad de HIF-o. La presencia de altas concentraciones de ROS generadas a partir
de las mitocondrias facilitan la estabilizacion de HIF-1a (Chandel y col., 2000; Agani y
col., 2000; Bell y Chandel, 2007). ROS puede ser producido en el citosol por otros
mecanismos distintos de la fosforilacion oxidativa mitocondrial, por accion de NADPH
oxidasas y de la xantina oxidasa y ROS puede jugar un papel més importante en la
expresion HIF1low durante normoxia que en hipoxia (Haddad y Land, 2001). En la
condicion de hipoxia, HIFs se unen a la secuencia de consenso 5" -RCGTC-3, conocida
como HRE (Hypoxia-Response Elements) presente en el promotor de cientos de genes
(Ratcliffe y col., 1998) funcionalmente relacionados con la respuesta a la hipoxia,
incluyendo la regulacion de EPO (Ebert y Bunn, 1999), VGEF (Pugh y Ratcliffe, 2003)
y varios implicados en favorecer el cambio de metabolismo oxidativo a glucolitico en
condiciones de hipoxia (Fukuda y col., 2007). Hay dos dominios de activacion
transcripcional en HIF-1a referidos como dominio de activacion N-terminal y el
dominio de activacion C-terminal. Entre estos dos dominios estd el dominio de

degradacion dependiente de oxigeno (ODD) (Huang y col., 1998).

Nuestros resultados muestran que en el cerebro la exposicion a la hipoxia induce
una mayor actividad de HIF-1a al final de la exposicion a la hipoxia (p<0.001).
Después de 24 h y 48 h de re-oxigenacion hay una tendencia a una disminucion de los
niveles de actividad HIF-1a que se mantienen significativamente por encima de la
actividad del grupo control. Con la vuelta a la normalidad del contenido de O, en el
tejido cerebral era de esperar una disminucién en los niveles de HIF-1a. Sin embargo,
HIF-1a puede ser estabilizado por otros mecanismos diferentes a la hipoxia (Qutub y
Popel, 2008). La formacion de ROS via NADPH es un mecanismo de estabilizacion de
HIF-1a (Moona y col., 2010). Estabilizacion de HIF-1o durante re-oxigenacion ha sido

descrita en el rifion (Conde y col., 2012).

Otro factor de transcripcion descrito como implicado en la respuesta a la hipoxia
es el factor NFkB (Himadri y col., 2010). NFxB es un pluripotente factor de
transcripcion implicado en la regulacion de mdaltiples procesos celulares, incluyendo la
respuesta inflamatoria donde generalmente protege a las células induciendo la expresion
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de genes que codifican proteinas antioxidantes y antiapoptéticas. Durante la hipoxia el
aumento del estrés oxidativo activa al factor de transcripcion NFkB que a su vez activa
genes que estan implicados en procesos inflamatorios (IL-1, IL-6 y TNF-a) que pueden
causar edema cerebral, que junto con el estrés oxidativo y la apoptosis, es uno de los
principales mecanismos inducidos en el cerebro por la hipoxia severa. NF-xB es
expresado constitutivamente a bajos niveles en el sistema nervioso central y es
necesario para actividades celulares bésicas (Birbach y col., 2002). En nuestros datos
observamos un aumento significativo de NFkB después de 6 h de exposicion a hipoxia
un aumento significativo (p<0.01) en la expresion de NFxB después de 6 h de
exposicion a hipoxia. Después de 24 h de reoxigenacion, se observa una mayor
acumulacion en la region CAS del hipocampo. Ha sido descrito que la exposicion a
hipoxia causa un aumento gradual y significativo de la activacion de NFxB desde las 3
h de exposicion a hipoxia hasta las 48 h con una pica a las 24 h de exposicion

comparada con el grupo control (normoxia) (Himadri y col., 2010).

5.2. Efecto neuroprotector de la exposicion intermitente a la hipoxia respiratoria

moderada frente a la hipoxia respiratoria aguda severa

En un estudio previo observamos que la exposicion intermitente a hipoxia
moderada: (i) induce la expresion de Epo por el cerebro, un indicador de que la hipoxia
intermitente causaba hipoxia en el cerebro, (ii) no induce estrés oxidativo en el cerebro,
(iii) induce neuroproteccion frente al estrés oxidativo inducido por acido kainitico
(Costa y col., 2013). Estos resultados sugieren que la exposicion intermitente a la
hipoxia puede ser una forma de inducir tolerancia o pre-acondicionamiento del cerebro
frente a la hipoxia severa aguda. Precondicionamiento hipoxico o tolerancia inducida
por la hipoxia, se refiere un breve periodo de hipoxia que protege contra un insulto letal
(por ejemplo, sroke, hipoxia severa) minutos, horas o dias despues.

El pre-condicionamiento del cerebro es un fendmeno en el que el cerebro se protege
contra el dafio futuro mediante la adaptacion a bajas dosis de insultos nocivos (Dirnagl
y col., 2003).
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5.2.1. La hipoxia respiratoria moderada intermitente induce hipoxia en el

cerebro.

Dilucidado el efecto de la exposicion a una hipoxia aguda severa, abordamos el
posible efecto neuroprotector de la exposiciéon intermitente a una hipoxia moderada
frente a la hipoxia severa. Después de 8 exposiciones intermitentes a hipoxia moderada
(cuatro horas/dia durante 8 dias a una presion barométrica equivalente a 4000 m. de
altitud sobre el nivel del mar (Presion barométrica = 462 Torr; PO,=97 mmHg) la
eficacia del protocolo para causar hipoxia en el cerebro era confirmada por el aumento
significativo de HIF y el aumento de eritropoyetina (Epo) en el cerebro de las ratas
expuestas a la hipoxia intermitente. Estas dos proteinas son inducidas por la hipoxia
(Marti, 2004). La exposicion intermitente a la hipoxia respiratoria moderada induce
hipoxia en el cerebro.

5.2.2. Efecto de la hipoxia respiratoria moderada intermitente en el cerebro

Los resultados muestran que después de 8 sesiones de exposicion a hipoxia
moderada, los indicadores de estrés oxidativo, disfuncion mitocondrial y expresion de
proteinas pro-apoptosis en el cerebro no difieren significativamente de los del cerebro
del grupo control (normoxia). La exposicion intermitente a hipoxia hipobarica
moderada no induce estrés oxidativo ni apoptosis en el cerebro. Estos resultados estan
de acuerdo por los obtenidos en otros experimentos (Costa y col., 2013) y por otros
autores (Jung y col., 2008). Igualmente la exposicion a hipoxia intermitente no induce
cambios significativos en los niveles de citocromo ¢, AIF y de la actividad de la caspasa
3 indicadores de apoptosis comparados con el grupo de normoxia. En consecuencia el
protocolo de exposicién intermitente a hipoxia moderada causa hipoxia en el cerebro sin
inducir estrés oxidativo ni apoptosis. Claramente estos resultados muestran que la
hipoxia intermitente moderada afecta de forma diferente al cerebro de como lo afecta la
hipoxia severa aguda. La exposicion a hipoxia severa aguda causa un estrés oxidativo
resultante del aumento en la formacién de radicales libres y de la disminucion de la
capacidad antioxidante asi como disfuncién mitocondrial, activacion de la cascada
apoptotica y un aumento de la actividad NFxB en el cerebro. Estos efectos no se
observan en el cerebro de las ratas expuestas a la hipoxia hipobarica intermitente. En
contraste, los resultados revelan que después de la exposicion a la hipoxia respiratoria
hipobarica intermitente, los indicadores del estrés oxidativo y de la apoptosis presentan

niveles similares a los encontrados en el cerebro de las ratas nomoéxicas.
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5.2.3. La hipoxia respiratoria moderada intermitente induce neuroproteccion

frente a la hipoxia respiratoria aguda severa.

El descubrimiento méas significativo de este estudio es que la exposicion a
hipoxia intermitente moderada induce proteccion en el cerebro frente al estrés oxidativo
y a la actividad apoptética observado en el cerebro en ratas expuestas a hipoxia aguda

severa.

En el caso de las ratas expuestas a hipoxia respiratoria severa, los resultados
revelan aumento de los niveles de MDA, AOPP y NO, asociado con una disminucion de
la actividad de SOD y GSH en el cerebro, indicadores del estrés oxidativo. También se
observa un aumento tanto en la actividad de caspasa 3 como en la actividad de NF-xB
indicadores de actividad apoptdtica. Estos efectos de la exposicidn a hipoxia respiratoria
aguda estan significativamente reducidos en el cerebro de las ratas cuando son
expuestas previamente a hipoxia intermitente. Especificamente, observamos que en el
cerebro de las ratas expuestas a hipoxia severa, después de la exposicién a hipoxia
intermitente, comparadas con las expuestas solo a hipoxia severa, hay una reduccion en
la peroxidacion lipidica, oxidacion de proteinas y niveles de NO asi como una mayor
actividad de la SOD y GSH. Es decir, la exposicion a la hipoxia severa en estas ratas no
induce estrés oxidativo en el cerebro. Igualmente se observa una reduccion en el cerebro
de los niveles de citocromo c, AIF y actividad de la caspasa 3 comparadas con las
expuestas directamente a la hipoxia severa. El pre-tratamiento con hipoxia intermitente

protege al cerebro del estrés oxidativo y de apoptosis causado por la hipoxia severa.

HIF-1 estd considerado como el factor de transcripcion responsable del
mantenimiento de la homeostasis del oxigeno en las células (Prabdar y Semenza, 2015).
Los resultados confirman que en respuesta a la hipoxia tanto severa como intermitente
hay un aumento significativo en la expresion de HIF-1o. No hay diferencias entre los
dos grupos expuestos a hipoxia severa aguda, (HS y HHI+HS). El precondicionamiento
con exposicion a hipoxia intermitente no modifica la respuesta a la hipoxia aguda
severa. Los resultados estan de acuerdo con que la hipoxia estabiliza a la subunidad
HIF-1a y confirman que el protocolo de hipoxia intermitente, que no causa estrés
oxidativo, si causa hipoxia en el cerebro y activa al principal mecanismo de respuesta a
la hipoxia. Nuestros resultados estadisticamente no son lo suficientemente significativos
que permitan asegurar que existan diferencias en la expresion de HIF-1a entre la

hipoxia intermitente y la hipoxia severa aguda. En todo caso, de confirmarse podria
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indicar que la estabilizacion de la subunidad HIF-1a depende principalmente del grado
de hipoxia y no del estrés oxidativo que es diferente entre el grupo HS y el grupo
HHI+HS.

En relacién con la respuesta a la hipoxia, HIFs son importantes por su
participacion en regular genes que codifican la EPO, VEGF y enzimas reguladoras de la
glucolisis Dos opciones diferentes mantienen la homeostasis del oxigeno frente a la
hipoxia. De una parte, procesos que lleven a aumentar el aporte de O, de otra procesos
que lleven a disminuir el consumo de O,. Entre los primeros destacan el aumento de la
expresion de EPO (Semenza y Wang, 1992) y de VEGF (Forsythe y col., 1996). Entre
los segundos, destacan una seria de transportadores de glucosa (GLUT 1y GLUT3 y
enzimas reguladores de la glucolisis (Semenza y col., 1994; (Sharp y Bernaudin, 2004;
Kimy col., 2006).

La exposicién intermitente a la hipoxia aumenta la expresion de Epo, siendo
mayor en el grupo de animales expuestos a hipoxia aguda después de ser expuestos a
hipoxia intermitente. En experimentos previos, en ratas expuestas a hipoxia intermitente
el aumento en la expresion de Epo se correlacionaba con proteccion al estrés oxidativo
inducido por &cido kainitico (Costa y col., 2013). En el cerebro la Epo no tiene
actividad eritropoiética. EIl descubrimiento de una funcién protectora (Sanaka y col.,
1998) ha sido posteriormente confirmado (Sirén y col., 2001; Digicaylioglu y Lipton,
2001; Brines y Cerami, 2005). La Epo del cerebro es sintetizada por neuronas y
astrocitos donde actta en forma paracrina. Su funcion en el cerebro no esta del todo
dilucidada si bien es aceptado que desempefia un papel antioxidante protegiendo a las
células frente al estrés oxidativo. Nuestros datos muestran un aumento de la expresion
de Epo en los animales expuestos a hipoxia aguda con relacién a los animales
normoéxicos. Actualmente hay una abundante literatura confirmando el papel
neuroproctector de la Epo a través de su unién con el receptor Epo en diferentes
patologias neurodegenerativas ante estados de estrés oxidativo, isquemias, hipoxia
(Digicaylioglu y Lipton, 2001; Noguchi y col., 2007; Wen y col., 2002; Nguyen y col.,
2014), pero en todos los estudios usan principalmente variantes de Epo recombinante
exodgena. La Epo en el cerebro funciona a varios niveles, incluyendo la accién
antioxidante, la prevencion de apoptosis, promocion de angiogénesis. Epo es un
neuroprotector especialmente prometedor, ya que potencialmente interviene en varios

puntos de la via apoptotica.
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Otro gen activado por HIF-1 en respuesta a la hipoxia es el gen cuya activacion
lleva a inducir al factor VEGF que induce la angiogénesis. Los niveles de VEGF en los
distintos grupos muestran un patron como el de la EPO. Ambas son proteinas
expresadas en respuesta de la hipoxia que tienen un efecto a largo plazo. Los niveles de
VEGF en el cerebro de los animales expuestos a hipoxia severa aguda no difieren
significativamente de los niveles del grupo control (normoxia). Sin embargo la
exposicion a la hipoxia intermitente induce un aumento significativo de los niveles de
VEGF comparados con los animales expuesto a hipoxia aguda. Los niveles més altos de
VEGF eran encontrados en el cerebro del grupo expuesto a hipoxia intermitente seguido
de una exposicién a hipoxia severa aguda. La exposicion a hipoxia intermitente potencia

la expresion de VEGF en los animales expuestos después a la hipoxia severa.

Junto con HIF, otro factor que ha llamado la atencion por su implicacion en la
regulacién de mdltiples procesos celulares incluyendo la respuesta inflamatoria, la
apoptosis y la supervivencia celular es el factor de transcripcion NFkB (Hayden y
Ghosh 2008). Un analisis mas amplio de la funcion de NFkB demuestra como las
funciones de NFkB varian dependiendo del entorno en el que se encuentran (Mattson y
Meffert 2006; Ridder y Schwaninger 2009). La activacion de NF-xB se produce en
respuesta a una amplia gama de estimulos extracelulares e intracelulares, incluyendo la

hipoxia y el estrés oxidativo (Bubici et al 2006; Melvin et al 2011).

Nuestros datos muestran que la exposicion a hipoxia severa aguda induce un
aumento significativo de la expresion de NFxB en el cerebro que es inhibido por la
exposicion previa a hipoxia intermitente. El precondicionamiento inducido por la
exposicion previa a hipoxia intermitente inhibe la activacién de NFkB en las ratas
expuestas a hipoxia aguda previamente expuestas a la hipoxia intermitente. El
mecanismo por el cual la hipoxia induce la iniciacion de transduccién de sefiales por
NFkB indica la implicacion de los ROS, ya que la suplementacion de antioxidantes
podria bloquear la iniciacion de la cascada de sefializacion de NFkB (Hansen et al.
2006). Sin embargo, como es el caso con otros estimulos, el proceso por el cual el estrés
oxidativo activa NFKB es complejo. Interaccion entre ROS y NFkB ha sido descrito
segun la cual el factor NFkB es un regulador negativo clave de la actividad oxidante
inducida en respuesta al estrés oxidativo (Bubici et al. 2006). El efecto NFxB en la

muerte neuronal y la supervivencia puede depender del tipo de célula y el momento de
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la activacion de NFxB (Pizza et al. 2002). La evidencia reciente resalta que dentro de la
misma célula neuronal, la activacion de diferentes dimeros NFkB puede tener efectos
contrarios sobre la supervivencia neuronal (Mattson y Meffert 2006; Sarnico et al
2009). Nuestros datos confirman resultados previos en los que la hipoxia intermitente
reduces los niveles de NF-xB inducidos por estrés oxidativo (Costa y col., 2013) y que

NF«kB aparece asociado con la apoptosis.

La exposicion a la hipoxia intermitente, de acuerdo con la ausencia de estrés
oxidativo observada, no induce apoptosis. Los niveles de citocromo c, AlIF y caspasa 3
en el cerebro de las ratas expuestas a hipoxia intermitente no difieren de los valores
observados en el cerebro del grupo control (normoxia). Sin embargo, en el cerebro de
las ratas expuestas a hipoxia severa los niveles altos de citocromo c, AIF y caspasa 3 en
son indicadores de activacion de la via apoptoética. Este efecto apoptético causado por la
hipoxia severa aguda es inhibido cuando las ratas son precondicionadas por la hipoxia
intermitente. La exposicion al protocolo de hipoxia hipobarica intermitente induce
mecanismos que protegen al cerebro de los mecanismos apoptoticos producidos por la

exposicion a hipoxia severa aguda.

Entre los diversos mecanismos que posee el organismo para protegerse del estrés
oxidativo uno de los mas importantes es la produccion de proteinas de estrés o heat
shock proteins (HSP). Entre las funciones descritas en las que intervienen las HSP esta
su funcion antiapoptdtica. Estos incluyen la inhibicion de mediadores directos como
Bax, asi como reguladores indirectos de permeabilizacion de la membrana mitocondrial
como la Akt para prevenir la formacién de MOMP (canal permeable de la membrana
mitocondrial), asi como los eventos posteriores de la alteracion mitocondrial para
regular la formacion del apoptosoma. Aqui estudiamos dos de la HSP que han sido
implicadas en la respuesta a la hipoxia, la HSP 70 y la HSP 27. Los resultados muestran
que la exposicién intermitente a la hipoxia moderada no tiene efectos sobre la expresion
de HSP 70. Los niveles de HSP 70 después de la exposicion a la hipoxia aguda severa
con precondicionamiento y sin precondicionamiento no muestran diferencias
significativas. De acuerdo con nuestros resultados la HSP 70 no parece desempefiar un
papel importante en la respuesta del cerebro a la hipoxia severa aguda. Sin embargo
observamos una diferencia significativa entre la expresion de HSP 27 entre el cerebro
de las ratas precondicionadas por exposicion a hipoxia intermitente y expuestas a la

hipoxia severa aguda con las expuestas a la misma condicion pro no precondicionadas.
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La inmunoreactividad muestra un aumento de células positivas activadas por la hipoxia
intermitente. El efecto neuroprotector del precondicionamiento mediante hipoxia
intermitente aparece asociado a un aumento significativo de la HSP 27 que confirma el
papel anti-apoptdtico de esta proteina frente al estrés oxidativo inducido por la hipoxia.
HSP ha sido descrita como una proteina que inhibe la liberacion de citocromo ¢ y
activacion de caspasa-3 (Gabai, Sherman, 2002). Estos efectos han sido encontrados en

nuestro estudio.

Astrocitos. Los astrocitos estan involucrados en el soporte metabdlico para las
neuronas y les proporcionan nutrientes tales como el lactato para complementar las
necesidades energéticas. Ademas, los astrocitos parecen ser la principal fuente de EPO
(eritropoyetina) y GSH (glutatién reducido) en el SNC en situaciones de estrés.
(Gabryel y Malecki, 2006)

Estudios anteriores han demostrado queen hipoxia isquémica, las neuronas no
sobreviven si los astrocitos vecinos no son viables (Takano y col., 2009). Por lo tanto,
es importante examinar como la hipoxia afecta a la funcién y la viabilidad de los
astrocitos dado que los astrocitos tiene una concentracion GSH dos veces més alta que
en las neuronas y que proporcionan la mayor parte de la EPO a las neuronas vecinas
(Bolafios y col., 1999). Trabajos recientes sostienen que los astrocitos desempefian un
papel importante como sensores de hipoxia (Angelova y col., 2015). En comparacion
con las neuronas, los astrocitos son muy resistentes a la hipoxia debido a varios
factores. En primer lugar, los astrocitos tienen grandes reservas de glucdgeno que puede
ser metabolizado a la glucosa y el lactato y suministro de energia durante hipoxia
(Phelps, 1972). En segundo lugar, los astrocitos tienen una baja demanda de energia, a
diferencia de las neuronas, que tienen una alta densidad de canales idnicos y requieren
méas ATP para mantener los gradientes ionicos. Por lo tanto desregulacion idnica se
produce lentamente en astrocitos (Silver y col., 1997). En tercer lugar, los astrocitos
tienen un mayor nivel de GSH, que las neuronas y proporcionan GSH o sustratos para la
sintesis de GSH a las neuronas (Chen y Swanson 2003). En nuestros experimentos,
como los resultados demostraron, la hipoxia severa provoc6 un cambio en la morfologia
de astrocitos, que se parecia a una estructura mas difusa, comparada con una estructura
fibrosa observada en normoxia. Una situacion conocida como astrogliosis que implica

un aumento de la GFAD en los astrocitos y una hipetrofia de los cuerpos celulares y
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retaccion de las prolongaciones celulares. Esto se correlaciona con la excitotoxicidad.
Curiosamente, la hipoxia severa previa exposicion a hipoxia intermitente mostraba una

recuperacion en la morfologia celular.

A modo de resumen, los resultados permiten establecer que la exposicion a
hipoxia respiratoria aguda severa (FiO, = 7 % de O,, durante 6 horas) causa hipoxia en
el cerebro con un aumento del estrés oxidativo que incluye la reduccion de la actividad
antioxidante, asi como una disfuncion mitocondrial y aumento de la actividad
apoptotica. El estrés oxidativo alcanza su mayor intensidad durante el periodo de
hipoxia y disminuye hacia valores de normoxia, durante la posterior reoxigenacion. La
actividad apoptotica se inicia durante la exposicion a la hipoxia y alcanza su mayor
intensidad después de 24 h de reoxigenacion.

El precondicionamiento mediante exposicion a un protocolo de hipoxia
hipobarica moderada intermitente (8 dias, 4 h/dia a una altitud simulada de 4000 m,
induce neuroproteccion. La exposicion al protocolo de precondicionamiento induce la
expresion de HIF-1 sin causar estrés oxidativo ni aumentar la actividadad apoptética
mientras que induce la expresion de proteinas neuroprotectoras como la Epo y el VEGF.
El precondicionamiento prepara al cerebro para tolerar el efecto de la hipoxia severa de
modo que mantiene la actividad antioxidante, la funcién mitocondrial y facilita la
expresion de factoras considerados como neuroprotectores, tales como el aumento de la
expresion de Epo, VEGF y HSP-27. El papel de los astrocitos, hasta ahora
practicamente ignorado como implicados en el efecto de la hipoxia sobre el cerebro,

debe de ser considerado en proximos estudios sobre neuroproteccion.
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Conclusiones

Conclusiones:

1. La hipoxia severa causa en el cerebro de las ratas estrés oxidativo, resultado de un
aumento en la formacion de radicales libres y una disminucién de la actividad

antioxidante.

2. La actividad apoptotica iniciada durante la hipoxia es mayor después de 24 h de re-
oxigenacion. Después de 48 h de reoxigenacién, las actividades pro-oxidante y

antioxidantes presentan valores normales.

3. El estrés oxidativo iniciado por la hipoxia precede en el tiempo a la cascada

apoptotica.

4. La exposicion intermitente a hipoxia hipobarica moderada causa hipoxia en el

cerebro.

5. La exposicién intermitente a hipoxia hipobarica moderada no causa estrés oxidativo

ni actividad apoptética.

6. La hipoxia intermitente induce mecanismos neuroproctectores del dafio celular

causado por la exposicion a hipoxia aguda severa.

7. El factor de transcripcion NF-xB aparece asociado al dafio cerebral inducido por la

hipoxia aguda.

8. La neuroproteccién inducida por la hipoxia intermitente frente a la hipoxia aguda

severa esta asociada con la inhibicion de la via apoptética.

9. Las proteina de estrés HSP 27 y HSP 70 tienen comportamientos diferentes frente a
la hipoxia severa. La HSP 27 esté asociada con los mecanismos protectores
antiapoptéticos. La proteina HSP 70 no participa en los mecanismos protectores frente a

la hipoxia severa.

10. La hipoxia severa induce astrogliosis en el hipocampo. El precondicionamiento

protege de la astrogliosis.
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