PONTIFICA UNIVERSIDAD CATOLICA DE CHILE
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DOCTORADO EN CIENCIAS FISIOLOGICAS

LA NITRACION DE PROTEINAS CONTRIBUYE A LA
POTENCIACION QUIMIOSENSORIAL DEL CUERPO
CAROTIDEO DE RATAS SOMETIDAS A HIPOXIA
INTERMITENTE

Tesis entregada a la Pontificia Universidad Catdlica de Chile en
cumplimiento parcial de los requisitos para optar al grado de Doctor en
ciencias bioldgicas con mencion en Ciencias Fisiologicas.

ESTEBAN ALEXIS MOYA CESPEDES

Laboratorio de Neurobiologia
Departamento de Fisiologia
Pontificia Universidad Catolica de Chile

DIRECTOR DE TESIS
Dr. Rodrigo Iturriaga Agiiera

Departamento de Fisiologia
Facultad de Ciencias Biologicas
Pontificia Universidad Catélica de Chile

Octubre
2013



DEDICATORIA

A mis padres Juan Carlos y Mary,
a mi hermano Carlos
a mi sefiora Maria Fernanda.

il



il

AGRADECIMIENTOS

Quiero agradecer a mi familia mas cercana, a mi seflora Maria Fernanda por darme el apoyo y
empuje necesario para concretar mi proyecto, y espero que este sea el primero de otros
grandes proyectos que concretaremos como una nueva familia desde ahora y en los afios
futuros. A mi madre Maria Céspedes, porque siempre me haz dado diez veces mas que la
ayuda que solicito, porque, sobre todo en los dias mas agitados, me haz dado la tranquilidad
pero también el espacio que necesito velando siempre por lo que es lo mejor para mi. A mi
padre Juan Carlos por acompanarme siempre desde donde estés y por seguir dandome
lecciones hasta el dia de hoy, aunque sea a porrazos. A mi hermano Carlos por compartir sus
opiniones y experiencias, y guiarme acerca de las prioridades correctas cada vez que estuve
desorientado. A mis sobrinos Luciano y Vicente, por darme muchas alegrias en el proceso,
dandome la sonrisa mas franca, y por acercarme a la familia cuando a veces me alejaba.

A mi mentor, Dr. Rodrigo Iturriaga, por darme toda su experiencia y guia, por impulsar
siempre a que tuviera mis objetivos claros y que los fuera alcanzando de manera convincente y
concreta, y por las largas conversaciones en las que ambos, con no poca porfia, definimos las
lineas de esta Tesis. Por mostrarme el mundo cientifico desde todas sus aristas y brindarme
todas las oportunidades para que lograra avanzar en mi desarrollo intelectual y personal.

Felicitar a Paulina Arias por los merecidos premios recibidos este afio y agradecer su
asistencia en todos los procesos experimentales necesarios, como siempre, en todo lo que se
relaciona con las muestras histologicas y las técnicas de microscopia, pero ademas darte mis
profundos agradecimientos porque siempre estuviste con la mejor disposicion y la mejor
sonrisa incluso cuando mi genio no me acompafiaba tanto.

Al Dr. Julio Alcayaga, pues diseid, desarrolld y construyd personalmente los equipos para
realizar el protocolo de hipoxia intermitente crénica, sin los cuales hubiera sido imposible
elaborar ninguno de los experimentos realizados en esta Tesis Doctoral. Y por el consejo y
conversacion sincera que siempre tuvo mientras lo asistia en la elaboracion de estos equipos y
algunos cafés.

A don Fidel Flores por su indispensable trabajo en el manejo y mantencion de los animales
con un nivel de compromiso admirable, estando siempre atento a cualquier problema en el
desarrollo de los experimentos. Por su compaifiia y ayuda en los procedimientos quirdrgicos,
cuando mas lo necesité, y las charlas reanimadoras cuando algo andaba mal.

Quiero agradecer de manera muy especial a mi cuiiada Maria Soledad Galvez y a mis queridos
amigos Catalina Gonzalez y Jovan Kuzmicic, porque de la manera mas generosa me dieron la
tranquilidad que yo necesitaba para poder escribir esta Tesis entendiendo y compartiendo la
dificil situacion en la que estaba.

Y quiero darles las gracias a mis colegas y amigos, pero especialmente a Maria Francisca
Godoy y Felipe Mufioz por acompafiarme y ayudarme a resolver mis decisiones y reflexiones
y por hacer muy gratos todos estos afios.



INDICE GENERAL

Paginas

Dedicatoria..............ooii i, i
AGradecimientos .............o.oiiiiii e il
Indice eneral ............o.oooiiii it v
Indice de figuras y tablas.......................coooiiiiii i, vi
ADreviaturas ... ... viii
RESUIMEN. ... ix
ADSEFACT. ... xii
L INtroducCion ..... ... 1
1.1. Apnea obstructiva del SUETIO ... .veuiree ettt et iie it ie e e ereeeaeneeeneennannns 1
1.2. La hipoxia intermitente cronica es el principal responsable de las consecuencias
cardiovasculares de OSA. . ... ottt e e e 2
1.3. El cuerpo carotideo es el principal sensor de 0Xigeno.......oveueereennernernenneeneeennnn 4
1.4. Potenciacion de la actividad quimiosensorial del cuerpo carotideo...........ocovveennen... 9
1.5. Rol del 6xido nitrico €N €l CB....uuuuieee ittt e e eiiiitee e e eiiieeee e e eeiiieeeaennaeaas 12
1.6. Las ROS contribuyen a los cambios generados en el CB en respuestaa CIH............... 13
1.7. La formacion de 3-nitrotirosinas en el CB tiene un posible rol fisioldgico.................. 18
1.8. Superoxido dismutasa en el CB......ouueeeieiittte et iiiee e et et et 19
1.9. 24
o0 407010 ] N
2. Hipotesis y objetivos. ............ooiiiiiii e 27
00 R 5 TG Pt 27
0 0 o 115 o Y 28
BuMELOAOS ..ottt 29
N '3 1 29

3.1.1. Modelo de hipoxia intermitente cronica €n ratas...............oeeeeeeeeeeeeennnnnnnn. 29

3.1.2. Utilizacion de antioXidANTES . ...vuuveeenresenteerreeeeaereeenneeeaneeannneeannenn 30
3.2. Registro de la descarga quimiosensorial del CB de 1ata in Siftt «..vvevvveeeenennineeeennnnn. 31
3.3. ANALISIS A€ WeSIErmt BIOt vov v vttt ettt ettt e e e e e enaene e 32

3.3.1. Co-inmunoprecipitacion de MnSOD nitrada.............covieeiiiiiiinnnnnnnnenenn. 33



3.4. Preparacion de los tejidos para inmunohistoquimica ............eveeeeeieeeeeiiiiiiinnnn.. 34

3.4.1. Cuantificacion de la inmunorreactividad positiva .........covveviiiiiiieennenennens 35
3.5. Cuantificacion del NO producido por10s CBS......c.vviieeiiirineeeeiiriiiieeeiinneeeennn 36
3.6. Medicion de la actividad de MNSOD .....ueinnititteeiire e ieeeeeieeeiee e enneenns 36
3.7. ANALISTS @StAAISTICO . 1+ vvv ettt ettt ettt e ettt ee e et e e et e e e e e e 37
4. ReSUItadOS. . ......oni 38
4.1. Medicion de 10s niveles de SOD. . ... ututeeeietteete e et e eiieeaiteeeaeeeaneeannnens 38
4.1.1. Niveles de SOD en glandulas adrenales. ........o.ouveeeeenrnneeeeennnneeiieennnnenns 38
4.1.2. Cuantificacién de los niveles de SOD en cuerpos carotideos. .........ooevveeeennnns 43
4.1.3. Medicién de MnSOD en ganglio cervical SUPErior. .......vveeeeereeeeeeeeeeennnnnnn. 49
4.2. Cuantificacion del estado redox en ratas sometidasa CIH.............coooiiiiiiiiioni, 53
4.2.1. Medicion de los niveles de 6xido nitrico en homogenizados de CB.................. 53

4.2.2. Deteccion de proteinas nitradas en la médula adrenal y en el cuerpo carotideo........ 55

4.3. Actividad de MnSOD en las células cromafines de ratas expuestasa CIH.................. 58

4.3.1. Medicion de la actividad de MnSOD en médulas adrenales y CBs de ratas sometidas

T ] = N 58
4.3.2. La exposiciéon a CIH produce nitracion de laMnSOD ..............cooiiiiinninnn... 62
4.4. Estudio del efecto de CIH sobre la descarga quimiosensorial del CB....................... 66
4.4.1. Curso temporal de la descarga quimiosensorial del CB............ccovvvvviiiian.... 66

4.4.2. Contribucién de las ROS mitocondriales y del radical ONOO sobre la descarga

QUIIMIOSENSOIIAL. « v vt et e ettt ee ettt e e ettt et e ettt e e et e ettt e e eetaeeeeanaans 71

4.4.3. El tratamiento con Ebselen revierte la hipertension inducida por CIH................ 76
S.DIHSCUSION. ... 82
5.1. Actividad y expresion de MnSOD en las células glomicas del CB...........ccoovvennenn.. 83
5.2. Produccion de ROS en ratas sometidas a CTH ......ooviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeenns 86

5.3. Contribuccion del radical ONOO' sobre la potenciacion quimiosensorial y el desarrollo de

hipertension inducida por CIH ........oiiiiiret ettt ettt e e e ee e 88
5.4. Posible rol de la S-nitrosilacién de proteinas en los cambios inducidos por CIH........... 91
BT T 1073 Te] 111 T T 93

6. Bibliografia.......... ... 95



INDICE DE FIGURAS Y TABLAS

Paginas
Figura 1: Localizacion y estructura del cuerpo carotideo ..........oeveeeeveuiieeneennnnn.. 7
Tabla 1: Moduladores de la actividad quimiosensorial del CB ............ccceveeinnnnnn.... 8
Figura 2: Propuesta..........ccoieiiiiiiiiiiiiiniii it ereeenieeeneee 20
Figura 3: La CIH aumenta los niveles de MnSOD en glandulas adrenales de rata. ........... 39
Figura 4: Inmunorreactividad de MnSOD en glandulas adrenales de ratas sometidas a CIH.. 40
Figura 5: La CIH no produce cambios en los niveles de MnSOD y CuZnSOD en médulas
AATENALES Q€ TAAS .+« - vt ettt ettt e et et et e et e e et e et e et e et e e e eaaaeaas 42
Figura 6: La CIH incrementa la inmunorreactividad de MnSOD en cortes de CBs extraidos
deratas sometidas @ CIH ......iiiiinii it e e 44
Figura 7: Cuantificacion de los niveles de MnSOD en homogenizados de CB............... 45
Figura 8: La CIH produce aumento de los niveles de MnSOD pero no modifica los niveles
de CuZnSOD €N CBS d€ TAAS. .. .+t uettenntte ettt et e ettt e et e e e e e e eaneaeenes 47
Figura 9: CuZnSOD-ir en CBs de ratas control y sometidas a CIH............ccvveeeennnnn.. 48
Figura 10: La CIH no genera cambios de MnSOD en el ganglio cervical superior de rata.... 50
Figura 11: La CIH no cambia los niveles de MnSOD en el ganglio cervical superior......... 51
Figura 12: La CIH produce disminucion de los niveles de NO generados por los CBs en el
MEI0 A€ INCUDACION. « « v+t ettt ettt ettt ettt ettt et e e e e e e et e e 54
Figura 13: La exposicion a CIH incrementa los niveles de 3-NT en las células cromafines
de 1a MEULa AATENAL ..o ..veutee ettt ettt 56
Figura 14: La exposicion a CIH incrementa los niveles de 3-nitrotirosinas en CBs de rata... 57
Figura 15: La CIH produce disminucion de la actividad de la MnSOD en homogenizados de
T PTG 1 60

vi



Paginas
Figura 16: La exposicion a CIH aumenta la actividad de la MnSOD en homogenizados de
(0037 LI v 7 Rt 61
Figura 17: La CIH induce nitracién de la MnSOD en médulas adrenales .................... 64
Figura 18: La CIH produce nitracion de la MnSOD en CBs de ratas.........oceeerveerveennnenns 65
Figura 19: Registro de la actividad quimosensorial del cuerpo carotideo .................... 68
Figura 20: La exposicion a CIH produce potenciacién quimiosensorial del CB.............. 69
Figura 21: Curso temporal de la potenciacion quimiosensorial medida en ratas sometidas a
01 70
Figura 22: Las ROS mitocondriales son fundamentales para producir la potenciacion
quimiosensorial inducida por CIH .......oeuiiniiiiiti it ittt cie e e eeaeenes 73
Figura 23: El radical ONOO" es esencial para generar la potenciacion quimiosensorial del
CBinducida por CIH ...ttt et ettt ettt e ettt e e ettt e e et e eiaeeeeenn 74
Figura 24: El tratamiento con Ebselen reduce los niveles de 3-NT en el CB.................. 75
Figura 25: La CIH produce un aumento de la presion arterial que es revertido al suministrar
Lo TT=) 157 78
Figura 26: El tratamiento con Ebselen revierte la hipertension inducida por CIH............. 79
Figura 27: Las respuestas presoras inducidas por hipoxia aguda estdn aumentadas en
animales sometidos a CIH, y dicho aumento es revertido al ser tratadas con Ebselen............ 80
Figura 28: El incremento en la respuesta presora inducido por CIH es revertido cuando las
ratas son suministradas con EbSelen. .......o.ueeiuieiiiteeiiieiitte et eniiiiie e erereeanans 81
Figura 29: Mecanismo propuesto para el desarrollo de hipertension y la generacion de la
potenciacién quimiosensorial del CB en ratas sometidas a CTH..........ooovieieneennneennnns 94

vil



*CIH
*OSA
*AHI
*CB
PO,
*LTF
*ROS
*ET-1
*NO

Oy
ONOO’
*NOS
*nNOS
*INOS
*eNOS
H,0,
*SOD
*MnSOD
*3-NT
*ir

*CuZnSOD

viii

ABREVIATURAS

: Hipoxia intermitente cronica

: Apnea obstructiva del suefio

: Indice de apneas/hipopneas

: Cuerpo carotideo

: Presion parcial de oxigeno

: Facilitacion sensorial de largo plazo
: Especies reactivas de oxigeno

: Endotelina-1

: Oxido nitrico

: Radical superdxido

: Radical peroxinitrito

: Oxido nitrico sintasa

: Oxido nitrico sintasa neuronal

: Oxido nitrico sintasa inducible

: Oxido nitrico sintasa endotelial

: Per6xido de hidrégeno

: Superoxido dismutasa

: Manganeso superoxido dismutasa
: 3-nitrotirosina

: Inmunorreactividad

: Cobre zinc superoxido dismutasa



*ECSOD
*HIF
*MTP
*fy
*[L-1B
*TNF-a

N202

iX

: Superoxido dismutasa extracelular

: Factor de transcripcion inducible por hipoxia
: Poro de transicion mitocondrial

: Frecuencia de descarga quimiosensorial

: Interleuquina 1 beta

: Factor de necrosis tumoral alfa

: Didxido de Nitrégeno

* Las abreviaturas incluidas en esta Tesis estan en ingles debido a que de las figuras utilizadas
estan en el formato requerido para ser publicadas en revistas escritas en este idioma.



Resumen X

RESUMEN

La hipoxia se manifiesta en diferentes condiciones fisioldgicas y patologicas en los seres
vivos. Entre ellas, uno de los patrones de hipoxia mas comun es la hipoxia intermitente
crénica que consiste en la ocurrencia de eventos de hipoxia de corta duracién seguidos por
episodios de normoxia, tal como ocurre en el sindrome de apnea obstructiva del suefio.
Numerosos reportes demuestran que la hipoxia intermitente contribuye al desarrollo de
alteraciones cardiovasculares e hipertension que sufren los pacientes con apnea obstructiva
del sueno. De hecho, se ha demostrado que, pacientes con apnea obstructiva del suefio o
animales sometidos a hipoxia intermitente cronica, presentan potenciacion de los reflejos
ventilatorios, simpaticos y cardiovasculares en respuesta a la hipoxia aguda. Este aumento
de respuestas ha sido atribuido a la potenciacion de la reactividad de los quimiorreceptores
del cuerpo carotideo.

La potenciacion quimiosensorial carotidea consiste en un aumento de la frecuencia de
descarga de potenciales de accion del nervio carotideo en respuesta a un estimulo hipoxico
agudo, pero los mecanismos celulares asociados a este fendmeno no se conocen
completamente.

Pese a esto, se sabe que la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y en
particular el radical superoxido (O;") contribuyen a la potenciaciéon quimiosensorial, ya que
la administracion de antioxidantes y/o agentes miméticos de las superoxido dismutasas
(SODs) previenen la potenciacion quimiosensorial. Resultados obtenidos en nuestro
laboratorio muestran que marcadores relacionados con el estrés oxidativo o las respuestas
inflamatorias podrian estar implicados en la generacion de la potenciacion quimiosensorial,
sin embargo, de ellas, s6lo la formacion de residuos de 3-nitrotirosinas (3-NT) presenta un
correlato temporal con la aparicion de la potenciacién quimiosensorial. EI O, y el 6xido

nitrico pueden reaccionan formando radical peroxinitrito, que modifica residuos de tirosina
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generando 3-NT. Por lo tanto, decidimos estudiar un posible mecanismo que explicara
como, la formacion de 3-NT, puede contribuir a la potenciacién quimiosensorial del cuerpo
carotideo. Una de las proteinas susceptibles a sufrir nitracion es la manganeso SOD
(MnSOD). Esta enzima mitocondrial, normalmente regula los niveles toxicos de O,", pero
presenta disminucion de su actividad catalitica cuando es modificada por nitraciéon en su
sitio activo. Dado que los niveles de O, dependen de la actividad catalitica de la MnSOD,
cabe esperar que una disminucidon en su actividad por nitracion aumente los niveles de
ROS en las células quimiorreceptoras de cuerpo carotideo, contribuyendo a la potenciacion
quimiosensorial.

Estudiamos el efecto de la hipoxia intermitente sobre la actividad quimiosensorial, los
niveles de MnSOD y 3-NT en el cuerpo carotideo de rata. Analizamos si la hipoxia
intermitente genera cambios en la actividad de la MnSOD vy si estos cambios se relacionan
con la nitracion de esta enzima.

Los resultados descritos en esta Tesis doctoral demuestran que la exposicién a hipoxia
intermitente cronica por 5 dias produce aumento de la actividad del nervio carotideo en
respuesta a un estimulo de hipoxia aguda y que este aumento se mantiene luego de 7 dias
de hipoxia intermitente. Que cuerpos carotideos de ratas sometidas a 3 dias de hipoxia
intermitente presentan aumento en los niveles de 3-NT, los que se mantienen altos luego de
5 y 7 dias de exposicion a hipoxia intermitente. Dado que el CB tiene un pequefio tamafio
(500 pm de didmetro), usamos a las células cromafines de la médula adrenal como modelo
de las células glomicas del CB. Encontramos que la exposicion a 7 dias de hipoxia
intermitente también aumenta los niveles de 3-NT en las médulas adrenales.

Ademas, encontramos que en ratas sometidas a hipoxia intermitente la actividad de la

MnSOD se encuentra disminuida en las médulas adrenales pero aumentada homogenizados
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de cuerpo carotideo, y que dichos cambios son prevenidos al administrar acido ascorbico
como antioxidante.

Por otra parte encontramos que, en ratas expuestas a hipoxia intermitente, no cambian los
niveles de MnSOD en las médulas adrenales, pero si estdn aumentados en homogenizados
de cuerpo carotideo. Sugiriendo que el aumento de actividad de la MnSOD en los cuerpos
carotideos se debe a un aumento de sus niveles.

Al medir los niveles de MnSOD nitrada a través de ensayos de co-inmunoprecipitacion,
encontramos que tanto en las médulas adrenales, como en los cuerpos carotideos, los
niveles de MnSOD nitrada en ratas sometidas a hipoxia intermitente es mayor que en las
ratas controles, y que este aumento es prevenido con el tratamiento con antioxidantes.

Pese a que el aumento de actividad observado en los cuerpos carotideos de ratas sometidas
a CIH, descarta la contribuciéon de la nitracion de la MnSOD en la potenciacion
quimiosensorial, decidimos estudiar la contribucién del radical peroxinitrito (inductor de la
nitracion) y de los ROS mitocondriales sobre la actividad quimiosensorial usando distintos
antioxidantes. MitoTEMPO (especifico contra ROS mitocondriales) y Ebselen (especifico
contra peroxinitrito), previenen el desarrollo de la potenciaciéon quimiosensorial del CB.
Ademés la administracion de Ebselen revierte el aumento de la presion arterial inducido
por hipoxia intermitente.

Estos resultados permiten concluir que la nitracién de la MnSOD no esta involucrada en el
aumento de actividad quimiosensorial evocada por CIH. La produccion de peroxinitrito y/o
de ROS mitocondriales son fundamentales para desarrollar la potenciacion quimiosensorial
del cuerpo carotideo observada en ratas sometidas a hipoxia intermitente. Y el tratamiento

con Ebselen revierte la hipertension inducida por CIH.
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ABSTRACT

Hypoxia is manifested in several physiological and pathological conditions in living
beings. Among them, one of the most common is the chronic intermittent hypoxia pattern,
characterized by brief hypoxic episodes followed by normoxic episodes, such as occur in
the obstructive sleep apnea (OSA) syndrome. Many studies shown that chronic intermittent
hypoxia contributes to the development of cardiovascular diseases and hypertension
observed in patients suffering OSA. Indeed, animals exposed to chronic intermittent
hypoxia and OSA patients, have potentiated ventilatory, sympathetic and cardiovascular
responses to acute hypoxia. These potentiated responses have been attributed to the
increased reactivity of carotid body (CB) chemoreceptors.

The CB chemosensory potentiation consists on the increase in the discharge of impulses in
carotid sinus nerve evoked by a hypoxic stimulus. Nevertheless, the mechanism underlying
this phenomenon is not fully understood.

The use of antioxidant and superoxide dismutase mimetic molecules prevents CB
chemosensory potentiation. This allows determine that, production of reactive oxygen
species (ROS), and particularly superoxide radical (O;), contribute to the CB
chemosensory potentiation. Our results have shown that oxidative stress markers, or
inflammatory response, may be involved in the generation of chemosensory potentiation.
However, only generation of 3-NT residues (3-NT), correlates with the onset of
chemosensory potentiation.

The O, radical can reacts with nitric oxide producing peroxinitrite (ONOO), and can
modify tyrosine restudies to produce 3-NT. Therefore, we decide to study the contribution
of 3-NT generation on the CB chemosensory potentiation. Mitochondrial manganese
superoxide dismutase (MnSOD) regulate O, levels, but reduces its activity when is

nitrated.



Abstract xiii

Since O, levels are regulated by catalytic activity of MnSOD, a decrease in MnSOD
activity by nitration could increase the ROS levels in chemoreceptor cells of CB,
contributing to chemosensory potentiation.

We studied the effect of CIH on chemosensory potentiation, the MnSOD and 3-NT levels
in the rat CB. Also, we analyze if CIH produces changes in MnSOD nitration and activity.
The results exposed in this PhD Thesis shown that exposure to 5 days of CIH produces
increase of CB chemosensory activity, and keeps elevated after 7 days of CIH; and the 3-
NT levels are increased in CBs of rats exposed to 3, 5 and 7 days of CIH. Also, given the
small size of CB (diameter of 500 um), we used chromaffin adrenal cells, as a model of CB
glomus cells. We found that exposure of 7 days of CIH increase the 3-NT levels in
chromaffin adrenal cells.

The exposure to CIH decreases the activity of MnSOD in homogenates of adrenal
medullas but is increased in homogenates of CBs. These changes in MnSOD activity are
reversed in rats that were exposed to CIH but supplemented with ascorbic acid as an
antioxidant.

Besides, we found increased levels of MnSOD in CBs extracted from rats submitted to
CIH, but the MnSOD levels in adrenal medullas were unchanged. This result suggests that
the increase in MnSOD activity in CB is due to the increase in the protein levels.

Using co-immunoprecipitation we found that nitrated MnSOD levels is increased in
adrenal medulla and CBs of rat, and these increases were prevented with the administration
of ascorbic acid during the CIH protocol.

Despite that the increase in MnSOD activity in CBs of rats exposed to CIH discard the
contribution of nitrated MnSOD on chemosensory potentiation, we decide to study the
contribution of ONOO" (a nitration inducer) and mitochondrial ROS on chemosensory

potentiation using different antioxidants. Treatment with MitoTEMPO (against
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mitochondrial ROS) and Ebselen (against ONOOQO") totally prevent the CB chemosensory
potentiation. Also, the administration of Ebselen reverses the CIH-induced increase of
arterial blood pressure.

These results conclude that MnSOD nitration is not involved in chemosensory potentiation.
The mitochondrial ROS and ONOO™ production are essential for the increased CB
responses induced by CIH, and the administration of Ebselen revert the hypertension

induced by CIH.



Introduccién 1

1. INTRODUCCION

1.1 Apnea obstructiva del suefo.

Los seres vivos pueden estar expuestos a diversos patrones de hipoxia, como la hipoxia
aguda que sufre un buzo que practica la técnica de apnea, o la hipoxia sostenida, a la que estan
sometidas las personas que viven a grandes alturas. Sin embargo, la forma de hipoxia que se
presenta con mayor frecuencia en humanos es la hipoxia intermitente cronica (CIH), que se
caracteriza por periodos hipoxicos de corta duracion seguidos por episodios de normoxia, tal
como ocurre en la apnea obstructiva del suefio (OSA). El sindrome de OSA se define como la
obstruccion total o parcial de las vias respiratorias superiores, producido por el colapso de la
faringe durante el suefio, generando episodios de apnea o hipopneas de 10 o mas segundos de
duracion. OSA tiene una alta prevalencia; de hecho, afecta al 9% de los hombres adultos y al
4% de las mujeres (Young y cols. 1993). Un reporte de la American Heart Associaton en
colaboracion con el National Center on Sleep Disorders Research afirma que “el 85% de los
pacientes que sufren niveles de OSA tratable y clinicamente relevante nunca son

diagnosticados, y las poblaciones de pacientes con OSA reportados solo representa la punta



Introduccién 2

del iceberg de la prevalencia de OSA”. Por lo tanto, se estima que la poblacion adulta que
tiene un indice de apneas/hipopneas (AHI) de 5 episodios por hora, es cercano al 20% (Somers
y cols. 2008). Esta patologia produce somnolencia diurna, fatiga, caida del estado de 4nimo,
déficit atencional, déficit de la memoria verbal, visual y espacial ademas de disfuncioén
ejecutiva (Beebe & Gozal, 2002; Naégel¢ y cols. 1995). También existen estudios
epidemioldgicos que muestran que los desodrdenes respiratorios asociados al suefio se
relacionan con un aumento de la morbilidad y mortalidad por enfermedades cardiovasculares
(Punjabi y cols. 2009). De hecho, OSA es considerado un factor de riesgo independiente para
sufrir hipertension, aproximadamente el 50% de los pacientes con OSA sufren ésta
enfermedad, y se ha visto que existe una correlacion positiva entre el AHI y el aumento de la
presion arterial (Punjabi y cols. 2009; Eckert & Malhotra, 2008; Marin y cols. 2005; Pepard y
cols. 2000; Shahar y cols. 2001; Young y cols. 1993). Ademas, OSA ha sido relacionada con
otras enfermedades, tales como infarto al miocardio, hipertension pulmonar, enfermedad
arterial coronaria y fibrilacion auricular (Dempsey y cols. 2010; McNicholas & Bonsignore,

2007; Parati y cols. 2007; Somers y cols. 2008; Narkiewicz y cols. 1998b y 1999).

1.2 La hipoxia intermitente cronica es el principal responsable de las

consecuencias cardiovasculares de la OSA.

Los episodios de detencion del flujo de aire que presenta el sindrome de OSA producen
hipoxia intermitente e hipercapnia, presion intratoraxica negativa, fragmentacion del suefio y
micro despertares. La hipoxia intermitente y la hipercapnia producida durante la oclusion de

las vias aéreas superiores estimula a los quimiorreceptores del cuerpo carotideo (CB)
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produciendo una respuesta refleja que consiste en aumento de la actividad ventilatoria,
simpdatica y una respuesta hipertensiva. De todos estos factores, la exposicion a CIH es
considerada el factor més importante en el desarrollo de hipertension inducida por OSA
(Dempsey y cols. 2010; Gozal & Kheirandish-Gozal 2008; Iturriaga y cols. 2005; Lavie 2003;
Lévy y cols. 2008; Somers y cols. 2008). Aunque la relacion entre OSA y la hipertension es
conocida, los mecanismos que explican el desarrollo de la hipertension no estan
completamente resueltos. La explicacion mas aceptada propone que la CIH produce estrés
oxidativo, inflamacion y aumento de la actividad del sistema nervioso simpdtico, lo que
produce disfuncion endotelial e hipertension (Dempsey y cols. 2010; Garvey y cols. 2009;
Lavie, 2003; Gozal & Kheirandish-Gozal, 2008; Iturriaga y cols. 2009; Somers y cols. 2008).
Se sabe que los pacientes recién diagnosticados con OSA presentan un aumento del tono
simpatico, de la reactividad vascular y de los reflejos ventilatorios evocados por hipoxia aguda
(Loredo y cols. 2001; Narkiewicz y cols. 1998a, 1998b y 1999). Pero, las conclusiones
obtenidas de los estudios realizados en pacientes que sufren OSA son aun insuficientes y
controversiales, pues, por motivos éticos, los procedimientos invasivos estan descartados.
Ademas, los pacientes con OSA presentan co-morbilidades (alteraciones metabolicas,
obesidad, enfermedades cardiovasculares, etc.) que pueden estar asociadas o actuar como
factores que incrementan el riesgo cardiovascular. Es por esta razon, que los modelos animales
de OSA, en los cuales roedores son sometidos a CIH y emulan las consecuencias patologicas
de esta enfermedad (incluyendo la hipertension), aparecen como la mejor solucion para
estudiar los mecanismos involucrados en esta patologia (Del Rio y cols. 2010 y 2012;
Dumitrascu y cols. 2013; Fletcher y cols. 1992a; Fletcher 2001; Iturriaga y cols. 2009; Peng y

cols. 2003, 2006 y 2009; Peng & Prabhakar, 2003 y 2004; Prabhakar y cols. 2005).
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Estos modelos animales han permitido estudiar los efectos fisioldgicos y celulares
producidos por la hipoxia, la que evoca respuestas en la mayoria de las células de los
mamiferos. Por ejemplo, las células musculares lisas de las arterias pulmonares, se contraen
frente a una hipoxia localizada; o las células cromafines de la médula adrenal de neonatos,
liberan catecolaminas en respuesta a la hipoxia (Ward, 2008). Sin embargo, el detector de
oxigeno mas importante es el CB, pues es el Gnico o6rgano capaz de generar respuestas
sistémicas a la hipoxia, asegurando el suministro adecuado de oxigeno para todas las células
del organismo (Gonzalez y cols. 1994; Teppema & Dahan, 2010).

Los pacientes que sufren OSA presentan respuestas cardio-respiratorias aumentadas
frente a la hipoxia aguda, lo que ha sido atribuido a una potenciacion de los quimiorreflejos
periféricos carotideos frente a la hipoxia (Cistulli & Sullivan, 1994; Narkiewicz y cols. 1998a,
1998b, 1999), sugiriendo que los quimiorreceptores del CB juegan un papel crucial en las
alteraciones patoldgicas inducidas por CIH. De hecho, Fletcher y cols. (1992a), encontraron
que la denervacion de los CBs previene la hipertension en ratas sometidas a CIH, sugiriendo
que el CB contribuye a las patologias cardiovasculares inducidas por CIH. Por lo que, en los
ultimos afios, la idea de que el CB esta involucrado en la progresion de la hipertension
inducida por CIH ha recibido especial atencion (Dempsey y cols. 2010; Dumitrascu y cols.

2013; Garvey y cols. 2008; Somers y cols. 2008).
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1.3 El cuerpo carotideo es el principal sensor de oxigeno.

El CB esta ubicado en la bifurcacion carotidea (Fig. 1A), detecta los niveles de presion
parcial de oxigeno (PO;) en la sangre arterial, y tiene, en la rata, un didmetro cercano a los 400
um (Pardal y cols. 2002), y un peso aproximado de 25 pg (Yuan y cols. 2013). En respuesta a
un estimulo hipdxico, la estimulacion del CB genera un aumento de potenciales de accion en
el nervio carotideo, produciendo hiperventilacién, y aumento reflejo de la presion arterial
(Paton y cols. 2013; Gonzalez y cols. 1994). Ademas de responder a la hipoxia, responde a
hipercapnia, acidosis, cambios de la temperatura y de flujo, por lo que es clasificado como un
receptor sensorial polimodal (Eyzaguirre & Zapata, 1984). Pese a su pequefio tamaio, éste
organo posee la mayor irrigaciéon sanguinea por gramo de tejido (1,4-2,0 litros/100g de
tejido/min), 6 veces mayor que el flujo cerebral medio (Gonzalez y cols. 2003), permitiendo
que incluso pequefios cambios en la PO, arterial sean rapidamente detectados por el CB,
desencadenando las respuestas sistémicas necesarias para mantener la homeostasis del O, en el
organismo.

La unidad funcional en el CB es el glomoide (Fig. 1B), formado por distintos tipos de
células (Fig. 1C y D). Entre estas células, se destacan las relacionadas con la
quimiorrecepcion, llamadas células de tipo I o glomicas, que se agrupan en torno a vasos
sanguineos formando nidos celulares y cuya funcion es detectar los niveles de PO, arterial. El
glomoide esta constituido ademads, por las células de tipo II o sustentaculares, de origen glial,
que se ubican rodeando a las células glomicas (Gonzalez y cols. 2003). Si bien inicialmente se
postuld que las células sustentaculares solo tenian funciones de soporte, en el ultimo tiempo

han tomado mayor importancia, ya que participan en la proliferacion celular inducida por
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hipoxia sostenida, dando origen a nuevas células glémicas (Pardal y cols. 2007). Existen
ademas células endoteliales presentes en los capilares del CB, y terminales nerviosos
correspondientes a las neuronas quimiosensoriales que establecen sinapsis con las células
glémicas (Fig. 1C y D). Los terminales nerviosos presentes en el glomoide provienen de
neuronas quimiosensoriales aferentes primarias, cuyos somas se encuentran en el ganglio
petroso. Estos axones, convergen en el nervio glosofaringeo y proyectan al nucleo del tracto
solitario generando las respuestas reflejas a la hipoxia que mantendran el balance de los
niveles de oxigeno (Iturriaga & Alcayaga 2004; Gonzalez y cols. 2003; Teppema & Dahan,
2010). En respuesta a una disminucion de la PO, las células glomicas se despolarizan,
produciendo la entrada de calcio (Urefia y cols. 1989) y la liberacion de uno o mas
neurotransmisores (Iturriaga & Alcayaga, 2004). Los transmisores se unen a receptores en los
terminales axonales, generando un aumento de la frecuencia de potenciales de accion en el
nervio carotideo.

Se ha propuesto que ATP y acetilcolina serian los transmisores excitatorios (Alcayaga
y cols. 2007). Pero ademas, existen moduladores de la actividad quimiosensorial del CB, tales
como: endotelina 1 (ET-1) (Pawar y cols. 2009; Rey e Iturriaga, 2004b; Campanucci y cols.
2012), 6xido nitrico (NO) (Iturriaga & Alcayaga, 2004; Li y cols. 2010; He y cols. 2007),
serotonina o S-hidroxitriptamina (5-HT) (Peng y cols. 2009), angiotensina II (Ang II) (Markus
y cols. 2010; Peng y cols. 2011) o citoquinas (Del Rio y cols. 2011; Del Rio y cols. 2012) (ver

Tabla 1).



Introduccién 7

Glossopharyngeal Lz
nve /
Internal J
carofid anery &
Vagus 3 7
OV — g~ g e

Superior e =y
cervical /,,»" A
ganglion — k. 4

Carofid sinus

Extamal
carotid
anery

Sinus nerve

Caretid body

Common
caratld artery

Terminales Cel(;llasr |
Nerviosos endoteliales

Celulas B
Glomicas A .
= Célula s
20 um

Sustentacular

Figura 1. Localizacion y estructura del cuerpo carotideo. El CB estd ubicado en la
bifurcacion carotidea (A, Berne y Levy, 2008). Estd formado por grupos de células
quimiorreceptoras o glomicas (Flechas en B, modificado de De Caro y cols. 2013) que forman
la unidad funcional del CB o glomoide (C, modificado de Eyzaguirre y Zapata, 1984) en
donde podemos reconocer a las células glomicas por la inmunorreactividad positiva para
tirosina hidroxilasa (TH) y los terminales neuronales sensoriales detectando
neurofilamento/GAP-43 (NF+GAP) (D, Nurse & Piskuric, 2013).
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MODULADOR REFERENCIA

ROS Pengy cols. 2003 ; Del Rio y cols.
2010; Gonzalez y cols. 2004.

Endotelina-1 Rey y cols. 2006 y 2007.

Endotelina-1

g Pawar y cols. 2009 ; Peng y cols. 2013
(Dependiente de ROS)

Serotonina (5-HT) Pengy cols. 2009
Reduccién de NO Markus y cols. 2010 ;
(Inmunorreactividad de hNOS y eNOS Del Rio y cols. 2011 ;
reducida) Moyay cols. 2012

Angiotensinall

(Dependiente de la produccién de O,-) Markus y cols. 2010 ; Pengy cols.

2011b

Citoquinas Pro-Inflamatorias

(Dependiente de ROS) Del Rio y cols. 2011 y 2012

Tabla 1. Moduladores de la actividad quimiosensorial del CB.
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1.4 Potenciacion de la actividad quimiosensorial del cuerpo carotideo.

La hipoxia intermitente cronica potencia las respuestas quimiosensoriales a hipoxia
aguda, lo que contribuye a la hipertension inducida por CIH (Prabhakar y cols. 2005; Garvey y
cols. 2009; Iturriaga y cols. 2009; Somers y cols. 2008). Y Fletcher y cols. (1992a),
denervando los cuerpos carotideos por seccion bilateral de los nervios carotideos, evitaron el
desarrollo de hipertension en los animales sometidos a CIH. Por lo que se ha propuesto que, la
potenciacion quimiosensorial carotidea juega un papel fundamental en el desarrollo de la
hipertension producida por CIH.

Reportes realizados en modelos animales demuestran que la CIH aumenta la
reactividad del CB. Trabajos publicados por el grupo de Prabhakar muestran que en ratas, la
CIH aumenta la descarga quimiosensorial basal y potencia las respuestas ventilatorias y
quimiosensoriales a la hipoxia aguda (Peng y cols. 2003 y 2004; Peng y Prabhakar, 2003). El
mismo grupo ha descrito que ratas sometidas a CIH por 10 dias presentan facilitacion
quimiosensorial carotidea de largo plazo (LTF, o long term facilitation), que consiste en un
aumento de la frecuencia de descarga basal del nervio carotideo, luego de realizar 10 episodios
de hipoxia (12% O,) por 15 segundos, seguidos por 5 minutos de hiperoxia (95% O,) (Peng y
cols. 2003; Pawar y cols. 2008). Las especies reactivas de oxigeno (ROS) participan en la
generacion del LTF, ya que ratas administradas con un antioxidante mimético de la superdxido
dismutasa, durante la exposicion a CIH, no registraron el aumento de actividad basal del CB
(Peng y cols. 2003).

Por otra parte, trabajos realizados en nuestro laboratorio, mostraron que gatos
sometidos a hipoxia intermitente (ciclos de 10% O, por 30 segundos seguidos de 270

segundos de normoxia, 8 horas diarias por 4 dias) presentan potenciacion de las respuestas
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quimiosensoriales (Rey y cols. 2004a) y que, ratas sometidas a CIH (ciclos de 5% O; por 1
minuto, 12 veces por hora, 8 horas diarias) desarrollan potenciacion de las respuestas
quimiosensoriales y ventilatorias a la hipoxia aguda, alteraciones simpaticas e hipertension
(Iturriaga y cols. 2009, Del Rio y cols. 2010).

Dado que la potenciacion quimiosensorial contribuye al desarrollo de las respuestas
fisiologicas y patoldgicas inducidas por CIH, como por ejemplo, la activacion del sistema
nervioso simpatico, y el desarrollo de hipertension (Iturriaga y cols. 2009, Semenza &
Prabhakar, 2007), es importante estudiar los mecanismos que generan la potenciacion de las
respuestas quimiosensoriales a la hipoxia.

Se ha propuesto que las ROS contribuyen a las alteraciones cognitivas y
cardiovasculares observadas en pacientes con OSA (Baguet y cols. 2012; Gozal &
Kheirandish-Gozal, 2008; Susuki y cols. 2006) y en modelos animales (Chen y cols. 2005; Del
Rio y cols. 2010-2012; Peng y cols. 2003-2011, Troncoso-Brindeiro y cols. 2007). Estudios
realizados en pacientes con OSA y en animales expuestos a CIH muestran que los episodios
de hipoxia-reoxigenacion producen estrés oxidativo sistémico debido a la acumulacion de las
ROS. Por esto tanto las ROS como algunos conocidos moduladores de la actividad
quimiosensorial carotidea (ET-1, NO y citoquinas) podrian actuar como mediadores de la
potenciacion quimiosensorial inducida por CIH (Tabla 1). En efecto, el tratamiento con
antioxidantes durante el protocolo de CIH previene los cambios inducidos por CIH, tales
como, el aumento de los niveles de ET-1 (Pawar y cols. 2009), el aumento de citoquinas pro-
inflamatorias en el CB (Del Rio y cols. 2011 y 2012; Troncoso-Brindeiro y cols. 2007), la
potenciacion quimiosensorial, el aumento de actividad simpatica y la hipertension (Del Rio y

cols. 2010; Peng y cols. 2003). Sin embargo, existe controversia respecto al mecanismo, por el
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cual las ROS producen potenciacion quimiosensorial. Gonzalez y cols. (2004) midieron el
cociente de glutation reducido/oxidado en las células glomicas de rata y encontraron que
cuando éste se modificaba no se producian cambios en la liberacion de catecolaminas en
respuesta a la hipoxia. Por lo tanto, proponen que la deteccion de los niveles de oxigeno por
parte de las células glomicas es independiente del estado redox de la célula. Por otra parte, los
estudios del grupo de Prabhakar muestran que los tratamientos miméticos de la superoxido
dismutasa previenen la potenciacion quimiosensorial (Peng y Prabhakar 2004, Peng y cols.
2003). Luego, es posible que los efectos del aumento de las ROS sobre la descarga
quimiosensorial no ocurran directamente, sino que afecten a moléculas que participan en el
proceso de deteccion del oxigeno, aunque no se conoce la naturaleza exacta del blanco
molecular de las ROS. Peng y cols. (2003) han propuesto que el radical superoxido (O;),
podria modificar la actividad de alguna proteina con un dominio seme, 0 bien aumentar los
niveles del Ca" intracelular en las células glomicas, potenciando de esta manera la descarga
quimiosensorial. Ademas, se ha propuesto que el O, puede producir una disminucién de las
corrientes de K de salida contribuyendo a la hiperreactividad de las células glémicas (Peng y
cols. 2003; Ding y cols. 2010), y se ha visto en células glomicas aisladas, la CIH produce
aumento de la inhibicion del canal de K" tipo TASK inducida por hipoxia aguda, aumentando
la excitabilidad de las células glomicas (Ortiz y cols. 2013), aunque no se ha demostrado si
este cambio es producido por el aumento de ROS.

Por lo tanto, estos estudios sugieren que las ROS son fundamentales para producir los
cambios en los niveles de los moduladores y el aumento de actividad de la descarga
quimiosensorial; pero que, estos efectos no son realizados directamente por las ROS, sino que

por las modificaciones que estos radicales generan.
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1.5 Rol del é6xido nitrico en el CB.

Varios estudios han propuesto que el NO seria un modulador inhibitorio de la respuesta
quimiosensorial del CB a la hipoxia aguda (Iturriaga & Alcayaga, 2004; Li y cols. 2010; He y
cols. 2007). L-Arginina produce disminucion de la respuesta quimiosensorial a la hipoxia de
manera dosis dependiente en la preparacion de CB superfundido in vitro (Wang y cols. 1994).
La aplicaciéon de generadores de NO en preparaciones de CB perfundido in vitro, disminuye la
respuesta quimiosensorial a la hipoxia aguda (Iturriaga y cols. 2000b), y ademas, produce
efectos inhibitorios sobre la respuesta a nicotina y NaCN, clasicos estimuladores de la
respuesta quimiosensorial (Valdés y cols. 2003). Asimismo, la aplicacion de solucion
fisiolégica Tyrode equilibrada con NO gaseoso en CB de gato perfundido in vitro produce
disminucion de las respuestas quimiosensoriales evocadas por hipoxia (Iturriaga y cols.
2000a).

Por otra parte, un trabajo de nuestro laboratorio mostr6 un efecto dual del NO. Cuando
se aplican dosis bajas de dadores de NO a una preparacion de CB perfundida durante un
estimulo hipdxico se observa el habitual efecto inhibitorio sobre la descarga. Sin embargo,
cuando se aplican altas dosis de dadores de NO en condiciones basales (normoxicas), se
produce excitacion quimiosensorial (Iturriaga y cols. 2000b). Estos resultados apoyan la idea
de que el NO en dosis bajas, produce inhibicion de las respuestas quimiosensoriales regulando
el tono vascular, pero no descarta que el NO puede modular la excitabilidad de las células
glomicas y de las neuronas quimiosensoriales del ganglio petroso (Rey & Iturriaga, 2004;
Nurse, 2010; Moya y cols. 2012). El NO a altas dosis, o su metabolito, el peroxinitrito
(ONOO"), podrian contribuir a la potenciacion quimiosensorial del CB inhibiendo la cadena

transportadora de electrones y la fosforilacion oxidativa (Brown, 1999; Cassina & Radi,
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1996), o produciendo modificaciones post-traduccionales en las proteinas (Yamakura &
Kawasaki, 2010, Pacher y cols. 2007).

En el CB se encuentran presentes las tres isoformas de 6xido nitrico sintasas (NOS).
Por Western blot e inmunohistoquimica, se ha detectado la presencia de las isoformas neuronal
(nNOS), inducible (iNOS) y endotelial (eNOS) (Gozal y cols. 1996; Di Giulio y cols. 2005;
Ye y cols. 2002; Del Rio y cols. 2010), y se ha visto que la expresion de iNOS esta aumentada
en CBs de ratas sometidas a hipoxia crdonica sostenida (Di Giulio y cols. 2005; Ye y cols.
2002). Resultados de nuestro laboratorio muestran que CBs de ratas que fueron sometidas a 21
dias de CIH presentan una menor inmunorreactividad contra eNOS y una mayor
inmunorreactividad contra iNOS (Del Rio y cols. 2010), en comparacion a las ratas sham
(sometidas a las mismas condiciones que las ratas CIH, pero expuestas a ciclos de aire: aire en
vez de los episodios de hipoxia). Mas aun, al estudiar el curso temporal de los cambios en los
niveles de las NOS, encontramos que a los 7 dias de CIH se produce una disminucion
acentuada de los niveles de eNOS y que los niveles de iNOS sé6lo aumentan luego de 21 dias
de CIH (Del Rio y cols. 2011). Tal como sugieren los experimentos de expresion de eNOS,
los CB de las ratas que son sometidas a CIH por 7 dias, presentan una disminucion de los
niveles de NO generado en el medio de incubacion. Esta caida de la produccion de NO se

revierte a 14 y 21 dias de CIH (Moya y cols. 2012).

1.6 Las ROS contribuyen a los cambios generados en el CB en respuesta a CIH.

El oxigeno molecular es un potente agente oxidante que es secuencialmente reducido a

H,O, generando radicales libres de oxigeno ademés de otros derivados no radicales, pero
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altamente reactivos, durante este proceso. Las ROS que fundamentalmente se forman son O,
peroxido de hidrogeno (H»05) y el radical hidroxilo (OH") (Droge, 2002). La reduccion de O,
con un electron genera el radical O,", que es una molécula inestable que en un medio acuoso
puede dismutar a H,O,. Esta reaccion puede ocurrir de forma espontdnea, aunque también
puede ser inducida por enzimas como la superdxido dismutasa (SOD); de hecho, bajo
condiciones normales las concentraciones celulares de O, se mantienen a niveles bajos (~ 10
M) por la accion de la SOD. El radical O, también puede reaccionar con el NO para formar
el radical ONOQO, otro radical inestable que puede iniciar la peroxidacion de lipidos u otros
efectos citotoxicos (Yamakura & Kawasaki, 2010; Hancock y cols. 2001; Thannickal &
Fanburg, 2000; Haddad 2004). Estas moléculas pueden oxidar diversos blancos moleculares
entre los que se incluyen lipidos, DNA y proteinas (Suzuki y cols. 2006).

Los ciclos de hipoxia-reoxigenacion producidos en animales sometidos a CIH y en
pacientes con OSA generan aumentos de ROS (Suzuki y cols. 2006). Se piensa que las ROS
tienen un rol fundamental en la generacion de las consecuencias patologicas inducidas por
CIH (Lavie, 2003; Suzuki y cols. 2006; Iturriaga y cols. 2009). Se han propuesto dos origenes
para las ROS generadas durante la CIH: uno mitocondrial y el otro citoplasmatico.

En el primero, aproximadamente el 1-3% de los electrones que pasan por la cadena
respiratoria pueden escapar de la via que finaliza con el oxigeno como aceptor final. Este
escape ocurriria principalmente en el complejo 1 y en el complejo III de la cadena
transportadora de electrones (MacFarlane y cols. 2008). Ademas, la formacion de ROS por
disminucion de la actividad del complejo I mitocondrial ha sido involucrada con el LTF, que
es el aumento de actividad quimiosensorial del CB luego de 10 episodios de hipoxia (Peng y

cols. 2003).
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La segunda propuesta para el origen de las ROS, estd dada a partir de la produccion
enzimatica de ROS, principalmente por la actividad de la enzima citoplasmatica NADPH

oxidasa. Esta enzima, formada por 5 sub-unidades, dos de ellas pueden unirse a la membrana

1PH0X 2PH OX)’ 7PH (0.4 ) 7PH (0.4 OPH OX- ),

y tres sub-unidades citosolicas (p6 cataliza

(gp9 y p2 p4 y p4
la produccion de O, a partir de O, y NADPH. Existe evidencia que muestra un aumento de la
actividad y de la expresion de NADPH oxidasa en ratas que fueron sometidas a CIH por 10
dias, y ademas, que ratones mutantes para NADPH oxidasa no desarrollan LTF. Estos datos
indican que la actividad de NADPH oxidasa seria fundamental para generar el LTF inducido
por CIH en estas ratas (Peng y cols. 2009).

Cualquiera sea su origen, existe consenso en que las ROS juegan un papel crucial en la
generacion de las consecuencias patologicas inducidas por hipoxia intermitente (Suzuki y cols.
2006; Lavie 2003). De hecho, diversos estudios muestran que la CIH genera estrés oxidativo
por acumulacion de ROS produciendo peroxidacion de lipidos, dafio en el ADN, oxidacion de
proteinas y apoptosis (Lavie 2003; Gozal & Kheirandish-Gozal 2008; Troncoso-Brindeiro y
cols. 2007).

Ademas, la utilizacion de distintos antioxidantes previene las consecuencias inducidas
por CIH. La administracion de agentes miméticos de la superdxido dismutasa, como TEMPOL
(Troncoso-Brindeiro y cols. 2007) o MnTMPyP (Peng y cols. 2003), previenen el aumento de
los niveles de ROS en el plasma, la actividad potenciada del CB y el desarrollo de
hipertension. Ademas, la administracion del antioxidante &cido ascorbico durante la
exposicion a CIH previene la potenciacion quimiosensorial del CB, el aumento de actividad

del sistema nervioso simpatico, el aumento de citoquinas pro-inflamatorias y la hipertension

(Del Rio y cols. 2010, 2011 y 2012).
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Dado que las ROS son especies altamente reactivas, y que los efectos de las ROS
pueden deberse a distintas especies (Peng y cols. 2006, Del Rio y cols. 2010) es posible
suponer que la CIH genere un aumento de varios tipos de especies radicalarias. Sin embargo
hasta ahora, existe especial atencion en la produccion del radical O;". Este radical es producido
tanto por la mitocondria como por la enzima NADPH oxidasa, y existen publicaciones que
muestran que se produce O, en el CB de ratas sometidas a CIH (Marcus y cols. 2010, Peng y
cols. 2003).

Existe controversia respecto al mecanismo, por el cual el radical O, puede producir
potenciacion quimiosensorial. Como ya se dijo, las ROS podrian modificar la actividad de
proteinas, los niveles de Ca' intracelular, o las corrientes de K™ de salida de las células
glomicas produciendo, de esta manera, la potenciacion quimiosensorial. Sin embargo, existe la
posibilidad de que las ROS generadas en CIH produzcan la activacion de factores de
transcripcion. Peng y cols. (2006) encontraron que ratones mutantes heterocigotos para el
factor de transcripcion inducible por hipoxia 1 a (HIF-1a) no presentaban potenciacion de la
respuesta quimiosensorial del CB ni de las respuestas ventilatorias a la hipoxia aguda luego de
haber sido sometidos a hipoxia intermitente. Por otra parte, Nanduri y cols. (2009) encontraron
que la hipoxia intermitente produce una disminucion de los niveles de HIF-2a en células
PC12, en el CB y en glandula adrenal (células sensibles a O;), y que en éstas ultimas, la
disminucion de HIF-2a tendria una correlacion con el aumento del estrés oxidativo. Mas aun,
un reciente trabajo del mismo grupo (Yuan y cols. 2013) propone que existe interaccion entre
estos dos factores de transcripcion (HIF-1a y HIF-2a) y que el aumento en los niveles de uno
afecta los niveles del otro, interviniendo directamente en los niveles de sus respectivos genes

blanco NADPH oxidasa y Manganeso SOD (MnSOD), lo que tendria directa incidencia sobre
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el balance oxidativo de la célula. Sin embargo, estos resultados atin no han sido confirmados
por otros grupos y no establecen una causalidad de las ROS sobre los factores de
transcripcidn, o viceversa.

Por otra parte, el factor de transcripcion NF-«kB, seria activado por el aumento de ROS
y produciria la activacion de la respuesta inflamatoria (Williams y Scharf, 2007). De hecho, el
tratamiento con secuestradores de ROS bloquea la cascada de sefializacion de NF-kB en
diferentes modelos celulares, sugiriendo que existe regulacion de las ROS sobre las quinasas
que regulan la activacion de NF-kB (Haddad, 2004). Una publicacion realizada por nuestro
laboratorio muestra que la CIH produce aumento de las citoquinas pro-inflamatorias
interleuquina 1P (IL-1PB) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) en el CB de rata. Este
aumento es prevenido cuando las ratas son tratadas con antioxidante (acido ascérbico) durante
la exposicion a CIH, sugiriendo que el aumento de factores inflamatorios es secundario a la
generacion de ROS. Sin embargo, cuando se administr6é ibuprofeno a las ratas sometidas a
CIH, se suprimi6 el aumento de TNF-a e IL-1B, pero no se previno la potenciacion
quimiosensorial carotidea (Del Rio y cols. 2012).

Otro modulador de la actividad quimiosensorial es la ET-1 que esta presente en el CB
(Rey y cols. 2006; Peng y cols. 2013), y los niveles de ET-1 se encuentran aumentados en
animales sometidos a CIH (Peng y cols. 2013). La aplicacion de dosis crecientes de ET-1 en
una preparacion de CBs superfundidos produce incremento de la frecuencia de descarga
quimiosensorial, la que estaria actuando a través del receptor de ET-1 tipo A (Rey y cols.
2004b y 2006). La aplicacion de bloqueadores del receptor de ET-1 A en CBs perfundidos o
superfundidos previene el aumento de actividad quimiosensorial carotidea inducido por CIH

(Rey y cols. 2006; Peng y cols. 2013). Pese a esto, la utilizaciéon de antagonistas de los
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receptores de ET-1 tipo A o B no tienen efectos sobre el LTF inducido por CIH, por lo que no
explica por completo la potenciacion del CB (Peng y cols. 2013).

De esta manera, el balance de las ROS, y principalmente del radical O,’, juegan un
papel fundamental en la generacion de las consecuencias patoldgicas de la CIH, afectando
directamente la excitabilidad de las células glémicas o alterando la actividad de los factores de
transcripcion, pero ninguno de los candidatos propuestos (canales de K', proteinas con
dominio heme, factores de transcripcidon, etc.) a ser afectados por el radical O, es
determinante en la generacion de la potenciacion quimiosensorial. Si bien otros moduladores
de la actividad quimiosensorial tales como NO, citoquinas pro-inflamatorias o ET-1,
participan en el incremento de la actividad del CB, no permiten dilucidar completamente su
contribucion a la potenciacion quimiosensorial, pues en muchos casos los cambios en sus
niveles son secundarios al aumento de los niveles de ROS (Tabla 1). Por esto, es posible que
los radicales libres generados a partir de las reacciones que sufre el radical O;’, o sus efectos,

sean los responsables de la potenciacion quimiosensorial.

1.7 La formacion de 3-Nitrotirosinas en el CB tiene un posible rol fisiologico.

El NO y el O, pueden unirse formando ONOO’, una molécula que puede atacar
residuos de tirosina en diferentes proteinas y modificarlas post-traduccionalmente formando
3-nitrotirosinas (3-NT). Usando técnicas inmunohistoquimicas encontramos que en CBs de
ratas sometidas a CIH por 21 dias, se produce un aumento de la marca contra 3-NT (3-NT-ir)

en comparacion a ratas control (Del Rio y cols. 2010).
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Al estudiar el curso temporal de los aumentos de la marca de 3-NT y la potenciacion
quimiosensorial, encontramos que existia correlacion positiva entre los dos parametros. Los
animales que fueron expuestos a s6lo 7 dias de CIH presentaban potenciacion quimiosensorial
en respuesta a la hipoxia aguda, de hecho, existe un aumento de la frecuencia de descarga
durante normoxia (130 Torr), y en respuesta a distintos niveles de hipoxia (100, 70, 30 y 5
Torr). Ademas, esta potenciacion quimiosensorial se mantiene en animales que han sido
sometidos a CIH por 14 y 21 dias. El anélisis de la 3-NT-ir en animales sometidos a CIH por
7, 14 y 21 dias, reveld que solo 7 dias de CIH son necesarios para inducir un aumento de los
niveles de 3-NT en el CB. Si bien encontramos 3-NT-ir en algunas células glomicas en CBs de
animales control, el aumento de 3-NT-ir luego de 7 dias se mantiene después de 14 y 21 dias
de CIH.

Por lo tanto, cuando sometemos ratas a 7 dias de CIH existe un aumento en la actividad
del nervio carotideo frente al estimulo hipdxico, y este cambio ocurre de manera simultanea al
aumento en la formacién de 3-NT (Del Rio y cols. 2011).

Por otra parte, encontramos que si se suplementa a las ratas con el antioxidante acido
ascorbico (1,25 g/L) durante la exposicion a CIH, se reduce el estrés oxidativo plasmatico
(medido por el método de TBARS), y no ocurre potenciacion quimiosensorial a la hipoxia
aguda y tampoco aumento de 3-NT-ir inducido por CIH en el CB (Del Rio y cols. 2010).

Aunque estos resultados no permiten determinar si existe una relacion causal entre la
formacion de 3-NT y el aumento de la frecuencia de descarga quimiosensorial del nervio
carotideo inducida por CIH, no descartan la posibilidad de que la formacion de residuos de 3-
NT modifique la actividad de proteinas o enzimas, contribuyendo, de esta manera, al

fendomeno de potenciacion quimiosensorial.
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1.8 Superoxido dismutasa en el CB.

La SOD es una enzima que se encuentra practicamente en todos los tipos de células y
cataliza la dismutacion del radical O, formando oxigeno molecular (O;) y peroxido de
hidrogeno (H,0,). En las células eucariontes existen tres isoformas de SOD: CuZnSOD,
MnSOD y ECSOD (SOD 1, 2 y 3 respectivamente para sus homologos en humanos), las que
han sido denominadas de acuerdo a los co-factores que participan en la catalisis del O,
CuZnSOD es una isoforma soluble y fue la primera SOD caracterizada en células eucariontes.
Ha sido encontrada en citoplasma, nucleo, microsomas, y en algunos casos en el espacio
intermembrana de la mitocondria (Miao y St Clair, 2009; Culotta y cols. 2006). Por otra parte,
la isoforma MnSOD se encuentra s6lo en la matriz mitocondrial, a pesar que el polipéptido de
MnSOD es generado a partir de un gen nuclear, contiene en su extremo N-terminal una
secuencia-sefial que destina esta proteina a la matriz de la mitocondria. Finalmente, la
isoforma ECSOD usa como cofactores a Cu y Zn, pero es tipicamente producida en células del
musculo liso vascular y es secretada al medio extracelular donde se une a la matriz
extracelular y a los componentes endoteliales (Culotta y cols. 2006).

La SOD es una proteina clave en la regulacion del estrés oxidativo, pues controla los
niveles celulares de O,". Se ha propuesto que, tanto SOD como sus similares farmacologicos
tienen potencial terapéutico para el tratamiento de enfermedades relacionadas con el estrés
oxidativo (Perry y cols. 2010). Como ya fue descrito, el uso de miméticos de la MnSOD
(MnTMPyP y Tempol), previene las consecuencias de la CIH, tales como el aumento en los
niveles de ROS plasmaticos, la generacion de LTF, el aumento de expresion del factor HIF-1a
y el desarrollo de hipertension (Peng y cols. 2003, 2006; Troncoso-Brindeiro y cols. 2007).

Pese a que estos estudios muestran el efecto de los andlogos de SOD sobre las consecuencias
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de la CIH, existen pocos estudios que muestren los cambios que induce la CIH sobre la
actividad o la expresion de la SOD en el CB, y no hay estudios respecto a como estos cambios
podrian contribuir a la potenciacion quimiosensorial inducida por CIH.

Los primeros estudios que mostraron expresion de CuZnSOD y de la MnSOD en el CB
fueron realizados en un modelo de falla cardiaca cronica en conejos (Ding y cols. 2010 y
2009). En este modelo patoldgico, los conejos desarrollan un aumento de la actividad
quimiosensorial y un aumento de la actividad de los nervios simpdticos renales, tal como
ocurre en los animales sometidos a CIH. El grupo de Schultz (Ding y cols. 2010), encontr6d
que los CBs de los conejos con falla cardiaca cronica presentan una disminucién en los niveles
de la MnSOD, niveles aumentados de O, y una disminucion en las corrientes de salida de
potasio. El aumento en los niveles de O, y la disminucion de las corrientes de potasio son
revertidos al transfectar con un adenovirus el gen de MnSOD a los CBs. Estos resultados
sugieren que la disminucion de la actividad o de la expresion de la MnSOD puede afectar la
excitabilidad celular, lo que se traduce en un aumento de la descarga basal quimiosensorial.

En los ultimos afios, el grupo de Nanduri Prabhakar ha estudiado la actividad y
expresion de MnSOD en células cromafines de la médula adrenal y cultivos de células PC12.
Estos autores, han utilizado a estas células como andlogas de las células glémicas, debido a
que comparten algunas caracteristicas, tales como, su origen embrionario o la capacidad de
producir y liberar catecolaminas en respuesta a la hipoxia (Semenza & Prabhakar, 2007;
Kumar y cols. 2006), tal como lo hacen las células quimiorreceptoras del CB, por lo que
responden a la falta de oxigeno activando mecanismos similares. De hecho, se ha descrito a la

tirosina hidroxilasa como un marcador de células glomicas.
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La razén para usar células cromafines de la médula adrenal y PC12 es que, debido al
tamafio del CB, es muy dificil la obtencion de un alto nimero de células que puedan ser
utilizadas para determinaciones moleculares. Por lo tanto, se ha propuesto que las células
cromafines de la médula adrenal y/o los cultivos de células PC12, se comportarian de la
misma manera que las células quimiosensoriales del CB (Yuan y cols. 2013; Nanduri y cols.
2011; Nanduri y cols. 2009; Peng y cols. 2011). Nanduri y cols. (2009), encontraron que la
CIH produce disminucion de la actividad y expresion del RNA transcrito desde el gen de la
MnSOD, resultado que no ha sido confirmado utilizando estudios de Western blot por la
limitacion que presenta el pequefio tamafio del CB. Resultados similares fueron encontrados
en patrones similares de hipoxia en células PC12 o de la médula adrenal (Nanduri y cols.
2009; Peng y cols. 2011; Nanduri y cols. 2012).

Si bien estos autores han reportado que el HIF-2a regula la expresion de la MnSOD, el
mecanismo por el cual se generan los cambios en actividad o expresion de MnSOD en células
sensibles a hipoxia no esta completamente aclarado.

La actividad de las SODs puede ser regulada por modificaciones post-traduccionales,
de las cuales la nitracion por formacion de residuos de 3-NT es una de las mas importantes
(Yamakura y Kawasaki, 2010). De hecho, la actividad de CuZnSOD humana disminuye en un
90% luego de ser incubada en un medio con ONOO™ (Alvarez y cols. 2004). Al estudiar la
modificacion de la actividad de MnSOD, se ha encontrado mediante ensayos de MnSOD
recombinante (expresada en Escherichia coli) que la incubacion con ONOQO™ inhibe
completamente su actividad, y que la causa de esta inhibicion seria la nitracion de tres residuos

de tirosina en las posiciones 34, 45 y 193, siendo la mas susceptible la tirosina en posicion 34,
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ya que se encuentra en el sitio activo de la enzima (MacMillan-Crow y cols. 1998; Yamakura
y cols. 1998).

Como se menciond antes, tanto la CuZnSOD como la MnSOD disminuyen su
actividad cuando son incubadas con OONO in vitro. Sin embargo, se ha descrito que la
nitracion de las tirosinas s6lo ocurre en la MnSOD, y que no ocurre en la CuZnSOD debido a
que esta isoforma no tiene residuos de tirosina en su estructura primaria (Demicheli y cols.
2007). El mecanismo que explica la inhibicidon de la actividad de la CuZnSOD inducida por
OONO' involucra la auto-oxidacion de la CuZnSOD por la formacion de especies oxidantes
unidas a cobre y la formacion de un radical histidinil (a partir de histidina y HO') (Alvarez y
cols. 2004; Gunther y cols. 2002).

Por lo tanto, es posible que en el CB de ratas sometidas a CIH, la nitracion de la
MnSOD produzca disminucion de su actividad y que genere un aumento de radical O,
Luego, que este aumento contribuya a la potenciacion quimiosensorial desencadenando un
aumento de la actividad del sistema nervioso simpdatico y finalmente, el desarrollo de
hipertension. El hecho que se produzca un aumento de los niveles de O, por la nitracion de la
MnSOD supone la generaciéon de un circulo vicioso: inicialmente aumenta el O,, lo que
produce un incremento en los niveles de ONOO’, que reacciona con diversos blancos
moleculares entre ellos la MnSOD, que sufriria nitracion y disminucion de su actividad. Esto
produciria mayor incremento de O, en el CB. Este fendmeno seria similar al mecanismo que
ocurre en aloinjertos de riiion humano extraidos de pacientes sometidos a una nefrectomia,
luego de sufrir la pérdida del injerto por rechazo cronico (MacMillan-Crow y cols. 1996).

No existen estudios sobre el efecto de la CIH sobre la actividad de MnSOD en el CB.

Sin embargo, si se ha estudiado la actividad de MnSOD en cé¢lulas PC-12 y en homogenizados
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de médula adrenal, y se ha encontrado que la hipoxia intermitente genera una disminucion de
la actividad de MnSOD en estos tipos celulares. (Nanduri y cols. 2009).

Por otra parte, como se dijo anteriormente, la CIH puede producir un incremento de los
niveles de O, en el CB, cuyo origen podria ser la NADPH oxidasa o la cadena respiratoria
mitocondrial. Dado que el radical O, es una molécula cargada que no atraviesa las membranas
lipidicas libremente, es posible que su efecto se encuentre compartimentalizado, y que los
reservorios de O, en la matriz mitocondrial y en el citoplasma permanezcan separados. Sin
embargo, existe evidencia de que, tanto el radical O, producido por la NADPH oxidasa como
el O, producido en la misma matriz, puede generar despolarizacion de la membrana
mitocondrial y activacion de un poro de transicion de la permeabilidad mitocondrial (MTP),
que permite la salida de radicales libres desde la matriz mitocondrial al citoplasma (Daiber,
2010). De hecho, se ha visto que los cardiomiocitos responden con rafagas de produccion de
O, mitocondrial frente a estimulos de hipoxia-reoxigenacion (Wang y cols. 2008). Estos
mecanismos podrian permitir en las células glomicas el intercambio de radicales libres y de

otras sefiales entre la matriz mitocondrial y el citoplasma de las células glomicas.

1.9 Propuesta.

Los resultados de los experimentos realizados en ratas sometidas a CIH apoyan la idea que las
ROS juegan un rol fundamental en la generacion de la potenciacion quimiosensorial inducida
por CIH, lo que contribuye a aumentar el tono simpatico, disfuncion endotelial y producir
hipertension (Peng y cols. 2003; Lavie, 2003; Iturriaga y cols. 2009; Del Rio y cols. 2010).

Estudios realizados hasta ahora, demuestran que en estos procesos, tiene especial importancia
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el radical O, (Marcus y cols. 2010; Peng y cols. 2003), y que puede ser generado por enzimas
como la NADPH oxidasa, o por la cadena transportadora de electrones de la mitocondria. El
radical O, podria favorecer la potenciacion quimiosensorial carotidea, induciendo la
activacion de factores de transcripcion, aumentando el dafio oxidativo o aumentando la
excitabilidad de las células quimiorreceptoras. Sin embargo, estos efectos podrian ser
provocados de manera indirecta, como por ejemplo a través de la nitracion de proteinas a
partir de ONOO'".

Ademas, nuestros resultados previos, muestran que la potenciacion quimiosensorial
ocurre en CBs de ratas sometidas a CIH por s6lo 7 dias y que existe un aumento paralelo de la
acumulacion de 3-NT-ir en el CB. Por otra parte, el tratamiento de las ratas sometidas a CIH
con acido ascorbico previene la potenciacion quimiosensorial y el aumento de 3-NT-ir (Del
Rio y cols. 2010).

Por lo tanto, la nitracion de las tirosinas podria modificar diferentes proteinas dentro
del CB, produciendo la potenciacion quimiosensorial.

Ya que la MnSOD es clave para controlar los niveles celulares de O,", que cuando es
modificada post-traduccionalmente por formacion de 3-NT disminuye su actividad; y que en
células que responden a la hipoxia se ha observado una disminucién de la actividad de
MnSOD inducida por CIH, la MnSOD surge como un buen candidato para ser un blanco
modificado por nitracion (Fig. 2). Luego, es posible que en el CB de ratas sometidas a CIH se
produzca una inhibicion de la actividad de MnSOD por formacion de 3-NT, favoreciendo el
aumento de los niveles del radical O, producido por CIH lo que contribuye a generar las

consecuencias patoldgicas inducidas por CIH.
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El propésito de esta Tesis Doctoral es estudiar la contribucion de la formacion de 3-NT
sobre el proceso de potenciacion quimiosensorial y si la CIH modifica la actividad o expresion

de la MnSOD en el CB de ratas que fueron sometidas a CIH.
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Figura 2. Propuesta. Esquema que muestra los posibles origenes del radical O,y sus efectos
sobre la potenciacion de la descarga quimiosensorial (f,) del CB y el desarrollo de
hipertension.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La evaluacion y consideracion de los datos expuestos anteriormente me llevaron a

plantear la siguiente hipotesis:

2.1 Hipotesis

La nitracidon de proteinas contribuye a la potenciacion quimiosensorial del cuerpo

carotideo de ratas sometidas a hipoxia intermitente cronica.
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2.2 Objetivos

2.2.1 Evaluar si la CIH modifica los niveles de MnSOD.

Determinar por Western blot y/o inmunohistoquimica los niveles de MnSOD
en cuerpos carotideos, células cromafines de la médula adrenal, y en el ganglio

cervical superior, extraidos de ratas sometidas a CIH.

2.2.2  Cuantificar el estado redox en ratas sometidas a CIH.

Determinar los cambios en la produccion de NO y cuantificar los efectos de las
especies reactivas de oxigeno midiendo los niveles de 3-NT en CBs de ratas

sometidas a CIH.

2.2.3 Determinar si la CIH produce nitracién de la MnSOD.

Evaluar si la exposicion a CIH produce nitracion de la MnSOD en
homogenizados de médulas adrenales y de CBs de ratas expuestas a CIH. Y
cuantificar la actividad de la MnSOD en CBs y médulas adrenales de ratas

sometidas a CIH.

2.2.4 Estudiar la contribucion del ONOQO' sobre la potenciacidén

quimiosensorial.

Establecer el curso temporal de la potenciacion quimiosensorial en ratas
sometidas a CIH. Evaluar el efecto de los antioxidantes MitoTEMPO y Ebselen
sobre la potenciacion quimiosensorial del CB. Y evaluar los efectos del

tratamiento con Ebselen sobre la hipertension inducida por CIH.
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3. METODOS

3.1 Animales.

En esta Tesis Doctoral se utilizaron ratas de la cepa Sprague-Dawley obtenidas
desde el vivero de la Facultad de Ciencias Biologicas de la Pontificia Universidad Catolica
de Chile. Los protocolos experimentales fueron aprobados por la Comision de Bioética de
la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Pontificia Universidad Catélica de Chile y por

FONDECYT-CONYCIT 2010.

3.1.1 Modelo de hipoxia intermitente cronica en ratas.

Ratas Sprague-Dawley machos (200 g) se sometieron a CIH (fracciéon inspirada de
0, ~ 5% por 20 segundos, seguidos de 280 segundos de normoxia, 12 veces por hora por 8
horas al dia) por 7 dias, excepto en los casos en que la exposicion a CIH durd 3 o 5 dias.
Para esto las ratas se colocaron en camaras individuales de acrilico (12 cm x 35 cm, 2,2 L
de volumen) que cuentan con ventiladores ubicados en la parte frontal de la cdmara. Estos
ventiladores permiten el flujo de aire y evitan la acumulacion de CO, y vapor de agua

cuando las ratas estan siendo sometidas al protocolo de hipoxia. Los ventiladores se
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detienen cada 5 minutos para inyectar N, al 100% a través de valvulas solenoides
conectadas a cilindros de N; El flujo de N, disminuye la fraccion inspirada de O; en la
camara (O, ~ 5%). Un temporizador computarizado (Zelio Logic SR2, Telemechanique)
controla los tiempos de encendido y apagado de las valvulas y los ventiladores.

El porcentaje de O, en las camaras fue medido con un sensor de oxigeno (Ohmeda
5120, GE). La sala de experimentacion se mantuvo termorregulada a 24-25°C y en
condiciones de luz con ciclos de 12 horas desde las 7:00 a las 19:00 Hrs. durante toda la
exposicion de las ratas a la CIH. El grupo de animales controles o sham se expuso a las
mismas condiciones de manejo y aseo que los animales expuestos a CIH, pero fueron

sometidos a ciclos de aire : aire.

3.1.2 Utilizacién de antioxidantes

Para estudiar la contribucion del estrés oxidativo sobre las alteraciones inducidas
por CIH las ratas fueron tratadas con distintos antioxidantes.

Se administré diariamente acido ascorbico (1,25 g/L) en el agua de bebida como
agente antioxidante, durante la exposicion a CIH. La solucidon antioxidante no presenta
cambios de sabor con respecto al agua sin acido ascorbico. La suplementacion del agua de
bebida con 4cido ascérbico no cambia el consumo de agua de la rata. Los bebederos fueron
protegidos de la luz par evitar la oxidacion del 4cido ascorbico.

Ademas se utiliz6 mito-TEMPO (0,7 mg/kg por dia), un antioxidante que se
acumula especificamente en la mitocondria, y Ebselen (10 mg/kg por dia) cuyos efectos
van dirigidos especificamente contra el radical ONOO™. Ambos antioxidantes fueron
administrados usando bombas osméticas subcutaneas (2ML4, Alzet, USA). En los estudios
de descarga quimiosensorial, las bombas fueron implantadas en las ratas 48 horas antes de

ser expuestas a CIH. En el caso de los experimentos de medicion de presion arterial, las
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bombas osmoticas con Ebselen fueron implantadas una vez que las ratas presentaban
hipertension (7 dias de CIH), y se les dio un dia de descanso antes de continuar con el
protocolo de CIH. En todos los casos, luego de la implantacion de bombas osmoticas, los
animales fueron tratados de forma aguda, post cirugia de implantacion, con analgésicos y
antibioticos (ketoprofeno 1% y enrofloxacina, respectivamente). Ademas, se realizaron
controles con ratas que fueron implantadas con bombas osméticas con el vehiculo en el
que fue disuelta cada una de las drogas. En el caso del MitoTEMPO se us6 suero
fisiologico (NaCl, 0,9%), y para Ebselen se utilizo6 DMSO (80% en suero fisiologico

estéril).

3.2 Registro de la descarga quimiosensorial del CB de rata in situ.

Las ratas expuestas a CIH y los controles sham se anestesiaron con 40 mg/kg de
pentobarbitona de sodio, i.p., y se colocaron en posicion supina sobre una mesa de cirugia.
El animal se mantuvo a 37-38°C durante la duracion del registro utilizando mantas
calefactoras. Se realiz6 una traqueostomia y se expuso la bifurcacion de la arteria cardtida.
Se diseco el nervio carotideo hasta la unidon con el nervio glosofaringeo y se secciond el
nervio glosofaringeo en la region distal a la unidén con el nervio carotideo, el que se diseco
del tejido circundante. El nervio carotideo (~40 pum de didmetro) se coloco sobre un par de
electrodos de Platino-Iridio de 50 um de didmetro para el registro bipolar de la actividad
quimiosensorial del CB. Se estudi6 la respuesta quimiosensorial a distintos niveles de O,
(PO, ~ 5 a 670 mmHg). La sefial registrada desde el nervio carotideo fue pre-amplificada,
amplificada y filtrada (10 Hz — 1 kHz; filtro de linea de 50 Hz) y se ingres6 a una ventana

electronica que permite la discriminacion de los potenciales de accion por sobre el nivel de
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ruido. La ausencia de actividad eléctrica frente a un estimulo hiperoxico (PO, ~ 670
mmHg) fue utilizada como control para determinar si la actividad eléctrica registrada
correspondia a actividad quimiosensorial carotidea. Los potenciales seleccionados se
contaron y expresaron como frecuencia de descarga quimiosensorial (f,), en Hz. Los datos

se adquirieron usando un sistema analogo-digital Power Lab (AD Instruments).

3.3 Analisis de Western blot.

Los tejidos (CBs, glandulas o médulas adrenales y ganglio cervical superior) fueron
aislados quirargicamente y puestos en buffer de lisis (HEPES 20 mM, pH=7,2; EGTA 1
mM; manitol 210 mM; sacarosa 70 mM), con una mezcla de inhibidores de proteasa 2%
(Sigma), luego fueron homogenizados por sonicacion a 4°C, y luego fueron congelados a
-80°C. La concentracion de proteinas fue determinada usando un kit de medicion de
proteinas basado en el método de Lowry (Bio-Rad). Al momento de la medicion, las
proteinas extraidas fueron mezcladas con solucion de carga (LDS 4x, Invitrogen), fueron
hervidas por 5 minutos, y fueron cargadas y separadas en geles de poli-acrilamida al 10%
(NuPAGE, Invitrogen). Luego fueron transferidas a membranas de PVDF en un sistema
de transferencia en seco (iBlot, Invitrogen). El bloqueo de las uniones inespecificas de la
membrana se realizd con BSA 5% en tampén fosfato (PBS) y con Tween-20 0,1%, por 2
horas a temperatura ambiente. La membrana fue incubada con anticuerpos contra MnSOD
(1:200, #06-984, Millipore), CuZnSOD (1:200, #574597, Calbiochem), 3-NT (1:500, #
A21285, Molecular Probes), a 4°C por 12 horas. Luego la membrana fue incubada durante
una hora, con un anticuerpo secundario acoplado a HRP (1:5000, Sigma) contra raton,

conejo o cabra, dependiendo de la especie en donde se gener6d cada anticuerpo primario.
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Finalmente la membrana fue lavada y revelada en films fotograficos mediante un kit de
luminol (Thermos). La densidad de las bandas detectadas en cada immunoblot fue

integrada y analizada utilizando el programa ImageJ.

3.3.1 Co-inmunoprecipitacion de MnSOD nitrada.

Para la co-inmunoprecipitaciéon realizada en médulas adrenales se tomaron
homogenizados de 5 médulas adrenales por grupo, fueron puestos en buffer de lisis con 2%
de inhibidor de proteasas, homogenizados en sonicador y se cuantificaron las proteinas por
el método de Lowry. Luego 400 pg de proteina por grupo fueron incubados con 20 ul de
microesferas de agarosa acoplados a un anticuerpo anti-3-NT por 12 horas a 4°C. Las
muestras fueron centrifugadas a 4°C, a 14.000 g por 5 minutos, dos veces sucesivas. Luego
se retird el sobrenadante, y el precipitado restante, que contiene el purificado de proteinas
nitradas, fue lavado 3 veces re-suspendiendo en 100 pl de PBS y centrifugado a 14.000 g.
Luego, el precipitado final fue re-suspendido en 50 pl de solucion de carga 2x, se hirvieron
las muestras por 5 minutos y se continud con el protocolo antes expuesto para realizar un
Western blot contra MnSOD, y detectar los niveles de MnSOD nitrada en las médulas
adrenales. Después se realizo el control inverso en donde se inmunoprecipitd toda la
MnSOD y se realiz6 un inmunoblot contra 3-NT. Para esto se homogenizaron y se tomaron
50 ul de Dynabeads acoplados a proteina A (Life Technologies, # 10002D), que fueron
puestos en otro tubo y separados usando un iman. Se descartdo el sobrenadante, se
resuspendié en 200 pl de anticuerpo anti MnSOD (1:20) preparado en PBS con 0,1%
Tween-20, y se incubd a temperatura ambiente por 2 horas. Usando el magneto se
separaron los Dynabeads unidos al anticuerpo anti- MnSOD y se incubaron con 200 pl de
homogenizados de médulas adrenales por grupo, por 12 horas a 4°C. Con el iman se separd

el complejo Dynabead-anticuerpo anti MnSOD-antigeno y se resuspendi6é en 200 pl de
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PBS con 0,1% Tween-20. Se vuelve a separar con el iman y se resuspende en 20 pl de
solucion de elucion (glicina 50 mM, pH 2,8). Se agregaron 10 pl de solucién de carga 4x
se hirvieron por 10 minutos y se separaron los dynabeads del purificado de MnSOD. El
sobrenadante fue cargado en geles de poli-acrilamida y se realizé el Western blot contra 3-
NT siguiendo el protocolo explicado en la seccidon anterior.

Para evaluar la nitraciéon de la MnSOD en los CBs se realizd6 una estrategia
experimental similar, pero se prepararon homogenizados de CBs extraidos de 12 ratas por

grupo y se incubaron 200 pg de proteina iniciales por grupo.

3.4 Preparacion de los tejidos para inmunohistoquimica.

Las ratas expuestas a CIH y los controles sham se anestesiaron con pentobarbitona
sodica (40 mg/kg i.p.) y se perfundieron a través del ventriculo izquierdo con 300 ml de
PBS frio y luego con 300 ml de paraformaldehido (PFA) al 4% en PBS. De los animales
fijados, se extrajeron las glandulas adrenales, los ganglios cervicales superiores y las
bifurcaciones carotideas y se post-fijaron en PFA al 4% en PBS por 12 horas a 4°C.
Posteriormente, las muestras se deshidrataron en wuna bateria de alcoholes de
concentraciones crecientes y se incluyeron en paraplast. Los tejidos se cortaron en cortes
de 5 — 8 um de espesor y se montaron en portaobjetos silanizados. A los cortes histologicos
previamente desparafinados, se les realizd un proceso de recuperacion antigénica para
exponer los sitios de unién al anticuerpo. Para esto los cortes fueron expuestos a dos ciclos
de 4 minutos cada uno a 90°C (700W) en un microondas en solucion de citrato 0,1 M y
llevado a pH 6,0 con hidroxido de sodio. Luego se dejaron enfriar a temperatura ambiente

y se trataron con una solucion de H,O; al 0,1% para inhibir la reaccién de la peroxidasa
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endogena. El bloqueo de los sitios de union inespecifica se realizoé incubando las muestras
en una solucion de bloqueo universal (ABC, Vectastain kit, Vector) por 1 hora a
temperatura ambiente en una cdmara himeda. A continuacion los cortes se incubaron con
uno de los siguientes anticuerpos: contra MnSOD (1:200, #06-984, Millipore), CuZnSOD
(1:200, #574597, Calbiochem), 3-NT (1:500, # A21285, Molecular Probes), por 12 horas
en una camara humeda a 4°C. Luego las muestras fueron tratadas con un kit de biotina-
estreptavidina peroxidasa (ABC, Vectastain kit, Vector) y reveladas mediante 5 minutos de
incubacion en 3’3 diaminobenzidina tetrahidrocloruro (DAB) a 35°C. Finalmente las
muestras fueron deshidratadas y contra tefiidas con hematoxilina de Harris por 5 minutos y
montadas en medio de montaje permanente para ser observadas en el microscopio de luz.
El control negativo se obtuvo realizando el mismo proceso, pero omitiendo el anticuerpo
primario. Para el andlisis y cuantificaciéon de la marca inmunorreactiva, se obtuvieron

imagenes mediante una cdmara CCD conectada a un microscopio (Olympus CX31).

3.4.1 Cuantificacion de la inmunorreactividad positiva.

El andlisis de la marca inmunorreactiva se realiz6 mediante un algoritmo de
deconvolucion del color que separa especificamente la tincidn que proviene de la
hematoxilina y de la DAB usando el software ImageJ (Ruifrok & Johnston, 2001). Este
algoritmo deconvoluciona los colores de las imagenes adquiridas en RGB por la camara
CCD y calcula la contribucion de cada una de las tinciones utilizadas en la muestra. Para la
cuantificaciéon se usd el promedio de la marca inmunorreactiva positiva tomada de 4
campos de 9.200 pm” cada uno para los CBs, y 5.038.848 um? para cada campo capturado

desde las médulas adrenales en dos cortes por rata.
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3.5 Cuantificacion del NO producido por los CBs

Se extrajeron quirargicamente CBs de ratas sham y sometidas a CIH y fueron
colectados en solucion Tyrode pH 7,4, libre de calcio y equilibrado con 100% O, (en mM:
154 Na', 4,7 K', 1,1 Mg*", 120 CI, 23,2 Glutamato, 21 HCOs’, 5,5 Glucosa y 5 HEPES).
Luego se incubaron los CBs por 5 minutos con Tyrode regular (en mM: 154 Na®, 4,7 K,
2,2 Ca2+, 1,1 Mg2+, 120 CI', 21 Glutamato, 21 HCOs', 5,5 Glucosa y 5 HEPES) pero
equilibrado con O; 20% y CO, 5%. Se tomd el medio de incubacion normoxico (20% O,)
y se midid la produccion de NO usando un equipo de deteccion por quimioluminiscencia

(Sievers 280), que detecta el NO producido a partir de la reduccion de nitritos a NO.

3.6 Medicion de la actividad de MnSOD

Para medir la actividad de la MnSOD, CBs de 12 ratas por grupo, fueron
homogenizadas por sonicacion en buffer de lisis (HEPES 20 mM, pH=7,2; EGTA 1 mM,;
manitol 210 mM; sacarosa 70 mM) y congelados a -80°C. Al momento de realizar el
ensayo, los homogenizados fueron incubados con 3mM de NaCN para inhibir las otras
isoformas de la SOD, y cuantificar s6lo la actividad de la MnSOD. Se utiliz6 un kit
comercial (#706002, Cayman) que usa la sal de tetrasolio para la detectar la degradacion
del radical O, por parte de la MnSOD vy se realizd el ensayo segln las instrucciones del

fabricante.



Métodos 37

3.7 Analisis estadistico

Los datos fueron expresados como las medias y estan graficadas las desviaciones
estandar de cada grupo. Como test estadisticos se usaron t student, ANOVA de una o dos

vias, y los test post hoc tal como es sefialado en las leyendas de las figuras.
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4. RESULTADOS

4.1 Medicion de los niveles de SOD.

4.1.1 Niveles de SOD en glidndulas adrenales.

Estudiamos los cambios de los niveles proteicos de MnSOD inducidos por CIH en
homogenizandos de glandulas adrenales completas, y encontramos en ratas sometidas a 7
dias de CIH, un aumento significativo de los niveles de MnSOD (Fig. 3A y 3B). Cuando
quisimos confirmar estos resultados mediante técnicas inmunohistoquimicas, encontramos
que el aumento de los niveles de MnSOD inducido por CIH (Fig. 4B), s6lo ocurre en
algunas zonas de la corteza suprarrenal. De hecho, el aumento de MnSOD es evidente en la
zona glomerulosa, donde células epiteliales producen mineralocorticoides como la
aldosterona, y en la zona reticularis, donde se producen androgenos como la testosterona.
La marca inmunorreactiva para MnSOD estd presente, aunque en menor medida, en la
zona fasiculata, cuyas células producen glucocorticoides (cortisol); y en la médula de la
glandula adrenal, que contiene células cromafines que producen catecolaminas, entre ellas

la epinefrina y la noradrenalina (Fig. 4C).
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Figura 3. La CIH por 7 dias aumenta los niveles de MnSOD en glandulas adrenales
de rata. A, Ensayos de Western blot contra MnSOD en homogenizados de médulas
adrenales completas. B, Andlisis semi-cuantitativo de los inmunoblot. ** P < 0,01, Test de
Student, control n =4 y CIH n = 3 ratas.
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Figura 4. Inmunorreactividad contra MnSOD en glandulas adrenales de ratas
sometidas a CIH. Fotomicrografias muestran los niveles de MnSOD en una rata control
(A) y en una rata sometida a CIH (B). La reconstruccion realizada con tres fotografias
tomadas a mayor aumento desde el corte extraido de la rata CIH, permite distinguir los
niveles de MnSOD en las distintas zonas de la glandula adrenal (C). A y B, barra 100 um,
insertos muestran los controles negativos sin inclusion del anticuerpo primario; C, Barra 20
pm.
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Para estudiar los niveles de MnSOD en las células cromafines presentes solo en la médula
adrenal, las aislamos quirargicamente bajo lupa, separdndolas de la corteza suprarrenal.
Estudiamos los niveles de la MnSOD y de la CuZnSOD en los homogenizados de médula
adrenal, mediante Western blot. Observamos que la exposicion a 7 dias de CIH no produjo
cambios en los niveles de ninguna de las dos proteinas estudiadas en las médulas adrenales
(Fig. 5). Luego, para evaluar el potencial rol de las ROS inducidos por CIH, sobre los
niveles de MnSOD y CuZnSOD, estudiamos los efectos del antioxidante acido ascérbico
(1.25 g/L) suplementado en el agua de bebida sobre los niveles de estas dos proteinas. En
las médulas adrenales de rata, el tratamiento con acido ascérbico no modificod los niveles
de las SODs en animales sometidos a CIH (Fig. 5). Estos resultados muestran que la
exposicion a CIH no altera los niveles proteicos de MnSOD o de CuZnSOD en la médula

adrenal.
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Figura 5. La CIH no produce cambios en los niveles de MnSOD y CuZnSOD en
médulas adrenales de ratas. A. Inmunoblot muestra los niveles de MnSOD (A, panel
superior), y CuZnSOD (A, panel central) en homogenizados de médulas adrenales de ratas
sometidas a condiciones control, CIH o expuestas a CIH y suministradas con acido
ascorbico (CIH AA, 1,25 g/L). B y C, Analisis semicuantitativo de los niveles de proteina
estandarizado contra B-Actina. ANOVA de una via, sin diferencias significativas, n = 5
para control y CIH, n =4 para el grupo CIH AA.
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4.1.2 Cuantificacion de los niveles de SOD en cuerpos carotideos.

Después de determinar los efectos de CIH sobre los niveles de MnSOD vy
CuZnSOD en las médulas adrenales, estudiamos los niveles de estas enzimas en los CBs,
para determinar si la exposicion a CIH produce cambios sobre los niveles de SOD en las
células glomicas o en otras células del CB.

Determinamos con técnicas inmunohistoquimicas, los niveles de MnSOD en CBs
extraidos de ratas que fueron sometidas a condiciones control o expuestas a CIH por 3, 5y
7 dias; y encontramos que la exposicion a CIH aument6 los niveles de MnSOD. La enzima
se encuentra principalmente en las células glémicas; la marca inmunorreactiva es
claramente identificable en los nidos (clusters) de células glomicas (Fig. 6B, 6C y 6D). En
el caso de los CBs de ratas controles, la marca también estd presente en las células
glémicas, aunque en menor grado (Fig. 6A). A pesar de que la MnSOD esta presente en las
células glomicas, no podemos descartar la presencia de MnSOD en otros tipos celulares
como en cé¢lulas sustentaculares, endoteliales o en los terminales nerviosos. Dado que la
MnSOD esta en las mitocondrias, es claramente observable un patréon punteado de
inmunorreactividad (flechas blancas en Fig. 6B, 6C y 6D).

Realizamos una deconvolucion de las imégenes obtenidas, y cuantificamos la
marca inmunorreactiva contra MnSOD. Encontramos un aumento significativo de la
inmunorreactividad de MnSOD (MnSOD-ir) luego de 5 dias de exposicion a CIH, aumento
que es aun mayor en ratas sometidas a 7 dias de CIH (Fig. 6E).

Los resultados obtenidos por inmunohistoquimica se confirmaron mediante
Western blot. Para esto, utilizamos homogenizados de CBs de 20-24 ratas, y encontramos
que la exposicion a CIH por 7 dias produce un aumento significativo de los niveles de
MnSOD en los homogenizados de CB, comparado con homogenizados de CBs extraidos

desde ratas controles (Fig. 7).
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Figura 6. La CIH incrementa la inmunorreactividad de MnSOD en cortes de CBs
extraidos de ratas sometidas a CIH. Las imagenes muestran el aumento de la
inmunorreactividad contra MnSOD (MnSOD-ir) al comparar una rata control (A), con
ratas que fueron sometidas a 3, 5 y 7 dias de CIH (B, C y D respectivamente). La
MnSOD-ir estd presente principalmente en las células glomicas (flechas blancas). E,
Cuantificacion de la MnSOD-ir. En A, B, C y D inserto corresponde a los controles
negativos realizados en las mismas condiciones, pero sin incluir el anticuerpo primario;
barra 20 um. En E, Sham n = 6; CIH 3 days n = 4; CIH 5 days n = 4; CIH 7 days n = 4.
Bonferroni luego de ANOVA de una via,* P <0,05; ** P<0,01 vs. sham.
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Figura 7. Cuantificacion de los niveles de MnSOD en homogenizados de CB. Western
blot realizado en homogenizados de CBs extraidos de ratas sometidas a CIH por 7 dias,
muestra un aumento significativo de los niveles de MnSOD en comparacion a ratas
control. n = 10 ratas por grupo, ** P <0,01 Test de Student.
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Con el objetivo de analizar el efecto de las ROS sobre los cambios de expresion de
MnSOD en el CB, realizamos ensayos de Western blot utilizando nuevos grupos de
animales, en los que se incluy6 un grupo que fue sometido a CIH, pero suministrado con el
antioxidante acido ascorbico en el agua de bebida durante los 7 dias del protocolo. Con
estos datos, confirmamos el aumento de expresion de MnSOD en CBs de ratas sometidas a
CIH y ademas encontramos, que el acido ascérbico previene parcialmente el aumento de
MnSOD inducido por CIH (Fig. 8).

Cuando estudiamos los niveles de CuZnSOD en CBs de rata, encontramos que la
CIH no produce cambios en la cantidad de CuZnSOD presente en los homogenizados de
CBs, y que al realizar el mismo experimento en animales que recibieron acido ascorbico
durante el protocolo de CIH, tampoco muestran cambios en los niveles de esta enzima
(Fig. 8A y 8C). Pese a esto, decidimos observar en qué células se encuentra la CuZnSOD
dentro del CB; y cuantificamos la inmunorreactividad de la CuZnSOD (CuZnSOD-ir) en
cortes de CB, para poder confirmar los resultados encontrados en los ensayos de Western
blot. Encontramos que la CuZnSOD se encuentra en las células glémicas (flechas blancas
en Fig. 9A) y endoteliales del CB (flechas negras en Fig. 9A y 9B). Al realizar la
cuantificacion de la marca inmunorreactiva no encontramos diferencias significativas entre

el grupo CIH y el grupo control (Fig. 9C, p > 0,05).
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Figura 8. La CIH produce aumento de los niveles de MnSOD pero no modifica los
niveles de CuZnSOD en CBs de ratas. Inmunoblot en homogenizados de CB contra
MnSOD (A, panel superior), CuZnSOD (A, panel central), en ratas sometidas a
condiciones control, CIH o CIH suministradas con acido ascorbico (CIH AA; 1,25 mg/L).
Los graficos muestran el andlisis semi-cuantitativo de los niveles de MnSOD (B) y
CuZnSOD (C). n = 11-12 ratas por grupo, * P < 0,05 CIH vs. Control, Bonferroni luego de
ANOVA de una via.
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Figura 9. CuZnSOD-ir en CBs de ratas control y sometidas a CIH. Iméagenes muestran
la CuZnSOD-ir presente en las células glomicas (flechas blancas) en los cortes de CBs de
ratas control (A) o sometidas a CIH (B). También se detectdé en las células endoteliales
(flechas negras). C, cuantificacion de la marca inmunorreactiva. A y B, barra 20 pum.
Recuadros, control negativo sin agregar el anticuerpo primario. C, n = 4 ratas por grupo;
Test de Student, sin diferencias significativas.
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4.1.3 Medicidon de MnSOD en el ganglio cervical superior.

Con el objetivo de evaluar los niveles de MnSOD en otro tejido de caracteristicas
similares a las células glémicas del CB, medimos los niveles de MnSOD en el ganglio
cervical superior. Los somas de las neuronas ubicadas en este ganglio, comparten el mismo
origen embrionario que las células cromafines de la médula adrenal y que las células
glémicas del CB, y ademas poseen las enzimas necesarias para sintetizar catecolaminas,
por lo que se esperaria que el perfil de expresion sea similar en los tres tipos de células. Sin
embargo, cabe destacar que las células del ganglio cervical superior no producen
respuestas celulares inmediatas a la hipoxia en animales neonatos ni en adultos, como si
ocurre con las células glomicas en adultos, o con las células de la médula adrenal de
neonatos.

Asi, cuando realizamos experimentos de Western blot en homogenizados de
ganglio cervical superior, encontramos que la exposicion a CIH no modifica los niveles de
MnSOD (Fig. 10). Ademas, cuando cuantificamos la MnSOD en cortes de ganglio cervical
superior por inmunohistoquimica, encontramos que ésta se encuentra presente,
principalmente, en los somas neuronales del ganglio cervical superior y en menor medida,

en las células gliales (Fig. 11).
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Figura 10. La CIH no genera cambios de MnSOD en el ganglio cervical superior de
rata. Western blot realizado en homogenizados de ganglio cervical superior de rata (A). Al
cuantificar la densidad optica de las bandas obtenidas no se encontraron diferencias
significativas entre los grupos (B), Test de Student, sin diferencias significativas, (P >

0,05). Controln=4; CIHn = 5.



Resultados 51

Figura 11. La CIH no cambia los niveles de MnSOD en el ganglio cervical
superior. Inmunorreactividad positiva para MnSOD en ganglios de ratas control (A y B) o
sometidas a CIH (C y D). A y B, barra, 50 um; C y D, barra 20 um. El cuadro inferior
muestra los controles negativos realizados en las mismas condiciones, pero sin incluir el
anticuerpo primario.
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Por lo tanto, si consideramos los tipos celulares de nuestro interés, encontramos
que, la CIH produce cambios en los niveles de MnSOD so6lo en el CB, y que estos cambios
no ocurren en las células cromafines de la médula adrenal o en las neuronas
dopaminérgicas del ganglio cervical superior (Roosen y cols. 2001), pese a que todos estos
grupos celulares poseen el mismo origen embrionario. Sin embargo, la CIH si genera
cambios en los niveles de MnSOD en las regiones glomerulosa y reticular de la corteza
suprarrenal, las que no tienen ningun tipo de relacion ontogénica con las células derivadas
de la cresta neural. Ademas, los niveles de CuZnSOD no estan alterados ni en las células

de la médula adrenal ni en las células glomicas del CB.
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4.2 Cuantificacion del estado redox en ratas sometidas a CIH.

Existe consenso que las ROS son fundamentales para generar el aumento de las
respuestas quimiosensoriales inducidas por CIH, y que el radical O,  juega un papel
importante en la potenciacion quimiosensorial del CB (Marcus y cols. 2010, Peng y cols.
2003). Esta proposicion es respaldada por los efectos de los miméticos de la SOD, que
secuestran solo el radical O,, y previenen el aumento de actividad del CB inducido por
hipoxia (Peng y Prabhakar 2004, Peng y cols. 2003).

Debido a lo anterior, utilicé la mediciéon de NO y la formaciéon de 3-NT como
indicadores de las consecuencias producidas por aumentos transitorios en los niveles de

ROS.

4.2.1 Medicidn de los niveles de 6xido nitrico en homogenizados de CB.

El radical O, es altamente reactivo, por lo que, es posible que otras especies
reactivas formadas a partir de reacciones generadas por el radical O, estén contribuyendo a
la potenciacion quimiosensorial.

El 6xido nitrico (NO) puede reaccionar con el radical O, generando otros radicales
libres. Por esto, decidimos medir los niveles de NO producido, usando el método de
generacion de nitritos en el medio de incubacién de CBs de ratas que previamente fueron
sometidas a condiciones control o a 7 dias de CIH. Encontramos que los CBs de ratas
sometidas a CIH generan menos nitritos en comparacion a las ratas control. Asi mismo,
cuando los CBs de ratas control fueron incubados con L-NAME (1 mM) se logro6 reducir la
generacion de nitritos aproximadamente en un 90% (Fig. 12) (datos publicados en Moya y

cols. 2012).
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Figura 12. La CIH produce disminucion de los niveles de NO generados por
los CBs en el medio de incubacion. La produccion de NO fue medida a través de la
deteccion de nitritos en el medio de incubacion de CBs de ratas control (n = 7), sometidas a
CIH por 7 dias (n = 6) o sometidas a condiciones control pero incubadas con el inhibidor
de las 6xido nitrico sintasas L-NAME, 1 mM (n = 5). ** P < 0,001, * P < 0,05,
Bonferroni luego de ANOVA de una via.
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4.2.2 Deteccién de proteinas nitradas en la médula adrenal v en el cuerpo

carotideo.

La union del radical O, con el NO genera peroxinitrito (ONOQO), que puede
modificar residuos de tirosina formando 3-nitrotirosinas (3-NT). Luego, la acumulacion de
3-NT es un efecto directo del dafio generado por estrés oxidativo.

La generacion de 3-NT podria contribuir a la potenciacion quimiosensorial,
modificando la actividad o funcionamiento de algunas proteinas. Asi, decidimos estudiar
los niveles de 3-NT en las células cromafines de la médula adrenal y en las células
glomicas del CB.

Realizamos inmunohistoquimica utilizando un anticuerpo especifico que reconoce
los residuos de 3-NT en las distintas proteinas, y encontramos que en las médulas
adrenales de ratas sometidas a 7 dias de CIH existe un incremento de los niveles de 3-NT
al ser comparados con cortes de ratas que fueron sometidas a condiciones control. Este
aumento fue confirmado cuando realizamos la cuantificacién de la marca inmunorreactiva
(Fig. 13).

Luego realizamos ensayos de inmunohistoquimica en cortes de CB de ratas
sometidas a condiciones control o a 3, 5 y 7 dias de CIH. Observamos que las ratas
sometidas a CIH muestran un aumento de los niveles de 3-NT (Fig. 14 B, C y D) en
comparacion a los CBs de ratas control (Fig. 14A). La cuantificacion de Ia
inmunorreactividad positiva contra 3-NT mostré que este aumento es significativo desde
los 3 dias de exposicion al protocolo de CIH, y que se mantiene en animales que fueron

expuestos a 5y 7 dias de CIH (Fig. 14E).
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Figura 13. La exposicion a CIH incrementa los niveles de 3-NT en las células
cromafines de la médula adrenal. Las imagenes muestran la inmunorreactividad de 3-
Nitrotirosinas (3-NT ir) en la médula adrenal de una rata control (A) y de una rata sometida
a 7 dias de CIH (CIH 7D) (B). La cuantificacion de la 3-NT-ir muestra un aumento
significativo de los niveles de 3-NT en ratas sometidas a CIH. (C). Para A y B, barra 50
um, inserto, control negativo sin la inclusiéon del anticuerpo primario; para C, * P < 0,05,
Test de Student, n = 6 ratas para control y n =7 para CIH 7D.
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Figura 14. La exposicion a CIH incrementa los niveles de 3-nitrotirosinas en
CBs de rata. Inmunolocalizacion de 3- nitrotirosinas (3-NT) en una rata sometida a ciclos
de aire:aire (Sham) (A), oa 3 (B), 5 (C) y 7 (D) dias de CIH. E, Cuantificacion de la
marca inmunorreactiva (3-NT-ir) en los distintos grupos. A-D, barra 20 um, cuadro inferior
muestra el control negativo sin incluir el anticuerpo primario. Para E, Sham n=10; CIH 3
Days n=3; CIH 5 days n=3; CIH 7 Days n=4. Bonferroni luego de ANOVA de una via,

*** P<0,001 CIH vs. sham.
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En resumen, luego de medir los niveles de diferentes radicales libres encontramos
que la exposicion a CIH disminuye los niveles de NO en los CBs de ratas expuestas a CIH
en comparacidn con ratas control.

Ya que la reaccion del O, con el NO produce ONOOQO', y la disminucion de los
niveles de NO puede ser consecuencia de un aumento en la generacién de peroxinitrito,
decidimos estudiar los niveles de 3-NT en las células cromafines de la médula adrenal y en
las células glomicas del CB. Observamos que la exposicion a 7 dias de CIH incrementa los
niveles de 3-NT en cortes de médulas adrenales y de CBs. Mas aun, en los CBs la
exposicion a so6lo 3 dias de CIH genera un aumento significativo de la marca

inmunorreactiva contra 3-NT, la que se mantiene en ratas sometidas a CIH por 5 y 7 dias.

4.3 Actividad de MnSOD en células cromafines de ratas expuestas a CIH.

Dado que, 1) una de las proteinas mas importantes en mantener el balance oxidativo
de la célula es la MnSOD; 2) que ésta enzima disminuye su actividad cuando esta nitrada;
y que 3) existe un incremento en la nitraciéon de proteinas en ratas sometidas a CIH;
estudiamos la actividad y nivel de nitracion de la MnSOD en células cromafines de la

médula adrenal y en células glomicas del CB de ratas sometidas a hipoxia intermitente.

4.3.1 Medicién de la actividad de MnSOD en médulas adrenales v CBs de

ratas sometidas a CIH.

Cuantificamos la actividad de la MnSOD mediante una reaccién colorimétrica en
homogenizados de médulas adrenales y encontramos que la actividad de la MnSOD es
menor en las médulas adrenales de ratas sometidas a CIH en comparacion con ratas
control. Esta disminucion de la actividad de la MnSOD en las médulas adrenales, es

recuperada parcialmente en un grupo de animales que fue sometido a CIH pero que durante
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la exposicion a hipoxia, fue suplementado con el antioxidante acido ascorbico (1,25 g/L)
en el agua de bebida (Fig. 15).

Luego, realizamos un experimento similar, pero utilizando homogenizados de CBs
extraidos de 11-12 ratas por grupo. Contrario a lo que esperabamos, la CIH produjo un
aumento en la actividad de la MnSOD presente en los CBs, que es revertida cuando

tratamos a las ratas con acido ascorbico en el agua de bebida (Fig. 16).
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Figura 15. La CIH produce disminucion de la actividad de la MnSOD en
homogenizados de médula adrenal. Comparadas con las ratas control, las ratas sometidas
a CIH presentan menor actividad de la MnSOD presente en homogenizados de médulas
adrenales. Esta disminucion es parcialmente prevenida en animales que fueron sometidos
a CIH y suministrados con acido ascorbico (CIH AA, 1,25 g/L). Bonferroni luego de
ANOVA de una via, * P < 0,05 CIH vs. Control. n = 7-8 ratas por grupo.
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Figura 16. La exposicion a CIH aumenta la actividad de la MnSOD en
homogenizados de CBs de rata. Animales que fueron sometidos a CIH por 7 dias
presentan un aumento significativo de la actividad de MnSOD en comparacion a ratas
control. Este aumento es totalmente prevenido cuando administramos acido ascorbico
(1,25 g/L) durante la exposicion a CIH (CIH AA). Bonferroni luego de ANOVA de una
via, * P <0,001. n=11-12 ratas por grupo.
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4.3.2 La exposicion a CIH produce nitracién de la MnSOD.

Debido que observamos un aumento en los niveles de 3-NT en las células de la
médula adrenal y en las células glomicas del CB, esperabamos que la CIH provocara
disminucién de la actividad de la MnSOD en ambos tipos celulares, pues se ha reportado
que la nitracion de la MnSOD genera una disminucion en su actividad. Sin embargo, como
fue descrito en la seccion anterior, encontramos que la CIH produce una disminucién de su
actividad en las células de la médula adrenal, mientras que, en las células del CB, genera
un aumento de la actividad de la MnSOD. El incremento de actividad en las células del CB
es atribuible al aumento de los niveles de proteina observado en homogenizados de CBs de
ratas sometidas a CIH, pero, cuando estudiamos los niveles de MnSOD en la médula
adrenal, no encontramos alteraciones de sus niveles (Fig. 5). Luego, la disminucion en la
actividad de la MnSOD en las médulas adrenales no puede ser explicada por cambios en
los niveles de esta proteina.

Debido a lo anterior, decidimos realizar ensayos de co-inmunoprecipitacioén en los
que, utilizando un anticuerpo contra las 3-NTs acoplado a microesferas de agarosa,
secuestramos y precipitamos todas las proteinas nitradas, y luego realizamos un
imnumoblot contra MnSOD. Con esto detectamos so6lo los niveles de MnSOD nitrada, por
lo que, podremos determinar si la CIH induce nitracion de la MnSOD en las células de la
médula adrenal.

Encontramos que en las médulas adrenales de ratas que fueron sometidas a CIH,
existe un aumento en los niveles de MnSOD nitrada y que el tratamiento con acido
ascorbico previene este aumento (Fig. 17A). Después, realizamos el control inverso en el
cual inmunoprecipitamos la MnSOD con un anticuerpo especifico contra la proteina que
estaba acoplado a micro-esferas unidas a proteina A, y realizamos un Western blot contra

3-NT. Dicho control confirmé el aumento de MnSOD nitrada en las células de la médula
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adrenal de ratas sometidas a CIH, y que el tratamiento con acido ascérbico durante la
exposicion a CIH logro prevenir el incremento de MnSOD nitrada (Fig. 17B).

Estos resultados proponen a la nitracién de la MnSOD como la causa de la caida de
la actividad de esta enzima inducida por CIH en células cromafines de la médula adrenal.

Luego, realizamos una estrategia experimental similar pero usando homogenizados
de CBs de rata en la cual inmunoprecipitamos todas las proteinas nitradas y realizamos el
Western blot contra MnSOD. Encontramos que la CIH produce aumento de los niveles de
MnSOD nitrada, y que este aumento es revertido cuando administramos acido ascorbico a
las ratas (Fig. 18A). El control inverso en donde co-inmunoprecipitamos la MnSOD y
detectamos los niveles de 3-NT por inmunoblot en CBs, confirmo los datos encontrados
anteriormente, en los que la CIH aumenta los niveles de MnSOD nitrada y que este
aumento es prevenido con el tratamiento con acido ascorbico (Fig. 18B).

En resumen, pese a que en los CBs de ratas expuestas a CIH también encontramos
nitracion de la MnSOD, la actividad de la MnSOD en estos animales esta aumentada. Por
lo que, al unir los datos de actividad, co-inmunoprecipitacion y expresion, es posible
atribuir el aumento de actividad de MnSOD en los CBs de ratas sometidas a CIH al
aumento en los niveles de proteina de la MnSOD, aumento que no es observado en las
médulas adrenales, en donde s6lo el efecto de la inactivacion por nitracion de la MnSOD

esta presente.
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A IP: 3-NT B IP: MnSOD
WB: MnSOD WB: 3-NT
Control CIH CIH AA Control CIH CIH AA

Figura 17. La CIH induce nitracion de la MnSOD en médulas adrenales. A, En
homogenizados de médulas adrenales de ratas control, sometidas a CIH o sometidas a CIH
pero suministradas con acido ascérbico (CIH AA), se inmunoprecipitaron las proteinas
nitradas usando un anticuerpo contra 3-nitrotirosinas (IP: 3-NT) y luego, se realizd el
Western blot contra MnSOD (WB: MnSOD). B, Se realiz6 el control inverso
inmunoprecipitando la MnSOD (IP: MnSOD) y realizando el Western blot contra 3-NT
(WB: 3-NT). Se usaron médulas adrenales de 5 ratas por carril.
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A IP: 3-NT B IP: MhSOD
WB: MhSOD WB: 3-NT
Control CIH CIH AA Control CIH CIH AA

Figura 18. La CIH produce nitracion de la MnSOD en CBs de ratas. A, En
homogenizados de CBs de ratas sometidas a condiciones control, CIH, o CIH
suminsitradas con acido ascorbico (CIH AA) se inmunoprecipitaron todas las proteinas
nitradas usando un anticuerpo contra 3-nitrotirosinas (IP: 3-NT) y luego realiz6 un Western
blot contra MnSOD (WB: MnSOD) detectando asi el aumento de los niveles de MnSOD
nitrados. B, en el control inverso se inmunoprecipitdo la MnSOD (IP: MnSOD) y luego se
realiz6 el Western blot contra 3-NT (WB: 3-NT) confirma el aumento de MnSOD nitrada
en CBs de ratas expuestas a CIH. En ambos casos el tratamiento con acido ascorbico
(CIH AA) previene el aumento de los niveles de MnSOD nitrada. Para cada banda se
usaron 24 CBs extraidos de ratas que fueron sometidas a cada tratamiento.
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4.4 Estudio del efecto de CIH sobre la descarga quimiosensorial del CB.

Para evaluar el efecto de los radicales libres sobre la potenciacion quimiosensorial
del CB en animales sometidos a CIH, decidimos registrar la frecuencia de los potenciales
de accioén quimiosensoriales del CB en respuesta a la hipoxia aguda, utilizando electrodos
de platino. Usando esta estrategia experimental, estudiamos el efecto de los ROS
mitocondriales y del radical ONOO™ sobre la actividad del nervio carotideo, observando

asi, la contribucién que tienen estos radicales libres sobre la potenciacion quimiosensorial.

4.4.1 Curso temporal de la descarga quimiosensorial del CB.

Se aislo quirtirgicamente el nervio carotideo y se posicion6 sobre dos electrodos de
platino que fueron cubiertos con aceite mineral para aislarlos eléctricamente. Utilizando un
pre-amplificador y un amplificador obtuvimos el electroneurograma, que nos permite
observar los potenciales de accién que pasan por el nervio carotideo (Fig. 19A). Usando un
discriminador y un contador establecimos la ventana por sobre la cual contaremos (en Hz)
los potenciales de accién que corresponden a la actividad quimiosensorial (linea punteada
en Fig. 19A). Ademads, para asegurar la correcta fijacion de esta ventana eléctrica,
realizamos el test de Dejours administrando a la rata 100% O, Esta maniobra silencid
completamente la actividad quimiosensorial del CB, asegurando que los potenciales de
accion que estamos contando corresponden a la deteccion de los niveles de oxigeno por
parte del CB (Fig. 19B) y no a ruido generado por la preparacion.

Cuando medimos la f, del nervio carotideo observamos que en ratas expuestas a 7
dias de CIH existe un aumento de la respuesta quimiosensorial frente a un estimulo
hipdoxico agudo (Fig. 20). Decidimos estudiar como era el curso temporal de las respuestas
quimiosensoriales en animales sometidos a condiciones control, 3, 5 y 7 dias de CIH en

respuesta a distintos niveles de oxigeno, y encontramos que existe potenciacion
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quimiosensorial en las ratas sometidas a 5 dias de CIH. Este aumento se mantiene luego de

exponer a las ratas a 7 dias de CIH (Fig. 21).
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Figura 19. Registro de la actividad quimiosensorial del cuerpo carotideo. Al
aislar y colocar el nervio carotideo sobre dos electrodos de platino es posible realizar el
registro del electroneurograma de la actividad quimiosensorial (A). Ademas, el test de
Dejours, que consiste en aplicar un estimulo hiperéxico de 100% de O, (B), nos permite
corroborar que toda la actividad registrada (f,) corresponde a estimulos producidos por la

deteccion de los niveles de oxigeno.
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Figura 20. La exposicion a CIH produce potenciacion quimiosensorial del CB.
El registro de la actividad quimiosensorial (f,) del nervio carotideo de una rata control y de
una sometida a CIH, muestra que, frente a un mismo estimulo, la exposicion a 7 dias de
CIH produce aumento de la descarga de potenciales de accion del nervio carotideo

denominada potenciacién quimiosensorial.
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Figura 21. Curso temporal de la potenciacion quimiosensorial medida en ratas
sometidas a CIH. Frecuencia de descarga quimiosensorial (f,) registrada desde el nervio
carotideo en respuesta a distintas presiones de oxigeno inspirado (5, 30, 70, 100, 130 y 670
Torr). Cada punto muestra la descarga méaxima promedio durante 5 segundos en cada
maniobra. Numero de animales por grupo, indicado en la leyenda. Bonferroni luego de
ANOVA de dos vias, * P<0,05y *** P<0,001 sham vs. CIH 5 dias.
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4.4.2 Contribucién de las ROS mitocondriales v del radical ONOQO™ sobre la

descarga quimiosensorial.

Existe controversia respecto al origen de las ROS involucradas en la
potenciacion quimiosensorial carotidea. Por lo que, para determinar si las ROS
mitocondriales contribuyen a la potenciaciéon quimiosensorial, decidimos
administrar Mito-TEMPO (0,7 mg/Kg por dia) a las ratas durante la exposicion a
CIH. Para esto, utilizamos bombas osmoticas subcutaneas, las que permiten la
administracién continua de la droga. Mito-TEMPO es un antioxidante que se
acumula principalmente en la mitocondria, por lo que su administracién nos
permite evaluar si al atacar los ROS mitocondriales, se generan cambios en la
potenciacion quimiosensorial inducida por CIH. Encontramos que el tratamiento
con Mito-TEMPO durante la exposicion a CIH previene la potenciacion
quimiosensorial (Fig. 22A) y que las respuestas a diferentes niveles de O, son
indistinguibles entre animales controles y aquellos animales sometidos a CIH pero
que fueron tratados con Mito-TEMPO (Fig. 22B).

Luego, estudiamos la contribucion del radical ONOO™ sobre la potenciacion
quimiosensorial. Dado que existe una correlacion temporal entre el aumento de los
niveles de 3-NT (Fig. 14) y la potenciacion quimiosensorial en respuesta a la
hipoxia (Fig. 21), decidimos evaluar la contribucion del radical ONOO™ sobre la
potenciacion quimiosensorial. Para esto, usamos el antioxidante Ebselen (10 mg/Kg
por dia), que fue administrado a través de bombas osmoticas durante el tiempo en
que se realizo el protocolo de CIH. Ebselen previno la potenciaciéon quimiosensorial
(Fig. 23A) y mantuvo las respuestas quimiosensoriales frente a diferentes presiones
de O, en niveles similares a los observados en animales control (Fig. 23B). Estos

resultados proponen que, tanto las ROS producidas en la mitocondria, como la
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produccion de radical ONOO", son fundamentales para generar la potenciacion
quimiosensorial del CB inducida por CIH.

El antioxidante Ebselen secuestra directamente los radicales ONOO", sin
embargo, no asegura que produzca disminucién de los niveles de 3-NT en las
células del CB. Por esto, decidimos estudiar los niveles de 3-NT-ir en los CBs de
animales que fueron sometidos a CIH pero que fueron suministrados con Ebselen o
vehiculo en bombas osmoticas subcutaneas. Los ensayos de inmunohistoquimica
muestran un aumento de la 3-NT-ir en ratas sometidas a CIH cuando son
comparadas con CBs de ratas control (Fig. 24A, B y D). Este aumento en la
inmunorreactividad es prevenido cuando los animales fueron administrados con

Ebselen durante la exposicion a CIH (Fig. 24C y D).
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Figura 22. Las ROS mitocondriales son fundamentales para producir la
potenciacion quimiosensorial inducida por CIH. A, La administracion del antioxidante
Mito-TEMPO (dirigido especificamente a la mitocondria) previene la potenciacion
quimiosensorial del CB observada con estimulos hipdxicos de 5% O, B, la respuesta a
distintos niveles de oxigeno en ratas tratadas con Mito-TEMPO pero que fueron sometidas
a CIH, no es distinta a las observadas en ratas control (B). *** P < 0,001; ** P < 0,01
Bonferroni luego de ANOVA de dos vias, n = 3-4 ratas por grupo.
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Figura 23. El radical ONOO"™ es esencial para generar la potenciacion
quimiosensorial del CB inducida por CIH. A, ratas que fueron tratadas con Ebselen
durante la exposiciéon a CIH no presentan potenciaciéon quimiosensorial. B, la respuesta a
distintos niveles de hipoxia estd potenciada en animales sometidos a CIH (linea roja en B).
Sin embargo, al ser tratados con Ebselen no presentan aumento de las respuestas a la
hipoxia aguda (B, lineas azul y verde). n = 8 ratas por grupo. Bonferroni luego de ANOVA
de dos vias. *** P <0,001.
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Figura 24. El tratamiento con Ebselen reduce los niveles de 3-NT en el CB.
Las fotografias de cortes de CBs de una rata sometida a ciclos de aire:aire pero tratada con
Ebselen (10 mg/Kg por dia), una rata sometida a CIH administrada s6lo con vehiculo (B)
o sometidas a CIH pero suministradas con Ebselen (C), muestran que el tratamiento con
Ebselen previene el aumento de marca inmunorreactiva inducida por CIH. A-C barra 50
um, inserto muestra el control negativo realizado sin agregar el anticuerpo primario. D,
Cuantificacion de la marca inmunorreactiva, Bonferroni luego de ANOVA de una via, * P
< 0,05 CIH Vehicle vs. sham Ebselen y CIH Ebselen, n = 5 ratas por grupo.
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4.4.3 El tratamiento con Ebselen revierte la hipertension inducida por CIH.

Observamos que la administracion de Ebselen a ratas sometidas a CIH
previene significativamente el aumento de los niveles de 3-NT en el CB, y que la
dosis administrada de Ebselen tiene un efecto fisiologico que se traduce en impedir
el aumento de la frecuencia de potenciales de accion del CB. Los estudios
realizados en modelos animales han propuesto a la potenciacion quimiosensorial
como una de las primeras consecuencias patologicas en aparecer en respuesta a la
CIH. Este aumento en la actividad quimiosensorial, desencadena el aumento de
actividad del sistema nervioso simpatico que produce el desarrollo de hipertensioén
inducido por CIH, tal como ocurre en pacientes con apnea obstructiva del suefio. Es
por esto, que decidimos estudiar la presion arterial en animales sometidos a CIH
utilizando transmisores telemétricos, que permiten registrar variables
cardiovasculares en animales despiertos y con libre movimiento, sin la necesidad
realizar las mediciones bajo los efectos de la anestesia.

En registros de presion arterial realizados en ratas observamos que luego de 7
dias de exposicion a CIH, se produce un aumento de la presion arterial (Fig. 25B)
en comparacion a la presion medida en el mismo animal pero antes de ser sometido
a CIH (Fig. 25A). Una vez que la rata desarroll6 la hipertension inducida por CIH,
decidimos implantar una bomba osmoética con Ebselen, de manera que esta vez el
antioxidante esté siendo administrado como un tratamiento a la enfermedad
desarrollada, y no con fines preventivos. El tratamiento con Ebselen por una
semana redujo los niveles de presion arterial a valores similares a los observados
antes del inicio del protocolo de CIH (Fig. 25C). Al cuantificar los parametros
cardiovasculares durante normoxia, encontramos que Ebselen revierte el aumento

de la presion arterial media y el aumento de presion diastolica inducido por CIH
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(Fig. 26A y D). La presion sistolica, la frecuencia cardiaca y la presion de pulso
medidas en las ratas, no mostraron diferencias significativas al ser sometidas a CIH
o al ser tratadas con Ebselen (Fig. 26B, C y E).

Por otra parte, decidimos estudiar si las respuestas de presion a la hipoxia
aguda se ven modificadas por la exposicion a CIH. Al colocar una rata en una
camara en donde por inyecciones de nitrégeno, se generd un estimulo hipoxico
cercano al 5%, y observamos un aumento transitorio de la presion arterial (Fig.
27A). Sin embargo, cuando esta misma rata fue sometida a 7 dias de CIH, la
respuesta a un estimulo hipoxico similar estd aumentada, y se genera un incremento
mayor de la presion arterial inducida por hipoxia aguda (Fig. 27B). El tratamiento
con Ebselen por 7 dias restaura las respuestas presoras a niveles similares a los
observados en el primer estimulo hipoxico (Fig. 27C). Al graficar las respuestas
presoras a la hipoxia, expresadas como la diferencia entre la respuesta maxima
registrada durante la hipoxia y la presion medida antes de la maniobra, encontramos
que existe aumento de las respuesta presora a la hipoxia tanto en la presion arterial
media (Fig. 28A), como en la presion sistolica (Fig. 28C), mientras que los otros
pardmetros cardiovasculares no mostraron diferencias significativas. El tratamiento
con Ebselen revierte las respuestas presoras potenciadas a la hipoxia tanto en la

presion arterial media como en la presion sistolica (Fig. 28).
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Figura 25. La CIH produce un aumento de presion arterial que es revertido al
suministrar Ebselen. Registros telemétricos realizados en dos ratas (1 y 2) demuestran
que, en comparacion a condiciones control (A1, A2), cuando se someten a 7 dias de CIH se
genera un aumento de la presion arterial (B1, B2). Dicho aumento es revertido cuando los
animales son tratados con Ebselen (10 mg/Kg por dia) por una semana (C1, C2).
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Figura 26. El tratamiento con Ebselen revierte la hipertension inducida por
CIH. Las mediciones realizadas con transmisores telemétricos muestran que el aumento en
la presion arterial media (MABP, A), frecuencia cardiaca (Hf, B) presion sistolica (Pg;g,
C), presion diastolica (Pgiast, D) y presion de pulso (Ppuse, E) inducidos por CIH en
condiciones basales es revertida cuando los animales son tratados con Ebselen. Newman-
Keuls luego de ANOVA de una via de medidas repetidas, * P < 0,05 CIH vs. CIH Ebselen
y Normoxia. n =4 ratas.
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Figura 27. Las respuestas presoras inducidas por hipoxia aguda estan
aumentadas en animales sometidos a CIH, y dicho aumento es revertido al ser
tratadas con Ebselen. Se muestra el registro de la presion arterial de dos ratas (1 y 2),
medido desde la aorta abdominal mediante un transmisor telemétrico. Al someter a los
animales a un estimulo hipdxico se genera un aumento de presion arterial (A1, A2). Luego
de 7 dias de CIH, esta respuesta esta aumentada (B1, B2), sin embargo, el tratamiento con
Ebselen por 7 dias revierte el incremento en la presion arterial (C1, C2).
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Figura 28. El incremento en la respuesta presora inducido por CIH es
revertido cuando las ratas son suministradas con Ebselen. La CIH produce aumento de
la presion arterial media (MABP, A), frecuencia cardiaca (Hf, B) presion sistolica (P, C),
presion diastolica (Pg, D) y presion de pulso (Pp, E) inducidos por un estimulo hipoxico
agudo. Y esta potenciacion es revertida cuando los animales son tratados con Ebselen.
Newman-Keuls luego de ANOVA de medidas repetidas, * P < 0,05, ** P <0,01 CIH vs.
CIH Ebselen y Normoxia. n = 4 ratas.
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5. DISCUSION

Esta Tesis Doctoral describe que la CIH incrementa los niveles de MnSOD en el
CB de rata, pero no en las médulas adrenales ni en el ganglio cervical superior. Este
incremento es dependiente de ROS pues no ocurre en animales que fueron suministrados
con el antioxidante acido ascérbico durante el protocolo de CIH.

Encontramos que la exposicion a CIH produce disminucion de los niveles NO en
CBs de rata.

La CIH aumenta los niveles de 3-NT en CBs y médulas adrenales de rata. En los
CBs, el aumento de 3-NT se produce luego de 3 dias de CIH, y se mantiene elevado en
animales que fueron sometidos a CIH por 5 y 7 dias.

Evaluamos la actividad de la MnSOD en homogenizados de médulas adrenales y
CBs de ratas control, sometidas a CIH. En las células de la médula adrenal, la CIH reduce
la actividad de MnSOD. Pero, en los CBs, la actividad de la MnSOD esta aumentada en
ratas sometidas a CIH comparada a la condicion control.

Observamos que la CIH incrementa los niveles de MnSOD nitrada en
homogenizados de médulas adrenales y de CBs, y esta nitracion es prevenida en ambos
tejidos cuando las ratas fueron suministradas con acido ascorbico durante el protocolo de

CIH.
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La exposicion a 5 y 7 dias de CIH genera aumento de las respuestas
quimiosensoriales a la hipoxia aguda. Al administrar MitoTEMPO, un antioxidante cuyos
efectos van dirigidos especificamente a la mitocondria; o Ebselen, que secuestra
especificamente al radical ONOO’, la potenciacidn quimiosensorial es totalmente
prevenida.

Cuando medimos la presion arterial de ratas antes y después de ser sometida a 7
dias de CIH, utilizando un transmisor telemétrico, encontramos un aumento de las
variables cardiorespiratorias medidas durante normoxia. Pero ademads, observamos una
potenciacion del aumento de presion evocado por hipoxia aguda. En estos animales la
administracion de Ebselen después de 7 dias de CIH logro revertir tanto el incremento en
la presion observada en condiciones de normoxia, como las respuestas presoras evocadas

por un estimulo hipoxico.

5.1 Actividad v expresion de MnSOD en las células glomicas del CB.

En esta tesis se midieron por primera vez los niveles de MnSOD en el CB de rata
utilizando Western blot. E1 CB de la rata tiene un didmetro de so6lo 400 um (Pardal y cols.
2002), y tiene un peso aproximado de 25 pg (Yuan y cols. 2013), por lo que es dificil
realizar ensayos de biologia celular utilizando el CB de rata. Es por esto que algunos
autores como el grupo de Prabhakar, han utilizado otros tipos celulares como modelo de
las células glomicas del CB tomando en cuenta un origen embrionario comun o similitudes
tales como poseer la maquinaria enzimatica necesaria para la sintesis de catecolaminas
(Nanduri y cols. 2009, Peng y cols. 2011, Nanduri y cols. 2012, Yuan y cols. 2013). Este
grupo ha descrito que la CIH produce disminucion de la actividad y de los niveles de la

MnSOD en células PC12 (Nanduri y cols. 2009) y disminucion de la actividad y los
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niveles de esta enzima en células de la médula adrenal, y de los niveles del transcrito de
RNA del gen de la MnSOD en CBs de rata (Nanduri y cols. 2012). Otros autores han
estudiado la expresion de MnSOD en CBs usando un modelo de falla cardiaca crénica en
conejos. En este modelo patoldgico, los conejos desarrollan un aumento de la actividad de
los nervios simpaticos renales y un aumento de la actividad quimiosensorial del nervio
carotideo, tal como ocurre en los animales sometidos a CIH. El grupo de Ding y cols.
(2010) encontr6 que los CBs de los conejos con falla cardiaca cronica presentan una caida
en los niveles de la MnSOD.

Encontramos un aumento de los niveles de MnSOD en CBs de ratas que fueron
sometidas a CIH (Fig. 6 y 7), mientras que los niveles de MnSOD en células de similares
caracteristicas, como las células de la médula adrenal (Fig. 5) o las neuronas del ganglio
cervical superior, se mantuvieron inalterados luego de la exposicion a CIH (Fig. 10 y 11).
Estos resultados son inesperados, pues tomando como antecedente las mediciones de
mRNA realizadas en CBs de rata por el grupo de Prabhakar, esperdbamos encontrar
reducidos los niveles de MnSOD en el CB. Este grupo ha descrito que la CIH produce
disminucion de la actividad y de los niveles de la MnSOD en células PC12 (Nanduri y
cols. 2009); disminucion de la actividad y los niveles de esta enzima en células de la
médula adrenal; y de los niveles de transcrito del RNA del gen de la MnSOD en CBs de
rata (Nanduri y cols. 2012). Sin embargo, otros trabajos han reportado incrementos en los
niveles MnSOD en respuesta a la hipoxia, la que actuaria de manera compensatoria al
aumento de los radicales libres. De hecho Chou y cols. (2009) usando un protocolo de
hipoxia sostenida en ratas (10% O, por 15 horas diarias por 4 semanas), encontraron un
aumento de los niveles de MnSOD, y no en los niveles de CuZnSOD. Ademas, estudiaron
los niveles de mRNA de ambas proteinas pero no encontraron cambios, por lo que los

cambios en los niveles de MnSOD son atribuidos a las modificaciones post-traduccionales.
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De forma similar, Pardo y cols. (2008) encontraron que en el higado de ratas sometidas a
un modelo de hipoxia/reperfusion existia un aumento de los niveles y de la actividad de la
MnSOD y no encontraron cambios en los niveles de CuZnSOD. Otros autores han descrito
en cardiomiocitos, que la CIH otorga tolerancia al dafo isquémico. Estos autores han
propuesto que el mecanismo involucrado en este proceso implica el aumento de los niveles
y de la actividad de MnSOD; y que este aumento es prevenido cuando las ratas son
tratadas con el antioxidante N-acetilcisteina (Balkova y cols. 2011). Estos resultados son
similares a los que encontramos en esta Tesis Doctoral, en donde el tratamiento con acido
ascorbico previene el aumento de los niveles de MnSOD inducido por CIH (Fig. 8) y, en
conjunto, apuntan a que las ROS participan en la regulacion de los niveles de la MnSOD.
Se ha reportado en CBs, que la MnSOD esta bajo el control del factor de transcripcion
inducible por hipoxia 2 alfa (HIF-2a) (Yuan y cols. 2013, Nanduri y cols. 2009) por lo que
también es posible que el factor de transcripcion HIF-2a regule los niveles de MnSOD en
el CB de ratas sometidas a CIH. Pese a que este argumento requiere un aumento de los
niveles de mRNA del gen de la MnSOD, y hasta ahora los estudios publicados sélo
muestran lo contrario en células del CB (Nanduri y cols. 2009 y 2011), un estudio reciente
ha demostrado que la presencia de ROS estabiliza a HIF-2a en un mecanismo que
involucra la activacion de la via mTOR vy la estabilizacién del complejo proteico mTOR 2
(mTORC?2) por parte de las ROS (Nayak y cols. 2013). Este mecanismo explicaria que el
tratamiento con antioxidantes prevenga el aumento de los niveles de MnSOD en el CB

(Fig.8) tal como han encontrado otros autores (Balkova y cols. 2011).
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5.2 Produccion de ROS en ratas sometidas a CIH.

Se ha propuesto que las ROS participan en la progresion de las enfermedades
cardiovasculares y alteraciones cognitivas inducidas por OSA (Gozal & Kheirandish-
Gozal, 2008; Lavie, 2003; Suzuki y cols. 2006). Estudios realizados en pacientes con OSA,
y en animales expuestos a CIH muestran que los episodios de hipoxia/reoxigenacion,
propios de la exposicion a la hipoxia intermitente, producen estrés oxidativo debido a la
acumulacion de las ROS (Lavie, 2003; Troncoso-Brindeiro y cols. 2007).

Por otra parte, el uso de antioxidantes miméticos de la SOD, han conferido especial
importancia al radical O, en el desarrollo de las consecuencias patoldgicas inducidas por
CIH (Peng y cols. 2003; Troncoso-Brindeiro y cols. 2007). Se ha propuesto que la
generacion del radical O, en células del CB de ratas sometidas a hipoxia intermitente
tendria dos origenes. Uno de ellos seria enzimatico, pues se sabe que en animales
sometidos a CIH existe un aumento de los niveles de transcrito y de la actividad de la
NADPH oxidasa (Peng y cols. 2009); y el otro origen seria desde la mitocondria, ya que,
se ha visto que la CIH produce disminucién de la actividad del complejo I mitocondrial, lo
que es consecuencia directa de un amento en la generacion de radicales libres por parte de
la cadena transportadora de electrones (Peng y cols. 2003).

La administracion del antioxidante dirigido a la mitocondria, Mito-TEMPO,
previno la aparicion de la potenciacion quimiosensorial (Fig. 22). Estos resultados sugieren
fuertemente que las ROS generadas desde la mitocondria contribuyen a la potenciacion
quimiosensorial. La dosis utilizada (10 mg/Kg) ha sido efectivamente usada antes por otros
autores, en modelos de hipertension inducida por administracion de angiotensina II
(Dilakova y cols. 2010) o por CIH (Khan y cols. 2011). Aunque es posible que algunos de

los efectos del Mito-TEMPO no sean especificamente en la mitocondria, estos serian



Discusién 87

minoritarios. La acumulacion del Mito-TEMPO en la mitocondria se logra por su
conjugacion con el cation lipofilico trifenilfosfonio, lo que permite que el 90% del Mito-
TEMPO administrado se encuentre en la mitocondria, dejando solo el 10% restante en el
citoplasma (Dilakova y cols. 2010).

Estos resultados muestran que las ROS mitocondriales contribuyen al desarrollo de
la potenciacion quimiosensorial, pero no aclaran si este efecto es provocado directamente
por las ROS mitocondriales o si éstas actian como segundos mensajeros en una cascada de
sefnalizacion. Es posible que el desbalance en la generacion de ROS mitocondriales sea
solo el primer efecto de una desestabilizacion mitocondrial, pero son necesarios mas
experimentos (medicion del potencial mitocondrial o evidencias de la formacion del poro
de permeabilidad mitocondrial transitorio) para definir esta interrogante.

El uso de miméticos de la SOD, o de otros antioxidantes como acido ascorbico,
confirman la contribucion del radical O,", o de los ROS generados a partir de €l, sobre los
cambios inducidos por CIH. Por esto, es posible que el radical O, producido en las células
del CB esté reaccionando rapidamente para generar otras especies reactivas. Muchos de los
trabajos publicados reportan la importancia de las ROS sobre las consecuencias de la CIH,
midiendo las consecuencias producidas a partir de las reacciones del O, o sus derivados,
tales como la generacion de productos de oxidacion de proteinas, la oxidacion del DNA, la
peroxidacion de lipidos, y la generacion de 3-NT (Pialoux y cols. 2009, Peng y cols. 2006,
Del Rio y cols. 2010 y 2011). La reaccion del radical O, con el NO para formar ONOO
tiene una alto coeficiente de velocidad (~7 x 10° M s™) (Valko y cols. 2007), que ademas
es 3,5 veces mayor que la dismutacion del O, por la SOD (Dweik, 2005). Este valor
explica como puede formarse peroxinitrito con dos especies radicalarias particularmente
elusivas (Ferrer-Sueta & Radi, 2009). Pero incluso, la formacion de ONOO™ puede

disminuir la disponibilidad del NO como resultado de su reaccion con el O, (Estévez &
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Jordan 2002; Beckman & Koppenol, 1996), contribuyendo al desarrollo de hipertension
(Alvarez y cols. 2008). Por esto no es de extrafiar que en los CBs de ratas sometidas a CIH,
existan niveles aumentados de 3-NT (Fig. 14) y que tengan reducidos los niveles de NO

(Fig. 15).

5.3 Contribucion del radical ONOOQO  sobre la potenciacion quimiosensorial

y el desarrollo de hipertension inducida por CIH.

Como se menciond en la seccion anterior, el uso de miméticos de la MnSOD ha
demostrado la importancia que tiene el radical O, sobre la potenciacién quimiosensorial
del CB y sobre el desarrollo de hipertension asociado a CIH (Peng y cols. 2003; Troncoso-
Brindeiro y cols. 2007). Pero, hasta la fecha, no existen trabajos que muestren el aporte que
tienen otras especies reactivas en producir el aumento de la actividad del CB en respuesta a
la hipoxia aguda, o a la hipertension presente en modelos animales de apnea obstructiva
del sueno. Existe evidencia que demuestra la participacion del peroxinitrito en distintos
tipos de enfermedades, tales como diabetes tipo 1, cancer, derrame cerebral, falla cardiaca
cronica, y enfermedades neurodegenerativas como Parkinson y Alzheimer (Pacher y cols.
2007, Szabd y cols. 2007). Sin embargo, esta Tesis Doctoral presenta evidencias
experimentales de que el radical ONOO' contribuye a la potenciacion quimiosensorial (Fig.
23) y a la hipertension inducida por CIH (Fig. 25 y 26) en un modelo animal de apnea
obstructiva del suefio.

Se ha propuesto que la nitracion de la MnSOD participa en muchas de las
enfermedades que involucran la participacion del radical ONOO’, incluyendo
enfermedades renales, cardiovasculares y neurodegenerativas (Yamakura & Kawasaki,
2010). La nitracién y la disminucion de la actividad de la MnSOD por nitraciéon en su

tirosina 34, ha sido involucrada en el rechazo de aloinjertos de rifion en humanos, en un
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mecanismo que incluye el aumento de los niveles de ROS por la caida de actividad de la
MnSOD (Macillan-Crow y cols. 1996, 1997 y 2001). Ademas, se ha visto en un modelo
animal de enfermedad de Alzheimer, que existe nitracion de la MnSOD sin modificar sus
niveles, esta nitracion ha sido involucrada en la disfuncion mitocondrial observada en la
enfermedad de Alzheimer y explica la generacion de estrés oxidativo en esta patologia
(Amantharaman y cols. 2006), pues resultados similares se han encontrado en cultivos
primarios de neuronas extraidas desde ratones mutantes para presenilina 1 (Sompol y cols.
2008). Ademas se ha visto que existe nitraciéon de la MnSOD pulmonar y una caida en su
actividad en el dafio pulmonar agudo presente en un modelo de isquemia/reperfusion
hepatico (Gray y cols. 2004).

Dada la importancia del balance del estrés oxidativo, los antecedentes antes
expuestos nos llevaron a plantear que la nitracion de la MnSOD vy la caida de su actividad
son relevantes para explicar la potenciaciéon quimiosensorial del CB en ratas sometidas a
CIH. Mediante ensayos de co-inmunoprecipitacion observamos que la MnSOD esté nitrada
en células de la médula adrenal y en las células del CB en ratas sometidas a CIH (Fig. 17 y
18). Cuando observamos la actividad de la MnSOD de ratas sometidas a CIH en estos dos
tejidos, encontramos que solo se encuentra disminuida en homogenizados de médulas
adrenales (Fig. 15), y que, por el contrario, en homogenizados de CBs la exposicion a CIH
aumenta su actividad (Fig. 16). Esto es atribuible al hecho de que en las células de la
médula adrenal no existen cambios de los niveles de MnSOD (Fig. 5), por lo que sélo esta
presente el efecto de la nitracion. Sin embargo en las células del CB de ratas sometidas a
CIH encontramos un incremento en los niveles de MnSOD (Fig. 6 y 7), lo que explicaria el
aumento en la actividad de la MnSOD en estas ratas (Fig. 16) aunque sea modificada por

nitracion.
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Ya que el tratamiento con Ebselen (antioxidante especifico contra ONOO)
previene la potenciacion quimiosensorial del CB, estudiamos si la administracion de
Ebselen revierte el aumento significativo de la presion arterial observado en ratas que
fueron sometidas a CIH. Encontramos que el suministro de Ebselen revierte de manera
eficaz el aumento de la presion arterial inducido por CIH. Mds atn, en las ratas sometidas
a CIH el aumento de presion en respuesta a la hipoxia aguda esta potenciado, y Ebselen
revierte esta potenciacion en las respuestas presoras a la hipoxia aguda. Este estudio abre la
posibilidad de que antioxidantes con afinidad al ONOOQO™ sean propuestos con usos
terapéuticos contra la hipertension inducida por CIH, tal como ha sido propuesto para otras
patologias (Szabd y cols. 2007).

Se ha propuesto que el estrés oxidativo, la inflamaciéon y el aumento del tono
simpatico inducidos por la CIH contribuyen a producir disfuncion endotelial e hipertension
(Dempsey y cols. 2010; Garvey y cols. 2009; Iturriaga y cols. 2009; Lavie, 2003; Somers y
cols. 2008). La potenciacion quimiosensorial carotidea produce aumento del tono
simpatico, contribuyendo a la hipertension inducida por CIH. La inactivacion quimica del
sistema nervioso simpatico con 6-hydroxidopamina (Fletcher y cols. 1992b), y ademas la
denervacion renal o la extirpacion de la médula adrenal (Bao y cols. 1997), previenen el
aumento de presion arterial inducida por CIH. Se ha propuesto que la estimulacion del
sistema nervioso simpatico activa al sistema renina-angiotensina, y seria fundamental para
inducir el aumento de presion arterial producido por CIH. La exposicion de ratas a CIH,
produce aumento de la actividad de la renina plasmatica (Fletcher y cols. 2001), y se ha
visto que el tratamiento con Losartan, previene no so6lo la hipertension inducida por CIH
(Fletcher y cols. 2001; Fletcher y cols. 1999), sino también, el aumento de la actividad del
sistema nervioso simpdtico en respuesta a una apnea inducida (Marcus y cols. 2010), y la

disminucion de la vasodilatacion inducida por acetilcolina en la arteria gracilis luego de 28
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dias de CIH (Marcus y cols. 2012). Mas aun, se ha observado que la administracion
intracerebroventricular de Losartan previene la hipertension inducida por CIH y el
aumento de inmunorreactividad contra el factor FosB/AFosB (como medida de la actividad
neuronal) en zonas relacionadas a la activacion del sistema nervioso simpatico por CIH,
tales como, el nucleo paraventricular del hipotalamo, la médula ventrolateral rostral, el
organo vascular de la lamina terminal, el nucleo predptico medio y el nucleo del tracto
solitario (Knight y cols. 2013). Otro trabajo demuestra que la infusion local de diferentes
antagonistas de angiotensina (A-779 contra angiotensina 1-7; losartan y ZD7155 contra el
receptor de angiontensina 1; y PD123319 contra el receptor de angiotensina 2) en el ntcleo
paraventricular, previene el aumento de presion arterial inducido por CIH (da Silva y cols.
2011).

Dado que, en los experimentos realizados en este trabajo, Ebselen es liberado por
las bombas osmoticas al torrente sanguineo y por lo tanto tiene efectos sistémicos, es
posible que la droga actie a nivel del sistema nervioso central, a nivel renal o en las
arterias periféricas. Por lo tanto, no se puede descartar un efecto a nivel del sistema

nervioso simpatico y a nivel del la activacion del sistema renina-angiotensina.

5.4 Posible rol de la S-nitrosilacion de proteinas en los cambios

inducidos por CIH.

Los experimentos realizados en esta tesis no permiten descartar que otras especies
reactivas de oxigeno diferentes al ONOO", tales como el N,O; u otro tipo de
modificaciones post-traduccionales tales como la S-nitrosilacion de proteinas (a partir de
N,03) contribuyan a los cambios inducidos por CIH. Por lo que experimentos realizados en
el futuro podrian evaluar la contribucion de la S-nitrosilacion sobre las consecuencias de la

CIH (Fig. 29). Hasta la fecha no existen estudios que muestren la presencia o efectos de la
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S-nitrosilacion en el CB. Sin embargo, en neuronas de la zona CA1 del hipocampo de rata
mediante registros de patch clamp se encontré que la CIH produce disminucion de la
actividad de los canales de K de alta conductancia (o BK), la que es restaurada por
dadores de NO; pero no cuando los dadores de NO fueron aplicados junto con el inhibidor
de la nitrosilacion N-etilmaleimida (Tjong y cols. 2008). Existe evidencia de que los
canales de potasio BK se expresan en las células glomicas y que disminuyen su
probabilidad de apertura durante la hipoxia, lo que favoreceria la despolarizacion de la
membrana y la liberacion de neurotransmisores en respuesta a hipoxia (Lahiri y cols. 2006;
Lopez-Barneo y cols. 1988). Por lo tanto, es posible que cambios en la actividad de los
canales BK puedan modificar la excitabilidad de las células glomicas y del CB,
favoreciendo la generacion de la potenciacion quimiosensorial luego de la exposicion a
CIH.

No se puede descartar que la nitrosilacion de proteinas pueda alterar la actividad de
otras proteinas que afecten la excitabilidad celular. Se ha visto, en preparaciones de
corazdn de perros, que el receptor de rianodina aumenta su actividad cuando es modificado
post-traduccionalmente por nitrosilacion. De hecho, dependiendo del nimero de S-
nitrosotioles formados, pueden existir tres estados de activacion en el canal del receptor de
rianodina. De esta manera, la oxidacion de cisteinas en el canal de Ca™ receptor de
rianodina puede facilitar su probabilidad de apertura y aumentar la salida de Ca™ desde el
reticulo sarcoplasmico al citoplasma (Xu y cols. 1998). Y se ha propuesto en modelos de
isquemia reperfusion en musculo cardiaco de ratas, que la S-nitrosilacion del canal de
rianodina tipo 2 (RyR2), produce mayor salida de calcio comparado a ratas control
(Fauconnier y cols. 2011, Donoso y cols. 2011). Por lo tanto, es posible que en el CB, la
hipoxia intermitente, de manera similar que en la hipoxia/reperfusion, cause S-nitrosilacion

del canal de rianodina en las células glomicas, aumentando su excitabilidad y
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contribuyendo asi a la potenciacion quimiosensorial del CB, pero es necesario realizar los

experimentos adecuados para contestar estas interrogantes.

5.5 Conclusiones.

Los resultados obtenidos en esta tesis, permiten obtener las siguientes conclusiones

(Fig. 29):

El nivel de O, producido en ratas sometidas a CIH es principalmente mitocondrial,
y atribuible a las ROS generadas desde la fosforilacion oxidativa.

El O, producido reacciona con el NO formando ONOO’, cuyos niveles estan
elevados en los CBs de ratas sometidas a CIH.

Uno de los principales productos de las reacciones del ONOO™ es la nitracion de
proteinas, y la MnSOD es un blanco susceptible a ser nitrado. Sin embargo, en nuestro
modelo, la nitracion de la MnSOD no esta involucrada en la generacion de la potenciacion
quimiosensorial del CB.

El aumento de los niveles de ONOO™ y la nitracion de proteinas a partir de este
radical, contribuyen a la potenciacion quimiosensorial del CB y el desarrollo de
hipertension inducidos por CIH.

Es posible que el estudio de blancos moleculares de la nitracion o el uso de
antioxidantes que secuestren el radical ONOO™ contribuyan a prevenir o atenuar las

consecuencias patologicas inducidas por la CIH.
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Figura 29. Mecanismo propuesto para el desarrollo de hipertension y la
generacion de la potenciacion qumiosensorial del CB en ratas sometidas a CIH.
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