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RESUMEN

La apnea obstructiva del suefio (AOS) es un trastorno respiratorio del suefio caracterizado por
episodios de hipoxia cronica intermitente (CIH). La AOS normalmente se asocia con
somnolencia y dafio cognitivo, pero es un riesgo independiente de sufrir hipertension
sistémica, y se se asocia con la hipertension pulmonar (HP). De hecho, entre el 20 y el 50% de
los pacientes con AOS desarrollaron HP leve. Se ha propuesto que los factores inducibles por
hipoxia (HIF), el estrés oxidativo y la desregulacion del calcio contribuyen al remodelado
vascular y la HP inducida por la CIH. La entrada de calcio via canales TRPC-ORAI activados
por STIM (STOC) juega un rol importante en la fisiologia y la fisiopatologia de la circulacion
pulmonar, acumulandose nuevas evidencias de su contribucidn a la respuesta vasoconstrictora
de las arterias pulmonares y a la proliferacion de células musculares lisas pulmonares
(PASMC) durante la hipoxia sostenida. En esta tesis propongo la hipotesis que “La hipoxia
intermitente produce un aumento de los niveles de los canales “TRPC-ORAI activados por
STIM (STOC)”, los cuales contribuyen a la remodelacion vascular y al desarrollo de

hipertension pulmonar, siendo un mecanismo independiente del estrés oxidativo”.

Estudiamos el curso-temporal de la remodelacion vascular pulmonar, la HP y la expresion de
STOC en ratas macho Sprague-Dawley (200 g) expuestas a CIH (O, al 5% 10 veces/h durante
8 h, por 14, 21 y 28 dias. La exposicion a CIH produjo un aumento progresivo de la presion
sistdlica del ventriculo derecho (RVSP> 30 mmHg), remodelacion vascular y respuestas

contractiles potenciadas a KCI y a ET-1, que fueron significativas a los 21 dias de CIH. La
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expresion de genes y proteinas pulmonares de los canales TRPC 6, ORAI 1, ORAI 2 y STIM
1 aumento a los 21-28 dias, en paralelo con los cambios morfologicos y funcionales.

Evaluamos los efectos de 2-aminoetildifenilborinato (2-APB), un bloqueador de STOC, sobre
la remodelacion vascular pulmonar y la HP. A los 14 dias de CIH, se implantaron bombas
osmoticas con 2-APB (10 mg/kg dia) o su vehiculo y las ratas se mantuvieron en CIH durante
14 dias mas. El tratamiento con 2-APB previno el aumento de RVSP, la remodelacion
vascular, el aumento de los niveles de a-actina en pequefias arterias pulmonares y la
positividad del marcador de proliferacion celular a Ki-67. Ademas, 2-APB impidié el aumento
de la expresion génica pulmonar de las subunidades STOC. Sin embargo, 2-APB no previno el
estrés oxidativo sistémico y pulmonar. Los resultados sugieren que STOC juega un papel
clave en el desarrollo de la remodelacion vascular y la HP inducida por CIH y que estos

cambios son independientes a los niveles de estrés oxidativo.

Evaluamos los efectos Tempol, un mimético de la superoxido dismutasa con accion anti-
oxidante sobre la remodelacién vascular pulmonar, la vasoconstriccion de pequefias arterias,
su efecto anti-oxidante y la expresion de los canales STOC a nivel pulmonar. A los 14 dias de
CIH, se implantaron bombas osméticas con Tempol (30 mg/kg/dia) o su vehiculo (NaCl 0,9%)
y las ratas se mantuvieron en CIH durante 14 dias méas. El tratamiento con Tempol previno
parcialmente el aumento de la remodelacién vascular, y la vasoconstriccion a concentraciones
crecientes a ET-1. Ademas, Tempol impidié el aumento de la expresion génica pulmonar de
las subunidades TRPC1 y TRPC4 sobreexpresadas. Tempol previno el estrés oxidativo a nivel
sistemico pero no a nivel el pulmonar. Los resultados son compatibles que los efectos de

Tempol no se deban a una reduccion del estrés oxidativo a nivel pulmonar, si no que se
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podrian asociarse a una disminucion en la expresion genica de las subunidades de STOC y en

la disminucién la contraccién maxima a ET-1.

Finalmente, mediante un analisis bioinformatico realizado en la base de datos disponibles en la
plataforma GEO, encontramos un array el cual contenia RNA de pulmoén de ratas Sprague-
Dawley expuestas a 14 dias de hipoxia sostenida (14d-SH), 14 dias de hipoxia intermitente
cronica (14d-CIH) y animales controles. En estos tres grupos estudiamos mediante
herramientas bioinformaticas la expresion diferencial de genes que estan involucrados en la
regulacién génica de los STOC. Los principales hallazgos que arrojaron estos analisis fueron
que las ratas expuestas a 14d-CIH presentan una sobre expresion de genes involucrados en la
modulacion de los STOC, tales como BMP2, NFkB, ORAIL y una disminucion en genes que
inhiben la accion de estos canales como lo es PPARY. Por el contrario, animales expuestos a
14 dias de hipoxia sostenida, solo presentaron una disminucion de la SOD2. Estos resultados
sugieren que los animales expuestos a CIH presentan un elevado patrén de expresion temprana
a la regulacién de genes involucrados en la regulacion de STOC, que los animales expuestos a
SH.

En resumen, los resultados indican que 2-APB previene fuertemente las alteraciones
vasculares pulmonares inducidas por CIH, lo que sugiere que la inhibicién de STOC puede

potencialmente usarse para tratar la hipertension pulmonar inducida por AOS.
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ABSTRACT

Obstructive sleep apnea (OSA) is a sleep breathing disorder characterized by chronic
intermittent hypoxia (CIH). OSA is related to drowsiness and cognitive impairment. but it is
recognized as an independent risk of systemic hypertension. Furthermore, OSA is associated
with mild pulmonary hypertension (PH). Indeed, between 20-50% of OSA patients developed
mild PH. Hypoxia-inducible factors (HIF), oxidative stress, and calcium dysregulation have
been proposed to contribute to CIH-induced vascular remodeling and PH. The calcium entry
via STIM-activated TRPC-ORAI channels (STOC) plays a significant role in the physiology
and pathophysiology of the pulmonary circulation. Indeed, new evidence support an important
role of STOC on the vasoconstrictor response of the pulmonary arteries, as well as on the
proliferation of pulmonary arterial smooth muscle cells (PASMC) in sustained hypoxia.
Accordingly, | hypothesized that "Chronic intermittent hypoxia induces an increase in the
levels of STIM-activated TRPC-ORAI channels (STOC) channels, which contribute to
vascular remodeling and the development of pulmonary hypertension, being an independent
mechanism of oxidative stress.”

We studied the temporal-course of pulmonary vascular remodeling, PH, and STOC expression
in lungs from male Sprague-Dawley rats (200 g) exposed to CIH (5% O, 10 times /h for 8 h)
for 14, 21, and 28 days. CIH produced a progressive increase in right ventricular systolic
pressure (RVSP> 30 mm Hg), vascular remodeling, and enhanced the contractile responses to
KCI and ET-1, which were significant at 21-28 days of CIH. The gene pulmonary expression
and proteins of the TRPC 6, ORAI 1, ORAI 2, and STIM 1 channels increased at 21-28 days

and paralleled the morphological and cardiopulmonary functional changes.
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We subsequently evaluated the effects of 2-aminoethyl-diphenyl borinate (2-APB), a STOC
blocker, on pulmonary vascular remodeling and PH in this model. At 14 days of CIH, osmotic
pumps were implanted with 2-APB (10 mg/kg day) or its vehicle and the rats were kept in
CIH for 14 days more. Treatment with 2-APB prevented the increase in RVSP, vascular
remodeling, increased levels of a-actin immunoreactivity in small pulmonary arteries, and
positivity PASCM for Ki67, a marker of cell proliferation, processes induced by CIH.
Furthermore, 2-APB prevented the increase in pulmonary gene expression of the STOC
subunits. However, 2-APB did not prevent both systemic and pulmonary oxidative stress.

Present results suggest that STOC plays a key role in the development of vascular remodeling

and CIH-induced PH and that these changes are independent of oxidative stress.

We evaluated the effects 4-hydroxy-TEMPO (Tempol), a superoxide dismutase mimetic with
anti-oxidant action on the CIH-induced pulmonary vascular remodeling, enhanced
vasoconstriction of small arteries, anti-oxidant effect, and the expression of the channels
STOC in the lung. At 14 days of CIH, osmotic pumps were implanted with Tempol (30
mg/kg/day) or its vehicle (0.9% NaCl) and the rats were kept in CIH for a further 14 days.
Tempol treatment partially prevented the vascular remodeling and vasoconstriction at
increasing concentrations of ET-1. Furthermore, Tempol prevented the increase in lung gene
expression of the overexpressed TRPC1 and TRPC4. Tempol prevented oxidative stress at the
systemic level but not at the pulmonary level. Present results suggest that the changes induced
by Tempol as partial prevention of oxidative stress, are not due to a reduction in oxidative
stress at the pulmonary level, but could be associated with a decrease in the gene expression of

STOC and subunits and a decreasing in the maximal contraction to ET-1.
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Finally, using a database available on the GEO platform, we found an array that contained
lung RNA from Sprague-Dawley rats exposed to 14 days of sustained hypoxia (14d-SH), 14
days of chronic intermittent hypoxia (14d-CIH), and control animals. In these three groups, we
studied the differential expression of genes that participate in the gene regulation of STOCs
using bioinformatic tools. The main findings that these analyzes yielded were that the rats
exposed to 14d-CIH present an early overexpression of genes involved in the modulation of
STOCs, such as BMP2, NFkf, ORAII, and a decrease in PPARy, a negative regulator of
STOC. On the contrary, animals exposed to 14 days of sustained hypoxia only showed a
decrease in SOD2. These results suggest that the animals exposed to CIH present an early
expression pattern to the regulation of genes involved in the regulation of STOC than the
animals exposed to SH.

In summary, the results indicate that 2-APB strongly prevents CIH-induced pulmonary
vascular disorders, suggesting that STOC inhibition can potentially be used to treat OSA-

induced pulmonary hypertension.
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. INTRODUCCION

1.1. Hipertensién pulmonar hipoxica: Definicion y caracteristicas generales.

Una caracteristica exclusiva de la circulacion pulmonar es la “vasoconstriccion pulmonar
hipdxica”, que es una respuesta contractil rapida y reversible de las arterias pulmonares, cuya
intensidad y duracion es proporcional al estimulo hipoxico al que se encuentran sometidas, y
ocurre independientemente de factores neurales o humorales (Sylvester et al., 2012). Se ha
propuesto que la vasoconstriccién pulmonar hipoxica redistribuye el flujo sanguineo desde
areas poco oxigenadas hacia areas con mayor oxigenacién, con el fin de optimizar la razon
ventilacion/perfusion en el territorio pulmonar (Dunham-Snary et al., 2017; Hussain et al.,
2017). Como consecuencia de la mantencion del estimulo hipdxico, las arterias pulmonares
pueden desarrollar una respuesta mal-adaptativa, caracterizada por remodelamiento vascular
caracterizado por la hiperplasica y/o hipertréfica de las células musculares lisas de las arterias
pulmonares (PASMC), desencadenando hipertension pulmonar (HP) (Suresh and Shimoda,
2016). La hipertension pulmonar se define como el aumento de la presion arterial pulmonar
media (MPAP) sobre 20 mmHg o una presion arterial pulmonar sistolica (SPAP) sobre 30

mmHg en reposo normoxico, junto con remodelamiento vascular pulmonar (Simoneau et al
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2019). Esta alteracion hemodinamica conduce frecuentemente a una hipertrofia del ventriculo

derecho, insuficiencia cardiaca y muerte (Galié et al., 2010).

De acuerdo con el 5° Simposio Mundial de Hipertension Pulmonar realizado en Nice, Francia,
en el Grupo 3 de las causas de la hipertension pulmonar estd la hipoxia como un factor de
riesgo para el desarrollo de hipertension pulmonar (Simonneau et al., 2019). Aunque la apnea
obstructiva del suefio (AOS) esta clasificada entre las enfermedades asociadas a la
hipertension pulmonar del grupo 3, existen escasos estudios sobre los mecanismos

involucrados en el desarrollo de la hipertension pulmonar.

1.2. Apnea obstructiva del suefio e hipertension pulmonar hipéxica.

La apnea obstructiva del suefio (AOS) es un desorden respiratorio del suefio que se caracteriza
por episodios de hipoxia intermitente crénica (CIH). La CIH es causada por la obstruccion
parcial o total del flujo de aire a nivel de la faringe, lo que resulta en una disminucién de la
presién parcial de oxigeno (PO,) y de la saturacion de oxigeno (SPO;) durante el suefio. La
disminucion en la PO, es detectada por el cuerpo carotideo (CC) que produce un aumento
reflejo de la actividad contractil de los musculos respiratorios, presion intratoracica negativa,
activacion simpatica y un aumento de la presién arterial, y finalmente se produce un micro
despertar y se restituye el flujo de aire (Dempsey et al., 2010, Gozal et al., 2008, Somers et al.,
2008). Este ciclo de hipoxia y reoxigenacion es la base fisiopatoldgica de la AOS. Estudios
epidemiolégicos demuestran que la AOS afecta al 5%-20% de la poblacion mundial, y esta

reconocida como un riesgo independiente para desarrollar de hipertension sistémica (Bosc et
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al., 2010, Somers et al., 2008; Young et al., 1993). De hecho, un 50% de los pacientes con
AOS desarrollan hipertension arterial (Somers et al., 2008; Young et al., 1993) y entre un 20%
a un 50% desarrollan hipertension pulmonar moderada, sin antecedentes de enfermedades
cardiopulmonares previas (Bosc et al., 2010, Floras, 2018, ME et al., 2013, Schéfer et al.,

1998, Somers et al., 2008).

Se ha propuesto que un aumento de la actividad simpatica, el estrés oxidativo y la inflamacion
contribuyen a las alteraciones cardiovasculares sistémicas en AOS (Gozal et al., 2008, Somers
et al., 2008, Dempsey et al., 2010, Iturriaga 2018, Iturriaga et al., 2021). EIl modelo preclinico
mas usado para estudiar los mecanismos patologicos son roedores expuestos a CIH (5-6% O,
10-12 veces /h por 8 h) por periodos de 7-35 dias (Fletcher et al, 1992, Iturriaga et al, 20009,
Peng et al., 2003, Harki et al., 2021). Usando este modelo, se ha demostrado en ratas y ratones
que la exposiciéon entre 28 y 56 dias de CIH induce un aumento en la presién sistolica
ventricular derecha (> 30 mmHg), remodelamiento vascular pulmonar y un aumento en el

indice hipertréfico ventricular derecho (ver lturriaga y Castillo-Galan, 2019) (Tabla 1).



Tabla 1. Modelos pre-clinicos de AOS presentan hipertension arterial pulmonar.

Animal CIH Cardiovascular Refs.
Model Exposition variables
Sprague-Dawley 4% O, 90s tRVSP (~37,5 mmHg) Naraetal., 2015
(300-400g) 21% O, 90s 1Fulton index

Sprague-Dawley
(200-250q)

Sprague-Dawley
(200-250g)

Sprague-Dawley
(180-2209)

Mice
(8 weeks old)

Mice
(8 weeks old)

8h/day x 28 days

10% Q2
10h/day x 28 days

10% O,
10h/day x 28 days

8% O, x 10s
21% 02 x 80s
8h/day x 35 days

5% O,
21% O,
56 days

10% Qa2
21% O,
8h/day x 56 days

1P. A. Remodeling

tRVSP (~35 mmHg)

tFulton index
TP. A. Remodeling
tLung SM-a-actin

IRVSP (~35 mmHg)

tFulton index
TP. A. Remodeling

TmPAP (27 mmHg)

TP. A. Remodeling

TRVSP (32 mmHg)
TFulton index
1P. A. Remodeling

Jinetal., 2016

Jinetal., 2014

Xu et al., 2015

Cho et al., 2017

Nisbet et al., 2008

25

Fulton index: RV/S+LV; RVSP: right ventricular systolic pressure; P.A Remaodeling: Pulmonary
artery remodeling

Tomada de Iturriaga y Castillo-Galan, 2020.

Sin embargo, y a pesar de la relacion establecida entre la exposicion a CIH y la disfuncion
vascular pulmonar, los mecanismos especificos no se conocen completamente, centrandose los

estudios principalmente en la circulacidn sistémica.

1.3. HIF y ROS: Rol en la hipertension pulmonar hipdéxica.
Considerando los episodios ciclicos de hipoxia y re-oxigenacion que son caracteristicos de la

AOS, se ha propuesto que el factor inducido por hipoxia (HIF) y las especies reactivas de
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oxigeno (ROS), podrian jugar un rol importante en el desarrollo de la hipertensién pulmonar
inducida por CIH (Nara et al., 2014, Nisbet et al., 2008, Jin et al., 2014, Jin et al., 2016,
Zhang et al., 2018, Yang et al, 2016). La respuesta genica a la hipoxia es comandada por una
familia de factores de transcripcion inducidos por hipoxia (HIFs) que funcionan como
heterodimeros. Estos complejos se componen de una subunidad o (HIFa), regulada por
oxigeno y una subunidad B (HIF-1B) que es expresada constitutivamente (Semenza, 1999).
Bajo condiciones normoxicas, HIFa es hidroxilada por la prolilhidroxilasa 2 (PHD2), lo que
permite la union de la proteina VVon Hippel-Lindeau (VHL), promoviendo su ubiniquitacién y
degradacion (lvan et al., 2001, Jaakkola et al., 2001). La hipoxia disminuye la actividad de las
PHD?2, permitiendo la traslocacion nuclear de HIFa, donde heterodimeriza con la subunidad B,
uniéndose a las secuencias promotoras de genes que presentan elementos de respuesta a
hipoxia (HRE) tales como; el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF), la
eritropoyetina (Epo) y endotelina-1 (ET-1), entre otros (Eguchi et al., 1997, Manalo et al.,
2005, Prabhakar y Semenza, 2012, Semenza, 2002, Shimoda y Semenza, 2011). De las tres
1soformas conocidas de HIFo, HIF-1o y HIF-2a han sido las mas estudiadas, estando esta

ultima expresada abundantemente en el territorio pulmonar (Copernolle et al., 2002).

Varios estudios han demostrado la participacion de las isoformas HIF-1o y HIF-2a en el
desarrollo de la hipertension pulmonar y el remodelamiento vascular pulmonar. Abud y cols.,
2012 demostraron que la administracion de digoxina, un inhibidor inespecifico de HIF, en
ratas expuestas a hipoxia sostenida por 21 dias, reducia tanto la hipertension pulmonar como
el indice hipertrofico ventricular derecho en comparacion a los controles hipoxicos (Abud et

al., 2012). Aln mas, ratones HIF-1a " expuestos a hipoxia sostenida por 21 dfas, no
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presentaron un incremento de la presion sistolica ventricular derecha, y el remodelamiento
vascular pulmonar fue menor en comparacion a los controles “wild type” (WT) hipdxicos. Sin
embargo, estos animales presentan un aumento del indice hipertrofico derecho (Yu et al.,

1999). De similar manera, ratones HIF-2a *"

a pesar de estar expuestos a hipoxia sostenida
por 28 dias, no presentaron un aumento de la presion sistolica ventricular derecha, ni un
remodelamiento vascular pulmonar, ni un aumento en marcadores de hipertrofia cardiaca
derecha, en relacion a los controles WT hipdxicos (Brusselmans et al., 2003). Aun mas,
ratones HIF-1a "y HIF-2a * expuestos a hipoxia sostenida por 21 dias, presentaron una
atenuacion del incremento en la presidn sistdlica ventricular derecha y del remodelamiento
vascular pulmonar por sobre el grupo WT hipéxico, siendo el grupo HIF-2a ™ el que presenté
una mayor atenuacion en relacion al grupo HIF-1a *" (Cowburn et al., 2016). Estos resultados
sugieren que HIF, y en especifico la isoforma HIF-2a, seria el principal mediador del
desarrollo de la remodelacion vascular y la hipertensién pulmonar en condiciones de hipoxia
sostenida. Por otra parte, se sabe que las ROS pueden aumentar por una exposicion a hipoxia.
En estas condiciones las principales fuentes que generan ROS son: el desacople del complejo
I11 de la cadena transportadora de electrones en la mitocondria, la NADPH, y el aumento de
los niveles de enzimas pro-oxidantes (Guzy et al., 2006; Zhang et al., 2016). Los niveles
elevados de ROS inducen un incremento del calcio intracelular, proceso cardinal en la
disfuncion vascular y en los cambios morfologicos, como la proliferacion de PASMC,
generando remodelamiento vascular pulmonar, aumento de la vasoconstriccion arterial
pulmonar y finalmente hipertension pulmonar (Humbert et al., 2004, Reyes et al., 2018, Shao

et al., 2016, Sylvester et al., 2012, Waypa et al., 2002).
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En el contexto de modelos animales de AQS, la evidencia experimental muestra que en ratas
expuestas a 28 dias de CIH que presentan remodelamiento vascular e hipertension pulmonar,
se produce también un aumento en la expresion génica y los niveles proteicos de HIF-1a en el
pulmon (Jin et al., 2014). Por otro lado, la exposicion de roedores a 28 dias de CIH induce
estrés oxidativo sistémico, caracterizado por un aumento del nivel de peroxidacion de lipidos y
la nitracion de proteinas (Nara et al., 2014, Jin et al., 2016, Yang et al, 2016), y de enzimas
pro-oxidantes a nivel pulmonar, como NOX2 y NOX4 (Nisbet et al., 2008). Esto se suma a
una disminucidn tanto en la actividad como en los niveles de agentes reductores, tales como la
enzima superdxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), el factor de transcripcion NRF2 y
homoxigenasa-1 (HO-1) (Jin et al., 2016, Lu et al., 2016, Yang et al, 2016, Zhang et al.,
2018).

Estos antecedentes sugieren que la exposicion a CIH induce estrés oxidativo y un aumento en
los niveles de HIF-1a a nivel pulmonar. Sin embargo, la contribucion de HIF-2a en el
remodelamiento y disfuncion vascular pulmonar resultante de la exposicién a hipoxia

intermitente cronica no esta bien establecida

1.4. Papel del calcio intracelular en las células musculares lisas de las arterias
pulmonares y en la hipertensién arterial pulmonar.

La sefializacion del calcio es un evento clave en los procesos de contraccion, diferenciacion y
proliferacion del musculo liso vascular. Estos procesos celulares pueden ser modificados por
hipoxia 0 ROS entre otros estimulos, contribuyendo al desarrollo de la hipertension pulmonar
(Guibert et al. 2011; Sommer et al., 2015, Ward y McMurtry, 2009; Waypa et al., 2002, Yang

etal., 2010). El Ca** citoplasmético en las células vasculares musculares lisas puede aumentar
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por liberacion desde depdsitos del reticulo sarcoplasmatico mediada por canales intracelulares
sensibles a inositol trisfosfato (IP3), por activacion de receptores de rianodina (RyR); o por la
entrada de calcio desde el espacio extracelular. Esto Gltimo puede ocurrir por la operacién
reversa del intercambiador Na*/Ca*® (NCX), por canales de calcio dependientes de voltaje tipo
L o T, o a través de canales independientes de voltaje. Estos dltimos incluyen: canales
activados por estiramiento mecanico; por canales activados por interaccion ligando-receptor y
por canales activados por la disminucion de calcio en los almacenes del reticulo
sarcoplasmatico (“Store operated channels SOC”). En los Gltimos afios, la atencion se ha
centrado en el papel que juegan los SOC en la fisiologia y la fisiopatologia de la circulacién
pulmonar, acumuldndose nuevas evidencias sobre su contribucion a la respuesta
vasoconstrictora de las arterias pulmonares, asi como a la proliferacion de PASMC, lo que los
convierte en una “diana molecular” para aminorar la hipertension pulmonar (Castillo-Galan et
al., 2016, Golovina et al., 2001; Lu et al., 2008; Lu et al., 2009; Wang et al., 2006; Weigand

et al., 2005).

1.5. Canales TRPC-ORAI activados por STIM (STOC): Vasoconstriccion pulmonar

hipdxica, remodelamiento vascular pulmonar e hipertensién pulmonar.

Los SOC incluyen canales cationicos de la membrana plasmatica activados por el vaciamiento
de los almacenes de calcio en el reticulo sarcoplasmatico, permitiendo el ingreso de Ca**
desde el medio extracelular y contribuyendo a acelerar la reposicion del Ca** reticular (Reyes
et al., 2018). El vaciamiento de los depdsitos reticulares, que gatilla la activacion de SOC,

puede ocurrir por la accién de ET-1 o serotonina (5-HT), que al unirse a sus receptores
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producen el segundo mensajero IP3, que a su vez activa canales intracelulares de calcio en el
reticulo sarcoplasmico (IPsR) (Zhang et al., 2003). Desde el punto de vista estructural, los
SOC se pueden componer principalmente por un homo o heterotetrdmero de subunidades
formadoras de poros pertenecientes a la familia TRPC (TRPC1 a 7), o a la familia ORAI
(ORAI 1 a 3), entre otras (Ambudkar et al., 2017, Reyes et al., 2018). Por otra parte, una
subunidad auxiliar de la familia de moléculas de interaccidn estromales (STIM 1 y 2) actua
como sensor de calcio activando subunidades formadoras de poros en respuesta al agotamiento
de calcio de los depdsitos del reticulo sarcoplasmatico (Fuchs et al., 2010; Johnstone et al.,
2010; Wray y Burdyga, 2010; Yang et al., 2010). En este trabajo se denominara STOC a los
“Store Operated Channels”, conformados especificamente por subunidades TRPC, ORAI y
STIM. Desde el punto de vista funcional, la sub-unidad intrareticular “EF-hand” de STIM
detecta el vaciamiento de calcio reticular, homodimerizando y translocando a regiones
“punctae” del reticulo sarcoplasmatico, ubicadas en las proximidades de la membrana
plasmatica. Esta traslocacion permitird la formacion del complejo STIM1-ORAI, el cual
generara corrientes de corrientes de calcio activadas por calcio (lcrac) provenientes del espacio
extracelular (Huang et al., 2006). Estas oscilaciones selectivas a Ca*? son necesarias para el
posterior reclutamiento de subunidades TRPC, para luego formar complejos STIM-TRPC
generando nuevas, pero menos selectivas, corrientes de Ca** (Alicia et al., 2008). La
formacion de complejos hetero u homotetrameros de TRPC-ORAI-STIM, resulta en una
elevacién sostenida de corrientes de Ca?*, denominada “entrada de calcio operada por

depdsito” (SOCE) (Ambudkar et al., 2017; Putney, 2017) (ver Figura 1).
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Figura 1. Modelo de activacién de STOC. En condiciones basales el Ca** se encuentra
almacenado dentro del reticulo, STIM y ORAI se encuentran dispersos en la membrana
reticular y los TRPC en la membrana plasmatica. El vaciamiento reticular de calcio promueve
la heterodimerazacion y acumulacion de STIM en regiones punctae de la membrana reticular.
Al mismo tiempo ORAI y TRPC heterodimerizan y se acumulan en regiones de la membrana
plasmatica opuestas al “cluster” de STIM. STIM se une a ORAI y/o TRPC, activandolos,
permitiendo la entrada de Ca** al espacio intracelular, proceso denominado SOCE.
(Modificado de Kuhr, 2012).
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La farmacologia de los STOC aun esta en desarrollo, y desde hace varios afios se han descrito
bloqueadores como el 2-aminodifenilborinato (2-APB), que inhibe la interaccién STIM-
ORAI. Estudios han demostrado que el tratamiento in vivo con 2-APB atenla
significativamente el remodelamiento pulmonar, el aumento de RVSP y la hipertrofia
ventricular derecha en ratones expuestos durante 4 semanas a hipoxia sostenida, en
comparacion con animales hipoxicos tratados con vehiculo (Smith et al., 2015). Ademas, en
un modelo de hipertension pulmonar neonatal, la infusién diaria de 2-APB redujo el
remodelamiento vascular pulmonar e hipertensién pulmonar inducida por la hipoxia

pregestacional en corderos recién nacidos en la altura (Castillo-Galan et al., 2016).

En resumen, en la Gltima década se ha descrito la participacion de STOC en la contraccion de
arterias pulmonares en respuesta a hipoxia aguda y sostenida (Castillo-Galan et al, 2016,
Guibert et al, 2011; Lu et al., 2008; Lu et al., 2009; Ng et al., 2005; Wang et al., 2006;
Weigand et al., 2005). Méas aln, la entrada de calcio mediada por STOC podia ser el principal
mediador de la vasoconstriccion pulmonar hipoxica, y participarian en procesos celulares
cardinales para el remodelamiento arterial pulmonar patolégico, como la diferenciacion y

proliferacion de PASMC (Castillo-Galan et al., 2016, Golovina et al., 2001; Hou et al., 2013).

1.6. HIF y ROS: Moduladores de la expresion y funcién de canales STOC.

Existen estudios que sugieren que la activacion de HIF y el aumento del estrés oxidativo,

inducidos por la hipoxia y re-oxigenacion caracteristicas de CIH, podrian inducir la expresion
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y la activacion de los canales STOC. Ratones expuestos a 21 dias de hipoxia sostenida,
presentan un incremento en la expresion pulmonar génica y proteica de HIF-1a, ORAII,
ORAI2 (Wang et al. 2017), TRPC1, TRPC6 (Wang et al. 2006, Wang et al. 2015) y STIM1
(Hou et al., 2013). Ademas, el aumento de los niveles de TRPC1, TRPC6 y ORAI2 a nivel
pulmonar en ratones HIF-1a +/- sometidos a 21 dias de hipoxia sostenida, es menor que en el
grupo WT, sugiriendo una modulacién de HIF-1a sobre TRPC1, TRPC6 y ORAI2, y no asi de
ORAI1 (Wang et al. 2006, Wang et al. 2017). Por el contrario, el papel de HIF-2a en la
modulacion de estos canales y el posible rol que jugaria en el desarrollo de la hipertension

pulmonar no han sido estudiados.

Se ha demostrado que el estrés oxidativo induce un aumento tanto en la expresion de los
STOC como en la entrada de calcio dependiente de los STOC. Especificamente, en PASMC
de rata la activacion de TRPC1 y TRPC6 por el factor de transcripcion BMP4 depende del
incremento de los ROS, mediado por NOX4 (Jiang et al., 2014). A su vez, se ha propuesto que
el aumento de ROS, inducido por hipoxia, activa a los RyR, lo que induce una salida del Ca**
reticular, activando a STIM1, permitiendo a vez la interaccion con ORAI en la membrana
plasmatica y posterior activacion de los STOC (Sommer et al., 2016; Suresh y Shimoda,
2016). También, se ha demostrado en PASMC aislados de ratas, que el aumento de H,0;
resultante de la exposicion a 24 y 48 horas de hipoxia, induce un aumento en la expresion
génica y proteica de TRPC1, STIM1 y ORAIL, promueve la activacion de STIML1 y posterior
interaccion con ORAIL y TRPC1, induciendo un aumento de SOCE (Chen et al., 2017). Por

otra parte, se encontro en células COS 7 transfectadas con STIM1, que H,0, promueve la
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activacion de STIM1, de manera independiente al vaciamiento de calcio reticular (Hawkins et

al., 2010).

En resumen, los datos indican que roedores expuestos a 28 dias de CIH desarrollan un
aumento de la presion sist6lica ventricular derecha (> 30 mm Hg) y remodelamiento vascular
pulmonar. Ademas, la exposicion a la CIH produce estrés oxidativo a nivel pulmonar. Por otra
parte, se ha demostrado que tanto un aumento en el estrés oxidativo como de HIF-1a modulan
la expresion, la entrada de calcio y contraccion dependiente de los canales STOC, que juegan
un papel fundamental en el desarrollo de la hipertension arterial pulmonar animales expuestos
a hipoxia sostenida. Ademas, en ratones expuestos a hipoxia sostenida se ha documentado un
rol preponderante de HIF-2a por sobre HIF-10, como mediador de la HP. Sin embargo, se
desconoce tanto la contribucion de HIF-2a en el remodelamiento y disfuncion vascular
pulmonar resultante de la exposicion a CIH como su el posible rol modulador de los STOC. A
pesar de la evidencia expuesta, se desconoce el rol especifico que cumplen los STOC en el
desarrollo de la hipertension pulmonar y remodelamiento vascular pulmonar asociado a la

CIH, asi como la modulacién de su expresion y activacion por y ROS.

Por lo tanto, la evidencia sugieren la expresion y la vasoconstriccion inducida por los canales
STOC a nivel vascular pulmonar, independiente del estrés oxidativo, induce hipertension
pulmonar y remodelamiento vascular en ratas expuestas a hipoxia intermitente cronica (Figura

2).
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Figura 2. Modelo propuesto del aumento de expresién de STOC.

Segun los antecedentes descritos anteriormente, nosotros proponemos que la CIH induce un
aumento de los niveles de STOC, los cuales contribuyen al remodelamiento vascular,

hipertensién pulmonar, siendo un mecanismo independiente del estrés oxidativo.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS DE INVESTIGACION

2.1 Hipotesis.

La hipoxia intermitente produce un aumento progresivo de los niveles de los canales “TRPC-
ORALI activados por STIM (STOC)”, los cuales contribuyen a la remodelacion vascular y al

desarrollo de hipertension pulmonar, siendo un mecanismo independiente del estrés oxidativo.

2.2. Objetivo General:

Determinar si la disfuncion vascular pulmonar inducida por exposicion a hipoxia intermitente

cronica, dependen de los STOC, si esta es independiente del estrés oxidativo.

2.3 Objetivos especificos:
En un modelo de ratas hipertensas pulmonares por exposicion a CIH:

2.2.1. Determinar el curso temporal de los efectos de CIH sobre la presién pulmonar, el
remodelamiento vascular pulmonar, la disfuncion cardiopulmonar, y los niveles génicos y

proteicos de STOC a nivel pulmonar.
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2.2.2. Determinar los efectos de la inhibicion de STIM-ORAI sobre la presion arterial

pulmonar y el remodelamiento vascular y el estrés oxidativo.

2.2.3. Determinar los efectos del agente antioxidante Tempol sobre la expresion de STOC a

nivel pulmonar, la vasoconstriccion pulmonar y remodelamiento vascular pulmonar.

2.2.4 Analizar y comparar la expresion diferencial de factores que regulen la transcripcion de
STOC en el pulmon de animales expuestos a hipoxia sostenida e intermitente, mediante

herramientas bioinformaéticas.
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3. METODOLOGIA

3.1 Protocolos aprobados de cuidaddo animales y bioseguridad

Los protocoles experimentales en ratas y células fueron aprobados por los Comité Etico
Cientifico para el Cuidado de Animales y Ambiente de la Pontificia Universidad Catolica de
Chile, (ID: 180803006) comprobando que cumple con los principios basicos planteados en la
Ley Chilena 20.380 sobre Proteccién Animal (2009), el Cddigo Sanitario de los Animales
Terrestres de la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE, 24% Edicién, 2015), la
Directiva Europea 2010/63/UE y la Guia para el Cuidado y Uso de Animales de
Experimentacion (NRC, 8?2 Edicion, 2011), documentos a los que adscribe esta institucion. El

protocolo cumple también con el principio de las 3Rs: Reemplazar, Reducir y Refinar.

3.2 Modelo animal y protocolos de hipoxia crénica intermitente.

Los experimentos se realizaron en ratas Sprague-Dawley machos de 6 semanas de vida
(~200g), alimentadas con dieta estandar y acceso al agua ad libitum. Los animales fueron
expuestos a ciclos hipoxicos de 5% O, por 20 s, seguidos por 290 s de aire (normdxia), 12
veces por hora por 8 horas/dia, desde las 9:00 horas hasta las 17:00 horas por 14, 21 y 28 dias.
Los niveles de O, en las camaras fueron modificados con un sistema computarizado que

controlaba la apertura y cierre de valvulas solenoides que permiten la entrada de N, y su
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remocion por ventiladores. Los niveles de O, fueron monitoreados por un analizador de
oxigeno (Ohmeda 5120, BOC Healthcare, Manchester, RU). (Del Rio et al., 2010, Del Rio et
al., 2016, lturriaga et al., 2014). Los animales fueron pesados diariamente. El porcentaje de
ganancia del peso se calcul6 como el porcentaje de aumento de peso en relacion con el peso

inicial de cada animal.

3.3 Imagenes de resonancia magnética

Los estudios de Resonancia Magnética (MRI) se realizaron en 3 animales controles y 3
animales expuestos a 28 dias de CIH en un resonador preclinico 1.0T Bruker ICON (Bruker
BioSpin, Féllanden, Switzerland) con un gradiente de fuerza de 450mT/m y una bobina de
micro solenoide. Los animales fueron anestesiados con 5% de isoflurano y mantenidos de 1%
a 2% durante todo el protocolo de MRI. La temperatura corporal fue controlada con una
bomba de agua caliente (SA Instruments, Stony Brook, NY). La sincronizacion del ECG se
realiz6 mediante 2 agujas metalicas colocadas por via subcutanea en las patas delanteras, y se
colocdé un transductor de presion en el abdomen para la activacion respiratoria (SA
Instruments). Se usé Cine-FLASH para la adquisicion de imagenes temporales del eje cortadas
en T1 con resolucion temporal del corazén para asi derivar parametros funcionales y
volumétricos. Los parametros de imagen incluyeron el tiempo de repeticion (TR) = intervalo
RR / numero de cuadros (~ 8 a 10 ms), TReff = intervalo RR, tiempo del eco (TE) = 1.0 ms,
campo de vision (FOV) = 25x25 mm, tamafio de matriz = 128x128, grosor de corte = 1 mm;
Angulo de inclinacién = 40°, 4 promedios, 9 cortes y el nimero de cuadros por ciclo cardiaco

vario entre 10 y 14 para mantener un TR adecuado. El tiempo de adquisicion fue de 8 +/- 0.5
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min. La adquisicion fue en el peak del complejo QRS. Los pasos de codificacion de fase se
distribuyeron por igual a lo largo del ciclo cardiaco para obtener marcos diastolicos y
sistélicos para la medicion de pardmetros funcionales y volumétricos. Las imagenes se
analizaron mediante el software OSIRIS X (OSIRIX MD 9.0). Se estimo el volumen de fin de
diastole (VFD) vy sistole (VFS) midiendo el parea interna ventricular de 9 cortes axiales,
multiplicando por el largo ventricular. De la misma forma de estimo la fraccion de eyeccion
(FE), la cual fue (VFS-VFD)/VFD*100 y el grosor de la pared ventricular en etapa de diastole
(Endocardio-Pericardio)*Largo ventricular. Todos los parametros fueron determinados para
los ventriculos derecho e izquierdo. Los andlisis fueron realizados por 3 observadores
diferentes usando las mismas imagenes, resultando en el promedio de estas mediciones. (Lavin

et al, 2019).

3.4. Medicion de presion sistdlica ventricular derecha.

Finalizado el protocolo de exposicién a CIH, los animales se anestesiaron con uretano-o-
cloralosa (800-40 mg/kg, respectivamente i.p.). Los animales fueron traqueotomizados, y
conectado a un ventilador de ventilacion de presiéon positiva (RoVent Jr, Kent Scientific,
Torrington, CT, EE. UU.). Se realiz6 una toracotomia para exponer el corazon. La presion
sistdlica ventricular derecha se registro con un catéter heparinizado (500 UI/mL) introducido
en el ventriculo derecho, y la frecuencia cardiaca se derivo de la sefial de presion arterial que
se registrd con un transductor Statham P23 (Hato Rey, Puerto Rico, EEUU) conectado a un
sistema de adquisicion PowerLab (ADInstruments, Castle Hill, Australia) y el software

LabChart version 8 ADInstruments.
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3.5. Miografia de alambre.

El pulmén izquierdo fue removido y sumergido en una solucién de Krebs-Ca?* fria (NaCl
118,5mM, NaHCO; 0,63M, KCI 3,1M, KH,PO, 60mM, MgSO, 60mM, CaCl,.0,25M,
Glucosa 5,5M). Posteriormente, arterias pulmonares de 2da y 3ra generacion (~2-3 por animal
de 2 mm de largo, ~400-800 um de diametro 6ptimo) fueron disecadas, aisladas y montadas en
un midgrafo de alambre (modelo 620M; Danish Myo Technology A/S, Aarhus, Denmark),
mantenidas a 37°C en buffer Krebs-Ca’* con constante burbujeo (95% O, — 5% CO,)
(Castillo- Galan et al., 2016). La fuerza isométrica fue registrada usando un sistema de
adquisicion PowerLab (ADInstruments, Castle Hill, Australia) y el analizada con el software
LabChart (version 8; ADInstruments). El didmetro interno de las arterias fue normalizado
mediante la determinacion de la relacion éptima entre la fuerza contractil en respuesta a una
concentracion isotonica de KCI (64,9 mmol/L-1) y el didmetro del vaso (Delaey et al., 2002).
Este método permite comparar diferentes vasos mediante la normalizacién respecto a sus
niveles in vivo (Mulvany y Aalkjaer, 1990). Las curvas concentracién-respuesta (CCR) se
construyeron con las respuestas contractiles inducidas por KCI (16,7 a 125 mM) y endotelina-

1 (ET-1; 10?2 10° M).

3.6. Extraccion de mRNA 'y gPCR.

Muestras congeladas de pulmén izquierdo (~100 mg) fueron homogenizados en TRIzol
(Thermo Fisher, Waltham, MA, EE. UU) y luego centrifugadas a 12000 g. EI RNA

(sobrenadante) se resuspendio en agua libre de nucleasas (20 ul) para luego determinar su
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concentracion y pureza mediante espectrofotometria. La razon 260/280 de todas las muestras
fue de 1,9-2,05. EI RNA fue guardado a -80°C hasta su posterior uso. La sintesis a CDNA se
realizd usando el kit cDNA Synthesis Kit (ABM, Richmond, Canada).La expresion génica de
TRPC1, TRPC4, TRPC6, ORAIL, ORAI2 y18S fue determinada mediante PCR en tiempo real
(gPCR) en un equipo StepOne Plus (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), usando Kit
KicgStart (Sigma-Aldrich) (Tabla 1). Todos los procedimientos fueron realizados de acuerdo a
las instrucciones del fabricante. La génica expresion relativa fue calculada usando el método
de 2744°. E| grupo control fue usado como referencia y el gen 18S fue utilizado como

normalizador.

Tabla 2. Secuencia y caracteristicas de los partidores usados en el analisis.

Tamafio  Tiempo de
Gen F/IR Secuencia del partidor (5'-3") amplicon  Extension

Tm (°C) (bp) (s)

For 5-AGTTCCTGAACACCGTTTGG-3'
TRPC1 60° 164 bp 10s
Rev 5-CGGTGTGTGAATGATTCTGC-3'

For 5-CAGGCTGGAGGAGAAGACAC-3'
TRPC4 60° 195 b 10
Rev 5-AGGCTAGCAGCAGCAGAAAC-3' P S

For 5-TCTGGCTGCTCATTGCCAGGAATA-3 .
TRPC6 Rev 5-AGAGTGGCTGAAGGAGTCATGCTT-3 60 323 bp 30s

For 5-CGCCCTCATGATCAGTACCT-3' .
ORAIL Rev 5-AGAACTTCACCCAGCAGAGC-3' 60 191 bp 10

For 5-GTGGGTCTCATCTTCGTGGT-3
ORAI2 62° 142 b 10
Rev 5-CCACCTGTAGGCTTCTCTCG-3 P S

For 5-GTAACCCGTTGAACCCCATT-3'
18S 58° 152 bp 10s
Rev 5-CCATCCAATCGGTAGTAGCG-3'

3.7. Western Blotting.

Para la obtencidn de proteinas totales de pulmén, muestras congeladas de pulmon izquierdo

(~200 mg) fueron homogenizadas mecanicamente en buffer de lisis RIPA (Thermo Fisher)
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suplementado con una mezcla de inhibidores de proteasas (PierceTM, Thermo Fisher). Las
concentraciones de proteinas se calcularon usando el kit DC Protein Assay (Bio-Rad Hercules,
CA, EE. UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las proteinas aisladas fueron
guardadas a -80°C hasta su uso. 10 ug de proteinas fueron resultas en un gel SDS-PAGE (10-
12%). Luego, las proteinas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa. Posterior a
un apropiado bloqueo (Leche descremada en polvo Soprole 5% en PBS 1X) las membranas se
incubaron con anticuerpos especificos contra TRPC1 (Santa Cruz, Dallas, TX,USA, sc-
133076), TRPC6 (Santa Cruz, sc-515837), STIM1 (Santa Cruz, sc-166840), ORAI2 (Santa
Cruz, sc-376757), and ORAIL (Santa Cruz, sc-377281), disueltos 1:1000 en leche descremada
en polvo 5% toda la noche en agitacién constante a 4°C. Posteriormente a tres lavados
(tween20 0,1% en PBS 1X) las membranas fueron incubadas con un anticuerpo secundario
anti-mouse conjugado a HRP (Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA, USA) en una
dilucion de 1:5000 en leche en polvo descremada al 5%. Los niveles de proteinas fueron
normalizados contra los niveles de B-actina (Sigma-Aldrich, AC-74) que contenia cada
muestra. Las sefiales obtenidas fueron escaneadas mediante un sistema de deteccion de
qguimioluminiscencia Odyssey Imaging System LI-COR Biosciences, Lincoln, NE, EE. UU)

para luego ser cuantificadas con el software Image J (NIH, Bethesda, MD, EE.UU).

3.8. Marcadores de estrés oxidativo.

Como marcadores de estrés oxidativo se determind la concentracién de acido malonialdehido
(MDA) y de 3-Nitrotirosina (3-NT). La concentracion de MDA se midié en plasma y en

pulmon. mediante un kit de inmunoensayo enzimatico especifico (EIA, TBARS) (Cayman
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Chemical, Ann Arbor, MI) (Xu et al. 2011) y la deteccidn de nitracion proteica se determino
mediante dot blot contra 3-NT (sc-4942), tanto en macerado de pulmon como a nivel

plasmatico.

3.9. Medicion del remodelamiento vascular y de colageno.

Muestras de 2 cm de grosor del tercio inferior del pulmon derecho, se fijaron por inmersion en
Paraformaldehido 4%, se incluyeron en bloques de parafina, se cortaron en ld&minas de 3 - 5
um de espesor y se montaron en portaobjetos. Para los analisis morfologicos, los cortes
montados en portaobjetos fueron desparafinados, deshidratados y sometidos a tincion de Van
Gieson para estudiar la morfologia y picrosirius red para determinar colageno. Brevemente, se
diluy6 0,5 mg de Direct red 80 (Sirius red, Sigma-Aldrich) en 500 ml de una solucidn saturada
de &cido picrico. Luego, los cortes montados en portaobjetos, fueron tefiidos por 1 hora en la
solucion de picrosirius red. Posterior a esto, los cortes fueron deshidratados y montados con
medio Entellan (Sigma-Aldrich). Para la adquisicion de las imagenes tefiidas con Van Gieson,
se utilizd6 un microscopio trinocular (Olympus BX41) equipado con una camara digital
(Jenoptik Progres C3), Se adquirieron 10-15 imagenes de arterias pulmonares de ~150 — 300
y de 300-800 um de didmetro por pulmon por cada animal. El area de la capa muscular de la
pared arterial se medié mediante el Software Image Pro6.3. El porcentaje de capa muscular se
midié mediante la siguiente formula: (area muscular — area del lumen) / area muscular * 100,

segun (Herrera et al., 2010, Castillo-Galan et al., 2020).

Para la adquisicion de imagenes tefiidas con picrosirius red, se utilizé un microscopio Nikon

Eclipse Ti2-E (invertido) (Nikon, Tokyo, Japon), usando el programa NIS-Elements Viewer
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5.21 (Nikon, Tokyo, Japdn). Para calcular el colageno perivascular se adquirieron 10-15
imagenes, a 40X utlizando opcion “Bright Field”, de arterias pulmonares de ~150 — 300 um de
diametro por pulmén por cada animal. EI porcentaje de colageno perivascular se calculé como
(4rea total- area adventicia) / area total *100. Para la determinacion de colagano total se
adquierieron 100 imanges consecutivas (10 * 10) con un aumento del 20X, resconstruyendo
asi el corte de pulmon completo montado en el portaobjeto, por cada animal. El colageno total

se mididé mediante el recuento de pixeles por area.

3.10. Superficie luminal vascular y densidad vascular.

En cortes histologicos de pulmdn tefiidos con Van Gieson, se capturaron 6 iméagenes con un
aumento de 10X reconstruyendo asi un area de 6 cm?. Posteriormente se determind la
superficie vascular luminal (area luminal/area total) y la densidad vascular (numero de

arterias /area total).

3.11. Inmunohistoquimica.

La deteccion inmunohistoquimica contra a-actina y Ki-67 (a-actin-ir y Ki-67-ir) se realiz6 con
el anticuerpo monoclonal anti-a-actina de musculo liso (Clon RM253, Sigma-Aldrich, Misuri,
EE. UU.,, dilucién: 1: 400) y el anticuerpo anti-Ki-67 (clon MIB-1, Dako, Glostrup,
Dinamarca, dilucion 1: 100). Para todos los procedimientos, la recuperacion del antigénica se
realizd a 100 °C con tampon de citrato a pH 6,0. Las incubaciones de anticuerpos primarios se

realizaron durante la noche a 4 ° C en una cdmara humeda. Para el revelado se utilizé un kit de
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HRP-diaminobencidina (Envision, Dako, CA, EE. UU.). Las imagenes del tejido pulmonar se
adquirieron digitalmente a 40X. La inmunorreactividad a a-actina en la capa muscular de las
pequefias arterias pulmonares se midié como de pixeles por area. El porcentaje de nucleos
positivos para Ki-67-ir en la capa medial de PASMC se calculé como el porcentaje de nucleos

positivos para Ki-67 en relacion a los nucleos totales (Castillo-Galan et al., 2016).

3.12. Infusion de 2-APB.

Para determinar el efecto de la inhibicién de los STOC, se expusieron ratas a 14 dias de CIH, y
bajo los efectos de isoflurano 2%, en O, se les implanté subcutaneamente bombas osméticas
(2ML4, Alzet Scientific Products, Chevy Chase, MD, EE.UU). A un grupo de ratas se les
implantdé bombas osméticas cargadas con 2-APB, una droga con accién inhibitoria sobre
SOCE, la cual liberé 2-APB a una taza de: ~10 mg/kg/dia (n=8). Otro grupo de ratas se
implantaron con bombas osmoticas conteniendo solo el vehiculo (DMSO:ETOH:Salina 1:5:4)
(n=7). Luego de la cirugia ambos grupos experimentales volvieron a ser expuestos a CIH por

14 dias, completando los 28 dias de CIH.

3.13. Infusion de Tempol.

Para determinar el efecto del 4-hidroxi-2,2,6,6-tetrametilpiperidin-1-oxilo (Tempol), un
mimetico de la SOD, sobre el estrés oxidativo, la expresion de STOC inducida por CIH, se
expusieron 12 ratas a 14 dias de CIH. Posterior a esta exposicion, las ratas se separaron de

forma aleatoria en 2 grupos experimentales. Las ratas se anestesiaron con isoflurano 2% y se
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les implantd subcutdneamente en la espalda bombas osmoticas (2ML4, Alzet Scientific
Products, Chevy Chase, MD, E.E. U.U.) cargadas con Tempol (~30 mg/kg/dia) (n=8), o con el
vehiculo de Tempol (Salino 0,9%) (n=7). Luego de la cirugia, ambos grupos experimentales

volvieron a ser expuestos a CIH por 14 dias, completando los 28 dias de CIH.

3.14. Andlisis Bioinformatico.

Debido a la informacion limitada sobre los efectos de CIH en las vias moleculares subyacentes
a la remodelacién vascular y la hipertension arterial en el tejido pulmonar, realizamos un
analisis bioinformatico usando la base Gene Expression Omnibus (GEO) (https:
/lwww.ncbi.nlm.nih. gov / geo /). Entre todos los datos incluidos en esta base GEO, solo hay
un conjunto de datos (GSE8705) que se pueden seleccionar usando tres criterios de basqueda
de nuestro interés: “hipoxia crdnica intermitente”, “hipoxia sostenida” y “pulmoén”. EStos
datos experimentales corresponden al trabajo de Wu et al., 2008 donde se obtuvieron perfiles
de expresion génica a lo largo del tiempo a partir de tejidos pulmonares para estudiar
diferentes mecanismos involucrados en las respuestas pulmonares a hipoxia intermitente
cronica y sostenida sobre el aumento de las actividades de los receptores de hormonas
esteroideas, transporte de iones, neuronales y esteroides acoplados a proteina G. Brevemente,
ratas macho Sprague-Dawley se expusieron a CIH (ciclos de 90 s de 02 al 10% seguidos de
90 s de O2 al 21% durante 12 horas) o hipoxia sostenida (SH) (O2 al 10%), como grupo
control usaron ratas expuestas al aire. Entre los diferentes protocolos usados por los autores,
elegimos tres grupos de ratas: 14 dias de CIH, 14 dias de SH y ratas controles. Evaluamos en

este conjunto de datos, los factores involucrados en la expresién de STOC y contrastamos la
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expresion genética diferencial y los procesos biologicos inducidos por CIH e hipoxia
sostenida. La lista de interés basada en los genes que modulan la expresion del gen STOC se
analizd con el programa DAVID Bioinformatics Resources 6.8 (https://david.ncifcrf.gov/)
(Jiao et al., 2013) y la anotacion en Biological Processes (BP). El cribado de la expresion
génica diferencial (DEG) se realizd con la herramienta GEO2R (Clough y Barrett, 2016).
Debido al escaso numero de muestras disponibles para el analisis, | logFC | > 0,5 y el valor p-
ajustado de la Tasa de Descubrimiento Falso (FDR) de 0,05 se establecieron para identificar

genes expresados diferencialmente con respecto a los controles.

3.15. Andlisis estadisticos.

Los datos se expresaron como promedio + error estdndar (x ESM.). Para los analisis de
resonancia magnética se utilizé un test Mann-Whitney, y para los analisis de expresion génica
se utilizaron ANOVA de una o dos vias y post test de Newman-Keuls para comparaciones
maultiples. En el caso de analisis porcentual, se efectud la conversion arcoseno para normalizar
los datos. Para el analisis de correlacion se uso el test de correlacion de Pearson. Todos los
resultados fueron analizados y graficados en el software GraphPad Prism6.01 (GraphPad
Software Inc., SanDiego, CA, EE.UU). Para todas las comparaciones, se consideraron las

diferencias como estadisticamente significativas cuando p < 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Curso temporal de los efectos de CIH sobre la presion ventricular derecha, el
remodelamiento vascular pulmonar, disfuncién cardiopulmonar, y los niveles génicos y

proteicos de STOC a nivel pulmonar

4.1.1 Efectos de la exposicién a CIH sobre a ganancia de peso de los animales.

Se comparé el efecto de la CIH sobre la ganancia de peso en los animales durante los
experimentos. Al inicio, los animales presentaron un peso similar (182.0 + 2.8 g vs. 170 £ 2.4
g, para Controles vs. CIH, respectivamente). A los 14 dias el peso fue de 247.0 + 5.4 g vs.
210.0 = 2.8 g, para Controles vs. CIH. A los 21 dias fue de 290.0 + 5.5g vs. 234.0 + 3.1g, para
Controles vs. CIH. Por lo tanto, el peso en los animales sometidos a CIH a los 21 dias fue mas
bajo con relacion a los animales normoéxicos. Sin embargo, a los 28 dias esta diferencia no fue
significativa (310.0 £ 6.4g vs. 298.0 + 3.7g, para Controles vs CIH) (Figura 3A). En relacién a
la ganancia de peso porcentual, se observa una disminucion significativa en la ganancia de
peso a los 21 dias en relacién a los animales normdéxicos. Sin embargo, a los 28 dias, los
animales expuestos a CIH presentaron una ganancia de peso similar a los animales Controles

(Figura 3B).
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Figura. 3. Efecto de la hipoxia intermitente créonica (CIH) sobre la ganancia de peso
durante el experimento. A, Peso y B, ganancia porcentual de peso al comienzo del
experimento y a los 14, 21 y 28 dias en Controles normoxicos (circulos vacios, n=10) y en
animales expuestos a CIH (circulos rojos, n=11). La ganancia porcentual de peso se calculo en
relacién al peso inicial de cada animal. Valores promedio + E.S.M. * P <0,05 vs. Normdxia

en el mismo dia. ANOVA de dos vias, seguida por -Newman Keuls.
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4.1.2 Efectos de la exposicion a CIH sobre la presion sistélica ventricular derecha y la

frecuencia cardiaca.

La presion sistélica ventricular derecha (RVSP) y la frecuencia cardiaca (HR) fueron medidas
24 h después de la ultima exposicion a hipoxia en cada grupo experimental. La RVSP fue
significativamente mayor en animales expuestos a 21 dias (32,6 = 2,3 mmHg) y 28 dias (36,5
+ 0,5 mmHg) dias en comparacion a animales expuestos a 14 dias (22,1 + 1,4 mmHg) aCIH y
a sus respectivos controles (19,7 + 3,2 mmHg) (Figura 4A). La frecuencia cardiaca no
presentd cambios tanto en los grupos expuestos a CIH como en los animales controles (Figura

4B).
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Figura. 4. Efecto de la hi

poxia intermitente cronica (CIH) sobre la presion sistélica

ventricular derecha y la frecuencia cardiaca en ratas. (A) Presidn sistolica ventricular

derecha (RVSP) y (B) frecuencia cardiaca (Heart Rate) en animales controles (circulos

vacios, n=4) y animales expuestos a 14d-CIH (cuadrados negros, n=5), 21d-CIH (circulos

grises, n=4) y 28d-CIH (ci

Control, # P<0,05 vs. 14d-C

rculos negros, n=4). Valores promedio + E.S.M. * P<0,05 vs.

IH. ANOVA de una via, seguida por -Newman Keuls.
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4.1.3 Efectos de la exposicion a CIH en la funcion cardiaca.

La funcion ventricular derecha in vivo de ratas expuestas a 28 dias de CIH se determind
mediante resonancia magnética (MRI) en cortes axiales y longitudinales del corazon (Figura
5). Animales expuestos a 28 dias de CIH y presentaron un mayor grosor ventricular derecho y
un mayor volumen de fin de sistole en relacion a animales controles, sin cambios en el
volumen de fin de diastole y en la fraccion de eyeccion derecha (Figura 6A). Estos parametros

se mantuvieron sin cambios a nivel ventricular izquierdo (Figura 6B).
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Figura 5. Imégenes axiales y longitudinales de corazén en resonancia magnética. (A)
panel izquierdo: imagen representativa de vista axial y longitudinal del corazon en la
resonancia magnética. Panel derecho: Imagen representativa de la vista axial de los ventriculos

en fin de sistole y fin de diastole.
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Figura 6. Efecto de la exposicién a CIH sobre la funcion cardiaca. Valores calculadores de

la fraccion de eyeccidn (%), grosor ventricular, volumen de fin de sistole y de fin de sistole en

(B) ventriculo derecho y (C) ventriculo izquierdo en animales controles (circulos vacios, n=3)

y animales expuestos a 28 dias de CIH (28d-CIH) (circulos negros, n=3). Fraccion de

eyeccion: (Volumen de fin de diastole-volumen de fin de sistole)/volumen de fin de

diastole*100; Grosor ventricular: (area del pericardio — éarea del endocardio)* largo

ventricular. Volumen de fin de diastole o sistole: (area de fin de diastole o sistole * largo

ventricular) AO: Aorta, LV: Ventriculo izquierdo, RV: ventriculo derecho, LVW: pared del

ventriculo izquierdo, RVW: pared del ventriculo derecho. Valores expresados como media +

E.S.M. *: P<0, 05 vs. control, Mann-Whitney.
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4.1.4 Efectos de CIH sobre la funcion vaso contractil en arterias pulmonares aisladas.

Arterias pulmonares de 400-800 um de didmetro, aisladas de ratas expuestas a CIH por 14, 21
y 28 dias presentaron una mayor contraccion maxima en respuesta a concentraciones
crecientes de KClI, junto a un menor ECsq comparado al grupo control (Figura 7). En relacién
con valores absolutos, arterias pulmonares de animales expuestos a CIH por 21 y 28 dias
presentaron un aumento en la contraccion maxima a ET-1 de ~6-7 veces respectivamente con
relacién al control, sin cambios en pD2 en relacion a arterias pulmonares de animales
expuestos a 14d-CIH y a animales controles (Figura 7B). Por el contrario, las arterias
pulmonares no presentaron cambios en respuesta a concentraciones crecientes de ET-1 cuando
estas se normalizaron en relacion a KClI max., presentando similares valores de contraccién

méaxima y pD2 (Figura 7C).
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Figura 7. Funcion vasoconstrictora de arterias pulmonares pequefias aisladas a
concentraciones crecientes de KCI y ET-1. Arterias pulmonares (400-800 um) aisladas de
animales expuestos a 14, 21 o 28 dias de CIH fueron estimuladas por a concentraciones
crecientes de KCI (A), endotelina-1 (B) y endotelina-1 con relacion a la concentracion sub
méaxima de KCI (C) en controles (circulos vacios, n=4), 14d-CIH (cuadrados negros, n=4),
21d-CIH (circulos grises, n=5) y 28d-CIH (circulos negros, n=5). La contraccion méaxima y
potencia (pD2) fueron calculadas para todas las curvas. Valores expresados como promedio *
E.S.M. * P<0, 05 vs. Control, # P<0, 05 vs. 14d-CIH. 1 vs. todos los grupos. ANOVA de una

via-seguido por Newman Keuls
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4.1.5. Remodelamiento vascular pulmonar en ratas expuestas a diferentes periodos de

CIH.

Las figuras 8 y 9 resumen el incremento del porcentaje de la capa media de pequefias arterias
pulmonares (150-300 pum) y arterias pulmonares de mayor calibre (300-800 pum) inducido por
exposicion a CIH. Respecto a las arterias de 150- 300 um, el incremento de la capa media fue
significativo a partir de los 21 dias de exposicion a CIH (66,16 + 2,44 %) y permanecio
elevada a los 28 dias de CIH (64,71 £ 4,20 %) con relacion a las ratas expuestas a 14 dias de
CIH (50,76 + 1,53 %) y a las ratas controles (45,02 £ 1,58 %) (Figura 8). De manera similar,
el incremento de la capa media en arterias pulmonares de mayor calibre (300-800 um) fue
significativo a partir de los 21 dias de exposicion a CIH (65,18 + 1,38 %) y permanecio
elevada a los 28 dias de CIH (66,46 + 2,90 %) en relacion con las ratas expuestas a 14 dias de

CIH (49,65 = 1,82 %) y a las ratas controles (45,24 + 1,10 %) (Figura 9).
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Figura 8. Efecto de a CIH sobre el remodelamiento vascular en arterias pulmonares de
150-300 um de diametro.

Cuadro superior: Iméagenes representativas de arterias pulmonares de 150-300 um de didmetro
teflidas con Van Gieson. Cuantificacién del porcentaje de capa media de pequefias arterias
pulmonares de animales controles (circulos vacios, n=6), 14d-CIH (cuadrados negros, n=6),
21d-CIH (circulos grises, n=7) y 28d-CIH (circulos negros, n=7). La capa media se calculd
como: (area muscular — area del lumen)/(area muscular * 100). Barra =100 um, valores
promedio + E.S.M. * P<0, 05 vs. Control, # P<0, 05 vs. 14d-CIH. ANOVA de una via-

seguido por Newman Keuls
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Figura 9. Efecto de a CIH sobre el remodelamiento vascular en arterias pulmonares de
300-800 um de diametro.

Cuadro superior: Iméagenes representativas de arterias pulmonares de 300-800 um tefiidas
con Van Gieson. Cuantificacion del porcentaje de capa media de pequefas arterias pulmonares
de animales controles (circulos vacios, n=6), 14d-CIH (cuadrados negros, n=6), 21d-CIH
(circulos grises, n=7) y 28d-CIH (circulos negros, n=7). La capa media se calcul6 como: ( area
muscular — area del lumen) / (4rea muscular * 100). Barra =100 um, Valores promedio =+

E.S.M. * P<0, 05 vs. Control, # P<0, 05 vs. 14d-CIH. ANOVA de una via-seguido por

Newman Keuls.
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4.1.6. Colageno total pulmonar y colageno perivascular en arterias de 150-300 um de

diametro.

Las figuras 10 y 11 resumen el incremento del porcentaje de coladgeno perivascular presente
en pequefias arterias pulmonares (150-300 um) y a nivel pulmonar total. Respecto a las
arterias de 150- 300 pum, la exposicion a 28 dias de CIH indujo un incremento en el colageno
perivascular en relacion al control (44,66% + 2,87 vs. 58,86% + 1,51, para control y 28d-CIH,
respectivamente) (Figura 10). De manera similar, la exposicion a 28 dias de CIH incremento el
colageno total pulmonar en relacién al control (0,55 + 0,07 vs. 1,33 + 0,08 pixeles/um?, para

control y 28d-CIH, respectivamente) (Figura 11).
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Figura 10. Efecto de a CIH sobre el colageno perivascular arterias pulmonares de 150-
300 pm de didametro.

Panel superior: Imagenes representativas de arterias pulmonares de 150-300 um tefiidas con
Picrosirius Red. Cuantificacion del porcentaje del colageno perivascular de pequefias arterias
pulmonares de animales controles (circulos vacios, n=6) y 28d-CIH (circulos negros, n=7). El
porcentaje de colageno perivascular se calculé como (area total- area adventicia) / area total

*100. Barra =50 um, Valores promedio + E.S.M. * P<0, 05 vs. Control. T test.
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Figura 11. Efecto de la CIH sobre el colageno total pulmonar.
Cuantificacion del colageno en cortes de pulmones de ratas controles (circulos vacios, n=6), y

28d-CIH (circulos negros, n=6). Barra =500 um. Aumento: 1X, Valores promedio + E.S.M.

* P<0,05 vs. Control. T-Test.
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4.1.7. Densidad vascular y superficie luminal en pulmones de ratas expuestas a diferentes

periodos de CIH.

El analisis de densidad vascular del pulmén mostré un aumento en el nimero de arterias de
resistencia (150-300 um) por aérea en los animales expuestos a 21 y 28 dias de CIH (11,80 +
1,28 vs. 12,73 + 0,75 arteriassmm?, para 21 y 28 dias, respectivamente) en relacién a los
animales expuestos por 14 dias a CIH y controles (7,00 + 1,00 vs. 7,22 + 0,62 arterias/mm?,
para 14d-CIH y controles, respectivamente) (Figura 12 A). Por el contrario, los animales
expuestos a 21 y 28 dias a CIH presentaron una menor superficie luminal vascular (651,00 +
81,16 y 798, 80 + 71,71 pm?/mm?, para 21 y 28 dias CIH, respectivamente) en relacion a los
animales expuestos a 14 dias y controles dias a CIH (1478,00 + 360,10 y 1491,00 £ 72,70

um?/mm?, para 14 dias y controles respectivamente) (Figura 12B).
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Figura 12. Efecto de a CIH sobre la densidad vascular y superficie luminal en pulmones
de ratas. Cuadro superior: Parénquima pulmonar de tefiidas con Van Gieson. Cuantificacién
de la superficie vascular luminal (A) y densidad vascular (B) en animales controles (circulos
vacios, n=6), 14d-CIH (cuadrados negros, n=6), 21d-CIH (circulos grises, n=7) y 28d-CIH
(circulos negros, n=7). Barra =100 um, Valores promedio * E.S.M. * P<0,05 vs. Control, #

P<0, 05 vs. 14d-CIH. ANOVA de una via-seguido por Newman Keuls.
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4.1.8. La exposicion a CIH induce un aumento progresivo en la inmunorreactividad a a-

actina en arterias pulmonares de ratas.

La exposicion a CIH induce un incremento progresivo en la inmunorreactividad a o-actina en
arterias pulmonares de ratas, la cual es significativa a partir de los 21 dias (7,38 £ 0,62 vs. 8,38
+ 0,62 vs. 13,35 + 0,47 vs. 14,33 + 0,65 pixeles/pum? para controles, 14d-CIH, 21d-CIH y 28d-

CIH, respectivamente) (Figura 13).
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Figura 13. Efecto de a CIH sobre la inmunorreactividad a a-actina en arterias
pulmonares de ratas. Cuantificacion de la inmunorreactividad a o-actina en arterias
pulmonares de ratas controles (circulos vacios, n=6), 14d-CIH (cuadrados negros, n=6), 21d-
CIH (circulos grises, n=7) y 28d-CIH (circulos negros, n=7). Barra =100 um. Aumento: 40X,
Valores promedio + E.S.M. * P<0,05 vs. Control, # P<0,05 vs. 14d-CIH. ANOVA de una

via-seguido por Newman Keuls.
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4.1.9. Estrés oxidativo sistémico y pulmonar en ratas expuestas a diferentes periodos de

CIH.

Ratas expuestas a 14, 21 y 28 dias de CIH presentaron una mayor concentracion de MDA
tanto a nivel pulmonar como a nivel plasmatico en relacion a animales controles (Figura 14A
y C). De similar manera, animales expuestos a CIH presentaron elevados niveles de 3-NT a
nivel pulmonar en relacion a animales controles (Figura 13B), los niveles de 3-NT solo fueron

mayores a nivel sérico en animales expuestos a 21 y 28 dias a hipoxia (Figura 14D).
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Figura 14. Estrés oxidativo sistémico y pulmonar producido por CIH. Se midi6 en plasma
y macerado de pulmon la concentracion de MDA (A 'y C) y los niveles de 3-NT (B y D) en
animales controles (circulos vacios, n=6), 14d-CIH (cuadrados negros, n=6), 21d-CIH
(circulos grises, n=6) y 28d-CIH (circulos negros, n=7). Valores promedio + E.S.M. * P<0,05

vs. Control, # P<0,05 vs. 14d-CIH. ANOVA de una via-seguido por Newman Keuls.
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4.1.10. Cambios de la expresion génica relativa de las subunidades formadoras de STOC

a nivel pulmonar en ratas expuestas a diferentes periodos de CIH.

Ratas expuestas a 14, 21 y 28 dias de CIH presentaron una mayor expresion génica relativa a
nivel pulmonar de TRPC1 y TRPC6 en relacion al grupo control (Figura 15A y C). Solamente
animales expuestos a 28 dias de CIH presentaron una mayor expresion génica relativa de
TRPC4 y ORAIL en relacion con los deméas grupos experimentales (Figura 15B-D). La

expresion genica relativa de ORAI2 no fue afectada por la CIH (Figura 15E).
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Figura 15. Efecto de CIH sobre la expresion pulmonar génica relativa de las subunidades
formadoras de STOC en ratas. Expresion pulmonar génica relativa de (A) TRPC1, (B)
TRPC4, (C) TRPCS6, (D) ORAIL Yy (E) ORAI 2 en ratas controles (circulos vacios, n=6), 14d-
CIH (cuadrados negros, n=6), 21d-CIH (circulos grises, n=7) y 28d-CIH (circulos negros,

n=7). Valores expresados como 2"44¢7

en relacion al control. Valores expresados como
promedio *+ E.S.M. * P<0,05 vs. Control, ¥ P<0,05 vs. Todos los grupos. ANOVA de una via-

seguido por Newman Keuls.
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4.1.11. Niveles proteicos de las subunidades formadoras de STOC a nivel pulmonar en

animales expuestos a 28 dias de CIH.

Animales expuestos a 28 dias de CIH presentaron elevados niveles proteicos de TRPCS,
STIM1 y ORAI1 a nivel pulmonar en relacion a los controles (Figura 16 B, C y E). Los

niveles proteicos de TRPC1 y ORAI2 no presentaron cambios (Figura 16 Ay D).
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Figura 16. Efecto de la exposicién a 28 dias de CIH sobre los niveles pulmonares proteicos
de las subunidades formadoras de STOC. Cuantificacion de los niveles proteicos de (A)
TRPCL1, (B) TRPCS, (C) STIM1, (D) ORAIL y (E) ORAI2 en macerado de pulmdn de animales
controles (circulos vacios, n=6) y 28d-CIH (circulos negros, n=6). Valores expresados como

razon de B-actina. Valores promedio + E.S.M. * P<0,05 vs. Control, Student t-test Figuras A, B

y C, se us6 el mismo gel. Figura D y E, mismo gel.
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4.2. Determinar los efectos de la administracion in vivo de 2-APB, un inhibidor de la
union STIM-ORAI, sobre la presion pulmonar, contractibilidad vascular y el

remodelamiento vascular.

4.2.1. El tratamiento con 2-APB previene el aumento de la presion sistolica ventricular

derecha en ratas expuestas a hipoxia cronica intermitente.

El 2-APB fue administrado mediante bombas osméticas en ratas expuestas a 28 dias de CIH a
partir del dia 14 de exposicion hipdxica. La presion sistdlica ventricular derecha (RVSP) y
frecuencia cardiaca (HR) fue medida 24h después de la exposicion a hipoxia en animales
controles y animales expuestos a 14, 28 y tratados con 2-APB. Animales tratados con 2-APB
no presentaron un aumento significativo de la RVSP a pesar de estar expuestos a CIH,
alcanzando valores similares a los animales de 14d-CIH (19,7 = 6,4 mmHg vs. 22,2 + 3,2
mmHg vs. 36,5 £ 1,1 mmHg vs. 24,7 £ 1,6 mmHg, para controles, 14d-CIH, 28d-CIH y 2-
APB, respectivamente) (Figura 17A). La infusion de 2-APB no provocé cambios en la

frecuencia cardiaca (Figura 17B).
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Figura 17. Efecto de la administracion de 2-APB sobre la presion sistélica ventricular
derechay frecuencia cardiaca en ratas expuestas a CIH. El 2-APB fue infundido mediante
bombas osmoticas en ratas expuestas a 28 dias de CIH desde el dia 14. (A) Presion sistolica
ventricular derecha (RVSP) y (B) frecuencia cardiaca (Heart Rate) en animales Controles
(circulos vacios, n=6) y animales expuestos a 14d-CIH (cuadrados negros, n=6), Vehiculo
(circulos negros, n=6) y animales 2-APB (circulos azules, n=7). Valores expresados como
promedio + E.S.M. * P<0,05 vs. Control, T P<0,05 vs. Todos los grupos, } P<0,05 vs. 28d-

CIH. ANOVA de una via-seguido Newman Keuls.
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4.2.2. El tratamiento con 2-APB impide el desarrollo del remodelamiento vascular

pulmonar en ratas expuestas a hipoxia cronica intermitente.

Animales tratados con 2-APB no presentaron un aumento en el porcentaje de la capa muscular
de arterias pulmonares (150-300 um) a pesar de estar expuestos a CIH (45,40 + 3,16 % vs.
50,49 + 3,06 % vs. 66,29 + 9,38 % vs. 48,21 + 3,45 % para controles, 14d-CIH, 28d-CIH y 2-

APB, respectivamente) (Figura 18).



77

Vehicle

R - [ ]
0 =
5 .| geBe T aas
°§\°20-

0

Conltrol 14d:CIH Vehlicle 2-AIPB

Figura 18. Efecto de la administracion de 2-APB sobre el remodelamiento vascular
pulmonar inducido por la exposicion a CIH.

Cuadro superior: Imagenes representativas de arterias pulmonares (150-300 um de diametro)
teflidas con Van Gieson. Cuantificacion del porcentaje de capa media de pequefias arterias
pulmonares de animales controles (circulos vacios, n=6), 14d-CIH (cuadrados negros, n=6),
Vehiculo (circulos negros, n=7) y animales tratados con 2-APB (circulos azules, n=8). La capa
media se calculé como area muscular — area del lumen) / area muscular * 100. Valores
promedio £ E.S.M. 1 P<0,05 vs. Todos los grupos, i P<0,05 vs. 28d-CIH. ANOVA de una

via-Newman Keuls.
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4.2.3. El tratamiento con 2-APB previene el aumento de la inmunorreactividad a a-

actina inducida por CIH.

Animales tratados con 2-APB no presentaron aumento de la inmunorreactividad a a-actina
inducida por CIH (7,39 + 0,62 vs. 8,38 + 0,65 vs. 14,33 + 0,65 vs. 8,84 + 0,35 pixeles/pm?,

para controles, 14d-CIH, 28d-CIH y 2-APB, respectivamente) (Figura 19)
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Figura 19. Efecto del 2-APB sobre la inmunorreactividad a a-actina en arterias
pulmonares de ratas. Cuantificacion de la inmunorreactividad a o-actina en arterias
pulmonares de ratas controles (circulos vacios, n=6), 14d-CIH (cuadrados negros, n=6),
Vehiculo (circulos negros, n=7) y animales 2-APB (circulos azules, n=7). Barra =100 pm,
Aumento= 40X. Valores promedio + E.S.M. 1 P<0,05 vs. Todos los grupos,  P<0,05 vs.

Vehiculo. ANOVA de una via-seguido por Newman Keuls.
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4.2.4. El tratamiento con 2-APB previene el aumento de células de PASMC Ki67-

positivos inducido por CIH.

El porcentaje de células positivas para Ki67 en la capa media pulmonar de ratas tratadas con
vehiculo expuestas a CIH fue mayor que las ratas de control (6,3 + 1,1% vs. a 1,5 £ 0,4%. para
Vehiculo y grupo Control, respectivamente). El tratamiento con 2-APB previno el aumento de
PASMC Ki-67 positivos (6,3 = 1,1% vs. 3,9 + 0,8% para Vehiculo y 2-APB, respectivamente)

(Figura 20).
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Figura 20. Efecto del 2-APB sobre la inmunorreactividad a Ki-67 en miocitos vasculares
pulmonares de ratas expuestas a CIH. Conteo de miocitos vasculares pulmonares lisos Ki-
67+ en arterias pulmonares de ratas controles (circulos vacios, n=6), 14d-CIH (cuadrados
negros, n=5), Vehiculo (circulos negros, n=6) y animales 2-APB (circulos azules, n=8). Barra
=100 pm, Aumento= 40X. Valores promedio + E.S.M. 1 P<0,05 vs. Todos los grupos, i

P<0,05 vs. Vehiculo. ANOVA de una via-seguido por Newman Keuls.
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4.2.5. El tratamiento con 2-APB previene la disminucion de la superficie vascular

luminal inducida por CIH.

La exposicion a CIH durante 28 dias aumentd el nimero de arterias pulmonares pequefias de
150-300 pm de diametro interior (12,7 + 0,7 vs. 7,2 + 0,6 arteriassmm?, para vehiculo y
control, respectivamente). 2-APB normalizé el nimero de arterias (17,9 + 0,9 arterias/mm?,
2APB) (Figura 21A). Ademas, CIH disminuyo la superficie luminal vascular en los animales
tratados con vehiculo en comparacion con el grupo de control. No obstante, las ratas tratadas
con 2-APB evitaron esta disminucion a pesar de que las ratas estuvieron expuestas a hipoxia,
alcanzando valores similares a los de control (1491,0 + 72,2 vs. 798,8 + 71,7 y 1633,0 + 207,5

um?/mm?, para control, vehiculo y 2-APB, respectivamente) (Figura 21B).
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Figura 21. Efecto del 2-APB sobre la densidad vascular y superficie luminal en
pulmones de ratas sometidas a CIH. Cuadro superior: Reconstruccion de 6 imagenes (10x)
pertenecientes al parénquima pulmonar tefiidas con Van Gieson. Cuantificacion la superficie
vascular luminal (A), densidad vascular (B) y relacién del volumen luminal en relacion a la
densidad vascular (C) en animales controles (circulos vacios, n=6), 14d-CIH (cuadrados
negros, n=6), Vehiculo (circulos negros, n=7) y animales 2-APB (circulos azules, n=7). Barra
=100 pm, Valores promedio * E.S.M. 1 P<0,05 vs. Todos los grupos,  P<0,05 vs. Vehiculo.

ANOVA de una via-seguido por Newman Keuls.
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4.2.6. El tratamiento con 2-APB no previene el aumento en los marcadores de estrés

oxidativo inducidos por CIH.

Animales tratados con 2-APB presentaron un aumento en la concentracion de MDA tanto
circulante como pulmonar en relacion a los animales controles. Este aumento fue similar al de

los animales expuestos a CIH. (Figura 22 Ay B).
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O(ﬂ-l 00
J-|+ [
[ [
H
o0
°
°
°
Plasma MDA (uM)
o
°
:
°

Control 14d-CIH Vehicle 2-APB Control 14d-CIH Vehicle 2-APB

Figura 22. Efecto de la administracion de 2-APB sobre la concentracion de MDA pulmonar
y sistémica. Se determino en plasma y en macerado de pulmon la concentracion de MDA a nivel
sistémico (A) y nivel pulmonar (B) en animales controles (circulos vacios, n=6), 14d-CIH
(cuadrados negros, n=6), Vehiculo (circulos negros, n=7) y 2-APB (circulos azules, n=6).
Valores promedio + E.S.M. * P<0,05 vs. Control. ANOVA de una via seguido por-Newman

Keuls.
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4.2.7. El tratamiento con 2-APB reduce el aumento en la expresion pulmonar génica

relativa de TRPC 1,4y 6 y aumenta ORAI 1.

Los animales tratados con 2-APB durante 14 dias, no presentaron un aumento en la expresion
pulmonar génica relativa de TRPC 1, TRPC 4 y TRPC6 inducida por CIH, siendo estos
valores similares a los animales control (Figura 23, A-C). Por el contrario, el tratamiento con
2-APB indujo un aumento en la expresion pulmonar génica relativa de ORAIL, la cual fue
mayor en comparacion a los animales controles y animales expuestos a 28d-CIH (Figura 23D).
Con respecto a la expresion de ORAI2, El tratamiento no indujo cambios en su expresion

(Figura 23E).
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Figura 23. Efecto de la administracion de 2-APB sobre la expresion génica relativa de
STOC en ratas expuestas a CIH. Expresion pulmonar génica relativa de (A) TRPCL1, (B)
TRPC4, (C) TRPCS, (D) ORAIL y (E) ORAI 2 en ratas controles (circulos vacios, n=6), 14d-
CIH (cuadrados negros, n=6), Vehiculo (circulos negros, n=7) y animales 2-APB (circulos

azules, n=7). Valores expresados como 2-*¢T

en relacion al control. Valores promedio +
E.S.M. * P<0, 05 vs. Control, # P<0, 05 vs. 14-CIH, 1 P<0, 05 vs. Todos los grupos, § P<0,

05 vs. 28d-CIH. ANOVA de una via-seguido por Newman Keuls.



87

4.2.8. Correlacion de Pearson entre variables fisiologicas y expresion de STOC.

Mediante el coeficiente de correlacion de Pearson se determind si la presion ventricular
sistélica derecha (RVSP) y los niveles de estrés oxidativos medidos como MDA a nivel
pulmonar se correlacionan con las variables medidas en animales Controles, expuestos a 28
dias de CIH y animales tratados con 2-APB (Figura 24 y 25). Respecto a las RVSP, los
animales Controles no presentaron correlacion significativa entre las variables (Figura 24). El
grupo expuesto por 28 dias a CIH presentdé una correlacion directamente proporcional al
porcentaje capa muscular (r= 0.936, r’= 0,878, P= 0,006), TRPC1 (r=0,913, r*=0,834, P=
0,01), TRPC4 (r= 0,8418, r’= 0,71, P= 0,035) y TRPC6 (r=0,894, r>=0,764, P=0,049) (Figura
24 A, F, G y H). El grupo tratado con 2-APB, presentd una correlacion significativa con el
porcentaje capa muscular (r= 0.964, r’= 0,930, P= 0,001), la inmunorreactividad a a-ctina (r=
0.965, r’= 0,921, P= 0,002), TRPC1 (r=0,921, r’=0,847, P= 0,004), TRPC4 (r= 0,987, r’=

0,974, P=0,0001) y ORAI 1 (r=0,874, r*=0,763, P=0,015) (Figura 24, A, B, F, G y H).

Respecto a las correlaciones en relacion al estrés oxidativo medido como MDA a nivel
pulmonar, los animales controles no presentaron correlaciénes significativas entre las
variables. De similar manera, los animales tratados con 2-APB tampoco presentaron
correlaciones significativas en relacion a las variables. Por otra parte, los animales expuestos
por 28 dias a CIH presentaron una correlacién significativa entre el incremento de MDA a
nivel pulmonar y la expresién pulmonar génica de TRPC1 (r=0,923, r’=0,862, P=0,007) y

TRPC4 (r=0,833, r’=0,695, P=0,039) (Figura 25 F y G).
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Figura 24. Correlacion de Pearson de variables fisiologicas en relacion a la presion
sistolica del ventriculo derecho. Correlacion de Pearson en animales controles (circulos
blancos, n=6), expuestos a 28 dias de CIH (circulos negros, n=6) y tratadados con 2-APB
(circulos azules). *, P< 0,05. En donde r = 1: correlacion perfecta; 1> r >0: las variables
tienden a incrementar o disminuir juntas; r = 0: no hay cambio en las variables; 0 > r: una
variable aumenta y la otra disminuye.
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Figura 25. Correlacion de Pearson de variables fisiologicas en relacion concentracion de
MDA a nivel pulmonar. Correlacion de Pearson en animales controles (circulos blancos,
n=6), expuestos a 28 dias de CIH (circulos negros, n=6) y tratadados con 2-APB (circulos
azules). *, P< 0,05. En donde r = 1: correlacion perfecta; 1> r >0: las variables tienden a
incrementar o disminuir juntas; r = 0: no hay cambio en las variables; 0 > r: una variable
aumenta y la otra disminuye.
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4.3. Determinar los efectos de Tempol sobre la expresion de los STOC, contractibilidad

vascular y el remodelamiento vascular en ratas expuestas a CIH.

4.3.1. Efecto de la infusion de Tempol sobre la funcion vaso contractil en arterias

pulmonares aisladas de animales expuestos a CIH.

Arterias pulmonares (400-800 um) aisladas de ratas tratadas con Tempol presentan una mayor
contraccion maxima en respuesta a concentraciones crecientes de potasio (KCI) en relacion a
todos los demés grupos de estudio, junto a un menor EC50 comparado al grupo control
(Figura 26A). En relacion con valores absolutos, las arterias pulmonares de animales tratados
con Tempol presentaron una atenuacion de la contraccion méaxima producida por ET-1, sin
cambios en pD2 (Figura 26B). Por el contrario, estas arterias pulmonares no presentaron
cambios en respuesta a concentraciones crecientes de ET-1 normalizadas por la respuesta

maxima a KCI, presentando similares valores de contraccién méaximay pD2 (Figura 26C).
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Figura 26. Efecto del Tempol en la funcion vasocontractil a KCIl y ET-1 en arterias
pulmonares aisladas. Pequefias arterias pulmonares (400-800 um) aisladas fueron inducidas a
concentraciones crecientes de KCI (A), endotelina-1 (B) y endotelina-1 en relacién con la
concentracion submaxima de KCI (C) en controles (circulos vacios, n=4), 14d-CIH (cuadrados
negros, n=4), Vehiculo (circulos marrones, n=5) y animales con Tempol (circulos naranjos,
n=2). La contraccion maxima y potencia (pD2) fueron calculadas para todas las curvas).
Valores expresados como promedio =+ E.S.M. { P<0, 05 vs. todos los grupos, § P<0, 05

Vehiculo. ANOVA de una via-Newman Keuls.
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4.3.2. El tratamiento con TEMPOL atenua el efecto de la CIH sobre el remodelamiento

vascular pulmonar.

Animales tratados con Tempol presentaron un menor remodelamiento vascular pulmonar en
comparacion a los animales tratados el vehiculo. Sin embargo, estos valores siguen siendo

elevados al compararlos con animales controles y animales expuestos a 14d-CIH (Figura 27).
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Figura 27. Efecto de la administracion de Tempol sobre el remodelamiento vascular
pulmonar inducido por la exposicién a CIH. Cuadro superior: Imagenes representativas de
arterias pulmonares (100-300 um de diametro) tefiidas con Van Gieson. Cuantificacion del
porcentaje de capa media de pequefias arterias pulmonares de animales controles (circulos
vacios, n=6), 14d-CIH (cuadrados negros, n=6), Vehiculo (circulos marrones, n=6) y Tempol
(circulos naranjos, n=6). La capa media se calculé como: (4rea muscular — area del lumen) /
area muscular * 100. Barra =100 um, aumento= 40X. Valores promedio + E.S.M. * P<0, 05

vs. Control, # P<0, 05 vs. 14d-CIH, { P<0, 05 vs. 28d-CIH. ANOVA de una via-Newman

Keuls.
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4.3.4. El tratamiento con Tempol no induce cambios en los marcadores de estrés

oxidativo a nivel pulmonar.

Animales tratados con Tempol no presentaron cambios en la concentracion de MDA ni en los
niveles de 3-NT a nivel pulmonar (Figura 28 A y B). Por el contrario, en estos mismos
animales, este tratamiento previno el aumento en los niveles de 3-NT a nivel sistémico (Figura

28C).
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Figura 28. Efecto de la administracion de Tempol sobre los marcadores de estrés oxidativo.
Se determino en plasma y en macerado de pulmon la concentracion de MDA (A) y los niveles de
3-NT (B y C) en animales controles (circulos vacios, n=6), 14d-CIH (cuadrados negros, n=6),

Vehiculo (circulos marrones, n=7) y Tempol (circulos naranjas, n=6). Valores promedio =+

E.S.M. * P<0, 05 vs. Control, { P<0, 05 vs. 28d-CIH. ANOVA de una via seguido por -Newman

Keuls.
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4.3.5. El tratamiento con Tempol reduce el aumento en la expresion pulmonar génica

relativa de TRPC 1y TRPC4.

Los animales tratados con Tempol durante 14 dias, no presentaron un aumento en la expresion
pulmonar génica relativa de TRPC 1 y TRPC 4 inducida por CIH, siendo estos valores
similares a los animales control (Figura 29 A y B). El tratamiento no indujo cambios en la

expresion de TRPC6, ORAI 1y ORAI 2 (Figura29 C, Dy E).
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Figura 29. Efecto de Tempol sobre la expresion pulmonar génica relativa de las

subunidades formadoras de STOC. Expresion pulmonar génica relativa de (A) TRPC1, (B)

TRPC4, (C) TRPCS, (D) ORAIL y (E) ORAI 2 en ratas controles (circulos vacios, n=6), 14d-

CIH (cuadrados negros, n=6), Vehiculo (circulos marrones, n=7) Tempol (circulos naranjas,

n=6). Valores expresados como 2-AACT en relacion al control. Valores expresados como

promedio £ E.S.M. * P<0,05 vs.

Control, # P<0,05 vs. 14d-CIH, { P<0,05 vs. Todos los

grupos, § P<0,05 vs. 28d-CIH. ANOVA de una via-Newman Keuls.
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4.4. Determinar y comparar la expresion diferencial de moduladores conocidos de STOC
en el pulmoén de animales expuestos a hipoxia sostenida e intermitente, mediante

herramientas bioinformaticas.

4.4.1. Expresion de datos de expresion genética diferencial asociada a modulacion de

STOC y procesos bioldgicos inducidos por hipoxia cronica intermitente y sostenida.

Debido a los limitados datos sobre los efectos de CIH en las vias moleculares subyacentes a la
remodelacion vascular y la hipertension pulmonar en el tejido pulmonar, realizamos una
coleccion de datos en la base de datos de Gene Expression Omnibus (GEO)
(https://mwww.ncbi.nlm.nih.gov) Entre todos los datos incluidos en esta base de datos GEO,
solo hay un conjunto de datos (GSE8705) que contiene tres términos principales de nuestro
interés: “hipoxia cronica intermitente”, “hipoxia sostenida” y “pulmén” (Wu et al., 2008). En
este estudio, las ratas Sprague-Dawley se expusieron a CIH (ciclos de 90 s de O, al 10%
seguidos de 90 s de O2 al 21% durante 12 horas) o hipoxia sostenida (SH) (O, al 10%),
mientras que las ratas expuestas al aire ambiente fueron utilizadas como controles. Entre otras
condiciones en este conjunto de datos, elegimos tres grupos de ratas: 14 dias de CIH, 14 dias
de SH vy ratas norméxicas como control. Evaluamos, en este conjunto de datos, los factores
involucrados en la expresion de STOC (Tabla 3) y contrastamos la expresion genética
diferencial y los procesos biologicos inducido por CIH e hipoxia sostenida (SH). La lista de
interés basada en los genes que modulan la expresion del gen STOC y los procesos bioldgicos
(BP) se analizaron en la plataforma DAVID Bioinformatics Resources 6.8
(https://david.ncifcrf.gov/) (Jiao et al., 2012) (Figura 30). La busqueda de la expresion génica

diferencial (DEG) se realiz6 con la herramienta GEO2R (Clough y Barrett, 2016). Debido al



99

escaso numero de muestras disponibles para el analisis, se establecieron como parametros el
valor p-ajustado de la Tasa de Descubrimiento Falso (FDR) de 0,05 y | logFC | > 0,5 para
identificar los genes expresados de forma diferencial con respecto a los controles. Los “heat

maps” representativos se muestran en la Figura 31.



100

Tabla 3. Factores involucrados en la modulacion génica y protéica de las subunidades

formadoras de STOC.

N M O
G I I 1
arte | A I

NFAT T

owes | 1 1

NOX4 T T

w1 i 1
EPAS T T

Ang II - T

TGFp1 — — — T

pose | 1 (I 1
1
NF-kB T
1
BMP2 l l l

PPARy l l

1: Upregulated

Modificada de Castillo-Galan et al., 2021.

|: Downregulated, -: Unchanged

Empty box: Not Studied.
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Biological Processes

Regulation of blood pressure

Store-operated calcium entry = I

Oxidation-reduction process

Calcium ion transmembrane transport

Response to reactive oxygen species

-logqo(p value)

Figura 30. Analisis de los procesos bioldgicos enriquecidos en genes involucrados en la
modulacién de STOC. Los valores de p fueron calculados mediante el software DAVID y
transformados a -10g10.
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Figura 31. Heatmap representativo de
los genes de interés en ratas expuestas a
14 dias de hipoxia sostenida y a 14 dias
de hipoxia intermitente cronica. Los
genes BMP2, NFKB1 and ORAIL estan
sobre-regulados en tejido pulmonar de
ratas expuestas a 14 de hipoxia
intermitente(IH). EI gen SOD2 esta
diferencialmente expresado en tejido
pulmonar de ratas expuestas a 14 dias de
hipoxia sostenida (SH). Los valores se
herramienta

calcularon mediante la

GEOZ2R. * p-adj < 0.05 ajustado a FDR.



103

5. DISCUSION

5.1. La exposicion a CIH induce hipertension pulmonar y aumenta la expresion

pulmonar de los STOC.

Los resultados mostraron que la exposicion de ratas durante 14-28 dias a CIH aumento
progresivamente la respuesta vasoconstrictora al KCl y a ET-1 en arterias pulmonares de
resistencia, produciendo remodelado vascular pulmonar, y aumento de la RVWT y de RVESV
medidos por resonancia magnética. CIH produjo ademas un aumento progresivo de RVSP
sobre 30 mmHg a los 28 dias de exposicion. La expresion de genes y proteinas de los canales
TRPC 6, ORAI 1, ORAI 2 y STIM 1 en el tejido pulmonar aumento a los 21-28 dias de CIH,
en paralelo con los cambios morfoldgicos y funcionales. La administracion de 2-
aminoetildifenilborinato (2-APB), un bloqueador de los STOC, previno el aumento de RVSP,
la remodelacion vascular y el aumento de los niveles de a-actina en arterias pulmonares
pequefias inducidos por CIH. Ademas, 2-APB impidié el aumento de la expresion génica
pulmonar de las subunidades STOC. Sin embargo, 2-APB no redujo el estrés oxidativo a nivel
sistemico y pulmonar. Los resultados sugieren que los STOC juegan un papel clave en el
desarrollo de la remodelacion vascular y la hipertension pulmonar inducida por CIH, por un

mecanismo independiente de estrés oxidativo.

En consecuencia, los resultados confirman y amplian observaciones previas que la exposicion

de ratas a CIH (O, 4-8%, 8 h/dia) durante 28 dias aumenta la RVSP (35,0-37,5 mmHg),
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aumenta el indice de Fulton e induce remodelacion arterial pulmonar (Jin et al., 2014; Nara et
al., 2015). Una contribucién importante de nuestros resultados es la observacion que tiempos
de exposicion a CIH mas cortos producen alteraciones cardiopulmonares patologicas. La
RVSP vy el area de la capa medial aumentaron al dia 21 de CIH, mientras que la actividad
contractil a KCl y a ET-1 aument6 a los 14 dias de CIH. EI aumento de la contraccion en
respuesta al KCI se ha relacionado con la cantidad de capa muscular de los vasos o con la
eficiencia de los mecanismos de contraccién dependientes de canales de calcio voltaje
dependientes de tipo L o T (Reyes et al., 2018; Wan et al., 2010). Por otro lado, la contraccion
en respuesta a ET-1 se relaciona principalmente con la movilizacion de las reservas de calcio
desde el reticulo sarcoplasmico, que estan asociadas a la activacion de STOC resultante de la
deplecion de las reservas de calcio reticular (Reyes et al., 2018; Parrau et al., 2013). La
hiperreactividad a ET-1 coincide con la aparicion de engrosamiento de la pared arterial
pulmonar y aumento de RVSP en el dia 21, lo que sugiere que la sefializacién de ET-1 y
probablemente la entrada de calcio asociada a STOC es necesaria para producir la hipertension
arterial pulmonar y remodelacion patoldgica en respuesta a CIH. Estudios en arterias
sistémicas de ratas CIH han mostrado que el deterioro de la funcién vascular se produce por
una disminucion de la relajacion dependiente del endotelio y un aumento de la respuesta
constrictora al KCI, que se correlaciona con el grosor aumentado de la pared arterial (Krause
et al., 2015; Krause et al., 2018). En esta tesis no se abordé la contribucién de los agentes
relajantes derivados del endotelio, y no se puede descartar su contribucion a la disfuncion

vascular pulmonar.

Encontramos que CIH aumentd la expresion génica pulmonar de los canales TRPC1y TRPC6

a los 14 dias de CIH, mientras que la expresion de las subunidades TRPC4 y ORAIL aumentd
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en ratas expuestas a 28 dias de CIH durante. De manera similar, en el tejido pulmonar de ratas
aumentaron los niveles de proteina de TRPC6, STIM1 y ORAIL, mientras que los niveles de
TRPC1 y ORAI2 permanecieron sin cambios durante la exposicion CIH. Por lo tanto, los
cambios en la expresion de las subunidades STOC aumentaron en paralelo a los cambios
pulmonares vasculares morfoldgicos y funcionales inducidos por CIH. La expresion génica y
proteica de las subunidades STOC inducidas por hipoxia depende de la modalidad sostenida o
intermitente, del tiempo de exposicion, y la duracidn del estimulo hipdxico. Se ha reportado
una sobreexpresion de Orail y Orai2 en arterias pulmonares sin endotelio de ratas sometidas a
21 dias de hipoxia sostenida (Wang et al., 2017); sobreexpresion de Stim1, TRPC1 y Orail en
PASMC cultivadas sometidas a 12-48 h de hipoxia (Chen et al., 2017). La induccion de
Stim1, Stim2, Orail, Orai2 y TRPC6 se produce en PASMC sometidas a 72 h de hipoxia
sostenida, (He et al., 2018) mientras que el aumento de TRPC4 y Stiml se encontré6 en
pulmones de ovejas recién nacidas sometidas a hipoxia hipobarica durante la gestacion (Parrau
et al., 2013). Se sabe que la hipoxia sostenida produce remodelado vascular pulmonar
caracterizado por hipertrofia y /o hiperplasia de PASMC, lo que lleva a vasoconstriccion e
hipertension pulmonar (Sylvester et al., 2012). De manera similar, la CIH produjo remodelado

vascular pulmonar e hipertension.

Se ha propuesto que el estrés oxidativo y la activacion de vias inflamatorias estan implicados
en las alteraciones vasculares pulmonares inducidas por la CIH (Jin et al., 2014; Nara et al.,
2015; Nisbet et al., 2009). Se sabe que el patron de CIH utilizado en este estudio produce
estrés oxidativo sistémico (Del Rio et al., 2010) y disfuncion endotelial (Krause et al., 2015;
Krause et al., 2018), lo que se condice con los resultados observados en el pulmon, en el cual

el estrés oxidativo se establece desde el dia 14 y se mantiene hasta el dia 28 de exposicion a
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CIH tanto a nivel pulmonar como a nivel sistémico. Los niveles altos de ROS elevan los
niveles de calcio en PASMC, que es el factor clave en la diferenciacion y proliferacion del
mausculo liso vascular (Shao et al, 2016; Waypa et al., 2002). En las PASMC, el calcio puede
aumentar mediante la activacion de dos mecanismos: (1) liberacion de calcio del reticulo
sarcoplasmico, mediada por canales intracelulares sensibles al inositol trifosfato (IP3R) o por
receptores de rianodina (RyR), o (2) por la entrada de calcio desde el espacio extracelular
espacio mediado por el intercambiador de Na?*/Ca®*, los canales de calcio tipo L y los canales
de Ca?* activados por estiramiento. Ademés, los canales TRPC-ORAI activados por STIM
juegan un papel clave en la homeostasis del calcio intracelular, que es crucial para la
contraccion y remodelacion arterial pulmonar patoldgica, incluida la migracién, diferenciacion
y proliferacion de miocitos y fibroblastos arteriales pulmonares en respuesta a la hipoxia
aguda y sostenida. (Reyes et al., 2018; Weigand et al., 2005; Castillo-Galan et al., 2016;
Parrau et al., 2013; Golovina et al., 2001; Lu et al., 2008; Wang et al., 2017; Guibert et al.,
2011). La evidencia disponible sugiere que el aumento de calcio y la vasoconstriccion en
respuesta a la hipoxia aguda y a ET-1 dependen de STOC (Weigand et al., 2005; Castillo-

Galan et al., 2016, Parrau et al., 2013; Lu et al., 2008).

Por otra parte, se ha demostrado que la exposicion a CIH induce una disminucion en la
ganancia de peso (Martins et al., 2021). Esto se condice con nuestros resultados, en los
animales animales expuestos a 14 dias de CIH, presentan una menor ganacia de peso en
relacion a animales controles de la misma edad. Esta diferencia de peso se mantiene hasta el
dia 21 de exposicion a CIH, sin embargo, a los 28 dias de CIH, estos animales presentan una

ganancia de peso similar que animales controles de la misma edad. Por ende, no existiria una
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variable extra (efecto en la ganancia de peso) al momento de comparar otras variables como

las analizadas en este estudio.

En conclusion, los resultados de la primera parte de este trabajo muestran que la disfuncion
vascular pulmonar resultante de la CIH se produce a través de un aumento progresivo de la
reactividad contréctil y remodelacion de las arterias pulmonares, afectando a un plazo mayor
la funcion del ventriculo derecho. Ademas, estos cambios van acompafiados de una mayor
expresion de canales TRPC y ORAIL, lo que sugiere un papel crucial para STOC en el
desarrollo de remodelacion vascular pulmonar e hipertension pulmonar inducida por CIH.

(Tabla 4).

Tabla 4. Resumen de los efectos de CIH sobre pardmetros cardiovasculares y subunidades

STOC.
Dias RVSP | Contractibilidad Remodelamiento Estrés Subunidades STOC
CIH oxidativo
TRPC STIM ORAI
KCI ET-1 Capa a-actina MDA | 3-NT | 1 4 6 1 1 2
media

14d-CIH - + . _ _ + + + -
21d-CIH + + + + + + + |+ + -
28d-CIH + + |+ + + + ++ |+ |+ |+ + + | -
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Figura 32. Modelo propuesto de induccién de STOC a partir de los 21 dias de CIH.

Smooth muscle cell

CIH aumenta la contraccion maxima inducida por concentraciones crecientes de ET-1, lo que
sugiere un aumento en los niveles de los receptores ETA. La interaccion entre ET-1 y el
receptor ETA produce IP3 que interacta con su receptor IPR3 en el reticulo sarcoplasmatico
(RS), liberando Ca2* A su vez, 21 dias de CIH, se establece estrés oxidativo a nivel pulmonar,
el cual puede aumentar ET-1 y a su vez la liberacion de calcio mediante RyR. El vaciamiento
de calcio desde el RS, activara STIM con la subsecuente activacion de STOC, permitiendo la
entrada de calcio desde el extra al intracelular. Esto a su vez, permitiria la activacion y
estabilizacion de factores de transcripcidn sensibles a calcio, los cuales estan involucrados en
la modulacién positiva de genes asociados a las subunidades de STOC, proliferacion celular y
remodelado vascular pulmonar. A su vez, el incremente de calcio intracelular favorecera un
estado vasoconstrictor de la celular muscular lisa. Esto se traduce en un aumento de la RVSP y
del remodelado vascular pulmonar, induciendo hipertension pulmonar.



109

5.2 El tratamiento con 2-APB previene la hipertension pulmonar inducida por CIH.

Estudiamos los efectos de 2-APB, una droga con accion inhibidora inespecifica de STOC
(Bootman et al., 2002), sobre el remodelamiento vascular y la hipertension pulmonar inducida
por CIH. De acuerdo con estudios previos, las ratas expuestas a CIH durante 28 dias,
mostraron remodelamiento de la capa media de arterias pulmonares y una presion sistolica
ventricular derecha elevada (Jin et al., 2016). Los principales hallazgos de esta parte de esta
tesis mostraron que el tratamiento con 2-APB previene el aumento de RVSP, el
remodelamiento vascular pulmonar caracterizada por un aumento de a-actina-ir en la capa
medial y la proliferacién de PASMC, y una reduccion de la superficie vascular luminal. Por lo
tanto, los resultados sugieren fuertemente que los STOC estan involucradas en la hipertension
pulmonar y en el remodelamamiento vascular en este modelo preclinico de AOS. Nuestros
resultados muestran que la infusion de 2-APB previene el aumento de RVSP inducida por
CIH, los que coinciden y con estudios que muestran que 2-APB atenda la remodelacién
pulmonar, el aumento de RVSP y el indice de fulton en ratones expuestos durante 4 semanas a
hipoxia sostenida, en comparacién con los animales hipdxicos tratados con vehiculo (Smith et
al., 2015). Ademas, la infusion diaria de 2-APB redujo la remodelacion vascular y la
hipertensién pulmonar inducida por la hipoxia pregestacional en corderos recién nacidos a

gran altura (Castillo-Galan et al., 2016).

Nuestros resultados mostraron que el tratamiento con 2-APB previene la sobreexpresion de
subunidades STOC inducida por CIH en tejido pulmonar. Se sabe que la via del receptor
inositol trifosfato-endotelina-1 (ET-1-1P3R) esta sobrerregulada en condiciones de CIH, e

induce la activacion de STOC (Castillo-Galan et al., 2020; Wang et al., 2012), aumentando la
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concentracion de Ca”" intracelular (Reyes et al., 2018). Ademas, los factores de transcripcion
inducidos por hipoxia tales como HIF, NFAT, AP-1, NF-KB y factor de crecimiento derivado
de plaquetas, que regulan la expresion génica de las subunidades STOC (Wang et al., 2017;
Jiang et al., 2014; Salnikow et al., 2002; Dominguez-Rodriguez et al., 2015; Ogawa et al.,
2012; Wang et al., 2015; Chen et al., 1998; Mottet et al., Shibasaki et al., 1996; Timmerman
et al., 1996; Dolmetsch et al., 1997) son activados / estabilizados por Ca**. En conjunto, esta
evidencia sugiere que el blogueo de STOC con 2-APB induciria una disminucién del calcio
intracelular (Parrau et al., 2013) evitando la regulacion positiva de TRPC1, TRPC4 y TRPC6.
Respecto a la sobre-expresion de ORAIL, podria deberse a un efecto compensatorio, ya que el
2-APB inhibe la interaccion STIM/ORAI. Sin embargo, se requieren mas estudios para
determinar si estos factores que regulan los STOC presentan algun cambio despues de la

exposicion a CIH.

Se ha estimado la dosis de (10 mg/kg/dia), que previno la hipertension pulmonar en este
modelo, deberia alcanzar una concentracion del orden de 10-100 uM en el espacio extracelular
(Parrau et al, 2013), una concentracion en la cual el 2-APB que inhibe STOC en células
HEK?293 transfectadas con subunidades Orai/Stim o TRPC (Lievremont et al., 2005). En
arterias pulmonares aisladas de corderos recién nacidos hipoxico-hipertensos, SKF-96365, un
blogueador de STOC sin accion sobre IP3R, induce una relajacién similar a 2-APB (Parrau et
al., 2013). Ya sea que 2-APB esté actuando sobre IP3R, STOC o en ambos, la entrada de
calcio via STOC es la que mantiene las concentraciones de calcio elevadas en respuesta a
hipoxia en PASMC (Sylvester et al., 2012). Estas evidencias sugieren que en nuestro modelo,

2-APB actuaria preferentemente sobre el STOC, pero no podemos descartar el efecto del



111

farmaco sobre los otros objetivos mencionados anteriormente, y Se necesitan mas

experimentos para abordar esta importante pregunta.

La CIH induce estrés oxidativo a nivel pulmonar y sistémico, que puede alterar la homoestasis
del calcio y contribuir a la remodelacion vascular pulmonar (Del Rio et al., 2010; Jin et al.,
2016). Estudios previos, en modelos de hipertension pulmonar inducida por exposicién a CIH,
han demostrado que el tratamiento con antioxidantes como la procianidina y la melatonina
reducen la RVSP y el remodelamiento vascular pulmonar (Jin et al., 2014; Jin et al., 2016).
Aunque, se ha sugerido una accion antioxidante de 2-APB en un modelo de dafio por
isquemia/reperfusion en cardiomiocitos de ratones (Morihara et al., 2005), nuestros resultados
muestran que 2-APB no previene el estrés oxidativo, lo que sugiere que los efectos de 2-APB
observados en la vasculatura pulmonar no estarian directamente relacionadas con una
reduccion del estrés oxidativo, sino con una accion inhibitoria de STOC (Bootman et al.,
2002). Asi, el tratamiento de ratas hipertensas pulmonares hipoxicas con 2-APB, tiene un
fuerte efecto previniendo el aumento de la RVSP y el remodelado vascular pulmonar, sin
ninguna accion significativa sobre los marcadores de estrés oxidativo. Teniendo en cuenta que
el 2-APB no es un bloqueador especifico de STOC, se necesitan nuevos méas estudios con
farmacos que bloqueen especificamente los STOC como el CM-4620, el cual presenta bloquea
especificamente la interaccion ORAIL/STIM1, para evaluar el papel del STOC en pacientes

con AOS con hipertension pulmonar (Waldron et al., 2019).

Sumado a lo mencionado anteriormente, se encontrd que, animales expuestos a 28 dias de
CIH, el aumento de RVSP, remodelamiento vascular pulmonar y el aumento en la expresion

pulmonar génica de TRPC1, TRPC4 y TRPC6 estan correlacionadas entre si. Poniendo estos
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resultados en contexto, la RVSP aumenta en conjunto con el remodelamiento y la expresion de
los STOC. Los animales tratados con 2-APB, presentaron una correlacion significativa entre la
RVSP, el remodelamiento vascular pulmonar y la expresion pulmonar génica de TRPCL,
TRPC4. Esto sugiere que la disminucion de la RVSP va en paralelo a un efecto
antiremodelante del 2-APB, lo que también va en directa correlacion a la disminucién de los
canales STOC. Sugiriendo un rol de los canales STOC, especificamente de las sub-unidades

TRPCL1, TRPC4 y TRPCS6 en el desarrollo de la hipertension pulmonar inducida por CIH.

Al momento de analizar las correlaciones en relacion al estrés oxidativo a nivel pulmonar
determinado como MDA, los animales expuestos a 28 dias de CIH, presentaron una
correlacion con la expresion de TRPC1 y TPRC4, en donde estas variables aumentan en
paralelo. Por el contrario, los animales tratados con 2-APB no presentaron correlaciones
significativas entre las variables analizadas. Esto sugiere un rol de los STOC como agentes
claves en el desarrollo de la HP inducida por exposicion a CIH y que el efecto anti-

hipertensivo no se correlaciona con el estrés oxidativo a nivel pulmonar medido como MDA.

Actualmente, no existe un tratamiento eficaz para la hipertension pulmonar. El tratamiento con
2-APB evito el aumento de la presion sistolica del ventriculo derecho y el remodelado
vascular pulmonar, sin efectos sobre los marcadores de estrés oxidativo tanto sistémico como
pulmonar. Estos resultados sugieren que el bloqueo STOC podria ser una estrategia atractiva
para prevenir la hipertension pulmonar en episodios hipdxicos intermitentes cronicos como la
patologia de la AOS. En resumen, los resultados actuales sugieren que 2-APB previno las
alteraciones cardiopulmonares inducidas por la CIH, sugiriendo que el bloqueo de STOC

puede potencialmente usarse para tratar la hipertension pulmonar inducida por AOS.
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Limitaciones del objetivo y proyecciones.

Debido al estallido social ocurrido el 18 de octubre del 2019 y la crisis sanitaria por la
pandemia mundial de SARS-COV2, fue imposible completar a cabalidad este objetivo. Por lo

tanto, seria muy interesante poder realizar experimentos para:

1) Determinar el efecto de 2-APB sobre el efecto de CIH (14 y 28 dias) en la morfologia y

funcion cardiaca mediantes MRI.

2) Determinar el efecto del 2-APB en la contraccion dependiente de KCI y endotelina en

pequefas arterias pulmonares de animales sometidos a CIH.

3) Estudiar la contraccion dependiente de STOC en pequefias arterias pulmonares de

animales sometidos a CIH.

4) Determinar la localizacion de las subunidades se STOC en cortes de tejido pulmonar

de animales sometidos CIH.
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Figura 33. Modelo especulativo de la accion de 2-APB. A los 14 dias de exposicion a CIH
existe un aumento en la expresion de los STOC, del estrés oxidativo y de la contraccion
maxima a ET-1. La interaccion entre ET-1 y el receptor ETA libera IP3, el cual al interactuar
con su receptor IPR3 ubicado en el reticulo sarcoplasmatico, provocara la salida de calcio.
STIM, proteina que se encuentra en el reticulo, al detectar esta salida de calcio, translocaré a la
region punctae del reticulo, intractuando con TRPC u ORAI ubicados en la membrana
plasmatica, permitiendo la entrada de calcio desde el espacié extracelular. En este modelo, al
inhibir la interaccion de STIM-ORAI con 2-APB a los 14 dias, se previene la entrada de
calcio, disminuyendo la activacion y estabilizacion de factores de transcripcion sensibles a
calcio, asociados a la transcripcion de STOC, genes de proliferacion celular de
remodelamiento. En terminos fisioldgicos, esto se traduce una reduccion del aumento de la

RVSP y del remodelamiento vascular pulmonar.



115

5.3 Determinar los efectos de Tempol, un mimético de la SOD, sobre la expresion de
STOC a nivel pulmonar, la vasoconstriccién pulmonar y remodelamiento vascular

pulmonar.

En este objetivo probamos los efectos cardiopulmonares de un tratamiento con TEMPOL, un
mimeético de SOD, en un modelo de hipertension pulmonar inducida por CIH. Los animales
tratados por 14 dias con TEMPOL presentaron una reversion parcial del remodelamiento
vascular pulmonar, sumado a reversion de la contraccion a concentraciones crecientes de
endotelina-1. Ademas el tratamiento con Tempol previno parcialmente el aumento de la
sobreexpresion pulmonar génica relativa de TRPC1 y TRPC4, subunidades formadoras de
STOC inducidas por exposicion a CIH. Por otra parte, el uso de Tempol, redujo el estrés

oxidativo a nivel sistémico, pero no a nivel pulmonar.

Existe evidencia que sugiere que el dafio oxidativo mediado por ROS juega un papel
importante en el desarrollo de la HP. ROS modula positivamente diferentes factores
vasoconstrictores como ET-1, tromboxano y prostaciclina, los cuales actdan en el tono
vascular pulmonar y en el remodelamiento vascular pulmonar (Aggarwal et al., 2013; Tabima
et al., 2012). Estos reportes se condicen con nuestros resultados de miografia de alambre, ya
que arterias pulmonares aisladas de animales tratados con Tempol presentan una menor
contraccion maxima a concentraciones crecientes de endotelina-1. Esto podria relacionarse a
una disminucion en la activacion de los receptores ETA los cuales estan mayoritariamente
expresado en la musculatura lisa de la vasculatura pulmonar (Allahdadi et al., 2005, Bosc et
al., 2010, Wang et al., 2016). Esto sugiere una potencial disminucion en la expresion de
receptores ETA en las PASMC tal como se ha reportado en arterias mesentéricas y

pulmonares para este modelo de hipoxia (Bosc et al., 2010: Allahdadi et al., 2005, Wang et
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al., 2016) y en una reduccion en la sefializacion rio abajo de estos receptores, como por
ejemplo, la via IP3-IP3R. (De Frutos et al., 2010) los que al estar disminuidos, reducirian el
vaciamiento reticular, por ende disminuirian la entrada de calcio via STOC (Castillo-Galan et
al., 2016, Parrau et al., 2013; Weigand et al., 2005). La evidencia disponible sugiere que el
aumento de calcio y la vasoconstriccion en respuesta a la hipoxia aguda y a ET-1 dependen
parcialmente de STOC (Weigand et al., 2005; Castillo-Galan et al., 2016, Parrau et al., 2013;
Lu et al., 2008), esto explicaria en parte la reduccion parcial del remodelamiento y de la
reduccion de TRPC1 y TRPC4. Sin embargo, se necesitan mas estudios para comprobar esta
hipdtesis, como por ejemplo, determinar la expresion y niveles de enzimas y factores pro-
oxidantes como H,0,, NOX4 y BMP4 que regulan positivamente tanto la activacion como la

expresion de STOC (Jiang et al., 2014).

Para determinar si los efectos beneficiosos del Tempol se relacionan con un efecto anti-
oxidante en nuestro modelo, determinamos los niveles séricos y pulmonares de
malondialdehido (MDA) un marcador de la peroxidacién lipidica y 3-NT, un marcador de
nitracion proteica. Tempol es un mimético de la SOD el cual puede catalizar la conversion de
O, a H,O,. La enzima superoxido dismutasa (SOD) protege a las células de los potenciales
dafios causado por los radicales superdxidos, catalizando la conversion del O, a H,0,
(Wassmann et al., 2004). En este estudio la administraciéon de Tempol logré revertir los
niveles séricos de estrés oxidativo, no asi el estrés oxidativo a nivel pulmonar. Por lo que no
podemos atribuir un efecto anti-oxidante a nivel pulmonar. Estudios previos de ratas expuestas
hipoxia sostenida por 4 semanas (Jerningan et al., 2017) y expuestas por 4 semanas a CIH
(Snow et al., 2020), han demostrado que el uso de Tempol reduce el estrés oxidativo a nivel

pulmonar junto a la RVSP y la contractibilidad a endotelina-1. Sin embargo, en estos estudios
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a los animales se les entregd una solucion de Tempol (1 mM) en agua, la cual fue ingerida 5 a
6 dias antes de ser sometidos a hipoxia. La concentracion que usamos en nuestro estudio fue
de 30 mg/kg/dia, lo que es menor en concentracion usada en los estudios mencionados. Cabe
destacar que en los estudios mencionados anteriormente y en estudios en los que se les ha
administrado un antioxidante a ratas expuestas a CIH por 21 dias, como melatonina (Jin et al.,
2016) o procyanidina (Jin et al., 2014), el tratamiento ha sido entregado una semana previa a
la exposicion al estrés hipoxico y se mantiene durante todo el estudio. Esto podria explicar el
por qué nuestro modelo no presentd una reversion del estrés oxidativo a nivel pulmonar. En
conclusion estos resultados sugieren que la prevencién parcial del remodelamiento vascular

pulmonar, podria ser debido a una disminucion en la activacion y de la expresion de STOC.

Limitaciones del objetivo y proyecciones.

Debido al estallido social ocurrido el 18 de octubre del 2019 y siguiente crisis sanitaria por la
pandemia mundial de SARS-COV?2, nos fue imposible completar a cabalidad el estudio de

este farmaco. Se propone estudiar en el futuro:

1) El efecto de Tempol (30 mg/kg/dia) en animales sometidos a CIH y controles sobre i)
la presion ventricular sistolica derrecha y la frecuencia cardiaca, ii) otros marcadores de
estrés oxidativo vy iii) los niveles protéicos de los receptores de endotelina (ETA y ETB)

en cortes de tejido pulmonar.

2) Probar el efecto de una taza de liberacion mayor de Tempol (100 mg/kg/dia) sobre las

variables anteriormente descritas en animales controlesy CIH

3) Determinar la localizacion de las subunidades se STOC en cortes de tejido pulmonar.
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Figura 34. Modelo especulativo de la accién de Tempol (30 mg/kg/dia) en animales
expuestos a CIH. La administracion de Tempol redujo en arterias pulmonares aisladas, la
contraccion maxima a ET-1, lo que es compatible con una reduccion en los niveles de ETA.
Un menor nivel de recetores ETA produciria una menos liberacién de IP3 y subsecuente union
a IP3R, provocando una menor liberacion de calcio desde el reticulo sarcoplasmatico. Esto
podria inducir una reduccidén en la activacion de STOC. Por otra parte, la concentracion de
Tempol (30 mg/kg/dia) usada en esta tesis no disminuye los niveles de estrés oxidativo en el
pulmén. Sin embargo, a pesar de eso, se observa que Tempol previene el aumento génico de
TRPC1 y TRPC4. Por ende los efectos parciales en la reduccion del remodelamiento vascular
pulmonar inducidos por Tempol, podrian deberse a la reduccion de la activacion y en los
niveles de STOC.
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5.4 Regulacion diferencial de STOC y sus posibles moduladores en hipoxia sostenida e

hipoxia intermitente cronica.

La hipoxia regula varios genes implicados en las vias moleculares relacionadas con la
produccién de ROS (Jiang et al., 2014, Keegan, 2001), factores pro-inflamatorios (Frohlich et
al., 2013), el transporte transmembrana de calcio (Lai et al., 2015), la regulacion de la presién
arterial sistémica (Barton et al., 2013) y pulmonar (Zhao, 2010). La proteina morfogenética
Osea 2 (BMP2), que aumenta su expresion en el tejido pulmonar de ratas expuestas a 14d-CIH,
estd involucrada en la patogénesis de la HP, actuando como un factor protector regulando
negativamente la expresion génica de TRPC1, TRPC4 y TRPC6 y entrada de calcio a través
de STOC (Anderson et al., 2010; Zhang et al., 2013). No se observaron diferencias en la
expresion génica de BMP2 a los 14 dias de hipoxia sostenida. Por el contrario, BMP2 mostrd
un aumento en la expresion génica en los pulmones de ratones expuestos a hipoxia sostenida
durante 3 semanas (Frank et al, 2005). De manera similar, el analisis mostr6 que los niveles de
transcripcion de PPARGC1A disminuyeron en ratas expuestas a CIH. Se ha demostrado que
PPARg modula negativamente los canales STOC (Du et al., 2017). Este resultado puede
explicar por qué la expresion de TRPC se mantuvo sin cambios a los 14 dias de CIH. Sin
embargo, mas estudios son necesarios para abordar la expresion temporal de BMP2 y PPARg
durante la hipoxia intermitente y sostenida y su relacion con la expresion de STOC. Por otro
lado, CIH aumenta la formacion de ROS promoviendo la activacion de la via del factor
nuclear k3 (NF-kf) (Williams y Scharf, 2007). La actividad de NF-xp aumenta después de 21
dias de hipoxia en los pulmones de los ratones, siendo un objetivo relevante en la
remodelacion vascular pulmonar (Patel et al., 2017). La hipoxia también induce la

translocacion nuclear de NF-xp en PASMC (BelAiba et al., 2007). Nuestros resultados
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muestran que el nivel de transcripcion de Orail es mas alto en los pulmones de rata expuestos
a CIH durante 14 dias que en el grupo de control normoxico. SOD2 muestra niveles de
transcripcion diferencial a los 14 dias de hipoxia sostenida e intermitente. Sin embargo, las
ratas expuestas a 21 dias de hipoxia sostenida no mostraron diferencias en los niveles de
SOD2 en el tejido pulmonar (Wei et al., 2008). Por otro lado, la SOD2 esta disminuida en un
modelo de ratones AOS (Fu et al., 2020); y su disminucion agrava la hipoxia crénica
intermitente y la inflamacién pulmonar (Song et al., 2020), lo que sugiere otro objetivo
terapéutico para el dafio pulmonar inducido por CIH. Estos resultados sugieren que los
animales expuestos a CIH presentan un elevado patron de expresion temprana a la regulacion

de genes involucrados en la regulacion de STOC, que los animales expuestos a SH.
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6. CONCLUSION

Se propuso la hipotesis que la hipoxia intermitente produce un aumento progresivo de los
niveles de los canales “TRPC-ORALI activados por STIM (STOC)”, los cuales contribuyen a la
remodelacion vascular y al desarrollo de hipertension pulmonar, siendo un mecanismo
independiente del estrés oxidativo. Los resultados experimentales indican que la
sobreexpresion de los STOC comienza a los 14 dias de exposicion a CIH, tiempo en que aln
no se establece la hipertensién pulmonar y el remodelamiento vascular patologico. A partir de
los 21 dias de exposicion a CIH se produce un aumento significativo de RVSP y del
remodelamiento vascular. Por otra parte, los animales tratados con 2-APB a partir de los 14
dias de CIH, no presentaron un aumento en la RVSP y el remodelamiento vascular, sin
prevenir el estrés oxidativo a nivel pulmonar, sugiriendo que los canales STOC estan
involucrados en el desarrollo de la hipertensién pulmonar inducida por CIH y estos cambios
son independientes del estrés oxidativo. A su vez, el tratamiento con Tempol, previno
parcialmente la remodelacion vascular y la disfuncion vascular inducida por CIH. Sin
embargo, el Tempol a la taza usada (30 mg/Kg/dia) no redujo el estrés oxidativo a nivel
pulmonar, pero abolié el aumento de las subunidades de STOC, TRPC1 y TRPC 4. Estos
resultados sugieren que los cambios en el remodelamiento vascular pulmonar inducido por
Tempol, podrian asociarse a una disminucion en la expresion génica de las subunidades de

STOC y no a la disminucion del estrés oxidativo.
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En resumen, los resultados indican que 2-APB previene las alteraciones vasculares
pulmonares inducidas por CIH, lo que sugiere que los inhibidores de STOC podrian ser usados
potencialmente para tratar la hipertension pulmonar inducida por AOS. Sin embargo, es
necesario estudiar los efectos sistémicos que podria provocar el bloqueo de los STOC y
estudiar si el blogueo de estos canales puede no solo prevenir, si no que revertir la

hipertension pulmonar inducida por AOS.
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Figura 35. Resumen.
La exposicion a CIH establece estrés oxidativo junto a un aumento progresivo en los niveles

de STOC, que aumentan paralelamente a la RVSP y el remodelamiento vascular pulmonar. El
tratamiento con 2-APB, un blogueador de STOC, no redujo el estrés oxidativo a nivel
pulmonar, pero produjo una reduccion en la expresion génica de subunidades TRPC1, TRPC4
y TRPC6. A su vez, este tratamiento previno el aumento de la RVSP y el remodelamiento
vascular pulmonar. El tratamiento con Tempol, un mimético de la SOD, redujo el estrés
oxidativo a nivel sistémico, pero no a nivel pulmonar. Tempol redujo la contraccion maxima a

ET-1 junto a la expresion de subunidades TRPC1y TRPCA4.
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