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INTRODUCCION

Hoy en dia se sabe que el fendmeno de hipoxia, el cual es una disminucién del oxigeno a nivel
tisular (Bhutta et al., 2022), puede ser causado por una amplia gama de patologias relacionadas al
sistema cardiaco y/o respiratorio, en donde se encuentran afecciones tales como la fibrosis
pulmonar, la bronquitis, el asma, la EPOC, el infarto, la insuficiencia cardiaca y mas
recientemente, la COVID-19 (Crosara, 2015; Pérez-Padilla et al., 2020). A pesar de que los efectos
de la hipoxia en las células son muchos y muy variados, desafortunadamente han sido relacionados
en la patogénesis de distintas y numerosas enfermedades con altas tasas de incidencia y mortalidad
a nivel mundial que las convierten en problemas de salud publica, como lo son el cancer, las
enfermedades neurodegenerativas y las alteraciones metabdlicas (Yeo, 2019; Chen et al., 2020).
No obstante, a pesar del gran impacto que tiene la hipoxia sobre la salud humana, el efecto de la
disminucion de oxigeno a nivel vascular entre ambos géneros ha sido pobremente descrito. Aunque
existen multiples informes y articulos que versan sobre las diferencias en la contraccién vascular
de los vasos sanguineos entre machos y hembras, siendo mayor en los primeros (Orshal y Khalil,
2014) debido posiblemente a mecanismos gendémicos y no gendémicos dados por receptores de
estrégenos, progesterona o testosterona expresados en la musculatura lisa vascular (Mendelsohn,
2012; Wynne y Khalil, 2013), la mayoria de estos escritos se basan Unicamente en condiciones
normoxicas y no a las hipoxicas. Debido a esto, los mecanismos relacionados directamente al
mausculo liso vascular, como la regulacion de la presién y el tono vascular, el aporte sanguineo de
los tejidos y la permeabilidad capilar (Aiello, 2018; Consolini y Ragone, 2017), siguen sin ser
abordados en funcién a los bajos niveles de oxigeno y a las diferencias intrinsecas que existen
entre ambos generos. Es por ello que el presente trabajo tuvo como objetivo determinar el efecto
de la reactividad vascular en condiciones hipoxicas en ratas Wistar macho y hembra utilizando el
modelo in vitro de anillo de aorta de rata Wistar, siendo ésta una metodologia ideal ya que permite
medir las respuestas contractiles del mdsculo liso vascular que se generan por la adicion de
distintos agonistas en el tejido de interés, ademas de que se adapta facilmente a variables
experimentales como lo son el género del animal de laboratorio y los niveles de oxigenacion
(Albuquerque et al., 2016).
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MARCO TEORICO

1. Oxigeno en la aparicion de vida terrestre

El oxigeno es el tercer elemento gaseoso méas abundante del universo, sélo por detras del hidrégeno
y del helio; se produce en el interior de las estrellas y es liberado al espacio interplanetario una vez
que estas explotan en forma de supernovas (Sousa y Viladomat, 2012). Pese a ello, la forma
biologicamente importante del oxigeno, la diatomica u O, es extremadamente rara en el cosmos
debido a que la energia necesaria para la formacién del enlace entre dos oxigenos monoatémicos
es demasiado alta, por lo que dichos atomos aislados van a tender a asociarse con elementos del
polvo estelar antes que con ellos mismos (Zahumenszky, 2015). Sin embargo, el planeta Tierra es
una excepcién a la premisa anterior, ya que actualmente el 21% de la composicién total de la
atmosfera terrestre consta de O» completamente respirable para los organismos aerobios
(Camilloniy Vera, 2016). Adicionalmente, el oxigeno también participa en la formacion del ozono
(O3), el cual funge como filtro de las radiaciones ultravioletas provenientes del sol y que son

perjudiciales para el desarrollo de la vida (Santillan, 2021).

Mucho antes de su presencia atmosférica, ya sea de la forma diatdbmica o como ozono, cada
atomo de oxigeno interactué primeramente con dos atomos de hidrégeno para la generacion de
agua en el manto terrestre, creando asi a los océanos prehistoricos (Fox, 2016). Fue en estos
cuerpos de agua donde millones de afios después y bajo condiciones climatoldgicas especificas, el
oxigeno participé junto a otros elementos como lo son el carbono, nitrégeno, hidrégeno y fosforo
(todos ellos catalogados bajo el término de “bioelementos™) para la generacion de las primeras
biomoléculas que subsecuentemente, serian la composicion de las primeras formas de vida,
apareciendo hace aproximadamente 3,500 millones de afios (Universidad Nacional del Litoral,
2018; Espinoza et al., 2014). Cabe mencionar que estos microorganismos primitivos captarian la
energia luminica del sol para generar energia quimica, pero sin producir oxigeno como residuo de
ese metabolismo (llamado fotosintesis anoxigénica), en el cual las bacterias acoplan en su
membrana el cambio cuantico de los electrones de sus pigmentos, llamados colectivamente como
bacterioclorofilas (Ort et al., 2015). Los pigmentos son estimulados por la luz y esta energia
luminica es utilizada para construir moléculas organicas a partir del CO. presente en la atmosfera
(Ort et al., 2015; Sousa y Viladomat, 2012).
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1.1 Gran Evento de Oxidacion

No fue hasta la llegada del género bacteriano de las Cianobacterias donde hubo una
transicion entre el empleo de la fotosintesis anoxigénica a una oxigénica, transformando la energia
luminica del sol en energia quimica, el carbono inorganico del CO2 atmosférico a carbonos
organicos (azucares) y obteniendo como subproducto al Oz al disociar las moléculas de agua (la
cual actua como donante primario de electrones), todo gracias a pigmentos como la clorofila
(Tiano, 2017). Paralelamente, las bacterias no oxigénicas que convivian en los alrededores con las
Cianobacterias no fueron intoxicadas por el oxigeno liberado, debido a que las Cianobacterias
proliferaban en las capas profundas de los tapetes microbianos acuaticos, lugar donde las
cantidades de azufre presente permitian la formacién de sulfatos al combinarse con oxigeno, los
cuales si eran bien tolerados por los demas tipos de microorganismos adyacentes (Sousa y
Viladomat, 2012).

El oxigeno resultante del metabolismo oxigénico fue acumulandose burbuja por burbuja en
los mantos oceanicos hasta que alrededor de 2,000 millones de afios atras, ocurrié un evento
denominado como Gran Evento de Oxidacion, en donde las concentraciones de O, atmosférico
aumentaron hasta 100,000 veces més gracias al paso del oxigeno diatdmico alojado en el agua
hacia el aire, ocasionando que la atmésfera pasara de poseer un estado reducido a uno oxidado
(Figura 1) (Espinoza et al., 2014; Garcia-Carrefio et al., 2016). Esto condujo a la extincion de
alrededor del 80% de las especies bioldgicas, especialmente organismos anoxigénicos, debido a
que fueron intoxicados por las Especies Reactivas de Oxigeno (ERO) que al estar en exceso y de
manera abrupta en el ambiente, reaccionaron con las moléculas de tales organismos y las
destruyeron (Sena y Chandel, 2012). En contraste, las especies sobrevivientes al Gran Evento de
la Oxidacion comenzaron a desarrollarse plenamente como organismos aerobios, debido en gran
medida a que las Cianobacterias presentaron una endosimbiosis con celulas de algas y demas
plantas marinas, en forma de organelos conocidos hoy en dia como cloroplastos (Sousa y
Viladomat, 2012). Actualmente, siguen existiendo Cianobacterias de vida libre en muchos
ambientes y ecosistemas, particularmente en cuerpos de agua y liquenes microbianos, las cuales

contintan suministrando grandes cantidades de oxigeno a la atmoésfera (Ort et al. 2015).
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Figura 1. Historia natural del oxigeno terrestre, abarcando desde su presencia en la formacion de océanos primitivos hasta el
Gran Evento de Oxidacion. Elaboracion propia.

1.2 Rol e importancia dentro de la evolucién aerobia

Este cambio en el uso de una respiracion anaerobia a una de tipo aerobia permitié también
un aumento bioenergético que propicid la evolucion y posterior aparicion de organismos
pluricelulares, los cuales posteriormente salieron de los mares y colonizaron tanto la tierra como
el espacio aéreo del planeta (Fox, 2016). En condiciones de anaerobiosis, una molécula de glucosa
es capaz Unicamente de producir 2 moléculas de ATP en un proceso denominado glucdlisis
fermentativa; mientras que en la respiracion aerobia se pueden ganar mas de 30 moléculas de ATP
gracias a procesos bioguimicos tales como el ciclo de Krebs, la fosforilacion oxidativa o la cadena
respiratoria donde el O2 juega un rol clave al actuar como ultimo aceptor de electrones. Se puede
mencionar entonces que gracias al ambiente rico en oxigeno es que fue posible la aparicion de
nuevas formas de vida que fueron capaces de aprovechar esta mayor riqueza bioenergética,
permitiendo la evolucidn de organismos multicelulares mas complejos y mejor adaptados a su
ambiente (Fox, 2016; Cruz, 2019).
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Los organismos aerobios, incluido el humano, necesitan de tres componentes basicos para
abastecer, mantener y producir energia para todos sus procesos y mecanismos bioquimicos vitales:
1) el aporte regular y sistemético de nutrientes contenidos en los distintos tipos de alimentos que
conforman la dieta; 2) mecanismos enzimaticos catabolicos que degraden a los nutrimentos en
moléculas mas sencillas que puedan ser facilmente absorbidas y utilizadas por el cuerpo; 3) la
inhalacion de oxigeno, el cual es respirado del ambiente gracias a su presencia originada por la
fotosintesis vegetal (Instituto de Ensefianzas a Distancia de Andalucia, 2010; Morales, 2013).
Tanto los nutrimentos como los componentes enzimaticos bien pueden ser almacenados dentro del
cuerpo para su posterior uso, aspecto que no ocurre con el Oz al no contar con un reservorio
enddgeno natural (Crosara, 2015). Este hecho resalta la necesidad bioldgica de contar con una
entrada continua y constante del oxigeno hacia los pulmones que garantice su renovacion en todas
las células corporales, posibilitando la respiracion aerobia celular en cada una de ellas (Morales,
2013). Asi, el caracter vital del oxigeno radica en que si se obstaculiza su entrada al organismo por

demasiado tiempo, el resultado directo seria la muerte.

De esta forma, es importante recalcar que una disminucion en la entrada de oxigeno al
cuerpo, independientemente de la causa (anatomica, patolégica o0 ambiental), ocasiona hipoxia,
cuyo resultado inmediato es la insuficiencia bioenergética o hipoergosis (Morales, 2013), a raiz de
que la respiracion celular se ve interrumpida y las células comienzan a generar sélo 2 ATP gracias
a la fermentacion de la glucosa. Esta ruta metabdlica alterna genera acido lactico como
subproducto, ocasionando una acidificacién del medio que modifica las condiciones enzimaticas
celulares, mermando sus actividades 6ptimas debido al cambio de pH en el entorno. De esta forma,
la acidosis lactica es una condicion propia de la hipoxia (Crosara, 2015), la cual puede ocasionar

la muerte del individuo si se prolonga demasiado tiempo.

1.2.1 Efectos dafiinos causados por oxigeno

Otro aspecto importante sobre el metabolismo aerobio es que durante la respiracion, se
generan especies quimicas llamadas radicales libres que poseen electrones desapareados que
reaccionan inespecificamente con el oxigeno del medio y generan a las ERO (Maldonado et al.,
2010; Espinoza et al., 2014). Las principales ERO son el peréxido de hidrogeno (H202) y los iones
superdxido (O2Y), hidroperdxido (HOO") e hidroxilo (HO"), los cuales son capaces de interactuar
con las proteinas (carbonilando, nitrando y glutationandolas), con los lipidos (formando
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malondialdehido y 4-hidroxinonenal) y con el DNA (oxidando sus bases, produciendo 8-
hidroxiguanosina). Estas modificaciones por lo general conllevan a la eventual muerte celular
(Espinoza et al., 2014).

1.2.1.1 Sistemas antioxidantes

Para evitar el dafio causado por las ERO, los organismos aerobios han desarrollado a lo
largo de su evolucion, sistemas de control para equilibrar su produccién, conociéndose como
sistemas antioxidantes (Birben et al., 2012). Un antioxidante es un compuesto que previene el dafio
celular gracias a que estabilizan a los radicales libres, actuando como donadores de electrones
hacia las moléculas con electrones desapareados antes de que éstas traten de recuperar el electron
perdido y lo tomen de otras moléculas funcionales, al mismo tiempo que dicho antioxidante se
mantiene estable sin provocar ninguln tipo de dafio una vez que dona un electron propio. En adicion,

los antioxidantes se clasifican en:

1) Enddgenos: abarcando a todos los complejos enzimaticos propios del organismo como la
superoxido dismutasa, la catalasa o el sistema de la glutation-peroxidasa reductasa.
2) Exogenos: aquellos adquiridos en la dieta, principalmente consumiendo productos de origen

natural como frutas y verduras.

Ambos tipos de antioxidantes son participes defensivos del equilibrio
oxidante/antioxidante que se tiene en funcion de las ERO. (Espinoza et al., 2014) Sin embargo, si
se rompe este equilibrio a raiz de un desperfecto y/o insuficiencia de los mecanismos antioxidantes
con los que cuenta el cuerpo, se presenta algo denominado estrés oxidativo (Navarro, 2016). Los
efectos del estrés oxidativo, entre otras cosas, abarcan dafios celulares y fisiologicos severos
(Figura 2), relacionandose ampliamente con enfermedades como Parkinson, Alzheimer,
hipertensién, autoinmunidades, cancer, diabetes, retinosis, ataxia, hepatopatias, nefropatias,

neuropatias, inmunodeficiencias y envejecimiento prematuro (Navarro, 2016).
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Figura 2. Especies Reactivas de Oxigeno y su participacion en el estrés oxidativo. Modificado de “Generacién de especies
reactivas de oxigeno y consecuencias del rompimiento del balance oxidante-antioxidante, observadas como alteraciones
metabdlicas” por Navarro, L. G., Ramirez, A., y Conde, J., 2016, Oxigeno bueno, oxigeno malo y antioxidantes.

https://www.amc.edu.mx/revistaciencia/images/revista/67_2/PDF/OxigenoBueno.pdf

2. Respiracion celular y caracteristicas importantes

Conocida también como metabolismo energético, la respiracion celular es el conjunto de
rutas metabdlicas y reacciones bioquimicas que tienen como objetivo generar energia quimica en
forma de ATP (Koolman y R6hm, 2012). A diferencia de las plantas, los animales eucariotas
(incluido el humano) son organismos quimioheterotrofos que dependen completamente de su dieta
para ingerir componentes organicos, los cuales posteriormente son degradados en procesos
catabdlicos oxidativos para generar el ATP que es ocupado como agente de fosforilacion,
transporte activo, plegamiento de proteinas, mantenimiento de gradientes ionicos y transduccion
mecanica a través de cambios conformacionales en proteinas, entre otros mecanismos
endergonicos (Rosas et al., 2010). Es importante recalcar que el oxigeno molecular (O2) tiene un
rol fundamental dentro de la respiracién celular debido a que su presencia o0 ausencia es lo que va
a determinar qué moléculas van a poder ser degradadas ya sea en aerobiosis 0 anaerobiosis
(Koolman y R6hm, 2012).
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2.1 La mitocondria, el organelo clave

La sintesis de ATP tiene lugar en organelos conocidos como mitocondrias, presentes en
todos los tipos celulares y abarcando aproximadamente un 20% del volumen celular total. Aunque
cuentan con formas variadas (como redondas, alargadas o ramificadas), generalmente se
representan de manera abastonada con dimensiones de 0.5um de diametro y hasta 7um de longitud
(Brusco, 2011); mientras que estructuralmente poseen dos membranas que las subdividen en cuatro
compartimientos distintos (Figura 3): una membrana externa, una membrana interna, el espacio

intermembrana y la matriz mitocondrial (De la Fuente, 2018).

Membrana mitocondrial
e intema

Crestas ___

Membrana mitocondrial 7
externa =

Matriz mitocondrial <~ Espacio intermembrana

Figura 3. Estructura interna mitocondrial. Elaboracion propia.

La membrana externa permite el paso de la mayoria de las moléculas pequefias, mientras
que la membrana interna es Gnicamente permeable para ciertas moléculas como lo son el acido
piravico y el ATP, siendo justamente esta selectividad tan alta la que capacita a las mitocondrias
para destinar la energia proveniente de la respiracion para la produccion neta de ATP (Universidad
Nacional de Lomas de Zamora, 2010). Ademas, a diferencia de la membrana externa que es lisa,
la membrana interna se encuentra muy plegada, formando numerosas ondulaciones o crestas que
son de suma importancia debido a que en ellas es donde se produce la energia quimica gracias a la
cadena de transporte de electrones (De la Fuente, 2018). Cabe decir que tanto la cantidad de crestas
presentes en la membrana interna, asi como el numero de mitocondrias totales, van a depender
meramente del requerimiento energético de cada tipo celular en cuestién, siendo abundantes en
células con alta demanda energética como lo son las células cardiacas, musculares o nerviosas
(Brusco, 2011). Por ultimo, la ubicacion en el citoplasma de las mitocondrias también va a estar
en funcion de las necesidades energéticas particulares de la célula, siendo ejemplos clasicos de
esto: las mitocondrias presentes en los miofilamentos de las células musculares que permiten la
contraccion; o en el espermatozoide, donde dichos organelos se alojan en la pieza intermedia

formando una vaina alrededor del axonema y permitiendo la movilidad del flagelo (Brusco, 2011).
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2.1.1 Origen ancestral de la mitocondria

Diversas hipotesis se han planteado a lo largo de los afios para tratar de explicar el origen
de las mitocondrias, siendo la teoria endosimbiotica descrita por la cientifica estadounidense Lynn
Margulis en 1970 la que tiene mas aceptacion cientifica, producto de las similitudes fisioldgicas,
bioquimicas y de tamafio encontradas entre las mitocondrias actuales y bacterias ancestrales.
Seglin esta teoria, una a-proteobacteria aerobia de vida libre fue engullida por una bacteria mucho
mas grande y anaerobia hace alrededor de 1,500 millones de afios (De la Fuente, 2018; Méndez y
Muhlia, 2018). La simbiosis se origind debido a que la a-proteobacteria encontré un entorno de
proteccion y altamente nutritivo, mientras que la bacteria anaerobia se adaptd y aprovecho la
produccion extra de energia proveniente de la bacteria engullida para realizar miles de procesos
que se llevaban a cabo dentro de ella. Con el paso del tiempo, ambos microorganismos
evolucionaron a la par, adquiriendo diversas modificaciones como lo son: la especializacién de la
doble membrana, permitiendo la formacion de crestas mitocondriales y el subsecuente desarrollo
de la respiracion aerobia; y el resguardo de su propio DNA, conservando Unicamente los genes
indispensables para la sintesis de proteinas relacionadas a la respiracion celular, conocido
actualmente como DNA mitocondrial o0 mtDNA (De la Fuente, 2018; Brusco, 2011). Esta
asociacion fue de las mas importantes para el desarrollo de la vida en la Tierra debido a que
permitié la diversificacion de los organismos aerobios en una atmosfera que para ese entonces ya
erarica en oxigeno gracias al Gran Evento de la Oxidacion, siendo este hecho critico y fundamental

para la evolucion de la célula eucariota (De la Fuente, 2018).

2.2 Principales reacciones catabolicas aerobias y su ubicacion celular

Cuando se inhalan suficientes cantidades de O, (estado aerobio), el organismo puede
emplear todos los tipos de metabolitos y asi obtener la energia necesaria para satisfacer sus
funciones. Entre las sustancias que son catabolizadas para este fin se encuentran los azUcares
(particularmente la glucosa), los acidos grasos y los aminoacidos presentes en proteinas (Koolman
y Réhm, 2012). Un aspecto importante radica en que aungue todos estos compuestos organicos
van a producir intermediarios que participan en el ciclo de Krebs, cada uno es catabolizado en un
sitio particular de la mitocondria que cuenta con enzimas especificas para tal accion (Tabla 1),
exceptuando la glucolisis, la cual se efectla en el citoplasma.
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Tabla 1. Rutas metabdlicas de la respiracion aerobia y su ubicacion celular.

Proceso Localizacion
Glucolisis aerobica Citoplasma celular
Descarboxilacion oxidativa Matriz mitocondrial
Activacion de acidos grasos Membrana mitocondrial externa
S-oxidacion Matriz mitocondrial
Ciclo de Krebs Matriz mitocondrial
Fosforilacion oxidativa Membrana mitocondrial interna

2.2.1 La glucdlisis y su ruta universal

Generalmente, la ingesta de carbohidratos en la dieta humana se da a través de polisacéridos
(principalmente almidon) que son hidrolizados por enzimas como la ptialina o la amilasa salival y
pancreatica. Debido a que los azlcares Unicamente pueden ser absorbidos en forma de
monosacaridos, los productos de la digestion o disacéridos de la dieta tienen que continuar siendo
desintegrados en la membrana del borde en cepillo de las células epiteliales intestinales
(Universidad de Cantabria, 2017), lugar donde se encuentran diversos tipos de oligosacaridasas
(maltasas, lactasas, sacarasas 0 dextrinasas) cuyos productos de su accion enzimatica son los

monosacaridos glucosa, galactosa y fructosa (Universidad de Cantabria, 2017).

La glucosa posteriormente es absorbida en contra de sus gradientes de concentracion en el
duodeno y parte superior del yeyuno gracias a transportadores de glucosa acoplados a sodio
(SGLT), los cuales permiten la entrada de dicho monosacarido a las células intestinales debido a
una fuerza motriz proporcionada por el gradiente quimico de Na* y por la accion de una bomba
Na*/K* ATPasa, representando asi un transporte activo secundario (Millan, 2015; Universidad de
Cantabria, 2017). Una vez que se encuentra dentro de las células epiteliales intestinales, la glucosa
se mueve hacia el espacio intersticial de dichas células para alcanzar y difundirse en los capilares
sanguineos, llegando de esta manera a todos los tejidos del organismo (Millan, 2015).
Paralelamente, cada una de las células del cuerpo expresan alguno de los 14 transportadores de
glucosa (GLUT) que se encargan de introducir a este monosacarido hacia el citoplasma
aprovechando su gradiente de concentracion, siendo una difusion facilitada (Millan, 2015). Una

vez en el citoplasma, la glucosa puede empezar la via catabolica de la glucdlisis.
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Figura 4. Reacciones de la glucdlisis. Modificado de “Etapas de la glucolisis” por Merino, J. y Noriega, M. J., 2019, Vias
metabdlicas de degradacion. https://ocw.unican.es/pluginfile.php/879/course/section/967/Tema%25204A-Bloque%2520I-
Vias%2520Degradacion%2520Glucidos.pdf

La glucdlisis es una ruta metabolica universal (efectuada por todos los organismos, ya sea
de manera aerobia o0 anaerobia) donde una molécula de glucosa se transforma en dos moléculas de
piruvato a lo largo de 10 reacciones bioquimicas sucesivas (Universidad Nacional de Lomas de
Zamora, 2010). A su vez, la glucdlisis se puede subdividir en dos fases o etapas de acuerdo con
una pérdida o ganancia de ATP, denominadas respectivamente como etapa de gasto y etapa de

recompensa (Figura 4) (Martinez et al., 2018).
La primera fase glucolitica (etapa de gasto) consta de las siguientes reacciones:

1. Laglucosa es fosforilada en el OH de su carbono 6 pasando a ser glucosa-6-fosfato (G6P).

2. Laglucosa-6-fosfato se isomeriza a fructosa-6-fosfato (F6P).

3. La fructosa-6-fosfato se fosforila a nivel del carbono 1, convirtiéndose en fructosa-1,6-
bifosfato.

4. La fructosa-1,6-bifosfato se rompe en dos moléculas de tres carbonos cada una: la

dihidroxiacetona-fosfato (DHAP) y el gliceraldehido-3-fosfato (G3P).
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5. La dihidroxiacetona-fosfato se isomeriza a gliceraldehido-3- fosfato.
En esta etapa existe un consumo de dos moléculas de ATP debido a las fosforilaciones en

lospasos 1y 3.

Mientras que la segunda etapa (de recompensa) abarca los pasos finales. Es importante
tener en cuenta de que cada reaccion se realiza por duplicado al haber dos moléculas de
gliceraldehido-3-fosfato:

6. El gliceraldehido-3-fosfato es oxidado y fosforilado por fosfato inorganico del medio y no
por ATP, pasado a ser 1,3-bifosfoglicerato. La energia libre de la 6xido-reduccion se
conserva en forma de energia de enlace del fosfato.

7. EIl 1,3-bifosfoglicerato realiza una transferencia del grupo fosfato al ADP para formar ATP
mediante fosforilacion a nivel de sustrato, pasando a ser 3-fosfoglicerato.

8. EIl 3-fosfoglicerato transfiere internamente en la molécula el fosfato al carbono 2,
forméandose 2-fosfoglicerato.

9. EIl 2-fosfoglicertato se deshidrata formando un doble enlace (enol) y convirtiéndose en
fosfoenolpiruvato.

10. El fosfoenolpiruvato transfiere el grupo fosfato al ADP, obteniendo ATP y liberando el
producto final de la glucdlisis: el piruvato (Merino y Noriega, 2019).

La etapa de recompensa genera 2 moléculas de ATP por cada molécula de gliceraldehido-
3-fosfato, lo que es igual a 4 moléculas de ATP por molécula de glucosa. Tomando en cuenta la
energia gastada en la primera etapa de la glucolisis, se habla de que la produccién neta de esta via
catabdlica es de 2 ATP. Aunado a lo anterior, la glucélisis también obtiene 2 moléculas de NADH
gue son transportadas por malato para ser utilizadas en la cadena de transporte de electrones
(Koolman y R6hm, 2012).

Es notorio observar como todos los metabolitos intermediarios de la via glucolitica son
moléculas fosforiladas. La presencia de este grupo fosfato permite: cargar negativamente a cada
compuesto, polarizandolos y atrapandolos dentro del citoplasma gracias a que su carga ya no
permite que atraviesen la membrana celular; y un aumento de la energia libre, lo cual otorga una
mayor energia de activacion que facilita el curso de las reacciones (Merino y Noriega, 2019). Por

altimo, la glucolisis se encuentra regulada por tres enzimas participes de la propia via:
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1. La hexocinasa (paso 1) es inhibida alostéricamente por el producto de su reaccion, la
glucosa-6-fosfato. De esta manera se mantiene un equilibrio entre la velocidad de
formacion de dicha molécula con su velocidad de utilizacion en el paso siguiente. Ademas,
se garantiza de que no se agote el fosfato inorganico de la célula en la formacion de la
hexosa fosforilada.

2. La fosfofructocinasa (paso 3) es la enzima clave o limitante de la velocidad de la ruta
glucolitica en la mayoria de los tejidos, siendo inhibida alostéricamente por el ATP y
activada a su vez por el ADP y AMP.

3. La piruvato cinasa (paso 10) es inhibida por concentraciones elevadas de ATP o bien de
acetil CoA, particularmente cuando se produce una degradacion excesiva de otros
combustibles metabdlicos. Esta inhibicidn constituye una sefial de excedente energético y
de desvio para potenciar rutas anabdlicas (Merino y Noriega, 2019).

2.2.2 Descarboxilacion oxidativa

El piruvato resultante de la glucdlisis ingresa posteriormente a la matriz mitocondrial para
sufrir la pérdida de un atomo de carbono, reaccién catalizada por un sistema multienzimatico

denominado piruvato deshidrogenasa, conformado por tres enzimas diferentes:

a) Piruvato deshidrogenasa (E1) que interviene en reacciones de descarboxilacion. Contiene
pirofosfato de tiamina (TPP) y vitamina B1.

b) Dihidrolipoil transacetilasa (E2) que cuenta con 2 moléculas de &cido lipoico unidas
covalentemente mediante un enlace amida (lipoamida). Interviene en la transferencia de
grupos acilo.

c) Dihidrolipoil deshidrogenasa (E3) que posee FAD (Rodwell et al., 2016).

De manera resumida, el acido piravico se oxida y se transforma en un compuesto de dos
carbonos conocido como grupo acetilo. Dicha oxidacion esta acoplada a la reduccion de la
coenzima NAD™ (que pasa a ser NADH) y a la posterior union del grupo acetilo a una coenzima
transportadora llamada coenzima A. El resultado final de la descarboxilacion oxidativa es el
compuesto denominado acetil-CoA (Figura 5) que es capaz de incorporarse al ciclo de Krebs en
pasos metabolicos siguientes (Universidad Nacional de Lomas de Zamora, 2010).
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NAD" NADH
Piruvato Pirovato deshidroganasa Acetil-Co A
CoA-SH COz

Figura 5. Descarboxilacion oxidativa. Elaboracién propia.

Similar a las enzimas glucoliticas, la piruvato deshidrogenasa esta regulada por sus
productos de reaccion acetil-CoA y NADH. Altas concentraciones de ambas moléculas impiden
que la enzima siga funcionando. Esto ocurre generalmente en excedentes energéticos (Rodwell et
al., 2016).

2.2.3 La activacion de acidos grasos

La ingesta de lipidos en la dieta corresponde en gran medida a los triacilglicéridos (TAG)
y a porciones pequefas de lecitinas, ésteres de colesterol o vitaminas liposolubles (Universidad de

Cantabria, 2017). Posteriormente, los TAG son hidrolizados por lipasas pancreaticas generando:

e Acidos grasos que son insolubles en el plasma y que necesitan de la intervencion de la
albimina para viajar por el torrente sanguineo y ser accesibles para otros tejidos.

e Glicerol que es captado por el higado para ser fosforilado y oxidado a dihidroxiacetona
fosfato, participando en la via glucolitica al isomerizarse en gliceraldehido-3-fosfato
(Universitat de Valencia, 2020).

Como los &cidos grasos no son moléculas muy reactivas, deben ser activados por la union
a la coenzima A para ser metabolizados (Universidad de Alcala, 2018). Dicha activacion es
catalizada por acil-CoA sintetasas en una reaccion que consume ATP y que es llevada a cabo en

dos pasos (Figura 6) (Universitat de Valencia, 2020), todo en la membrana mitocondrial externa:

1. El acido graso reacciona con ATP para formar un aciladenilato, anhidrido mixto donde el
grupo carboxilo del &cido graso esta enlazado al grupo fosforilo del AMP.

2. El grupo sulfhidrilo del CoA ataca entonces al aciladenilato para formar acil-CoA y AMP
(Universitat de Valencia, 2020).
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Figura 6. Pasos de la activacion de &cidos grasos. Modificado de “Activacion y transporte de los acidos grasos a la mitocondria”
por Universitat de Valencia, 2020, Oxidacion de los acidos grasos. https://www.uv.es/marcof/Tema20.pdf

Una vez que el &cido graso ha sido activado en acil graso-CoA, es transportado a la matriz
mitocondrial para entrar en el proceso catabolico de B-oxidacion. Cabe mencionar que los acidos
grasos de cadena larga necesitan del transportador carnitina para atravesar la membrana
mitocondrial interna y alcanzar la matriz; aspecto que no ocurre con los acidos grasos de cadena
corta, los cuales son transportados directamente a la misma ubicacion mitocondrial (Universitat de
Valencia, 2020).

2.2.4 La p-oxidacion

La B-oxidacion es un proceso estrictamente aerobio que se compone de una secuencia en
bucle de cuatro reacciones en donde la cadena de un &cido graso se acorta dos &tomos de carbono,
saliendo éstos en forma de acetil-CoA en cada ciclo (Universidad de Alcala, 2018). Las cuatro

reacciones que conforman esta ruta metabdlica (Figura 7) son:

1. Oxidacidn del acil graso-CoA a trans-2-enoil-CoA (nombre genérico para un acido graso
activado con un doble enlace trans en posicion 2) por accién de una acil-CoA
deshidrogenasa, una flavoenzima cuyo FAD se reduce a FADH>.

2. Hidratacién por incorporacion de una molécula de agua al doble enlace entre los carbonos
2 y 3 catalizada por la enoil-CoA hidratasa (que Unicamente actla sobre dobles enlaces

trans) para formar L-3-hidroxiacil-CoA.
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3. Una segunda oxidacion catalizada por la hidroxiacil-CoA deshidrogenasa que transforma
el grupo hidroxilo en carbonilo para producir 3-cetoacil-CoA. En este paso participa NAD*
como coenzima, la cual se reduce a NADH.

4. Tidlisis entre los carbonos a y B catalizada por una tiolasa, liberando una molécula de
acetil-CoA al mismo tiempo que la entrada de coenzima A permite que se forme un acil
graso-CoA con dos carbonos menos que el de partida (Universidad de Alcala, 2018).
Posteriormente, las moléculas de acetil-CoA que se generen son utilizadas en el ciclo de
Krebs, mientras que los FADH; y NADH participan en la cadena de transporte de

electrones mitocondrial.

El acil graso-CoA generado tras este ciclo de cuatro reacciones repetira el proceso las veces
necesarias para que al final todos los carbonos de la cadena del acido graso salgan en forma de
acetil-CoA. Adicionalmente, un atomo de oxigeno se introduce en el carbono § de la molécula de
acil graso-CoA al inicio de cada ciclo para sustituir al oxigeno que sale integrado en el grupo
carbonilo del acetil-CoA recién sintetizado, recalcando asi que se necesitan condiciones aerobias
para efectuar esta ruta metabdlica (Universidad de Alcala, 2018).
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Figura 7. B-oxidacion de acidos grasos. Modificado de “Reacciones de B-oxidacion” por Universidad de Alcald, 2018, -
oxidacion mitocondrial de acidos grasos saturados de cadena par. http://biomodel.uah.es/model2/lip/acgr-b-oxidacion.htm
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2.2.5 Catabolismo proteico

La ingesta de proteinas en la dieta humana es representada principalmente por el consumo
de carne y productos lacteos, aunque también se sabe que una parte importante de las proteinas
que llegan al intestino proceden de las secreciones digestivas y/o de las descamaciones de células
epiteliales (Universidad de Cantabria, 2017). La digestion proteica comienza por la accion
enzimatica de la pepsina estomacal que forma polipéptidos, oligopéptidos y algunos amino&cidos;
y continla en el intestino gracias a las proteasas del jugo pancreatico (tripsina, quimiotripsina,
carboxipeptidasas, colagenasa y elastasa), formandose oligopéptidos y una gran cantidad de
diferentes aminoacidos (Universidad de Cantabria, 2017). De manera similar a lo que ocurria con
los carbohidratos, la digestion proteica se completa en la membrana en borde de cepillo de los
enterocitos, los cuales poseen una serie de aminopeptidasas orientadas hacia la luz intestinal que
se encargan de hidrolizar la mayor parte de los péptidos restantes. Finalmente, los aminoacidos
libres ingresan a las células debido a un transporte activo secundario acoplado a sodio, del cual
existen cuatro tipos distintos: para los aminodcidos neutros, basicos, &cidos y uno especifico para

prolina e hidroxiprolina (Universidad de Cantabria, 2017).
Posteriormente, los aminoacidos se degradan siguiendo tres etapas:

1. Una desaminacion mediante la cual los grupos amino se convierten en amoniaco o en los
grupos amino del aspartato, mientras que los esqueletos carbonados se convierten en
intermediarios comunes. A su vez, esta etapa se subdivide en dos pasos:

a) Transaminacion: se basa en transferir un grupo amino a un a-cetoacido,
generalmente o-cetoglutarato u oxalacetato para formar un a-cetodcido del
aminoacido original y un nuevo aminodcido, siendo respectivamente glutamato
(principalmente) o aspartato (Figura 8); aunque cabe decir que son reconvertidos
entre si por la acciéon de la glutamato-aspartato aminotransferasa (Facultad de
Quimica, 2013).
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Figura 8. Ejemplo de transaminacion con a-cetoglutarato. Modificado de “Transaminacion” por Facultad de Quimica, 2013,

Catabolismo de aminoécidos. http://depa.fquim.unam.mx/amyd/archivero/CatabolismoAminoacidos_33995.pdf
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Tabla 2. Destinos catabdlicos de los distintos aminoacidos.

Aminoécido
Glutamato
Arginina
Histidina
Prolina
Metionina
Valina
Asparagina
Aspartato
Alanina
Cisteina
Glicina
Serina
Lisina
Leucina

Fenilalanina

Tirosina

Isoleucina

Treonina

Triptofano

Categoria

Glucogénicos

Glucogénicos

Glucogénicos

Glucogénicos

Cetogénico

Cetogénico

Glucogénicos y cetogénicos

Glucogénico y cetogénico

Glucogénico y cetogénico

Glucogénico y cetogénico

Producto

a-cetoglutarato

Succinil-CoA

Oxalacetato

Piruvato

Acetoacetil-CoA
Acetil-CoA,

acetoacetil-CoA

Fumarato,

acetoacetil-CoA

Succinil-CoA, acetil-
CoA
Succinil-CoA,
piruvato, acetil-CoA

Piruvato, acetil-CoA
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b) Desaminacion oxidativa: proceso mediante el cual se elimina el grupo amino del
glutamato y se libera como amoniaco, siguiendo la siguiente reaccion catalizada

por la enzima glutamato deshidrogenasa:

Glutamato + NADP* + H20 < a-cetoglutarato + NHz + NADPH

2. Laincorporacion de los atomos de nitrégeno del amoniaco y del aspartato a la urea para su
excrecion.
3. Laconversion de los esqueletos de carbono de los aminoacidos (los a-cetoacido producidos

por la desaminacion) en intermediarios metabdlicos comunes (Facultad de Quimica, 2013).

Una vez que han perdido el grupo amino, las cadenas carbonadas de todos los aminoacidos
pueden seguir diferentes destinos metabdlicos, dividiéndose asi en dos grandes grupos (Tabla 2):
los que se transforman en intermediarios del ciclo de Krebs y/o precursores de la glucosa
(glucogénicos); y los que pasan a ser acetil-CoA y cuerpos ceténicos (cetogenicos) (Newsholme
etal., 2011).

2.2.6 Ciclo de Krebs

El ciclo de Krebs (del &cido citrico o de los acidos tricarboxilicos) es una ruta metabolica
ciclica que se da en la matriz mitocondrial de todos los organismos aerobios y que consta de ocho
reacciones secuenciadas (Figura 9) cuya finalidad es oxidar los restos de acetilo para producir CO>
y asi propiciar la reduccion de las coenzimas NAD y FAD, las cuales posteriormente desplazaran
los electrones excedentes a traves de la cadena respiratoria (Koolman y R6hm, 2012; Universidad

Nacional de Lomas de Zamora, 2010).

Las reacciones presentes en el ciclo de Krebs son un combinado de descarboxilaciones,

oxidaciones de sustrato y transferencia de enlaces de alta energia. Los 8 pasos esenciales son:

1. Se condensa tanto el oxalacetato como el acetil-CoA para producir citrato. Este acetil-CoA
utilizado es el mismo que proviene de la descarboxilacién oxidativa, la B-oxidacion y el
catabolismo de ciertos aminoéacidos.

2. El citrato se isomeriza a isocitrato.
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3. Oxidacion y descarboxilacion del isocitrato para generar a-cetoglutarato y COa.

4. Una segunda oxidacion y descarboxilacion, pero ahora del a-cetoglutarato para dar
succinil-CoA'y COa.

5. Conversion del succinil-CoA en succinato con formacion de un enlace fosfato de alta
energia.

6. Oxidacion del succinato a fumarato.

7. Hidratacion del fumarato a malato.

8. Oxidacién del malato a oxalacetato, recuperandose el compuesto inicial del ciclo (Merino
y Noriega, 2019).
De esta manera, en cada vuelta del ciclo de Krebs se oxida un residuo acetilo a 2 moléculas
de COg, se origina un ATP por fosforilacion a nivel de sustrato (GTP) y se cuentan con 3
NADH y 1 FADH,.
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L\-.-‘ 1 2
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Malato __——*NADH NADH«4—_ — | Isocitrato 3
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Figura 9. Ciclo de Krebs. Modificado de “Reacciones del Ciclo de Krebs” por Koolman, J. y R6hm, K. H., 2012, Bioquimica
humana. Texto y Atlas. Médica Panamericana, p. 115.

Aunque el Oz no participa directamente en el ciclo de Krebs, ésta via no se desarrolla en
condiciones anaerobias porque la regeneracion de las coenzimas a su forma oxidada, necesaria
para la continuidad del ciclo, s6lo se realiza por transferencia de electrones al oxigeno molecular
(Merino y Noriega, 2019). Por ultimo, esta ruta metabodlica constituye el nucleo central del

metabolismo intermediario al ser de caracter anfibélico:
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e Gran cantidad de moléculas terminan su catabolismo oxidativo en alguno de los
metabolitos intermediarios del ciclo de Krebs, aprovechando asi la disponibilidad de los
combustibles de manera eficiente.

e Mientras que estos mismos metabolitos pueden ser extraidos de la ruta e introducidos en
rutas anabolicas ya sea para gldcidos, aminoacidos e inclusive nucleétidos (Merino y
Noriega, 2019).

La importancia central del ciclo de Krebs es tanta que incluso existen las llamadas
reacciones anapletoricas. Estas reacciones estan destinadas a reponer el déficit de algunos de los
intermediarios del ciclo, retirados para procesos sintéticos, evitando que se produzca un descenso

en la velocidad global del ciclo (Merino y Noriega, 2019; Koolman y R6hm, 2012).

2.2.7 Cadena respiratoria y fosforilacion oxidativa

Propiamente dicho, la cadena respiratoria es parte del proceso de fosforilacion oxidativa
que tiene como objetivo la sintesis de ATP, gracias a un gradiente de protones provocado por el
transporte progresivo de electrones a través de complejos proteicos anclados a la membrana
mitocondrial interna (Tabla 3) (Koolman y R6hm, 2012). Un aspecto fundamental recae en que
cada complejo proteico cuenta a su vez con cofactores redox que son los encargados de facilitar el
flujo electronico por toda la cadena hasta llegar al Gltimo aceptor de electrones: el oxigeno u O
(Koolman y R6hm, 2012).

Tabla 3. Complejos proteicos de la cadena respiratoria y fosforilacién oxidativa.

Complejo Enzima Cofactores redox
. Flavina (FMN o FAD)
I NADH deshidrogenasa Centros Fe/S
Flavina (FMN o FAD)

I Succinato deshidrogenasa Centros Fe/S

i Ubiquinol-citocromo ¢ Centros Fe/S
reductasa Grupos hemo (tipo by c)
v Citocromo c oxidasa Centros de Cu (C.:UA y Cus)
Grupos hemo (tipo a 'y az)
\Y/ ATPasa No aplica

Los pasos de la cadena de transporte de electrones (Figura 10) son:
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1. El par de electrones excedente de la coenzima reducida NADH (la cual es generada en los
procesos anteriores) se incorpora a la cadena por medio de FMN vy los centros Fe/S. Esto
provoca el paso de cuatro protones desde la matriz mitocondrial hasta el espacio
intermembrana de dicho organelo.

2. Los electrones se asocian a la molécula de transferencia ubiquinona (coenzima Q) que sirve
como puente para trasladarlos al complejo 11, ocasionando la entrada de otros cuatro
protones al espacio intermembrana. Paralelamente, los electrones provenientes de la
coenzima reducida FADH: entran por el complejo Il gracias a la flavoproteina
transportadora de electrones (ETF), llegando igualmente a la coenzima Q y posteriormente
al complejo I1I.

3. Losgrupos Fe/S'y hemo presentes en el complejo 111 posibilitan la llegada de los electrones
a otra molécula de transferencia llamada citocromo C.

4. Posteriormente los electrones pasan hacia el complejo IV gue cuenta con centros de cobre
y grupos hemo que los movilizan hacia el oxigeno, el cual se transforma en anion
superoxido y se combina facilmente con dos atomos de hidrégeno de la matriz para generar
agua. La llegada de electrones al complejo 1V internaliza otros dos protones de la matriz

hacia el espacio intermembrana (Koolman y R6hm, 2012).

El paso de los electrones desde el NADH y FADH: a través de la cadena respiratoria
propicia asi un bombeo de protones desde la matriz interna mitocondrial hasta el espacio
intermembrana; y es aqui donde se genera una acumulacién de H™ que gracias a una fuerza proton-
motriz (producto del gradiente de pH y del potencial eléctrico) se provoca un flujo abrupto de
protones que va ahora desde el espacio intermembrana hacia la matriz interna (Rosas et al., 2010).
Dicho flujo pasa a través de la enzima ATPasa, ocasionando un movimiento mecanico en las
subunidades de esta enzima que facilita la fosforilacion de ADP para convertirlo en ATP (Rosas
et al., 2010). Finalmente el ATP sintetizado puede ser utilizado en todos los procesos celulares
endergonicos donde se requiera una vez que éste sale de la mitocondria a través de porinas y un
sistema de cotransporte que ingresa simultaneamente una molécula de ADP por cada ATP
exportado (Koolman y R6hm, 2012; Universidad Nacional de Lomas de Zamora, 2010). Cabe
decir que por cada molécula de NADH se producen 2.5 ATP (redondeado a 3), mientras que por
cada FADH: se obtienen 1.5 ATP (redondeado a 2) (Rosas et al., 2010).
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Figura 10. Cadena de transporte de electrones y fosforilacion oxidativa. Elaboracion propia.

2.3 Balance energético neto

En condiciones aerobias y gracias al catabolismo oxidativo del organismo, la produccién

neta de energia esta mediada por:

a) La glucolisis que produce dos moléculas de ATP directamente mas dos moléculas de
NADH.

b) La descarboxilacion oxidativa del acido piravico que rinde dos NADH por molécula de
glucosa.

c) El ciclo de Krebs que produce 2 moléculas de ATP, 6 de NADH y 2 de FADH: por cada

glucosa.

Todo esto representan los 38 ATP maximos alcanzados por cada molécula de glucosa
(Tabla 4). A esa cantidad habria que sumar la energia proporcionada por la f-oxidacion que
también otorga moléculas Utiles para el ciclo de Krebs y la fosforilacion oxidativa en forma de
coenzimas reducidas y acetil-CoA, aunque esto va a depender de la longitud de cada acido graso

catabolizado en cuestion.
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Tabla 4. Rendimiento energético por molécula de glucosa.

Produccién de moléculas en:

Proceso ) Matriz Transporte
Citosol ) ) o
mitocondrial | electronico
2 ATP »2 ATP
Glucdlisis
2 NADH »6 ATP—>»6 ATP
Procesos oxidativa
estrictamente 2x (1L ATP) »2 ATP
aerobios Ciclo de Krebs 2 X (3 NADH)—»2 x (9 ATP)—{»18 ATP
2 X (1L FADH2)—»2 x (2 ATP)—>4 ATP
Total 38 ATP

La energia libre que ocurre durante la glucolisis y la respiracién es de aproximadamente
-686 kilocalorias por mol, siendo un proceso extremadamente exergdnico que no seria compatible
con la vida si se llevara a cabo en un Unico paso debido a que el calor generado no resultaria
aprovechable para la célula (Universidad Nacional Lomas de Zamora, 2010). Esa es la principal
razén por la cual la evolucion le otorg6 a los organismos superiores una serie de procesos sucesivos
y escalonados donde la energia se liberara fraccionadamente y pudiera ser aprovechada

plenamente por cada célula (Universidad Nacional Lomas de Zamora, 2010; Blanco, 2011).

En ausencia de O (anaerobiosis) o en caso de que se produzca un deficit temporal de éste
(hipoxia), los mamiferos Unicamente pueden producir ATP mediante una glucdlisis anaerobia,
debido a que sin oxigeno ya no se pueden reoxidar las coenzimas NADH y FADH; en la cadena
respiratoria ni efectuarse la B-oxidacion de &cidos grasos, por lo que la respiracion celular
mitocondrial queda detenida (Koolman y R6éhm, 2012). Siendo este el caso, los organismos

aerobios recurren a una fermentacion lactica;

a) En caso de que la hipoxia perdure mucho tiempo, el NADH del citoplasma debe ser
reoxidado constantemente. Para ello, el piruvato resultante de la glucdlisis se reduce y pasa

a ser lactato que es volcado al torrente sanguineo.
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b) La fermentacion lactica Unicamente otorga 2 moléculas de ATP, 15 veces menos que los
ATP obtenidos en condiciones aerobias. Ademas, el acido lactico elevado en sangre
provoca una acidosis lactica que atentaria todavia mas contra la integridad del cuerpo
(Koolman y R6hm, 2012).

2.4 Enfermedades mitocondriales

Todos los procesos catabolicos realizados dentro de las mitocondrias que estan enfocados
en la obtencion de ATP pueden verse obstaculizados por la presencia de las llamadas enfermedades
mitocondriales (EM), las cuales son un amplio abanico de alteraciones en el metabolismo
oxidativo mitocondrial (Ruiz-Siebald y Canales, 2013). El cuadro clinico de las EM es muy
heterogéneo y va desde pequefias disfunciones energéticas 0 musculares hasta graves dafios
progresivos y multisistémicos que pueden manifestarse con cualquier sintoma en cualquier rgano
y a cualquier edad, complicando en gran medida la obtencion de un diagndéstico certero y precoz
(Koolman y Réhm, 2012; Rosales et al., 2017). Sin embargo, los signos de alerta se observan de
manera mas notoria en 6rganos con alta demanda energética (corazon, musculos, cerebro) y se
debe sospechar de una enfermedad mitocondrial cuando se observan anomalias en 3 sistemas 0
maés (Gort y Garcia-Villoria, 2017).

Es importante saber que las enfermedades mitocondriales no tienen cura y los tratamientos
son Unicamente para mejorar la calidad de vida de los pacientes en medida de lo posible. Pese a
que el diagnostico es complejo, pueden realizarse distintas pruebas y exdmenes para delimitar la
enfermedad y tratarla de mejor manera. Entre los examenes solicitados estan: la determinacion de
acido lactico, piruvato, carnitina y aminoacidos en sangre, acidos organicos en orina, estudios
histoenzimaticos efectuados con biopsias musculares y estudios genéticos relacionados al DNA
mitocondrial (Gort y Garcia-Villoria, 2017; Rosales et al., 2017).

Se sabe que mutaciones en el DNA mitocondrial son las causas etioldgicas de algunas EM
(Tabla 5) pero las razones puntuales de estas mutaciones siguen en debate. Segin una teoria, las
mutaciones son producto de las grandes cantidades de ERO que existen en la mitocondria debido
a su participacion en otros procesos celulares como lo es la apoptosis (Koolman y R6hm, 2012) y
al no contar con genes reguladores, el mtDNA se hace especialmente susceptible a este tipo de

dafos. Sin embargo, esto sigue bajo investigacion.
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Tabla 5. Ejemplos de enfermedades mitocondriales.

Enfermedad Sintomas Causa
Paréalisis de musculos oculares y »
SKS . » Delecion general de
i parpados, degeneracion de
(Sindrome de Kearns-Sayre) _ . ) mtDNA
pigmentacion de la retina
MELAS
o L Episodios similares al accidente Generalmente por
(encefalomiopatia y acidosis _ N
- . cerebrovascular, miopatia mutacion puntual en el
lactica con accidente _ _ o _ Lot
mitocondrial, acidosis lactica gen del tRNA
cerebro vascular)
MERRF Convulsiones musculares
S ) ) o Generalmente por
(epilepsia mioclonica involuntarias, ataques epiléepticos, »
' ' ) ) mutacion puntual en el
asociada a “fibras rojas cambios en las fibras musculares,
_ ) gen del tRNAMYS
rotas”) polineuropatia
Mutaciones en el gen de
FRDA Trastornos en la coordinacion de la proteina frataxina,
(ataxia de Friedreich) los movimientos (ataxia) esencial en la sintesis de

los centros Fe/S

3. Aparato respiratorio

Como se mencion0 anteriormente, cada una de las células que conforman a los organismos
aerobios necesitan de un continuo suministro de oxigeno para el mantenimiento de todas sus
funciones vitales, englobandose los procesos de crecimiento, reparacion, reconstruccion y
respiracion celular (Quesada, 2011). Aungue una persona puede soportar semanas de ayuno y/o
deshidrataciones de alrededor de 72 horas, solamente puede aguantar unos cuantos minutos sin
oxigeno antes de morir, recalcando el hecho de que sin este bioelemento ninguna funcién de
nuestro organismo podria ejecutarse (Agencias Sinc, 2019). Por ello, para posibilitar la entrada en
cantidades adecuadas del oxigeno presente en el aire hacia el interior del cuerpo humano, se cuenta
con una serie de estructuras anatomicas especializadas para el intercambio gaseoso entre la
atmosfera y la sangre: el aparato respiratorio (Figura 11) (Asenjo y Pinto, 2017); el cual a su vez
se subdivide en tres porciones (Tabla 6) que se complementan entre si:
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e La porcion conductora (o de las vias respiratorias superiores) comprende desde las fosas
nasales hasta los bronquiolos respiratorios, y es la encargada de introducir el aire del medio
externo a estos organos (Facultad de Medicina, 2010). La traquea, los bronquios principales
y la primera docena de divisiones de los bronquios méas pequefios tienen ya sea anillos o
placas de cartilago en sus paredes, cuya funcion es la de evitar su colapso por el paso del
aire, principalmente en las exhalaciones (Sanchez y Concha, 2018).

e Laporcion respiratoria es representada caracteristicamente por el arbol bronquial que es la
serie de subdivisiones (alrededor de 23) que sufren los bronquiolos de manera profusa y
cuesta abajo hasta terminar en cimulos de alvéolos o sacos alveolares, siendo aqui donde
se da el intercambio real de oxigeno por didxido de carbono (Facultad de Medicina, 2010).
Tanto estos bronquiolos como los alvéolos no cuentan con cartilago, otorgandoles
propiedades elasticas que responden a cambios de presion conforme los pulmones se
expanden o contraen (Sanchez y Concha, 2018).

e Y la porcion ventilatoria que consta de un aparato musculoelastico que interviene
mecanicamente en el transporte de gases, participando la caja torécica, el diafragma, los
musculos intercostales, la musculatura lisa de los conductos y la trama eléstica del

parénquima pulmonar (Brusco, 2011).
Tabla 6. Porciones respiratorias y sus respectivas funciones.

Porcidén Funcién Anatomia

Conduccion y acondicionamiento del aire o ) )
- o Orificios nasales, nariz, boca, faringe,
(entibiandolo y humidificandolo) asi como ) )
Conductora - - laringe, trdquea, bronquios y
purificarlo, limpiarlo y aclararlo en contra de

; ; _ bronquiolos.
antigenos y particulas inhaladas.
) ] Centrada en el intercambio gaseoso de oxigeno y Bronquiolos, conductos y sacos
Respiratoria =~ ) )
diéxido de carbono entre la atmosfera y la sangre. alveolares (alvéolos)

Creacion de flujos de aire gracias a gradientes de Diafragma, musculos intercostales y
Ventilatoria presion ocasionados por la contraccion de en algunos casos los masculos

musculos toracicos. escalenos y el esternocleidomastoideo.
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Porcion
conductora

Porcién
respiratoria

Porcion
ventilatoria

Pulmones

Figura 11. Estructuras anatémicas de las distintas porciones del aparato respiratorio. Elaboracion propia.

La respiracion, proceso que figura como la tarea principal del aparato respiratorio, incluye

tres funciones separadas pero relacionadas:

1. La ventilacion pulmonar que hace referencia al flujo de entrada y salida de aire entre la
atmdsfera y los alvéolos pulmonares (Stuart, 2014).

2. La difusion (también llamada hematosis) del O hasta y a través de las paredes de los
alvéolos para oxigenar la sangre que circula por los capilares alveolares en funcion de las
necesidades corporales; mientras que al mismo tiempo el CO- (producto del metabolismo
oxidativo) es expulsado del sistema en un volumen equivalente (Bonilla et al., 2015).

3. Transporte del oxigeno hacia todos los tejidos del organismo para su utilizacion en las

reacciones metabolicas exergonicas (Stuart, 2014).

De esta manera, a la combinacion entre la ventilacion pulmonar y la hematosis se le
denomina respiracién externa; mientras que el intercambio de gases entre la sangre y otros tejidos,
y la utilizacion del oxigeno por todas las células se conocen en conjunto como respiracién interna
(Hall, 2016).

Simultaneamente, el aparato respiratorio también participa en:
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a) El mantenimiento de la temperatura corporal y la saturacion de vapor de agua en el interior
de las vias aéreas pulmonares, con el propdsito de mantener la viabilidad y las capacidades
funcionales de las células y los liquidos de la superficie (Ornelas, 2010).

b) Laproteccion contra agentes patdgenos y/o sustancias irritantes que son inhaladas, al actuar
como barrera anatomica y poseer mecanismos defensivos como lo es la tos, los estornudos
o el aparato mucociliar (Garcia y Sibila, 2013).

c) La regulacion del pH corporal al mantener estable el equilibrio quimico entre el par
conjugado HCO3/H2CO3 (bicarbonato/acido carbdnico) (Brusco, 2011).

d) La fonacién y vocalizacion, gracias a las vibraciones de las cuerdas vocales que son
ocasionadas por el paso del aire a través de la laringe (Reiriz, 2015).

e) La transformacion de la angiotensina I en angiotensina Il por la enzima convertidora de
angiotensina (ECA), debido a que el pulmon es uno de los 6rganos donde ocurre este paso

del sistema renina-angiotensina-aldosterona (Sanchez y Concha, 2018).

3.1 Ventilacion pulmonar

La ventilacion pulmonar es una serie de procesos mecanicos que permiten la entrada y
salida de aire de los alvéolos debido a gradientes de presion, los cuales son ocasionados por la
contraccion y relajacién de muasculos toracicos y abdominales (Marifio, 2017). Para comprenderla

de una mejor manera, es necesario puntualizar un par de aspectos:

a) Los pulmones son érganos incapaces de expandirse y/o contraerse por si mismos (National
Heart, Lung, and Blood Institute, 2019). Por ello, y para que se generen los gradientes de
presidn necesarios para la ventilacion, los pulmones estan recubiertos completa e
intimamente con una membrana serosa, lisa y brillante Ilamada pleura visceral, la cual a su
vez se encuentra estrechamente unida a la pleura parietal, una membrana homologa que
recubre a la cavidad toracica y al mediastino (Brusco, 2011). La existencia de estas dos
membranas ocasiona que los pulmones queden “pegados” a la caja toracica y, por ende, se
muevan dependientemente y en asociacién con el térax (Reiriz, 2015). El espacio virtual y
cerrado herméticamente que existe entre ambas pleuras (denominado cavidad pleural)
contiene un liquido lubrificante conocido como liquido pleural, cuya mision es reducir el
roce entre las pleuras y evitar posibles interferencias que llegasen a alterar a los
movimientos respiratorios (Reiriz, 2015).
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b) El aire atmosférico es una mezcla de gases, principalmente nitrogeno (78.08%) y oxigeno
(20.95%), aunque también se sabe de la presencia en menor medida de argon, neon, helio
e hidrogeno (Camilloniy Vera, 2016), cuya suma de presiones parciales corresponde a 760
mmHg a nivel del mar. Sin embargo, por convencion, en fisiologia respiratoria se considera
a la presion atmosférica como 0 mmHg; de modo que se habla de una presién negativa
cuando nos referimos a una presion intrapulmonar que se encuentra por debajo de la
atmosférica (< 0 mmHg), mientras que una presion positiva es aquella que es superior a la
de la atmosfera (> 0 mmHg) (Ovalle, 2012).

Los eventos que integran a la ventilacion pulmonar son dos (Figura 12): la inspiracion
(entrada de aire hacia los pulmones) que es un proceso activo que gasta energia debido a
contracciones musculares; y la espiracion (expulsion del aire) que es un proceso pasivo favorecido
por la elasticidad de los pulmones y la relajacion de los muasculos respiratorios (West y Luks, 2016;
Mackenney, 2021):

Inspiraciéon Espiraciéon
(proceso activo) (proceso pasivo)
Aire atmosférico Aire atmosférico
(0 mmHg) (0 mmHg)
H A

- ,_\Il, - - "‘I, A

&
T < = <
B A —— iy — R
F 5 A é 4
Presién negativa Presién positiva
(<0 mrn?lg) (> 0 mmHg)

Figura 12. Procesos de la ventilacién pulmonar. Elaboracion propia.

1. En la inspiracién existe una contraccién tanto del diafragma (desplazando el contenido
abdominal hacia abajo y hacia afuera) como de los musculos intercostales (levantando las
costillas), ocasionando que el torax se alargue y se eleve el diametro de la cavidad toracica
(West y Luks, 2016). Aplicando la Ley de Boyle, la cual enmarca que si el volumen
aumenta la presion disminuye y viceversa (Departamento de Fisiologia de la Facultad de
Medicina, 2018), este incremento del volumen toracico provoca que la presion

intrapulmonar se reduzca y se convierta en una presion negativa con respecto a la
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atmosferica, lo que permite el paso del aire proveniente del exterior hacia las vias
respiratorias y al parénquima pulmonar (Mackenney, 2021). Adicionalmente, y en
condiciones de ventilacion extrema o de insuficiencia respiratoria, en la inspiracion
también participan los madsculos escalenos, los pectorales y el esternocleidomastoideo del
cuello (Reiriz, 2015).

2. Durante la espiracion, los musculos respiratorios simplemente se relajan (sin haber gasto
de energia) y vuelven a sus posiciones de reposo (West y Luks, 2016). A medida que esto
sucede, el volumen de la cavidad toracica disminuye y ocasiona que la presion
intrapulmonar aumente, generando una presion positiva que permita la expulsion del aire
presente en los pulmones hacia el ambiente exterior (Reiriz, 2015). Esta presion positiva
es influenciada por la compresion que sufren los pulmones por su propio rebote elastico
(que los hace regresar a sus dimensiones mas pequefias una vez que son expandidos tras
una inspiracion) y por las propiedades elasticas de la pared toracica y de las estructuras
abdominales (Pérez, 2012).

Un aspecto de suma importancia es que no existen los flujos de aire en estados basales
donde la presion atmosférica y la presion intrapulmonar es la misma; por lo que la presencia y
alternancia de presiones negativas (inspiracion) y positivas (espiracion) es fundamental para el
correcto ingreso de aire hacia los pulmones y su posterior expulsion hacia el ambiente,

garantizando el primer paso de la respiracion (Reiriz, 2015).

3.1.1 Regulacién

Normalmente el sistema nervioso central ajusta la velocidad de ventilacion alveolar casi
exactamente a las demandas del cuerpo, de modo que la presion de oxigeno y la de dioxido de
carbono en la sangre arterial apenas se alteran, incluso durante el ejercicio y la mayoria de los
demas tipos de agresion respiratoria (Hall, 2016). De manera practica, los elementos que
intervienen en el control de la respiracion son de tres tipos: los sensores o receptores, 10s

controladores y los efectores (Garcia et al., 2011).

Los sensores se encargan de recibir la informacion acerca de los cambios en la composicién
quimica de la sangre o del medio que los rodea y enviarla a los controladores o centros respiratorios

(Garcia et al., 2011). Algunos de los sensores mas estudiados (Figura 13) son:
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Quimiorreceptores centrales. Localizados en la superficie ventrolateral del bulbo raquideo
(cerca de la salida de los pares craneales IX y X) y en contacto directo con el LCR, son
muy sensibles a cambios en la presion parcial de CO2 (pCO>) (Stuart, 2014; Arandia y
Bertrand, 2018). El CO», tanto el generado por el metabolismo cerebral como el
proveniente de la sangre arterial, contribuye en la disminucion del pH del LCR y del liquido
intersticial cerebral debido a que es capaz de combinarse con agua para formar acido
carbonico, un acido débil que puede liberar H* hacia la solucion (Stuart, 2014). Variaciones
en estos pH estimulan a las neuronas de los quimiorreceptores centrales ya sea de modo
directo o por medio de células gliales (Stuart, 2014), para posteriormente mandar esta
informacién a las neuronas del centro de la ritmicidad del bulbo raquideo a través de
conexiones sinapticas (Stuart, 2014; Arandia y Bertrand, 2018) y generar asi un feedback
en los niveles sanguineos de CO., ocasionando que la ventilacion se adapte a las
necesidades metabolicas (Nogués y Benarroch, 2011).

Quimiorreceptores periféricos. Se incluyen principalmente a los cuerpos adrticos (ubicados
alrededor del arco adrtico) y a los cuerpos carotideos (situados en la ramificacion de las
arterias carotidas) (Stuart, 2014), los cuales responden a cambios sanguineos de pH,
ocasionados por la transformacion de CO- a acido carbonico (de manera similar a lo que
ocurre en el LCR); de la presion parcial de Oz (pO2), generalmente cuando se disminuye
por debajo de 70 mmHg; y en menor medida por aumento de la presion parcial de CO:
(Garcia et al., 2011; Arandia y Bertrand, 2018; Stuart, 2014). Los quimiorreceptores
periféricos controlan la respiracién de manera indirecta, ya que envian su informacion
sensorial al bulbo raquideo a través del nervio vago (cuerpos aorticos) y del nervio
glosofaringeo (cuerpos carotideos) para ayudar en la estabilizacion de la ventilacion, en
dado que sea necesario (Stuart, 2014).

Reflejos nerviosos pulmonares. Son producto de sefiales nerviosas sensitivas que inician
en las porciones musculares de las paredes de bronquios y bronquiolos, y que se comunican
con los centros respiratorios a través del nervio vago (Hall, 2016; Garcia et al., 2011). Estos
sensores actuan, principalmente y a manera de proteccion, deteniendo a la inspiracion en
casos que haya insuflacién excesiva (gracias a receptores de distension que activan al
reflejo de Hering-Breuer), irritacion (al poseer receptores mediados por inhalacion de gases

irritantes, histamina, reacciones alérgicas, congestion pulmonar y estimulos mecanicos) o
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procesos que comprometan esa area (como por edema intersticial, activando receptores J o
yuxtacapilares) (Hall, 2016; Garcia et al., 2011).

Neuronas
quimiorreceptoras
(centrales)
Bulbo \ .
raquideo | “\\\\
S 1
L] - -
Liguido intersticial A : : 7
cerebral T . A
Liguido
cefalorraguideo
Cuerpos
,+ aorticos
Sanlg],le Quimiorreceptores -
captiar periféricos " Cu
carotideos

Figura 13. Quimiorreceptores que participan en la regulacion ventilatoria. Modificado de “Como afecta el CO2 sanguineo a los
quimiorreceptores en el bulbo raquideo” por Stuart, I. F., 2014, Fisiologia humana. McGraw-Hill Education, p. 556.

Ademéas de los sensores anteriores, la ventilacion pulmonar también puede estar
influenciada por: receptores en las articulaciones que son estimulados durante el ejercicio y envian
impulsos al centro respiratorio; receptores hipertérmicos gque se activan al censar un aumento en
la temperatura corporal, la cual provoca una hiperactividad del metabolismo celular que eleva la
concentracion de COz, incrementando indirectamente la frecuencia con que se realicen las
ventilaciones pulmonares; la actividad del centro vasomotor, ya que si ésta aumenta también lo
hacen los centros respiratorios; y situaciones particulares como hiperpotasemia o hiperosmolalidad
(Reiriz, 2015; Garcia et al., 2011).

Los controladores son los encargados de generar el ritmo respiratorio basal, procesar la
informacidn de los sensores y modificar, en consecuencia, su nivel de actividad en funcién de las
necesidades metabolicas (funcion homeostatica), conductuales y voluntarias (funciones no
homeostaticas) (Garcia et al., 2011). A pesar de que existen dos mecanismos nerviosos que regulan
la respiracién, uno encargado para la respiracion voluntaria (hallado en la corteza cerebral) y otro
para la involuntaria (impulsado por células marcapaso en el tallo encefélico), es la segunda la que
se impone a la primera debido a que su principal tarea es evitar todos los posibles cambios

fisioldgicos secundarios a una modificacion ventilatoria (Barrett et al., 2010; Arandia y Bertrand,
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Los controladores involuntarios (Figura 14) son la serie de centros bulbares, el centro

neumotaxico y el centro apnéustico (Garcia et al., 2011):

a)

b)

Centros bulbares. EI ritmo respiratorio es generado por una agregacion laxa de neuronas
en la region ventrolateral del bulbo raquideo, formando el denominado centro de la
ritmicidad para el control de la respiracion automatica (Stuart, 2014). Aqui se han
identificado dos tipos de neuronas: neuronas | que se activan en la inspiracion y neuronas
E en la espiracion (Stuart, 2014). El centro de la ritmicidad se compone de dos grupos de
neuronas interconectados entre si:

-El grupo respiratorio dorsal (GRD), conformado por neuronas |, envia proyecciones a las
motoneuronas de los nervios frénicos e intercostales, siendo, por tanto, el responsable de
la actividad mantenida del diafragma durante la inspiracion (Garcia et al., 2011). Sin
embargo, el GRD no es una estructura obligada en la generacion del ritmo respiratorio a
pesar de contribuir en la modulacion de la fase inspiratoria: se ha demostrado que lesiones
en esta area bulbar no provocan la abolicion de la respiracion, sino que Unicamente alteran
la amplitud de descarga del nervio frénico (Benito, 2014).

-El grupo respiratorio ventral (GRV) integra tanto a neuronas | y como a neuronas E,
originando a lo que se conoce como el complejo pre-Botzinger (pre-BOTC), el cual
desempefia un rol critico en la generacion del ritmo respiratorio (Nogués y Benarroch,
2011, Stuart, 2012) debido a que sus propiedades intrinsecas y las interacciones sinapticas
de sus neuronas permiten mantener una actividad ciclica espontanea en forma de disparos
de potenciales de accion (Garcia et al., 2011). Un aspecto fundamental para la actividad
del pre-BOTC es la inervacion reciproca: las neuronas motoras que llegan a los musculos
espiratorios se inhiben cuando se activan las que inervan los madsculos inspiratorios y
viceversa (Barrett et al., 2010). Desafortunadamente, muchos mecanismos de la actividad
oscilatoria del pre-BOTC (especialmente los responsables de su ritmicidad) no se conocen
del todo (Beltran et al., 2012).

Centro neumotaxico y apneustico. Ambos localizados en la protuberancia anular, ayudan
en la modulacién de los centros respiratorios bulbares al promover la inspiracion por
estimulacién de neuronas | (centro apnéustico) y a la espiracion por la activaciéon de
neuronas E (centro neumotaxico), aunque ninguno de los dos participa directamente en la

génesis del ritmo respiratorio (Stuart, 2014; Garcia et al., 2011). No obstante, esas son las
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funciones que se han observado en animales de experimentacion, por lo que en humanos

siguen sin conocerse sus funciones normales a profundidad (Barrett et al., 2010).

Finalmente, los efectores son todos los musculos respiratorios que son estimulados por la

informacioén transmitida por los controladores, con la finalidad de que la respiracion ejerza su

accion homeostatica o conductual (Garcia et al., 2011). Las motoneuronas del nervio frénico, las

cuales estimulan al diafragma, tienen cuerpos celulares en el nivel cervical de la médula espinal;

mientras que las neuronas que inervan a los musculos respiratorios de la caja toracica y el abdomen

tienen cuerpos celulares en la region toracolumbar de la médula espinal (Stuart, 2014). La

inervacion de dichos musculos es reciproca, es decir, tanto la contraccion como el incremento del

tono son concomitantes con la relajacion de sus antagonistas. En otras palabras, la contraccion de

los musculos inspiratorios determina simultdneamente la disminucion del tono de los espiratorios

y viceversa (Hall, 2016).
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Figura 14. Mecanismos nerviosos reguladores de la ventilacion. Modificado de “Regulacion de la ventilacion por el sistema

nervioso central” por Stuart, I. F., 2014, Fisiologia humana. McGraw-Hill Education, p. 555.
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3.2 Hematosis

La difusion de gases tiene como objetivo permitir el intercambio gaseoso oxigeno-didxido
de carbono entre el aire alveolar y el eritrocito (Andrade y Bertrand, 2022). Lo anterior ocurre en
la region alveolar, la cual posee mas de 100 millones de capilares pulmonares dispuestos en una
red tridimensional que abarca una superficie de aproximadamente 50 a 100m? en un adulto;
mientras que su espesor en muchos sectores no llega a 0.3um, lo que permite una eficiente difusion,
siempre y cuando la ventilacion sea adecuada (Duefias et al., 2014). Las partes que conforman a
la unidad alveolocapilar son el epitelio alveolar, el espacio intersticial, la membranay el endotelio

capilar (Duefias et al., 2014).

Tanto el O2 como el CO> difunden de forma pasiva y a favor de los gradientes de sus
respectivas presiones parciales (Sanchez y Concha, 2018). Gracias al aire recién inspirado, la
presion parcial de Oz es mayor en los alvéolos (100 mmHg) que en los capilares pulmonares (40
mmHgQ), por lo que el O2 pasa al interior de los capilares hasta que su presion parcial se iguale a
ambos lados de la membrana alveolocapilar (Pérez y Fernandez, 2015). Paralelamente, la difusion
de CO:- se realiza en sentido inverso: al ser mayor su presion parcial en los capilares (46 mmHg)
que en los alvéolos (40 mmHg), el gas pasa por difusién hacia los alvéolos hasta que las presiones
se igualen en los dos lados de la membrana alveolocapilar (Figura 15) (Reiriz, 2015; Pérez y
Fernandez, 2015).
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Figura 15. Intercambio gaseoso entre el Oz y el COz en la membrana alveolocapilar. Elaboracion propia.
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Los eritrocitos que llegan al alvéolo por el capilar pulmonar estan en contacto con el mismo
por alrededor de 0.75 segundos, aunque sélo se necesitan 0.3 segundos para que se produzca el
pasaje de O del alvéolo al capilar (Duefas et al., 2014; Andrade y Bertrand, 2022). Sin embargo,
para que el CO> difunda del capilar al alvéolo se necesita s6lo una décima parte de ese tiempo,
debido a que su coeficiente de difusion es 20 veces mayor que el del O2. Esto significa que el
pasaje de didxido de carbono es mucho mas rapido que el del oxigeno y, en caso de alguna
patologia que engrose la membrana alveolocapilar (fibrosis) o que disminuya su area total
(enfisema), la difusion del Oz se verd mas comprometida que la del CO. Esa es la razén por la
cual los trastornos respiratorios relacionados con el O2 son més frecuentes en la practica médica

que los relacionados con el CO2 (Andrade y Bertrand, 2022).

3.2.1 Circulacion menor

Los eritrocitos que interacttan con la unidad alveolocapilar llegan a dicha zona gracias a
la denominada circulacion menor o circulacion pulmonar (Figura 16), la cual es el circuito
encargado de llevar la sangre procedente del corazon a los pulmones, y de éstos de vuelta al

corazon (Universidad Veracruzana, 2012):

1. Lacirculacion menor comienza por la llegada de sangre desoxigenada, recogida de todo el
cuerpo por las venas cavas superior e inferior, a la auricula derecha.

2. Posteriormente, la sangre entra al ventriculo derecho una vez que atraviesa la valvula
tricaspide.

3. Desde el ventriculo derecho, la sangre sale por la arteria pulmonar y sus ramas derecha e
izquierda, y es transportada a los pulmones.

4. Ambas arterias se dividen hasta dar lugar a los capilares pulmonares que se relacionan
intimamente con los alvéolos pulmonares, originando a la unidad alveolocapilar que realiza
el intercambio de gases entre O, y COs.

5. De maneragradual, los capilares se hacen vénulas y venas de menor calibre cuyo contenido
se reune en dos venas pulmonares por cada pulmon.

6. Por ultimo, la sangre oxigenada pasa a la auricula izquierda y posteriormente al ventriculo
izquierdo al cruzar la valvula mitral, completando el circuito propio de la circulacion menor

(Universidad Veracruzana, 2012; Pérez y Ferndndez, 2015).
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Figura 16. Circulacién menor y su participacion en el intercambio gaseoso. Elaboracién propia.

3.3 Transporte de gases

Cuando se ha realizado la difusion de gases en la unidad alveolocapilar del pulmén y el
oxigeno ha llegado al territorio sanguineo, este debe alcanzar a todas las células del organismo
para ser utilizado en las mitocondrias durante la respiracion celular (Tresguerres, et al., 2010). De
manera simultanea, el didxido de carbono debera efectuar el recorrido inverso, desde el interior
del organismo hasta la region alveolar, para ser expulsado hacia la atmésfera. Para dicho proceso
es preciso contar con un transportador rapido, suficiente, accesible y de bajo coste; nada mejor que
el propio torrente sanguineo y el aparato cardiovascular para tal funcion (Tresguerres, et al., 2010;
Barrett et al., 2010). Si bien tanto el oxigeno como el dioxido de carbono pueden viajar por la
sangre en su forma disuelta, gran cantidad de ambos gases (especialmente el oxigeno) se unen a la
hemoglobina (Hb) para alcanzar sus respectivos destinos (Universidad Nacional del Nordeste, s.f.),
aunque para ello también influyen aspectos como la calidad del intercambio gaseoso, el flujo
sanguineo de cada tejido, la capacidad de la sangre para transportar gases, la cantidad de gas

disuelto y la concentracion de hemoglobina sanguinea, entre otros (Barrett et al., 2010).
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3.3.1 Hemoglobina

Alojada en los eritrocitos, la hemoglobina es una heteroproteina globular, de casi 5.5nm de
diametro y un peso molecular de 68,000 Dalton (Albaladejo, 2012), cuya estructura consta de
cuatro cadenas polipeptidicas (dos cadenas o y dos cadenas ) Ilamadas globinas que estan ligadas,
cada una y mediante un enlace no covalente, a un grupo prostético en forma de disco llamado
grupo hem (Stuart, 2014; Ahmed et al., 2020). El grupo hem es una molécula de porfirina que
contiene dos grupos acidos propionicos, dos vinilos y cuatro metilos como cadenas laterales unidas
a 4 anillos pirrélicos, todo denominandose en su conjunto como protoporfirina IX, la cual tiene en

su centro a un atomo de hierro en su estado Fe?* (Figura 17) (Ahmed et al., 2020).

Cada atomo de hierro del grupo hem es capaz de unirse de manera reversible al oxigeno,
por lo que cada molécula de hemoglobina puede transportar en total cuatro moléculas de Op,
formando a lo que se le conoce como oxihemoglobina (Hb-O2) (Franco, 2010); mientras que a la
hemoglobina disociada del Oz (o desoxigenada) se le denomina desoxihemoglobina o hemoglobina
reducida (Noriega, 2011). Considerando que hay en el cuerpo alrededor de 280 millones de
moléculas de hemoglobina por cada eritrocito, cada uno de ellos puede transportar mas de 1,000

millones de moléculas de oxigeno (Stuart, 2014).

Ademas de formar oxihemoglobina con la presencia de oxigeno, la hemoglobina también

tiene otras propiedades que conviene tener en cuenta, como lo son:

a) Transportar CO; (carbaminohemoglobina o Hb-CO3), CO (carboxihemoglobina) y NO
(Reiriz, 2015; Stuart, 2014).

b) Dejarse glicosilar por la molécula de glucosa (hemoglobina glicosilada o HbALc)
(Albaladejo, 2012).

¢) Formar metahemoglobina cuando el hierro de los grupos hem pasa del estado ferroso al
férrico (Fe*), la cual se liga de manera irreversible al oxigeno (Sepulveda et al., 2020).
Esta condicion puede ser dada congénitamente o incrementada por el uso de algunos
farmacos (Stuart, 2014; Albaladejo, 2012).

d) Originar sulfohemoglobina al momento de interactuar con el cido sulfhidrico, también por
el consumo de farmacos y diversas sustancias (Albaladejo, 2012).
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Figura 17. Estructura de la hemoglobina y de sus grupos hem. Elaboracion propia.

3.3.2 Transporte de oxigeno

El O2 disuelto en el plasma, con caracteristicas apolares, constituye solo una pequefia
fraccion del contenido total de oxigeno de la sangre (3%) y esta en directa relacion con la pO2
segun la Ley de Henry, la cual enmarca que cuanto mayor sea la presion parcial de un gas dentro
de un ligquido, mayor cantidad de gas se disolvera en él (Smilg y Tarraga, 2012; Tresguerres et al.,
2010). No obstante, se sabe que la cantidad de O disuelto en cada 100 mL de sangre es de 0.3 mL,
volumen absolutamente insuficiente para los requerimientos metabdlicos corporales (Raff y
Levitzky, 2013). Es por ello por lo que el organismo cuenta con un transportador excelente como
lo es la hemoglobina para movilizar al oxigeno a través de todo el aparato circulatorio, llegando a
transportar cerca del 97% del gas en forma de oxihemoglobina (Noriega, 2011).

Un aspecto para considerar es que la estructura cuaternaria de la hemoglobina es la que
determina la afinidad por el oxigeno (Barrett et al., 2010). En la desoxihemoglobina, las unidades
globina se unen con fuerza en una configuracion tensa (T) que reduce la afinidad por el oxigeno.

No obstante, los enlaces que sostienen las unidades globina (en su mayoria enlaces iénicos y
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puentes de hidrogeno) se liberan cuando se une el gas, ocasionando un cambio conformacional
gue genera una configuracion relajada (R) en la ahora oxihemoglobina, la cual expone mas sitios
de unidn con el oxigeno, logrando aumentar hasta 500 veces la afinidad hacia dicho gas (Barrett
et al., 2010; Rios-Tapia et al., 2013). Cabe decir que tanto la oxigenacion como la desoxigenacion
de la hemoglobina son reacciones sumamente rapidas (0.01 segundos) y que la primera se basa en
un mecanismo conocido como cooperatividad positiva, debido a que la entrada de una molécula

de O facilita y promueve la unién de las moléculas de O siguientes (Alleva y Federico, 2013).

Otro término de importancia en el transporte de oxigeno es la saturacién de la hemoglobina
(sO2), la cual se refiere a la proporcién porcentual entre los sitios de unién disponibles en la
hemoglobina y el contenido de oxigeno que se encuentra unido a ellos (Reiriz, 2015; Noriega,
2011). De manera tedrica, si absolutamente todos los sitios de union de todas las moléculas de
hemoglobina estuvieran unidas al oxigeno se tendria una saturaciéon del 100%. Sin embargo, en
condiciones normales la sangre contiene pequefias cantidades de derivados inactivos de la
hemoglobina (como lo son la desoxihemoglobina, carboxihemoglobina y metahemoglobina), por
lo que la saturacién de la sangre arterial in vivo es de aproximadamente 97%, mientras que la
sangre venosa satura al 75% (Stuart, 2014; Noriega, 2011; Barrett et al., 2010).

La relacion entre la pO- y la saturacién de la hemoglobina por el oxigeno se representa
graficamente mediante una curva de disociacion (Figura 18), la cual es de forma sigmoidal debido
a gque la interconversion de las formas T-R no sigue un patron lineal (Noriega, 2011; Barrett et al.,
2010). La naturaleza sigmoide de la curva es de gran importancia fisioldgica, ya que su porcién
casi vertical indica que pequefias variaciones de la pO2 causan cambios importantes en la
saturacion y por lo tanto, en el contenido de oxigeno; siendo en esta zona donde se efectua el
intercambio de dicho gas a nivel tisular, ya que al estar en presiones bajas, la hemoglobina se
desatura y es capaz de entregar grandes cantidades de oxigeno al tejido (Viejo, 2013). De manera
contraria, la porcion casi horizontal de la grafica indica que grandes cambios en la pO2 apenas
modifican el contenido de oxigeno en la sangre, lo cual explica que en pacientes con enfermedades
pulmonares pueda ocurrir una alteracion de la funcion pulmonar con caida importante de la pO2
sin que se produzca desaturacion arterial, pero una vez que la pO2 baja mas alla de la zona de

transicion, el contenido de O, puede descender rapidamente (Viejo, 2013).
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Figura 18. Curva de disociacion de la hemoglobina. El cuadro insertado indica el porcentaje de hemoglobina saturada segun la
pO2. Tomado de “Curva de disociacion de la oxihemoglobina” por Stuart, 1. F., 2014, Fisiologia humana. McGraw-Hill
Education, p. 561

Existen factores que desplazan la curva de disociacion de la hemoglobina hacia una u otra
direccion, manteniendo la forma sigmoidal. Cuando la afinidad de la hemoglobina disminuye, la
curva se desplaza hacia la derecha; mientras que cuando la curva se desplaza a la izquierda, la
afinidad aumenta (Inclan-Rubio y Sampieri, 2021). Los factores de mayor importancia son la
temperatura, la presion de CO, el pH (conocido como efecto Bohr) y la concentracion del
metabolito 2,3-difosfoglicerato (2,3-DPG), a raiz de que el aumento de cualquiera de éstos
(generalmente por efecto del metabolismo celular) desplaza la curva hacia la derecha,
disminuyendo la afinidad de la hemoglobina por el Oz y por ende, facilitando la entrega del gas
(Alvarez-Sala, 2015).

3.3.3 Transporte de diéxido de carbono

En condiciones normales, en reposo, 100 mL de sangre desoxigenada contienen alrededor
de 53 mL de CO; gaseoso, producto del metabolismo celular aerobio realizado en las mitocondrias

(Tortora 'y Derrickson, 2013) y que es transportado por la sangre en 3 formas principales:

a) Disuelto en el plasma (cerca del 7%). Rigiéndose por la Ley de Henry al igual que el
oxigeno, aungue con la diferencia de que las cantidades de CO2 son comparativamente

mayores al ser un gas 20 veces mas soluble (Tortora y Derrickson, 2013; Noriega, 2011).
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b) A través de compuestos carbaminicos (23%). EI CO, se combina con los grupos amino
terminales de las proteinas plasmaticas, especialmente a la hemoglobina al ser la proteina
mayoritaria en la matriz sanguinea (encontrdndose alojada dentro de los eritrocitos) para
formar carbaminohemoglobina (Tortora y Derrickson, 2013; Noriega, 2011). Cabe tener
en cuenta que dicha reaccidn reversible es rapida y no requiere catalizador alguno, aunque
si es facilitada por la presencia de hidrogeniones que disminuyen la afinidad de la
hemoglobina por el oxigeno (Reiriz, 2015).

c) En forma de ion HCOs (70%). EI CO2 que difunde a los eritrocitos se hidrata velozmente
para formar acido carbonico (H2COs3) por la abundancia de la enzima anhidrasa carbonica
(AC) (Barrett et al., 2010). Posteriormente, dicho &cido se disocia en H* y HCOs en una
reaccion reversible, haciendo que el hidrogenion se amortiglie por la accion de la
hemoglobina (Hb-H) mientras el bicarbonato ingresa al plasma a favor del gradiente de
concentracion, intercambiandose por iones Cl™ que se desplazan a su vez desde el plasma
hacia los eritrocitos para mantener el equilibrio eléctrico entre ambas regiones, proceso
denominado como desviacion de cloruro o efecto Hamburger y que es mediado por el
intercambiador anidnico 1 (AE1) (Barrett et al., 2010; Tortora y Derrickson, 2013; Reiriz,
2015).

3.3.4 Intercambio gaseoso a nivel tisular

Los procesos de transporte e intercambio de Oz y CO: en la sangre siguen una direccion
inversa y se desarrollan fundamentalmente en el interior del eritrocito (Tresguerres et al., 2010).
Resulta importante recalcar que el proceso de intercambio se produce por diferencias de presion
entre el exterior y el interior tanto de las células tisulares como de los hematies (Pérez y Fernandez,
2015). Por un lado, la pO2 es mayor en los globulos rojos que en las tisulares debido a que éstas
ultimas ocupan al gas en la respiracion celular, por lo que se facilita la difusion pasiva del oxigeno
a través del espacio intersticial desde los capilares hasta todos los tejidos corporales. Por ultimo,
el proceso del intercambio de CO> también se rige por una diferencia en la presion parcial de dicho
gas, con la diferencia en que la pCO: en los tejidos es mayor que en las células sanguineas, lo que

facilita su difusion pasiva hacia el torrente circulatorio (Pérez y Fernandez, 2015).

Sustancialmente y en resumen de lo anterior, los distintos eventos en el intercambio

gaseoso sangre-tejido (Figura 19) son:
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El CO2 proveniente del metabolismo de las células tisulares difunde pasivamente hacia los
eritrocitos, aunque una parte ira libre en el plasma sanguineo.

Dentro de los eritrocitos, el CO, es hidratado por la anhidrasa carbonica para formar
H>CQOg, el cual posteriormente se disociara en H" y HCOs'. El bicarbonato debera salir del
eritrocito hacia el plasma, a la par de que ingresan iones CI™ (desviacion de cloruro).
Paralelamente, el oxigeno, tanto el disuelto en el plasma como el presente en la Hb-Op,
difunde pasivamente a las células tisulares para llegar directamente a las mitocondrias y
participar en la respiracién celular. Esto es apoyado tanto por el gradiente de presion como
por la acidificacion del medio (ocasionado por el aumento de H¥) que influye
negativamente en la afinidad de la hemoglobina por el oxigeno, haciendo que sea mas
sencillo de liberar (efecto Bohr).

La ahora desoxihemoglobina participa tanto en la amortiguacion de los protones
excedentes (Hb-H) como en el transporte de CO> al formar Hb-CO: y ser llevado hacia la
region alveolar, a la par de que también promueve la separacion de la Hb-O; (Barrett et al.,
2010; Tortora y Derrickson, 2011; Noriega, 2011).
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Figura 19. Intercambio gaseoso a nivel tisular. Modificado de “Transporte de gases en el eritrocito” por Tortora, G. J., ¥

Derrickson, B., 2013, Principios de anatomia y fisiologia. Editorial Medica Panamericana, p. 951.
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3.3.5 Intercambio gaseoso a nivel alveolar

Posteriormente, cuando la sangre pobre en oxigeno llega a la region pulmonar, la pCO; de
los alvéolos es més baja que la pCO: de la sangre proveniente de todos los tejidos del cuerpo,
ocasionando que el CO> difunda desde el plasma hacia el interior de los alvéolos para que sea
finalmente eliminado del cuerpo mediante la espiracion (Reiriz, 2015). En forma simultanea, el O2
recién inspirado difunde desde el aire alveolar hacia los eritrocitos y se une a la hemoglobina para
formar Hb-O,, transportando asi al oxigeno hacia todas las células del organismo (Tortora y
Derrickson, 2011).

Los eventos del intercambio gaseoso sangre-alvéolo (Figura 20), muy similares a los

descritos a nivel tisular, pero ahora en sentido inverso, son:

1. Cuando la sangre atraviesa los capilares pulmonares, las moléculas de CO: disueltas en el
plasma y las ahora disociadas de la hemoglobina difunden hacia la regién alveolar debido
al gradiente de presiones parciales que existe entre ambos lados de la membrana alvéolo-
capilar.

2. Simultaneamente, el oxigeno difunde hacia los capilares sanguineos y elevan la pO- en esta
zona, la cual favorece la afinidad de la hemoglobina hacia dicho gas y propicia asi la
formacion de Hb-O»; a la par de que el incremento de la pO2 también reduce la afinidad de
la hemoglobina por el CO>, provocando la disociacion de la Hb-CO> presente dentro de los
eritrocitos (efecto Haldane).

3. Launion del O; a lahemoglobina propicia que los protones que ésta amortiguaba se liberen
y se unan al ion HCOs™ que entraba y era alojado en los hematies, formando H.COs. Cabe
mencionar que para mantener el equilibrio eléctrico, un ion CI" sale por cada HCO3™ que
entra (desviacion de cloruro inversa)

4. Laanhidrasa carbonica cataliza al H.COs para formar CO> (que es también espirado desde
la region alveolar) y agua.

De esta forma, el O inhalado es transportado a todo el cuerpo y el CO:> es eliminado,
volviendo a iniciar ciclicamente el intercambio gaseoso tanto a nivel tisular como alveolar
(Barrett et al., 2010; Tortora y Derrickson, 2011; Noriega, 2011).
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Figura 20. Intercambio gaseoso a nivel alveolar. Modificado de “Transporte de gases en el eritrocito” por Tortora, G. J., y

Derrickson, B., 2013, Principios de anatomia y fisiologia. Editorial Medica Panamericana, p. 951.

4. Hipoxia

Tal como se describi6 en los capitulos anteriores, la funcion fundamental de los aparatos
circulatorio y respiratorio es el suministro de O a las células y la eliminacion paralela del COx.
Por ello, la conservacion adecuada de tal funcion depende de la integridad de dichos aparatos, de
concentraciones adecuadas de eritrocitos y hemoglobina, y de niveles suficientes de oxigeno en el
aire que se inspira (Kasper et al., 2016), por lo que una alteracion en cualquiera de estos niveles
puede causar hipoxia, la cual se define como una deficiencia de O en la sangre, células y tejidos
del organismo, la cual que impide el funcionamiento celular normal (Bhutta et al., 2022; Chen et
al., 2020; Tortora y Derrickson, 2011). Es importante mencionar que el término de hipoxia es mas
adecuado que anoxia, ya que rara vez hay ausencia completa de oxigeno en los tejidos (Barrett et
al., 2010); mientras que el término normoxia hace alusion a cuando los niveles de oxigenacion en

los tejidos son los adecuados (Chen et al., 2020).

Aunque se han usado muchas otras clasificaciones, la hipoxia se divide habitualmente en

cuatro tipos principales (Barrett et al., 2010):

1. Hipoxia hipoxica: se presenta cuando existe una disminucion en la pO2, sO2 o en el

contenido arterial de oxigeno (CaO2). Se presenta en individuos que vivan en grandes



59

altitudes y/o que presenten alteraciones en la difusion alvéolo-capilar, obstrucciones en la
via aérea o liquido en los pulmones.

2. Hipoxia anémica: se produce por una disminucion aguda y critica de los niveles de
hemoglobina o de su capacidad de transportar O». Entre sus causas se pueden mencionar
la hemorragia, anemia y alteraciones puntuales en la hemoglobina, como sucede en las
intoxicaciones por monéxido de carbono.

3. Hipoxia isquémica: también Ilamada hipoxia circulatoria, de estasis o de estancamiento,
es aquella que es producto de una disminucion abrupta del flujo sanguineo tisular, a pesar
de que la pO y los niveles de Hb-O> sean normales. La insuficiencia cardiaca y el shock
cardiogenico son las patologias mas frecuentes que llevan a este tipo de hipoxia.

4. Hipoxia citopatica o citotoxica: en este tipo de hipoxia existe una alteracion de la
respiracion celular que impide la utilizacion del O2, ain cuando se tiene una correcta pOa.
Los mecanismos involucrados en el desarrollo de hipoxia citopatica tienen que ver con la
inactivacion de la piruvato deshidrogenasa, produccion de 6xido nitrico, produccion de
ion superdxido y peroxinitrito, desacople de la fosforilacion oxidativa y activacion de
enzimas nucleares, tal como sucede con la presencia de algun agente téxico como lo son

los metales pesados o el cianuro (Crosara, 2015; Tortora y Derrickson, 2011).

Normalmente, las respuestas hipdxicas cesan cuando se establezca el nivel de oxigeno. Sin
embargo, la situacion se complica si persiste estrés hipdxico (hipoxia crénica) o si se produce un

fendmeno ciclico de normoxia-hipoxia (hipoxia intermitente) (Chen et al., 2020).

4.1 Alteraciones celulares inducidas por hipoxia

El descenso en la disponibilidad de O para las células (menos del 2% en comparacion del
estado fisiolégicamente normal) inhibe la fosforilacion oxidativa y aumenta la glucolisis
anaerodbica. Este cambio del metabolismo aerdbico al anaerébico mantiene la produccién de ATP,
aunque a niveles reducidos (Mondragon, 2016; Chen et al., 2020). En la hipoxia grave, cuando la
produccién de ATP es insuficiente para satisfacer las necesidades de energia para mantener el
equilibrio iénico y osmético, se afecta precozmente la bomba Na*/K* dependiente de ATP,
permitiendo que el Na" se acumule en el compartimiento intracelular, atrayendo agua y
edemizando a la célula (Crosara, 2015). Ademas, la despolarizacion acentuada de la membrana

celular permite la entrada descontrolada de Ca?" y la subsecuente activacion de fosfolipasas y
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proteasas dependientes de este ion (como calpainas y catepsinas) que junto a una disfuncion
mitocondrial ocasionada por la apertura del poro de permeabilidad mitocondrial (MPT) y aumento
de ERO ocasionaria muerte celular tanto por necrosis como por apoptosis (Figura 21) (Kasper et
al., 2016; Carranza-Aguilar et al., 2020; Mondragén, 2016).

No obstante, se debe tener en consideraciéon que el dafio secundario relacionado con la
hipoxia no serd de la misma magnitud en todos los 6rganos y que dependerd del tiempo de
insaturacion (agudo o crénico) y de las necesidades metabolicas intrinsecas del tejido (Crosara,
2015). Aunque la hipoxia leve puede causar problemas menores como depresion de la actividad
mental a nivel de SNC en forma de alteraciones en el criterio y en la coordinacion motora (Kasper
et al., 2016; Hall, 2016), se sabe que mientras la hipoxia se agrava puede inclusive jugar un papel
critico en la patogénesis de algunas de las principales causas de mortalidad a nivel mundial,
incluyéndose el cancer, la isquemia cardiaca, la insuficiencia respiratoria y coma por depresion en
los centros reguladores del tallo encefalico, trastornos neuroldgicos, envejecimiento, las
enfermedades metabdlicas e infecciosas, las enfermedades crénicas del corazon, rifiones, de
naturaleza inflamatoria y aquellas relacionadas con la reproduccién, como lo son la preeclampsia
y la endometriosis (Yeo, 2019; Chen et al., 2020).

Na’
N
NHE1
N
- H’
¥
[Na+] ' ------------------- » 3Na
+—————3Na ' «"" - 5 ‘.'- \NEX )
AL RN o
/ NatE H . ’ “
(o) are1§ . t [Ca*] 1Ca
A /... : p38 MAPK ‘
* Edemizacién C . J
Celular B2
5 E Citocromo C
: :-bCaspasa 3w
v v
NECROSIS APOPTOSIS

Figura 21. Mecanismos puntuales de la muerte celular inducida por hipoxia. Modificado de “Some possible mechanisms linking
severe hypoxia/reperfusion to cell death by necrosis and apoptosis/PCD via activation of NHE1” por Pedersen, S. F., 2006, The
Na+/H+ exchanger NHE1 in stress-induced signal transduction: implications for cell proliferation and cell death.
https://dx.doi.org/10.1007/s00424-006-0044-y



61

4.2 Adaptacion celular hacia la hipoxia

Debido a las funciones criticas del oxigeno en la respiracion, el metabolismo y la
supervivencia, los organismos eucariotas, incluido el humano, han desarrollado un sistema de
deteccion répido y eficiente que aseguran la irrigacion de O a través de una serie de mecanismos
fisiologicos y bioquimicos (Koolman y Réhm, 2012; Chen et al., 2020). En el ser humano, tanto
los quimiorreceptores centrales como los periféricos detectan la reduccion de la tension de oxigeno
y envian sefiales al centro respiratorio en la médula del tronco encefélico y la protuberancia anular
mediante la liberacién de neurotransmisores (LOpez-Barneo et al., 2016) para iniciar asi una serie
de procesos que favorecen la ventilacion pulmonar y al gasto cardiaco, asegurando el
mantenimiento de las funciones normales del cuerpo al aumentar la actividad neural simpatica que
garantice un mayor suministro de sangre arterial y sistémica hacia todas las células del cuerpo
(Jordan et al., 2014).

Por otro lado, todas las células nucleadas del organismo pueden detectar las
concentraciones de oxigeno de una de dos formas distintas: mediante alteraciones de proteinas
preexistentes (a través de fosforilaciones o variaciones en el estado redox), lo cual ocurre
principalmente en respuesta a la hipoxia aguda (en minutos); mientras que las alteraciones en la
expresién génica ocurren en su mayoria en respuesta a la hipoxia crdnica (que van de minutos a
horas y mas) (Chen et al., 2020). Las adaptaciones genéticas a la hipoxia estdn mediadas por la
regulacién en el aumento de los genes que codifican diversas proteinas, incluidas enzimas
glucoliticas (fosfoglicerato cinasa, fosfofructocinasa), transportadores de glucosa (GLUT-1 y
GLUT-2) y factores de crecimiento como el factor de crecimiento endotelial vascular (vascular
endothelial growth factor o VEGF) y la eritropoyetina, la cual intensifica la produccién de
eritrocitos (Kasper et al., 2016). Estas respuestas hipoxicas (Figura 22) estan controladas por
factores inducibles por hipoxia o HIF, los cuales se encargan de inducir la expresion de varios
genes adaptativos para aumentar el suministro de oxigeno y apoyar la generacion anaerébica de

ATP en células eucariotas (Yeo, 2019).
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Figura 22. Adaptaciones del organismo frente a la hipoxia. Modificado de “Posibilidades de compensacién” por Koolman, J., y
Rohm, K, H., 2012, Bioquimica Humana. Texto y Atlas. Editorial Medica Panamericana, p. 127.

4.2.1 Factores inducibles por hipoxia (HIF)

Los miembros de la familia HIF en humanos (HIF-1, HIF-2 e HIF-3) son factores de
transcripcion heterodiméricos, donde cada uno se compone de una subunidad o y una B (también
denominada translocador nuclear del receptor de aril hidrocarburo o ARNT); aungue las respuestas
celulares y de desarrollo a la hipoxia estan mediadas principalmente por la isoforma HIF-1a,
codificada por el gen HIF1A y pudiendo ser expresada por practicamente todos los tejidos
humanos, por lo que ha sido la mas ampliamente estudiada y caracterizada, tanto estructural como
funcionalmente (Yeo, 2019; Chen et al., 2020). Por otro lado, las isoformas HIF-2a ¢ HIF-3a se
expresan en tejidos mas restringidos y en etapas de desarrollo del endotelio vascular y del pulmoén
fetal, desempefiando funciones mas limitadas o especializadas en la homeostasis del oxigeno
(Masoud y Li, 2015; Zimna y Kurpisz, 2015). Por ultimo, se sabe que los niveles de HIF-2 e HIF-
3 aumentan tardiamente cuando los niveles de HIF-1 disminuyen, sobre todo en hipoxias crénicas
(Koh'y Powis, 2012).

Aunque el gen HIF1A se expresa constitutivamente a niveles bajos en condiciones
normoxicas, el HIF-1a que se sintetiza de novo esta regulado por hidroxilacion (Dzhalilova y

Makarova, 2020), proceso realizado en residuos de prolina por prolilhidroxilasas (PHD1, PHD2 y
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PHD3) y en residuos de asparagina a través del factor inhibidor de HIF (FIH), utilizando O, como
sustrato (Badawi y Shi, 2017).

a)

b)

Las PHD, en especial PHD2 que es la enzima mas predominantemente expresada,
hidroxilan dos residuos de prolina de las subunidades HIF-1a, desencadenando su
identificacion por el complejo de ubiquitina ligasa E3 formado por la proteina pVHL
(proteina supresora de tumores von Hippel-Lindau), elonginas B y C, culina 2 y proteinas
RING-Box 1 (Dzhalilova y Makarova, 2020; Yeo, 2019); siendo la pVHL la que funciona
como la interfaz de acoplamiento de sustrato que reconoce especificamente a la HIF-1a
prolilhidroxilado (Masoud y Li, 2015), promoviendo su degradacion a través del
proteasoma comun 26S. (Badawi y Shi, 2017)

El FIH, del cual sélo se conoce una isoforma (Dzhalilova y Makarova, 2020), se encarga
de hidroxilar el residuo de asparagina en el dominio de transactivacion C-terminal de HIF-
la, previniendo el reclutamiento de la proteina de unién a CREB (CBP) y de su homdlogo
Ilamado coactivador transcripcional histona acetiltransferasa (p300), inhibiendo asi su
actividad transcripcional (Chen et al., 2020).

Sin embargo, en condiciones hipoxicas donde el oxigeno se encuentra por debajo del

3-5% (Sena y Chandel, 2013), HIF-1a si es capaz de efectuar transcripciones génicas (Figura
23) debido a que:

a)

b)

La insuficiencia de oxigeno inhibe la actividad de las PHD, por lo que la hidroxilacion se
debilita y se evita que HIF-1a sea degradado por proteinas dependientes de pVHL, (Chen
et al., 2020) De esta forma, HIF-1a se estabiliza y acumula en el citoplasma, siendo capaz
de translocarse al nicleo para posteriormente dimerizarse con la subunidad HIF-1p
(Dzhalilova y Makarova, 2020; Sena y Chandel, 2013). Asi, el dimero HIF-1a/p se une a
los elementos de respuesta a la hipoxia (HRE) situados ya sea en la region promotora o
potenciadora de genes sensibles a la hipoxia, induciendo asi su transcripciéon (Badawi y
Shi, 2017).

Hay una supresion en la actividad de FIH bajo hipoxia, dando como resultado un aumento
del reclutamiento de CBP/p300, mejorando asi la transcripcién de los genes diana de HIF
(Chen et al., 2020).
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Figura 23. Interacciones de HIF-1a en condiciones normoxicas e hipoxicas. Modificado de “Efecto del HIF-1a” por Koolman,

J., y Rohm, K, H., 2012, Bioquimica Humana. Texto y Atlas. Editorial Medica Panamericana, p. 127.

De esta forma, HIF induce la transcripcion de méas de 100 genes implicados en diversos

procesos bioldgicos (Masoud y Li, 2015). Asi, HIF tiene influencia en:

a)

b)

La expresidn de varios factores proangiogénicos, incluido VEGF, los cuales promueven la
formacion de nuevos vasos sanguineos y el suministro de oxigeno a las regiones hipoxicas.
La regulacion positiva de la eritropoyetina que aumenta el transporte de oxigeno al mejorar
la eritropoyesis.

La estimulacion de la captacion de glucosa y de la glucolisis anaerdbica al aumentar la
expresion de los transportadores de glucosa y de varias enzimas glucoliticas, incluidas las
hexocinasas.

El aumento en la conversion de piruvato a lactato al incrementar la piruvato cinasa y la
lactato deshidrogenasa.

La salida de acido lactico por el transportador de monocarboxilato y la conversion de CO>
en HoCOs por la anhidrasa carbonica para contrarrestar la acidosis intracelular.

La proliferacion y supervivencia celular modulando la expresion de genes MY C, factor de
crecimiento a la insulina 2 y otros componentes del ciclo y las vias de muerte celular
(Zimnay Kurpisz, 2015; Yeo, 2019).
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5. Musculo liso vascular

Aunque el masculo liso constituye las paredes de casi todos los érganos huecos del cuerpo,
exceptuando el corazdn, su funcién y regulacion contractil varian dependiendo del érgano del que
es parte y la funcion especifica que éste realiza (Raff y Levitzky, 2013). En el caso de los vasos
sanguineos, las células del musculo liso vascular (CMLV) conforman la pared vascular junto con
células endoteliales y fibroblastos, cuya funcion principal es la de regular la presion arterial, el
tono vascular, el aporte sanguineo de los tejidos y la permeabilidad capilar a través de ciclos
involuntarios de contraccién-relajacion muscular (Aiello, 2018; Consolini y Ragone, 2017), los
cuales son el resultado de la interaccion dinamica que existe entre los demas componentes celulares
de la pared vascular (principalmente el endotelio), la inervacion motora visceral (porcién
simpatica) y los componentes humorales que interactian desde la luz vascular (Consolini y
Ragone, 2017).

5.1 Contraccion-Relajacion

Las CMLV cuentan con un mecanismo de contraccion (Figura 24) que se basa,

principalmente, en un aumento de Ca?* intracitoplasmatico:

1. El incremento de Ca?* libre puede deberse ya sea por un mayor ingreso del ion hacia el
espacio intracelular a través de canales de calcio transmembranales o por su liberacion
desde los depdsitos internos alojados en el reticulo sarcoplasmico y la mitocondria.

2. Las altas concentraciones de Ca®* en el citosol posibilitan su union a una proteina llamada
calmodulina, creando el complejo Calcio-Calmodulina (CaM).

3. El complejo CaM activa, a su vez, a la cadena ligera de miosina cinasa (MLCK), una
enzima capaz de fosforilar a las cadenas ligeras de miosina (MLC) localizadas en la cabeza
de la miosina, en presencia de ATP.

4. Lafosforilacion de las MLC conduce a la formacion de puentes cruzados entre las cabezas
de miosina y los filamentos de actina, permitiendo la contraccion del musculo liso.

5. Por otro lado, la relajacion de las CMLV ocurre cuando decrece la fosforilacion de las
MLC debido a una reduccion en el ingreso y/o en la liberacion del Ca?* intracitoplasmatico,
por la inhibicion de la MLCK dada por PKA/PKG o por desfosforilacion directa de las

MLC mediante la enzima cadena ligera de miosina fosfatasa (Klabunde, 2019; Raff y
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Levitzky, 2013; Ets et al., 2016; Boron y Boulpaep, 2017). Por ultimo, se debe resaltar el
hecho de que el equilibrio entre la fosforilacion y desfosforilacion es importante en la
regulacion de la tensién del masculo liso porque la cinasa y la fosfatasa siempre estan
activas (Raff y Levitzky, 2013).

Aunque el mecanismo contréctil del masculo liso vascular tiene similitudes respecto al
musculo esquelético y cardiaco, como el hecho de que la contraccion de los tres tipos de musculo
inicia con un incremento de Ca®* que va desde niveles basales de 10" M hasta aproximadamente
10° M (Consolini y Ragone, 2017), también existen diferencias importantes entre ellos. Por
ejemplo, el musculo liso vascular experimenta contracciones lentas y sostenidas, mientras que en
el masculo cardiaco son répidas y de duracion relativamente corta (Klabunde, 2019); ademas de
que las CMLYV tienen un potencial de membrana inestable al presentar fluctuaciones ritmicas de
caracteristicas variables de un tejido a otro, aspecto que es diferente en el mdsculo esquelético

(Belmar, 2018). Otras diferencias puntuales se enlistan en la tabla 7.
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Figura 24. Mecanismo de contraccion en el musculo liso vascular. Elaboracion propia.
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Tabla 7. Comparativa de las propiedades entre los tipos musculares (Boron y Boulpaep, 2017).

Esquelético Cardiaco Liso
Despolarizacion del Transmision sinaptica, receptores
Mecanismo de - marcapasos, propagacion activados por agonistas,
_ Transmision neuromuscular . ) ) o
excitacion electronica a través de acoplamiento eléctrico,
uniones de hendidura potenciales del marcapasos
Espigas y mesetas del potencial
Actividad ) ) ) . )
o Espigas del potencial de Mesetas del potencial de de accion, cambios escalonados
eléctrica de la . - )
accion accion en el potencial de membrana,

célula muscular
ondas lentas

Sensor de Ca** Troponina C Troponina C CaM
Duracion de la N . N )
_, 20-200 milisegundos 200-400 milisegundos 200 milisegundos, mantenida
contraccion
Regulacion de la Frecuencia y sumacion Regulacion de laentradade  Equilibrio entre fosforilacién y
fuerza multifibra calcio desfosforilacion de MLCK
Metabolismo Oxidativo, glucolitico Oxidativo Oxidativo

5.2 Sefiales que influyen en el musculo liso vascular

Una de las particularidades mas importantes del musculo liso vascular radica en que es
capaz tanto de contraerse como de relajarse activamente como respuesta a una gran diversidad de
sefiales endogenas, englobandose numerosos estimulos neuronales, hormonales, quimicos o
incluso fisicos (Rhoades y Bell, 2018), los cuales participan en el influjo de Ca?* desde el espacio
extracelular o en la liberacion de este desde el reticulo sarcoplasmico (Consolini y Ragone, 2017).
Algunos de los mecanismos que son capaces de modular directa o indirectamente el grado de

contraccion de las CMLV, ocasionando una vasoactividad, son:

a) Laregulacion miogénica que tiene lugar cuando existe un estiramiento en la membrana de
las CMLV que activa a canales catiénicos no selectivos sensibles al estiramiento,
ocasionando una despolarizacion que desencadena el modo de contraccion de las células.

b) Accidn directa por estimulos quimicos procedentes principalmente de la pO2, la pCO.y el

pH intersticial, aunque también son capaces de involucrarse las concentraciones locales de
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K™, acido lactico, ATP, ADP y adenosina. La accion directa es modulada a través de
sistemas de segundos mensajeros como el Ca**, AMPc y GMPc.

c) Activacion de canales de Ca?* operados por voltaje, siendo el de tipo L el que mas
relevancia posee.

d) Activacion de canales ionotrépicos.

e) Inervacion nerviosa autbnoma simpatica y endocrina, ocasionando que las contracciones
sean meramente involuntarias (Rhoades y Bell, 2018; Martin, 2017; Boron y Boulpaep,
2017).

Por ultimo, también existe una gran cantidad de moléculas con la capacidad de generar
vasoconstriccion o vasodilatacion, conocidas como moléculas vasoactivas, en donde se encuentra
el éxido nitrico, el factor hiperpolarizador derivado del endotelio (EDHF), la prostaciclina, las
endotelinas, el tromboxano Az o el factor 1 de constriccion derivado del endotelio (EDCF3), siendo
todas denominados factores endoteliales, a raiz de que son sintetizados y liberados por las células

del endotelio vascular (Martin, 2017; Boron y Boulpaep, 2017).

5.2.1 Regulacion del musculo liso vascular

Al tener gran cantidad de mecanismos involucrados en la contraccién-relajacion, las
CMLV estan capacitadas para controlar finamente la resistencia de los vasos sanguineos,
contribuyendo enormemente en el control del gasto cardiaco y la presion sanguinea, tanto local
como sistémicamente (Rhoades y Bell, 2018; Boron y Boulpaep, 2017). Por ende, es bien sabido
que una disfuncién y/o deterioro en el ciclo fosforilacion-desfosforilacion de las MLC, reducciones
en la concentracién del agonista o activaciones ineficaces de los receptores contribuyen en la
aparicion y desarrollo de patologias tales como la hipertension, la ateroesclerosis o la angina de
pecho (Hu et al., 2019; Renna y Miatello, 2017). Es por ello por lo que el organismo cuenta con
distintos sistemas de regulacion del tono vascular (Tabla 8), siendo el otorgado por el sistema
nervioso simpatico (SNS) y el sistema renina-angiotensina (SRA) los principales y los mas
estudiados, ya que estos son los abordados por la farmacologia a la hora de tratar las enfermedades
anteriormente mencionadas; aunque también existe regulacion por parte de los factores
endoteliales, las plaquetas (liberacion de tromboxano Ay) y sintesis de NO via receptores de

histamina a nivel endotelial. (Consolini y Ragone, 2017)
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a) En primer lugar, la liberacion simpatica de noradrenalina ocasiona una vasoconstriccion
mediada por la activacion de receptores a1 y o2; mientras que la liberacion de adrenalina
por las gldndulas suprarrenales y su posterior union a receptores B2-adrenérgicos relaja
aquellos lechos vasculares que expresen dicho receptor.

b) EI SRA actla sinérgicamente con el SNS, promoviendo una vasoconstriccion mayor y la
retencion de Na* y agua a nivel renal. A nivel de masculo liso, la angiotensina Il constituye
uno de los agentes vasoconstrictores mas potentes de la fisiologia humana.

c) Adicionalmente, los factores endoteliales participan en la regulacién de la permeabilidad y
del tono contractil, aungque también estan involucrados en otros fendmenos vasculares que
se relacionan con el equilibrio vasoconstriccién-vasodilatacion, como la angiogénesis o

inclusive las respuestas inflamatorias (Klabunde, 2019; Consolini y Ragone, 2017).
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Figura 25. Influencia de los receptores acoplados a proteinas G en el mecanismo contractil del masculo liso vascular.
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Ademas, la gran mayoria de sustancias vasoactivas modulan la contractilidad muscular
actuando sobre receptores especificos acoplados a algun tipo de proteina G (Figura 25). De forma
puntual, los vasoconstrictores actlan en base a la proteina Gq que genera constriccion a partir de
la fosfolipasa C y la sintesis de los segundos mensajeros 1Pz y DAG, haciendo que la PKC fosforile
y active a los canales de Ca2* tipo L. Por otro lado, los vasorrelajantes actuian a través de receptores
acoplados a proteina Gs, promoviendo el aumento en los niveles de AMPc que deriva en la
inactivacion de la MLCK gracias a la PKA (Martin, 2017).

Tabla 8. Sustancias endogenas vasoactivas y sus receptores en las CMLV (Consolini y Ragone, 2017).

Efecto Tipo de receptor Molécula Receptor
Adrenalina/Noradrenalina o1
Angiotensina Il AT
Serotonina 5-HT>
Acoplado a proteina Gq Acetilcolina Ms
Endotelina ETay ETs
Vasoconstriccion
Tromboxano TP
Vasopresina V1
Receptor ionotrépico: canal
L, ) ATP P2X
cationico no selectivo
Activacién de canales de ) )
) ; Adrenalina/Noradrenalina 2
Ca?"tipo L via ROC
Adrenalina B2
o ] Histamina Ha
Vasorrelajacion Acoplado a proteina Gs
Prostaciclina IP

Adenosina Az
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5.3 Efecto de la hipoxia en el musculo liso vascular

Tal como se vio en capitulos anteriores, la hipoxia tisular impulsa la expresion génica
adaptativa en una gran variedad de contextos, generalmente mediados por HIF-1a, cuya finalidad
principal es la de apoyar y regular el metabolismo energético (Tao et al., 2018). De hecho, al igual
que las demaés células del cuerpo, las CMLV deben adaptarse para sobrevivir a la privacion de O2
pasando del metabolismo oxidativo al glucolitico, ya que HIF-1a favorece la expresion de genes
que alejan de las mitocondrias los sustratos de las vias metabdlicas aerobias para impulsar
especificamente a la glucolisis (Figura 26), siendo ésta una respuesta fundamental contra la hipoxia
propia de todos los eucariotas (Semenza, 2012). Sin embargo, las CMLYV son altamente sensibles
a los entornos hipoxicos intermitentes o prolongados, en donde el cese de su capacidad contractil
por recaidas importantes en las concentraciones de ATP disponible y una proliferacion celular
anormal son algunas de sus consecuencias mas importantes desde el punto de vista médico (Lee y
Kang, 2019; Tinker et al., 2014), a raiz de que se han estipulado como mecanismos directos en una
gran variedad de patologias que van desde enfermedades vasculares como la hipertension
pulmonar o la aterosclerosis hasta problemas en cicatrizaciones y cancer en pulmén, pancreas,
estomago, recto, vejiga, mama, cuello uterino, ovario y prostata (Semenza, 2012; Tajada et al.,
2012)
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Figura 26. Adaptacion celular hacia la hipoxia mediada por HIF-1a. La accion de HIF-1a provoca que las células eviten utilizar
vias metabdlicas mitocondriales oxidativas mientras se impulsa la via glucolitica. Modificado de “Regulation of Glucose
Metabolism” por Semenza, G. L., 2012, Hypoxia-inducible factors in physiology and medicine.
https://dx.doi.org/10.1016%2Fj.cell.2012.01.021
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5.3.1 Efectos sobre la contraccion muscular

Si bien la disminucion en los niveles intracelulares de ATP repercute directamente en la
bomba Na*/K* ATPasa y en la actividad de la MLCK en las CMLYV, se tiene evidencia de que la
activacion de canales de K* sensibles a ATP (KATP) es la mayor responsable de la vasodilatacién
que sufre el masculo liso vascular en condiciones hipoxicas, ya que su apertura conduce a una
hiperpolarizacion de membrana y a una disminucion en la entrada de Ca?* dependiente de voltaje
(Fitridge y Thompson, 2011; Nichols et al, 2013). Lo anterior se debe a que los KATP estan
ampliamente distribuidos en la vasculatura, abriéndose principalmente cuando los niveles de ATP
citosélico caen por debajo de 1 mM y por el aumento de las concentraciones celulares de H*,
lactato y ADP, siendo condiciones que suceden en la glucdlisis impulsada por HIF-1a; aunque
también pueden ser activados por el éxido nitrico y los eicosanoides (Shi et al., 2012; Gomez.
2018).

Sin embargo, los KATP cumplen un rol fisiol6gico importante en la regulacién metabdlica
del flujo sanguineo y en el mantenimiento del tono vascular basal in vivo (Foster y Coetzee, 2016),
ya que su activacion en funcién de las demandas metabdlicas permite que los vasos sanguineos se
dilaten y se incremente la cantidad de oxigeno que llega a las células al aumentar el flujo sanguineo
(Aiello, 2018), a la par de que se protege esencialmente a las CMLV acortando su potencial de
accion e inhibiendo la contractilidad, reduciendo el consumo de energia (Nichols et al., 2013). Es
por ello que desde su descubrimiento en la década del 2000, la comprension de las caracteristicas
biofisicas y las funciones fisiologicas de los KATP los ha posicionado como objetivos
potencialmente Utiles en el tratamiento y prevencion de enfermedades cardiovasculares, ya que se
ha demostrado que mutaciones en su estructura y/o estrés celular severo secundario a cuadros
hipdxicos o isquémicos en las CMLV que los contienen dan lugar a condiciones fisiopatoldgicas
del sistema vascular (Shi et al., 2012; Tester et al., 2011). Las principales formas en que actuan los
vasodilatadores y vasoconstrictores, pudiendo ser enddgenos o exogenos, sobre los KATP (Figura
27) son:

a) Los vasoconstrictores, como la vasopresina o0 los agonistas de los receptores a-
adrenérgicos, estimulan a la PKC e inhiben a los KATP.

b) Los vasodilatadores, como los agonistas de los receptores p-adrenérgicos, aumentan la
actividad de los KATP mediante la activacion de la via PKA (Shi et al., 2012).
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Figura 27. Regulacidn de los KATP. Notese que las moléculas que incrementan la actividad de los canales (PKA, PKG) son las

mismas que reducen la contraccion muscular de las CMLYV al influir en las enzimas MLCK y MLCP, mientras que las moléculas

que disminuyen la accién de los KATP (PKC) tienen el efecto inverso en la contractilidad de las células musculares. Elaboracion
propia.

5.3.2 Efectos sobre la proliferacion celular

Ademés de la capacidad de alterar su funcion contractil, el entorno hipdxico
paraddjicamente también puede estimular la proliferacién y supervivencia de las CMLV gracias a
una regulacion génica postranscripcional, la cual es promovida por microambientes bajos en
oxigeno y llevada a cabo por los llamados microRNA (miRs) inducibles por hipoxia o hipoxamiros
(del término inglés hypoxamiRs) (Seong y Kang, 2020; Chan et al., 2012). Como antecedente, se
debe tener en consideracion que los miRs son RNA cortos, monocatenarios y no codificantes que
regulan la expresion génica a través de la supresiébn de mRNA especificos, regulando asi
practicamente todos los aspectos de la biologia celular, como la proliferacion, la migracién, la
diferenciacion y la apoptosis (Bao et al., 2019) En caso de los hipoxamiros, son el miR-210 y el
miR-1260b algunos de los mas estudiados y con mas relevancia, ya que aumentan
desordenadamente su expresion y provocan una proliferacion celular aberrante de las CMLV en
ciertas enfermedades cardiovasculares como la aterosclerosis o la hipertension (Figura 28),
convirtiéndolos en excelentes candidatos para fines de prondstico e intervencion terapéutica,
aunque se tiene el gran inconveniente de que no se conoce con exactitud el mecanismo molecular
que existe detras, complicando el desarrollo de tratamientos terapéuticos eficaces (Seong y Kang,
2020; Greco et al., 2014; Chan et al., 2012).
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En primera instancia, miR-210 es conocido como el “hipoxamiro maestro” porque se
induce en practicamente todas las enfermedades isquémicas, a manera de regular de forma
ascendente los genes que son esenciales para que las células proliferen y contribuyan en la
generacion de nuevos vasos sanguineos que ayuden en corregir la hipoxia, a la par de que se evitan
rutas apoptéticas (Lee y Kang, 2019; Chan et al., 2012). Si bien hay evidencia de que miR-210
desencadena ciclos de retroalimentacion tanto positiva como negativa con HIF-1a al inhibir a las
enzimas GPD1L y SDHD, respectivamente (Kelly et al., 2011; Puissegur et al., 2011), se sabe
poco acerca de las razones que ocasionan una desregulacion en el ciclo y de los subsecuentes
efectos celulares que desembocan en patologias vasculares cuando existen hipoxias prolongadas
(Chan et al., 2012). En el caso de miR-1260b, las acciones y condiciones son muy similares al
hipoxadmiro anterior, con la diferencia de que su efecto pro-proliferativo es mediante la via
GDF11/Smad (Seong y Kang, 2020).
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Figura 28. Efectos de miR-210 y miR-1260b. Diversa informacion experimental ha permitido conocer parte de los mecanismos
moleculares acerca de la expresion y efectos celulares de ambos hipoxamiros, aunque se sigue sin comprender las razones por las
cuales su regulacién se exacerba y desencadenan una proliferacion aberrante de las CMLV que a la postre desemboca en

enfermedades vasculares como la aterosclerosis o la hipertension. Elaboracién propia.
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6. Modelos farmacoldgicos para evaluar la fisiologia muscular

La creciente investigacion acerca de las enfermedades cardiovasculares ha favorecido
simultaneamente el desarrollo de ensayos farmacoldgicos referentes al estudio del musculo
esquelético, cardiaco y liso, siendo uno de los objetivos el comprender los mecanismos de accion,
rutas moleculares y las complejas respuestas tisulares que ocasionan los farmacos que se utilizan
en el tratamiento tanto de patologias vasculares como miopatias (Aurora Scientific, 2022), donde
la mayoria de dichos estudios consisten en la adicién de compuestos que activen o inhiban sefiales
especificas similares a las condiciones metabdlicas del tejido muscular, pudiéndose medir con
precision aspectos como la fuerza, la longitud muscular, nimero de contracciones, fatiga, fuerza-

frecuencia, fuerza-velocidad o rigidez (Carter y Solomon, 2019; Aurora Scientific, 2022).

Por lo general, los protocolos farmacoldgicos musculares se basan en metodologias in vitro
cada vez mas sofisticadas, utilizando ingenieria tridimensional o microchips (Wang et al., 2019),
ya gque muchos modelos in vivo fracasan en replicar con precision las enfermedades humanas, en
el perfil de toxicidad o en la prediccion de respuestas clinicamente relevantes (Wang et al., 2019;
Khodabukus et al., 2018). Sin embargo, se siguen empleando técnicas clasicas sujetas a animales
de experimentacion cuya relevancia, confiabilidad de resultados y flexibilidad les permiten seguir
vigentes en el campo de la fisiologia y farmacologia, siendo ejemplos claros el modelo in vitro de

anillo de aorta y el bafio de érganos aislados.

6.1 Modelo in vitro de anillo de aorta

Originalmente desarrollado en los afios 80 como una metodologia enfocada en el estudio
de la angiogénesis y con la intencidn de superar las limitaciones y reducir la complejidad de otras
técnicas in vitro de la época, el modelo de anillo de aorta (o aértico) hoy en dia es uno de los mas
utilizados para el estudio de distintos mecanismos cardiovasculares, como lo es la contraccion del
musculo liso, gracias a su capacidad de analizar en tiempo real las interacciones moleculares y
celulares que ocurren en tales procesos (Aplin y Nicosia, 2014). Sustancialmente, el modelo
consiste en la extirpacién de la aorta toracica del animal de experimentacién para ser limpiada y
cortada perpendicularmente en varias ocasiones, obteniendo pequefios anillos adrticos que se
sumergen dentro de una camara de organo aislado y cuya finalidad es la de medir alguna de sus

propiedades fisioldgicas que sea dependiente de la concentracion existente de agonistas o
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antagonistas en el sistema, la cual se puede manipular (Blot et al., 2021; Jespersen et al., 2015).

En caso de que se experimente con la actividad contractil de las células del musculo liso vascular,

por ejemplo, el modelo se acopla junto a un transductor de fuerza mecanica que mide el grado de

contraccion o relajacion que el tejido sufra en funcién a la adicion de vasoconstrictores o

vasodilatadores, creando asi curvas concentracion-respuesta tras verter los datos obtenidos en un

software especializado y con un tratamiento estadistico subsecuente (Albuquerque et al., 2016).

De manera general, el modelo de anillo de aorta (Figura 29) cuenta con los siguientes pasos:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Sacrificar al animal de estudio, clasicamente una rata, mediante un método de eutanasia
que no atente contra la integridad y/o funcionalidad contractil de la aorta, como lo es la
inyeccion intraperitoneal de pentobarbital sédico.

Realizar una incision en la linea media del térax y cortar la capa dérmica y muscular hasta
llegar a las costillas, cortando el esternén en dos y abriendo hacia afuera ambas partes,
obteniendo acceso a los drganos intratoracicos.

Desplazar sutilmente o diseccionar al corazén y pulmones para localizar a la aorta,
apareciendo como un vaso blanquecino situado a lo largo de la columna vertebral y rodeada
de tejido fibroadiposo. Hay que tener cuidado de no confundirla con el es6fago, siendo éste
un conducto que s6lo se mantiene gracias al tejido conjuntivo y sin estar unido
directamente a la columna.

Sostener la aorta para separarla de la columna, teniendo cuidado de no aplicar demasiada
fuerza que pueda estirarla, desgarrarla o dafiarla. La aorta de rata adulta mide de 2 a 3
centimetros de longitud.

Colocar la aorta en una caja Petri moderadamente llena con solucion salina fisiologica o
con la solucion empleada en la camara de 6rgano aislado, manteniéndola himeda y poder
efectuar un primer limpiado mecanico que la separe de restos de sangre.

Pasarla a un microscopio estereoscépico con aumento bajo (2-4x) y retirar el tejido
fibroadiposo hemorragico de sus paredes y cualquier otro codgulo sanguineo intraluminal.
Una vez limpia, cortar la aorta en 4-5 anillos de aproximadamente 1 mm de ancho con una
cuchilla afilada y aplicando un Unico movimiento recto.

Sumergir los anillos adrticos dentro de la cAmara de 6rgano aislado y continuar con la
metodologia adicional que se esté aplicando en cuestion. Para el estudio de la funcion

contractil, tal como se menciond anteriormente, el anillo se conecta a un transductor de
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fuerza mecanica que permita medir las respuestas mecanicas que el tejido aortico sufra tras
la adicidn de sustancias vasoactivas (Igbal et al., 2017; Jespersen et al., 2015; Blot et al.,
2021; Aplin y Nicosia, 2014).

Aunque los experimentos y protocolos que utilizan el modelo de anillo aértico muchas

veces son complejos y muy diferentes entre si, lo cierto es que dicha técnica cuenta con ventajas

resaltables que le han permitido posicionarse en los Gltimos 20 afios en un lugar privilegiado dentro

de la investigacion farmacologica cardiovascular:

a)

b)

d)

El modelo combina, en primera instancia:

1) Las ventajas de los modelos in vitro: comodidad, rapidez en la obtencion de resultados,
alta reproducibilidad.

2) Las ventajas de los modelos in vivo: interaccion de multitud de variables que influyen
en el organismo, regulaciones estrictas de cumplimiento (Fuentes, Giménez y Prieto,
2018; Dornell, 2021)

De esta forma, gracias a que se trabaja con tejido completamente funcional, se garantizan

respuestas bioquimicas, fisioldgicas o incluso inmunolégicas parecidas a las que ocurren

normalmente dentro del organismo. Es por eso que muchos autores se inclinan también a

referenciarlo como un modelo ex vivo.

Proporciona un tamafio de muestra grande, tanto en el tamafio del anillo de aorta como en

la cantidad de estos. Ademas, muchas veces pueden analizarse de manera simultanea.

Existe buena relacion costo-beneficio por obtener resultados reproducibles con gastos

economicos relativamente pequefios, sin necesitar gran cantidad de reactivos ni

capacitacion personal periddica al ser un método rapido y facil de configurar.

Aunque el protocolo original del afio 1982 utilizaba aorta de rata, se ha ido modificando

para alojar una gran cantidad de especies donde se incluye al pollo, conejo, vaca, perro e

incluso el humano.

Asimismo, las generalidades del método también han permitido explorar e investigar otras

regiones del cuerpo altamente vascularizadas como la coroides ocular o el epididimo

(Kapoor et al., 2020; Aplin y Nicosia, 2014).
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6.2 Camara de 6rgano aislado

Los bafios de tejidos aislados, también Ilamados camara de 6rgano aislado o simplemente
bafio de 6rgano, han sido utilizados dentro del campo de la farmacologia y la fisiologia muscular
mucho tiempo antes de que siquiera fuera establecido el modelo de anillo de aorta. De hecho, el
bafio de 6rganos fue estipulado por primera vez hace mas de 100 afios, teniendo su gran
reconocimiento cientifico en el afio 1936 cuando fue una herramienta central en el descubrimiento
del primer neurotransmisor: la acetilcolina (Upchurch y laizzo, 2022). Con el transcurso de las
décadas, se han desarrollado nuevas presentaciones del bafio de rganos bajo una amplia gama de
formas y tamafios, aunque continuando con los principios elementales de la metodologia, siendo
estos: 1) tener la capacidad de medir los cambios dependientes de la concentracion de vasoactivos
en la contraccion isométrica, definida como el proceso fisioldégico donde se genera una tension
muscular pero sin cambio en la longitud de las fibras musculares; y 2) saber como la eficacia y la
potencia de los agonistas contractiles pueden manipularse aumentando las concentraciones de
antagonistas o inhibidores (Jespersen et al., 2015).

Tanta es su repercusion que aunque actualmente existen novedosas herramientas a nivel
genético/molecular, el bafio de érganos se considera una herramienta farmacoldgica clasica en la
evaluacion de la relacion concentracion-respuesta en el tejido contractil de una gran variedad de
6rganos y sistemas (Tabla 9), ayudando en la elucidacion del mecanismo de accidn que existe en
células o receptores especificos, asi como en la obtencion e integracion de informacidn acerca de
respuestas neuronales, estimulacion eléctrica, participacion de segundos mensajeros o liberacion
de neurotransmisores, cobrando vital relevancia en ensayos preclinicos de seguridad (DMT, 2020;
Panlab, 2019). Esto en parte es debido a ciertas ventajas que el método tiene sobre los ensayos
moleculares, como el hecho de que las complejas respuestas de los ensayos con bafio de 6rganos
en tejidos vivos pueden ser estudiadas mientras se controlan pardmetros fisicos como la
temperatura o la oxigenacion del medio, aparte que es bastante Util cuando se experimenta con
tejidos sanos y enfermos procedentes de diversos modelos animales, incluyendo también a los
transgénicos o los knockout (Cibertec, 2019; Upchurch y laizzo, 2022). Para este punto es factible
notar que las bondades del bafio de 6rganos se acoplan extraordinariamente bien con metodologias
ex vivo como el modelo de anillo de aorta, siendo una combinacion sinérgica que muchas veces se

referencian en conjunto y sin una distincion clara dentro de la literatura cientifica.



80

En cuanto al equipo, el bafio de 6rganos consiste en una cdmara de vidrio de doble pared
(Figura 30) que contiene dentro un tampédn fisioldgico cuya composicion quimica es similar a la
del plasma del animal donante, con la finalidad de mantener la funcion y vitalidad tisular al
propiciar los sustratos y condiciones idoneas para la formacién de ATP, siendo la solucién
modificada de Krebs-Hanseleit la mas utilizada (Radnoti, 2015). Ademas, existen otros dos
parametros basicos que deben ser controlados durante todo el proceso experimental para el 6ptimo

mantenimiento del tejido: la temperatura y el suministro de oxigeno.

a) La temperatura generalmente se mantiene a 37°C, aunque esto puede variar segun la
temperatura corporal del animal del que se derivd el tejido u otras necesidades
experimentales. Esto se logra gracias a que existe una camisa de agua que circula
libremente entre la doble pared de la cdmara, estando conectada directamente a una
incubadora de temperatura constante (Albuquerque et al., 2016; Upchurch y laizzo, 2022).

b) EI suministro de oxigeno se realiza a traves de la aireacion directa de una mezcla gaseosa
que satura al sistema. Muchas veces se utiliza una mezcla de 95% O> - 5% COg, la cual a
su vez ayuda a que el buffer de bicarbonato, proveniente de la solucion Krebs-Hanseleit,
establezca el pH, acercandose ain mas a las condiciones fisiolégicamente normales
(Albuquergue et al., 2016).

Sin embargo, hay que saber que para montar correctamente un bafio de 6rganos primero se
debe de determinar: 1) las hipétesis basicas y los objetivos especificos del proyecto; 2) las especies
y los tipos de tejidos a utilizar como modelos de investigacién; 3) los tipos de respuestas
experimentales a considerar; y 4) los métodos, instrumentos y estadisticas necesarios para medir
y analizar dichas respuestas (Radnoti, 2015). Ahora bien, suponiendo que se va a utilizar el bafio
de dérganos para evaluar la capacidad contractil del madsculo liso vascular en ratas, apoyandose del
modelo in vitro de anillo de aorta, el procedimiento consta de los siguientes pasos generales, los
cuales varian dependiendo levemente de los protocolos validados y/o patentados en cada
laboratorio:

a) Acondicionamiento del sistema
1) Preparar, en un matraz madre, de 1 a 5 litros de solucion Krebs-Hanseleit, en funcion de
las camaras de Organo aislado disponibles y del nimero de lavados a realizar. La

composicién de la solucion se enlista en la tabla 10.



b)

2)

3)

4)

5)

6)
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Precalentar la incubadora a 37°C y llenar el interior de la doble pared de todas las camaras,
las cuales estan conectadas entre si con el flujo de agua.

Llenar con la solucion Krebs-Hanseleit las cAmaras de vidrio precalentadas, a partir de la
contenida en el matraz madre.

Encender el transductor de fuerza mecénica al menos 15 minutos antes de iniciar el
experimento para que se equilibre con la temperatura del sistema, ya que muchas veces se
fabrican con galgas extensométricas que son sensibles a las variaciones de la temperatura.
Permitir la entrada constante de la mezcla O2/CO,, la cual oxigena al tampon de
bicarbonato y proporciona un movimiento browniano que distribuye completamente a los
farmacos agonistas que seran introducidos en el bafio de 6rganos durante el experimento.

Iniciar el software de adquisicion de datos, garantizando su conexion al sistema.

Preparacion del tejido

1)
2)

3)
4)

Obtener anillos de aorta de rata siguiendo la metodologia plasmada en la figura 29.
Sujetar un anillo a un primer gancho de acero inoxidable, el cual estd amarrado a un hilo
de seda que a su vez se anuda manualmente al transductor de fuerza. Posteriormente,
colocar un segundo gancho en el anillo con orientacion hacia abajo.

Sumergir el anillo dentro de la camara de vidrio.

Ensartar el segundo gancho a una pequefia protuberancia alojada en la parte inferior del
bafio de drganos. De esta manera, el anillo queda fijo al sistema y también unido
directamente al transductor. Repetir con todos los anillos a experimentar.

Tratamiento experimental para todos los anillos

1)

2)

3)

Configurar la tension pasiva, siendo aquella donde las células del masculo liso tienen una
longitud en donde responden de manera 0ptima a los agonistas. Segun la fuente consultada,
la aorta toracica de rata tiene una tension pasiva optima entre 3 0 4 gramos.

Mantener el tejido dentro del bafio de 6rganos por alrededor de 60 minutos después de
aplicar la tension pasiva. En esta fase, llamada de equilibrio, se realizan lavados cada 15-
20 minutos para remover todos los desechos celulares que el tejido excrete al medio. Es en
este periodo de tiempo donde el musculo genera ATP, reactiva los transportes activos y
restablece su potencial de membrana.

Después de los lavados, someter al tejido a la accion de agonistas vasoconstrictores, como

lo pueden ser la angiotensina 11 o la fenilefrina. La concentracidn, nimero de aplicaciones,
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intervalos de tiempo o el uso de algin otro vasoactivo depende meramente de cada
protocolo.

4) Guardar todos los datos recabados y construir curvas concentracion-respuesta tras un
andlisis estadistico. Como nota adicional, programas disefiados para los farmac6logos
como GraphPad Prism son ideales para este tipo de experimentos (Jespersen et al., 2015;
Radnoti, 2015; Albuquerque et al., 2016).

Tabla 9. Ejemplos de tejidos en donde se ha utilizado el bafio de érganos y su utilidad (Harvard Apparatus, 2022).

Sistema de intereés Tejidos Usado en el estudio de:

Musculatura vascular Aorta, arterias y venas

) ) Esofago, estbmago, intestino,
Tracto gastrointestinal ) ) -Espasmos
higado y pancreas o
: : SR : -Espasmolisis
Tracto respiratorio Pulmon, traquea y bronquios
o - ) -Tono vascular
Rifion, vejiga, uréter,

_ -Edema
Tracto urogenital conductos deferentes, Gtero,
pene y placenta
Nodo sinusal y )
-Inotropismo

auriculoventricular, fibras de

i o ) ) -Cronotropismo
Cardiaco Purkinje, atrio, trabécula,

; . -Dronotropismo
musculos papilares y

-Periodo refractario

cardiacos
Sartorio, gastrocnemio y ]
. . . -Metabolismo
Musculo esqueletico preparaciones musculo- .
) -Transmision neuromuscular
nerviosas
) Cerebro, espina dorsal, -Transmision neuro-neuronal
Nervioso

nervios, ganglios -Transmision neuromuscular



Tabla 10. Composicion de la solucion Krebs-Hanseleit modificada (Schurek, 2017).

Componente Concentracion (mmol/L)

NaCl 118

KCI 4.7
CaClz / Ca? 2.52
MgSOs4 1.64
NaHCOs 24.88
KH2PO4 1.18
Glucosa 5.55

Al transductor de
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Salida de
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de residuos

Figura 30. Esquematizacion de un bafio de 6rganos con un anillo de aorta. Modificado de “Tissue Bath Schematic” por
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OBJETIVO GENERAL

Obtener curvas concentracion-respuesta de aortas de rata Wistar macho y hembra expuestas a
angiotensina Il y fenilefrina, a través del modelo in vitro de anillo de aorta, para determinar si

existe diferencia en la reactividad vascular en condiciones hipoxicas entre ambos géneros.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Estandarizar el modelo in vitro de anillo de aorta a través de la preparacién de solucion
Krebs y la instrumentacion del equipo de o6rgano aislado para garantizar respuestas
musculares provenientes del tejido adrtico.

e Extraer la aorta de ratas Wistar macho y hembra con ayuda de material de diseccion para
su posterior lavado, limpiado y cortado en anillos aorticos.

e Preparar soluciones a concentraciones molares decrecientes de angiotensina Il y fenilefrina
mediante diluciones 1:9 con solucion Krebs para adicionarlas individualmente a cada
sistema de bafio de 6rganos.

e Estimar la contraccion generada por los agonistas en los anillos de aorta, en gramos-fuerza
y utilizando un transductor de fuerza mecanica para la construcciéon de curvas dosis-

respuesta.

HIPOTESIS

La reactividad vascular en los machos, tanto la ocasionada por la administracion de angiotensina
I1 como de fenilefrina, es mayor que la generada en las hembras, ya sea en condiciones norméxicas

0 cuando existe un déficit en las concentraciones de oxigeno en el entorno intracelular.
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METODOLOGIA

Lotes de animales de experimentacion. Se utilizaron 14 ratas Wistar (7 machos y 7 hembras) de

18 semanas de edad, siendo divididas en 4 lotes:

a) Lote #1: machos con oxigeno (O2)
b) Lote #2: hembras con oxigeno (O2)
c) Lote #3: machos con hipoxia (s/O>)
d) Lote #4: hembras con hipoxia (s/Oz)

Preparacion de solucion Krebs y llenado de cAmara de 6rgano aislado. En matraz volumétrico
de 2 litros, se disolvieron los reactivos NaCl (13.8 g), dextrosa (4.2 g), NaHCOs (4.2 g), KCI (0.7
g), MgSO4 7H,0 (0.58 g), KH2PO4 (0.32 g), CaCl, H20 (0.74 g) y Ca-Na-EDTA (0.02 g), con
agitacion constante y verificando que no existieran precipitaciones o turbidez. La solucion Krebs
resultante se deposit6 en un matraz de bola que conecta, mediante valvulas, a varias cdmaras de
6rgano aislado de forma independiente entre si (Figura 31), las cuales se oxigenaron (38 psi de
presion) y entibiaron a 37°C con un termo-circulador LabTech (Figura 32). La preparacion de la
solucion Krebs se repitid las veces necesarias para completar toda la metodologia en las 14 ratas

Wistar iniciales.

Figura 31. Equipo de bafio de 6rganos del Laboratorio de Farmacologia del Miocardio, FESC. Se aprecia el matraz madre (A),
las 6 camaras de 6rgano aislado individuales (B), la conexion proveniente del tanque de oxigeno (C) e inclusive el hilo que
vincula a los anillos aérticos con el transductor de fuerza mecénica (D). Fotografia propia.
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Figura 32. Termo-circulador LabTech del Laboratorio de Farmacologia del Miocardio, FESC. Una vez seleccionada la
temperatura deseada del agua circulante, ésta se mantiene constante durante todo el protocolo experimental. Fotografia propia.
Colgado de anillos de aorta en camara de 6rgano aislado. A los animales de laboratorio se les
administro 3-4 mL de pentobarbital sddico por via intraperitoneal. Una vez insensibilizados, se les
abrid la caja toracica usando material de diseccion para localizar y extraer la aorta rapidamente
(procurando no dafiar o estirar dicho tejido) para posteriormente lavarla con solucion Krebs, retirar
el tejido conjuntivo que tuviera pegado a sus paredes y cortarla perpendicularmente en alrededor
de 4-5 anillos. De forma individual, estos anillos se colgaron y estiraron a 3 gramos-fuerza dentro
de la camara de dérgano aislado llena de solucion Krebs, gracias al uso de anillos de acero e hilo
que fue adaptado a un transductor de fuerza mecanica, siendo éste el MP100A-CE de BIOPAC
Systems (Figura 33). Los 4 lotes se trabajaron a las mismas especificaciones y con lavados cada
15 minutos durante 45 minutos, con la diferencia de que aquellos lotes con oxigeno eran
abastecidos plenamente con dicho gas, mientras que los lotes hipdxicos fueron oxigenados

pobremente.
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Figura 33. Transductor MP100A-CE de la marca BIOPAC Systems del Laboratorio de Farmacologia del Miocardio, FESC.
Gracias a él y al software AcqgKnowledge es posible la construccion de curvas-dosis respuesta.

Figura 34. Camara de 6rgano aislado con anillo adrtico. El tejido blanquecino (centro) esta sujeto verticalmente a dos ganchos de
acero, fijandolo a la camara de 6rgano (gancho inferior) y al transductor de fuerza mecanica (gancho superior), a la par de que
sirven para que el burbujeo de oxigeno no mueva al anillo de aorta. Fotografia propia.
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Preparacion de soluciones de angiotensina 11y fenilefrina. Se pesaron, por separado, 1 mg de
angiotensina Il y 0.1 mg de fenilefrina, los cuales fueron aforados a 1 mL para obtener soluciones
madre de ambos agonistas a una concentracion de 10 M. De sus respectivas soluciones madre, se
tomaron 0.1 mL y se depositaron en viales que contenian adicionalmente 0.9 mL de solucién Krebs
(proporcion 1:9), obteniendo asf soluciones a concentracién 10 M. De esta nueva solucion, se
repitié el paso anterior para preparar las demas soluciones cuya concentracion fue disminuyendo
exponencialmente hasta llegar a concentraciones de 101° M. El procedimiento para angiotensina

I1 difiri6 en el hecho de que todos los pasos debieron ser realizados dentro de una cama de hielo.

Obtencidn de curvas concentracion-respuesta. Después de los lavados de cdmara de érgano
aislado, se agregaron 0.1 mL de la solucién fria 102° M de angiotensina Il a cada uno de los
contenedores que albergaban un anillo de aorta. Pasados 3 minutos, se agrego la solucion fria de
concentracion 10° My se volvieron a esperar 3 minutos, continuando sucesivamente hasta llegar
a la solucion de 10 M, registrando digitalmente la administracion de cada solucion dentro del
software especial del transductor de fuerza mecanica, siendo dicho software el AcqKnowledge de
la marca BIOPAC. Posteriormente, se bajo la tensién de los anillos de aorta (0 gramos-fuerza) y
se dejaron reposar por 30 minutos, para después continuar con 3 lavados cada 15 minutos durante
45 minutos. Por ultimo, se repitié el procedimiento anterior pero ahora partiendo con la solucién
101% M de fenilefrina.

Tratamiento estadistico. Los resultados obtenidos por AcgKnowledge se analizaron en busca de
diferencias significativas con el programa GraphPad Prism 8, aplicando t de Student y ANOVA

de 1y 2 vias con una p<0.05.
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RESULTADOS

En este protocolo, en donde se utilizaron anillos adrticos de ratas Wistar hembras y machos
de 18 semanas de edad bajo condiciones tanto normoéxicas como hipoxicas, se determino la
reactividad vascular de angiotensina Il y fenilefrina, obteniéndose distintos resultados en funcion

del género del animal de experimentacion y del agonista suministrado en cuestion.

Bajo normoxia, se comprobd que la reactividad vascular originada por la adicion de
angiotensina Il y propiciada por el sistema renina-angiotensina es significativamente mayor (*,
p<0.05) en hembras que en machos (Gréafica 1-A); aunque el patron se invierte tras la adicién de
fenilefrina, siendo los machos los que presentaron una mayor reactividad vascular mediada ahora
por el sistema nervioso simpatico en comparacion con las hembras (Grafica 1-B). Sin embargo, en
condiciones hipdxicas no se encontraron diferencias significativas al momento de comparar entre
ambos géneros los efectos generados por angiotensina Il y fenilefrina, por lo que la eficacia del
sistema renina-angiotensinay del sistema nervioso simpatico para aumentar la reactividad vascular

es similar tanto en machos como en hembras a bajos niveles de oxigenacion (Gréfica 2).

Ahora bien, al comparar el efecto de angiotensina Il entre los machos normdxicos e
hipdxicos, se observa que la reactividad vascular del lote hipoxico pareciera aumentar respecto a
su lote control, aungue al no encontrarse diferencias significativas entre ambos, se entiende que el
aumento de la reactividad vascular en los machos no difiere ante la presencia o ausencia de oxigeno
(Gréfica 3-A). Por otro lado, cuando se compara a las hembras normoxicas contra las hipdxicas,
los resultados denotan que la reactividad vascular de las segundas disminuye significativamente
(*, p<0.05) en comparacion con las primeras, por lo que la eficacia del sistema renina-angiotensina
para aumentar la reactividad vascular si disminuye ante entornos hipdxicos, lo cual termina

repercutiendo en la contractilidad del musculo liso (Grafica 3-B).

Por dltimo, tras la adicion de fenilefrina, se observa que la reactividad vascular en los
machos hipoxicos pareciera disminuir respecto al lote control, aunque al no existir ninguna
diferencia significativa entre ambos, se resalta que la eficacia del sistema nervioso simpatico para
aumentar la reactividad vascular es independiente de los niveles de oxigeno existentes (Grafica 4-
1). No obstante, la reactividad vascular de las hembras hipéxicas mediada por dicho agonista es

significativamente mayor (*, p<0.05) en comparacion con el lote control, por lo que la falta de
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oxigeno incrementa la eficacia del sistema nervioso simpatico para aumentar la reactividad

vascular, conduciendo a un incremento de la actividad contractil de la musculatura lisa vascular

como respuestas hacia la hipoxia.

Gréfica 1. Curvas concentracion-respuesta a concentraciones crecientes de angiotensina Il (A) y fenilefrina (B) sobre preparados

normoxicos de anillos adrticos de ratas Wistar macho y hembra.
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Gréfica 3. Curvas concentracion-respuesta a concentraciones crecientes de angiotensina Il sobre preparados norméxicos e

hipoxicos de anillos de aorta de ratas Wistar macho (A) y hembra (B).
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ANALISIS DE RESULTADOS

El estudio de la musculatura lisa del tejido adrtico es perfecto para representar el
comportamiento de la reactividad vascular en un organismo completo al estar directa y
ampliamente inervada por dos mecanismos homeostaticos diferentes: el SRA a través de la
expresion de receptores tipo 1 de angiotensina Il (AT1) y el SNS mediante receptores ai-
adrenérgicos. Y aunque los estudios relacionados con la reactividad vascular crecen dia a dia como
una manera de entender y prever la ocurrencia de enfermedades cardiovasculares en la poblacion
mundial, las diferencias en cuanto a la reactividad vascular entre ambos géneros
desafortunadamente han sido descritas de forma escasa, a la par de que los mecanismos que
subyacen a dicho dimorfismo sexual siguen sin comprenderse bien y que la investigacion
preclinica y clinica sobre el género femenino continda estando subrepresentada, lo cual aumenta
cuando se agregan factores que son ajenos a la fisiologia normal, como es el caso de los cuadros
hipoxicos (Medina et al., 2020).

Tabla 11. Concentracion efectiva 50 (CE50) de los agonistas angiotensina Il y fenilefrina en funcion de los cuatro lotes de

experimentacion.

Lote Nombre CEso Angiotensina Il (M)  CEso Fenilefrina (M)
1 Machos con oxigeno (O2) 1.22 x 108 3.83x10°
2 Hembras con oxigeno (O2) 1.41 x 10°° 2.86 x 108
3 Machos hipoxicos (s/O2) 427 x10°° 7.93x 108
4 Hembras hipdxicas (s/O2) 1.25x 10° 7.58 x 10°

En el presente estudio, en primera instancia se analizaron los resultados de la afinidad de
la angiotensina Il hacia los receptores ATy, donde se encontrd un aumento en los dos lotes
hipdxicos en comparacion con sus respectivos controles, debido a que se requiere menor
concentracion del agonista para alcanzar la CEso cuando existe un déficit en los niveles de oxigeno,
ocasionando asi que la potencia del farmaco sea mayor que en condiciones normdxicas. En cuanto
a la fenilefrina, la potencia disminuye en los machos hipoxicos respecto a su lote control, aunque
el patron se invierte en el género opuesto (Tabla 11), siendo las hembras hipdxicas las que

presentan una mayor potencia que su contraparte normoxico, lo cual significa que la afinidad de
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la fenilefrina hacia receptores ai-adrenérgicos del sistema nervioso simpatico difiere en funcion
del género, aspecto que no ocurre con el sistema renina-angiotensina. Adicionalmente y a
diferencia de la CEsp de fenilefrina, donde se observan datos mucho menos distanciados entre si,
la CEso de angiotensina Il muestra diferencias de hasta un orden logaritmico entre los cuatro lotes,
pudiendo significar que el mecanismo de regulacion de la reactividad vascular ejercido por el
sistema nervioso simpatico es uno mas conservado y con una jerarquia fisiolégica mayor que el

dado por el sistema renina-angiotensina.

Por otro lado y analizando individualmente el efecto causado por la angiotensina 1l, se
encontrd que el nimero de receptores AT1 que son ocupados por el agonista es mayor en las
hembras normoxicas en comparacion con los machos, lo que significa que el aumento de la
reactividad vascular por los estimulos del SRA es mas eficaz en ellas (Grafica 1-A), lo cual puede
explicarse como una respuesta adaptativa desarrollada por las hembras, ya que las hormonas
sexuales femeninas, especialmente los estrégenos, ocasionan un bloqueo ribosémico y una
interferencia directa con la transcripcion de los genes AGTR1 y ECA que reducen respectivamente
la expresion de receptores AT: en la musculatura lisa vascular y de la enzima convertidora de
angiotensina (ECA) en suero y tejidos (Venegas-Pont et al., 2010; Medina et al., 2020), por lo que
a diferencia de los machos, sus receptores parecieran estar fenotipicamente predispuestos a ser
activados en mayor nimero y a menores concentraciones de angiotensina |1, aspecto que también
explicaria el por qué fue en las hembras normoxicas donde el agonista fue més potente y no en sus
contrapartes masculinas (Tabla 11). De hecho, pese a que los machos expresan mayores niveles
de receptores ATz en la vasculatura (Medina et al., 2020), lo cierto es que sus CMLV son mas
susceptibles que las de las hembras a sufrir eventos apoptoticos y/o hipertroficos ocasionados por
estres oxidativo secundario a la presencia de ERO (Pedrosa y Webb, 2021; Malorni et al., 2008),
siendo éstas generadas por acciéon de la misma angiotensina Il al momento de acoplarse a
receptores AT y activar subsecuentemente a NADPH oxidasas de membrana, las cuales son
necesarias para la transduccion de sefiales (St. Paul et al., 2020; Drummond et al., 2011). De esta
forma, se podria suponer que las ERO ocasionan que las CMLYV restantes en el tejido masculino
deban aumentar su actividad para compensar la muerte apoptotica del tejido, necesitando asi
mayores concentraciones de angiotensina Il para efectuar una respuesta contractil normal mediante
la liberacion de calcio intracitoplasmatico, aunque eso reinicie de nueva cuenta el ciclo oxidativo

y a la postre desemboque en patologias cardiovasculares, algo ampliamente reportado en la
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literatura (White et al., 2019). Esta seria otra justificacion de las diferencias encontradas entre
ambos géneros respecto a la potencia de la angiotensina 11, la cual se fortalece por el hecho de que
las hembras poseen una fuerte expresion de mecanismos antioxidantes tisulares gracias a su
fenotipo y al efecto de hormonas sexuales (White et al., 2019; Xue et al., 2009) que evitarian la

disminucion de la reactividad vascular mediada por el SRA.

Por otro lado y de forma contraria con el SRA, se encontrd que la cantidad de receptores
az-adrenérgicos activados por la fenilefrina fue mayor en los machos normoéxicos que en las
hembras, lo que sugiere que el aumento de la reactividad vascular mediada por la inervacion del
SNS es més eficaz en los primeros, lo cual se fundamenta a través de efectos fisiologicos
relacionados con la hormona sexual testosterona, debido a que dicha hormona favorece la
expresion de receptores az-adrenérgicos tanto a nivel de mRNA como de proteina en la
musculatura lisa vascular en los machos (Carbajal-Garcia et al., 2020), puesto que evolutivamente
necesitan de una mayor reactividad vascular para funciones tan importantes como lo es, por
ejemplo, la reproduccion, al depender de los receptores az-adrenérgicos para la correcta expulsion
de semen tras la tension contractil de los conductos deferentes, reforzando asi la idea de que la
testosterona es la hormona que desde el punto de vista masculino, permite la fecundacion (Sanbe
et al., 2009; Akinaga et al., 2019), aspecto que por su puesto no ocurre en las hembras, ya que
aungue también poseen testosterona circulante en la sangre proveniente de los ovarios o la zona
suprarrenal, su cantidad es minima y facilmente opacada por los estrdgenos, cuya accion a nivel
de SNS es favorecer la expresion y actividad de receptores vasodilatadores del tipo 2 (Hart et al.,
2011), por lo que el nimero de receptores a1-adrenérgicos disponibles para ser activados por la
fenilefrina que conlleven a iniciar vias de sefializacion intracelularmente corriente abajo,
aumentando asi la reactividad vascular, es intrinsecamente superior en los machos (Grafica 1-B),
suponiendo ademas que el género femenino cuenta con una adaptacién compensatoria al necesitar
menores concentraciones de agonistas ar-adrenérgicos que aumenten su reactividad vascular por
tener menor cantidad de receptores disponibles, explicando asi el por qué fue en las hembras
normoxicas donde la fenilefrina resultd ser mas potente y no en los machos (Tabla 11). De hecho,
existe evidencia de que las hembras tienen una estimulacion simpatica atenuada en comparacion
con los machos, aunque los estrégenos también reducen la densidad de receptores a1-adrenérgicos
en la musculatura lisa vascular, estudios in vitro e in vivo han demostrado que el género femenino

posee receptores mas afines y/o sensibles a los agonistas adrenérgicos que sus similares masculinos



95

(Akinaga et al., 2019; Banie et al., 2009). Desafortunadamente, no se sabe el mecanismo exacto
sobre como las hormonas sexuales modulan a los receptores adrenérgicos ni mucho menos cual
sea la razon fisiologica de éste “antagonismo funcional”, aunque podria ser que a diferencia de los
machos, las hembras cuentan con mecanismos que favorecen el aumento simpético de la
reactividad vascular con tal de oponerse equilibradamente a los muchos efectos vasodilatadores
adjudicados a los estrégenos, siendo uno de ellos el contar con receptores predispuestos a ser
ocupados por su respectivo ligando de manera mas sencilla y a menores concentraciones, aunque
esto necesita de investigaciones adicionales que aborden el tema més a profundidad (Marafion y
Reckelhoff, 2013; Hart et al., 2011).

Ademas, el presente estudio mostrd que el aumento de la reactividad vascular, ya sea a
través del SRA o por inervacién del SNS, resulta ser independiente del género cuando los niveles
de oxigeno disminuyen, dando a entrever que la eficacia de los receptores AT1 y az-adrenérgicos
para activar vias de sefializacion subsecuentes que culminen en la contraccion del muasculo liso
vascular es similar en machos y hembras en condiciones hipéxicas, aspecto que difiere totalmente
de lo ocurrido con los entornos normoéxicos (Gréfica 2). En esta ocasion, la explicacion pudiera no
estar fundamentada por hormonas sexuales sino méas bien a HIF-1a, debido a que éste censa los
bajos niveles intracelulares de oxigeno y promueve, al menos en parte, la expresion y actividad de
receptores AT1 y as-adrenérgicos en la musculatura lisa, intentando favorecer la reactividad
vascular de las CMLV que se encuentra mermada por la hipoxia, la caida de las concentraciones
de ATP y por la activacién de KATP (Gasukova et al., 2016; Foster y Coetzee, 2016; Sodhi et al.,
2018), por lo que pareciera que los mecanismos homeostaticos vasculares aumentan las vias de
sefializacion calcio-dependientes activas para compensar la disminucion contréactil que es
secundaria a la hipoxia en lugar de conservar los efectos fisioldgicos que tienen las hormonas
sexuales sobre los receptores del SRA y SNS, premisa que se apoya en que al menos a la fecha,
experimentalmente no se han encontrado dimorfismos sexuales en la actividad de HIF-1a a nivel
de receptores vasculares ni en la actividad y densidad de los KATP, provocando que el aumento
de la reactividad vascular en condiciones hipdxicas sea indistinto entre machos y hembras (Vargas
etal., 2014).

Respecto a las diferencias del aumento de la reactividad vascular dadas por la hipoxia,

ahora en funcion de un mismo género y hablando en primera instancia del SRA, se observa que la
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cantidad de receptores AT1 disponibles para ser activados por angiotensina Il es similar tanto en
machos normoxicos como hipdxicos, lo anterior nos hace sugerir que la contraccion del musculo
liso vascular no es dependiente de la cantidad de oxigeno intracelular en los machos. Tal
suposicion puede deberse a que los entornos hipoxicos elevan la concentracion de ERO
provenientes del complejo Il de la cadena de transporte de electrones mitocondrial, los cuales a
su vez causarian la apoptosis de las CMLYV debido a que la angiotensina Il genera ERO mediante
la activacion subsecuente de NADPH oxidasas cuando se une a los receptores AT1, lo cual genera
estrés oxidativo celular (Hernansanz-Agustin y Enriquez, 2021; Pedrosa y Webb, 2021; Malorni
et al., 2008; St. Paul et al., 2020). No obstante, son las mismas ERO las que permiten que HIF-1a
se estabilice, acumule y ejerza sus acciones transcripcionales al inhibir la actividad de las PHD
que lo marcan para su ubiquitinacion, por lo que es capaz de aumentar la expresion de receptores
AT1 en la musculatura lisa vascular (Gasukova et al., 2016; Hamanaka y Chandel, 2009). A pesar
de la hipoxia y que la poblacion de CMLV disminuye, las células sobrevivientes cuentan con un
incremento en el niUmero de sus receptores, de tal forma que la densidad final de los mismos es
semejante al expresado fisiolégicamente en entornos normoxicos, por lo que el nimero de vias de
sefializacion que son activadas por la angiotensina 1l llegaria a ser similar en ambas situaciones,
explicando asi el por qué no se encontraron diferencias significativas en el aumento de la
reactividad vascular (Grafica 3-A). Sin embargo, se debe resaltar que fue en los machos hipdxicos
donde la angiotensina Il resulté ser mas potente que en aquellos normdxicos (Tabla 11), siendo
probable que el acoplamiento y vias de sefializacion de angiotensina Il sea mas eficaz en las células
vivas remanentes, generando el aumento de la reactividad vascular. De hecho, pese a que no se
conoce el mecanismo molecular detras, diversos experimentos con animales o pacientes con algun
grado de hipoxia demuestran un aumento en la actividad del SRA, incluyendo la unién de
angiotensina Il con su receptor (Bosc et al., 2010), aunque la falta de informacion tedrica ha

provocado que tales hallazgos sigan catalogandose como controvertidos.

En cuanto al género femenino, los resultados sefialan que las hembras normaéxicas poseen
mayor cantidad de receptores AT1 disponibles para ser acoplados por angiotensina Il en
comparacion con las hembras hipoxicas. EI aumento de la reactividad vascular mediada por la
accion del SRA es més eficaz en aquellas plenamente oxigenadas, ya que en la hipoxia las CMLV
femeninas también experimentan aumentos exacerbados de ERO mitocondriales que permiten la

estabilizacion de HIF-1a con posterior expresion de un mayor nimero de receptores AT1 en el
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musculo liso vascular. Ademas, el entorno intracelular con propiedades antioxidantes, intrinseco
de las hembras y producto de los estrogenos, atenda las concentraciones de ERO y con ello la
densidad de receptores AT1, haciendo que la cantidad de vias de sefializacion disponibles que
propicien la contractilidad del masculo liso y aumenten la reactividad vascular sea menor que en
condiciones normoxicas (Gréafica 3-B). Lo anterior puede deberse a que las células vasculares
femeninas poseen menor densidad de receptores AT1 que evita condiciones fisiopatologicas tales
como la hipertrofia, hipercontractilidad o inflamacion, ya que se sabe que la activacion de dichos
receptores estimula la via de NF-xB, promoviendo la presencia de citocinas proinflamatorias y
aumento de estrés oxidativo incrementando el cuadro hipoxico, afectando directamente la

regulacién e integridad del tono vascular (EI-Arif et al., 2022).

Respecto a las diferencias de la reactividad vascular mediada por el SNS, los resultados
suponen que la cantidad de receptores ai-adrenérgicos disponibles para acoplarse con fenilefrina
es semejante en machos normoxicos e hipoxicos, sugiriendo que en el género masculino, la
eficacia para activar vias de sefializacion que propicien la contraccion del musculo liso vascular es
independiente a las concentraciones de oxigeno. De hecho, parecido a lo ocurrido en el SRA, el
cuadro hipoxico genera ERO mitocondriales que favorecen la activacion de HIF-1a, ocasionando
un aumento en la expresion de receptores az-adrenérgicos en la superficie de la musculatura lisa,
a la par que el estrés oxidativo celular disminuye la poblacién de CMLYV viables (Gasukova et al.,
2016; Hamanaka y Chandel, 2009; Malorni et al., 2008). De esta manera, las células sobrevivientes
a la hipoxia poseen una mayor cantidad de dichos receptores, causando que la densidad de éstos
sea parecida a la que se expresa de forma normal en entornos celulares bien oxigenados, por lo
que el nimero de vias de sefializacion calcio-dependientes activadas por la fenilefrina seria similar
en ambas condiciones, explicando asi por qué no hubo ninguna diferencia significativa en el
aumento de la reactividad vascular (Gréafica 4-A), suponiendo ademas que durante una falta de
oxigenacion, no hay algin mecanismo compensatorio que disminuya la concentracién de
fenilefrina que se requiere para activar los receptores ai-adrenérgicos, ya que la potencia del
agonista no cambia entre los machos del lote control respecto al hipoxico (Tabla 11).
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Tabla 12. Diferencias encontradas en la reactividad vascular mediada por Angiotensina Il y Fenilefrina al compararse los cuatro

lotes de experimentacion.

Machos con Hembras con Machos con Hembras con
VS Oxigeno Oxigeno Hipoxia Hipoxia
(Lote #1) (Lote #2) (Lote #3) (Lote #4)
Mayor por
Angiotensina Il
Machos con en Lote #2 Sin diferencias
Oxigeno N/A significativas con N/A
(Lote #1) MayoniEen ningun agonista
Fenilefrina en
Lote #1
Mayor por Mayor por
Angiotensina ll Angiotensina ll
Hemt?ras con en Lote #2 en Lote #2
Oxigeno Mayor por N/A N/A Mayor por
(Lote #2) Fenilefrina en Fenilefrina en
Lote #1 Lote #4
Machos con Sin diferencias Sin diferencias
Hipoxia significativas con N/A N/A significativas con
(Lote #3) ningln agonista ningln agonista
Mayor por
Angiotensina Il
Hembras con en Lote #2 Sin diferencias
Hipoxia N/A significativas con N/A
(Lote #4) M'ayor por ningun agonista
Fenilefrina en
Lote #4

Por ultimo, se muestra que son las hembras hipoxicas las que poseen un mayor nimero de
receptores oaz-adrenérgicos disponibles para ser activados por fenilefrina a diferencia de las
hembras normdxicas, sugiriendo que el aumento de la reactividad vascular, inervada por el SNS,
es mas eficaz cuando existe una disminucion en las concentraciones de oxigeno, ya que a pesar de
que las propiedades antioxidantes de los estrogenos regulan a la baja la expresion de HIF-1a y de
receptores az-adrenérgicos al estabilizar a las ERO mitocondriales, existe evidencia experimental
de que la expresion y las acciones transcripcionales de HIF-1o pueden ser favorecidas por otras
vias, independientemente de la presencia de ERO, siendo ejemplos la activacion por sefializaciones

secundarias provenientes de receptores B-adrenérgicos, los cuales son abundantes en el genero
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femenino, o por la accion de metabolitos oxidativos intermediarios como las acilcarnitinas de
cadena larga (McCoin et al., 2015; Cheong et al., 2016), ocasionando que en condiciones
hipoxicas, las CMLV femeninas posean un mayor nimero de receptores ai-adrenérgicos
expresados sobre su superficie que les confiera un aumento en la reactividad vascular (Gréfica 4-
B), ademas de que la activacion de dichos receptores pareciera ser facilitada al requerir menores
concentraciones de fenilefrina, ya que la potencia del agonista fue mayor que en las hembras
normoxicas (Tabla 11). No obstante, el conocimiento acerca de los mecanismos compensatorios
que subyacen a estas vias de sefializacion es préacticamente nulo, por lo que es necesario de

investigaciones adicionales que aborden el tema con mucha mayor profundidad.

CONCLUSIONES

La disminucion de oxigeno no genera cambios en la reactividad vascular entre los dos lotes de
machos bajo los vasoconstrictores fenilefrina y angiotensina Il. Sin embargo, la disminucion de
oxigeno si genera una disminucion de la reactividad vascular en aorta de rata en hembras,
especificamente con fenilefrina. En presencia de oxigeno la reactividad vascular de la hembra es
mayor a la del macho bajo angiotensina Il, y en condiciones hipoxicas el efecto de los

vasoconstrictores es indiferente al compararse ambos géneros.
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