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El oxigeno (O;) es un elemento esencial para la vida de los organismos que usan el
metabolismo celular aerobico como fuente de energia. Actia como aceptor final de electrones
en la cadena de transporte de electrones (CTE), haciendo posible la sintesis de adenosin
trifosfato (ATP) mediante la fosforilacién oxidativa en la mitocondria.

La falta de O, (hipoxia), aunque sea de manera focalizada y transitoria, puede dafiar
gravemente los tejidos. Por este motivo, el organismo dispone de mecanismos encargados de
detectar la deficiencia de O, y generar respuestas adaptativas para disminuir los efectos
deletéreos de la hipoxia. Existen dos tipos de respuesta adaptativas a hipoxia segun el tiempo
de exposicion a una disminucion de O;: aguda y cronica (Lopez-Barneo et al., 2001). Cuando
la hipoxia se produce de manera puntual y aguda, o durante los primeros minutos de
exposicion a una hipoxia prolongada, se activan una serie de mecanismos de adaptacion
rapidos. Estos mecanismos incluyen reflejos respiratorios y cardiovasculares, como la
hiperventilacion y la activacion simpatica que, en pocos segundos, incrementan la captacion
de O, y aceleran su distribucion a los tejidos a través del sistema circulatorio, especialmente
al cerebro y corazon. Si la exposicion a hipoxia se mantiene durante horas o dias (lo que se
denomina hipoxia crénica) se activan mecanismos mas lentos que implican la regulacion de la
expresion génica por factores de transcripcion inducibles por hipoxia (hypoxia inducible
factors, HIFs). Estos factores inducen la expresion de genes que favorecen, entre otras, la
angiogénesis y la eritropoyesis para la distribucion y transporte de O, a los tejidos e
incrementan la produccion de ATP por via glucolitica (Semenza, 2012; Ratcliffe, 2013). Esta
Tesis Doctoral se centra en el estudio de los mecanismos adaptativos que se ponen en marcha

en respuesta a la hipoxia aguda.

1. Sistema homeostatico sensor agudo de oxigeno

Las respuestas adaptativas a la hipoxia aguda dependen de un conjunto de 6érganos que
forman el sistema homeostatico sensor de O, y que contienen células neurosecretoras o
musculares lisas capaces de detectar cambios en los niveles de O,. Entre los diversos
componentes del sistema homeostatico de O, destacan las células de musculo liso de arterias
pulmonares y sistémicas, los cuerpos neuroepiteliales del pulmon, las células cromafines de la
médula adrenal (MA) y las células neurosecretoras de los quimiorreceptores arteriales

periféricos (cuerpos carotideos y aorticos) (Weir et al., 2005).
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Las células de musculo liso de la arteria pulmonar son capaces de detectar variaciones
en la presion parcial de oxigeno (PO;) y contraerse en condiciones de hipoxia. Este fenomeno
se denomina vasoconstriccion pulmonar hipoxica (VPH) y tiene como objetivo derivar el
flujo sanguineo hacia zonas del pulmén mejor ventiladas. Por el contrario, en las arterias
sistémicas se produce una vasodilatacion en respuesta a hipoxia para favorecer el aporte de
oxigeno al tejido hipoxico (Weir y Archer, 1995; Franco-Obregén y Lopez-Barneo, 1996).

Los cuerpos neuroepiteliales estin compuestos por grupos de células neuroendocrinas
situadas en el epitelio de los bronquiolos, donde detectan cambios en la concentracion de O,
del aire inspirado. Ante una disminucion de O,, las células neuroendocrinas liberan aminas y
péptidos, que activan las fibras aferentes, que mandan la informacion al sistema nervioso
central y regulan los parametros respiratorios para la obtencion de mas O, (Jonz y Nurse,
2012).

La MA es uno de los organos endocrinos que forma parte de las glandulas
suprarrenales, localizadas en la parte superior de cada rifion. Se compone de células
neurosecretoras, denominadas células cromafines, que actian como quimiosensores
polimodales, que responden, entre otros estimulos, a una disminucion de los niveles de O, en
sangre secretando catecolaminas al torrente circulatorio, fundamentalmente adrenalina y
noradrenalina (Mufioz-Cabello et al., 2005; Livermore et al., 2011). Esta elevacion de
catecolaminas en sangre es responsable de parte de las adaptaciones cardiovasculares que se
producen durante una hipoxia aguda.

Dentro del sistema homeostatico sensor de O, destacan los quimiorreceptores
arteriales localizados junto a las arterias aodrtica y carotida. Los cuerpos aorticos son
estructuras paraganglionares que se distribuyen de forma irregular por las ramas derivadas del
nervio vago; estan en torno a los arcos aorticos, cerca de las arterias cardtida y subclavia. Los
quimiorreceptores periféricos mds importantes en mamiferos superiores y en el hombre son
los cuerpos carotideos (CC), localizados en las bifurcaciones de las arterias cardtidas, y de
ellos dependen los reflejos respiratorios (respuesta ventilatoria a hipoxia; RVH) y
cardiovasculares (incremento del gasto cardiaco) necesarios para la adaptacion aguda a la

hipoxia (L6pez-Barneo et al., 2001; Livermore ef al., 2011).

2. Fisiologia del cuerpo carotideo
2.1. Aspectos generales sobre la estructura y funcion del cuerpo carotideo
El CC es un sensor polimodal capaz de detectar cambios de presion arterial de O,

(PaO,) y de dioxido de carbono (PaCQO;), siendo activado por hipoxia e hipercapnia
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respectivamente (de Castro, 1928; Heymans et al., 1930; Eyzaguirre et al., 1965). Ademas, se
activa también en respuesta a otros estimulos como hipoglucemia (Pardal y Lopez-Barneo,
2002; Garcia-Fernandez et al., 2007; Fitzgerald et al., 2009) o acidosis (Eyzaguirre y Koyano,
1965).

Los CC se localizan bilateralmente en las bifurcaciones de las arterias cardtidas
(Figura 1 A). Es un 6rgano muy irrigado, ya que dispone de abundantes vasos sanguineos
entretejidos en su parénquima, y presenta una tasa de consumo de O, muy alta (Daly et al.,
1954; Starlinger y Lubbers, 1976). El CC deriva embriologicamente de la cresta neural (Le
Douarin, 1986; Jiang et al., 2000; Pardal et al., 2007). Desde el CC parten fibras aferentes que
son conducidas al sistema nervioso central a través del nervio del seno carotideo, que es una
rama del nervio glosofaringeo o par craneal IX. También recibe inervacion eferente
compuesta fundamentalmente de fibras simpaticas postganglionares procedentes del ganglio
cervical superior (GCS) (Fidone y Gonzalez, 1986). Histologicamente esta constituido
principalmente por dos tipos de células (tipo I y II) que se agrupan formando agregados
celulares llamados glomérulos (Figura 1 B).

Las células tipo I, también denominadas células glomicas o células principales, son de
tipo neuronal, tienen una forma mas o menos esférica, de unos 10 pm de diametro, y son las
mas numerosas en el CC (Lopez-Barneo et al., 2009) (Figura 1 B y C). Estas células se
caracterizan por presentar un alto numero de mitocondrias en el citoplasma y vesiculas de
nucleo denso que contienen distintos neurotransmisores como ATP, acetilcolina, dopamina y
varios neuropéptidos (Nurse y Piskuric, 2013). Ademads, tienen un alto contenido en
dopamina, por lo que presentan una elevada expresion de la enzima tirosina hidroxilasa (TH),
y se pueden marcar facilmente con un anticuerpo anti-TH que permite identificarlas por
inmunohistoquimica. Las células glomicas son los elementos sensores de O, del CC (ver mas
adelante) y establecen uniones sinapticas con terminaciones nerviosas aferentes (‘“‘sinapsis
quimiosensora”) que terminan en el centro respiratorio y en otras estructuras centrales, como
el ntcleo del trato solitario y en un area de la médula llamada rotral ventrolateral medulla.
Desde estas areas centrales se regulan, respectivamente, la frecuencia y el volumen
respiratorio (de Castro, 1926, 1928; Eyzaguirre, 1961) y el tono del sistema nervioso
simpatico (Guyenet, 2000).

Las células tipo II o sustentaculares son de tipo glial. Son mas pequenas y alargadas
que las células tipo I y se localizan en la periferia de los glomérulos rodeando a las células
tipo I con sus elongaciones citoplasmaticas (Figura 1 B y C). Las células tipo II expresan

marcadores de células gliales como la glial acidic fibrilary protein, por lo que



Introduccion

tradicionalmente se ha pensado que su funcioén era meramente de soporte de las células tipo L.
Sin embargo, recientemente se ha descrito que las células tipo II, o una subpoblacion de ellas,
son células madres del sistema nervioso periférico (SNP) que contribuyen al crecimiento del

CC en condiciones de hipoxia crénica (Pardal et al., 2007).

A B c
bifurcacién carotidea de humano glomérulos del cuerpo carotideo

microscopia electréncia
del cuerpo carotideo

fibra nerviosa
aferente

ot

Figura 1. Estructura y organizacion del cuerpo carotideo. (A) Fotografia de una bifurcacion
carotidea humana después de limpiarla de tejido conectivo y grasa permitiendo ver el CC (flecha).
Escala: 1 cm. Bifurcacion extraida de un donante de 42 afios de edad. Modificado de Ortega-Saenz et
al., (2013). (B) Representacion esquematica de las células que componen los glomérulos del CC.
Modificado de Pardal et al., (2009). (C) Microfotografia electrénica ilustrando los dos tipos de células
principales del CC de raton; tipo I (coloreadas en rojo) envueltas por las células tipo II (en azul). El
aumento (esquina superior derecha) muestra la abundancia de mitocondrias y vesiculas secretoras en
las células tipo 1.

2.2. Modelo de membrana de quimiotransduccion

Las células glomicas son elementos neurosecretores que, al detectar una disminucioén
de la PaOz2 u otros estimulos, liberan neurotransmisores por exocitosis, lo que a su vez activa
fibras nerviosas que estimulan a los centros respiratorios o vegetativos del tronco del
encéfalo. Esta funcion sensorial de las células glomicas se debe a que son excitables, ya que
poseen canales voltaje-dependientes de Na”, Ca*"y K* (Duchen et al., 1988; Lopez-Barneo et
al., 1988; Urenia et al., 1994). El proceso de quimiotransduccion que se activa en las células
glomicas en respuesta a hipoxia se basa en la inhibicion de canales de K, entre los que se han
descrito tanto canales de K" dependientes de voltaje (Lopez-Barneo et al., 1988) como canales
de fuga o leakage (Delpiano y Hescheler, 1989; Buckler, 1997) (Figura 2 A). La inhibicion de
canales de K" produce la despolarizacion del potencial de membrana, que conlleva a la
apertura de los canales de Ca”>" dependientes de potencial y a la entrada de calcio extracelular
(Fishman et al., 1985; Urena et al., 1994) (Figura 2 B). El incremento de calcio citosolico

produce fusion de vesiculas con la membrana plasmatica y liberacién de neurotransmisores
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(Lopez-Barneo, 1993; Buckler y Vaughan-Jones, 1994; Urefia ef al., 1994) (Figura 2 C). Los
neurotransmisores activan a las fibras nerviosas que transmiten la informacién hasta los
centros respiratorios del tronco del encéfalo para activar la respuesta ventilatoria a hipoxia.
Estos hallazgos permitieron establecer el modelo de membrana de quimiotransduccion
(Figura 2 D), donde las células glémicas actian como elementos presindpticos capaces de

detectar una disminucién de O,.
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Figura 2. Respuesta a hipoxia aguda en células glémicas. (A) Corrientes de membranas registradas
con la configuracion de parche perforado durante un protocolo de despolarizacion de rampa. Noétese la
reversible inhibicidén de la corriente de entrada y de las corrientes voltaje dependientes de potasio en
las dos ocasiones que la célula fue expuesta a hipoxia (hl y h2) (PO, ~ 10 mmHg). Los registros de
control (c) y recuperacion (r) se obtuvieron en condicion de normoxia (PO, ~ 145 mmHg). (B y C)
Incremento de calcio (B) y respuesta secretora (C) en funcién de la tension de O, En el grafico de la
dosis dependencia de calcio hay un registro representativo del incremento de calcio citosdlico
dependiente de calcio extracelular durante hipoxia. En el grafico C hay un registro representativo de
amperometria de la tipica respuesta a hipoxia de una célula glomica. (Los datos del grafico B proceden
de Urena et al., (1994); los de los graficos A y C de Montoro et al., (1996) y Ortega-Saenz et al.,
(2006). (D) Modelo de membrana de quimiotransduccion mediado por las células glémicas,
modificado de Lopez-Barneo et al., (2003).
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A pesar de que el modelo de membrana de quimiotransduccion se encuentra
ampliamente aceptado en el campo de la deteccion de hipoxia aguda, se desconoce cudl es el
mecanismo que usan las células quimiorreceptoras para detectar la disminucion de O, en
sangre (o en medio extracelular) y cudl o cudles son las moléculas que sefializan a los canales

de K" de la membrana plasmatica para inhibirlos.

3. Hipotesis actuales sobre el “sensor de oxigeno” del cuerpo carotideo

Durante las tltimas décadas se han propuesto distintas hipotesis para describir el
sensor de oxigeno de las células glomicas del CC (Lopez-Barneo et al., 2016). En este
apartado se resume brevemente aquellas que se consideran especialmente relevantes para los

estudios llevados a cabo en esta Tesis Doctoral.

3.1. Hipotesis mitocondrial

Clésicamente se han considerado a las mitocondrias como candidatas para detectar la
disminucion de O, en las células glomicas del CC, basdndose en que es el organulo donde se
produce un mayor consumo de oxigeno, y dada la exquisita sensibilidad del CC a los
inhibidores de la CTE mitocondrial. Se ha descrito que al bloquear distintos complejos
mitocondriales hay una activacion de las células glomicas de forma similar a la hipoxia
aguda, indicando una comunicacion entre las mitocondrias y los canales de la membrana
plasmatica (Mills y Jobsis, 1972; Mulligan y Lahiri, 1982; Ortega-Saenz et al., 2003).
Ademas de las dos premisas anteriores, las mitocondrias son candidatas porque existen
pardmetros mitocondriales, como el potencial de membrana mitocondrial o la
autofluorescencia de NADH, que son muy sensibles a cambios de los niveles de PO, (Duchen
y Biscoe, 1992b, a). Apoyando esta hipétesis se propuso que el incremento de Ca®*
intracelular, que se producia en las células glomicas en respuesta a hipoxia, se debia a la
liberacion de Ca*" almacenado en las mitocondrias (Duchen y Biscoe, 1992b). Sin embargo,
pronto se demostré que, como se describio en el apartado anterior, el aumento de Ca*"
citosélico se debe a una entrada de Ca®" extracelular, debida a la apertura de canales de Ca**
dependientes de voltaje (Figura 2 B) (Urefia ef al., 1994). El otro inconveniente de esta
propuesta es que la CTE de la mayoria de las células se inhibe cuando los niveles de PO,
alcanzan valores cercanos a la anoxia (PO~ 1-2 mmHg) y las células glomicas del CC son
muchos mas sensibles a hipoxia, siendo activadas incluso cuando los niveles de PaO, estan
por debajo de 60 mmHg. Para tratar de explicar este comportamiento del CC, se propuso la

existencia de mitocondrias con una isoforma especial de citocromo ¢ oxidasa o complejo
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mitocondrial IV (CMIV) con baja afinidad por oxigeno (Mills y Jobsis, 1972). Sin embargo,
en su formulacion inicial se consideraba que esta forma especial de CMIV se localizaba en las
células tipo II (Mills y Jobsis, 1972) que posteriormente se ha mostrado que no son
quimiosensitivas. Solo en fecha reciente se han descrito caracteristicas moleculares especiales
del CMIV de las células glomicas en comparacion con otras células neuronales del mismo
origen embrioldgico (Gao et al., 2017).

Una nueva perspectiva que sefiala a la mitocondria como orgdnulo necesario para
detectar la hipoxia en el CC se hizo evidente gracias a experimentos de nuestro grupo, donde
se compard la secrecion de dopamina en rodajas de CC durante hipoxia con o sin la presencia
de inhibidores de los distintos complejos mitocondriales (Ortega-Saenz et al., 2003). Los
resultados obtenidos demostraron que la secrecion, inducida en rodajas de CC por los
inhibidores de los complejos mitocondrial II, IIT y IV, incrementd cuando se expuso de forma
concomitante a hipoxia. En la Figura 3 A se muestra un ejemplo representativo del efecto
aditivo de la hipoxia y el cianuro, inhibidor del CMIV. Sin embargo, la exposicion a dosis
saturantes de rotenona, inhibidor del complejo mitocondrial I (CMI), abolié la respuesta
secretora inducida por la hipoxia en rodajas de CC (Figura 3 B). La rotenona es capaz de
inhibir al CMI uniéndose al sitio de unién de la ubiquinona. No obstante, el uso de DPI,
inhibidor del CMI que actua en un sitio diferente al de la rotenona, no fue capaz de bloquear
la respuesta a hipoxia. Como se ilustra en la Figura 3 C, de todos los inhibidores
mitocondriales utilizados, solo la rotenona fue capaz de abolir la respuesta a hipoxia,
sugiriendo que el sitio de unién a ubiquinona en el CMI tiene un papel importante para
detectar la disminucion de O; por las células glomicas.

Para comprobar si el sitio de uniéon a ubiquinona del CMI es necesario para la
respuesta a hipoxia mediada por el CC, se generd en nuestro laboratorio un modelo de raton
genéticamente modificado con una ablacion embrionaria en células catecolaminérgicas del
gen Ndufs2, el cual codifica una proteina de 49-kDa, que contribuye al sitio de union de
ubiquinona del CMI (Figura 4); (Kashani-Poor et al., 2001; Baradaran et al., 2013;
Fernandez-Agiiera ef al., 2015). A este modelo se le denominarda TH-NDUFS2. El sitio de
union a ubiquinona, es donde tiene lugar la transferencia de electrones desde el centro
sulfoférrico (Fe-S) a la ubiquinona, que es el ultimo paso en la reaccion de la
NADH/ubiquinona oxidoreductasa. Este ultimo grupo Fe-S, que se denomina N2, cede
electrones a la ubiquinona (CoQ), para producir ubiquinol (CoQH,) (Baradaran et al., 2013;
Hirst, 2013).
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Figura 3. Efecto de los inhibidores mitocondriales sobre la respuesta a hipoxia de las células
glémicas. (A) Registro amperométrico representativo de la potenciacion de la respuesta a hipoxia de
las células glomicas en presencia de cianuro (izquierda). Notese el incremento de pendiente de la
secrecion acumulada cuando se aplica la hipoxia en presencia de cianuro (derecha). (B) Registro
amperomeétrico representativo de la inhibicion de la respuesta a hipoxia de las células glomicas en
presencia de rotenona (izquierda). Noétese la disminucion de la pendiente de la secrecion acumulada
cuando se aplica la hipoxia en presencia de rotenona (derecha). (C) Cuantificacion de la tasa de
secrecion en rodajas de CC en normoxia (barras blancas) y en hipoxia (barras negras); y el efecto de
aplicar inhibidores de los complejos mitocondriales IV, III, II y I en ambas condiciones. (CN),
antimicina A (ant A), myxotiazol (myxo), tenoil trifluoro acetona (TTFA), y rotenona (rot), hipoxia
(hpx). Notese que no hay efecto sumatorio al aplicar rotenona e hipoxia juntos. Modificado de Ortega-
Saenz et al., (2003).
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Figura 4. Analisis de la expresién de Ndufs2 en tejidos catecolaminérgicos del sistema nervioso
periférico de ratones TH-NDUFS2. Cantidad relativa de ARNm del gen Ndufs2 en cuerpo carotideo
(CC; A), ganglio cervical superior (GCS; B) y médula adrenal (MA; C). u.r.unidades relativas. *
p<0,05. Modificado de Fernandez-Agiiera et al., (2015).

A nivel sistémico, los ratones TH-NDUFS2 presentaban una respiracion
aparentemente normal, pero tenian abolido el reflejo ventilatorio a hipoxia aguda (Fernandez-

Agliera et al., 2015) (Figura 5).
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Figura 5. Abolicién de la respuesta ventilatoria a hipoxia en ratones TH-NDUFS2. (A y B)
Registros representativos del cambio de la frecuencia ventilatoria de un ratoén control (A, izq) y TH-
NDUFS2 (B, izq) durante normoxia (21% de O,) y en hipoxia aguda (10% de O,). Cuantificacion del
incremento de la frecuencia respiratoria durante hipoxia aguda en el grupo de ratones estudiados
(drch). Noétese que la frecuencia respiratoria no varia entre periodos de normoxia e hipoxia en los
ratones TH-NDUFS2. ** p<0,01. Modificado de Fernandez-Agiiera et al., (2015).
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A nivel de celular, las células glomicas de los ratones TH-NDUFS2 tenian preservadas
las caracteristicas morfologicas, asi como los niveles de ATP celular. Sin embargo, estas
células eran insensibles a cambios de PO, medidos con la técnica de amperometria en rodajas
de CC (Figura 6 A y B) o con la técnica de microfluorimetria midiendo el incremento de

calcio citosolico en células glémicas dispersas (Figura 6 C) (ver “Métodos™).
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Figura 6. Abolicion de la respuesta a hipoxia en células glomicas de ratones TH-NDUFS2. (A,B)
Registros amperométricos representativos de rodajas de cuerpo carotideo controles (A, azul) y TH-
NDUFS2 (B, marr6n). La linea roja bajo los registros representa la secrecion acumulada; la linea

discontinua indica el reinicio del integrador. (C) Registros representativos de los cambios en la [Ca®'];,
en células controles (azul) y TH-NDUFS2 (marrén). Modificado de Ferndndez-Agiiera et al., (2015).
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No obstante, las células glomicas podian ser activadas por otros estimulos como alto potasio,
hipercapnia o hipoglucemia en ambas técnicas (Figura 6). Las células glémicas de los ratones
TH-NDUFS2 mostraron una abolicién de la regulacion de la corriente de K™ por la hipoxia
(Figura 7), lo que explicaba la falta de activacion de las células glomicas medida a nivel de

sercrecion dopaminérgica y a nivel de calcio citosolico (Fernandez-Agiiera et al., 2015).
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Figura 7. Abolicion de la inhibicién por hipoxia de los canales de potasio en células glémicas de
ratones TH-NDUFS2. (A) Protocolo de rampa despolarizante aplicado a las células glémicas
dispersas registradas con la técnica de patch-clamp en la configuracion de parche perforado. (B)
Corrientes registradas en células controles (arriba) y TH-NDUFS2 (abajo) en condiciones de normoxia
(rojo), hipoxia (azul) y recuperacion tras volver a normoxia (gris). (C) Cuantificacion de la amplitud
de la corriente de K (a -10 mV) normalizada con respecto a la condicién de normoxia en células
controles y TH-NDUFS2. La linea discontinua indica el 100% del valor empleado para normalizar.
Nx: normoxia; Hx: hipoxia; R: recuperacion. **p<0,01. Modificado de Fernandez-Agiiera et al.,
(2015).

Se ha demostrado que durante hipoxia se produce en las células glomicas un
incremento reversible de los niveles de especie reactivas de oxigeno (ROS) y de nicotinamida
adenina dinucledtido reducido (NADH) y que estos cambios se abolen en los ratones TH-

NDUFS2. Se ha propuesto que estas moléculas actian mediando la interaccién entre la
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mitocondria y los canales de la membrana plasmatica para promover la activacion de las

células glomicas en hipoxia (Fernandez-Agiiera et al., 2015) (Figura 8).
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Figura 8. Aboliciéon del incremento de las moléculas sefializadoras (NADH y ROS) en células
glomicas de ratones TH-NDUFS2 durante hipoxia. (A) Registros representativos del incremento de
NADH en células gléomicas dispersas de ratones controles (azul) y de ratones TH-NDUFS2 (marron).
(B) Registros representativos del incremento de ROS en rodajas del cuerpo carotideo de ratones
controles (azul) y de ratones TH-NDUFS2 (marron). Notese que el incremento de ambas moléculas
estd abolido en las células glomicas de los ratones TH-NDUFS2. Modificado de Ferndndez-Agiiera et
al., (2015).

Tomados conjuntamente, los resultados previos de nuestro grupo obtenidos en los
ratones TH-NDUFS2 indican que durante la disminucién de los niveles de oxigeno en sangre
se produce un enlentecimiento de la CTE mitocondrial en las células glomicas, que conduce a
una acumulaciéon de quinona reducida (CoQH;) y al subsiguiente enlentecimiento de la
actividad oxidoreductasa del CMI. La disminucion de la actividad del CMI provoca
acumulacion de NADH y una fuga de electrones que incrementa los niveles de ROS en el
espacio intermembrana (EIM-ROS) y en el citosol. Este incremento de NADH y ROS es el
responsable de inhibir los canales de potasio de la membrana plasmatica y desencadenar la
respuesta a hipoxia mediada por el CC (Figura 9) (Ferndndez-Agiiera et al., 2015).

Aunque los resultados obtenidos a partir del modelo TH-NDUFS2 son soélidos y
reproducibles, este modelo tiene algunas limitaciones. La primera es que al tratarse de un

modelo embrionario cabria la posibilidad de que se produjeran modificaciones genéticas
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adaptativas por la ablacion del gen Ndufs2 durante el desarrollo embrionario y que estas
modificaciones afectasen a la capacidad para responder a hipoxia de estos ratones. Otra
limitacion del modelo es que los parametros electrofisioldgicos, como la resistencia de
entrada o el potencial de membrana, estaban alterados. Ademas, las células glomicas del CC
de los ratones TH-NDUFS2 presentaban un alto nivel basal de NADH y ROS en comparacion
con las células glomicas de ratones controles. El elevado ratio NADH/NADy el alto nivel de
oxidacion celular podrian ser los responsables de la insensibilidad a hipoxia aguda de las
células glomicas en los ratones TH-NDUFS2, siendo estas moléculas incapaces de

incrementar aiin mas los niveles en respuesta a hipoxia.

Estados del Complejo | mitocondrial
Baja[ROS, NADH]

Succinato —bTQHz

*. ;
inducido por rotenona

Alta[ROS, NADH]

membrana
canal K plasmatica

Figura 9. Modelo de sensibilidad a la hipoxia aguda en los quimiorreceptores arteriales.
QH2: ubiquinona reducida. Modificado de Fernandez-Agiiera et al., (2015).

Para solventar estos problemas, se generd un nuevo modelo de estudio en animales
adultos (raton ESR-NDUFS2). En este modelo la delecion del gen Ndufs2 se indujo, en
ratones de 2 meses de edad, mediante el tratamiento durante un mes con una dieta rica en
tamoxifeno, TMX (ver “Métodos”). De esta forma evitamos que se produzcan mecanismos
adaptativos durante el desarrollo embrionario ante la delecion del gen Ndufs2. Este nuevo

modelo presentaba una estructura histologica del CC similares al de los controles, tanto en
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volumen como en nimero de células TH+ (Fernandez-Agiiera et al., 2015). Sin embargo, a
partir de la séptima semana desde el inicio del tratamiento con TMX, el deterioro de los
ratones ESR-NDUFS2 fue evidente, presentando una pérdida de peso significativa
(Fernandez-Agiiera et al., 2015) y en solo dos meses desde el inicio del tratamiento acababan
muriendo. En este trabajo no hemos estudiado otras alteraciones sistémicas ni las causas de la
muerte de los animales, que suponemos relacionadas con alteraciones pleiotropicas (renales,
metabolicas y cardiacas, entre otras) debidas a la disfuncion mitocondrial.

En esta Tesis Doctoral se analiza el fenotipo sistémico y celular del raton ESR-
NDUFS2 y la forma en que estos datos apoyan el modelo de respuesta a hipoxia aguda en las

células glomicas del CC basado en la interaccion entre la mitocondria y la membrana celular.

3.2. El receptor Olfr78 como sensor de hipoxia del cuerpo carotideo

Dado que la clarificacion de los mecanismos celulares/moleculares responsables de la
deteccion de la hipoxia aguda sigue siendo uno de los retos fundamentales de la Fisiologia
contemporanea, coincidente con la enunciacion del modelo de Fernandez-Agiiera et al. (2015)
descrito en el apartado anterior, aparecié un articulo donde se proponia que el receptor
olfatorio OIfr78, que se expresa atipicamente en el CC y otros oérganos periféricos, era
esencial para detectar la hipoxia aguda en las células glomicas del CC (Chang et al., 2015).
Estos autores sugieren que los cambios en los niveles de oxigeno en sangre no son detectados
directamente por las células glomicas, sino indirectamente a través de un metabolito, el
lactato, cuya concentracion en sangre esta regulada por la disponibilidad de oxigeno a nivel
sistémico y que mediante su unién al receptor Olfr78 es capaz de activar al CC y promover la

RVH.

3.2.1. Receptor Olfr78 e hipoxia

El receptor olfatorio Olfr78, también conocido como MOL2.3 y MORI8-2, esta
altamente expresado en el epitelio olfatorio, pero ademads se encuentra expresado atipicamente
en el CC (Chang et al., 2015; Zhou et al., 2016) y en otros tejidos de raton tales como el
bulbo raquideo (Conzelmann et al., 2000), los ganglios simpaticos y parasimpaticos (Weber
et al., 2002), rindén (Pluznick et al., 2013), y colon (Fleischer et al., 2015). El Olfr78 es un
receptor de la subfamilia de los receptores acoplados a proteinas G que se activa por acidos
grasos de cadena corta (Pluznick et al., 2013; Fleischer et al., 2015). Chang et al., (2015)
describieron que la eliminacion de la expresion del gen OIlfr78 en ratones modificados

genéticamente abole selectivamente la RVH (Figura 10 A) sin afectar a la respuesta a
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hipercapnia (Figural0 B) medida en animal completo; y que esta pérdida de la respuesta
sistémica a hipoxia se debe a que los CC de los ratones KO para Olfr78 no responde a hipoxia
(Figura 11), indicando que el receptor Olfr78 es esencial para la deteccion de hipoxia por las

células del CC.
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Figura 10. Pérdida selectiva de la respuesta a hipoxia en animales completos Olfr78. (A y B)
Media de la frecuencia ventilatoria comparada en animales controles (+/+) y animales knockout para
Olfr78 (-/-) durante hipoxia (A) y durante hipercapnia (B). resp. respiraciones y min. minutos.
Graficos modificados de Chang et al., (2015).
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Figura 11. Pérdida de la respuesta a hipoxia en el nervio del seno de cuerpo carotideo de ratones
Olfr78. Registros de medias comparativas de frecuencias de pulsos in vitro entre animales controles y
heterocigotos (+/+ y +/- en azul) con animales knockout para Olfr78 (-/- en rojo) durante hipoxia. La

disminucion de la PO, se representa con una linea gris en el grafico. Gréfico modificado de Chang et
al., (2015).

3.2.2. Receptor Olfr78 y lactato

Chang et al., (2015) han descrito que la concentracion de lactato en sangre incrementa
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en respuesta a hipoxia, y que la unién de lactato con el receptor Olfr78 produce la activacion
del nervio del seno carotideo en ratones controles, estando abolida dicha respuesta en ratones
knockout para Olfr78 (Figura 12 A); (Chang et al., 2015). Se ha sugerido que durante una
disminucion de O, hay un incremento de lactato en sangre que estimula al receptor Olfr78 de
la membrana plasmatica de las células glomicas desencadenando la liberacion de

neurotransmisores y la respuesta a hipoxia aguda a nivel sistémico (ver esquema Figura 12

B).
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Figura 12. El lactato activa el receptor Olfr78 durante hipoxia. (A) Grafico del incremento de la
frecuencia de disparo durante un aumento de lactato extracelular en el nervio del seno carotideo de
animales controles (+/+, rojo) y no en ratones knockout para Olfr78 (-/-, azul). (B) Modelo propuesto
por Chang et al., (2015) para detectar la hipoxia en las células glémicas del CC. Ambos graficos han
sido modificados de Chang et al., (2015).

La hipoétesis propuesta por Chang et al, (2015) contrastaba con los resultados
descritos previamente por nuestro grupo de investigacion, sugiriendo que las mitocondrias
son organulos esenciales para la respuesta a hipoxia mediada por las células glomicas del CC.
Ademas, se ha demostrado en varios laboratorios que la respuesta celular a la hipoxia es
auténoma; se observa en células dispersas superfundidas continuamente por solucion
extracelular libre de lactato. Dado su fuerte contraste con los datos previos de nuestro grupo,
la comprobacion de la hipotesis del lactato y de su activacion del CC mediada por el Olfr78

ha sido uno de los objetivos de esta Tesis Doctoral.
4. Metabolismo del lactato; importancia biologica

4.1. Produccion y funcion de lactato

El 4cido lactico o 4cido 2-hidroxipropanoico, es un acido carboxilico de tres carbonos
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(C3HgO3) con un peso molecular de 89 g/mol. Fue descubierto por Scheele en el siglo
dieciocho y posteriormente Pasteur (1858) describi6 la fermentacion lactica en levaduras en
condiciones anaerobicas. Varias décadas después, los estudios de Fletcher demostraron la
presencia de lactato en el musculo esquelético de rana durante anaerobiosis (Fletcher, 1907).
En 1922 Hill y Meyerhof recibieron el premio Nobel por descubrir que durante el ejercicio
intenso la glucosa se transforma en acido lactico para obtener energia rapidamente sin utilizar
la fosforilacion oxidativa mitocondrial (Hill, 1914; Meyerhof, 1920; Hill y Lupton, 1923).
Debido a estas observaciones el lactato se ha relacionado clasicamente con el estado de
anaerobiosis.

El dogma tradicional del metabolismo glucolitico, disefiado en base a los
acontecimientos historicos descritos en el parrafo anterior, es que el producto final de la
glucolisis depende de la disponibilidad de O,: en condiciones aerdbicas el resultado de la
glucdlisis es el piruvato (que se transporta a la mitocondria), mientras que en condiciones
anaerobicas el producto final es el lactato. Actualmente se conoce que el producto final de la
glucdlisis, independientemente de la PO, es fundamentalmente el lactato (Richardson et al.,
1998; Rogatzki et al., 2015; Bendahan et al., 2017). La funcién del lactato intracelular, es
actuar como metabolito de union entre la glucdlisis, que ocurre en el citosol, y la fosforilacion
oxidativa, que tiene lugar en la mitocondria (Brooks ef al., 1984; Brooks, 2002, 2009, 2018).
El paso del lactato desde el citosol hasta la mitocondria se produce gracias al transportador
monocarboxilico de lactato tipo 1 (MCT1) localizado en el espacio intermembrana unido a la
membrana interna mitocondrial (Hashimoto et al., 2006). En la mitocondria el lactato se
convierte en piruvato, que puede catabolizarse en el ciclo de Krebs o servir para la produccion
de oxalacetato. El lactato es por lo tanto un sustrato mitocondrial y tiene un papel principal en
la homeostasis del ATP celular (Figura 13 A).

A nivel sistémico, el lactato se ha considerado un biomarcador de estrés, un producto
de desecho como consecuencia de la hipoxia, uno de los causantes de la fatiga muscular y un
agente productor de dafios tisulares por la acidosis lactica. Sin embargo, actualmente se
conoce que participa en al menos tres funciones de vital importancia:

1. El lactato como fuente de energia. Experimentos con isdtopos radiactivos de
carbono han demostrado que el lactato, en vez de la glucosa, es la principal fuente de energia
para muchos tejidos salvo para el cerebro. El lactato es transportado en el torrente sanguineo
para suministrar energia en funcion de la demanda metabdlica (Stanley ef al., 1985; Mazzeo

et al., 1986; Bergman et al., 1999; Hui et al., 2017; Martinez-Reyes y Chandel, 2017).
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2. El lactato como precursor gluconeogénico. Se ha descrito que los niveles de lactato
regulan la concentracion de glucosa en sangre (Bergman et al., 2000; Emhoff et al., 2013; Hui
et al., 2017; Martinez-Reyes y Chandel, 2017).

3. El lactato como “lactohormona”. El lactato es una molécula sefializadora autocrina,
paracrina y endocrina que participa en la interaccion entre 6rganos, tejidos y células (Brooks,
2002; Hashimoto ef al., 2007; Brooks, 2009; Barros, 2013; Nalbandian y Takeda, 2016; Hui
etal.,2017).

El lactato sanguineo actia como precursor para obtener energia en funcién de la
demanda energética tisular (Hui ef al., 2017). Para satisfacer estas necesidades metabolicas se
han descrito 2 tipos celulares en funcion de su metabolismo lactico (Brooks, 2018). Las
células productoras de lactato, son aquellas donde predomina el metabolismo glucolitico,
producen mayor concentracion de lactato y se encargan de exportarlo hacia el espacio
extracelular; y las células consumidoras, son aquellas donde predomina el metabolismo
oxidativo y utilizan el lactato para obtener energia a nivel mitocondrial, usando la CTE
(Brooks, 2018) (Figura 13 B). El flujo de lactato desde las células productoras a las células
consumidoras puede ser de manera directa célula-célula o a través del torrente circulatorio
(Figura 13 B). El transporte transmembranario de lactato se lleva a cabo gracias a
transportadores monocarboxilicos de lactato/ piruvato (MCT), que permiten el paso de lactato
a través de las membranas celulares cotransportandolo con un protén (Roth y Brooks, 1990;
Garcia et al., 1994; Dubouchaud et al., 2000). El transporte es bidireccional (Garcia et al.,
1994; Price et al., 1998), permitiendo a los tejidos elegir entre la liberacion y la captacion de
lactato dependiendo de los niveles de lactato intracelulares, del gradiente de protones y del
estado redox de las células (Brook, 2018). Las distintas isoformas de estos transportadores se
encuentran en numerosos tipos celulares y tejidos, incluso en el cerebro y pueden
intercambiar lactato rapidamente (McClelland et al., 2003; Pellerin et al., 2005; Hashimoto et
al., 2008). Hasta la fecha se han caracterizado 4 isoformas: MCT1, MCT2, MCT3 y MCT4.
El MCT1, que se expresa mayoritariamente en el corazén y en el musculo esquelético,
introduce el acido lactico en la célula para que actuie como combustible en el metabolismo
oxidativo. También se expresa en el higado y en el riion donde el lactato actia como
precursor gluconeogénico (McCullagh et al., 1996; Halestrap et al., 1997; Halestrap y Price,
1999). Ademas, se ha descrito que el MCT1 estd presente en la membrana interna
mitocondrial para facilitar la unién entre el metabolismo glucolitico y el oxidativo
(Hashimoto et al., 2006). MCT2, es el transportador de mayor afinidad (Broer et al., 1999) y

puede captar facilmente el lactato para la gluconeogénesis en el higado y rifion donde es la
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isoforma mas expresada en algunas especies (Jackson, 1997; Halestrap y Meredith, 2004). El
MCT2 también es el mas expresado en neuronas para facilitar la absorcion de lactato
producido por los astrocitos (Pierre y Pellerin, 2005; Bergersen, 2007). La expresion del
transportador MCT3 esté limitada la membrana basal del epitelio pigmentado de la retina y al
epitelio del plexo coroideo (Philp et al., 1998; Yoon y Philp, 1998), mientras que el
transportador MCT4 se expresa principalmente en células glucoliticas tales como en fibras del
musculo liso (Wilson et al., 1998; Kadenbach y Huttemann, 2015), y se induce en otras

células bajo condiciones de hipoxia (Ullah et al., 2006).

lanzadera de lactato,
unién autocrina, paracrina y endocrina
entre el metabolismo glucolitico y oxidativo

A

metabolismo metabolismo
glucolitico oxidativo

lactato

La

sangre

Figura 13. Metabolismo de lactato (A) El lactato como un vehiculo de union entre el metabolismo
glucolitico y oxidativo (respiracion mitocondrial) que ocurre continuamente bajo condiciones
aerobicas. Las uniones entre las rutas productores y consumidores de lactato existen en numerosas
células, tejidos y 6rganos. Modificado de Brooks, (1984) y Brooks, (2018). (B) Representacion de la
interaccion mediada por lactato entre células. Hay un intercambio de lactato directo o a través del
torrente circulatorio entre las células productoras y consumidoras de lactato. Este intercambio depende
de la concentracion de lactato y del gradiente de protones. Aunque ambos tipos células llevan a cabo
la glucolisis y la fosforilacion oxidativa la concentraciones de lactato es mayor en la células
productoras (glucoliticas) que en las consumidoras. Modificado de Brooks, (1984) y Brooks, (2018).
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4.2. Lactato y regulacion de la respiracion

Los parametros respiratorios varian como un mecanismo de adaptacion ante distintos
estimulos. El ejercicio y la hipoxia son circunstancias que activan una respuesta
hiperventilatoria y en ambos casos hay un incremento de la concentraciéon de lactato en
sangre; sin embargo, la PaO; es distinta: durante hipoxia hay una disminucion de la PaO, y en
el ejercicio moderado no hay cambios significativos de la PaO, si se realiza a nivel del mar.
No obstante, se desconoce cual es la funcion bioldgica del incremento de lactato en ambas
condiciones y cudl es su contribucion a la respuesta hiperventilatoria adaptativa (Lee et al.,
1996; Fregosi, 1998; Hardarson et al., 1998; Chang et al., 2015; San-Millan y Brooks, 2018).
La mayor dificultad para esclarecer la contribucion del lactato a la respuesta hiperventilatoria
es separar el efecto de lactato de la acidez lactica o de la hipoxia, ya que tanto una
disminucién del pH como la disminuciéon de PaO, activan el CC que media la respuesta
hiperventilatoria. De hecho, se ha descrito que el acido lactico produce un incremento de la
frecuencia ventilatoria en ratas (Lee et al., 1996), pero puede deberse a que la disminucion del
pH también activa el CC (Eyzaguirre et al., 1965) y los quimiorreceptores centrales,
promoviendo la hiperventilacion. No obstante, hay circunstancias donde se produce un
incremento de lactato sin ir acompanado de una disminucion del pH (Zilva, 1978; Ribas,
2010; Brooks, 2018) o de hipoxia (Gladden, 2001; Brooks, 2003; Ribas, 2010). Se ha descrito
que el lactato, per se, en circunstancias controladas de pH, PaCO,, PaO,, produce un aumento
de la frecuencia ventilatoria (Hardarson ef al., 1998). La deteccion de lactato podria sumarse a
la regulacion compensatoria activada durante el ejercicio para promover la hiperventiacion
(Fregosi, 1998), por lo que consideramos interesante estudiar el efecto de lactato en la

activacion de CC bajo condiciones de normoxia y controlando el pH extracelular.

4.2.1. Lactato e hipoxia

La concentracion de lactato en sangre aumenta durante la hipoxia crénica en
condiciones de reposo en individuos que viven en grandes altitudes. Las mayores
concentraciones de lactato se obtienen en los primeros minutos de exposiciéon a hipoxia
(Reeves et al., 1992). El aumento de la concentracion de lactato se debe a que durante los
primeros minutos en hipoxia se activa el sistema simpatico que facilita su aumento activando
la fosforilasa e incrementando la velocidad de las bombas Na™-K", que parecen estar unidas a
enzimas glucoliticas (LDH) favoreciendo la produccion de lactato. Ademas, la activacion del
sistema simpatico produce vasoconstriccion en el higado, rifiones y musculos inactivos

disminuyendo el reciclado de lactato (Brooks et al., 1998; Ribas, 2010). A medida que la
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exposicion a hipoxia se hace mas cronica, disminuye la respuesta simpatica y la concentracion
de lactato simultdneamente (Brooks et al., 1998). El papel del lactato en la respuesta
adaptativa a hipoxia ha sido muy estudiado. Se conoce que el lactato actia como
vasodilatador mejorando el abastecimiento del O, a los tejidos antes una lesion (Mori ef al.,
1998; Trabold et al., 2003), asi que es probable que durante hipoxia tenga la misma funcién.
Ademas, hay estudios que tratan de esclarecer la implicacion del lactato en la respuesta
respiratoria a hipoxia mediada por el CC sin llegar a resultados concluyentes (Kirsch y

D'Alecy, 1983).
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OBJETIVOS

El objetivo general de esta Tesis Doctoral ha sido avanzar en el conocimiento del
mecanismo de quimiotransduccidon en respuesta a hipoxia en las células glémicas del CC.
Este es un proceso bioldgico basico cuyo estudio inicid nuestro grupo hace 30 afos y que en
fecha reciente, debido a la generacion de un modelo de raton knockout embrionario para la
subunidad Ndufs2 de CMI (raton TH-NDUFS2), ha progresado notablemente (ver
“Introduccion”). El modelo de delecion embrionaria del gen Ndufs?2 tiene algunas limitaciones
metabolicas, por lo que se desarrolld el modelo de knockout condicional para la delecion del
gen Ndufs2 en el adulto (raton ESR-NDUFS2). En esta Tesis Doctoral se estudia con detalle
la respuesta aguda a la hipoxia por las células del CC en el raton ESR-NDUFS2. Ademas, se
ha re-analizado el papel del Olfr78 en la respuesta a hipoxia aguda y a lactato. Finalmente, se
ha investigado si el CC es capaz de detectar los cambios fisiologicos en los niveles de lactato

extracelular.

Los objetivos especificos del trabajo fueron los siguientes:

1. Caracterizar los cambios en la respuesta a hipoxia sistémica y celular en ratones knockout
ESR-NDUFS2, en paralelo a la disminucion gradual de la actividad del CMI tras el

tratamiento con TMX.

2. Confirmar que el incremento de NADH y ROS durante hipoxia en células glomicas
promueve la activacion del CC, y estudiar la importancia del ratio NADH/NAD" en la

capacidad de responder a hipoxia de las células.

3. Estudiar la importancia de la acumulacién de quinona reducida durante la hipoxia en la

produccion de los agentes sefializadores (NADH y ROS) por el CML

4. Comprobar si el receptor olfatorio Olfr78 es esencial para activar el CC durante hipoxia y

si dicha molécula es realmente un receptor funcional de lactato.

5. Investigar si el CC se activa por lactato extracelular y la naturaleza de los mecanismos

responsables.

6. Estudiar el significado e impacto fisioldgico de la activacion del CC por lactato.
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MATERIALES Y METODOS

1. Generacion, mantenimiento y manipulacion de los animales de experimentacion
1.1. Generacion de los diferentes modelos de raton knockout: TH-NDUFS2, ESR-
NDUFS2 y Olfr78

Para generar las lineas de ratones knockout condicionales de la subunidad Ndufs2 del
CMI se cruzaron ratones portadores del alelo floxeado (Ndufs2"™) con ratones que expresaban
la recombinasa CRE (Fernadndez-Agiiera et al., 2015). En concreto, para obtener el modelo
Ndufs2/TH/IRES/CRE con delecion embrionaria del gen Ndufs2 en las células
catecolaminérgicas (modelo denominado TH-NDUFS2) se us6 la recombinasa CRE bajo el
promotor del gen Th (Lindeberg ef al., 2004). Para generar el modelo Ndufs2/CRE/ESR con
delecion ubicua del gen Ndufs2 en la vida adulta (modelo denominado ESR-NDUFS2) se
utilizaron ratones que expresaban la recombinasa CRE de forma inducible por TMX (Hayashi
y McMahon, 2002). El fondo genético de estos modelos de ratones es mixto 129Sv] x
C57BL/6.

Para estudiar el efecto del receptor olfatorio Olfr78 sobre la regulacion de la
respiracion por oxigeno se utilizaron dos lineas de animales que procedian de distinto origen
(ver abajo). Las lineas de ratones fueron expandidas con una separacion cronoldgica, (afios
2016 y 2017) y estabuladas en distintos animalarios evitando cualquier posible interaccion
entre ellas. La primera linea de ratones knockout para el gen Olfr78, B6;129P2-
Olfr78™™°™/MomJ, fue comprada a “The Jackson Laboratory” por el laboratorio de Dr.
Mombaerts en Frankfurt (Alemania). Estos ratones se obtuvieron a partir ovocitos C57BL/6J
fertilizados con espermas criogenizado. El alelo Olfi78™™*™ fue publicado originalmente
como GFP—MORI18-2-IRES-taulacZ, abreviado como Al8-2 (Bozza et al., 2009), y
renombrado como mutante Olfr78 (Chang et al, 2018). El fondo genético de estos animales
es mixto 129P2/OlaHsd x C57BL/6J. Los ratones knockout para este gen, Olfr78, no fueron
distinguibles fenotipicamente de los ratones con genotipo silvestre. La descendencia
heterocigdtica, obtenida en el laboratorio de Frankfurt al cruzar ratones knockout OIf78 con
ratones silvestres C57BL/6J, fue enviada a nuestro laboratorio de Sevilla para expandir la
linea (modelo denominado Oflr78 “FRA”). La segunda linea de ratones se obtuvo del cruce
de dos parejas de ratones Olfr78 heterocigotos, de dos meses de edad, que se obtuvieron de
“The Jackson Laboratory”. Estos ratones procedian del mismo esperma criopreservado que

los explicados anteriormente, pero se enviaron a Sevilla directamente, sin pasar por Frankfurt,
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(modelo denominado Oflr78 “JAX™). Las parejas tuvieron descendencia sana un mes después
de su llegada. Los ratones mutantes para Olfr78 aparecieron en las camadas en proporcion
mendeliana y no presentaron ninglin rasgo que los distinguiera de los controles. Los genotipos
no se correlacionaron con el color del pelaje de los ratones. Las parejas reproductoras
originales generaron ocho camadas durante cinco meses; posteriormente, otras parejas de
ratones heterocigotos los reemplazaron para continuar con la reproduccion. Solo se estudiaron

los ratones JAX F2 y F3 de tipo salvaje (+/+) y knockout para Olfr78 (-/-).

1.2. Mantenimiento y tratamiento de los modelos de ratones knockout

Los ratones se estabularon en condiciones de libre acceso a agua y comida, a una
temperatura constante (22 + 1°C) y con un ciclo alternante de 12 horas de luz/oscuridad. Los
animales de las lineas TH-NDUFS2 y OIfr78 se sacrificaron y utilizaron para
experimentacion cuando tenian dos meses de edad. Sin embargo, los ratones de la linea ESR-
NDUFS2 se sacrificaron cuando tenian cuatro meses aproximadamente, ya que a los dos
meses se trataron durante un mes con una dieta especial con 400 mg/Kg de TMX (CRD
TAMA400/CreER Irradiated, Teklad Laboratory) para eliminar la expresion del gen Ndufs?2.
Tras el tratamiento con TMX los ratones se alimentaron con la dieta habitual hasta su
sacrificio 3 o 4 semanas mas tarde (EXP, Figura 14). Para sacrificar los animales se usé una
sobredosis de tiopental sodico (120-150 mg/Kg) via intraperitoneal. Todos los experimentos
realizados con animales en esta Tesis Doctoral siguieron la directiva de la Comunidad
Europea (Directive 2010/63/EU), asi como la legislacion espafiola (R.D. 53/2013 BOE
34/11370-421) y fueron aprobados por el Comité Etico de Experimentacion de la Universidad
de Sevilla.

TMX EXP

0 30 60 90 120 edad (dias)

Figura 14. Tratamiento de los ratones ESR-NDUFS2. Disefio experimental empleado para generar
la linea de ratones ESR-NDUFS2. Tratamiento con dieta de tamoxifeno (TMX; negro); realizacion de
experimentos y sacrificio (EXP; rojo).
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1.3. Experimentos realizados en animales in vivo
1.3.1. Medida de la concentracion de lactato en sangre

Las concentraciones de lactato en sangre fueron determinadas con el kit Lactate plus
(Nova Biomedical) que dispone de unas tiras reactivas, de un solo uso, que miden la
concentracion de lactato en una gota de sangre. En nuestros estudios, la gota de sangre
utilizada para medir la concentracion de lactato fue obtenida tras pinchar, con una aguja de
insulina, en la cola de los ratones. Para comparar la concentraciéon de lactato entre una
condiciéon de normoxia (21 % de O,) y a distintos niveles de hipoxia aguda (leve: 15% O, o
severa: 10% de O,) se utilizé una camara de hipoxia (COY Laboratory Products) donde se
introdujeron las jaulas con los ratones y se hicieron las medidas dentro de ella. Los niveles de
O, y CO; de la camara fueron controlados y monitorizados durante los experimentos. Las
medidas se realizaron siguiendo siempre el mismo protocolo que se describe a continuacion.
Primero se registraron los niveles de lactato en situacion control (normoxia), en la que los
ratones respiraban aire con 21% de O,; posteriormente se midio la [lactato] una vez que los
animales habian sido expuestos a una situacion de hipoxia aguda leve (15% de O,) o severa
(10% de Oy) durante 5-10 min. Por tltimo, se midi6 la [lactato] tras pasar 5-10 min desde que
los ratones salieron de la cdmara de hipoxia (a esta condicion la llamaremos recuperacion). El

disefio experimental estd esquematizado en la Figura 15.

normoxia hipoxia recuperaciéon

PO,[_21% — 21%

0 5 10 15 20 min

Figura 15. Disefio experimental de la medida de la concentracion de lactato en sangre. Disefio
experimental para medir la concentracion de lactato en sangre en las condiciones de normoxia, hipoxia
(rojo) y recuperacion. Las lineas horizontales indican los momentos de medida de lactato.

1.3.2. Medida de la funcion respiratoria mediante pletismografia

El registro de los cambios de parametros respiratorios en animal completo en
respuesta a hipoxia e hipercapnia se realizd6 mediante la técnica de pletismografia. Para ello,
se utilizd un pletismoégrafo con camaras herméticamente selladas de metacrilato, de volumen
constante, donde se introdujeron los animales no anestesiados (EMKA Technologies). Las
distintas mezclas de gases utilizadas fueron: normoxia (21% O3, 0,04% CO, y 78,96% de N»),
hipoxia (10% O, 0,04% CO., and 89,96% N>) e hipercapnia (21% O, 5% CO, y 74% de N»).
El equipo pletismografo consta de un sistema de tubos que permite el suministro constante y

controlado (flujo entrada 1 L/min) de los distintos gases a las camaras de registros. Estas
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camaras estan selladas salvo por un pequeno orificio de fuga, necesario para permitir la salida
de gases a un flujo idéntico al de entrada (flujo salida 1 L/min) y evitar de esta forma cambios
de presion dentro de la cdmara de pletismografia. Las camaras tienen acoplados sensores, que
son capaces de medir pequefios cambios de presion que se producen en su interior causados
por movimientos o por la respiracion de los animales. Los datos de presion recogidos por
estos sensores son enviados al amplificador y este produce una seial de flujo (mL/s; ver panel
de la derecha de la Figura 16). La frecuencia de muestreo de los cambios de presion fue de
500 Hz. Se utilizo el sofiware de analisis del programa iox2 (EMKA Technologies) para
obtener los diferentes parametros respiratorios a partir del registro del flujo y se almacenaron
en una tabla los valores, tomandose un valor cada 2s. Ademas, una de las camara tiene
acoplados sensores de concentracion de O, y CO; (oxy 3690 MP, GHM Messtechnik, y
NS:MCO, Cibertec) que mandan la sefial obtenida, con una frecuencia de muestreo de 10000
Hz, al amplificador y luego estas sefiales son digitalizadas y grabadas, sin filtrar. Solo se

almacen6 un valor de O, y CO; cada 2 segundos (Figura 16).

Amplificador 4 canales

‘‘‘‘ ..w.;.:'h eeeey 1OX2

........... apnn o Sofere
Sensores de B ............ :
presion D o3
Co, :
v
Senal de flujo respiratorio
Normoxia
Hipoxia
|2 ml/s 200 ms

10% 5% |oevrresrressnnnnt
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2

Figura 16. Equipamiento de pletismografia. La imagen ilustra las dos cdmaras de registro usadas
para realizar una plestismografia de animal completo. Las camaras estan conectadas por tubos a las
mezclas de los distintos gases y cada una tiene un sensor de presion independiente. Las
concentraciones de O, y CO, son monotorizadas por sensores conectados a una de las camaras. Los
datos recogidos por estos sensores son digitalizados gracias al programa iox2. Modificado de Ortega-
Séenz et al., (2018).

El protocolo experimental al que fueron sometidos los diferentes animales se ilustra en
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la Figura 17 y constaba de dos ciclos de normoxia/hipoxia, en los que la hipoxia se mantuvo
durante 5 minutos al 10% O, (trazo azul, Figura 17), seguidos de un ciclo de hipercapnia
donde se mantuvo 1 min la concentracion de CO;al 5% (trazo rojo, Figura 17). Los valores
de frecuencia respiratoria obtenidos en las distintas condiciones experimentales se muestran
en el panel superior de la Figura 17 (punteado azul, Figura 17). Para cuantificar la frecuencia
respiratoria basal (en normoxia) se tomaron todos los puntos registrados 5 minutos antes de la
exposicion a hipoxia o a hipercapnia y 5 minutos tras la recuperacion. Para cuantificar la
frecuencia respiratoria en hipoxia se tomaron los puntos registrados durante los 5 minutos que
el animal estuvo expuesto a 10% O,. Por ultimo, para cuantificar la frecuencia respiratoria en
hipercapnia se tomaron los puntos registrados durante el minuto que el animal estuvo
expuesto a 4-5 % COa,. El software 10x2 incluye un sistema automatico para diferenciar entre
los cambios de presion debidos a la respiracion ritmica y los relacionados con el movimiento
irregular de los animales como olfatear, suspirar, etc. La tasa de éxito se obtiene del analisis
de un numero determinado de respiraciones consecutivas, si todas ellas tienen una cinética
similar se obtiene una tasa de éxito del 100%, cuanto menos parecidas sean, menor es la tasa
de éxito y mas probabilidad es que sean debidas a movimientos del animal. En nuestro

laboratorio solo utilizamos para analizar los datos obtenidos con una tasa de éxito del 100%.
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Figura 17. Incremento de la frecuencia respiratoria de un animal control en respuesta a hipoxia
e hipercapnia. Registro representativo de como aumenta la frecuencia respiratoria de un animal
cuando disminuye la presion de O, desde 21% hasta 10% (trazo azul) o cuando se aumenta la
concentracion de CO, desde 0,04% hasta 5% (trazo rojo).
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2. Preparaciones celulares

Tras el sacrificio de los ratones se extrajeron las bifurcaciones de las arterias cardtidas
y se disecaron los CC, los cuales se procesaron de forma diferente en funcion del tipo de
experimento a realizar. En esta Tesis Doctoral se utilizaron rodajas de CC para registrar por
amperometria la actividad secretora en respuesta a distintos estimulos, asi como para la
medida de la produccién de ROS. Las células dispersas se utilizaron para las medidas
microfluorimétricas asi como para los registros de corrientes ionicas y potencial de membrana

con la técnica de patch clamp.

2.1. Rodajas de cuerpo carotideo

Las rodajas de CC se realizaron siguiendo el procedimiento previamente descrito
(Pardal et al., 2000; Piruat et al., 2004; Ortega-Saenz et al., 2018). Tras sacrificar a los
animales se extrajeron las bifurcaciones y se diseccionaron los CC en una solucion fria de
Tyrode 0 calcio (148 mM NaCl, 2 mM KCl, 3 mM MgCl,, 10 mM HEPES, 10 mM glucosa,
pH 7.4). Los CC se incluyeron en agarosa de bajo punto de fusion (SeaKem GTG, Lonza) al
1% en PBS a una temperatura de 42 °C, se solidifico el bloque de agarosa en hielo, se pegaron
en la camara del vibratomo (VT 1200S, Leica) y se cubrieron con solucion Tyrode O calcio
para cortar los CC en rodajas de 150 um de grosor. Las rodajas se incubaron durante 5
minutos en el bafio a 37 °C con agitacion suave en 3 ml de solucion enzimatica (0,27 mg/ml
de tripsina I (Sigma), 0,6 mg/ml de colagenasa tipo II (Sigma), 1,25 U/ml de elastasa porcina
(Calbiochem) y 0,05 mM de CaCl, en PBS a pH 7,4). A continuacion, se retird la solucion de
enzimatica, se lavaron las rodajas 2 veces con PBS frio, se afiadieron 2 ml de medio de
cultivo completo (30% DMEM/F12 sin glutamina y 60% DMEM sin glucosa, ni piruvato
sodico) (Gibco), 10% FBS (Biowhittaker), penicilina (100U/ml) /estreptomicina (10ug/ml)
(Biowhittaker), 2 mM L-glutamina (Biowhittaker), 84 U/L insulina (Actrapid), eritropoyetina
(0,2 U/ml) y se incubaron a 37°C y 5% CO.. Las rodajas se registraron desde las 24h después

de terminado el cultivo.

2.2. Células dispersas de cuerpo carotideo

Las células del CC se dispersaron siguiendo el procedimiento descrito detalladamente
en el capitulo metodologico de Muifioz-Cabello et al., (2018). Se extrajeron los CC y se
incubaron en 3 ml de solucion enzimatica (ver “apartado 2.1”) durante 20 minutos en el
incubador a 37°C y 5% CO; para llevar a cabo la digestion enzimadtica. A continuacion, los

CC se estiraron mecanicamente en el microscopio con 2 agujas estériles para ayudar a la
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disgregacion del tejido y se incubaron en las mismas condiciones durante 5 minutos mas. Para
parar la reaccion enzimatica se afiadid6 medio de cultivo completo (ver “apartado 2.17). Se
centrifugd a 1200 rpm durante 5 minutos y el pellet obtenido se resuspendié en medio
completo. Se sembraron las células sobre cubres tratados con poli-L-lisina (Sigma). El medio
de cultivo utilizado para las células dispersas es el mismo que el descrito para las rodajas (ver
“apartado 2.17) pero sin afiadir EPO. Las células dispersas se incubaron a 37 °C 'y 5% CO,y

se registraron al dia siguiente.

3. Técnicas bioquimicas y de biologia molecular in vitro

Tras el sacrificio de los ratones los tejidos de interés se extrajeron, se congelaron en
N3 liquido y se almacenaron a -80°C en los casos que fue necesario. Estos tejidos se utilizaron
posteriormente para llevar a cabo experimentos con técnicas de bioquimica y biologia

molecular.

3.1. Medicion de la actividad del complejo I mitocondrial

El ensayo de la actividad del CMI, de los ratones de experimentacion, se llevo a cabo
en mitocondrias aisladas del rindn. La extraccién y medicion de la actividad del CMI en un
espectrofotometro se basé en procedimientos previamente descritos (Birch-Machin y
Turnbull, 2001; Fernandez-Vizarra et al., 2002; Diaz-Castro et al., 2012). Las mitocondrias se
congelaron y descongelaron rapidamente 3 veces pasandolas de N; liquido a un bafio a 30 °C
para fragmentar las mitocondrias y hacer accesibles los complejos de la CTE. La medida de la
actividad del CMI se basa en la reduccion de la absorbancia del NADH al ser oxidado a
NAD" por el CML. En este ensayo se emplearon 10-20 pg de extracto mitocondrial y se llevod
a cabo a 30 °C en presencia de ubiquinona 0,13 mM (Sigma), NADH 0,13 mM (Roche) y
antimicina A 3,6 uM (Sigma). La absorbancia se midi6 cada 10 segundos, durante 2 minutos,
a 340 nm de longitud de onda en el espectrofotometro (DU730, BeckmanCoulter). A
continuacion, se anadio rotenona 5 uM (Sigma) y se volvié a medir. La actividad del CMI se
determind a partir de la diferencia en la tasa de disminucion de la absorbancia de NADH antes
y después de la adicion de rotenona. La actividad de CMI se normaliz6 con la cantidad de

proteina, determinada mediante un ensayo de Bradford (Bio-Rad).

3.2. PCR estandar
El genotipado de los ratones se realizd mediante PCR convencional a partir de una

muestra de tejido de deditos recogidos a los 10 dias postnatales. Se extrajo ADN gendémico de
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esta muestra mediante digestion con 150 pl de tampén “PCR Direct” (Viagen Biotech) y 0,3
pg/ul de proteinasa K durante 2 h 45 min a 800 rpm y 57°C. Se inactivé la proteinasa K
durante 45 min a 85°C.

Para identificar los alelos Ndufs2" (143 pb), y Ndufs2™ (355 pb) se amplificaron
secuencias especificas con los cebadores Fx51 y Fx31 y el alelo Ndufs2™ (550 pb) con Fx51 y
FRT1. Las mezclas de la reaccion para las distintas PCRs fueron las siguientes: para los alelos
Ndufs2" y Ndufs2™ las mezclas contenian 2 pl de ADN molde, 10 pl de agua libre de
nucleasas, 1 pl de los cebadores especificos y 9 ul de la mezcla Dream taq (DreamTaq Green
PCR Master Mix (2X)). La mezcla de la reaccion para la PCR de alelo Ndufs2™ contenian 2 pl
de ADN molde, 5 pl de tampon 10x, MgCl, 2,5 mM, 0,2 mM de cada desoxirribonucledtido
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 38,7 ul de agua libre de nucleasas, 1 pl de los cebadores
especificos y 1,5 U de la Taq polimerasa (Bioline).

El gen de la recombinasa Cre expresado bajo el promotor del gen 7/ se amplificoé con
los cebadores TH3’, TH5'y Cre UD, la ausencia de esta recombinasa amplificaba una banda
de 300 pb y la presencia de 400 pb. El gen de la recombinasa Cre se amplifico con los
cebadores Cre lo y Cre up, la presencia de esta recombinasa tenia un valor de 750 pb. Las
mezclas de la reaccion para las distintas PCRs contenian 2 pul de ADN molde, 10 pl de agua
libre de nucleasas, 1 pl de los cebadores especificos para cada una de ellas y 9 ul de la mezcla
Dream taq (DreamTaq Green PCR Master Mix (2X)).

Los alelos OIfi78" (673 pb) y OIfir78™™™ (670 pb) se amplificaron con los
cebadores SF7, SF8 y SF4, SF8, respectivamente. Para confirmar la presencia del alelo
Olfir78™ ™M™ se 1levo a cabo el genotipado de la proteina GFP con los cebadores M1345,
M1346 y M1343. Con M1345 y M1346 se amplifico la ausencia GFP (494 pb) y con M1345
y M1343 se amplifico la sobrexpresion de GFP (388 pb). Las mezclas de las PCRs contenian
2 ul de ADN, 7 ul de agua libre de nucleasas, 0,5 pl de los cebadores especificos y 15 pl de la
mezcla Dream taq (DreamTaq Green PCR Master Mix (2X)) El stock de todos los cebadores

especificos es de 20 uM, sus secuencias se muestran en la siguiente tabla.

38



Materiales y Métodos

Nombre Secuencia (5°-3%)

Fx51 ATAAGAGTGGATAGGATGTTT

Fx31 CATTTCTCCCTTCCCGTC

FRT1 AGTGGCAGAACAATAGAGTGATCCAGGG
TH-3’ CTTTCCTTCCTTTATTGAGAT

TH-5’ CACCCTGACCCAAGCACT

Cre UD GATACCTGGCCTGGTCTG

Crelo ACGGGCACTGTGTCCAG

Creup TGTTCAGGGATCGCCAG

SF7 CTCATTGGTCTGTCAGTGG
SF8 GATACACATAAGCCTTCCTG
SF4 TGGAGCCCGTCAGTATCGGC

M1345 GGGAGCGCCTAGTATCCAGAC
M1346 TCTTGGGCATTGTGGATGTGG
M1343 GGTCAGCTTGCCGTAGGTGG
Tabla 1. Secuencia de los cebadores empleados para el genotipado de los ratones por PCR.

3.3. Analisis de la expresion génica mediante PCR cuantitativa

Para extraer ARN, se homogeneizo el CC, el GCS y la MA con el politron (Pro
Scientific) y se empleo el kit RNeasy micro (Qiagen). E1 ARN obtenido se cuantificd en el
espectrofotometro Nanodrop 2000 (Thermo Scientific). Para el andlisis de la expresion génica
en CC, dado su pequeiio tamaio, fue necesario agrupar los CC de 3-4 ratones como una sola
muestra y realizar una preamplificacion previa a la retrotranscripcion. Para ello se empleo el
WT Expression kit (Ambion) segin el manual del fabricante. Se retrotranscribieron 0,5 pg de
ARN con el QuantiTec Reverse Transcription kit (Qiagen), segun el protocolo del fabricante,
para obtener ADNc. Las reacciones de PCR cuantitativa de CC, GCS y MA se realizaron con
20 pl de ADNc. Se emplearon el reactivo TagMan Fast Advanced Master Mix (Applied
Biosystems) y sondas TaqMan (Applied Biosystems) para la amplificacion del ADNc de
interés. Estas reacciones se llevaron a cabo en un termociclador 7500 Fast Real-Time PCR
System (Applied Biosystems). El nivel de expresion del gen de estudio se analizd6 mediante
cuantificacion relativa (AACt) empleando el gen de la enzima gliceraldehido 3-fosfato

deshidrogenasa (Gapdh) como gen housekeeping.

4. Inmunohistoquimica de fluorescencia en rodajas de cuerpo carotideo

Las rodajas de los ratones OIfr78, registradas previamente con amperometria, se
fijaron durante 20 minutos con paraformaldehido (PFA) 4% en PBS, pH 7,4 (Sigma) y
posteriormente se almacenaron a 4°C en una solucidon de azida sddica al 0,5% en PBS. Las

rodajas se permeabilizaron en PBS con Tritén 0,1% (Tritén X100 0,1% (Sigma) en PBS) y se
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incubaron con soluciéon de bloqueo (suero fetal bovino (FBS) 10% y BSA 1mg/ml en PBS-
Tritén 0,1%) durante 30 minutos a temperatura ambiente. Para detectar la proteina TH se
incubd con el anticuerpo policlonal de tirosina hidroxilasa (TH) (conejo anti-TH, Novus
Biologicals, 1:2500) durante toda la noche a 4°C. Al dia siguiente, para detectar la presencia
de la proteina GFP se incub6 con el anticuerpo anti-GFP (conejo IgG anti-GFP, Aves Labs,
1:500). La sefial se detectd utilizando el anticuerpo secundario fluorescente Alexa568 (anti-
conejo, Invitrogen, 1:500). Finalmente, los nucleos se tifieron con DAPI 1 pg/ml en PBS
durante 10 minutos (Sigma, 1:1000). Para sellar las rodajas se utilizéo medio de fluorescencia

(Dako).

5. Experimentos funcionales in vitro
Tras la preparacion de las rodajas de CC o de las células glomicas aisladas se llevo a
cabo el estudio in vitro del CC con distintas técnicas de registros electrofisiologicas y

microfluorimétricas.

5.1. Técnicas electrofisiologicas
5.1.1. Técnica de amperometria

La técnica de amperometria permite registrar la actividad secretora de las células
mediante el uso de un electrodo de fibra de carbono polarizado al potencial de oxido-
reduccion de la molécula que se desea detectar. Con esta técnica, se registraron las
catecolaminas (especialmente dopamina) liberada por las células glomicas en rodajas de CC
expuestas a diferentes estimulos como hipoxia, hipercapnia, lactato y alto potasio (ver

apartado 6 “Soluciones de registro”).
* Equipamiento de registro de amperometria

La fibra de carbono se fabrico con una fibra sintética de grafito, de 10 pm de didmetro
(AMOCO), que se insertod en un tubo de polietileno (Portex) y el extremo del tubo se calento
para fundirlo con la fibra de carbono y conseguir su aislamiento eléctrico. El otro extremo del
tubo de polietileno se insertd en un capilar de vidrio (Kimax-51, Kimble products) y esta
union se selld con Sylgard (Sigma). El capilar de vidrio permite la conexion de la fibra con el
electrodo de plata del /head-stage del amplificador. Antes de comenzar el registro, el electrodo
con la fibra, se rellend con una soluciéon 3M KCIl para permitir la conduccion de la corriente

entre la fibra y el electrodo de plata del head-stage. Para detectar la liberacion de dopamina
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de las células glomicas en las rodajas del CC ante distintos estimulos, la fibra se polariz6 a un
voltaje de +750 mV, que es el valor de potencial al cual se produce la oxidacién de la
dopamina. La polarizacion de la fibra se llevo a cabo mediante un generador de voltaje (npi
Electronics, GMBH) conectado al amplificador (EPC-8, HEKA Electronics). Los electrones
liberados por la oxidacion de la dopamina, al entrar en contacto con la fibra de carbono, son
transferidos a esta y generan una corriente que fluye por el electrodo hacia el preamplificador
0 head-stage donde es amplificada mediante un amplificador operacional configurado como
convertidor corriente/voltaje. Esta sefial se filtré con un filtro de paso bajo con una frecuencia
de corte de 100 Hz y se digitalizo0 mediante un convertidor analdgico-digital (ITC-16,
Instrutech Corporation). Los datos se adquirieron con el programa Pulse § (HEKA
Electronics) y se analizaron con el programa Igor Pro (Wavemetrics) (Figura 18 A). La
corriente generada por la oxidacion de toda la dopamina liberada tras la fusion de una unica
vesicula da lugar a una espiga amperométrica (Figura 18 B y C). La magnitud de la corriente
generada es proporcional al nimero de moléculas oxidadas definidas por la siguiente

ecuacion:

f Itdt:Q:nFN

Donde I;es la corriente y Q es la carga (calculada como la integral en el tiempo de la corriente
amperométrica) a la superficie del electrodo sensor; n es el nimero de electrones transferidos
por cada molécula oxidada (por ejemplo, 2 electrones en el caso de la dopamina), F es la
constante de Faraday (96.500 culombios/mol) y N es el nimero de moles del neurotransmisor

oxidado.
* Analisis de la sefial amperométrica

Para cuantificar la respuesta secretora inducida por distintos estimulos, se calcularon
distintos parametros utilizando el programa Igor Pro Carbon (WaveMetrics). La tasa de
secrecion (fentocoulombios (fC)/ min) se calculdé sumando la carga de todas las espigas
amperométricas registradas durante el ultimo minuto de exposicion al estimulo. La frecuencia
de espigas es el numero de espigas evocadas durante el tltimo minuto de la exposicion al
estimulo. La secrecion acumulada (en picocoulombios (pC)) se calculé como la suma de la
integral en el tiempo de espigas sucesivas (sefial verde en la Figura 19). También se calcul6 el

porcentaje de células que respondieron a cada estimulo. Para ello, solo se incluyeron aquellas
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células que respondieron a alto potasio y se considerd que una célula respondia al estimulo si

su secrecion aumento al menos el doble de la secrecion basal.

solucién de

EPC-8 amplificador
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Figura 18. Equipamiento de amperometria. (A) Esquema representativo del equipamiento de
amperometria. La fotografia bajo el microscopio muestra el electrodo con la fibra de carbono
posicionada cerca de las células glomicas del CC. (B) Dibujo esquemaético de la liberacion de
dopamina de una célula glomica registrada con la técnica de amperometria. (C) Espiga amperométrica
registrada como resultado de la fusiéon de una vesicula. Figura modificada de Ortega-Saenz et al.,
(2018).
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Figura 19. Actividad secretora tipica de una célula del cuerpo carotideo ante un estimulo
hipoéxico. En el panel inferior se muestra en verde la secrecion acumulada.

5.1.2. Técnica de patch-clamp

Para caracterizar las propiedades electrofisioldgicas de las células glomicas aisladas se
utilizo la técnica de patch-clamp adaptada a nuestro laboratorio (Hamill et al, 1981;
Ganfornina y Lopez-Barneo, 1991; Ortega-Saenz et al., 2010; Fernandez-Agiiera et al., 2015;
Munoz-Cabello et al., 2018). Esta técnica consiste en establecer una union de alta resistencia,
del orden de gigaohmios, entre la punta de una micropipeta de vidrio y la membrana de la
célula. De esta forma se puede controlar el potencial de la membrana plasmatica y registrar
los cambios en las corrientes i6nicas (modo voltage-clamp) o bien, registrar los cambios
producidos en el potencial de membrana (Vm) generados al aplicar distintos estimulos (modo
current-clamp). Las distintas configuraciones de la técnica de patch-clamp estan descritas en
numerosas publicaciones previas (Hamill et al., 1981; Mufioz-Cabello et al., 2018; Ortega-
Saenz et al., 2018). En el presente trabajo se utilizaron las configuraciones de whole-cell y de
parche perforado. En la primera, una vez formado el sello de alta resistencia, se aplicdé un
pulso de succidn para romper el parche de membrana celular en contacto con la micropipeta.
De esta forma se accedi6 al interior de la célula, que se dializd con la solucidon interna
contenida en la micropipeta de registro, que es distinta en funcioén del tipo de corriente
macroscopica que se quiera registrar (ver Tabla 3 A en el apartado 6). En la configuracion de
parche perforado se afiadid Anfotericina B a la solucion interna. Esta sustancia es un iondforo
capaz de abrir poros en el parche de membrana por el que pasan los iones, el agua y
moléculas de didmetro menor a ~200 Da (Linley, 2013), evitando la didlisis de
macromoléculas citosolicas. La receta para obtener la solucion interna mas Anfotericina B se
muestra en el apartado 6 “Tabla 3 A”. Ademas de variar la composicion de la solucion interna

segin la configuracion y el tipo de corriente, también hay que modificar las soluciones
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externas en funcion de la corriente electrofisiologica que se quiera registrar (ver tabla 3B en el

apartado 6).
* Equipamiento de registro de patch-clamp

Para el registro con la técnica de patch-clamp se utilizaron micropipetas de 2 a 4 MQ
que fueron preparadas con un estirador de pipetas horizontal (Sutter instruments modelo P-
1000) y sus puntas fueron pulidas con una microforga MF-830 (Narishige). Los experimentos
se registraron utilizando el mismo microscopio invertido (Axiovert 35, Zeiss) equipado con
objetivos de 40x/0,60 NA (PlanFluoR) y con una ldmpara de xenén de 150 W como fuente de
excitacion. La sefial del registro obtenida fue amplificada con un amplificador EPC-7 (HEKA
Elektornik), filtrada (3-10 KHz dependiendo del experimento) y digitalizada a diferentes
frecuencias seglin el experimento con un convertidor de corriente analogico/digital (ITC-16
Instrutech Corporation). Finalmente, la sefial fue enviada a un ordenador donde se procesaron
los datos de adquisicion con un programa llamado Pulse (HEKA Elektronik). Los registros
fueron analizados con los programas Igor Pro Carbon (Wavemetrics) y Pulsefit (HEKA

Elektronik) (Figura 20).

...... S— i solucion
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microscopio

Figura 20. Equipamiento de patch-clamp. Esquema representativo del equipamiento del
equipamiento de patch-clamp para registrar células glémicas aisladas. Figura modificada de Mufioz-
Cabello et al., (2018).
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* Medida de las corrientes ionicas mediante voltage-clamp

El modo de voltage-clamp permite fijar el potencial de la membrana plasmatica y
registrar el paso de iones tanto a través de los canales voltajes-dependientes como a través de
canales no dependientes de voltaje, también llamados canales de fuga. En el modo de voltage-
clamp se llevaron a cabo diferentes protocolos experimentales. En la configuracion de whole-
cell, se realizaron registros de corrientes idnicas a través canales voltaje-dependientes
mediante la aplicacion de pulsos despolarizantes de diferente duracion. En la configuracion de
parche perforado, se aplicaron protocolos de rampa para registrar la variacion de la corriente a
diferentes potenciales, permitiendo analizar tanto los canales de fuga como los canales
voltaje-dependientes. Para el registro de las corrientes macroscopicas de calcio y sodio se
realiz6 el sello con la solucidon externa de bicarbonato y luego se paséd a la que correspondia
para el registro de dichas corrientes (solucioén externa para In, € Ic,. Tabla 3B) debido a que el

sello no se pudo hacer bien con la solucion externa de HEPES.
* Medida del potencial de membrana mediante current-clamp

Los cambios en el potencial de membrana se registraron mediante la configuracion de
fijacion de corriente (current-clamp) de la técnica de patch-clamp. Dichos experimentos se
llevaron a cabo en la configuracion de parche perforado. Las soluciones internas y externas se

muestran en las tablas 3A y 3B respectivamente.
* Analisis de la sefal de patch-clamp

Los datos de voltaje o corriente registrados con las técnicas de currrent-clamp o
voltage-clamp, respectivamente, fueron analizados para caracterizar las propiedades
electrofisiologicas de las células glomicas de distintos modelos de ratébn o bajo distintas
condiciones.

Con la técnica de parche perforado en la configuracion de current-clamp se registro la
despolarizacion cuando las células glomicas aisladas fueron expuesta a un incremento de alto
lactato. Con esta misma técnica, parche perforado, pero registrando con la configuracion de
voltage-clamp se utilizé un protocolo de rampa (desde -70 mV hasta 10 mV) que nos permitid
registrar la variacion de la corriente a diferentes potenciales, permitiendo analizar tanto los
canales de fuga como los canales voltaje-dependientes. Ademads, con este protocolo se

determinaron parametros electrofisioldgicos como la resistencia de entrada de la celular, que
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se calcul6 a partir de la pendiente de la rampa registrada entre valores de -60 a -40mV; el
umbral de reversion, que es el voltaje al cual la corriente pasa de ser negativa a positiva y que
viene determinada por la sensibilidad de los canales voltaje-dependiente de potasio; el holding
current o corriente de entrada, que es la cantidad de corriente negativa que debe suministrarse
a la célula para llevar el potencial de membrana de reposo al potencial de membrana fijado (-
70 mV); y la amplitud de la corriente a + 10mV, que es la amplitud de la corriente de salida
que se registra cuando la célula estd a un voltaje fijo de 10 mV.

Con la configuracion de whole-cell en la modalidad de voltage-clamp se registr6 la
capacitancia de las células, parametro que nos da una idea del tamafo de las células. Ademas,
se aplicaron pulsos despolarizantes a distintos voltajes para obtener curvas corriente/voltaje

I/V).

5.2. Técnicas microfluorimétricas

Estas técnicas permiten detectar cambios en las concentraciones intracelulares de
distintas sustancias haciendo uso de marcadores fluorescentes especificos que, tras ser
excitados con la longitud de onda especifica, modifican la fluorescencia emitida al variar la
concentracion de la sustancia en cuestion. Gracias a la microfluorimetria hemos medido
cambios en los niveles intracelulares de Ca®’, pH y NADH en células dispersas. Ademas,
hemos podido registrar los niveles de ROS en el espacio intermembrana mitocondrial y el
citosol en rodajas de CC. A continuacion, se detallan el equipamiento utilizado para medir
fluorescencia tanto en células glomicas dispersas como en rodajas de CC; y los protocolos
experimentales utilizados para medir cada variable. La composicion de las soluciones de

registro utilizada se muestra en el apartado 6 “Soluciones de registro. Tabla 2”.

5.2.1. Equipamiento de registro microfluorimetrico
El set-up de registro utilizado fue diferente para el registro de células glomicas

aisladas y para el registro de rodajas de CC.
* Equipamiento de registro microfluorimétrico en células gldmicas dispersas

El set-up para realizar los experimentos de microfluorimetria en célula dispersas de
CC consta de un microscopio invertido (Axiovert 35, Zeiss) equipado con objetivos de
40x/0,60 NA (PlanFluoR), un monocromador (Polychrome V, Till Photonics) con una

lampara de xenén de 150 W como fuente de excitacion. Para la deteccion de la luz emitida
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por la muestra el sistema lleva incorporada una camara CCD (Orca Flash 4, Hamamatsu
Photonics, Japon). El monocromador, la camara CCD y la imagen adquirida son controlados
por el programa Aquacosmos (Hamamatsu Photonics). El monocromador es un dispositivo
optico que permite seleccionar la longitud de onda (A). El haz de luz, proporcionado por el
monocromador, viaja a través de una fibra dptica hasta el microoscopio, incide en un espejo
dicroico con una inclinacién de 45° (FF409-Di03 Semrock) que refleja hacia la muestra las A
por debajo de 409 y por encima las deja pasar. El haz llega a la muestra cargada con el
indicador, este se excita y emite fluorescencia a una A mayor a la del corte del dicroico,
atravesandolo sin ser reflejada. A continuacion, la radiacion atraviesa el filtro de emision
(FFO01-510/84 Semrock) y es dirigida a la cdmara CCD. Finalmente, la informacion recogida

por la cdmara es monitorizada en el ordenador (Figura 21).
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Figura 21. Equipamiento de microfluorimetria. Esquema representativo del equipamiento de
microfluorimetria para registrar células glomicas aisladas. En azul se muestra el recorrido de la A de
excitacion emitida por el monocromador. Esta llega a la muestra al ser reflejada por el espejo dicroico
excitando al fluoroforo y produciendo la emision de fluorescencia, en verde, que a su vez atraviesa el
dicroico y el filtro de emision para ser recogida por la camara CCD y la informacion es monitorizada
en el ordenador. Figura modificada de Mufioz-Cabello et al., (2018).
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* Equipamiento de registro microfluorimétrico en rodajas de cuerpo carotideo

El set-up para realizar los experimentos de microfluorimetria en rodajas de CC consta
de un microscopio directo (Olympus Bx51) equipado con un objetivo 60x/0,90 NA (Olympus
LUMPIlanFI/IR), un monocromador (Polychrome V, Till Photonics) con una ldmpara de
xenén de 150 W como fuente de excitacion. Para la deteccion de la luz emitida por la muestra
el sistema lleva incorporada una cdmara CCD iXon3 (Andor technology). El monocromador,
la cdmara CCD y la imagen adquirida son controlados por el programa Live Adquisition (Till
Photonics). El monocromador es un dispositivo dptico que permite seleccionar la longitud de
onda (A). El haz de luz, proporcionado por el monocromador, viaja a través de una fibra
Optica hasta el microoscopio, incide en un espejo dicroico con una inclinacion de 45° (DiO2-
R488 Semrock) que refleja hacia la muestra las A por debajo de 488nm y por encima las deja
pasar. El haz llega a la muestra cargada con el indicador, este se excita y emite fluorescencia a
una A mayor a la del corte del dicroico, atravesandolo sin ser reflejada. A continuacion, la
radiacion atraviesa el filtro de emision (FF01-520/35 Semrock) y es dirigida a la cdmara CCD.
Finalmente, la informacion recogida por la cdmara es monotorizada en el ordenador (El
esquema del equipamiento es igual que el de la Figura 21 pero el microscopio es directo, no

invertido).

5.2.2. Medida de cambios en la concentracion citosolica de distintas especies
¢ Cambios en la concentracion de calcio citosolico

Los cambios en la concentracién intracelular de Ca®" se monitorizaron con el
indicador ratiométrico Fura-2 acetoxymethyl ester (AM) (TefLabs MW 1002) (Urena et al.,
1994; Munoz-Cabello et al., 2018; Ortega-Saenz et al., 2018) en células dispersas del CC.
Este indicador atraviesa la membrana celular y cuando las esterasas intracelulares cortan el
grupo -AM el fluoréforo queda atrapado en el citoplasma. Cuando se excita el Fura-2 con una
longitud de onda de 340 nm, la intensidad de emision a 510 nm aumenta de forma
directamente proporcional al incremento de la concentracién citosolica de Ca*". Sin embargo,
si la excitacion se realiza a una longitud de onda de 380 nm, los cambios en la emision son
inversamente proporcionales al incremento citosolico de dicho i6n. Los cambios en la
concentracién de Ca®" intracelular se expresaron como cambios relativos a partir del ratio de

emision a 340/380. Para realizar los experimentos las células dispersas sembradas en cubres
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de poli-L-lisina se cargaron durante 30 min en medio de cultivo sin FBS con 2 uM de Fura-
2AM en el incubador, a 37°C y 5% de CO,. Antes del registro se lavaron durante 10 min en
medio de cultivo con FBS y sin Fura-2AM.

e Cambios en la concentracion citosolica de NADH

El NADH es una molécula autofluorescente. Para medir los cambios en la
concentracion de NADH producidos por la hipoxia o lactato en células dispersas del CC se
empled un protocolo no ratiométrico en el que se excitaron las células glomicas dispersas con
luz ultravioleta (360 nm) y se detectd la fluorescencia emitida a 460 nm (Duchen y Biscoe,
1992; Buckler y Turner, 2013; Muifioz-Cabello et al., 2018). Los cambios en la concentracion
de NADH citosolico se expresaron como cambios relativos a partir del valor de

autofluorescencia detectada en normoxia al inicio del experimento.
e Cambios de pH citosolico

Los cambios en el pH intracelular se monitorizaron en células dispersas del CC con el
indicador ratiométrico 2',7'-Bis-(2-Carboxyethyl)-5-(and-6)-Carboxyfluorescein
Acetoxymethyl Ester, abreviado como BCECF-AM (TermoFisher, scientific) (Muioz-
Cabello ef al., 2015). Este indicador atraviesa la membrana celular y queda atrapado en el
citoplasma donde las esterasas celulares cortan el grupo -AM. Cuando se excita el BCECF
con una longitud de onda de 490 nm, la intensidad de emision a 535 nm aumenta de forma
directamente proporcional al incremento pH intracelular. Sin embargo, si la excitacion se
realiza a una longitud de onda de 440 nm, los cambios en la emisién son inversamente
proporcionales al incremento del pH intracelular. Los cambios de pH intracelular se
expresaron como cambios relativos a partir del ratio de emision a 490/440. Las células
dispersas se cargaron durante 15-30 min en PBS con 2 pM de BCECF-AM a temperatura

ambiente y en oscuridad antes de ser registradas.
* Medida de la produccion de especies reactivas de oxigeno

Usamos la sonda reduction-oxidation sensitive green fluorescent protein (roGFP) para
la deteccion microfluorimétrica de ROS. RoGFP es una proteina fluorescente que permite la
visualizacion, en tiempo real, del estado de oxidacion de la célula (Dooley et al., 2004). Una

de las ventajas de esta sonda es que detecta en pocos segundos cambios de ROS de forma
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reversible. RoGFP es una proteina GFP modificada genéticamente, tiene dos cisteinas en
posicion 147 y 204 cercanas al grupo cromo6foro que forman un puente disulfuro susceptible
de ser oxidado o reducido variando asi la conformacion de la proteina. Este cambio
conformacional produce un cambio de intensidad de emisién cuando la sonda fluorescente es
excitada previamente con la longitud de onda adecuada. El indicador roGFP se excit6 a 400 y
480 nm y la fluorescencia emitida se detecté a 525 nm.

Para la transduccion se utilizaron vectores adenovirales con la construccion para
roGFP (ViraQuest Inc), dirigidas al citosol (VQAd ro-GFP stock 1x10'* pts/ml) y espacio
intermembrana (VQAd CMV GDFro-GFP stock 1x10'* pts/ml). Para simplificar en este
trabajo nos referiremos como cito-roGFP e EIM-roGFP, respectivamente. Los experimentos
se llevaron a cabo en rodajas de CC. Los cultivos se infectaron y se registraron a las 48 horas
de la transduccion. Los niveles maximos de oxidacion y reduccion se determinaron afiadiendo
H,0, 0,1 mM vy ditiotreitol (DTT) 1 mM, respectivamente y midiendo su emisiéon con la
sonda cito-roGFP. Los cambios en la produccion de ROS del espacio intermembrana

mitocondrial se expresaron como cambios relativos a partir del ratio de emision a 400/480.

6. Soluciones de registro

Para llevar a cabo los distintos registros in vitro, tanto las rodajas de CC como las
células glomicas dispersas fueron perfundidas con distintas soluciones externas, todas con una
osmolaridad de 300 mOsm/Kg y un pH de 7,4: que fue ajustado burbujeando con 5% CO;en
el caso de las soluciones externa que tenia el bicarbonato sédico como tampdn o con sales
(NaOH o HCI) en el caso de la solucion externa con tampon HEPES. Para hacer los
experimentos de dosis dependencia de O, se utilizaron botellas con distintos porcentajes de
O,: Normoxia 145 mmHg de Oy; 12% O,, 85 mmHg de O,; 6% O,, 45 mmHg de O,; 3% O,,
25 mmHg de O, e hipoxia, (0% de O,) 45 mmHg de O, (tabla 2).

Para el registro intracelular con la técnica de patch-clamp se utilizaron distintas
soluciones intracelulares y extracelulares en funcidn de la configuracion utilizada (Whole-cell
o parche perforado) asi como del tipo de macrocorrientes que se quisiera registrar (Tablas 3).
En cada experimento, el pH de la solucion interna se ajustd a 7,2 y la osmolalidad fue
aproximadamente de 285 mOsm/kg. Para los experimentos con 10 o 20 mM de succinato
potdsico en la solucion intracelular de registro con parche perforado se intercambid
estequiométricamente dicha concentraciones con las de sulfato potasico.

La comprobacion del estado fisiologico de las células glémicas, en las técnicas de

amperometria y medicion microfluorimétrica de calcio intracelular, se realizod
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despolarizandolas con la solucion de alto potasio. Las distintas concentraciones de lactato se
obtuvieron cambiando estequiométricamente el cloruro sodico por L-lactato sddico. Los
experimentos realizados para conocer el efecto de 2,5 de a-KB, 10 mM de piruvato sddico, 5
mM de dimetil-succinato y 5 mM de dimetil-malonato en la respuesta a hipoxia o en los
pardmetros fisiologicos de las células glomicas, se llevaron a cabo afiadiendo los distintos
compuestos a la solucion de registro. En los casos donde las concentraciones afiadidas fueron
mayores que 5 mM se hicieron sustituyendo estequiométricamente su concentracion por las
de NaCl. Para los experimentos cronicos de a-KB y piruvato, las células fueron incubadas
durante la noche con 2,5 mM de a-KB o 10 mM de piruvato sodico a 37°C en el incubador de
5% de CO,. Los experimentos al dia siguiente se realizaron afiadiendo 2,5 mM de a-KB o 10

mM de piruvato sédico a la solucion externa control de registro (Normoxia, Tabla 2).

Normoxia Hipoxia 3%0, 6%O0,; 12%Q0, lactato Hipercapnia potasio
NaCl 117 117 117 117 117 87 117 81,5
KCl 4,5 4,5 4,5 4,5 4,5 4,5 4,5 40
NaHCO; 23 23 23 23 23 23 23 23
MgCl, 1 1 1 1 1 1 1 1
CaCl, 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
Glucosa 5 5 5 5 5 5 5 5
Sacarosa 5 5 5 5 5 5 5 5
L-Lactato 0 0 0 0 0 20 0
%CO, 5 5 5 5 5 5 20 5
%N, 75 95 90 88 84 75 60 75
20% O, 20 0 3 6 12 20 20 20

Tabla 2. Soluciones y mezclas de gases de registro. Las soluciones estan expresadas en mM vy los
gases en %. Lactato: hace referencia a lactato sodico

Solucidén interna
Whole-cell Parche perforado

Ina, Ica Ix Ix
CsCl 110 - | K:SO4 70
Gluconato potasico - 80 | KC1 30
KCl - 50 | HEPES 10
CsF 30 - | EGTA 1
HEPES 10 10 | MgCl, 2
EGTA 10 5 | Anfotericina B (ng/ml) 240
MgCl, - 1
ATP-Mg 4 4

Tabla 3A. Composicion de la solucion interna para registro de patch-clamp en células glomicas
dispersas de cuerpo carotideo. Las concentraciones estan expresadas en mM salvo la Anfotericina B

(ug/ml).
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Solucion externa

NaCl
BaCl,
CaCl,
KCl
NaHCO;
HEPES
MgCl,
Glucosa
Sacarosa

Ing, Ica
140
10
2,5
2,5
10

1
5
5

Ik
120
2,5
4,5
23
1
5
5

Materiales y Métodos

Tabla 3B. Composicion de la solucién externa para registro de patch-clamp en células glomicas
dispersas de cuerpo carotideo. Las concentraciones estan expresadas en mM.

7. Analisis estadistico de los datos

Los datos se presentan como la media + error estdndar de la media. La comparacion de

dos grupos independientes se realizo mediante el test ¢ de Student. Para comparar mas de dos

grupos independientes se realiz6 el andlisis de la varianza (ANOVA) y a continuacion los

tests post hoc de Tukey o de Student-Newman-Keuls. Los datos que no se ajustaron a una

distribucion normal se analizaron con el test no paramétrico U-Mann Witney. Las diferencias

entre los grupos estudiados se consideraron estadisticamente significativas cuando el valor de

p fue menor de 0,05.
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RESULTADOS

1. Inhibicion de la respuesta aguda a hipoxia en quimiorreceptores arteriales periféricos
tras la ablacion inducible del gen Ndufs2 en ratones adultos
1.1. Ratones ESR-NDUFS2. Tratamiento y evolucion de la linea

Los ratones ESR-NDUFS2 aparecieron en las camadas en proporcion mendeliana y no
presentaron ningln rasgo que permitiese distinguirlos de los controles en la etapa postnatal ni
durante el tratamiento con TMX. En este trabajo se compararon animales ESR-NDUFS2
(flox/-; Cre/+ o Cre/Cre) con animales controles (+/+ o flox/+; sin Cre) de la misma camada.
En el estudio histologico del CC se observo que tanto el volumen del CC como el niimero de
células TH+ eran similares entre los animales controles y los animales con déficit inducido de
Ndufs2. Sin embargo, tras finalizar el tratamiento con TMX, los animales ESR-NDUFS2
comenzaron a deteriorarse en comparacion con los controles, mostrando una disminucion de
peso y una notable cifosis; produciéndose la muerte de los mutantes a partir de la cuarta
semana tras finalizar la exposicion a TMX (Fernandez-Agiiera et al., 2015). Por este motivo,
los estudios experimentales en los ratones de la linea ESR-NDUFS2 se realizaron con
animales de unos 4 meses de edad (ver Figura 14 de “Métodos”). Aunque esto no se estudio
con detalle, la muerte de los ratones ESR-NDUFS2 posiblemente se debié a un fracaso de

organos vitales por la falta generalizada de funcion del CMI.

1.2. Pérdida gradual de las respuestas a hipoxia, sistémica y celular, en paralelo con la
disminucion de la funcion del complejo mitocondrial I en ratones ESR-NDUFS2

Los resultados previos de nuestro laboratorio en ratones TH-NDUFS2 mostraban que
la delecion embrionaria del gen Ndufs2 abole selectivamente la respuesta a hipoxia de las
células glomicas del CC. Para comprobar si la pérdida de la sensibilidad a hipoxia es
dependiente de la actividad de CMI y descartar la posibilidad de que fuese debida a una
adaptacion producida durante el desarrollo embrionario ante dicha delecion, se disend un
modelo de raton donde se induce la ablacion del gen Ndufs2 en la etapa adulta del animal
mediante la administracion de una dieta con TMX (Fernandez-Agiiera et al., 2015), (ver
“Introduccion” y “Métodos”). Este modelo nos permiti6 estudiar en paralelo el lavado de la
proteina NDUFS2 y la pérdida gradual de respuesta a hipoxia aguda tanto a nivel sistémico,

en el animal completo, como a nivel celular, en las células glomicas del CC.
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1.2.1. Analisis de la funcion del complejo mitocondrial I

El gen Ndufs2 codifica la subunidad NDUFS2 de 49KDa, localizada en el bolsillo
catalitico del CMI, donde se ceden los electrones a la ubiquinona para convertirla en
ubiquinol (ver “Introduccion”). Se ha descrito previamente que en el modelo ESR-NDUFS2,
no se ensambla el CMI debido a la mutacion de esta subunidad y como consecuencia,
tampoco se registra la actividad del CMI medida en mitocondrias aisladas de rifién y corazon
(Fernandez-Agiiera et al., 2015).

Se realizaron experimentos para comprobar como afectaba la ablacién inducida del
gen Ndufs2 a la actividad del CMI durante el tratamiento con TMX. Para ello, la medida de
actividad del CMI se realiz6 justo antes de iniciar el tratamiento con TMX, que desde ahora
llamaremos punto pre-TMX, 7-10 dias tras terminar el tratamiento, que denominaremos post-
TMX y finalmente entre 21-28 dias post-TMX, que en adelante llamaremos punto final (ver
Figura 22 A). Los resultados obtenidos mostraron que la actividad de CMI disminuy9 tras el

tratamiento con TMX en los animales ESR-NDUFS2 (puntos verdes, Figura 22 B).

A Pre-TMX Post-TMX Final
TMX EXP
——
0 30 60 90 120 edad
(dias)
B
1200
s | —% ¢
< = 800
O c
‘c —
- E *
_-‘,5 ©°
% \EC/ 400 = *% S
@®
0 | | |

Pre-TMX Post-TMX Final

Figura 22. Pérdida de la actividad del CMI tras el tratamiento con TMX en ratones ESR-
NDUFS2. (A) Diseio experimental. Los animales de dos meses de edad fueron tratados durante 30
dias con dieta con tamoxifeno (TMX; negro); posteriormente los experimentos fueron realizados entre
la tercera y la cuarta semana tras terminar el tratamiento (EXP; azul). Las flechas indican los puntos
donde se realizaron las medidas del curso temporal. (B) Medida de la actividad del CMI (en
nmol/min/mg) en extractos mitocondriales de rifidn de ratones control (azul) y ESR-NDUFS2 (verde)
en los diferentes puntos del curso temporal (control: pre-TMX, 977 + 99, post-TMX 1003 + 62 y final,
1005 + 106 y ESR-NDUFS2: pre-TMX, 770 + 77, post-TMX 182 + 19 y final 144 + 25. n=5/grupo).
Los datos representan la media = SEM. *p < 0,05, **p < 0,001 de los valores en cada punto
comparado con los valores en situaciéon control.
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1.2.2. Respuesta ventilatoria a hipoxia aguda

Una vez caracterizado el curso temporal de la perdida de actividad del CMI se estudio
si ésta se producia en paralelo a la inhibicion selectiva de la respuesta ventilatoria a hipoxia
aguda en los animales con delecion de Ndufs2 en la vida adulta. Para ello, parejas de ratones
controles y ESR-NDUFS2 de la misma camada se sometieron a pletismografia (ver
“Métodos™) y se analizd la frecuencia respiratoria en condiciones de normoxia y las
variaciones de dicha frecuencia ante hipoxia (10% O, durante 5 minutos) e hipercapnia (4-5%
CO; durante 1 minuto) en los cuatro puntos del curso temporal estudiados (pre-TMX, 4-7 dias
post-TMX, 10-14 dias post-TMX vy final). Los ratones controles mostraron un incremento
reversible y significativo de frecuencia respiratoria en respuesta a hipoxia e hipercapnia, en
los cuatros puntos estudiados (Figura 23 A-D, puntos azules). Sin embargo, en ratones ESR-
NDUFS2 la RVH se fue aboliendo gradualmente tras finalizar el tratamiento con TMX
llegando a perderse completamente en el punto final (Figura 23, A-D, puntos verdes). No
obstante, en este punto final, los ratones ESR-NDUFS2 fueron capaces de hiperventilar
reversiblemente durante su exposicion a hipercapnia como se puede ver en los registros
representativos de la Figura 23 (paneles E-F) y como demuestra la cuantificacion de la
frecuencia respiratoria ante los estimulos de hipoxia e hipercapnia en animales controles y
ESR-NDUFS2 (Figura 23 G). Estos datos sugieren que la pérdida sistémica gradual de la
respuesta a hipoxia de los ratones ESR-NDUFS2 es dependiente del lavado de la proteina
NDUFS2 tras el tratamiento con TMX.

1.2.3. Propiedades funcionales de las células glomicas de ratones controles y ESR-
NDUFS2

Con objeto de mostrar si la supresion de la RVH en los ratones ESR-NDUFS2 se debe
al lavado inespecifico de la proteina NDUFS2 en diferentes tejidos o a alteraciones
funcionales de las células glomicas debido a la delecion de este gen, se analizaron las
propiedades electrofisiologicas de dichas células, asi como la capacidad de estas células de
responder a hipoxia, estudiando distintas etapas de la ruta de quimiotransduccion de la

activacion en hipoxia en los ratones ESR-NDUFS2 (ver “Introducciéon”).
1.2.3.1. Respuesta secretora a hipoxia en rodajas de cuerpo carotideo

La respuesta neurosecretora a hipoxia en rodaja de CC fue registrada con la técnica de

amperometria, con la que se monitoriza la secrecion cudntica de dopamina por exocitosis (ver
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Figura 23. Curso temporal de la pérdida de la respuesta ventilatoria a hipoxia en ratones ESR-
NDUFS2. (A-C) Registros pletismograficos representativos del cambio en la frecuencia respiratoria
durante hipoxia en ratones controles (azul) y en ESR-NDUFS2 (verde) en los puntos pre-TMX, 4-7
dias post-TMX y final. (D) Medida del porcentaje del incremento de la respuesta respiratoria a hipoxia
en ratones controles y ratones ESR-NDUFS2 (Controles: 9 ratones en pre-TMX; 7 ratones en 4-7 dias
post-TMX; 5 ratones en 10-14 dias post-TMX y 6 ratones en punto final. Ratones ESR-NDUFS2: 10
ratones en pre-TMX; 9 ratones en 4-7 dias post-TMX; 6 ratones en 10-14 dias post-TMX y 7 ratones
en punto final). (E-F) Registros pletismograficos representativos de los cambios de la frecuencia
respiratoria en respuesta a hipoxia e hipercapnia en animales controles (E) y ESR-NDUFS2 (F) en
punto final. Notese que la frecuencia respiratoria no varia entre los periodos de normoxia e hipoxia en
el animal ESR-NDUFS2. (G) Cuantificacion de la frecuencia respiratoria de ratones controles y ESR-
NDUFS2 en normoxia, hipoxia e hipercapnia (Control: normoxia 165,72 + 4,70 resp/min; hipoxia
270,98 £ 10,41 resp/min; e hipercapnia 268,55 = 7,59 resp/min en 6 ratones y ESR-NDUFS2:
normoxia 180,90 + 16,57 resp/min; hipoxia 188,36 £ 16,44 resp/min; e hipercapnia 268,77 + 17,94
resp/min en 10 ratones). Los datos representan la media + SEM. * p< 0,05; ** p< 0,001 comparado
con control; $ p < 0,05 comparado con 4-7 dias post-TMX.
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“Métodos”™). Los registros representativos que se ilustran en la Figura 24 A mostraron que en
“punto final”, las rodajas de CC de ratones controles manifestaban una potente respuesta
secretora en exposiciones tanto a hipoxia aguda, como a hipercapnia o a la despolarizacion
con alto potasio (panel izquierdo). Sin embargo, en las rodajas de CC de los ratones ESR-
NDUPFS2 se encontraba abolida selectivamente la respuesta a hipoxia, aunque fueron capaces
de responder a otros estimulos como alto potasio o hipercapnia (Figura 24 A, derecha).
Ademas, la tasa de secrecion en respuesta a hipoxia se cuantificdé en los tres puntos

temporales del tratamiento con TMX como se ilustra en la Figura 24 B.
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Figura 24. Respuesta secretora a hipoxia, hipercapnia y alto potasio de células glémicas en
rodajas de cuerpo carotideo de ratones controles y ESR-NDUFS2. (A) Registros amperométricos
representativos de la respuesta secretora frente a diferentes estimulos obtenidos de células glémicas en
rodajas de CC de ratones controles (azul) y ESR-NDUFS2 (verde). Entre ambos registros se muestra
un dibujo esquematico de la liberacién de dopamina en una célula glémica registrada con la técnica de
amperometria. (B) Cuantificacion de la tasa de secrecidon inducida por hipoxia en rodajas de CC de
ratones controles (azul) y en ratones ESR-NDUFS2 (verde) en los diferentes puntos del curso
temporal (Control: pre-TMX, 2012 + 372 fC/min en 11/5 registros/cultivos; post-TMX 1556 + 259
fC/min en 10/4 registros/cultivos y final 2071 + 452 fC/min en 11/7 registros/cultivo. ESR-NDUFS2:
pre-TMX, 2183 + 388 fC/min en 8/4 registros/cultivos, post-TMX 375 + 75 fC/min en 16/5
registros/cultivos y final 326 £ 106 fC/min en 7/4 registros/cultivo). Los datos representan la media +
SEM. ** p < 0,001 comparado con control.
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Los resultados demuestran que la pérdida de la respuesta secretora ante hipoxia es
selectiva y gradual en ratones ESR-NDUFS?2 tras el TMX y con un curso temporal similar a
la perdida de actividad del CMI (Figura 22 B) y a la pérdida de la respuesta ventilatoria
(Figura 23 D).

1.2.3.2. Cambios en la concentracion de calcio intracelular

Como se describio6 en la “Introduccién”, en el modelo de membrana de
quimiotransduccion aceptado actualmente, la secrecion de neurotransmisores por las células
glomicas en respuesta a hipoxia se debe al incremento de calcio intracelular. Por este motivo,
tras mostrar la pérdida progresiva de la respuesta secretora a hipoxia en ratones ESR-
NDUFS2 se estudiaron los cambios en la concentracion de calcio intracelular en respuesta a
diferentes estimulos en células glomicas aisladas de CC cargadas con Fura2-AM (ver
“Métodos”). Los resultados cuantificados mostraron que la elevacion de calcio intracelular
inducida por hipoxia, caracteristicas de las células glomicas controles (Figura 25 A), estaba
abolida en las células de los ratones ESR-NDUFS2 registrados a “punto final” (Figura 25 B).
No obstante, las células glomicas de los ratones con déficit inducido de gen Ndufs2 fueron
capaces de responder a otros estimulos como hipercapnia, hipoglucemia o alto potasio (Figura

25).

1.2.3.3. Caracterizacion electrofisiologica de las células glomicas del modelo de raton
ESR-NDUFS2

Los resultados obtenidos con las técnicas amperométricas y microfluorimétricas
mostraron la desaparicion selectiva de la respuesta a hipoxia en las células glomicas
deficientes para el gen Ndufs2, tanto en el modelo embrionario (TH-NDUFS2, ver Fernandez-
Agiiera et al., 2015) como en el modelo adulto (ESR-NDUFS2, ver Figuras 24 y 25). Sin
embargo, las propiedades electrofisioldgicas del modelo TH-NDUFS2 estaban alteradas y
mostraban diferencias significativas en algunos parametros como la resistencia de entrada o el
potencial de membrana cuestionando si estas alteraciones podrian ser responsables de la
perdida selectiva de la respuesta a hipoxia en el modelo embrionario. Por este motivo, se
procedio6 al estudio de los parametros electrofisiologicos de las células glomicas de CC de

ratones controles y ESR-NDUFS2 a “punto final” y en condiciones de normoxia.
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Figura 25. Pérdida del incremento de calcio intracelular en células glomicas de ratones ESR-
NDUFS2. (A-B) Registros representativos de los cambios en la [Ca®']i, en células controles (A, azul)
y ESR-NDUFS2 (B, verde). (C) Porcentaje de células que respondieron con un incremento en la
[Ca%] in a los diferentes estimulos, normalizadas al nimero total de células que respondieron a alto K',
en ratones controles (barras azules) y ESR-NDUFS2 (barras verdes). Controles: 62/9 células/ratones a
hipoxia, 44/7 células/ratones a hipoglucemia y 52/9 células/ratones a hipercapnia; y ESR-NDUFS2:
56/3 células/ratones a hipoxia, 39/3 células/ratones a hipoglucemia y 43/3 células/ratones a
hipercapnia. (D) Cuantificacion del incremento de calcio, expresado como incremento del ratio
340/380, en células controles (azul) y ESR-NDUFS2 (verde) en respuesta a alto K', hipoxia,
hipoglucemia o hipercapnia. (controles: K': 0,65 + 0,05 u.a. en 62/9 células/ratones; hipoxia: 0,11 +
0,09 u.a. en 62/9 células/ratones; hipoglucemia: 0,23 + 0,02 u.a. en 39/7 células/ratones e hipercapnia:
0,15+ 0,012 u.a. en 49/9 células/ratones y ESR-NDUFS2: K" 0,49 + 0,04 u.a. en 56/3 células/ratones;
hipoxia: 0 u.a. en 56/3 células/ratones; hipoglucemia: 0,21 = 0,021 u.a. en 33/3 células/ratones e
hipercapnia: 0,16 = 0,012 u.a. en 34/3 células/ratones). Los datos representan la media + SEM. * p
<0,05 comparado con control. u.a. unidades arbitrarias.

* Parametros electrofisiologicos de las células glomicas con déficit inducido de
Ndufs2

En la tabla 4 se muestran las propiedades electrofisioldgicas de las células glomicas en

ratones controles y ESR-NDUFS2 medidas con la técnica de patch-clamp en las

configuraciones de parche perforado y whole-cell.
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Whole-cell Parche perforado
CONTROL ESR-NDUFS2 CONTROL ESR-NDUFS2
Capacitancia celular (pF) 2.06 £ 0.08 (32) 1.82+0.06* (33) - -
Resistencia de entrada (GOhm) - - 322+0.24(18) 3.15+0.20(18)
Potencial de membrana (mV) - - -43.67 £1.33 (15) -43.87 £0.17 (23)
Potencial de reversion (mV) - - -30 £ 1.24 (24) -31+1.47 (26)

Tabla 4. Propiedades electrofisiologicas de las células glémicas controles y ESR-NDUFS2. Los
datos representan la media = SEM.; el numero de células registradas se indica entre paréntesis.
£p<0,05

Para estudiar la capacidad de las células glomicas de los ratones control y ESR-
NDUFS2 se registraron las corrientes capacitativas utilizando la técnica de patch clamp en la
configuracion de whole-cell (ver “Métodos”). Como se muestra en la Tabla 4, las células
glomicas de ratones ESR-NDUFS2 tienen una capacitancia significativamente menor que los
controles, indicando un menor tamafio celular. También se estudiaron otros parametros
electrofisiologicos de la membrana plasmatica con la configuraciéon de parche perforado
usando el protocolo de rampa en voltage-clamp (Figura 26, arriba); (Ver “Métodos”) y
medimos la resistencia de entrada y el potencial de reversion. Ademas, se utilizd la modalidad
de current-clamp para analizar el potencial de membrana en reposo. El andlisis de los
registros mostrd que no habia diferencia significativa en la resistencia de entrada, el potencial
de membrana y el potencial de reversion entre las células con un déficit inducido de Ndufs2 y

las células aisladas de los ratones controles (Tabla 4 y Figura 26).
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Figura 26. Propiedades electrofisiologicas de las células glomicas controles y ESR-NDUFS2.
(arriba) Protocolo de rampa de voltaje aplicado a las células glomicas para registrar las corrientes con
la técnica de parche perforado. (abajo) Corrientes registradas en normoxia en células glémicas
controles (azul, izquierda) y ESR-NDUFS2 (verde, derecha).

Los resultados obtenidos fueron comparados con los publicados en el modelo de raton

embrionario TH-NDUFS2 donde habia un incremento de la resistencia de entrada en las
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células glémicas aisladas y como consecuencia, el potencial de membrana de estas células
estaba mas despolarizado que el de las células glomicas controles (Fernandez-Agiiera et al.,
2015). Tras comparar ambos modelos animales con déficit en el gen Ndufs2 se puede concluir
que las células glomicas del modelo adulto, ESR-NDUFS2, son mdas similares
electrofisiologicamente a las células glémicas controles que las células de los ratones TH-
NDUFS2. El hecho de que en los ratones ESR-NDUFS2, también se produzca una perdida
selectiva de la respuesta a hipoxia, conservando los parametros electrofisiologicos normales,
sugiere que la pérdida de respuesta a hipoxia no estd asociada a las alteraciones en las

propiedades electrofisiologicas de las células glomicas con déficit de Ndufs?2.

* Caracterizacion de las corrientes macroscopicas en células glomicas con déficit
inducido de Ndufs2
Para el estudio comparativo de las corrientes macroscopicas de calcio y potasio en
células glomicas de ratones controles y ESR-NDUFS?2 se utiliz6 la técnica de patch-clamp en
la configuracion de whole-cell (ver “Métodos™) y se aplicaron pulsos despolarizantes de
diferente amplitud. La amplitud de las corrientes macroscopicas de K', a potenciales muy
positivos (~30-50 mV) fue significativamente mayor en las células de los ratones ESR-
NDUFS2 que en la de los animales controles (Figura 27 A y B). Sin embargo, hubo una
disminucién, no significativa, en la amplitud de la corriente de Ca*" de las células gloémicas
aisladas de los ratones Ndufs2 deficientes frente a las células glémicas de los animales
controles (Figura 27 C y D). Estas pequefias variaciones en la amplitud de las corrientes no
permiten explicar la perdida selectiva de la respuesta a hipoxia de estos animales ya que no
afectaron a la respuesta de estas células a hipercapnia o a alto potasio registrada con

microfluorimetria o con amperometria (Figura 24 y 25).

1.3. La deficiencia inducida de Ndufs2 inhibe la sefializacion del complejo mitocondrial I
durante hipoxia en las células glomicas

Los estudios previos realizados en los ratones TH-NDUFS2 nos llevaron a sugerir que
durante la hipoxia se produce un enlentecimiento de la CTE en las células glomicas del CC,
que provoca una fuga de electrones a nivel del CMI produciendo ROS y acumulando NADH
(Fernandez-Agiiera et al. 2015). El incremento de NADH y ROS, caracteristico de las células
glomicas controles durante hipoxia, estaba abolido en las células de ratones TH-NDUFS2,

motivo por el cual se propuso que ambas moléculas son las responsables de sefializar a la
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Figura 27. Corrientes de Ca’*y K" voltaje-dependientes de las células glomicas de ratones
controles y ESR-NDUFS2. (A) Registros representativos de corrientes de K™ de células glomicas
controles (azul) y ESR-NDUFS2 (verde). Se aplicaron pulsos despolarizantes (50 ms) secuenciales
desde -30 mV hasta +50 mV, desde un potencial de reposo de -70 mV. (B) Relacion entre la densidad
de corriente de K* (pA/pF) y el potencial de membrana (mV) en células glomicas controles y ESR-
NDUFS2 (controles: 18/9 células/ratones y ESR-NDUFS2: 16/8 células/ratones). (C) Registros
representativos de corrientes macroscopicas de Ca>” durante un pulso despolarizante a +10 mV desde -
70 mV. (D) Relacion entre la densidad de corriente de Ca** (pA/pF) y el potencial de membrana (Vm)
en células glomicas controles y ESR-NDUFS2 (controles: 17/8 células/ratones y ESR-NDUFS2: 18/9
células/ratones). Los datos representan la media = SEM. *p <0,05.

membrana e inhibir los canales de potasio produciendo la despolarizacién en respuesta a
hipoxia (Fernandez-Agiiera et al., 2015); (ver “Introduccion”). Sin embargo, una limitacion
del modelo embrionario, TH-NDUFS2, es que sus células glomicas presenta un alto nivel
basal de¢ NADH y ROS en comparacion con las células glomicas de ratones controles
(Fernandez-Agiiera et al., 2015). El elevado ratio de NADH/NAD" y el alto nivel de
oxidacion celular del modelo embrionario podria ser responsables de la insensibilidad a
hipoxia aguda de las células glomicas en los ratones TH-NDUFS2, siendo la hipoxia incapaz
de incrementar ain mas los niveles de estas moléculas o bien porque un alto nivel de NADH

inhibe las deshidrogenasas del ciclo de Krebs y parando el metabolismo oxidativo.
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Estudiamos en primer lugar, si la delecion en la vida adulta del gen Ndufs2 afectaba
menos a los niveles basales de NADH y ROS comparativamente con el modelo embrionario,
y en segundo lugar, si la respuesta a hipoxia medida como incremento de NADH y ROS,
estaba abolida en el caso de los ratones ESR-NDUFS2 igual que se habia descrito con los

ratones TH-NDUFS2 (Ferndndez-Agiiera et al., 2015).

1.3.1. Incremento de NADH durante hipoxia en el complejo mitocondrial I

La medida de los niveles basales de NADH (ver “Métodos”) en células glomicas de
ratones ESR-NDUFS2 mostraron que el nivel de NADH basal era significativamente menor
que el de los ratones TH-NUDFS2, aunque seguia siendo significativamente mayor que el de
los ratones controles (Figura 28 A). Sin embargo, el incremento de NADH caracteristico de
las células glomicas controles durante hipoxia aguda no se registr6 en las células glomicas de
los ratones ESR-NDUFS2 (Figura 28 B-D) al igual que ocurria cuando las células glomicas
de los ratones TH-NDUFS2 eran expuesta a hipoxia (Fernandez-Agiiera et al., 2015). Estos
resultados sugieren que el elevado ratio de NADH/NAD" descrito en los ratones TH-NDUFS2
no es el responsable de que las células glomicas de este modelo pierdan su capacidad de
responder a hipoxia, ya que en el modelo ESR-NDUFS2, con niveles significativamente
menores del ratio NADH/NAD', tampoco mostraban un incremento de NADH en respuestas
a hipoxia.

Para validar el modelo ESR-NDUFS2, y comprobar la disminucion de la actividad del
CMI tras el tratamiento con TMX, se midio el efecto de la aplicacion rotenona, un inhibidor el
CMI (ver “Introduccion”), sobre la sefial de NADH de las células glémicas de ratones ESR-
NDUFS2. Los resultados mostraron que mientras que las células glémicas controles
presentaban un incremento notable de NADH en respuesta a rotenona, en las células glomicas
aisladas con déficit inducido de Ndufs2 este incremento se encontraba drasticamente reducido
(Figura 29). Estos datos apoyan que el CMI es el responsable del incremento de NADH que
observamos en las células glémicas aisladas durante la exposicion a hipoxia. Ademads, indican
que las células con déficit inducido de Ndufs2 no presentan un CMI funcional.
Finalmente, para comprobar que el incremento de NADH que medimos en células glomicas
control durante hipoxia se debe a la disminucién de oxigeno, estudiamos la correlacién entre
la amplitud de la respuesta a NADH vy distintas PO, extracelular. Los resultados mostraron un
incremento gradual de la autofluorescencia de NADH tras disminuir el porcentaje de oxigeno
ambiental por debajo de 60 mmHg (Figura 30). La curva hiperbolica obtenida, donde se

representa la respuesta de NADH en funcion del porcentaje de O,, fue similar a la publicada
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por otros autores (Duchen y Biscoe, 1992b; Buckler y Turner, 2013). Esta relacion es ademas
similar a la que existe entre la actividad ventilatoria y los niveles de PaO, en sangre en

animales intactos (Rhoades y Bell, 2012).
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Figura 28. La deficiencia inducida de Ndufs2 inhibe la sefializacion del MCI durante la hipoxia
aguda. (A) Promedio de la autofluorescencia basal de NADH en células glémicas de ratones controles
(azul), ESR-NDUFS2 (verde) y TH-NDUFS2 (marrén). (control: 190,13 + 0,03 u.a. de 59/12
células/ratones; ESR-NDUFS2: 335,69 + 23,71 u.a. en 34/4 células/ratones y TH-NDUFS2: 526,09 +
30,62 u.a. en 60/5 células/ratones). (B) Registros representativos de cambios de NADH en respuesta a
hipoxia en células controles y en células ESR-NDUFS2 (C) Porcentaje de células que incrementan el
NADH bajo una condicién de hipoxia en ratones controles y ESR-NDUFS2 (control: 59/12
células/ratones y ESR-NDUFS2: 34/4 células/ratones). Notese que ninguna de las células del animal
ESR-NDUFS2 registradas (n=34) responde a hipoxia. (D) Cuantificacion del incremento de
autofluorescencia de NADH inducida por hipoxia en células controles y en células ESR-NDUFS2
(control: 36,48 + 4,29 u.a. en 51/12 células/ratones y ESR-NDUFS2: 0 u.a. en 34/4 células/ratones).
Los datos representan la media = SEM. u.a., unidades arbitrarias.
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Figura 29. Inhibicion de la acumulaciéon de NADH inducido por rotenona en células con déficit
inducido de Ndufs2. (A) Registros representativos de la sefial de NADH acumulada en respuesta a
hipoxia y a rotenona (1 pM) en células glémicas de ratones controles (arriba) y en células de ratones
ESR-NDUFS2 (abajo). (B) Porcentaje de células que tuvieron un incremento de NADH en respuesta a
hipoxia y a rotenona en ratones controles y ESR-NDUFS2 (control, azul: 13/6 células/ratones; y ESR-
NDUFS2, verde: 24/6 células/ratones). (C) Cuantificaciéon del incremento de NADH inducido por
hipoxia o rotenona en animales controles o en animales ESR-NDUFS2 (control: hipoxia 40,6 + 11,7
u.a. en 11/6 células/ratones; rotenona 68,5 = 13,5 u.a. en 12/6 células/ratones y ESR-NDUFS2:
hipoxia 11,2 + 1,9 u.a. en 7/6 células/ratones; rotenona 12,7 £ 2,2 u.a. en 11/6 células/ratones). Los
datos representan la media + SEM. u.a. unidades arbitrarias. *p<0,05; **p<0,001.
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Figura 30. Respuesta gradual de NADH a distintos niveles de presién de oxigeno. (A) Registro
representativo del cambio de la autofluorescencia de NADH en células glomicas a distintos niveles de
hipoxia (PO, ~ 12,5 mmHg) y 3% de O, (PO, ~ 27,5 mmHg) en la camara de registro. (B)
Cuantificacion de la relacion entre la amplitud de la sefial de NADH (eje Y) y los distintos niveles de
0O, (eje X) en células glémicas de ratones controles. Nivel de PO,: Basal o 145 mmHg (O u.a. en
46/13 células/ratones); 90 mmHg o 12% O, (3,7 £ 1,9 u.a. en 10/2 células/ratones), 45 mmHg o 6%
O, (11,0 £ 1,5 u.a. en 16/2 células/ratones); 27.5 mmHg o 3% O, (17,6 £ 1,9 u.a. en 45/13
células/ratones); 12,5 mmHg o hipoxia (23,16 = 3,6 u.a. en 46/13 células/ ratones). La curva
hiperbdlica esta trazada a ojo. Los datos representan la media + SEM. u.a. unidades arbitrarias.
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1.3.2. Efecto de la regeneracién de NAD" sobre la respuesta a hipoxia aguda

Como se describid en el apartado anterior, aunque los niveles de NADH basales del
animal ESR-NDUFS2 son mas bajos que los del modelo embrionario, éstos estan elevados
con respecto a los de los animales controles. Para descartar que la falta de respuesta a hipoxia
pudiera deberse a unos niveles aun altos del ratio NADH/NAD" decidimos modificar dicho
ratio utilizando agentes aceptores de electrones, para ver si estos eran capaces de recuperar la
respuesta a hipoxia en los modelos animales con delecién de Ndufs2. Los agentes empleados
fueron a-cetobutirato (aKB) y piruvato, los cuales son convertidos, respectivamente, a o-
hidroxibutirato (aHB) y a lactato, por la LDH y otras deshidrogenasas en el espacio
intracelular (Figura 31). Estas reacciones consumen NADH y regeneran el NAD" requeridos
para la funcion de las deshidrogenasas del ciclo de Krebs (Sullivan et al., 2015). Estos

agentes se administraron tanto de forma aguda como cronica.

w‘)k NADH NAD* w)k /\’HL NADH NAD* /\‘)L
LDH/HBDH
p|ruvato Iactato -cetobutyrato (aKB) a-| hldrOX|but|rato (aHB)

Figura 31. Agentes regeneradores de NAD". Reacciones enzimaticas de piruvato y a-cetobutirato
(aKB) como regeneradores de NAD".

1.3.2.1. Tratamiento agudo con regeneradores de NAD"

En primer lugar, las células glomicas aisladas fueron expuestas de forma aguda,
durante 5 min, a aKB y a piruvato y se midio la autofluorescencia de NADH para comprobar
su capacidad para regenerar NAD". Los resultados que obtuvimos mostraron que tanto en las
células glémicas de los ratones controles como en las de los ratones deficientes de Ndufs2
(TH-NDUS2 y ESR-NDUFS2), hubo una rapida disminuciéon de los niveles de NADH
basales en presencia de aKB y de piruvato. Esta disminucion fue significativamente mayor en
el caso de las células glémicas con déficit en Ndufs2 que en las células controles, llegando los
niveles basales de NADH de las células con déficit de Ndufs2 a valores similares al registrado
en los ratones controles en normoxia (Figura 32 A y B). Ademas, se registraron los cambios
de NADH inducidos por hipoxia en presencia de aKB y piruvato, tanto en células glomicas
controles como en células con déficit de Ndufs2. El incremento reversible de NADH en
respuesta a hipoxia se mantuvo inalterado en células de animales controles (Figura 32 A), sin
embargo, la bajada de los niveles basales de NADH inducida por estos agentes no permitio

recuperar la respuesta a hipoxia en las células glomicas deficientes para el gen Ndufs2 (Figura
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32 A y C). No obstante, la respuesta a hipoxia de las células glomicas controles fue
significativamente menor en presencia de aKB que cuando estaban expuesta a solucion
control o con piruvato (Figura 32 A y C); esto puede deberse a que el aKB se metaboliza a
aHB consumiendo NADH, sin embargo, el piruvato puede metabolizarse a lactato y consumir
NADH o entrar en el ciclo de Krebs y favorecer la produccion de NADH (Sullivan et al.,
2015) (ver “Discusion”).
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Figura 32. Regeneracion aguda de NAD" y capacidad de respuesta a la hipoxia de las células
glomicas de ratones controles y deficientes en Ndufs2. (A) Registros representativos que ilustran la
disminucion de los niveles basales de NADH tras la exposicion aguda a 10 mM piruvato (izquierda) y
2,5 mM oKB (derecha) en células glémicas de ratones controles (arriba), ESR-NDUFS2 (abajo,
izquierda) y TH-NDUFS2 (abajo, derecha). Notese como el aumento reversible de la fluorescencia de
NADH en respuesta a la hipoxia se mantuvo en el caso de las células glémicas controles y no se
recuperé en las células glomicas de ratones deficientes para Ndfus2. (B) Cuantificacion de la
disminucién en los niveles basales de NADH producidos por la incubacién aguda de células glomicas
de ratones controles (azul), ESR-NDUFS2 (verde) y TH-NDUFS2 (marrén) con 10 mM piruvato y 2,5
mM aKB. Tras afadir piruvato (controles: 59,18 + 13,48 u.a. en 20/6 células/ratones; ESR-NDUFS2:
133,81 + 14,49 u.a. en 20/3 células/ratones y TH-NDUFS2: 123,59 + 10,21 u.a. en 43/3
células/ratones) y tras afiadir aKB (controles: 43,60 = 5,07 u.a. en 18/6 células/ratones; ESR-
NDUFS2: 108,37 = 10,99 u.a. en 19/3 células/ratones y TH-NDUFS2: 117,10 + 9,75 u.a. en 44/3
células/ratones). (C) Incremento de NADH durante hipoxia en distintas soluciones. Solucién control
(control: 36,86 £ 4,29 u.a. en 51/12 células/ratones; ESR-NDUFS2: 0 u.a. en 34/4 células/ratones y
TH-NDUFS2: 0 u.a. en 60/5 células/ratones), Solucioén con piruvato (control: 29,30 £ 6,34 u.a. en 20/6
células/ratones; ESR-NDUFS2: 0 u.a. en 20/3 células/ratones y TH-NDUFS2: 0 u.a. en 43/3
células/ratones) y solucién con 2,5 mM aKB (control: 10,11+ 1,87 u.a. en 15/6 células/ratones; ESR-
NDUFS2: 0 u.a. de 19/3 células/ratones y TH-NDUFS2: 0 u.a. en 44/3 células/ratones). u.a., unidades
arbitrarias. Los datos representan la media = SEM. ** p <0,001.
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1.3.2.2. Tratamiento crénico con regeneradores de NAD" en células glomicas controles
El tratamiento agudo de células deficientes en Ndufs2 con aceptores de electrones
lograba disminuir notablemente los niveles de NADH, como se describi6 anteriormente, hasta
alcanzar niveles proximos a los basales registrados en células controles. No obstante, esta
disminuciéon aguda de NADH, no fue capaz de recuperar la respuesta a hipoxia. Para
disminuir atn mas el ratio NADH/NAD" y mantenerlo bajo durante un tiempo antes de
exponer las células glomicas deficientes en Ndufs? a hipoxia aguda, se cultivaron
cronicamente las células glomicas controles aisladas (durante la noche) con 2,5 mM oKB.
Antes de realizar los experimentos en células de animales ESR-NDUFS2, se comprobo que la
incubacion cronica con aKB y piruvato no afecta al estado del cultivo y por tanto a la
respuesta aguda a hipoxia de animales controles. En la Figura 33 se muestran registros
representativos del incremento de NADH en respuesta a hipoxia de células glomicas controles
incubadas durante la noche en medio de cultivo control (A, panel superior), conteniendo 10
mM piruvato (A, panel central) o aKB 2,5 mM (A, panel inferior). Como se puede observar
en las cuantificaciones, el nimero de células que respondian con un incremento de NADH
cuando fueron expuestas a hipoxia aguda no variaba en funcién de haber estado o no incubada
con los distintos agentes durante toda la noche (Figura 33 A y B). Sin embargo, aunque el
namero de células capaces de responder a hipoxia no cambid, la amplitud de la respuesta a
hipoxia fue mas pequefia en las células que habian sido tratadas cronicamente con oKB
(Figura 33 C), de forma similar a los resultados obtenidos previamente en exposiciones
agudas a este agente.
Los resultados anteriores mostraban que el incremento de NADH durante hipoxia era
significativamente distinto en las células glémicas controles expuestas de forma aguda y
cronicamente con 2,5 mM oKB, por lo que estudiamos si se producian variaciones en las
propiedades electrofisioldgicas (Figura 34) o en las corrientes macroscopicas (Figura 35) de
las células glomicas tras el tratamiento crénico con este regenerador de NAD'. Para el
registro de las propiedades electrofisioldgicas usamos la técnica de patch-clamp en la
configuracion de parche perforado aplicando el protocolo de rampa en whole-cell (Figura 34);
(ver “Métodos”). Los resultados obtenidos mostraron que no habia diferencias significativas
en la mayoria de los pardmetros como la resistencia de entrada, el potencial de membrana y la
magnitud de la corriente a -10 mV. Sin embargo, se registré que el potencial de reversion era
significativamente mas negativo en células que habian sido tratadas cronicamente con akB
que en células controles (Figura 34). Este parametro esta vinculado a la sensibilidad o el

umbral de apertura de los canales de potasio, cuanto mas negativo sea el umbral de reversion
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mas sensible son los canales voltaje-dependiente de potasio a abrirse e hiperpolarizar las
células. Estas modificaciones en la dependencia de potencial de los canales de potasio parecen

un efecto inespecifico del akB sin consecuencia funcional relevante.
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Figura 33. Mantenimiento del incremento de NADH en respuesta a hipoxia en células glémicas
del cuerpo carotideo de ratones controles incubadas crénicamente con regeneradores de
electrones (NAD"). (A) Registros representativos del incremento en la autofluorescencia de NADH
inducido por la hipoxia en células glomicas controles incubadas durante la noche en soluciéon control
(arriba), en soluciéon con piruvato 10 mM (centro) o en solucién con 2,5 mM aKB (abajo). (B)
Porcentaje de células glomicas que mostraron un aumento de la fluorescencia de NADH durante
hipoxia y que habian sido incubada cronicamente en solucion de control (59/12 células/ratones
registrados), en 10 mM piruvato (36/3 células/ratones registrados), o en solucién con 2,5 mM aKB
(17/3 células/ratones registrados). (C) Cuantificacion del aumento de NADH inducido por hipoxia en
células glomicas controles sensibles a hipoxia incubadas cronicamente en soluciéon control (36,86 +
4,29 u.a. en 51/12 células/ratones), en solucidon con piruvato (31,93 £ 5,06 uv.a. en 30/3
células/ratones), o en solucion que contiene aKB (10,19 £ 1,23 u.a. en 12/3 células/ratones). u.a.,
unidades arbitrarias. Los datos representan la media + SEM. ** p <0,001.

El registro de las corrientes macroscopicas voltaje-dependiente de calcio y de potasio
en células tratadas cronicamente con aKB se realizé utilizando la técnica de patch-clamp, en
la configuracion de whole-cell usando un protocolo de pulsos despolarizantes en voltage-

clamp (ver “M¢étodos”). Se observd que Unicamente se producian cambios significativos
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respecto a células incubadas en medio control en la amplitud de las corrientes de Ky Ca>" a

potenciales muy positivos (~30-50 mV, para las corrientes de K™y ~0-20 mV, para las

corrientes de Ca*") (Figura 35).
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Figura 34. Propiedades electrofisiologicas de las células glémicas controles tratadas
cronicamente con aKB. (A, arriba) Protocolo de rampa de voltaje aplicado a las células glémicas
para estudiar las corrientes con la técnica de parche perforado. (A, abajo) Corrientes registradas en
células controles (azul) y tratadas crénicamente con 2,5 mM aKB (morado). (B) En la tabla los datos

se presentan como los valores medios + error estandar; el numero de células registradas se muestran
entre paréntesis. *p<0,05.

Por tanto, se puede concluir que la incubacion crénica con aKB produce unicamente
cambios sutiles en las propiedades electrofisioldgicas de las células glomicas que no explican
el menor incremento en los niveles de NADH en respuesta a hipoxia aguda que observamos
tras la incubacion con este agente, pensamos que estas alteraciones pueden estar relacionadas
con cambios a nivel metabolico inducidos por la incubacion cronica y no como consecuencia
de un mal funcionamiento celular. Por este motivo decidimos estudiar el efecto de la

incubacion cronica con aKB en células glomicas deficientes en Ndufs?.
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Figura 35. Corrientes de Ca*"y K' voltaje-dependientes de las células glomicas controles y
tratadas con 2,5 mM oKB créonicamente. Relacion entre la densidad de corriente (pA/pF) de calcio
(A) y de potasio (B) y el potencial de membrana (mV) en células glomicas controles y tratadas con 2,5
mM oKB. Corrientes de calcio (control: 14/7 células/ratones e incubadas con oKB: 7/2
células/ratones) y corriente de potasio (control: 18/9 células/ratones e incubadas con aKB:16/8
c¢lulas/ratones). Los datos representan la media £ SEM. * p <0,05.

1.3.2.3. Tratamiento crénico con regeneradores de NAD" en células glomicas ESR-
NDUFS2

Las células glémicas (control y deficientes en Ndufs2) que fueron tratadas
cronicamente con 2,5 mM aKB mostraron una disminucion de los niveles basales de NADH,
siendo particularmente evidente en las células glomicas de los ratones ESR-NDUFS2 (ver
linea discontinua en la Figura 36 A), donde los niveles basales de NADH fueron incluso
inferiores a los de las células de ratones controles sin tratamiento con aKB. Sin embargo,
incluso con bajos niveles basales de NADH, las células con un CMI no funcional, mostraron
una abolicion completa del incremento reversible NADH inducido por hipoxia caracteristico
de células controles (Figura 36 B y C).

Para confirmar que la abolicion de la respuesta a hipoxia en células glomicas con
déficit inducido de Ndufs2 se debe a la falta de funcionalidad del CMI y no a un mal
funcionamiento de la CTE se incubaron las células con dimetil succinato (DMSus), substrato
del CMII que favorece la activacion de la CTE via CMII-CMIV (ver Figura 37 A). Los
resultados mostraron que incluso tras la incubacion crénica de las células glomicas de ratones
ESR-NDUFS2 con aKB, que disminuye los niveles basales d¢ NADH, y con DMSuc, que

activa la CTE, la respuesta a hipoxia de estas células no se recuper6 (Figura 37 B y C).
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Figura 36. La pérdida de la respuesta a hipoxia, medida con NADH, en las células glémicas
ESR-NDUFS2 no es recuperada por los regeneradores de aceptores de electrones NAD". (A)
Cuantificacion de los niveles basales de NADH en células glémicas de los tres modelos de ratones
(indicado con distintos colores) incubados durante la noche en soluciéon de control (los datos de los
niveles basales de NADH son los mismo que los de la Figura 28 A, se muestra para comparar) o en
solucion con 2,5 mM aKB (control: 88,69 &+ 8,98 u.a. en 17/3 células/ratones; ESR-NDUFS2: 154,23
+ 25,64 u.a. en 12/3 células/ratones; TH-NDUFS2: 222,27 + 30,48 u.a. en 22/3 células/ratones) Notese
que los niveles de NADH en las células de ratones ESR-NDUFS2 incubados en 2,5 mM aKB (linea
discontinua) estaban por debajo de los niveles medidos de células glomicas controles sin incubar (B)
Registro representativo de los cambios de la autofluorescencia NADH inducidos por hipoxia en
células glomicas de ratones ESR-NDUFS2 después de estar incubados cronicamente con aKB. (C)
Porcentaje de células que mostraron un incremento de autofluorescencia de NADH durante hipoxia en
células glomicas de ratones control y ratones ESR-NDUFS2 (control: 59/12 células/ratones; ESR-
NDUFS2: incubados en solucion de control 34/4 células/ratones, con soluciéon con aKB 12/3
células/ratones). Notese que ninguna célula de ratones ESR-NDUFS2 responde a hipoxia. u.a.,
unidades arbitrarias. Los datos representan la media = SEM. * p <0,05 ** p <0,001.

Ademas de estudiar como afectaba la incubacion con aceptores de electrones a la
respuesta a hipoxia medida como incremento de NADH, una de las especies sefalizadoras de
la respuesta a hipoxia en células glémicas, se estudi6 si esta incubacion afecta a la activacion
de las células glomicas midiendo el incremento de calcio intracelular. La medida del
incremento de calcio intracelular registrado en células glomicas ESR-NDUFS2 aisladas e
incubadas cronicamente con aKB, mostraba que el aumento de Ca®" citosélico en respuesta a
hipoxia se mantuvo abolido (Figura 38 A, izquierda); tampoco se rescatd la capacidad de
responder a hipoxia de estas células cuando se incubaron conjuntamente con KB y DMSuc
(Figura 38 A, derecha). La cuantificacion de los experimentos demuestra que la respuesta a
hipoxia en las células ESR-NDUFS2 estaba abolida en las tres condiciones de estudio: con
solucién control, con aKB, y con aKB y DMSuc juntos. Ademas, aunque la amplitud de la

respuesta a hipercapnia fue menor cuando las células se incubaron con KB y DMSuc juntos,
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todas las células fueron capaces de responder a hipercapnia en las 3 condiciones, demostrando
que la senalizacion de calcio no se veia afectada en estas células tras la incubacioén crénica
con aKB o con odKB y DMSuc juntos. Estos hallazgos apoyan nuestra propuesta de que la
actividad de MCI es esencial para la sefalizaciéon de hipoxia aguda por quimiorreceptores
periféricos y que, en células deficientes en CMI, la regeneracion de aceptores de electrones y
la administracion exogena de sustratos permeables del CMII (DMSuc), que re-activa la CTE,

no recupera la respuesta a la hipoxia en células glomicas aisladas de ratones ESR-NDUFS2.
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Figura 37. El dimetil succinato (DMSus), subtrato del CMII, favorece la activacion de la cadena
de transporte de electrones mitocondrial. (A)Esquema de una cadena de transporte mitocondrial en
ratones ESR-NDUFS2 donde el CMI no se ensambla y como creemos que afecta un incremento del
sustrato del CMII afiadiendo DMSuc. (B) Registro representativo de los cambios de la
autofluorescencia NADH inducidos por hipoxia en células glomicas de ratones ESR-NDUFS2 después
de estar incubados durante la noche con aKB y dimetil succinato (DMSuc). (C) Porcentaje de células
que mostraron un incremento de autofluorescencia de NADH durante hipoxia en células glomicas de
ratones control y ratones ESR-NDUFS2 (control: 59/12 células/ratones y ESR-NDUFS2: incubados en
solucién control en 34/4 células/ratones y con soluciéon con aKB + DMSuc en 19/3 células/ratones).
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Figura 38. La pérdida de la respuesta a hipoxia, medida como incremento de calcio intracelular,
en las células glomicas deficiente en Ndufs2 no se recupera por los regeneradores de NAD"y ni
por la activacion de la CTE mediante la incubaciéon con DMSuc. (A) Registro representativos del
cambio en la [Ca®'J,en células glomicas de ratones ESR-NDUFS2 incubados cronicamente con 2,5
mM oKB (izquierda) o 2,5 mM aKB + 5 mM DMSuc (derecha). (B) Porcentaje de células glomicas
de ratones ESR-NDUFS2 que mostraron un aumento de [Ca*'];, durante hipoxia o hipercapnia tras
haber sido incubado durante toda la noche con aKB (hipoxia: 15/4 células/ratones y CO,: 13/3
células/ratones) o aKB + DMSuc (hipoxia y CO,: 25/3 células/ratones). (C) Cuantificacion del
incremento del [Ca®];, de células glomicas de ratones ESR-NDUFS2 durante hipoxia o hipercapnia
tras haber sido incubado cronicamente con aKB (hipoxia: 0 u.a. y CO,: 0,16 = 0,03 u.a. en 9/3
células/ratones) o aKB + DMSuc (hipoxia: 0 u.a. y CO;: 0,087 = 0,011 u.a. en 17/3 células/ratones).
Los datos representan la media = SEM. * p <0,05.

1.3.3. Incremento de los niveles de ROS en el espacio intermembrana durante hipoxia
1.3.3.1. Estado de oxidacion basal en las células glomicas de ratones ESR-NDUFS2

Se ha descrito en los mutantes del CMI y CMII un aumento de la produccion de ROS
debido a la fuga de electrones en intermediarios reducidos de la CTE (Ferndndez-Agiiera et

al., 2015; Diaz-Castro et al., 2012). El nivel basal de ROS fue hasta 3 veces superior en
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células glomicas TH-NDUFS2 al que se registro en las células glomicas de ratones controles
(linea discontinua marrén en Figura 39 B) (Fernandez-Agiiera ef al., 2015). Para comprobar el
estado de oxidacion basal de las células glomicas de ratones ESR-NDUFS2, se infectaron las
rodajas de CC con la sonda cyfo-roGFP (ver “Métodos”). Los resultados obtenidos mostraron
que el nivel de ROS basal era mucho menor en ratones ESR-NDUFS2 que el de las células de
ratones TH-NDUFS?2, siendo similar al estado de oxidacion de las células glomicas controles

(Figura 39).
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Figura 39. Nivel de oxidacion basal de las células glomicas de ratones controles y ESR-NDUFS2.
(A) Cambios en ROS citosdlico en células glomicas de ratones controles y ESR-NDUFS2 infectadas
con la proteina cyto-roGFP en presencia de 1 mM ditiotreitol (DTT) y 0,1 mM H,0,. (B) Nivel de
oxidacion citosolica (porcentaje de cyto-roGFP oxidado) en células gléomicas de ratones controles y
ESR-NDUFS2 (controles: 20/3 células/ratones; ESR-NDUFS2: 16/3 células/ratones). Se representa
con una linea discontinua marrén el estado de oxidacion de las células glémicas obtenidas del modelo
TH-NDUFS2 (Fernandez-Agiiera et al., 2015). Los datos representan la media + SEM.

1.3.3.2. Incremento de ROS de espacio intermembrana durante la exposicion a hipoxia
Posteriormente estudiamos si en el modelo ESR-NDUFS2, cuyo nivel de oxidacion
basal es similar al de las células glomicas controles, se producia el incremento reversible del
ROS en el espacio intermembrana (ROS-EIM) caracteristico de las células glémicas controles
durante hipoxia. Para ello se repitieron los experimentos realizados en el modelo TH-
NDUFS2 usando el vector EIM-roGFP con un promotor dirigido genéticamente al espacio
intermembrana (Fernandez-Agiiera et al., 2015) (ver “Métodos”). Los resultados mostraron
que mas del 50% de las células ESR-NDUFS2 registradas no mostraron cambios en los
niveles de ROS en el EIM durante la exposicion a hipoxia (Figura 40 B y C) caracteristica de

células glémicas controles (Figura 40 A). Ademas, en las células que tuvieron alguna
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respuesta, la amplitud de la sefial de ROS inducida por hipoxia fue aproximadamente la mitad

que la registrada en células glémicas de ratones controles (Figura 40 D).
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Figura 40. El déficit inducido de Ndufs2 inhibe la sefializacion de ROS del complejo
mitocondrial I durante hipoxia en las células glomicas del cuerpo carotideo. (A-B) Registros
representativos de los cambios en ROS-EIM inducido por la hipoxia y 0,1 mM H,0, en el control
(azul, A) y células glomicas deficientes en Ndufs2 (verde, B). (C) Porcentaje de células glomicas que
mostraron un aumento inducido por hipoxia en ROS-EIM de ratones controles y ESR-NDUFS2
(control: 54/10 células/ratones y ESR-NDUFS2: 29/7 células/ratones). (D) Cuantificacion del aumento
inducido por la hipoxia en ROS-EIM de la respuesta a la hipoxia células gloémicas de ratones controles
y ESR-NDUFS2 (control: 0,0075 £+ 0,001 u.a. en 47/10 células/ratones y ESR-NDUFS2: 0,0038 +
0,0005 u.a. en 14/7 células/ratones). u.a., unidades arbitrarias. Los datos representan la media = SEM.
*p <0,05.

Estas observaciones indican que la disfunciéon del CMI inhibe la sefial de ROS
generada en el EIM mitocondrial durante la hipoxia. El hecho de que el 45% de las células de
los ratones ESR-NDUFS2 conservaron una respuesta de ROS a hipoxia (aunque de menor
amplitud que en células controles) sugiere que todavia estaba presente alguna actividad
residual de CMI en las células glomicas de ratones ESR-NDUFS2, o que la hipoxia puede
inducir ROS mitocondrial en otros sitios ademds de en el CMI (por ejemplo, en CMIII) (ver

“Discusion”). Sin embargo, las pequenas sefiales de ROS observadas en células de ratones

78



Resultados

ESR-NDUFS2 no pudieron inducir una respuesta celular (elevacion de Ca*" citosélico o

liberacion de catecolaminas) durante la exposicion a hipoxia aguda (véanse Figuras 24 y 25).

1.3.3.3. Efecto del H,O, intracelular sobre los parametros electrofisiologicos de las
células glomicas

El incremento de la produccion de ROS y NADH durante la exposicion a hipoxia
actian como senales que a su vez regulan el funcionamiento de los canales i6nicos de la
membrana celular. De hecho, se ha mostrado que la aplicacion intracelular de oxidantes
resulta en un incremento de la resistencia de entrada de las células glomicas similar al
observado durante la exposicion a hipoxia aguda (ver Fernandez-Agiiera et al., 2015). Dado
que consideramos este dato fundamental para sustentar la hipdtesis del ROS mitocondrial
como regulador de la conductancia idnica de la membrana, se disefiaron nuevos experimentos
para estudiar el efecto del H,O, (el ROS liberado del EIM al citosol) sobre los canales de la
membrana plasmatica. Para ello se us6 la técnica de patch-clamp en la configuracion de
parche perforado (ver “Métodos”). Los experimentos se realizaron comparando las
propiedades electrofisiologicas de las células controles y de las células glomicas dializadas
con H,O, (20-30 uM). Los resultados obtenidos mostraron que la resistencia de entrada de
células dializadas con H,O, era significativamente mayor que aquellas células registradas con
la solucion intracelular control (Tabla 5), mientras que el resto de los pardmetros no
cambiaron. Este incremento de la resistencia de entrada puede explicar la despolarizacion que

se observa en hipoxia por una inhibicion de los canales de fuga de potasio.

Parche perforado

CONTROL H,O,
Resistencia de entrada (GOhm) 2,63 0,21 (6) 3,85+ 0,56 (6)"
Corriente (pA) a 10 mV 401,60 £ 44,06 (6) 392,00 + 65,64 (6)
Corriente de inyeccion a -70mV (pA) -21,25+ 2,03 (6) -22,92 + 2,55 (6)
Potencial de reversion (mV) -34,42+1,82(6) -31,50+ 1,38 (6)

Tabla S. Propiedades electrofisiologicas de las células glomicas controles y las células dializadas
con H,0,. Los datos se presentan como los valores medios + error estandar; el numero de células
registradas se muestran entre paréntesis.

En su conjunto, los datos mostrados en este apartado 1.3.3 indican que las células
glomicas con deficiencia inducible de Ndufs2 tienen valores de los niveles basales de NADH
y ROS citosoélico similares al de las células glomicas controles. Aun asi, exhiben una fuerte

inhibicion de la sefializacion de CMI (producciéon de NADH y ROS) durante la hipoxia
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aguda, sugiriendo que un incremento de ambas moléculas en hipoxia, a nivel del CMI, es

esencial para la respuesta a hipoxia mediada por las células glomicas del CC.

1.4. La modulacion de la actividad de la succinato deshidrogenasa (MCII) afecta a la
respuesta aguda a hipoxia de células glomicas de cuerpo carotideo

El modelo de quimiotransduccion aguda de O,, basado en que la acumulacion de
ubiquinona reducida (CoQH,) produce un incremento de NADH y ROS a nivel del CMI que a
su vez sefializan a los canales de la membrana plasmatica para desencadenar la
despolarizacion (ver “Discusion”), predice que la capacidad para responder a hipoxia en las
células glomicas debe ser altamente sensible a cambios agudos en la actividad de la succinato
deshidrogenasa (CMII).

Para comprobar este modelo de deteccion de cambios en los niveles de O, dependiente
del ratio CoQH,/CoQ, se trataron las células glémicas de ratones controles con dimetil
malonato (DMM), un inhibidor competitivo de la succinato deshidrogenasa que es permeable
a la membrana (véase Chouchani et al., 2014). La exposicion de células glomicas a DMM
provocd una inhibicion reversible de la sefial de la autofluorescencia de NADH inducida por
hipoxia (Figura 41 A y B). Dado que el DMM produjo por si solo, en algunas células,
pequenios cambios en la autofluorescencia de NADH de origen desconocido, se realizaron
experimentos en rodajas de CC para registrar con la técnica de amperometria la secrecion en
respuesta a hipoxia bajo el efecto de DMM agudo (Figura 41 C). Los resultados obtenidos
mostraron que con tan solo unos minutos de exposicion a DMM la magnitud de la respuesta
secretora a hipoxia disminuy6 significativamente y que ademds fue un proceso
completamente reversible (Figura 41 C y D). Por lo tanto, podemos afirmar que el inhibidor
competitivo de la succinato deshidrogenasa disminuye significativamente, y de forma
reversible, la magnitud de la respuesta a hipoxia aguda medida tanto en células glomicas
aisladas como en rodajas de CC.

Para confirma la modulacién de la respuesta a hipoxia con variaciones del ratio CoQH,/CoQ,
utilizamos dimetil succionato (DMSuc), sustrato permeable del CMII, con el objeto de
incrementar el ratio y como predice el modelo incrementar la respuesta a hipoxia mediada por
el CC. Los resultados obtenidos mostraron que en rodajas de CC de ratones controles
expuesta a DMSuc habia un incremento de la magnitud de la respuesta a hipoxia secretora
medida con amperometria, presumiblemente debido al aumento en la produccion de CoQH,

por CMII (Figura 42).
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Figura 41. Modulacién por DMM de las respuestas celulares a la hipoxia. (A) Registro
representativo que muestra los cambios de NADH en células glomicas dispersas durante la exposicion
a hipoxia. La sefial hipoxica de NADH se inhibe reversiblemente por la aplicacién aguda de inhibidor
de succinato deshidrogenasa (dimetilmalonato, DMM). (B) Diagrama de caja que muestra la
cuantificacion del aumento de la fluorescencia de NADH durante la hipoxia (38-43/5 células/ratones).
(C) (Arriba) Registro amperométrico que ilustra la respuesta secretora a la hipoxia de las células
gldémicas en rodajas de cuerpo carotideo. La respuesta secretora a hipoxia fue inhibida reversiblemente
por la aplicacion aguda de DMM. (Abajo) Secrecion acumulada calculada como la integral de tiempo
del registro amperométrico. (D) Las tasas de secrecion promedio inducida por hipoxia en control, con
DMM y en recuperacion (control: 4788 + 752 fC/min en 8/4 registros/cultivos; DMM: 2569 + 728
fC/min en 8/4 registros/cultivos y recuperacion: 5898 + 1446 fC/min en 5/3 registros/cultivos). u.a.,
unidades arbitrarias. Los datos representan la media + SEM. * p <0,05.

Ademas, estudiamos el efecto sobre los parametros electrofisiologicos de las células
glomicas al aumentar succinato intracelularmente, para ello dializamos las células con un
rango de entre 10 a 20 mM succinato-potdsico y las comparamos con células glomicas
controles. Usamos el protocolo de rampa con la configuracion de parche perforado en la
modalidad de voltage-clamp para estudiar los parametros electrofisioldogicos. Los resultados
obtenidos (tabla 6) mostraron que no habia diferencia significativa entre los pardmetros

electrofisiologicos de las células glomicas controles y las células glomicas dializadas con
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succinato. No obstante,parece que existe una tendencia a que la resistencia de entrada de las
células dializadas con succinato sea mayor. Con este conjunto de resultado podemos afirmar
que un elevado ratio de CoQH,/CoQ es esencial para la capacidad de responder a hipoxia

aguda en las células glomicas del CC (ver “Discusion”).
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Figura 42. Activacion de la CTE por DMSuc. (A) Registro representativo de amperometria donde
se muestra el aumento de la respuesta secretora a hipoxia en las células glomica en rodajas tratadas
con dimetilsuccinato 5 mM (DMSuc). (B) Grafico del aumento en la tasa de secrecion inducida por
hipoxia en soluciones control y en presencia de DMSuc en 10 experimentos independientes. (C) La
tasa de secrecion promedio durante la hipoxia de células glomicas en solucion control y tratadas con
DMSuc (control: 2429 + 784 fC/min en 12/7 registros/cultivos y DMSuc: 4759 + 1046 f{C/min en 12/7
registros/cultivos). Los datos representan la media £+ SEM. * p <0,05.

Parche perforado

CONTROL SUCCINATO
Resistencia de entrada (GOhm) 2,42 +£0,28(5) 3,25+0,39 (11)
Potencial de reversion (mV) -32,54 + 3,95 (5) -32,36 + 1,60 (11)
Corriente de inyeccion a -70mV (pA) -24,20 + 3,38 (5) -19,73 £1.68 (11)

Tabla 6. Propiedades electrofisiologicas de las células glomicas controles y las células dializadas
con succinato. Los datos se presentan como los valores medios * error estindar; el nimero de células
registradas se muestran entre paréntesis.

Los resultados descritos en este primer apartado de la Tesis confirman que la pérdida
selectiva a nivel sistémico y celular de la respuesta a hipoxia en los ratones ESR-NDUFS2
depende de la perdida de actividad del CMI, ya que ocurre en paralelo a la pérdida de
actividad del CMI tras el tratamiento con TMX. Ademas, apoyan la importancia de las

moléculas NADH y ROS como moléculas sefializadoras de la respuesta a hipoxia en las

82



Resultados

células gléomicas. Finalmente, los experimentos basados en la modulacion de la actividad del
CMII, y por tanto la produccion de quinona reducida, confirman la importancia del ratio
CoQH2/CoQ en la capacidad de responder a hipoxia de las células glomicas del CC (ver més

detalles en “Discusion”).

2. Papel de receptor olfatorio atipico Olfr78 en la respuesta aguda a la hipoxia de los
quimiorreceptores arteriales

En paralelo a nuestra propuesta, donde sugerimos que el CMI es necesario para la
respuesta ante una disminucion de oxigeno en las células glomicas (Fernandez-Agiiera et al.,
2015), se publico un articulo donde se propuso que el receptor olfatorio Olfr78, un receptor
atipico altamente expresado en el CC, es esencial para detectar la hipoxia aguda en las células
glomicas (Chang et al., 2015). Estos autores sugieren que los cambios en los niveles de
oxigeno en sangre no son detectados directamente por las células glomicas, sino
indirectamente a través de un metabolito, el lactato, cuya produccion estd regulada por la
disponibilidad de oxigeno. Chang y colaboradores proponen que durante la hipoxia hay un
incremento de lactato en sangre que estimula al receptor Olfr78 de la membrana plasmatica de
las células glomicas desencadenando la liberacion de neurotransmisores y la respuesta
sistémica a hipoxia aguda. Estos autores han descrito que la eliminacion de la expresion del
gen Olfr78, da lugar a animales que no presentan respuesta hiperventilatoria a hipoxia (Chang
et al., 2015); (ver “Introduccidon”). Para corroborar la hipotesis, que contrasta frontalmente
con nuestra propuesta descrita en el apartado primero de la Tesis, se puso en marcha un
proyecto de colaboracién multinacional en el que se estudi6 la respuesta a hipoxia, sistémica

y celular, en el modelo de animal knockout para el Olfir78.

2.1. Estudio de los ratones Olfr78. Tratamiento y evolucion de la linea

El estudio sobre el papel del receptor Olfr78 en los quimioreceptores arteriales del CC
se ha llevado a cabo en dos modelos de animales disponibles donde el gen Olfi78 estaba
mutado: ratones "FRA” y ratones “JAX”. Ambas cepas fueron expandidas en Sevilla a partir
de parentales heterocigotos (+/-) de diferente procedencia: los ratones FRA, fueron cedidos
por el laboratorio del Dr. Peter Mombaerts en Frankfurt, pero habian sido expandidos
previamente en su laboratorio. Por el contrario, los ratones JAX, fueron expandidos en Sevilla
directamente a partir de heterocigotos que procedian directamente de “7The Jackson
Laboratory” (ver “Métodos”). Estas cepas no coincidieron cronoldgicamente (primero

estudiamos la cepa FRA y luego la JAX), ni fueron estabuladas en el mismo animalario; de
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esta forma evitamos la interaccion y posibles cruces entre ambas cepas.

2.2. Validacion del modelo Olfr78

Para corroborar que el receptor atipico Olfr78 estaba mutado en nuestros modelos de
ratones se utilizaron distintas técnicas. En primer lugar, se llevd a cabo el genotipado de los
ratones de ambas lineas (FRA y JAX), utilizando la técnica de PCR convencional con el
protocolo apropiado explicado en el apartado de metodologia (ver “Métodos”). Con esta
técnica se comprobd si los ratones no estaban modificados genéticamente (ratones controles,
+/+) o si el plasmido de sustitucidon, compuesto por una secuencia que codifica para GFP-
IRES-TauLacz (Figura 43 A), estaba presente en un alelo (animales heterocigotos, +/-) o en

los dos alelos (animales knockout, -/-) del gen Olfr78 (Figura 43 B).

A B
CONTROL _

++ -/- HO +/+ -/-H,0 +/+ -/- H,0
Control —sz_

Figura 43. Genotipo de los modelos animales Olfr78 (FRA y JAX). (A) Esquema de los dos tipos
de alelos: control (verde) y plasmido de sustitucion de Olfr78 (morado). Olfr78: region que codifica
para Olfr78 sin modificacion; GFP: proteina fluorescente verde; IRES: sitio interno de entrada al
ribosoma; taulacZ: fusion de tau bovino con [-galactosidasa. Las flechas indican la posicion y
orientacion de los cebadores de PCR utilizados para el genotipado. (B) Genotipado del ADN
gendmico de los dedos de ratones controles (+/+) y homocigotos (-/-) por PCR. El par de cebadores de
PCR "CONTROL" amplifica el alelo de OIlfr78 no modificado; el par de cebadores de PCR "GFP"
amplifica las secuencias internas de GFP; y el par de cebadores de PCR "MUT" amplifica el alelo
Olfr78 mutado.

TGFP MU

Posteriormente, con la técnica de PCR cuantitativa (PCRq) (ver “Métodos”), se
compar6 los niveles de expresion del ARNm del gen OIlfrr78 en CC, CGS y MA entre los
ratones controles y los ratones mutantes Olfr78-FRA. Como era esperable, el nivel de ARNm
de Olfr78 descendi6 significativamente en el CC, el GCS y la MA de los ratones knockout
para el Olfr78 (-/-) frente a los ratones controles (+/+) (Figura 44).

Gracias a que en los animales knockout para el gen Olfr78 parte de la region
codificante ha sido sustituida por el fragmento GFP-Ires-taulLacZ, es posible detectar la
expresion de la proteina fluorescente verde en los tejidos de animales knockout parael Olfr78

que expresan el receptor Olfr78 (Figura 43). La expresion de la proteina GFP en animales
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Control (+/+)
OIfr78 (+/-)
1,20 OIfr78 (-/-)

£ 0,60 - I I ‘ |
0_
MA GCS CcC

Figura 44. Ausencia de ARNm OIfr78 en los ratones knockout Olfr78-FRA. Cantidad relativa de
ARNm OIfir78, comparado con el housekeeping Gapdh, en médula adrenal (MA), ganglio cervical
superior (GCS) y cuerpo carotideo (CC) de ratones controles (verde), heterocigotos (gris) y knockout
(morado). N= 3-5/grupo. u.r. unidades relativas. Los datos representan la media + SEM.

(u.r.)

ARN

Olfi78" fue utilizado para corroborar el genotipo de las rodajas registradas con amperometria.
Se realizaron estudios inmunohistoldégico usando anticuerpos contra la GFP y contra la
tiroxina hidroxilasa (TH) (ver “Métodos”). Los resultados corroboraron el genotipo de los
ratones Olfr78 (-/-) que mostraron una fluorescencia de GFP en células TH+ del CC (Figura

45, paneles inferiores) a diferencia de las rodajas de ratones controles (Figura 45, paneles

TH
Figura 45. Deteccion inmunohistoquimica de proteina fluorescente verde (GFP) y tirosina
hidroxilasa (TH) en rodajas de cuerpo carotideo. Las tres imagenes superiores (GFP, TH y
GFP/TH/DAPI, respectivamente) corresponde con rodajas de CC de ratones controles y las tres

inferiores con rodajas de ratones knockout para Olfr78. Notese que los ratones knockout para Olfr78
son GFP+ y que esta proteina se expresa en células TH+.

superiores).

GFP GFP TH DAPI

Control

OIfr78
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2.3. Respuestas a hipoxia en ratones Olfr78

Tras comprobar que el receptor atipico Olfr78 estaba altamente expresado en CC y
que disponiamos de un modelo de raton donde el gen Olfr78 estaba mutado, procedimos a
realizar los distintos experimentos, tanto a nivel sistémico como a nivel celular, para analizar

la respuesta de estos animales ante una disminucion aguda de la tension de oxigeno.

2.3.1. Respuesta ventilatoria a hipoxia aguda

En primer lugar, siguiendo el mismo protocolo que en el modelo ESR-NDUFS2, se
estudio el efecto de la mutacion de Olfr78 sobre la respuesta ventilatoria aguda a hipoxia
(RVH) y a hipercapnia. Para ello, parejas de ratones controles y ratones knockout para Olfr78
(de la cepa FRA o de JAX) de la misma camada se sometieron a pletismografia. Con esta
técnica analizamos la frecuencia respiratoria en condiciones de normoxia y su incremento
ante hipoxia (10% O, durante 5 minutos) e hipercapnia (4-5% CO; durante un minuto) (ver
“Métodos”). Tanto los ratones controles como los dos modelos de ratones knockout para
Olfr78 mostraron un incremento reversible y significativo del nimero de respiraciones por

minuto en respuesta a hipoxia e hipercapnia (Figura 46; Figuras 47 y 48).

Olfr78 (FRA)

hipoxia hipercapnia
400 P P P
[ 4 ®
.E :
g 300 . \.\.'
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Figura 46. Respuesta ventilatoria a hipoxia e hipercapnia de ratones controles y deficientes para
Olfir78 (FRA). Registros pletismograficos representativos de los cambios en frecuencia respiratoria de
ratones controles (A) y OIlfr78-FRA (B) en respuesta a hipoxia y a hipercapnia. El tiempo de
exposicion de hipoxia e hipercapnia se muestra con un cuadrado gris.

Ademas, comparamos la cinética del incremento de la frecuencia respiratoria y la
amplitud de la respuesta ventilatoria a hipoxia y a hipercapnia entre animales controles y

deficientes para Olfr78 (FRA). Las cuantificaciones de los registros mostraron que no habia
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diferencia significativa en la respuesta respiratoria a hipoxia e hipercapnia entre los ratones

knockout para Olrf78 y los ratones controles de la misma camada (Figura 47).
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Figura 47. Analisis de la respuesta ventilatoria de ratones controles y Olfr78 FRA. (A-B)
Registros pletismograficos (frecuencia respiratoria medida respecto al tiempo) de la respuesta
respiratoria a hipoxia (A) e hipercapnia (B) realizados en ratones controles (verde, n = 10) y Olfr78-
FRA (morado, n = 10). Cada punto de dato corresponde con la frecuencia respiratoria de ese punto
temporal y se representa como la media de los diez ratones + SEM. Las tensiones de oxigeno (% O,) y
didéxido de carbono (% CO,) estan indicadas en la parte inferior de las Figuras. (C) Media de la
frecuencia respiratoria durante control, hipoxia e hipercapnia en 10 ratones controles (164 + 6
resp/min; 203 + 4 resp/min y 271 + 14 resp/min, respectivamente) en comparacion con sus
compaiieros de camada OIlfr78 FRA (147 + 5 resp/min; 219 + 7,5 resp/min y 254 + 12 resp/min,
respectivamente). Los datos se dan como media £ SEM. * p <0,001. resp: respiraciones

Estos resultados demuestran que el receptor Olfr78, no es necesario para desencadenar
la respuesta ventilatoria a hipoxia, lo que contrasta notablemente con los resultados
publicados por Chang et al, (2015), quienes han descrito una abolicion completa de la
respuesta ventilatoria a la hipoxia en ratones knockout para Olfr78. Para descartar que
posibles cambios en el fondo genético de la cepa de ratones "FRA", como consecuencia de su
estabulacion y expansion en Frankfurt pudieran haber alterado sus respuestas fisiologicas a la
hipoxia, se utilizd una nueva cepa de animales recién generados por los laboratorios Jackson y

enviados directamente a Sevilla. En esta nueva cepa, “JAX” repetimos los experimentos y
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observamos que sus frecuencias respiratorias basales eran similares a las registrada
anteriormente en el modelo FRA. Ademas, los ratones deficientes para Olfr78 (JAX)
presentaban una clara respuesta a hipoxia y a hipercapnia no diferenciable de la de los ratones
controles de su camada. El anélisis comparativo de la cinética y la amplitud de la respuesta a
hipoxia e hipercapnia de los ratones Olfr78 (JAX) se ilustra en la Figura 48. Como se puede
comprobar no se observaron diferencias significativas entre los animales control y los

animales knockout para Olfr78 de la misma camada procedentes directamente del laboratorio

Jackson.
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Figura 48. Analisis de la respuesta ventilatoria de ratones controles y Olfr78 JAX. (A-B)
Registros pletismograficos (frecuencia respiratoria medida respecto al tiempo) de la respuesta
respiratoria a hipoxia (A) e hipercapnia (B) realizados en ratones controles (gris, n= 10 para hipoxia y
n= 7 para hipercapnia) y de ratones Olfr78-JAX (azul, n = 10 para hipoxia y n = 7 para hipercapnia).
(C) Media de la frecuencia respiratoria durante control, hipoxia e hipercapnia en ratones controles
(174 £ 9,5 resp/min; 239 + 10 resp/min y 276 + 13 resp/min, respectivamente) en comparacion con sus
compaiieros de camada OIlfr78 JAX (165 + 4 resp/min; 239 + 5,5 resp/min y 273 + 16 resp/min,
respectivamente). Los datos se dan como media £ SEM. * p <0,001. resp: respiraciones.

Con estos resultados podemos concluir que el receptor Olfr78 no es necesario para

activar la respuesta respiratoria adaptativa a la hipoxia aguda en el animal completo.
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2.3.2. Respuesta a hipoxia en las células glomicas de ratones Olfr78

Con objeto de comprobar si el CC de los ratones knockout para Olfr78 era capaz de
responder a hipoxia, se llevaron a cabo experimentos registrando la actividad secretora de las
células glomicas en rodajas de CC y el incremento de calcio citosolico en células glomicas

dispersas.

2.3.2.1. Respuesta secretora a hipoxia en rodajas de cuerpo carotideo

La respuesta neurosecretora a hipoxia fue registrada con amperometria en rodaja de
CC (ver “M¢étodos”). Los experimentos se llevaron a cabo cuando los ratones tenian dos
meses de edad, tras comprobar con pletismografia que respondian con un aumento de la
frecuencia respiratoria a hipoxia aguda (Figura 47 y 48). Los resultados mostraron que tanto
las rodajas de CC de ratones controles como las de los ratones Olfr78 (FRA y JAX Olfr78-/-)
respondian con un aumento en la secrecion de dopamina cuando fueron expuestas a hipoxia,
hipercapnia y a potasio (Figura 49 A-C) y que no hubo diferencias significativas entre la tasa

de secrecion de los diferentes grupos ante los distintos estimulos (Figura 49 D).

2.3.2.2. Cambios en la concentracion de calcio intracelular en respuesta a la hipoxia

Para comprobar la activacion de las células glomicas deficientes en Olfr78, se estudio
también el incremento de calcio citosdlico en respuesta a hipoxia aguda caracteristico de
células glomicas controles. Los resultados mostraron que tanto las células glémicas de ratones
controles (Figura 50 A) como las de ratones knockout para Olfr78 (Figura 50 B) respondieron
con un incremento de calcio intracelular en respuesta a hipoxia aguda. Incluso siendo menor
el incremento de calcio durante alto potasio en células knockout para Olfr78, la capacidad
para responder a hipoxia no se vio afectada (Figura 50 C). Por lo tanto, nuestros resultados
demuestran que el receptor Olfr78 no es necesario para activar la respuesta sistémica ni

celular a hipoxia aguda mediada por el CC (ver “Discusion).
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Figura 49. Respuestas secretoras a hipoxia en rodaja de CC de ratones Olfr78. (A-C) Registros
amperométricos representativos en células de ratones controles FRA (A, verde), Olfr78 FRA (B,
morado) y Olfr78 JAX (C, azul). (D) Cuantificacion de la tasa la secrecion en rodajas de CC controles
y Olfr78 (FRA y JAX) en estado basal (Control FRA: 94 £+ 31 fC/min en 9 ratones; Olfr78 FRA: 23 +
7 fC/min en 7 ratones; Control JAX: 50 £ 26 fC/min en 7 ratones; y Olfr78 JAX: 67 £ 31 fC/min en 6
ratones) y en hipoxia (Control FRA: 3269 + 444 fC/min en 9 ratones; Olfr78 FRA: 3279 + 352 fC/min
fC/min en 7 ratones; Control JAX: 2652 + 713 fC/min en 7 ratones; y Olfr78 JAX: 2373 £ 423 fC/min
en 6 ratones). Notese que no hay diferencia significativa comparando la tasa de secrecion de los 4
grupos entre si en cada condicion. Los datos se dan como media + SEM.
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Figura 50. Aumento Ca’* intracelular en ratones controles y OIfr78 en respuesta a hipoxia. (A-
B) Registros representativos de los cambios en la [Ca>];, en células controles (A, verde) y Olfr78 (B,
morado). (C) Cuantificacion del incremento de calcio en células controles (verde) y knockout Olfr78
(morado) inducido por alto K* e hipoxia. (controles: K™: 0,81 + 0,07 u.a. en 27/5 células/ratones e
hipoxia: 0,20 = 0,02 u.a. en 17/5 células/ratones y Olfr78-KO: K" 0,63 + 0,06 uv.a. en 32/5
células/ratones; hipoxia: 0,16 £ 0,01 u.a. en 25/5 células/ratones). Los datos se dan como media +
SEM. * p <0,05 u.a. unidades arbitrarias.
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2.4. Respuesta a lactato en las células glomicas del cuerpo carotideo de ratones Olfr78
En el modelo propuesto, Chang et al. (2015) sugieren que la hipoxia induce un
incremento de lactato tanto a nivel de CC como a nivel sistémico y que este lactato activa a
las células glomicas de forma endocrina y paracrina a través de su unidon con el receptor
Olfr78, desencadenando un incremento de calcio intracelular y la secreciéon de
neurotransmisores. Este modelo esta basado en experimentos in vitro usando CC completos y
midiendo la actividad eléctrica del nervio de seno carotideo, donde la estimulacion del CC
con 30 mM lactato produce un incremento en la actividad eléctrica del nervio del seno que
desaparece en los ratones knockout para Olfr78 (ver “Introduccioén”); (ver Chang et al., 2015).
Con el fin de comprobar si el lactato provocaba una activacion a nivel de CC, y si esta
estaba mediada por el receptor olfatorio Olfr78, se realizaron experimentos en rodajas de CC

y en células glomicas aisladas de ratones controles y knockout para Olfr78.

2.4.1. Respuesta secretora a lactato en rodajas de cuerpo carotideo

La respuesta neurosecretora a un incremento de lactato se registré con amperometria
en rodaja de CC (ver “M¢étodos™) de animales adultos control y knockout para Olfr78. Los
resultados mostraron que tanto las rodajas de CC de ratones controles como las de los ratones
Olfr78 respondian con aumento de secrecion de dopamina cuando fueron expuestas a lactato

(Figura 51).

Control (FRA) OIlfr78 (FRA)
lactato (5 mM) lactato (5 mM)
2pA 2pA
1 min 1 min

Figura 51. Respuesta secretora de las células glomicas de ratones controles y Olfr78 (FRA) a 5
mM lactato. Registros amperométricos representativos de rodajas de CC de ratones controles FRA
(A, verde) y Olfr78 FRA (B, morado). Notese que ambos muestran un incremento de respuesta
secretora similar.

2.4.2. Incremento de calcio intracelular en respuesta a lactato en células glomicas de
ratones Olfr78

Posteriormente, se midio6 el incremento de calcio intracelular en respuesta a lactato y
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los resultados mostraron que tanto en las células glomicas de ratones controles (Figura 52 A)
como las células de los ratones knockout para Olfr78 (FRA) (Figura 52 B) se incrementaba el

calcio intracelular en respuesta a lactato con una respuesta de amplitud similar (Figura 52 C).
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Figura 52. Aumento de la concentracién de Ca’* intracelular de las células glomicas de ratones
controles y Olfr78 en respuesta a S mM lactato. (A-B) Registros representativos de los cambios en
la [Ca®']i, en células controles (A, verde) y Olfr78 (B, morado). (C) Cuantificacion del incremento de
calcio en células controles (verde) y knockout para Olfi78 (morado) inducido por alto K' y lactato.
(controles: K™: 0,81 + 0,07 w.a. en 27/5 células/ratones y lactato: 0,18 = 0,02 u.a. en 15/5
células/ratones. Olfir78-KO: K': 0,63 + 0,06 u.a. en 32/5 células/ratones; lactato: 0,12 = 0,01 u.a. en
14/5 células/ratones). * p <0,05 comparado con control. u.a. unidades arbitrarias. Los datos se dan
como media + SEM.

Por lo tanto, nuestros resultados muestran que las células glomicas se activan por
concentraciones fisiologicas de lactato (ver mas adelante). Sin embargo, nuestros datos no
corroboran que el efecto del lactato esté mediado por el receptor olfatorio Olfr78, dado que

animales con ablacion del gen Olf78 responden a lactato igual que los animales control.

3. Estimulacion de las células glomicas por lactato

Los parametros respiratorios varian como un mecanismo de adaptacion ante distintos
estimulos. El ejercicio y la hipoxia son circunstancias que activan una respuesta
hiperventilatoria y en ambos casos hay un incremento de la concentraciéon de lactato en
sangre; sin embargo, la PaO; es distinta: durante hipoxia hay una disminucién de la PaO, y en
el ejercicio moderado no hay cambios significativos de la PaO, si se realiza a nivel del mar.
Se desconoce cual es la funcion bioldgica del incremento de lactato en ambas condiciones y
cual es su contribucion a la respuesta hiperventilatoria adaptativa (Lee et al., 1996; Fregosi,

1998; Hardarson et al., 1998; Chang et al., 2015; San-Millan y Brooks, 2018). En este tercer
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apartado de “Resultados” se estudia si el lactato es capaz de activar el CC y su efecto sobre la

respuesta a hipoxia en las células glémicas.

3.1. Incremento de la concentracion de lactato en sangre en respuesta a hipoxia aguda
Los niveles de lactato en sangre se incrementan rapidamente durante hipoxia, llegando
incluso a duplicarse en algunos tejidos en tan solo 30 segundos (Kirsch et al., 1983) (ver
“Introduccion”). Para determinar en nuestro modelo experimental la dependencia del
incremento de lactato en sangre con la disminucion de PO, medimos la concentracion de
dicho metabolito, en ratones controles, tras ser expuestos a un ambiente con distintas PO, (ver
“Métodos”); (ver disefio experimental en Figura 53 A). Los resultados obtenidos confirmaron
el incremento de lactato en sangre durante la hipoxia, llegando incluso a duplicar su
concentracion durante la exposicion de los ratones a una hipoxia severa (10% O,) (Figura 53

B).
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Figura 53. Niveles de lactato en sangre en funcion de la presién parcial de oxigeno en el aire
inspirado. A) Diseflo experimental para medir la concentracion de lactato en sangre en las
condiciones de normoxia, hipoxia (15% y 10% de PO, rojo) y tras la recuperacion en normoxia. El
porcentaje de O, aparece dentro de las cajas. Las lineas horizontales indican los momentos de medida
de lactato en cada condicion. Grafico duplicado del apartado de Métodos. (B) Medida del incremento
de la concentracion de lactato en respuesta a distintos niveles de hipoxia en ratones controles
(normoxia 2,47 + 0,15 mmol/L en 29 ratones; hipoxia leve (15% de O,) 3,57 £ 0,32 mmol/L en 17
ratones; hipoxia severa (10% de O;) 6,16 £ 0,59 mmol/L en 24 ratones y recuperacion 4,36 + 0,31
mmol/L en 14 ratones) * p< 0,05; ** p<0,001. Los datos representan la media £ SEM.

93



Resultados

3.2. Activacion de las células glomicas por lactato

Para estudiar si el incremento de lactato per se, es decir, sin modificacion del pH y la
PO,, activa a las células quimiosensitivas del CC se llevaron a cabo registros utilizando las
técnicas de medida de secrecion dopaminérgica (amperometria) y de calcio citoplasmatico
(microfluorimetria) (ver “Métodos”). Las concentraciones de L-Lactato sddico utilizadas
fueron 5 y 10 mM, que es el valor fisiologico que se alcanza durante la exposicion a hipoxia
(Figura 53 B). Los registros mostraron que las rodajas de CC son capaces de responder ante

un incremento de lactato extracelular aumentando la tasa de secrecion (Figura 54 A).
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Figura 54. Las células del cuerpo carotideo (registradas en rodajas de tejido) son activadas por
un incremento de lactato extracelular. (A) Registro amperométrico representativo de la respuesta
secretora durante hipoxia y alto lactato. (B) Cuantificacién de la tasa de secrecion inducida por
hipoxia y por 5-10 mM lactato (hipoxia, 2926 + 599 fC/min y 5-10 mM lactato, 1060 + 551 fC/min de
17/15 registros/cultivos). (C) Porcentaje de células que respondieron con un incremento en secrecion
de dopamina a hipoxia y lactato, normalizadas al nimero total de células que respondieron a hipoxia
(del 100% de los registros que respondieron a hipoxia solo el 65% de las células respondieron a 5-10
mM lactato). * p < 0.05. Los datos representan la media + SEM.
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La respuesta secretora inducida por lactato es significativamente menor que la
inducida por la hipoxia (Figura 54 B). Solo el 65% de las células que respondieron a hipoxia
fueron capaces de responder a lactato (Figura 54 C), sugiriendo que el CC es mas sensible a
hipoxia que a lactato (ver “Discusion”). La activacion de las células glomicas por lactato es
dosis-dependiente ya que la tasa de secrecion aumenta gradualmente con el incremento de la

concentracion de lactato (Figura 55 A 'y B).
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Figura 55. Respuesta secretora inducida por distintas concentraciones de lactato extracelular de
células glémicas en rodajas de cuerpo carotideo. (A) Registro amperométrico representativo de la
tasa de secrecion inducida por diferentes concentraciones de lactato extracelular. (B) Cuantificacion de
la tasa de secrecion inducida por distintas concentraciones de lactato (Basal (0 mM lactato): 76 £+ 0,6
fC/min; 5 mM lactato: 935 + 389 fC/min; 10 mM lactato: 1775 = 713 fC/min; 15 mM lactato: 4048 +
1460 fC/min; 20 mM lactato: 5656 = 1009 fC/min en 8/7 registros/cultivos). La linea de ajuste (rojo)
estd trazada a ojo. Los datos representan la media + SEM.

Como se describio en la “Introduccidén”, la respuesta secretora inducida por la hipoxia
en las células glémicas del CC es dependiente del incremento de calcio citosélico proveniente

del espacio extracelular (Fishman et al., 1985; Urefa et al., 1994). Estudiamos si la activacion
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de las células glomicas por lactato es también dependiente de un incremento de calcio
citosolico y si este calcio proviene del medio extracelular o de almacenes intracelulares. Para
ello, registramos con microfluorimetria (ver “Métodos™) la respuesta de las células glomicas
aisladas a lactato e hipoxia. Los resultados obtenidos mostraron que hubo incremento de
calcio citosolico en ambas condiciones, lactato e hipoxia, (Figura 56 A), y que no habia
diferencias en la amplitud de la respuesta, ni en el nimero de células capaces de responder a
ambos estimulos (Figura 56 B y C), a diferencia de los resultados obtenidos en registros de

rodajas de CC (ver “Discusion”).
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Figura 56. Las células glomicas aisladas se activan por el incremento de lactato extracelular. (A)
Registro fluorimétrico representativo, donde se ve el incremento de calcio intracelular, en respuesta a
hipoxia y a alto lactato. (B) Cuantificacion del ratio de calcio intracelular inducido por alto potasio,
hipoxia y por lactato (alto potasio: 0,78 = 0,05 u.a.; hipoxia: 0,20 £ 0,01 uv.a.; y 5-10 mM lactato: 0,17
+ 0,01 u.a. de 34/11 células/cultivos). (C) Porcentaje de células que respondieron con un incremento
de calcio intracelular en respuesta a hipoxia y lactato, normalizadas al numero total de células que
respondieron a hipoxia (el 90% de las células que respondieron a hipoxia pudieron activarse durante
lactato). Los datos representan la media + SEM. u.a. unidades arbitrarias.
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La utilizacién de cadmio, bloqueante de canales de calcio dependientes de voltaje
(Urena et al., 1994), fue capaz de abolir tanto la respuesta secretora (Figura 57 A) como el
incremento de calcio inducido por lactato extracelular (Figura 57 B). En base a estos
resultados podemos concluir que las células glomicas del CC se activan por lactato, mediante
la entrada de calcio extracelular, que incrementa el calcio citosolico y promueve la liberacion

de vesiculas secretoras.
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Figura 57. Dependencia de calcio extracelular para la activacién por lactato de las células
glémicas. (A-B) Registros representativo de la aboliciéon del incremento producido por lactato de la

respuesta secretora (A) y del incremento de calcio citosolico cuando se aplica 0,2 mM cadmio
extracelular (B). u.a. unidades arbitrarias.

3.2.1. Efectos del lactato sobre el potencial de membrana y las corrientes de potasio de
las células glomicas

La activacion de las células glomicas por hipoxia depende de una despolarizacion del
potencial de membrana que abre los canales de calcio dependientes de voltaje. Estudiamos si
en respuesta a lactato hay una despolarizacion previa a la entrada de calcio extracelular. Para
ello usamos la técnica de patch clamp en la configuracion parche perforado en current-clamp
(ver “Métodos”™). Los resultados mostraron una despolarizacion reversible del potencial de

membrana de las células glomica en presencia de lactato (Figura 58).
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Figura 58. El lactato induce una despolarizacion del potencial de membrana en las células
glémicas. Registro representativo de la despolarizacion del potencial de membrana de una célula
gldémica en respuesta a lactato. Este registro se ha reproducido en 8/6 células/ratones.

A continuacién estudiamos el efecto del lactato sobre las corrientes ionicas registradas
en células glomicas utilizando la configuracion de parche perforado aplicando un protocolo de
rampa en voltage-clamp (Figura 59 A, arriba); (ver “M¢étodos”). Este protocolo permite
registrar tanto los canales background, como los canales voltaje dependientes de potasio, y
medir el umbral de activacion de estos ultimos. El andlisis de los registros electrofisiologicos
demostré la existencia de dos tipos de células glémicas en funcidén de su respuesta a lactato.
En un tipo, el lactato produce un desplazamiento a la derecha del umbral de activacion de los
canales de potasio dependientes de potencial (ver flechas en la Figura 59 A) y una inhibicion
de la corriente macroscopica (Figura 59 A), lo que explica la despolarizaciéon inducida por
lactato. En el segundo tipo, se distinguen tres fendémenos en respuesta a lactato: i) un aumento
de la corriente de entrada (holding current) a potenciales de reposo (ver cuadrado en la Figura
59 B); ii) un cambio hacia valores mas negativos del umbral de activacion de los canales de
potasio dependiente de potencial; y iii) un aumento de la amplitud de la corriente voltaje
dependiente de potasio. El papel de estos dos tipos celulares en la respuesta a lactato mediada

por el CC es todavia desconocido (ver “Discusion”).

3.3. Mecanismos moleculares involucrados en la activacion por lactato de las células
glomicas
Una vez demostrado que el CC es capaz de activarse en respuesta a lactato se

analizaron los mecanismos moleculares que subyacen a dicha activacion.

98



Resultados

= control
- 5mM lac
- recovery

¥

Figura 59. Caracterizacion electrofisiolégica de la respuesta a lactato. (A) Arriba: esquema del
protocolo de rampa utilizado para los registros. Abajo: registro representativo del tipo celular donde se
inhibe la corriente macroscopica de potasio (12 células de las 23 registradas). (B) Registro
representativo del tipo celular donde se incrementa la corriente de potasio (11 células de las 23
registradas). En el cuadrado: amplificacion de las corrientes background. Control: azul, Lactato: rojo y
Recuperacion en gris.

3.3.1. Efecto del lactato sobre el pH intra y extracelular

Durante afios se ha considerado que la lactatemia conlleva una disminucion del pH de
la sangre que, entre otras acciones, es responsable de la fatiga muscular producida durante el
ejercicio (Fletcher, 1907; Hill, 1914; Hill y Lupton, 1923). Teniendo en cuenta que el CC es
un sensor polimodal que se activa también en respuesta a la acidosis (Eyzaguirre y Koyano,
1965), decidimos estudiar si esta es la causa de la activacion de las células glomicas en
respuesta a lactato. Para evitar la acidificacion del medio se utilizaron soluciones donde el
lactato sodico sustituyd estequiométricamente al cloruro sédico y se comprobd que las
distintas concentraciones de lactato en la solucion de registro extracelular no provocaban una
disminucién del pH (Figura 60 A).

Por otra parte, el lactato se encuentra fisiologicamente como anidén y es cotransportado
a través de la membrana celular con un proton (Dubouchaud et al., 2000; Garcia et al., 1994;
Roth y Brooks, 1990). Este transporte es bidireccional y se lleva a cabo por la familia de
transportadores MCTs, permitiendo que los tejidos elegir entre liberacion y captacion de
lactato en funcioén de su concentracion y el gradiente de pH (Garcia et al., 1994; Price et al.,
1998); (ver “Introduccion”). Es posible que al incrementar las concentraciones de lactato en el
medio extracelular este sea transportado al interior de la célula y produzca una acidificacion
del pH intracelular que pudiera explicar la activacion de las células glomicas por lactato. La
medicién del pH intracelular en células glomicas dispersas con microfluorimetria (ver

“Métodos”) muestra que el pH intracelular no se ve afectado por la concentracion de lactato
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extracelular, sin embargo, si se acidifican al exponerlas a hipercapnia por activacion de la

anhidrasa carbonica intracelular (Figura 60 B).
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Figura 60. El incremento de lactato no modifica el pH extracelular ni intracelular en células
glémicas de CC. (A) Medicion del pH de la solucion externa de registro con diferente concentracion
de lactato. Notese que no existen diferencias significativas. (B) Registro representativo de la variacion
de pH intracelular a distintas concentraciones de lactato. Notese que no varia cuando le aplicamos
lactato, pero si cuando se le aplica hipercapnia. u.a. unidades arbitrarias.

3.3.2. Incremento de NADH intracelular inducido por lactato

El lactato intracelular se convierte a piruvato por la LDH produciendo NADH
(Gutmann y Wahlefeld, 1974) (ver “Introduccién’). Se conoce que en respuesta a hipoxia hay
una acumulacion de NADH que contribuye a la activacion de las células glomicas
(Fernandez-Agiiera et al., 2015); (ver “Introduccion”). Por lo que estudiamos si hay un
incremento de NADH durante la exposicién a lactato y comparamos la sefial de NADH
obtenida con la registrada en hipoxia. Estos experimentos se llevaron a cabo usando la técnica
de autofluorescencia de NADH en células glomicas aisladas (ver “Métodos™). Los resultados
que obtuvimos mostraron que la hipoxia y el lactato producen un incremento similar de
NADH en las células glomicas (Figura 61 A y B), aunque tienen cinéticas diferentes. El
tiempo en el que se alcanza la mitad del incremento méximo de NADH (t;2) es menor durante
la aplicacion de lactato que durante la exposicion a hipoxia (Figura 61 C). Estos resultados
indican que el incremento de NADH durante la exposicion a lactato (5 mM) es mas rapido
que en hipoxia, aunque la sefial sea de una amplitud similar.

Para estudiar si el incremento de NADH es proporcional a los cambios en la
concentracion de lactato se llevd a cabo estudio de “dosis dependencia”. Los resultados
mostraron un incremento gradual de la autofluorescencia de NADH a medida que aumentaban

los niveles de lactato extracelularmente (Figura 62).
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Figura 61. Incremento de NADH en respuesta a lactato. (A) Registros representativos de cambios
de NADH en respuesta a hipoxia y a lactato en células glomicas. (B) Promedio del incremento de
autofluorescencia de NADH en células glomicas durante hipoxia y lactato. (hipoxia: 68,09 = 8,57 u.a.
y lactato: 81,23 + 10,86 u.a. en 22/6 células/cultivos). (C) Promedio del T, durante hipoxia y lactato
en células glomicas. (hipoxia: 0,71 s y lactato: 0,57 s en 22/6 células/cultivos). Los datos representan
la media = SEM. u.a., unidades arbitrarias.
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Figura 62. Respuesta gradual de NADH a diferentes concentraciones de lactato. (A)
Cuantificacién del incremento inducido por distintas concentraciones de lactato (2,5 mM lactato:
27,30 £ 4,46 u.a.; 5 mM lactato: 38,48 + 4,72 u.a.; 10 mM lactato: 48,23 + 6,49 u.a.; 15 mM lactato:
42,61 £ 5,28 u.a.; 20 mM lactato: 51,64 + 6,48 u.a. en 33/7 células/cultivos). La linea de ajuste (roja)
estd trazada a ojo. Los datos representan la media + SEM. u.a. unidades arbitrarias.
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3.4. La modulacién del ratio NADH/NAD" afecta a la respuesta a lactato de las células
glomicas de cuerpo carotideo

Para determinar si la sefial de NADH registrada durante la exposicién a lactato se
correlaciona con la secrecion inducida por lactato en el CC, se llevaron a cabo varios
experimentos donde se modificé el ratio NADH/NAD' y se comprobé su efecto sobre la tasa

de secrecion inducida en rodajas de CC.

3.4.1. Efecto de la regeneracion de NAD" en la respuesta a lactato

El piruvato es un agente regenerador de NAD" porque, gracias a la LDH, se convierte
a lactato consumiendo NADH. Para confirmar que la sefial de NADH que registramos tras la
exposicion a lactato se debe a esa reaccion mediada por la LDH aplicamos lactato y piruvato
simultdneamente. El incremento de NADH en respuesta a lactato se inhibi6 reversiblemente
en presencia de 10 mM piruvato (Figura 63 A). Un mismo efecto inhibitorio del piruvato se
observo en registros de actividad secretora inducida por lactato (Figura 63 B y C). En algunos
casos la inhibicioén producida por piruvato fue completa (Figura 64 B), pero en otros casos
después de la inhibicion se observo un incremento de la tasa de secrecion durante la
exposicion a piruvato (Figura 63 C), lo que sugiere que el piruvato podria producir un
incremento retardado en los niveles intracelulares de NADH. De hecho, los registros de
autofluorescencia en las células glémicas indican que el piruvato produce un pequefio
incremento retardado de NADH cuando se aplica durante varios minutos (Figura 64 A), lo
que, como se indicd anteriormente, podria explicar el incremento de la tasa de secrecion
observado al final de la incubacién con piruvato (Figura 64 B). La activacion retardada de las
células glomicas por piruvato podria ser la consecuencia de la activacion del ciclo de Krebs o
de un incremento de lactato intracelular que promoviese a su vez la secrecion celular. No
obstante, en esta Tesis Doctoral no se estudia la accidon de piruvato ya que se empled
normalmente como herramienta farmacologica a dosis muy superiores a las que se encuentran

normalmente en el plasma.
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Figura 63. Inhibicion de la respuesta a lactato por piruvato. (A) Registro representativo de NADH
donde se muestra una inhibicion reversible del incremento del NADH durante la exposicion a lactato
por piruvato. (B-C) Registro representativo de amperometria donde se muestra una inhibicién de la
tasa de secrecion durante la exposicion a lactato por piruvato completa (B) y parcial (C). u.a. unidades
arbitrarias.
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Figura 64. Activacion de las células glémicas por piruvato. (A) Registro representativo del
incremento de NADH de las células glomicas durante la exposicion a piruvato. (B) Registro
representativo del incremento de la tasa de secrecion durante la exposicion a piruvato. u.a. unidades
arbitrarias.

3.4.2. Efecto sumatorio de la hipoxia y el lactato sobre la actividad de las células
glomicas

Para confirmar la posible accion potenciadora del lactato sobre otras respuestas de las
células glomicas se analizo el efecto de aplicar hipoxia y lactato simultidneamente,
basdndonos en que ambos estimulos producen un incremento de NADH (Figura 61). Los
resultados mostraron que la exposicion de células gldmicas a hipoxia durante el tratamiento
con lactato provocd una potenciacion reversible de la sefal de la autofluorescencia de NADH

(Figura 65).
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Figura 65. Potenciacion de la respuesta a lactato de NADH por hipoxia. (A) Registro
representativo que muestra los cambios de NADH en células glomicas dispersas durante la exposicion
a hipoxia y lactato. La sefial hipoéxica de NADH potencia reversiblemente la respuesta a lactato. (B)
Cuantificacion del aumento de la fluorescencia de NADH durante la hipoxia e hipoxia mas lactato
(hipoxia: 13,37 £ 1,35 u.a. ¢ hipoxia més lactato: 27,25 = 4,42 u.a. en 5/5 células/ratones). u.a.,
unidades arbitrarias. Los datos representan la media + SEM. * p <0.05.

Finalmente se estudi6 si el incremento del ratio NADH/NAD" observado cuando se
aplica lactato e hipoxia juntos se traduce en una potenciacion de la respuesta a hipoxia en
presencia de lactato extracelular. Los resultados obtenidos mostraron que la tasa de secrecion
a hipoxia aument6 significativamente y de forma reversible cuando las rodajas fueron
expuestas a hipoxia durante el tratamiento con lactato (Figura 66 A-C). No obstante, llamo
nuestra atencion que esta potenciacion de la respuesta a hipoxia fue visible incluso en rodajas
de CC que no respondian a lactato (Figura 66 B), y también en aquellas donde ambos
estimulos se aplicaron simultdneamente (Figura 66 C). El efecto de potenciacion producido
por el lactato sobre la hipoxia puede ser importante a nivel de la respuesta fisiologica
adaptativa a hipoxia aguda, situacion fisiologica que se ve acompaiiada de un incremento

transitorio en las concentraciones de lactato en sangre (ver “Discusion”).
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Figura 66. Potenciacion de la respuesta secretora a hipoxia por lactato. (A-C) Registros
representativos de amperometria donde se muestra una potenciaciéon de la respuesta secretora a
hipoxia y lactato juntos. (D) Cuantificacion de la tasa de secrecion promedio durante la hipoxia e
hipoxia mas lactato en células glomicas (hipoxia: 2752 + 526 fC/min e hipoxia mas lactato: 4228 +
543 fC/min en 20/10 registros/cultivos). Los datos representan la media + SEM. * p <0.05.

Por lo tanto, podemos afirmar que el incremento de lactato durante hipoxia tiene un
efecto sumatorio en la activacion del CC observado a nivel de secrecion dopaminérgica.
Ademas, los resultados demuestran que la tasa de secrecion esta relacionada directamente con
el ratio NADH/NAD'. Sugerimos que durante hipoxia el incremento de lactato en sangre

ocurre para potenciar la activacion del CC (ver “Discusion”).
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Discusion

DISCUSION

La deteccion de hipoxia de forma aguda es una propiedad fundamental de los
quimiorreceptores arteriales que permite a los organismos mantener la homeostasis del medio
interno en condiciones de escasez de O, modulando rapidamente la funcidén respiratoria y
cardiovascular. El mecanismo de quimiotransduccion que se activa en respuesta a hipoxia ha
sido ampliamente estudiado en preparaciones de CC, principal quimiorreceptor periférico, y
actualmente existe un amplio consenso en torno al modelo de membrana de
quimiotransduccién que se basa en la inhibicién de canales de K™ sensibles a O, en la
membrana de las células quimiosensoras (células glomicas) y la entrada de Ca®>" extracelular
(ver “Introduccion”). No obstante, la naturaleza de la molécula (o moléculas) “sensora(s) de
0O,” ha sido motivo de debate en las ultimas décadas. Nuestro grupo ha propuesto que la
interaccion entre la mitocondria y los canales de la membrana es un proceso fundamental en
la deteccion aguda de la hipoxia (Ortega-Saenz et al., 2003). Esta hipotesis ha sido postulada
recientemente al demostrar que la actividad del CMI de las células glémicas del CC es
necesaria para la respuesta a la hipoxia (Fernandez-Agiiera ef al., 2015). En paralelo, otro
grupo ha propuesto que el receptor olfatorio atipico Olfr78 es un sensor de lactato y que el
aumento de lactato durante la hipoxia aguda activa al CC para producir hiperventilacion
(Chang et al., 2015). En esta Tesis Doctoral hemos completado la caracterizacion de la
respuesta a hipoxia en ratones con disfuncion genética condicional del CMI (ratones KO para
el gen Ndufs2; modelo ESR-NDUFS2) y se ha estudiado en detalle el papel del receptor
Olfr78 en la respuesta a hipoxia aguda y a lactato. Ademas, hemos analizado si el CC es

capaz de detectar los cambios fisioldgicos en los niveles de lactato extracelular.

1. Modelo de sefializacion mitocondrial dependiente del CMI en respuesta a hipoxia
aguda
1.1. La activacion del cuerpo carotideo en respuesta a hipoxia depende del CMI
Resultados previos de nuestro grupo de investigacion han mostrado que la delecion
embrionaria del gen Ndufs2, que codifica una subunidad esencial para la actividad catalitica
del CMI (Baradaran et al., 2013; Hirst, 2013), en los tejidos catecolaminérgicos (raton TH-
NDUFS2), da lugar a la abolicion de la respuesta ventilatoria a hipoxia, sin afectarse la
respuesta sistémica a hipercapnia. Los estudios in vitro del CC de este modelo animal han
sugerido que durante una disminuciéon de O, hay un enlentecimiento de la CTE, lo que

conlleva a una acumulacion de CoQH; al enlentecimiento o reversion del CMI y al
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incremento de los niveles de NADH y ROS. Estas dos moléculas actuarian como
sefializadoras inhibiendo los canales de K de la membrana plasmatica y produciendo la
despolarizacion, entrada de calcio extracelular y liberacion de neurotransmisores (Fernandez-
Agliera et al., 2015) (Figura 67 C).

El modelo TH-NDUFS?2 tiene varias limitaciones. La primera es que, al tratarse de un
modelo con deleciéon embrionaria de un gen, la pérdida a la sensibilidad a hipoxia aguda
podria deberse a una adaptacion producida durante el desarrollo embrionario en respuesta a
dicha mutacion. La segunda limitacion es que los niveles de NADH y ROS en las células
glomicas de este modelo animal estdn muy altos, lo que podria afectar a su funcion como
moléculas sefializadoras. En particular, los niveles altos de NADH inhiben las deshidrogenas
mitocondriales (que participan en el ciclo de Krebs) y producen una paralizacion del
metabolismo mitocondrial. Para tratar de solventar estas limitaciones y profundizar en el
estudio de la implicacion del gen Ndufs2 como subunidad esencial del CMI para la activacion
de la respuesta a hipoxia en el CC, se gener6 un modelo animal condicional adulto (ESR-
NDUFS2) (Fernandez-Agiiera et al., 2015), y se llevd a cabo la caracterizacion de su
respuesta fisiologica y celular a hipoxia aguda.

La delecion de la subunidad Ndufs2 afecta drésticamente a la funcion del CMI
(Kashani-Poor et al., 2001). Se ha descrito que la delecion condicional de Ndufs2 en ratones
adultos, da lugar a ratones knockout donde el CMI no se ensambla (Fernandez-Agiiera et al.,
2015), por lo que, como mostramos en este trabajo, la actividad enzimatica
NADH/oxidoreductasa disminuye gradualmente tras el tratamiento con TMX (Figura 67 B),
permitiendo el estudio del curso temporal de la abolicion de la respuesta a hipoxia
dependiente del lavado de la proteina Ndufs2. En paralelo a la pérdida de actividad del CMI,
los animales knockout del modelo ESR-NDUFS2, muestran una abolicion selectiva y gradual
de la RVH, aunque los parametros respiratorios de estos animales en normoxia son normales
y, ademads, son capaces de hiperventilar durante hipercapnia. A nivel celular, la capacidad del
CC para secretar dopamina en respuesta a hipoxia aguda se pierde selectiva y gradualmente
tras el tratamiento con TMX. De hecho, el incremento de calcio citoplasmatico, que se
produce en las células glémicas del CC en respuesta a hipoxia aguda (Urena et al., 1994),
como paso previo a la liberacién de neurotransmisores, también se encuentra abolido en las
células glomicas de los ratones ESR-NDUFS2 cuando la proteina Ndufs2 estd completamente
lavada. La falta de incremento de calcio citosdlico y la abolicion de secrecion dopaminérgica
en respuesta a hipoxia ocurrié mientras se mantuvo inalterada la respuesta a hipercapnia o a

hipoglucemia, lo cual demuestra el buen estado fisiologico de las células glomicas de este
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modelo animal y que la activacion en el CC por estos estimulos no depende de la
funcionalidad del CMI. Estas observaciones apoyan datos previos de nuestro grupo donde se
demuestra que la inhibicion farmacologica del sitio de uniéon a ubiquinona del CMI elimina la
respuesta a hipoxia selectivamente sin afectar a la respuesta a hipoglucemia (Garcia-
Fernandez et al., 2007).

En resumen, en el modelo ESR-NDUFS2, la pérdida gradual y selectiva de la
respuesta a hipoxia fue tanto a nivel sistémico como a nivel celular, y ocurri6 en paralelo con
la disminucion de la actividlad NADH/ubiquinona oxidoreductasa tras el tratamiento con
TMX. Esto posiblemente se debe al tiempo de recambio de la proteina Ndufs2 (Kim et al.,
2012), indicando que cuando se lava por completo la subunidad Ndufs2 del CMI desaparece

la sensibilidad a la disminucién de PO; en las células quimiosensitivas del CC.

1.2. NADH y ROS, moléculas sefializadoras en respuesta a hipoxia

Aunque en condiciones normales el CMI funciona oxidando NADH y produciendo
CoQH; (Figura 67 A), se sabe que la funcion catalitica del CMI es reversible. En diversas
circunstancias (por ejemplo, en presencia de niveles altos de succinato) el CMI puede
revertirse y producir NADH y ROS (Votyakova y Reynolds, 2001; Liu ef al., 2002; Lambert
y Brand, 2004). De hecho, la tasa de producciéon de ROS en el modo reverso del CMI es la
mas alta que tiene lugar en la mitocondria (Murphy, 2009). La funcionalidad fisiologica del
modo reverso del CMI se desconoce. Durante hipoxia aguda las células glomicas sufren una
acumulacion de NADH y ROS reversible, que se abole en células con déficit embrionario en
Ndufs2 (Fernandez-Agiiera et al., 2015), por lo que se ha sugerido que la acumulacion de
ambas moléculas podria deberse al enlentecimiento o la reversion del CMI. Las células
glomicas con déficit embrionario de Ndufs2 presentan altas concentraciones basales de ROS y
NADH (Fernandez-Agiiera et al., 2015), y a nivel electrofisioldgico, la resistencia de entrada
y el potencial de membrana, son significativamente distintos a los de los ratones controles.
Estos datos sugieren que la deficiencia del CMI podia producir un efecto de ‘“hipoxia
mantenida” (Fernandez-Agiiera et al., 2015) que explicase la pérdida de la respuesta a
hipoxia.

Nuestros resultados demuestran que las células glémicas de los ratones ESR-NDUFS2
son un buen modelo para el estudio de hipoxia aguda en el CC, puesto que los niveles basales
de ROS, medidos en citosol, son similares a los de las cé¢lulas glémicas controles, y aunque, la
concentracion de NADH basal en estos ratones es significativamente mayor que la registrada

en cé¢lulas glomicas controles, este valor es menor que el registrado en células glomicas de
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ratones TH-NDUFS2. Ademas, las células glomicas de los ratones ESR-NDUFS2 tienen
pardmetros electrofisioldgicos, resistencia de entrada y potencial de membrana, similares al
de las células controles a diferencia de las células del modelo embrionario TH-NDUFS2.

En respuesta a hipoxia aguda hay un incremento de la frecuencia respiratoria cuando
la PaO, disminuye por debajo de 60 mmHg. La relacion entre la disminucion de PaO; y la
activacion de la respuesta respiratoria es inversamente proporcional (Rhoades y Bell, 2012).
Esta dependencia también se observa al nivel de las células quimiosensitivas del CC, la cuales
sufren una activacion (entrada de calcio y secrecion dopaminérgica) dependiente de O, (Ver
“Introduccion”), (Urena et al., 1994; Ortega-Saenz et al., 2006). Apoyando nuestra hipotesis
que describe que en las células glomicas hay un incremento de NADH en respuesta a hipoxia
(Fernandez-Agiiera et al., 2015) mostramos que en dichas células, la acumulaciéon de NADH
también es inversamente proporcional a la disminucién de O, (Duchen y Biscoe, 1992b;
Buckler y Turner, 2013). El incremento de NADH durante hipoxia posiblemente se produzca
a nivel del CMI ya que: I) Las células glomicas controles expuestas a rotenona, que bloquea
tanto el funcionamiento directo como el reverso del CMI (Votyakova y Reynolds, 2001; Liu
et al., 2002; Lambert y Brand, 2004), sufren un incremento de NADH similar al registrado
durante hipoxia, y promueven la secrecion catecolaminérgica (Ortega-Saenz et al., 2003); 1)
Las células glomicas con déficit en Ndufs2 (TH-NDUFS2 y ESR-NDUFS2) no muestran un
incremento de NADH ante una disminucion de O, (ver “Resultados™); (Ferndndez-Agiiera et
al., 2015). IIT) EI CMI de las células glomicas de los ratones ESR-NDUFS2 no es funcional
ya que no incrementan NADH en respuesta a rotenona ni a hipoxia.

Existe en la literatura un amplio y extenso debate sobre si en hipoxia se produce un
incremento o decremento de ROS (Archer et al., 1993; Michelakis et al., 2004; Murphy,
2009; Waypa et al., 2010). Nuestro grupo ha descrito que durante hipoxia también hay un
incremento de ROS en las células glémicas del CC dependiente del CMI (Fernandez-Agiiera
et al., 2015). Estos datos apoyan resultados previos que demuestran que la mayor tasa de
produccion de ROS ocurre durante la reversion del la actividad catalitica del CMI (Murphy,
2009), aunque hay produccion de ROS a nivel de otros complejos mitocondriales (Waypa et
al., 2013). Nosotros mostramos que la pérdida de la respuesta a ROS en hipoxia no se debe al
elevado nivel basal de oxidacion de las células glomicas con déficit embrionario en Ndufs2,
ya que mas del 50% de las células glomicas de los ratones ESR-NDUFS2 tienen abolido el

incremento de ROS-EIM en respuesta a hipoxia, siendo su nivel de oxidacion basal similar al
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Figura 67. Modelo de la sensibilidad a hipoxia aguda en la CTE de las células glomicas del
cuerpo carotideo. A) Funcionamiento de la CTE en normoxia. B) (izq) Localizacion de la subunidad
Ndufs2 en el CMI. (drch) esquema representativo de una CTE donde el CMI no se ensambla. (C)
Modelo de la CTE en respuesta a hipoxia. Notese el acimulo de QH,, NADH y la produccion ROS. El
grosor de las flechas es proporcional a la direccién de la reaccion. CoQ: quinona oxidada; CoQH,:
quinona reducida.

de las células controles. El aumento de ROS en las células ESR-NDUFS2, durante hipoxia,

fue significativamente menor que el registrado en células controles. Esta leve seial de ROS
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durante hipoxia en células ESR-NDUFS2, cuya fuente pueden ser otros complejos
mitocondriales (Liu ef al., 2002; Waypa et al., 2013) o deberse a que la proteina Ndufs2 no se
ha lavado completamente (Kim et al., 2012), no es suficiente para activar el CC ante una
disminucion de PO,. Estas observaciones indican que es necesario una elevada produccion de
ROS-EIM y de NADH a nivel del CMI para senalizar los canales de la membrana plasmatica
(Figura 68).

Se ha descrito que el incremento de ROS inhibe los canales de membrana de potasio e
induce la VPH (Waypa et al., 2001; Fernandez-Agiiera et al., 2015). Apoyando estos
hallazgos mostramos que las células glémicas dializadas con H,O», un agente oxidante, sufren
un aumento de la resistencia de entrada celular, similar a el registrado en hipoxia. El
incremento de la resistencia de entrada puede explicar la despolarizacion que se observa en
hipoxia por una inhibicion de los canales de fuga de potasio. Ademas, se conoce que existe un
sistema similar, basado en la regulacion redox de canales de K, para describir la sensibilidad
a hipoxia de los miocitos de la arteria pulmonar (Archer ef al., 2010; Waypa et al., 2010). En
concreto, se ha sefalado al CMIII como el responsable de desencadenar el proceso de VPH
(Waypa et al., 2013).

Estos recientes hallazgos ponen de manifiesto que la pérdida selectiva de la respuesta
a hipoxia observada en animales con déficit embrionario del gen Ndufs2 no fue por una
adaptacion compensatoria génica durante el desarrollo embrionario o por el alto nivel basal de

NADH y ROS, si no por la falta de funcionalidad del CMI.

1.3. Respuesta a hipoxia con regeneracién quimica de NAD"

Como se indic6 anteriormente, los niveles de NADH basales de las células glomicas
con déficit inducido de Ndufs2 son mayores que los de las células glomicas control, lo que
podria provocar la inhibicion del metabolismo mitocondrial (Birsoy et al., 2015; Sullivan et
al., 2015) y explicar la falta de respuesta a hipoxia celular y sistémica en este modelo animal
(ESR-NDUFS2).

El presente trabajo muestra que es posible disminuir los niveles basales de NADH en
las células glomicas aplicando regeneradores de NAD' tanto de forma aguda como
cronicamente. Para ello, hemos utilizado piruvato o a-cetobutirato (aKB). Nuestros resultados
demuestran que ambos agentes secuestran NADH, tanto en células controles como en células
con déficit en Ndufs2, y que el aKB tiene mayor eficiencia que el piruvato debido a su
conversion a aHB no metabolizable (Sullivan et al., 2015). El piruvato puede metabolizarse a

lactato y regenerar NAD', o entrar en el ciclo de Krebs y favorecer la produccion de NADH,
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que posteriormente es utilizado por el CMI para activar la CTE (Sullivan et al., 2015). La
disminucion de los niveles basales de NADH no afect6 a la capacidad de las células glomicas
controles para responder a hipoxia, aunque la amplitud del incremento de NADH en presencia
de aKB es menor. No obstante, a pesar de que el ratio de NADH/NAD" disminuyo
significativamente en las células deficientes en Ndufs2 tratadas agudamente con ambos
agentes, no se recuper6 la respuesta a hipoxia. Esta respuesta se mantuvo abolida cuando las
células ESR-NDUFS2 se incubaron créonicamente con aKB, aunque en esta condicion los
niveles basales de NADH llegaron casi a los valores registrados en las células controles.

Las células de los ratones ESR-NDUF2 tienen un CMI disfuncional (Figura 67 B), lo
que podria ralentizar la CTE y afectar a la capacidad de las células glomicas para ser
activadas por hipoxia. El dimetil succinato (DMSuc), sustrato del CMII, favorece la
activacion de la CTE via CMII-CMIV. La incubacion crénica y simultanea con aKB, que
disminuye los niveles basales de NADH, y DMSuc, que activa la CTE via CMII, no fue capaz
de recuperar la capacidad de responder a hipoxia en las células glomicas de los ratones ESR-
NDUFS2, enfatizando la importancia del CMI para promover la respuesta a hipoxia.

En conjunto estos resultados sugieren que el nivel de NADH basal no es el
responsable de la pérdida de la respuesta a hipoxia descrita en las células glémicas con déficit

embrionario en Ndufs?2.

1.4. Ratio CoQH,/CoQH y respuesta aguda a hipoxia en las células glomicas

El CMI no se ensambla en las células glomicas de ratones ESR-NDUFS2 y por ello
pierden su actividad oxidoreductasa, aunque mantienen la mayor parte de sus propiedades
funcionales, incluida la sintesis de ATP y la capacidad para responder a otros estimulos como
la hipoglucemia y la hipercapnia (Fernandez-Agiiera et al., 2015), demostrando que el CC es
muy resistente a la disfuncion del CMI. En contraste con estos resultados, los ratones con
mutacion génica en el CMII, sufren una marcada muerte celular a nivel de CC (Diaz-Castro et
al., 2012), sugiriendo que la ruta CMII-CMIV, es esencial para la supervivencia de las células
glomicas (Fernandez-Agliera et al., 2015). Nuestro grupo ha descrito la existencia de
caracteristicas metabolicas especiales de las células glomicas que las diferencia de otros
tejidos como GCS, con idéntico origen embrionario pero incapaces de responder a hipoxia
aguda (Ortega-Saenz et al., 2016; Gao et al., 2017): 1) El CMIV de las células glomicas
presenta unas peculiaridades moleculares que probablemente incrementen su sensibilidad a la
disminucién de O; (Gao et al., 2017); II) Las células glémicas tienen altos niveles de la

piruvato carboxilasa y de biotina, ambos necesarios para la produccion de oxalacetato, que es
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un sustrato importante para incrementar el numero de moléculas en el ciclo de Krebs
(anaplerosis) (Ortega-Saenz et al., 2016; Gao et al., 2017); I1IT) Las células quimiosensitivas
del CC presenta una alta concentracion de succinato (Ferndndez-Agiiera et al., 2015),
indicando que la resistencia de las células glomicas a la disfuncion del CMI se debe a que su
metabolismo oxidativo depende fundamentalmente del CMII. Todas estas caracteristicas
metabodlicas sugieren que las células glémicas pueden tener un metabolismo activo cuyo
objetivo principal es mantener elevado el ratio de quinona reducida versus quinona oxidada
(CoQH,/CoQ) (Fernandez-Agiiera et al., 2015; Ortega-Saenz et al., 2016; Gao et al., 2017).
Se ha descrito, ademds, que en la mitocondrial el alto nivel de succinato y de CoQH,
combinados inducen el transporte inverso de electrones en el CMI, lo que lleva a un
incremento de ROS y NADH en el sitio FMN (Krishnamoorthy y Hinkle, 1988; Pryde y
Hirst, 2011; Chouchani et al., 2014; para una revision detallada ver Murphy, (2009)); y que
este fendémeno es bloqueado por rotenona (Lambert y Brand, 2004; Ortega-Séenz et al.,
2013). Estos datos sugieren que durante la hipoxia el valor de CoQH, se ve incrementado
rapidamente por un enlentecimiento de la CTE debido a la falta del aceptor final de
electrones. La acumulacion del CoQH; en hipoxia promueve la produccion de ROS y NADH
en el CMI (Figura 67 C y Figura 68), el incremento de ambas moléculas podrian actuar
sefializando a los canales de la membrana plasmatica para la activacion de las células
glomicas durante hipoxia. La importancia del ratio CoQH»/CoQ para la capacidad de las
células glomicas de responder a hipoxia ha sido demostrada modulando la actividad del CMII
con DMSuc, un sustrato del CMII que potencia la respuesta a hipoxia; y con dimetil malonato
(DMM), un inhibidor competitivo del CMII, que inhibe la activacion de las células glomicas
en hipoxia. Curiosamente, se ha demostrado que altos niveles de succinato y la reversion del
CMI participan en varios procesos fisiopatologicos relevantes como el dafio post-isquémico al
corazon (Chouchani et al., 2014) o el cambio al fenotipo pro-inflamatorio en macréfagos
(Tannahill et al., 2013; Mills et al., 2016). Ademas, el nivel de quinona reducida acttia como
sensor para ajustar la estabilidad de formacioén de supercomplejos mitocondriales (Guaras et
al., 2016).

En este contexto, la deteccion de hipoxia aguda por las células quimiosensitivas del
CC debe verse como el resultado de una adaptacion metabolica caracteristica y especifica de
dichas células. Estas presentan un CMIV diferente molecularmente que podria ser més
sensible a O,, un alto nivel de succcinato y un metabolismo oxidativo que favorecen el
elevado ratio CoQH,»/CoQ. Todo ello facilita que en hipoxia se produzca un enlentecimiento

de la CTE, lo que conlleva a una acumulacion de CoQHa, al enlentecimiento o reversion del
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CMI y al incremento de los niveles de NADH y ROS. Estas dos moléculas actuarian como
sefializadoras inhibiendo los canales de K™ de la membrana plasmatica y produciendo la

despolarizacion, entrada de calcio extracelular y liberacion de neurotransmisores (Figura 68).

normoxia hipoxia aguda )
membranaext rembranaext,
‘éspacio IM éspacio IM A A .
Q 1
ROS :
CMI CMI QHi-:->
1
1
1
1
matrix matrix :
:
NAD* + H* NADH NAD* + H* 1NADH
A\ _ y
// hipoxia
CMI
\ CoQ ‘02
/ ------ » CMIV
CMII fCoQH2 H,0
\ CTE mitocondrial )

Figura 68. Modelo del CMI como sefializador de la respuesta a hipoxia en el cuerpo carotideo.
CoQ: quinona oxidada; CoQH,: quinona reducida.

2. Papel del receptor Olfr78 en la respuesta aguda a la hipoxia

En paralelo con la publicacion del modelo de Fernandez-Agiiera et al., (2015),
discutido en el apartado anterior, Chang ef al., (2105) han sugerido un modelo alternativo
basado en que el receptor olfatorio Olfr78, que se expresa atipicamente en el CC y en otros
tejidos, es esencial para detectar la hipoxia aguda en las células glomicas del CC. Estos
autores han propuesto que el receptor se activa por lactato, un metabolito cuya concentracion
en sangre esta regulada por la disponibilidad de oxigeno a nivel sistémico. Durante la hipoxia
el incremento de lactato que se une al receptor Olfr78 activa al CC dando lugar a la RVH
sistémica (Chang et al., 2015).

Es importante sefialar que el receptor atipico Olfr78 se expresa en tejidos que no son
sensibles a hipoxia como el bulbo raquideo (Conzelmann et al., 2000) varios ganglios

simpaticos y parasimpaticos (Weber et al., 2002), riion (Pluznick et al., 2013) y colon
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(Fleischer et al., 2015), por lo que su funcién no tiene por qué estar vinculada con la
deteccion de la disminucion de POs.

Nuestros experimentos no han podido reproducir las observaciones de Chang et al.,
(2015) ya que los ratones knockout para Olfr78 estudiados (dos cepas con diferente origen)
hiperventilan en respuesta a hipoxia aguda, siendo la cinética de activacion de la respuesta
respiratoria similar a la de los ratones controles. Los estudios a nivel celular, registrando
secrecion dopaminérgica en rodajas del CC o monitorizando el calcio intracelular en células
glomicas dispersas, mostraron que las células glomicas procedente de ratones knockout para
el gen Olfr78 se activan en respuesta a hipoxia igual que las células controles. Es importante
destacar, que estas preparaciones de cultivos primarios de CC son mas especificas para
estudiar la respuesta a hipoxia en CC que la técnica de registro de frecuencia de disparo en el
nervio del seno de CC utilizada por Chang et al., (2015). Ademas, los experimentos se
realizaron con solucidn extracelular de registro sin lactato, y en el caso de las células glomicas
dispersas no pudo haber una activacion mediada por lactato de forma autocrina o paracrina ya
que las células se encuentran aisladas y el flujo de la solucion de registro es demasiado alto
como para permitir la acumulacion de lactato suficiente para activar a la célula glomica.

En paralelo a los experimentos discutidos en el parrafo anterior, hemos demostrado
que efectivamente el CC es capaz de activarse en respuesta a un incremento de lactato
extracelular. Sin embargo, la activacion del CC por lactato no requiere del receptor Olfr78, ya
que las células glémicas de animales deficientes en Olfi78 respondieron a lactato igual que las
células procedentes de animales control. Estos resultados se ven apoyados por dos
publicaciones recientes que muestran que el lactato es un ligando de baja afinidad para Olfr78
(Aisenberg et al., 2016; Zhou et al., 2016). La activacion del CC por lactato se discute en el
siguiente apartado.

Los resultados mostrados en esta Tesis Doctoral descartan la hipotesis propuesta por
Chang et al., (2015), quienes atribuyen al receptor Olfr78 un papel esencial para la deteccion
de hipoxia aguda mediada por el CC, ya que demostramos que los ratones KO para Olfr78
son capaces de responder a hipoxia aguda a nivel sistémico y celular. Tampoco podemos
confirmar que el lactato sea un ligando para el receptor Olfr78, ya que las células glomicas de
los ratones KO para Olfr78 se activan igual que las controles por el incremento de lactato

extracelular.
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3. Metabolismo sistémico del lactato; importancia biolégica y deteccion por el cuerpo
carotideo

De ser considerado una sustancia toxica o un producto de deshecho el lactato ha
pasado a ser reconocido actualmente como un metabolito importante a nivel fisiologico
actuando como nutriente generador de ATP, como precursor gluconeogénico y como
molécula sefializadora (Brooks, 2018). En esta Tesis Doctoral hemos estudiamos la
contribucion del lactato a la activacion de las células glomicas bajo condiciones controladas
de pH y PO,, con el objetivo de esclarecer su papel en la modulacion de los pardmetros
respiratorios.

El ejercicio moderado a nivel del mar produce un incremento de lactato y una
acumulacion de protones (disminucion de pH) en sangre arterial (Sahlin et al., 1976; Bangsbo
et al., 1993), aunque la PaO, no varia o lo hace de forma poco significativa (Bendahan et al.,
2017). No obstante, es bien conocido que el ejercicio fisico produce una potente respuesta
hiperventilatoria. Aunque se ha discutido en la literatura, la contribucion del lactato al
incremento de la frecuencia ventilatoria durante el ejercicio no esta establecida (Lee et al.,
1996; Fregosi, 1998; Hardarson et al., 1998; Chang et al., 2015; San-Millan y Brooks, 2018).
La mayor dificultad para esclarecer el papel del lactato en la respuesta respiratoria durante el
ejercicio radica en la separacion del efecto del lactato del de la acidez lactica. Se conoce que
el acido lactico produce un incremento de la frecuencia ventilatoria en ratas (Lee ef al., 1996),
lo que posiblemente se debe a que la disminucion del pH plasmatico activa los CC
(Eyzaguirre y Koyano, 1965) y los quimiorreceptores centrales que promueven la respuesta
respiratoria. No obstante, existen estudios donde se muestra que el lactato per se, en
circunstancias controladas de pH, PaCO,, PaO,, produce un aumento de la frecuencia
ventilatoria (Fregosi, 1998; Hardarson et al., 1998), aunque no se describe el mecanismo de
esta hiperventilacion presumiblemente inducida por lactato. En este trabajo hemos estudiado
la activacion del CC por lactato en condiciones de normoxia y con control del pH extracelular
para determinar si el metabolito efectivamente activa el CC y esclarecer su contribucion a la
respuesta ventilatoria sistémica.

Se ha descrito que 30 mM lactato activa el nervio del seno carotideo (Chang et al.,
2015) sin embargo, fisiologicamente no es comin encontrar esos valores a nivel arterial.
Nuestros experimentos muestran por primera vez que concentraciones fisioldgicas de lactato
pueden activar el CC de manera dosis-dependiente, que la ruta de activacion en respuesta a
lactato concluye con una entrada de calcio extracelular y la liberaciéon de dopamina y que

ademas, esta activacion no es debida a un cambio de pH extracelular ni a modificaciones

119



Discusion

medibles de pH intracelular. Estos datos demuestran que el lactato per se y no una
disminuciéon del pH es el responsable de activar el CC durante un incremento de lactato
extracelular.

La amplitud de la respuesta a 10 mM lactato es similar a la registrada durante hipoxia
tanto en rodajas de CC como en células glomicas dispersas. Sin embargo, a nivel de
secrecion, no todas las células son capaces de responder a ambos estimulos durante el mismo
registro, de hecho, solo el 65% de las células que respondieron a hipoxia tenian la capacidad
para secretar dopamina cuando aplicamos 10 mM lactato, indicando que el CC es mas
sensible a la disminucion de la PaO, que a esa concentracion de lactato. Por el contrario, el
nimero de células glomicas activadas por lactato, midiendo el incremento de calcio
intracelular, es similar al nimero de células que responden a hipoxia. Estas diferencias
cuantitativas podrian deberse a que los registros de calcio se realizan en células glémicas
aisladas donde el contacto del lactato extracelular con la célula es mas directo que en las
preparaciones de rodajas de CC usadas para medir la actividad secretora.

Como se ha descrito anteriormente, la activacion de las células glomicas en hipoxia se
asocia con un incremento de ROS y NAHD (Fernandez-Agiiera et al., 2015). Resultados
preliminares, no mostrados en este trabajo, indican que el lactato produce un incremento de
ROS-EIM. Ademas, mostramos que, al igual que la hipoxia, la exposicion a lactato induce en
las células glémicas un incremento de NADH que es “dosis-dependiente”. La acumulacion de
NADH durante lactato se inhibe al aplicar piruvato. Este hecho sugiere que el lactato se
transporta al interior celular a través de los MCTs y se convierte en piruvato por la accion de
la LDH produciendo NADH (Gutmann y Wahlefeld, 1974). El piruvato inhibe esta respuesta
ya que es un competidor para el transporte de lactato a través de MCTs (Garcia et al., 1994) y
porque una vez en el interior de la célula desplaza la reaccion catalizada por la LDH en
direccion opuesta. Desde el punto de vista cinético, el incremento de NADH producido por
lactato es mas rapido que el que se registra en respuesta a hipoxia. Esta observacion sugiere
que la sefial de NADH inducida por la lactato es casi inmediata (se produce tan pronto el
lactato entra en el citosol) mientras que la acumulaciéon de NADH durante la exposicion a
hipoxia es el resultado de un enlentecimiento de la CTE, donde participan numerosos
complejos proteicos (Ferndndez-Agiiera et al., 2015) y su medida requiere que el NADH
intramitocondrial se equilibre con el citosolico por la lanzadera malato/oxalacetato.

Tanto el lactato como la hipoxia producen una despolarizacion y una entrada de calcio
extracelular, sin embargo, a nivel electrofisioldgico distinguimos dos tipos de células segin

J4 . . ;e +
su respuesta a lactato: las células que activan sus corrientes macroscopicas de K y otras
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donde se inhiben. Aquellas células donde se inhiben las corrientes de K en respuesta a
lactato, tienen una respuesta similar a la descrita en el modelo de quimiotransduccion
aceptado de hipoxia. Es posible que estos dos tipos de células glomicas en funcion de la
respuesta electrofisiologica a lactato reflejen los dos tipos de células descritas en la literatura
en funcion de su metabolismo de lactato, las células productoras y las células consumidoras
de lactato (Brooks, 2018); (ver “Introduccidon’). Actualmente no podemos explicar el
significado bioldgico de aquellas células donde se ve un incremento de la corriente voltaje
dependiente de potasio.

Los resultados de esta Tesis Doctoral demuestran que el incremento de lactato
extracelular en normoxia y con condiciones controladas de pH produce la activacién dosis-
dependiente del CC. Esta activacion estd mediada por un incremento de NADH, una entrada
de calcio y liberacion de neurotransmisores. La activacion del CC por lactato podria
contribuir a la respuesta hiperventilatoria con el objetivo de incrementar los valores de O,
fisioldgicos y favorecer la obtencion de energia a través del metabolismo oxidativo. Ademas,
la expulsion de CO; durante la hiperventilacion podria contribuir a controlar la disminucion
de pH que suele acompaiiar al incremento de lactato.

Como ocurre con el ejercicio fisico, se ha descrito que existe un incremento de lactato
transitorio durante la exposicion aguda a hipoxia (Reeves ef al., 1992), aunque se desconoce
su papel funcional. Nuestros resultados demuestran el incremento de la concentracion de
lactato en sangre tras 5 minutos de exposicion a hipoxia en ratones silvestres y que ademas
este aumento de lactato ocurre de forma inversamente proporcional a la disminucion de los
niveles de oxigeno. Los experimentos realizados in vitro, tanto en rodajas de CC como en
células glémicas dispersas, muestran que existe una potenciacion de la respuesta a hipoxia en
presencia de lactato, tanto a nivel de NADH como a nivel de secrecion dopaminérgica (Figura
69). El incremento de lactato sanguineo durante la exposicion a hipoxia aguda podria
contribuir facilitando y potenciando la respuesta adaptativa a hipoxia.

Se ha descrito que a nivel celular el lactato alimenta el ciclo de Krebs para
incrementar el metabolismo oxidativo (Hui et al., 2017), y a nivel sistémico mejora el flujo
sanguineo y el abastecimiento de oxigeno en tejidos de cicatrizacion (Ribas, 2010), por lo que
podria ser que el lactato producido durante una situacion de hipoxia a nivel celular promueva
el metabolismo oxidativo y a nivel sistémico facilite la respuesta del CC. Finalmente,
teniendo en cuenta que en animales sin CC no se incrementan los niveles de lactato en sangre
tras el ejercicio (Macias et al.,, 2018), podria ser interesante estudiar en el futuro si la

activacion del CC, y el incremento del tono simpatico derivado de dicha activacion,
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contribuyen al incremento de lactato en el musculo durante hipoxia y el ejercicio.

canales

canales
Ca*

Figura 69. Efecto sumatorio de lactato e hipoxia en las células quimiosensitivas del cuerpo
carotideo. Ambos estimulos producen un incremento de NADH que contribuye a potenciar la
respuesta secretora a hipoxia.

En resumen, nuestros resultados sugieren que el CC es un sensor metabodlico, capaz de
integrar multiples estimulos como la hipoxia, la hipoglucemia, la hipercapnia, la disminucion

del pH y el incremento de lactato, para facilitar una respuesta compensatoria sistémica.
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1. Las células glomicas de raton acumulan NADH y producen ROS a nivel del CMI en
respuesta a hipoxia. El incremento de la sefial de NADH en las células glomicas es “dosis-

dependiente” (disminuye conforme aumentan los niveles de oxigeno).

2. El modelo de raton condicional ESR-NDUFS2, que elimina la expresion del gen
Ndufs2 del complejo mitocondrial I (CMI) tras el tratamiento con tamoxifeno (TMX) en el
adulto, pierde selectiva y gradualmente la respuesta a hipoxia sistémica y celular en paralelo

con la disminucion de la actividad NADH/ubiquinona oxidoreductasa.

3. Las células glomicas de ratones ESR-NDUFS2 presentan parametros
electrofisiologicos (potencial de membrana y resistencia de membrana) similares a los de las
células de ratones controles. En las células glémicas del raton ESR-NDUFS2 el nivel basal de
oxidacion es similar al de células controles. Aunque los niveles de NADH estan
incrementados, sus valores son muy inferiores a los de las células con déficit embrionario de

Ndufs2 (raton TH-NDUFS2).

4. En células glomicas de ratones ESR-NDUFS2, que pierden la respuesta a hipoxia,
los cambios en ROS y NADH inducidos por hipoxia estan abolidos.

5. La capacidad de responder a hipoxia de las células glémicas controles no se afecta
por la exposicion aguda o cronica a piruvato o alfa-cetobutirato, agentes regeneradores de

NAD" que bajan los niveles basales de NADH intracelular.

6. La disminucion de NADH basal en células glomicas del raton ESR-NDUFS2
utilizando agentes regeneradores de NAD" no se traduce en la recuperacién de la respuesta a
la hipoxia. La abolicion de la respuesta a hipoxia en las células deficientes en Ndufs2 se

mantiene incluso en presencia de dimetil succinato, sustrato permeable del CMII que potencia

la CTE via CMII-CMIV.

7. La modulacién del ratio CoQH,/CoQ afecta a la capacidad para responder a hipoxia

de las células glomicas en rodajas del CC. El incremento de CoQH,, utilizando dimetil
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succinato, potencia la respuesta a hipoxia. La inhibicion del CMII, utilizando dimetil

malonato, inhibe parcialmente la respuesta a hipoxia.

8. Los resultados derivados del estudio del modelo de ratones ESR-NDUFS2 sustentan
de forma robusta el modelo de interaccion mitocondria-membrana celular que explica la
“sensibilidad” a hipoxia de las células quimioreceptoras del CC. La deteccion de hipoxia
aguda es el resultado de una adaptacién metabdlica caracteristica y especifica de dichas
células. Estas peculiaridades metabolicas favorecen que en hipoxia se produzca un
enlentecimiento de la CTE, lo que conlleva a una acumulacién de CoQHa, al enlentecimiento
o reversion del CMI y al incremento de los niveles de NADH y ROS. Estas dos moléculas
actuarian como sefializadoras inhibiendo los canales de K de la membrana plasmatica y
produciendo la despolarizacion, entrada de calcio extracelular y liberacion de

neurotransmisores.

9. El receptor olfatorio atipico Olfr78, que se expresa en el CC y en otras estructuras
periféricas, no participa en la activacion de las células glomicas por hipoxia ni por lactato. Por
ello, en contra de lo publicado previamente, este receptor no es responsable de la regulacion

de la respiracion por el oxigeno.

10. El incremento de lactato extracelular (L-lactato) activa las células glomicas del CC
en condiciones de normoxia y sin producir alteraciones apreciables del pH intra o
extracelular. La respuesta secretora inducida por lactato en las células glomicas es
dependiente de la concentracion. El lactato produce un incremento (dosis-dependiente) de
NADH intracelular y una despolarizacion del potencial de membrana, lo que conlleva a la

entrada de calcio extracelular y a la liberacion de neurotransmisores.

11. La hipoxemia produce en ratones silvestres un incremento de lactato en sangre que
es “dosis-dependiente” (aumenta conforme disminuyen los niveles de oxigeno). La lactatemia

potencia la respuesta a hipoxia de las células glomicas.

12. Los resultados descritos en esta Tesis Doctoral indican que el CC no es solo un
quimiorreceptor periférico, sino que actia como un sensor del estado metabdlico global del
organismo, capaz de integrar multiples estimulos como la hipoxemia, la hipoglucemia, la

hipercapnia, la acidosis y la lactatemia. De este modo, el CC facilita la puesta en marcha de la
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respuesta compensatoria mas adecuada ante situaciones fisiopatoldgicas extremas (aunque
muy frecuentes) como el ejercicio fisico, la limitacién del intercambio gaseoso, o la estancia
en grandes alturas, que cursan con modificaciones de uno o varios de estos pardmetros y que

pueden causar dafio en tejidos especialmente sensibles como el cerebro o el corazon.
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