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Abreviaturas

T = %

ABC:
ABCBI1:
ABCG2:
ADN:
ARNT:

Ca™:
CD:
CFU-F:
COqy:
cP:
CTRL:
DCV:
EHYP:
EPO:
EPOC:
FACS:

FSC:
G-CSF:

Hb:
Hc:
HCOg:
HERs:
HIF-1:

Velocidad de deformacién

Tensién de Corte

Viscosidad aparente para fluidos no newtonianos

Viscosidad aparente para fluidos newtonianos

ATP- Binding Cassette

Gen codificador de P-gp

Transportador de membrana de la familia ABC

Acido desoxirribonucleico

Aryl Hydrocarbon Receptor Nuclear Traslocator (Traslocador del receptor
nuclear de aril hidrocarburo)

Cation calcio divalente

Cluster of Differentiation (Cluster de Diferenciacion)

Colony-Forming Units Fibroblast (Unidades formadoras de fibroblastos)
Dioxido de Carbono

Centipoise

Grupo Experimental Control

Vybrant Dye Cycle Violet

Grupo experimental sometido a hipoxia hipobarica intermitente y ejercicio
Eritropoyetina

Enfermedades Pulmonares Obstructivas Cronicas

Fluorescence-Activated Cell Sorting (Clasificacion de células activadas por
fluorescencia)

Forard Scatter (Dispercion Frontal)

Granulocyte-Colony Stimulating Factor (Factor Estimulante de Colonias de
Granulocitos)

Hemoglobina

Hematocrito

Bicarbonato

Hypoxia Response Elements (Elementos de respuesta a la hipoxia)

Hypoxia Inducible Factor (Factor inducible por hipoxia)
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HLA:
HSC:
HYP:
IH:
IHH:
IHH:
IHT:
iPS:
K™
mADbs:
MAPC:

MCHC:

MCV:
MDSC:
MHC:
MSC:
Na':
NO:
O,:
ODI:
OPTI:

PAO;:
P-gp:
PLT:
PO;:
RBC:
SC:
SP:
SSC:
TRA:

Human Leukocyte Antigen

Hematopoietic Stem Cells (Células Madre Hematopoyeticas)

Grupo experimental sometido a hipoxia hipobérica intermitente
Intermittent Hypoxia (Hipoxia Intermitente)

Intermittent Hypobaric Hypoxia (Hipoxia Hipobarica Intermitente)
Intemittent Hypobaric Hypoxia (Hipoxia Hipobarica Intermitente)
Intermittent Hypoxia Training (Entrenamiento en Hipoxia Intermitente)
induced Pluripotent Stem Cell (Celulas Madre Pluripotente inducidas)
Cation Potasio

Anticuerpos monoclonales

Multipotent Adult Progenitor Cells (Celulas Progenitoras Adultas
Multipotentes)

Mean Corpuscular Hemoglobin Concentration (Concentracion de
Hemoglobina Corpuscular Media)

Mean Corpuscular Volumen (Volumen Corpuscular Medio)

Muscle Derived Stem Cells (Células Madre Derivadas del Musculo)
Mean Corpuscular Hemoglobin (Hemoglobina Corpuscular Media)
Mesenchymal Stem Cells (Células Madre Mesenquimales)

Catién Sodio

Oxido Nitrico

Oxigeno

Oxigen Delivery Index (Iindice de Demanda de Oxigeno)

Oxigen Potencial Transport Index (indice de Transporte Potencial de
Oxigeno)

Presion Alveolar de Oxigeno

Glicoproteina P

Plaqueta

Presion parcial de Oxigeno

Red Blood Cells (Eritrocitos)

Stem Cells (Células Madre)

Side Population (Células Madre de Poblacion Lateral)

Side Scatter (Dispersion Lateral)

Grupo experimental entrenado
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UNT: Grupo experimental no entrenado
VEGF:  Vascular Endothelial Growth Factor (Factor de crecimiento endotelial

vascular)
WBC: White Blood Cells (Leucocitos)
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Contexto

Las lesiones del sistema musculo-tendinoso tienen un importante efecto en nuestra
sociedad actual. Aunque muchas veces estas lesiones tienen mas repercusion mediatica
cuando se relacionan con deportistas de élite, no se puede desconocer que en el &mbito
laboral su incidencia es muy elevada correspondiendo en el afio 2001 a méas del 80% de
las enfermedades laborales reportadas por la Union Europea y a més del 48% de las
enfermedades de origen profesional en Espafia durante el afio 2013 (Troconis et al.,
2008; Ministerio de Empleo y Seguridad Social, 2014)

Aunque este tipo de lesiones son abundantes, una de las limitaciones de su estudio
sistematico es lo impredecibles y dificil de reproducir que son estos acontecimientos,

refiriéndose a su gravedad y localizacién en los sujetos.

La propuesta de este estudio comienza con la induccion de dafio muscular fisiolégico en
ratas de laboratorio, a través de una larga carga de contraccion excéntrica (Komulainen
et al., 1994), que permita observar de forma paulatina y sin sesgos la evolucion ulterior
de esta lesion, en grupos homogéneos de animales bajo diferentes condiciones

experimentales de recuperacion.

En base a este objetivo, este trabajo ha valorado la eficacia de la hipoxia hipobarica
intermitente, solo o en combinacién con ejercicio ligero, como un estimulo capaz
modular de manera més eficiente la regeneracion de tejido muscular esquelético dafiado.

Para ello se comprobo:

- Si las diferentes condiciones experimentales tenian incidencia directa con los
componentes hemorreoldgicos que signifiquen un riesgo vascular.
- Si los diferentes estimulos tenian un efecto en el aumento de células

progenitoras hematopoyéticas tanto en sangre periférica como en medula 6sea.
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Hipotesis del estudio

La hipdtesis general de este trabajo se basa en que un protocolo de hipoxia hipobarica
intermitente combinada con ejercicio aerdbico ligero en normoxia, puede tener un
efecto beneficioso en la regeneracion de musculatura esquelética dafiada y por ello

pudiera contribuir a una recuperacién mas rapida en este tipo de lesiones.

Sin embargo, el conocido efecto hematopoyético de la exposicién a hipoxia y del
ejercicio, podrian afectar a la dinamica del aporte de oxigeno a los tejidos. Se hace
necesario por consiguiente conocer y estudiar los potenciales efectos de estos

tratamientos sobre la hematologia y la reologia sanguinea.

Se ha dedicado también especial atencion a la presencia de células madre circulantes y a
la poblacion de “side population” en médula 6sea para obtener evidencias de su posible

incidencia en la dindmica del proceso de recuperacion de la lesion muscular.
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Parte 1: La Hipoxia

1.1. Definicion y contextualizacion

La hipoxia se puede definir como un estado en donde existe una disminucién del aporte
de oxigeno a las células de nuestro organismo, limitando la produccién de energia.
Generalmente se relaciona con la altura y con el conjunto de alteraciones que provoca
en nuestro organismo por la falta de adaptacion a esta condicion, siendo llamada “mal
de altura”. Es asi justamente, como se obtienen las primeras descripciones
documentadas de hipoxia en el libro “Historia Natural y Moral de las Indias”, escrito en
1590 por el sacerdote jesuita espafiol Padre José de Acosta, quien relata en su aventura
de la conquista de Ameérica, como el paso por las montafias afectan el normal
funcionamiento del cuerpo de los hombres. El sacerdote precisa que en las alturas “el
aire esta alli tan sutil y delicado que no se proporciona a la respiracion humana, que le
requiere mas grueso y mas templado”, siendo la causa de “alterar tan fuertemente el

estomago y descomponer todo el sujeto”, segun describe (Acosta, 1590).

El interés por la investigacion en altura siguié creciendo y en 1878, en el libro “La
Pression Barometrique”, el fisiologo francés Paul Bert, relaciona por primera vez la
presién barométrica con los cambios que experimentan las personas en altura, a
consecuencia de la reduccion de la capacidad de captacion de oxigeno por parte del

organismo (Kellogg, 1978).

Desde esta época en adelante la investigacién en este campo se desarrolla abarcando
cambios fisiologicos hasta a nivel molecular (West, 1998). Hoy en dia sabemos que
atmosfera esta compuesta por oxigeno en un 21% y que la condiciéon hipoxica
provocada por la exposicion a la altura afecta de manera importante la captacion de
oxigeno por parte de nuestro cuerpo, ya sea por la disminucion de presion atmosférica

como por la baja densidad del aire.

La condicidn hipdxica, no solo es de interés por quienes conviven en ella por razones de
trabajo o deporte, sino también por los innumerables efectos que tiene sobre nuestro
organismo, principalmente por la cascada de sefializaciones que provoca una serie de

cambios fisioldgicos de los cuales se pueden obtener beneficios para el ser humano.
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Este trabajo presenta una vision diferente de la hipoxia basandose en que el organismo
es capaz de adaptarse de manera favorable a los cambios provocados por la escasez de
oxigeno, generando adaptaciones fisioldgicas que pueden tener implicancias directas en

el aumento de células madres circulantes.

1.2. Como afecta la hipoxia a nuestro organismo

1.2.1. El mecanismo de HIF-1 como regulador de hipoxia en nuestro

cuerpo

La exposicion a hipoxia conlleva un sin nimero de cambios que se producen en nuestro
organismo con el fin de garantizar un correcto funcionamiento de nuestro cuerpo bajo
esta condicion. Los cambios méas importantes se producen a nivel metabdlico y

hormonal regulados por un responsable: el factor inducible por hipoxia HIF-1.

HIF-1 es un heterodimero (proteina compuesta por dos subunidades diferentes), el cual
cumple un rol como sensor ambiental. Este factor se une a promotores de genes diana
Ilamados HERs (Hypoxia Response Elements) (Semenza, 1999) para luego estimular la
transcripcion de genes especificos, que ayuden a mantener la homeostasis en nuestro

organismo.

Este complejo proteico se compone de una unidad o (HIF-1a) y una subunidad B (HIF-
1B) o también llamada ARNT (Aryl Hydrocarbon Receptor Nuclear Transporter). En
situaciones de normoxia HIF-1a se degrada por hidroxilacion y se destruye, mientras

que en situacion hipoxica, HIF-1a dimeriza y se une a HIF-p, creando HIF-1.

HIF-1 funciona como el regulador transcripcional mas importante frente a la respuesta
condiciones hipoxicas que tiene nuestro organismo, siendo capaz de activar a mas de 70
genes de manera directa y 200 genes de manera indirecta, incluyendo eritropoyetina,
transportadores de glucosa, el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) vy
enzimas especificas, entre otras (Wenger, 2000, 2006; Giaccia et al., 2004). Asi, el
factor inducible por hipoxia es el responsable de la facilitacion adaptativa en

condiciones metabolicas de falta de oxigeno.
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No obstante, la eficiente respuesta de HIF-1 frente a la hipoxia, ha sido un importante
eje de estudio por parte de la ciencia, ya que el progreso de las investigaciones ha
mostrado que puede traer consecuencias favorables como desfavorables para nuestro
organismo. En el caso del deporte y la salud, es bien sabido que afecta directamente a la
fisiologia del corazon y redes vasculares (Brusselmans et al., 2003; Semenza, 2004),
asi como también a la funcion de la eritropoyetina que no solo cumple una funcién en la
sintesis de eritrocitos, sino también como factor neuroprotector en el sistema nervioso
central (Sirén & Ehrenreich, 2001). Sin embargo también existen consecuencias
negativas por la activacion de este factor, como los ocurridos en procesos tumorales
donde HIF-1 aumenta considerablemente, acrecentando la agresividad del tumor
producto de la angiogénesis que se desarrolla. Asi también, HIF-1 incide en la
neutralizacion y eliminacion de ciertos farmacos a través de la estimulacion del
citocromo P-450 (Fradette & Du Souich, 2004), por lo que se han desarrollado estudios
farmacologicos que logren inhibir HIF-1 durante procesos de tratamiento contra el

cancer, pudiendo afectar positivamente en la terapia contra esta enfermedad.

En la actualidad la investigacion en la comprension de HIF-1 como mecanismo de
regulacién frente a la hipoxia sigue avanzando con gran interés, lograndose comprender
de mejor manera los beneficios metabdlicos de esta adaptacién. Ademas se sigue
trabajando dia adia para generar informacion de calidad que nos permita prevenir

aquellos efectos adversos frente a enfermedades como en el cancer.

1.2.2. Mecanismos compensatorios

Bajo condiciones de hipoxia hipobéarica, nuestro cuerpo debe realizar variados ajustes
fisiologicos basados en la mantencion de una homeostasis corporal, en un entorno
carente de oxigeno. Estos ajustes que Ilamamos mecanismos compensatorios
involucran diferentes objetivos dependiendo del tipo de exposicién y la duracion de

esta.

En términos generales es importante distinguir dos tipos de cambios que puede realizar
nuestro cuerpo. El primero de ellos se produce por exposiciones temporales o
transitorias, en donde se producen ajustes fisiolégicos de forma progresiva, pudiendo

25



tardar de segundos hasta dias en llevarse a cabo. A este tipo de cambio lo Illamamos
aclimatacion, el cual puede ser reversible y solo tiene como objetivo el suministro
adecuado de oxigeno en condiciones donde no lo hay. Sin embargo, existen otros tipos
de cambios que se presentan mas estables y definitivos en el cuerpo. Generalmente,
responden a periodos de aclimataciones permanentes, que asociadas a efectos de
seleccién natural contribuyen a que sean traspasados de generacion en generacion. A

esto lo llamamos adaptacion (Banchero, 1987).

Estos mecanismos compensatorios son muy importantes de tener en cuenta cuando
sabemos que no solo montanistas ni deportistas se enfrentan a condiciones de hipoxia
hipobérica, sino que millones de personas viven y trabajaban bajo este tipo de
exposicion (Niermeyer et al., 2001) especialmente en lugares como Los Andes, el

Himalaya y el este de Africa.

Muchas de estas personas logran adaptarse a la hipoxia hipobarica llevando a cabo
ajustes fenotipicos que aun no se logran comprender con claridad (Xing et al., 2008).
Sin embargo, podemos identificar de manera clara, varios de los primeros cambios
fisioldgicos que se experimentan en la fase de adaptacion, lo que nos permite conocer

las diferentes variables que se modificaran en el cuerpo frente a la hipoxia hipobarica.

1.2.2.1. Mecanismos respiratorios

Sabemos que el intercambio gaseoso se produce en los alveolos entre el aire y la sangre
que se encuentra en los capilares a través de difusion simple. En condiciones y altitudes
normales, la presion parcial de oxigeno dentro de los alveolos es de 104 mm Hg,
mientras que la presion parcial del dioxido de carbono alcanza los 40 mm Hg. Por otra
parte, la sangre arterio-capilar que llega a los alveolos, presenta una presion parcial de
oxigeno de 40 mm Hg y una presion de didxido de carbono de 45 mm Hg. Estas
diferencias en las presiones parciales, nos evidencia la rapidez con la que se produce el
intercambio gaseoso entre el oxigeno proveniente del exterior y la sangre desoxigenada

de los capilares, en condiciones normales.
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No obstante en situacion de hipoxia hipobarica se pueden presentar dos fenomenos
ambientales que dificultan este intercambio. La primera de ellas es la disminucion de
presion atmosférica, lo cual conlleva a que la presién parcial de oxigeno también
disminuya. La segunda es la densidad atmosférica, lo cual implica que las moléculas
que componen el aire disminuyes, por tanto, hay una menor cantidad de oxigeno

disponible.

Estas dos situaciones provocan que la difusion de gases se ralentice, aumentando la
demanda de oxigeno por parte del cuerpo. Los quimiorreceptores periféricos ubicados
en la bifurcacion de la carétida y en el cayado adrtico, responden a la disminucion de
presion de oxigeno estimulados por la baja PaO; (presion arterial de oxigeno), mientras
que los quimiorreceptores centrales ubicados en el bulbo raquideo reaccionan al
aumento de CO,. En definitiva ambos cambios quimicos producidos por la accion de
quimiorreceptores centrales y periféricos, responden al desajuste metabdlico producido
por la hipoxia, aumentan tanto en la frecuencia cardiaca, como la capacidad ventilatoria

por via refleja.

Aungue el incremento de la respuesta ventilatoria que se produce en hipoxia puede
durar semanas, estd comprobado que mayormente se concentra en las primeras 24 horas
de exposicion. Debido a esta respuesta ventilatoria comienza a producirse un
incremento sostenido de hipercapnia, que solo es controlada en parte, por los cambios
quimicos producidos en el control respiratorio para mantener una adecuada presién de

oxigeno alveolar, durante la siguiente semana (West, J.B., R.B. Schoene, 2007).

Las adaptaciones fisiologicas que ayudan también a la captacién de oxigeno en
situaciones de hipoxia, son la vasodilatacion periférica y la vasoconstriccion alveolar.
La primera para privilegiar que un mayor volumen sanguineo pueda llevar oxigeno a
nuestros organos y la segunda para mantener mayor tiempo la sangre oxigenada en los
pulmones. Estas medidas, aunque en primera instancia parecen muy favorables, a largo
plazo pueden conllevar problemas de hipertension pulmonar e incluso edemas

pulmonares.

Es de interés destacar, por otra parte, que la hiperventilacion causada por disminucion
de PAO, (presion alveolar de oxigeno), tiene como consecuencia una mayor
eliminacion de CO, y la disminucién de presién parcial tanto en la sangre como en el

aire alveolar. A pesar de esto persiste el incremento de la frecuencia y amplitud de los
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movimientos respiratorios. Este hecho demuestra claramente que este efecto se debe a la
disminucion de PO, en la sangre y en los tejidos. Hay que tener presente, ademas, que la
disminucion de PCO; de la sangre, produce un descenso de la sensibilidad de los
centros respiratorios bulbares frente al mismo CO,. Este fenémeno tiene importancia en
la hiperventilacion con O, puro, como es el caso, por ejemplo, en la oxigenoterapia. Los
centros respiratorios bulbares requeriran, al suspender la oxigenoterapia, niveles de CO,
considerablemente mas altos que los normales para ser estimulados. Puede producirse,
en este caso, una paralizacion respiratoria (apnea), que puede conducir a consecuencias

fatales.

1.2.2.2. Mecanismos cardiovasculares

La respuesta del corazon en hipoxia, también es de vital importancia para lograr una

aclimatacion adecuada para las personas que se enfrentan a este tipo de condicion.

La respuesta cardiovascular compensatoria en situaciones de hipoxia, comienza por una
estimulacion de quimiorreceptores periféricos, los cuales generan una respuesta
simpatica por el aumento de catecolaminas, especialmente norepinefrina (Gallagher &
Hackett, 2004). Se produce por tanto, un aumento de la frecuencia cardiaca como
también de la fuerza de contraccidn, ademas de un incremento del volumen de eyeccién
y del tono vascular periférico, lo cual provoca el aumento del gasto cardiaco (Hackett &
Roach, 1987; Schoene et al., 1988).

Este aumento del gasto cardiaco involucra también un mayor consumo de oxigeno por
parte del miocardio, el cual a través de reflejos neurohumorales, genera también una
respuesta adaptativa a través de la vasodilatacion coronaria y del aumento de la presion

arterial diastolica.

En el caso de los diferentes 6rganos del cuerpo, el sistema cardiovascular a través del
control neurohumoral, realiza una derivacion sanguinea basada en la funcion que realiza
el 6rgano y su vital importancia en hipoxia. Asi, en el cerebro existe un aumento del
flujo sanguineo, producto de la menor resistencia vascular producida por la hipoxia.
Esta misma situacion se repite en el diafragma, sobre todo si enfrenta resistencias

respiratorias aumentadas. Sin embargo en el caso de la circulacion pulmonar es
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diferente. La hipoxia en los alveolos produce una resistencia vascular pulmonar,
provocada por los vasos capilares del pulmén quienes utilizan este mecanismo para

redistribuir de manera selectiva el flujo sanguineo a las zonas mejor ventiladas.

En relacion a la duracion de la exposiciéon hipoxica, el aumento del gasto cardiaco
observado en los primeros estadios de exposicion, hace complejo mantener una
frecuencia cardiaca elevada por mucho tiempo. Después de los dias, durante el periodo
de aclimatacion, disminuye la sensibilidad de las catecolaminas, aunque aumenta el
volumen sistolico, lo cual hace que la funcion cardiovascular retorne de manera
progresiva a valores normales. Ademas a largo plazo, se produce un aumento del
namero de capilares inducido por la adaptacion a la hipoxia, lo que provoca una
disminucion de la resistencia vascular periférica logrando una mejor difusiéon de
oxigeno en las fibras (Leon-Velarde et al., 1993; Panisello et al., 2007). Sin embargo, la
hipertensién pulmonar puede persistir por varios dias o incluso por afios, ya que ha sido
descrita su prevalencia en residentes permanentes en altura, llegando a variar entre un
5% y 10% (Ledn-Velarde et al., 2005), lo cual la transforma en un mecanismo
fisiopatoldgico en el caso de las enfermedades provocadas por hipoxia, pudiendo llegar

a tener consecuencias fatales para el ser humano (Maggiorini, 2003)

1.2.2.3. Mecanismos hematoldgicos

Uno de los mecanismos mas observados en el cambio del organismo ante la hipoxia es
el aumento de la poblacion de eritrocitos debido al aumento en la produccion de
eritropoyetina (Casas et al., 2000; Farias et al., 2006), principalmente en las células del
tubo proximal del rifidn. Este aumento eritrocitario permite que la concentraciéon de
hemoglobina se incremente y con ello la capacidad de transporte de oxigeno (Leon-
Velarde et al., 2000). Sin embargo, esta medida es solo compensatoria, porque si bien
cada eritrocito transporta menor cantidad de oxigeno en hipoxia, el aumento en el
nimero de estas células permite disminuir el déficit total de transporte en la sangre.
Aun asi, es importante tener en cuenta que el excesivo aumento de la hemoglobina es
considerada una patologia con un diagnostico de mal agudo de montafia, el cual
comprende una serie de desregulaciones del organismo, asociados principalmente a

personas que viven o se exponen a altas alturas por un periodo de tiempo determinado.
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Aunque es conocido que bajo condiciones de hipoxia crénica la policitemia generada
puede acarrear multiples implicaciones negativas en la vida de los seres humanos
(Monge & Ledn-Velarde, 2003), uno de los factores que hay que tener en cuenta cuando
nos enfrentamos a condiciones hipoxicas son los cambios en la viscosidad de la sangre.

Asi, mientras algunos estudios han mostrado que bajo condiciones hipoxicas se generan
cambios significativos en la viscosidad de la sangre (Guyton et al., 1973), en nuestro
laboratorio hemos observado que estos cambios son leves y transitorios (Esteva et al.,
2009a), por lo que no incidiria directamente en el transporte de oxigeno. Sabemos que
la sangre se comporta como un fluido no-newtoniano, determinada por las cualidades
fisicas durante el flujo que a su vez dependen en gran medida de la cantidad y
caracteristicas de los elementos formes que se encuentran en ella. Asi, es muy
importante prestar atencion a los diferentes parametros y condiciones sujetas a los
distintos tipos de exposicion, ademas de las caracteristica propias de los sujetos que se
someten a este tipo de condicidn, ya que por norma general sabemos que el aumento de
hemoglobina se ve potenciado por la reduccion del volumen plasmatico (Heinicke et al.,
2003), pero este hecho es revertido con el pasar del tiempo, en donde el cuerpo se
aclimata dejando de disminuir el volumen plasmatico aunque la cantidad de eritrocitos

siga aumentada.

1.3. Tipos de hipoxia

1.3.1. Clasificacion segun sus causas

Cuando hablamos de hipoxia, es muy importante saber cueles son los factores que
generan esta disminucion del suministro de oxigeno en nuestro cuerpo, por lo cual nos

permite clasificarla en:
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Hipoxica:
Se produce cuando hay una alteracion de las fases de ventilacion alveolar, generando un
déficit en la difusion del oxigeno a nivel alvéolo-capilar. Se produce una deficiente

entrega de oxigeno atmosférico a la sangre de los capilares. Puede producirse debido a

multiples enfermedades respiratorias como EPOC, asma, neumonia, enfisema, etc.
Isquémica:

Se produce cuando hay una carencia parcial o total del suministro de oxigeno, producto
de una falta de irrigacion sanguinea en los tejidos del cuerpo. Las causas se basan tanto
en motivos fisiopatoldgicos como quirdrgicos, como por ejemplo, la exposicién extrema
a bajas temperaturas, insuficiencia cardiaca, accidente cerebrovascular o trasplante de

organos.

Hipémica:

Es producida por la reduccion de la capacidad de transporte de oxigeno en la sangre.
Los factores que la producen pueden estar asociados a causas anémicas (disminucion de
eritrocitos o déficit de hierro), alteraciones de la hemoglobina contenida en los

eritrocitos (provocado por productos quimicos como el nitrito o el monodxido de

carbono) o incluso a causa de una hemorragia.
Histotoxica:

En este tipo de hipoxia son las células quienes no pueden utilizar el oxigeno que se les
suministra a traves del torrente sanguineo. Sus casusas estan asociadas con el abuso del
alcohol y drogas, asi como también con productos venenosos como el cianuro. Este
ultimo afecta directamente al citocromo, impidiendo la realizacion de la respiracion

celular.
Hipoxémica:

Este tipo de hipoxia esta relacionada con la disminucion de la presion parcial de
oxigeno en sangre. La disminucion de la presion parcial de oxigeno puede estar dada
tanto por factores ambientales como por condiciones artificiales, pudiendo clasificar

este tipo de hipoxia en dos subtipos:
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- Hipobérica:
Se produce cuando hay una disminucion de la presion atmosférica,
produciéndose una falta de captacion de oxigeno por parte del organismo,
aunque el porcentaje de éste en el aire sigue siendo el mismo. Esta condicion se
produce debido a que la presidn parcial de oxigeno en la atmosfera (pO; = Py -
%02) se ve disminuida, provocando que la diferencia de presion entre el alveolo
y la sangre venosa disminuya y como consecuencia disminuye también la

presion arterial oxigeno en la sangre arterial.

- Normobarica:
Se produce al respirar aire con baja concentracion de oxigeno.

1.3.2. Clasificaciones de tipos de exposicion

El tiempo al cual sometemos a nuestro organismo a este tipo de exposicion es muy
importante para entender los efectos que puede tener en nuestro organismo, por lo tanto,

también es necesario establecer una clasificacion que incorpore las siguientes variantes:

Aguda: Tipo de exposicion que es realizada por periodos cortos de tiempo, que pueden
ir de horas hasta dias. Este tipo de exposicion es caracteristicas de turistas o alpinistas

en ascensos breves a la montafia.

Cronica: Tipo de exposicion que se realiza por periodos largos de tiempo,
comprendiendo afios de exposicion. Principalmente se asocia a personas que viven en
altura ya sea porque por razones de trabajo o porque nacieron en ciudades bajo estas

caracteristicas.
Intermitente:

- Episodica: Hipoxia breve que a menudo pasa inadvertida (Samuels, 2004;
Muhm et al., 2007; Almendros et al., 2010)
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- Periddica: Hipoxia de duracion larga (horas o dias) y que depende del trabajo
fisico realizado (expediciones, ascensos a la montafia) (Rose et al., 1988;
Pomidori et al., 2009)

- Cronica: Tipo de exposicion realizada por personas que no viven
permanentemente en condiciones hipoxicas pero si lo hacen por periodos de
tiempo determinados, ya sea por razones de trabajo u otras. Estas personas luego
de desenvolver su actividad bajan a nivel del mar para descansar, manteniendo

esta intermitencia por largos periodos de tiempo (Richalet et al., 2002)

1.4 Hipoxia hipobarica intermitente y sus beneficios

Como ya hemos mencionado, la exposicidn hipoxica, supone una serie de adaptaciones
fisioldgicas y mecanismo regulatorios que nuestro organismo debe activar para poder
lograr una aclimatacion bajo estas condiciones. Muchos de los efectos de la hipoxia han
sido considerados negativos desde el punto de vista fisioldgico, lo cual tiene serias
repercusiones en la calidad de vida de las personas que viven o trabajan en este tipo de
condicion. Sin embargo, una de las posibles vias de adaptacion fisiologica que provee
de caracteristicas beneficiosas para nuestro organismo bajo estas condiciones es la

hipoxia Intermitente (Intermittent Hypoxia o IH)

La IH ha sido investigada desde hace afios por su valor potencial en la pre-aclimatacion
a condiciones hipoxicas, asi como también en la prevencién y tratamiento de algunas
enfermedades. Muchas de las primeras investigaciones en este campo fueron llevadas a

cabo en la Union Soviética antes que en Europa Occidental y América.

El concepto de entrenamiento hipoxico repetido surgidé antes de la Segunda Guerra
Mundial debido a la necesidad de aclimatacion que requerian los pilotos soviéticos, que
volaban en cabinas abiertas a altitudes de 5.000 a 6.000 m (16.000 a 19.700 pies)
(Streltsov, 1939).
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La busqueda de métodos eficientes de pre-aclimatacion llevé a que Nikolai Sirotinin
(1896-1977) se planteara la primera interrogante en la investigacion de la hipoxia
intermitente en el afio 1934, en el Instituto de Fisiologia Bogomoletz en Kiev. Aunque
Sirotinin no realiz6 experimentos usando IH, propuso que pocos dias de exposicion
hipdxica haria aumentar la tolerancia del organismo en un condicion hipdxica posterior
(Sirotinin, 1940, 1963). Luego de estos estudios surgio el concepto de “intermitente”, el
cual se basaba en repetidas exposiciones a hipoxia las cuales podrian ser un método

eficaz de pre-aclimatacion a la altura (Ivashkevich & Serebrovskaya, 2000).

A partir de estos descubrimientos, numerosos los investigadores en todo el mundo se
interesaron en esta nueva linea de investigacion y sus posibles efectos beneficiosos para
nuestro organismo, sin embargo en 1999, las investigaciones relacionadas con la
hipoxia intermitente tuvieron un duplicado aumento gracias a la financiacion de
investigacion que se impulsd en el National Institute of Health (NIH) en Estados
Unidos. Durante el periodo presidencial de Bill Clinton, el National Heart, Lung, and
Blood Institute de Estados Unidos, creo un fondo para financiar investigaciones bajo el
concepto de “Oxyge Sensing During Intermittent Hypoxia”, con el objetivo de
comprender como la hipoxia intermitente contribuye y afecta a la patofisiologia
cardiopulmonar, vascular, hematoldgica y desordenes del suefio, lo cual significo una
sustancial influencia en la productividad y calidad cientifica en esta area (Xi &
Serebrovskaya, 2009).

Ademas a partir del afio 2000, comienza a funcionar la nueva revista llamada High
Altitude Medicine and Biology, liderada por su editor jefe, el profesor John B. West de
la Universidad de California, San Diego. Todos estos antecedentes generaron un
evidente aumento de publicaciones referentes al area de la hipoxia intermitente a partir
del afio 2000.
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Figura 1. Gréfica que muestra la tendencia de cuarenta afios de investigacion de
hipoxia intermitente en termino de nimero de publicaciones indexadas en PUBMED

bajo la palabra “Intermittent Hypoxia” (Xi & Serebrovskaya, 2009)

También es importante mencionar respecto a este tema que ya sea por razones politicas
y socioeconomicas 0 no, histéricamente cientificos de Europa del Este han sido los
pioneros en descubrir los efectos beneficiosos de la hipoxia intermitente en relacion al
pre-acondicionamiento del cuerpo contra factores de estrés ambiental y varias
enfermedades, mientras que sus pares de Europa Occidental y Norte América fueron los
primeros en describir los efectos perjudiciales de la hipoxia intermitente crénica
asociada a trastornos respiratorios del suefio. Tal vez si hubo una division cultural en
esta area, hoy en dia esta tendencia ha cambiado. El uso de nuevas tecnologias y el
mundo cientifico inmerso en un sistema globalizado, ha permitido avanzar
sostenidamente en el estudio de los efectos de la hipoxia intermitente en nuestro
organismo, pudiendo demostrar cientificamente que bajo ciertos parametros especificos
se pueden impulsar varios cambios importantes que ayudan a prevenir y tratar
enfermedades, asi como también producir mejoras fisioldgicas tanto en atletas como en

personas que deben trabajar o vivir en altura geografica.
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Basandose en los mecanismos basicos que subyacen a la exposicion a IH, como la
regulacion de la respiracion, la produccion de radicales libres y la respiracion
mitocondrial, es que se comenzd a utilizar este estimulo para el tratamiento de la
bronquitis obstructiva crénica y asma bronquial (Donenko, 1992; Kulberg, 1997). Su
aplicacion permitié afirmar que la adaptacion del individuo a este tipo de hipoxia
provoca una mejora significativa del cuadro clinico o incluso una recuperacion
completa (Chizhov & Bludov, 2000). Ademas, la ausencia de efectos secundarios
negativos, tipicamente observado durante la terapia farmacoldgica, hacen que el
tratamiento de este tipo de enfermedad con IH tenga buenos prondsticos de
recuperacion, aunque no siempre se ha documentado este tipo de informacion
(Serebrovskaya et al., 2003).

Una de las primeras lineas de investigacion basadas en producir posibles beneficios
fisiolégicos a través de la IH, surgié con la busqueda de mejoras en la capacidad de
trabajo y resistencia de atletas y astronautas (VVolkov et al., 1992; Gippenreiter & West,
1996), basados en el aumento tanto de hemoglobina como de hematocrito provocado
por esta condicion y que por consecuencia incide directamente en transporte de oxigeno
y en un aumento potencia aerobica a nivel del mar (Ekblom et al., 1972; Buick et al.,
1980). Los beneficios de la exposicion a hipoxia intermitente se comenzaron a comparar
con el entrenamiento bajo estas condiciones (Intermittent Hypoxia Training o IHT),
presentando varios métodos eficientes conocidos en la actualidad, demostrado la
importante ayuda que significa para los atletas en la preparacién de competencias en la
altura (Roels et al., 2007). Es asi como IHT ha sido estudiado en diferentes deportes,
pudiendo obtener beneficios especificos para cada uno de ellos (Radzievski &
Radzievska, 2009).

Ademas la hipoxia intermitente ha sido ampliamente estudiada y utilizada en la
medicina del deporte y montafia, ya sea por las mejoras que muestra en relacion a la
disponibilidad de oxigeno en los tejidos (Leon-Velarde et al., 2000), como en las
adaptaciones de tejido muscular que favorecen el entrenamiento fisico en altitud
(Hoppeler & Vogt, 2001; Faiss et al., 2013). En relacion a los efectos cardiovasculares,
la exposicion a IH ha sido considerada cardioprotectora, bajo estimulos dependientes
del tipo de exposicion, en relacién a su frecuencia y duracion (Milano et al., 2002;
Dong et al., 2003; Béguin et al., 2005; Yeung et al., 2007). Mucho de estos efectos

cardioprotectores son producidos por la via inducida Oxido Nitrico Sintasa (iNOS)
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(Tekin et al., 2010). La IH ayuda almacenar Oxido Nitrico (NO) intracelularmente
cumpliendo un rol importante en los desordenes cardiovasculares y la vasoproteccién
frente al NO en sangre (Manukhina et al., 2011, 2013). Ademés la adaptacion a
periodos de hipoxia e hiperoxia es un prometedor enfoque al aumento de adaptacion a
las sefiales de ROS, lo cual es importante y efectivo protegiendo las membranas de las
estructuras del corazon, cerebro e higado contra el estrés y la hipoxia (Arkhipenko et
al., 2005; Sazontova et al., 2012). También la IH, ha demostrado ser una condicién que
provee al miocardio una notable tolerancia a la isquemia y reperfucién (Mallet et al.,
2006), asi como también ser un efectivo inductor de angiogénesis tanto en musculo

cardiaco como esquelético (Kayar & Banchero, 1985; Tekin et al., 2010, 2011).

Los efectos observados sobre el sistema nervioso, han mostrado que el pre-
acondicionamiento hipdxico atenla el dafio oxidativo en varios modelos animales con
enfermedades neurodegenerativas (Lin et al., 2002), en donde la IH cumple un rol
importante induciendo la proliferacion de células progenitoras en el &rea subventricular
y giro dentado del hipocampus (Zhu et al., 2005a, 2005b). Estos beneficios podrian ser
aplicados al campo de enfermedades neurodegenerativas con buenas perspectivas en la
utilizacion no farmacolégica contra enfermedades como el Parkinson (Shihabuddin et
al., 1999; Kolesnikova et al., 2003; Kolesnikova & Serebrovskaya, 2009).

La proliferacion de células progenitoras relacionadas con IH, no solo se ha estudiado en
el sistema nervioso, sino que en multiples 6rganos y tejidos del cuerpo. Actualmente
sabemos que la respuesta de células progenitoras a la IH corresponde a un mecanismo
de adaptacion de nuestro cuerpo a las condiciones ambientales (Nikolsky &
Serebrovska, 2009). La expresion de progenitores bajo condiciones hipoxicas se ha
observado a nivel embrionario (Adelman et al., 1999; Ramirez-Bergeron et al., 2004),
hematopoyético (Cipolleschi et al., 1993; Parmar et al., 2007; Viscor et al., 2009) y
mesenquimal (Provot & Schipani, 2007; Buravkova et al., 2014; Vanacker et al., 2014).
Sabemos que el factor crucial para el funcionamiento y mantencion de células
progenitoras es la hipoxia, por lo que el impacto hipdxico exégeno adicional conduce a
la activacion del sistema de proliferacion, revelando que la IH con cierta duracion e
intensidad es un factor que desencadena de forma potente la activacion de la
transcripcion  de células progenitoras en comparacion con la hipoxia constante
(Nikolsky & Serebrovska, 2009).

37



Todos estos antecedentes anteriormente presentados forman parte de muchas
investigaciones que intentan correlacionar los efectos positivos que tiene la exposicion a
IH en el organismo. La gran variedad protocolos aplicados bajo el concepto de IH, no
siempre permite relacionar unos estudios con otros, sin embargo cada dia se avanza por
encontrar consensos y efectos positivos que puedan potenciar la IH como una
herramienta que aproveche los efectos positivos de la transcripcion de sefiales

provocados por la condicidn hipoxia, sin padecer los efectos negativos de esta misma.
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Puntos claves Parte 1

¢ La hipoxia genera mecanismos de adaptacion respiratorios, cardiovasculares y
hematoldgicos regulados por HIF-1.

e Eltipoy la duracion de la exposicion hipoxica son fundamentales para prever los
tipos de cambios que se obtendran tras la exposicion.

e Los estudios han demostrado que la hipoxia hipobarica intermitente proporciona
mejores mecanismos de adaptacion del organismo frente a este tipo de exposicion.

e Estudios recientes han demostrado que la hipoxia afecta al flujo sanguineo y

también puede tener efectos directos en la proliferacion de celulas madre.
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Parte 2: Hemorreologia

1.5. Definicion

La hemoreologia es la ciencia que estudia el comportamiento del flujo y la deformacion
de los elementos celulares de la sangre. La adecuacién del flujo de sangre para
satisfacer las demandas metabdlicas a través de los vasos sanguineos, depende de
muchos factores, dentro de los que se encuentran las condiciones ambientales
(disponibilidad de oxigeno) y diferentes condiciones metabdlicas que afectan
directamente al transporte de oxigeno a los tejidos. Sin embargo, el grado en que las
propiedades reoldgicas de la sangre contribuyen a la resistencia del flujo vascular,
particularmente en la microcirculacion, estdn determinadas por factores de resistencia
del vaso sanguineo y propiedades hemorreoldgicas locales, como la viscosidad de la
sangre, deformabilidad de los eritrocitos, y la agregacion de eritrocitos (Baskurt &
Meiselman, 2003; Hamlin & Benedik, 2014).

1.5.1. La sangre

La sangre es un tejido conectivo liquido que esta compuesto por plasma y los elementos
formes. El volumen de sangre de una persona, se conoce como volemia, estimandose
los valores normales aproximadamente entre un 7% y 8% del peso corporal, equivalente
aproximadamente a 75cc kg ™. Aunque su densidad es levemente superior a la del agua
(1,05 — 1,06 kg L™), su viscosidad es mayor debido principalmente a los elementos
formes o figurados que forman parte de ella. Estos elementos formes constituyen un
45% del volumen sanguineo, y se conocen con el nombre de hematocrito. El plasma
sanguineo compone el 55% restante y este a su vez estd compuesto aproximadamente

de un 92% de agua y un 8% de proteinas.
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1.5.2. El plasma

El plasma es un fluido traslucido y amarillento que representa la matriz extracelular
liquida en la que estan suspendidos los elementos formes. Se compone de una mezcla
compleja entre solutos inorganicos como Na* Ca™, K*, HCO3, entre otros, y solutos

organicos como glucosa, aminoacidos, enzimas, hormonas, proteinas plasmaticas, etc.

Este liquido ligeramente alcalino con un pH de 7.4, contiene varios tipos de proteinas

que se pueden clasificar en tres grupos principalmente:

e Albuminas: que regulan el contenido de agua dentro de la célula y en los
liquidos intercelulares

e Globulinas: que su porcidn gamma es rica en anticuerpos y forma parte de
determinadas respuestas infecciosas de nuestro organismo

e Fibrindgeno, que cumple una funcion principal en los procesos de coagulacién

La presencia de estas proteinas hace que la viscosidad del plasma sea 1,5 veces la del
agua, sin embargo, las proteinas del plasma y la hemoglobina de los glébulos rojos son
importantes amortiguadores acido-basicos que mantienen el pH de la sangre y de las

células corporales dentro de una pequefia variacion.

Ademas, la viscosidad plasmatica puede ser regulada a través del control de la expresion
de las proteinas que las componen (Esteva et al., 2009a), pudiendo cumplir una funcién
muy importante en el mantenimiento de la viscosidad sanguinea bajo diferentes

condiciones ambientales.

1.5.3. Elementos formes

Los elementos formes o figurados de la sangre estan compuesto por los eritrocitos,

leucocitos (granulares y no granulares) y las plaquetas.

Aunque los eritrocitos forman el 99% de los elementos formes, todos ellos cumple

funciones importantes en la homeostasis de nuestro organismo.
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Los eritrocitos tienen un diametro aproximado de 7 — 8 um y tienen la capacidad de
deformarse al atravesar vasos sanguineos de menor diametro. Su funcién principal es el
transporte de hemoglobina que as u vez lleva oxigeno de los pulmones a los diferentes
tejidos del cuerpo, concentrando hasta 34 g de hemoglobina. Luego, una vez en los
tejidos y gracias a que contienen anhidrasa carbonica, transportan CO, en forma de

HCO3de vuelta a los pulmones, para ser eliminado del cuerpo.

Los leucocitos, son células que realizan su funcion principal fuera del torrente
sanguineo, destruyendo agentes invasores mediante fagocitosis y formando anticuerpos
como respuesta inmunoldgica. Pueden ser caracterizadas gracias a su morfologia celular

en granulares (polimorfo nucleares) y agranulares.

Dentro de los granulares, se encuentran los neutréfilos. Su cantidad total es de alrededor
de un 60% de los leucocitos y su funcion mas importante es la de fagocitar. Ademas

poseen agentes bactericidas y tienen una funcion importante en las inflamaciones.

Los eosinofilos, constituyen el 2% de los leucocitos y tienen una funcion fagocitica
débil y aumentan en procesos alérgicos y parasitosis. Asi también los basofilos que
constituyen cerca del 0,5% de los leucocitos totales, liberan histamina y serotonina

ademas de participar en los procesos de inflamacion.

Los leucocitos no granulares estdn compuesto por los linfocitos y los monocitos. Los
linfocitos comprenden entre el 20% y 50% del total de leucocitos sanguineos. Son
importantes en la respuesta inmunitaria y son los principales responsables del control de

las infecciones. Pueden ser clasificadosen T y B.

Los monocitos conforman entre el 2% al 8% de los leucocitos sanguineos y sirven
como precursores de los macréfagos ademas de participar en las respuestas

inflamatorias.

Por ultimo, las plaquetas o también conocidas como trombocitos, conforman el tercer
elemento forme de la sangre. Estas se derivan de los megacariocitos y son importantes
en la hemostasia. Su funcidn radica en que se adhieren a la superficie interna de la pared
del vaso que presenta el problema y gracias a que posee grandes cantidades de

fosfolipidos, estos actian como receptores para colageno y fibrindgeno.
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1.5.4. Reologia

La palabra reologia, que proviene del griego pewv que significa fluir, fue introducida al
mundo de la ciencia por Eugene Bingham en 1929. Esta disciplina cientifica se ocupa

del flujo y la deformacién de materiales sometidos a la accion de fuerzas mecénicas.

La reologia es una parte de la mecanica de medios continuos y presentan propiedades
que pueden ser medidas a través de reGmetros, que son instrumentos que someten al
material a diferentes tipos de deformaciones controladas y asi medir los esfuerzos que

expresan sus estructuras.

La reologia sanguinea o hemorreologia, estudia la circulacion sanguinea y las
caracteristicas fisicas que influyen en sus propiedades, en la de sus componentes y los

vasos sanguineos (Scott-Blair, 1969; Dintenfass, 1971)

Como fluido entendemos toda materia que es capaz de deformarse cuando se somete a
una fuerza o deformacion. Sabemos que la sangre presenta estas caracteristicas
observando que es un liquido heterogéneo y complejo que contiene solutos organicos,
solutos inorganicos y células que forman parte del fluido sanguineo. Cada una de los
elementos que la componen determina las propiedades reoldgicas de la sangre siendo
determinante el numero de células, su morfologia, su agregacion, su rigidez y la
naturaleza del plasma, todos estos determinantes en el comportamiento fisiopatolégico

de la circulacion sanguinea.

Aunque en el pasado las propiedades de la sangre fueron subestimadas, hoy en dia
presentan una interesante linea de investigacion al relacionarla con fisiopatologias
cardiovasculares, pudiendo ser un importante instrumento predictivo de muchas
enfermedades y afecciones circulatorias. Las principales caracteristicas de ser evaluadas
en sangre son: los pardmetros de viscoelasticidad sanguinea; viscosidad plasmaética;

deformabilidad y agregacidn eritrocitaria.
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1.5.5. Viscosidad

El concepto de viscosidad naci6 con Newton el afio 1687, cuando en su obra
“Philosophiae Naturalis. Principia Matematica.” afirmé que la resistencia ejercida y que
surge a partir de una falta en el deslizamiento de un fluido, si el resto de factores se
mantienen, es proporcional a la velocidad a la que las partes de este fluido son separas

entre si (Facultad de Biotecnologia y Biologia Celular, n.d.).

El modelo de Newton se puede explicar en la figura 2, en donde se muestra dos
superficies A, separadas por una distancia H, sometidos a una fuerza F que le provoca

una velocidad V.

Area, A Desplazamiento, D

]
I 1

> >
Fuerza, F Velocidad, V

Altura, H -

Figura 2. Esquematizacion del modelo de Newton para viscosidad.
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Para comprender mejor esta ley es necesario considerar un liquido dividido en estratos
paralelos e infinitesimales de superficies A (figura 3), separado por una distancia H
sometidos a una fuerza F. Al tiempo t=0 a la l&mina superior se le imprime un
movimiento de direccion “x” con una velocidad constante V. Las capas del fluido en
contacto con la superficie propagan el movimiento en direccion “x” a las capas
inferiores en la direccion “y” generandose un desplazamiento D, por lo tanto, se

[ [}

transfiere cantidad de movimiento de direccion “x” a la direccion “y”, lo cual se

denomina tension de corte (T).

F > Vy

A
—_—
X

Figura 3. Modelo de Newton basado en estratos paralelos e infinitesimales de

superficies

A mayor T el perfil de velocidad se va modificando, hasta alcanzar un estado
estacionario, basado en un flujo laminar. Por lo tanto, todo fluido que presente una
viscosidad constante en el tiempo para cualquier esfuerzo o cizalla contra la velocidad
de deformacidn, cumple con esta ley y es llamado “Fluido Newtoniano” y representa su

viscosidad con la letra p (mi).
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Matematicamente puede ser explicado a través de la ecuacion representada en la figura
4, en donde T es el tension tangencial o tension de corte (shear stress), el cual

representa la fuerza tangencial aplicada por unidad de superficie; dy/dy es el gradiente
de velocidad (v ), el cual representa el quociente entre la velocidad y la distancia entre

las capas contiguas de liquido (shear rate); y p la viscosidad del fluido.

d,
T:HdH

Figura 4: Modelo matematico de la hipotesis de Newton

Entonces la viscosidad de un fluido newtoniano puede ser determinada por la relacion

entre la tensidn tangencial y el gradiente de velocidad (Figura 5).

Figura 5. Comportamiento reoldgico de un fluido newtoniano

Basado en lo descrito por newton (figura 2) podemos entender las principales medidas

utilizadas en el estudio de la viscosidad de los fluidos (figura 6)
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N
]

Shear Stress

(Tensién de corte)

> |

Shear Strain

(Deformacion de corte)

I

.<

1
TIO

Shear Rate =7y = %

(Gradiente de velocidad)

Figura 6. Ecuaciones de los principales factores implicitos en el estudio de la
viscosidad de fluidos. Siendo A el area de seccion transversal en donde se aplica la
fuerza; H la distancia entre las capas del fluido; F la fuerza aplicada; V la velocidad

constante a la cual es sometido el fluido; D el desplazamiento que se genera.

Ademas es importante considerar que un liquido que fluye a través de un tubo
cilindrico, se le puede considerar formado por capas concéntricas. La py el y varian de
acuerdo a lo cercano que estén estas capas en relacion a las paredes de ese tubo (figura

7), por lo que la velocidad del flujo dependera directamente de estos dos factores.
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Figura 7. Capas concéntricas de un liquido que fluye en un tubo y las diferencias de

viscosidad y gradiente de velocidad que se experimenta dentro de este.

Existen también fluidos que no cumplen con esta ley, los cuales son aquellos llamados
no Newtonianos. Estos fluidos una relacién entre la tension tangencial y el gradiente de
velocidad que no es constante. Un ejemplo de ello son los fluidos biolégicos (como la
sangre), que por su composicion contienen macromoléculas disueltas en ellos, las cual
inciden directamente en el comportamiento viscoso de estos fluidos. El hecho que estos
liquidos no posean una viscosidad caracteristica, necesariamente deben ser estudiados

bajo parametros y condiciones especificas.

Para estos fluidos no newtonianos se representa su viscosidad aparente con la letra

griega m (eta) y forman el objetivo principal de la reologia.

La figura 6 nos muestra diferentes comportamientos reoldgicos de los fluidos no

newtonianos los cuales dan cuanta de las diferentes variables de 7.
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- - - .
T Plastico de Bingham /

/— Newtoniano

Pseudoplastico

Dilatante

v

Y

Figura 8. Grafica que muestra el comportamiento reoldgicos de fluidos no newtonianos
en relacion a tension de corte y al gradiente de velocidad (Facultad de Biotecnologia y

Biologia Celular, n.d.)

Los fluidos definidos como “Plasticos de Bingham”, son aquellos en que es necesario
superar un determinado umbral de esfuerzo para que el sistema comience a fluir. El
fluido “pseudoplastico” (Shear thinning), es aquel en donde la i disminuye al
aumentar y , inverso a lo que sucede con los fluidos “dilatantes” (Shear thickening), en
donde aumenta el n al aumentar y . Ademas otra clasificacion de estos fluidos puede
formularse cuando la viscosidad aparente disminuye con el tiempo, la cual Ilamamos
fluidos tixotropico. En el caso contrario, es decir, que la # aumente con el tiempo, el

fluido es llamado reopéctico.

Tanto para i como para p la unidad de medida de la viscosidad en el Sistema

Internacional de Unidades (SI) es:

[Pa:s] = [kg-m'l-s'l]
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Aunque en el sistema cegesimal (CGS) la unidad de medida que tiene mayor difusion
es el Poise (P), nombre que se le asignd en honor al médico francés Jean-Louis-Marie
Poiseuille (1799-1869), la que corresponden fisicamente a la fuerza desarrollada por
1 dina sobre una superficie de 1 cm? a una velocidad de 1 cm por segundo. Asi también
suele utilizarse en este sistema el prefijo centi: centipoise (cP).

La relacion entre ambas unidades es:

1 mPas=1cP

1.5.6. Viscoelasticidad de la sangre

Aunque sabemos que el comportamiento reolégico sanguineo responde a un modelo no-
newtoniano del tipo pseudoplastico (Prothero & Burton, 1961), y a gradientes de
velocidad bajos, presenta caracteristicas tixotropicas (Huang et al., 1975), la sangre es
un fluido complejo cuyas propiedades reoldgicas deben ser estudiadas bajo parametros

diferentes.

En un principio se estudiaban bajo el supuesto que la viscosidad controlaba las
propiedades del flujo (Lowe, 1988), sin embargo, no es un fluido comun, ya que se ve
principalmente afectada por la suspension de células por un proceso de fluidizacion

elastica.

Como ya hemos visto el método mas comun para determinar la viscosidad de un fluido
es la relacién entre tension de corte y el gradiente de velocidad de este, sin embargo en
el caso de la sangre, el flujo se ve fuertemente afectado por la viscosidad del plasma, la
deformabilidad y agregacion de los eritrocitos y el hematocrito. El plasma sanguineo
normalmente solo muestra la viscosidad (Lowe & Barbenel, 1988), mientras que la
sangre entera muestra tanto un comportamiento viscoso como elastico, pudiendo

denominarse como un liquido viscoelastico (figura 9).
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Desplazamiento, D

Area, A E S

> >
Fuerza, F Velocidad, V

Figura 9. Diagrama que muestra un volumen cubico de sangre en cizalla. El
desplazamiento D debido a la deformacion se compone de dos partes: una parte
elastica E y una parte deslizante S. Con una fuerza constante F, E permanece constante
pero S continua aumentando. Cuando la fuerza se retira, E disminuye a cero mientras S

se mantiene sin cambios.

La viscoelasticidad es un parametro reoldgico que describe las propiedades de fluidos
complejos como la sangre y como parte de su descripcion, contempla la viscosidad y la
elasticidad del liquido estudiado (Vilastic Scientific, 2010).

G.B. Thurston en 1972, fue el primer cientifico que midié las propiedades viscoelasticas
que influyen en el flujo pulsétil de la sangre (Thurston, 1972). La viscoelasticidad de la
sangre es principalmente responsabilidad de los eritrocitos que ocupan
aproximadamente la mitad de su volumen. En relacion a ella, la viscosidad se relaciona
con la energia disipada durante el flujo principalmente debido al deslizamiento y la
deformacion de los eritrocitos, mientras que la elasticidad se relaciona con la energia
que almacenan de estas mismas células, debido a la orientacion y la deformacion a la

cual son sometidas durante el flujo.
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Entendiendo que el flujo circulatorio sanguineo es pulsatil (Thurston, 1972, 1979), en
cada latido que el corazon realiza, bombea energia a la sangre, la cual a su vez se disipa
(viscosidad) y se almacena (elasticidad) durante el flujo. Los eritrocitos juegan un papel

dominante en la viscoelasticidad arterial y su respuesta al flujo pulsatil.

Para comprender mejor esta cinéticas Thurston propone dividir el perfil viscoelastico de
la sangre humana en tres regiones: Regién A, referida a bajo gradiente de velocidad,
Regién B, referida a un gradiente de velocidad medio y la Region C, que comprende

altas gradientes de velocidad de corte.
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Figura 10. Gréfica que demuestra la relacion que hace Thurston del comportamiento
viscoelastico de la sangre segun la region en que se encuentra el fluido (Vilastic
Scientific, 2010)
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En reposo los eritrocitos tienden a agregarse y apilarse juntos debido a la carga
intrinseca que posee (Region A). Una vez que el gradiente de velocidad comienza a
aumentar el tamafo de los agregados disminuye posibilitando una mayor libertad de
movimiento interno en el fluido (Regién B). Una vez que el fluido se somete a una
tension mayor, las fuerzas que agregaban a los eritrocitos también los deforman y
orientan segun el flujo, formando capas (Thurston, 1989) que se deslizan entre capas
de plasma, generando un componente elastico (Regién C). Importante es mencionar que
los eritrocitos nunca entran en contacto con la pared endotelial de los vasos ya que
existe una capa de plasma llamada “membrana plasmatica” que actia como lubricante

entre ellos.

La viscoelasticidad de la sangre en rangos normales varia muy poco, por lo que
cualquier cambio evidente supone alguna enfermedad o alteracion en sus componentes
internos, siendo la agregabilidad (Chien et al., 1970; Rampling, 1988) y la
deformabilidad (Dormandy, 1988; Stuart, 1988) factores claves para la conservacion del

fluido viscoelastico.

Debido a este comportamiento reoldgico de la sangre, el sistema vascular se vera
sometido a diversas condiciones de flujo oscilante en donde factores no vasculares y
vasculares incidiran de forma directa sobre estos comportamientos hemodinadmicos de la

sangre.

1.5.7. Factores hemorreologicos

El cambio que se observa en la sangre, tanto a bajas tasas de corte (plastico) y con tasas
mayores (dilatante-tixotrépico), denota el complejo comportamiento que condiciona su
fluidica, tanto por el medio interno que la compone, como por el medio por el que fluye.
Asi se pueden distinguir factores vasculares y no vasculares que inciden en su

comportamiento.
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1.5.7.1. Factores vasculares

En condiciones de flujo laminar, sabemos que los eritrocitos tienden a concentrarse en
el eje central del vaso, quedando la zona mas cercana al endotelio practicamente son
celulas. Este efecto llamado plasma skimming (Moggi, 2011) es responsable de que las
ramas colaterales de una arteria, que reciben sangre practicamente del borde del vaso

principal, sea mas escasa en eritrocitos (Krogh et al., 1922; Chien et al., 1975).

Estos factores vasculares se relacionan con el estudio del patélogo sueco Robin Fahraeus
(1888-1968), quien realizé estudios pioneros en reologia sanguinea describiendo dos
efectos reolégicos que llevan su nombre. El efecto Fahreeus esta basado en un flujo
laminar, descubriendo que si se hace circular sangre por un tubo, la cual proveniente de
un reservorio, la concentracion de eritrocitos es menor en el tubo que en el reservorio
(Chien et al., 1975). Asi pudo deducir que los eritrocitos se desplazan mas rapido que el
plasma y su concentracion en los vasos es menor a su concentracion en los grandes

vasos de la circulacién sistémica.

Ademas pudo observar que en vasos pequefios, el plasma ocupa mas espacio que el Hc
que hay en él, con lo cual el flujo sanguineo se ve aumentado, disminuyendo su
viscosidad aparente (Gelin, 1961). Este efecto llamado Fahraus-Lindgvist o también
conocido como “Efecto Sigma”, complementa aun mas el estudio de factores
microrreoldgicos en sangre, ya que ley de Poiseulle que establece una viscosidad
aparente constante para la sangre en tubos superiores a 1mm de diametro, no
contemplaba esta disminucion no lineal a la cual se ve afectada en tubos de diametro

inferior a 300 pum.

Debido a las diferencias que existen entre los diferentes diametros de los vasos
sanguineos, podemos comparar el diametro de los vasos sanguineos en relacion con el

didmetro del eritrocito y diagramar en tres grandes areas este sistema:
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- Circulacion sistémica: Corresponde a arterias y venas de un diametro 50 veces
superior a la de un eritrocito. La velocidad del flujo es alta, se observa un flujo

laminar con caracteristicas tixotropicas en su viscosidad.

- Microcirculacion: Correspondiente a arteriolas y vénulas de un didametro entre
1y 50 veces el eritrocito. En estos vasos aumenta la capa de plasma marginal y

la sangre presenta un comportamiento pseudoplastico.

- Circulacion capilar: Vasos de menor diametro que un eritrocito. Mientras el
eritrocito tiene aproximadamente 7,3 um de diametro, estos vasos pueden llegar
a tener 3 pm. Por lo tanto los eritrocitos deben deformarse para poder pasar,
produciéndose un efecto de amasado en la membrana de este. Asi en su interior
la hemoglobina oxigenada y desoxigenada se mezclan favoreciendo el

intercambio de oxigeno con el medio.

Las propiedades mecanicas de los vasos, también afectan al desplazamiento de la
sangre. Los vasos no son cilindricos y sus paredes son en parte elasticas y no rigidas,
por lo que pueden ser modificadas por el movimientos (Bateman et al., 2003). Respecto
a los vasos, cuando estos disminuyen su diametro, se produce un fendmeno llamado
“inversion” el cual se caracteriza por un aumento de la viscosidad aparente de la sangre
, siendo un factor clave en la circulacion la tonicidad del plasma, la temperatura y los
eritrocitos (Johnson, 1971; Lipowsky et al., 1980).

Por ultimo y debido a que la sangre pasa por distintos comportamientos reoldgicos en la
circulacién, es conveniente utilizar el nimero adimensional de Reynolds para relacionar
la densidad, viscosidad, velocidad y dimension tipica de un fluido, para poder establecer
el flujo es laminar (nimero pequefio) o si es turbulento (nimero mayor) . En el caso de

la sangre los valores son ejemplificados en la figura 11.
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Re = velocidad del fluido x calibre de los vasos
viscosidad del fluido

Re > 50000 flujo turbulento
Re ~ 2300-50000 transicion
Re < 2300 flujo laminar

Figura 11. Numero de Reynolds vy valores representativos para el flujo sanguineo
(Moggi, 2011)

1.5.7.2. Factores no vasculares

Los factores no vasculares inciden de manera directa en el comportamiento reoldgico de
la sangre. Como ya hemos mencionado el comportamiento viscoso de la sangre esta
determinado por la viscosidad plasmatica, por la concentracion celular de ella
(hematocrito) y por la deformacion y agregacion de eritrocitos (Popel & Johnson,
2005).

El plasma sanguineo presenta un comportamiento viscoso correspondiente al tipo
newtoniano. Su viscosidad que es 80% superior a la del agua a 37°C, esta determinada
por las proteinas plasmaticas, las cuales incluyen la albumina, las globulinas y el
fibrindgeno (Merrill et al., 1963; Matsuda & Murakami, 1976; Bishop et al., 2001)

La albumina es la mas abundante en el plasma, representando méas del 50% del total de
proteinas, es de tamafio pequefio y tiene poca influencia en la viscosidad. Las globulinas
abarcan cerca del 40% de las proteinas plasmaticas y tienen un tamafio mayor que
influencian proporcionalmente a la viscosidad plasmatica. Sin embargo el fibrindgeno
que representa cerca del 5% del total de proteinas es el principal responsable de la
viscosidad plasmatica, debido a su peso (400 kDa) y forma alargada. También, este
ultimo, es determinante en la agregacion eritrocitaria siendo superior su importancia

hemorreoldgica que la de otras proteinas (Mchedlishvili, 1998).
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Un efecto a considerar en relacion a la viscosidad del plasma es la temperatura a la cual
esté el flujo sanguineo, ya que esta variara la viscosidad cerca de 2% por grado (Moggi,
2011), entendiéndose que hay zonas del cuerpo como el cerebro, en donde la

temperatura es mas elevada que otras.

El hematocrito representa la concentracion celular de la sangre y por ende es el principal
factor determinante de la viscosidad sanguinea. En 1918 se demostré la relacion que
existe entre el hematocrito y el volumen corpuscular de los eritrocitos que lo componen
(Trevan, 1918). Asi, en 1971 Chien y colaboradores demostraron de forma
fisiomatematicamente la influencia que ejercia el hematocrito frente a la viscosidad
sanguinea (Chien et al., 1971). Estos estudios dieron cuenta las alteraciones
hidrodinamicas que producian los eritrocitos sobre el flujo sanguineo, al sumar ademas
el volumen que ocupa el plasma alrededor estas células, comportandose como una

extension rigida de las mismas y aumentando atn mas el hematocrito aparente.

Sin lugar a dudas el componente mas importante del hematocrito lo forman los
eritrocitos, ya que los efectos de las plaquetas y leucocitos se consideran de poca
relevancia debido a su menor namero relativo (Merrill et al., 1969). Los eritrocitos
debido a su capacidad de deformacion y agregacion influyen de manera preponderante
en la viscosidad sanguinea. La deformabilidad intrinseca del eritrocito es la suma de
diversos factores, tales como la membrana celular, el estado metabdlico de la célula, su
viscosidad interna y el estado fisicoquimico de la Hb que hay presente dentro del
eritrocito. Todas ellas fundamentales para el correcto funcionamiento de

microcirculacién sanguinea.

En cuanto a la agregabilidad de los eritrocitos diversos factores han sido descritos a lo
largo del tiempo para explicar estas caracteristicas (Rovel et al., 1979; Fukada &
Kaibara, 1980). En condiciones fisiologicas el gradiente de velocidad aparente es el
primer responsable de esta agregabilidad, asi como también las propiedades
fisicoquimicas que presenta el plasma, especialmente relacionadas con el fibrindgeno.
Este dltimo, mediante enlaces débiles se agrupa con los eritrocitos permitiendo que
estos se agreguen a través de fuerza idnica. Por ultimo, el hematocrito a través de la

frecuencia de colision (W), ayudara también a la agregacion eritrocitaria.
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Puntos claves Parte 2

e Lahemoreologia es la ciencia que estudia el comportamiento del flujo y la
deformacion de los elementos celulares de la sangre.

e El flujo sanguineo presenta componentes viscoso y eléstico, que son
fundamentales para la comprension de la hemoreologia bajo diferentes
condiciones ambientales.

e Lamedicion de la viscoelasticidad de la sangre, bajo un flujo pulsatil,
proporciona una mejor comprension fisiologica del flujo sanguineo en

condiciones especificas.
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Parte 3: Células madre y citometria de flujo

1.6. Células madre

1.6.1. Historia y evolucion de células madre

El interés de la ciencia por estudiar el area de la regeneracion celular siempre ha sido un
desafio. En el afio 1958, el doctor Jean Dausset, descubrid los antigenos leucocitarios
humanos o HLA (Human Leukocyte Antigen) basado en la idea de desarrollar
trasplantes alogénicos en precursores hematopoyéticos (Dausset et al., 1958). Con este
gran avance, se abrio el campo de estudio de la medula 6sea y los precursores
hematopoyéticos con fines terapéuticos, sin embargo, no fue hasta 1968 que se hizo el

primer trasplante de medula 6sea en entre dos hermanos.

Durante los afios 70" los numeroso trabajos publicados por el grupo del doctor
Fiedenstein (Friedenstein et al., 1968, 1970, 1978), permitieron avanzar en el estudio de
células troncales mesenquimales. Este grupo pudo observar por primera vez como
células adherentes a la medula 6sea que, formaban parte del estroma mesenquimal
daban origen a un microambiente hematopoyético, las cuales fueron Ilamadas unidades
formadoras de fibroblastos o CFU-F (colony-forming units fibroblast). Asi también, en
esta misma época Gail Martin y Martin Evans, describen por primera vez células con
caracteristicas precursoras en la masa celular interna del embrion del raton (Martin &
Evans, 1975).

En los afios posteriores, numerosos investigadores comenzaron dar a conocer Sus
trabajos en donde habian logrado caracterizar poblaciones celulares de medula Gsea
(Ashton et al., 1980; Piersma et al., 1983), sin embargo, el grupo de Owen et al fueron
los primeros en demostrar que con una pequefia porcion de medula 6sea en cultivos en
vivo, se observaba una gran proliferacion y diferenciacion celular (Owen &
Friedenstein, 1988; Guleria et al., 2013).
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En 1988 comenzo a generar gran interés las células encontradas en el cordon umbilical,
cuando en el Hopital Saint-Louis de Paris, la Dra. Elianne Gluckman dirigié el primer

trasplante a un joven que padecia anemia de Fanconi (Gluckman et al., 1989).

Las investigaciones continuaban y afios mas tarde Caplan et al. desarrollaron una
metodologia de cultivo y trasplante de células mesenguimales de humano, con el fin de
obtener la formacién de hueso (Haynesworth et al., 1992). Hasta que en 1998, el
Bidlogo James Thompson, descubrié que células derivadas del blastocito pueden ser
cultivadas y dar origen a tejidos especializados (tejido cardiaco, epidérmico y neuronal)
(Thomson et al., 1998). Acto seguido, en 1999, se realiz6 la impresionante
manipulacion de células de raton para generar células especiales acufiandose el nombre
de “diferenciacion” (McDonald et al., 1999).

Asi los avances de la ciencia en relacion a las células madre son innumerables desde su
inicios a la actualidad, contemplando que ya en 2006 se obtenian las primeras células
madre pluripotentes inducidas (iPS)(Schultz et al., n.d.) y que al afio siguiente se
anunciaba el tratamiento de la Diabetes Tipo | a traves del uso de células madre

hematopoyéticas (Voltarelli et al., 2007).

Hoy en dia un informe presentado en diciembre y elaborado por Elsevier, el Institute for
Integrated Cell-Material Sciences (iCeMS) de la Universidad de Kioto y el consorcio
EuroStemCell indicaba que la investigacion en células madre esta creciendo dos veces
mas rapidamente (7 %) que la de otras areas (2,9 %) (Zarate, 2014), esto nos indica el
gran interés por la comunidad cientifica por seguir avanzando en multiples aplicaciones

de estas células y en sus esperanzadoras funciones regenerativas.
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1.6.2. Definicion y caracteristicas

La vida, que comienza con un ovulo fertilizado y sometido a multiples divisiones
celulares, da paso a miles de millones de células que forman nuestro cuerpo. Llegado a
ciertos estados de desarrollo, algunas células comienzan a especializarse dejando de
hacer copias de si mismas, llegando hasta el momento en que casi todas las células de
nuestro cuerpo estan especializadas. Sin embargo, hay un grupo celular que posee la
capacidad de crear y mantener este sistema y con él la auto-renovacion celular, las

llamadas células madre.

Las células madre o Stem Cells (SC) constituyen la reserva que tiene nuestro cuerpo,
para dar origen a células especializadas que se encuentran gastadas o dafiadas y que por
su condicion son incapaces de realizar copias de si mismas mediante la division celular
(Asahara et al., 1997)

Una de las caracteristicas principales de la célula madre es que no posee propiedades
fisiolégicas especializadas, pudiendo realizar copias tanto de si mismas (auto-
renovacion) como de otros tipos de células méas especializadas (diferenciacién), siendo

ambas propiedades reguladas por mecanismos estocasticos (Stella et al., n.d.).

Debido a esta caracteristica son esenciales para el mantenimiento de tejidos que se
renuevan constantemente como la piel y el intestino, asi como también del musculo, que
con frecuencia puede aumentar segun las necesidades del organismo o sufrir dafios
durante el ejercicio fisico (Zammit et al., 2006). La sangre es uno de los tejidos que
mayor dependencia en relacion a estas células ya que los 100.000 millones de nuevas
células sanguineas que se necesita producir diariamente, son responsabilidad de células
madre. Aquellas que actuan en el sistema circulatorio se encuentran en la médula 6sea y

puede producir 8 tipos distintos de células especializadas (Gunsilius et al., 2001).

Hoy en dia el gran desafio es identificar y reproducir las sefiales internas y externas que
posibilitan la expresion y diferenciacion de estas células, pudiendo recrear estas sefiales

basado en los objetivos de direccionar el sistema de regeneracion celular.
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1.6.3. Clasificacion segun estado evolutivo

1.6.3.1. Células madre embrionarias o germinales

Son aquellas células madres que derivan del embrion de los mamiferos en su etapa de
blastocito que corresponde a cuando el embrion tiene de 5 a 6 dias. Posee en uno de sus
polos una agrupacion celular llamada embrioblasto. Las células que lo integran poseen
caracteristicas pluripotenciales ya que son capaces de formar diversos tipos de células
del organismo, incluidas su auto-renovacion. Ademas el blastocito posee una capa
celular aplanada Ilamada trofoblasto, que es de donde derivara la placenta (Hernandez
& Dorticos, 2004).

Estas células embrionales in vivo, no mantienen indefinidamente su capacidad de
generacion de cualquier tipo celular, ya que se diferencia progresivamente en relacion a
la fase uterina de desarrollo. Sin embargo, cuando son cultivadas in vitro, son capaces
de proliferar ilimitadamente, pudiendo dar origen a cualquier tejido del organismo
(Desbaillets et al., 2000; Verfaillie et al., 2002).

Aunque estas ceélulas cumplen un rol fundamental en el estudio de la medicina
regenerativa y su aplicacion terapéutica en enfermedades humanas, también han sido
fuerte cuestionamiento en relacion a su manipulacion y destino, debido principalmente a

asuntos eticos y religiosos que aun estan en discusion.

1.6.3.2. Células madre somaticas o adultas

Estas células corresponden a células especializadas y por ende, restringidas en su
capacidad de diferenciacion, siendo capaces de generar solo células del tejido en que se
encuentran, cumpliendo una funcion de recambio celular (Daley et al., 2003; Karbling
& Estrov, 2003). Sin embargo, en los ultimos afios se ha comprobado que algunas
células adultas, también pueden diferenciarse en células de diferente linaje (Jackson et
al., 1999; Wei et al., 2000; Krause et al., 2001; Grant et al., 2002; Jiang et al., 2002).
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Ejemplo de ello son las células hematopoyéticas las cuales se ha observado que pueden
diferenciarse en diversos tejidos como musculo estriado, endotelio, musculo cardiaco,
musculo estriado, hepatocitos, neuronas, piel, intestino y musculo esquelético (Theise et
al., 2000a, 2000b; Krause et al., 2001; Grant et al., 2002; Orlic et al., 2002; Rafii &
Lyden, 2003a; Daley et al., 2003). Por lo tanto los criterios de especificacion de las
células madres adulta han ido cambiando debido principalmente a que criterios de

celulas embrionarias, también los cumplen algunas células madres hematopoyéticas.

Diversas investigaciones han sefialado que estas células madre se encuentran en varios
sitios de nuestro cuerpo, como la sangre periférica, medula 6sea, musculo esquelético,
piel, higado, pulmon sangre de cordén umbilical, pulpa dentaria entre otros, con lo cual
crea nuevas perspectivas en relacion a la reparacion de estos tejidos y su posible
diferenciacion a otros linajes. (Verfaillie et al., 2002; Zuk et al., 2002; Lopez Moratalla,
2003; Mina & Braut, 2004; Morris et al., 2004).
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Figura 12. Diferenciacion de células madres embrionarias y adultas (Hernandez &
Dorticds, 2004)
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1.6.4. Clasificacion segun su potencial celular

Las células madre también pueden ser clasificadas segun la capacidad y posibilidades de
diferenciacion que posee, de acuerdo con el orden jerarquico de desarrollo en la que se
encuentre, pudiendo clasificarse en: totipotentes, pluripotentes, multipotentes vy

unipotentes (Weissman et al., 2001; Prosper & Verfaillie, 2008).

Totipotentes: son células madre embrionarias en etapas iniciales y tienen el potencial
de diferenciacién méas importante de todas las células madre, porque son las Unicas que

pueden para dar origen a todo el organismo.

Pluripotentes: son células procedentes de cualquiera de las 3 capas embrionarias y
pueden encontrarse en una serie de tejidos como el cordéon umbilical o la masa celular
interna del blastocito. Aungue por si solas no pueden dar origen a un individuo, si
pueden diferenciarse a todo tipo de células y tejidos del organismo. Las células madre

adultas mesenquimales y hematopoyéticas corresponden a esta clasificacion.

Dentro de esta categoria se encuentran las iPS (induced Pluripotent Stem Cells) que son
células madre adultas que mediante la reprogramacién genética, los cientificos han
logrado reconvertir en pluripotenciales, teniendo las mismas caracteristicas que las

provenientes del embridn.

Mulltipotentes: son células que logran diferenciarse a distintas células, pero solo
provenientes de su misma capa embrionaria. Algunas de estas células pueden presentar
diferenciacion celular muy similar a las embrionarias, segun las condiciones de cultivo.
Tal es el caso de las MAPC (multipotent adult progenitor cells) , que son células
obtenidas de células estromales de la medula 6sea y mantenidas en condiciones
especificas pueden generar la mayoria de tipos celulares de las capas embrionarias
(Daley et al., 2003). También se pueden encontrar células mulltipotentes en el liquido

amniotico.

Unipotentes: son aquellas células que solo pueden diferenciarse en un tipo celular y
han sido catalogadas como ceélulas precursoras (Rosenthal, 2003) o progenitoras
comprometidas (Verfaillie et al., 2002). Un ejemplo, son las células madre epidérmicas
encontradas en la capa basal de la piel, las cuales solo producen escamas queratinizadas
(Niesler, 2004).
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1.6.5. Células madre en medula ésea

En el afio 1957, el equipo del doctor E. Donnall Thomas, fue el primero que realizé
trasplantes de medula 6sea con la conviccidn de la existencia de una célula precursora

que originan todas las lineas celulares hematopoyéticas (Thomas et al., 1957).

Los avances de la ciencia en esta materia han llegado a desvelar que la composicion de
la médula 6sea es mas compleja de lo que se pensaba, ya que en ella se han identificado
varios grupos de células madres adultas que pueden ser clasificadas en: células madres
hematopoyéticas (HSC), células madre mesenquimales (MSC), células progenitoras
adultas mulltipotentes (MAPC) y células madre de poblacion lateral o Side Population
(SP) (Hernandez & Dorticds, 2004).

Uno de los mayores intereses cientificos en relacion a las células madres de la medula
Osea esta enfocado en comprender como y porque estas células migran hacia diferentes
tejidos de nuestro cuerpo como la sangre. Esta informacion permitiria replicar estas
sefiales en pos de su potencial utilizacion clinica. Tal es el caso de las HSC, que cuando
se movilizan a la sangre permite recolectarlas facilmente para su trasplante posterior,
comprendiendo que su anidamiento en la médula 6sea es determinante para el éxito del

trasplante (Méndez-Ferrer et al., 2010).

Asi también, los nuevos trabajos de células madre en medula ésea, nos permiten saber
hoy en dia que HSC y MSC conviven en un mismo microambiente especifico de la
medula 6sea llamado “nicho hematopoyético”. En este nicho las MSC cumplen un rol
fundamental, ya que se ha demostrado que a través de la presencia de nestina, una
proteina presente en su citoesqueleto, se puede estimular la migracion de HSC desde la

medula 6sea a la sangre (Méndez-Ferrer et al., 2010).
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1.6.5.1. Células madre mesengquimales (MSC)

Las MSC (del inglés Mesenchymal Stem Cell) (Ko¢ & Lazarus, 2001) son también
conocidas como células estromales, debido a su procedencia del estroma de la méedula
Osea (Prosper & Verfaillie, 2003). Estas células fuero las primeras células no
hematopoyéticas que se aislaron en médula désea, y poseen la capacidad de diferenciarse
en variados tipos celulares (Wobus, 2008) incluyendo condrocitos, adipocitos,
mioblastos, cardiomiocitos, neuronas y astrocitos tanto in vivo como in vitro (Pittenger
et al., 1999; Salem & Thiemermann, 2010), aunque su principal funcion parece ser la

formacidn del esqueleto a través de los osteocitos (Méndez-Ferrer et al., 2010).

A pesar de su increible potencial terapéutico, las funciones de MSC no han podido ser
estudiadas con facilidad debido a la falta de marcadores genéticos, aunque se sabe que
la nestina encontrada en su citoesqueleto es fundamental para estudiar su capacidad de

autorrenovacion en el modelamiento del hueso adulto (Méndez-Ferrer et al., 2010).

Ademas de encontrarse en médula 6sea, estas células también se pueden aislarse en
testiculos, tejido adiposo, higado, bazo, fluido amniético, pancreas, periostio, membrana
sinovial, masculo esquelético, dermis, cordon umbilical humano, pulmén, pulpa dental,
e incluso de sangre periférica. (Chen et al., 2008; Zhu et al., 2008; Vallée et al., 2009;
Vater et al., 2011). Su potencial regenerativo ha sido propuesto para en diferentes
enfermedades neuroldgicas (Woodbury et al.,, 2000) ademés del Parkinson y el
Alzhéimer, lesiones de médula espinal, quemaduras, enfermedades cardiacas y

osteoartritis entre otras condiciones (Gomillion & Burg, 2006).

1.6.5.2 Células madre hematopoyéticas

Las HSC, sin lugar a dudas han sido las células madre mas estudiadas durante los
ultimos 50 afos, debido a su gran efectividad en el tratamiento de diferentes
enfermedades y al trasplante que se hace de ellas con el fin de reconstruir el sistema

hematopoyético.
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Aunque en un comienzo se pensaba que solo estas células podian ser encontradas en
medula dsea, hoy en dia se pueden utilizar con fines terapéuticos extrayéndolas de
sangre periférica, producto de la movilizacion que se puede hacer a través de factores de
crecimiento como es el caso del granulocyte-colony stimulating factor o G-CSF
(Metcalf, 1985).

Las HSC, proveen billones de células sanguineas maduras por dia a nuestro organismo.
Cada una de ellas son fundamentales para mantener la homeostasis en nuestro cuerpo
(Attar & Scadden, 2004) y se ha comprobado que, aunque la mayoria de HSC
permanecen quiescentes en fase GO, en algin momento pueden entrar al ciclo celular

para dividirse (Ezoe et al., 2004).

Hoy en dia los marcadores celulares de HSC han sugerido que existe un progenitor
comun para estas células y las células progenitoras endoteliales (EPC). Actualmente se
asume que el hemangioblasto es el progenitor comun para EPC y HSC (Grant et al.,
2002), lo que explica el potencial endotelial de las HSC en la medula dsea y su

presencia en procesos angiogénicos y vasculogenicos (Rafii & Lyden, 2003b).

Ademas las HSC han demostrado un alto potencial de diferenciacion en la regeneracion
de diversos tejidos (Kerbling & Estrov, 2003). En modelo animal, se pueden observar
participando en musculo esquelético, musculo cardiaco, neuronas hepatocitos, células
endoteliales, alvéolos pulmonares, bronquios, tracto digestivo y piel (Theise et al.,
2000a; Daley et al., 2003). Asi también, en humanos se han podido comprobar
diferentes sitios en donde HSC pueden tener un papel diferenciador importante, como
en osteoblastos, hepatocitos, epitelio gastrointestinal, cardiomiocitos, piel y células de
Purkinje (Theise et al., 2000a; Daley et al., 2003; Kgrbling & Estrov, 2003). Estas
evidencias apoyan la teoria que las HSC que proceden de la médula 6sea, viajan a traves
de la sangre pudiendo implantarse en diferentes tejidos, para luego adquirir

caracteristicas especificas que ellos que incidan en procesos de regeneracion.
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1.6.5.3. Side Population

Una fraccion de la poblacion de células madre de médula 6sea, conocidas como células
de poblacion lateral o Side Population, se ha convertido en una caracteristica importante

para la definicion del compartimento de SC.

Aunque habitualmente las HSC se han identificado mediante su inmunofenotipaje de
membrana a traves de citometria de flujo, otra interesante estrategia es evaluarlas segun
su capacidad funcional para emitir mayor o menor fluorescencia cuando se analizan a
través de FACS (Fluorescence-activated cell sorting). Esta técnica se basa en
determinar su mayor o menor capacidad para expulsar esos citofluorocromos, siendo

dos de los mas caracteristicas el Hoechst 33342 y el DyeCycle Violet.

A través de citometria de flujo se pudo comprobar que esta capacidad de eliminacion de
citofluorocromos se debe a que esta subpoblacion de células madre posee dos tipos de
transportadores en su membrana, que se unen con ATP y son miembros de la familia
ABC (ATP-binding cassette), estos son: ABCG2 vy la glicoproteina P (P-gp) (Eaker et
al., 2004). Estos transportadores son los responsables de las caracteristicas resistentes y
de extrusion que poseen las SP, siendo este mecanismos utilizado como medio de
autoconservacion celular (Zhou et al., 2001). Ademas la presencia de los
transportadores ABCG2 constituye una indicador de una célula madre muy primitiva
dentro de las SC (Scharenberg et al., 2002).

Cuando se estudia este grupo de SP por citometria de flujo, se distinguen un patron
caracteristico en el cual se observa en la imagen con una especia de “cola” en relacion al
cumulo de células con caracteristicas de SC, por lo que de ahi deriva su nombre de side
population. Se ha observado que esta subpoblacion celular se encuentra en estado
quiescente hasta que son activadas mediante diferentes mecanismos los cuales incluyen
la adicion de citosinas (Quaini et al., 2002). Experimentos de repoblacion demostraron
que estas células SP, contienen la gran mayoria de la actividad HSC desde la médula
0sea murina, aungue necesitan estar enriquecidas por lo menos 1000 veces mas que las

HSC, antes que la reconstitucion in vivo se produzca (Goodell et al., 1996).
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Ademas se ha demostrado que las SP pueden dar lugar a diferentes tipos de células
especializadas que incluyen tejidos no hematopoyéticos (Polli, 2000; Prosper &
Verfaillie, 2003) pudiendo tener un importante valor terapéutico para la medicina

regenerativa (Alvi et al., 2003; Barquinero et al., 2005)

1.6.5.4. Células progenitoras multipotentes adultas

En el afio 2001 el laboratorio de Catalina Verfaillie en la Universidad de Minnesota,
descubrio de forma accidental una poblacion celular con caracteristicas diferentes a la

mayoria de las células madre, mientras intentaban seleccionar y cultivar células MSC.

Este nuevo grupo celular presentaba caracteristicas de células madre somaticas adultas
con una capacidad de proliferacion inagotable y diferenciacion pluripotente tanto in

vitro como in vivo (Reyes et al., 2002; Jiang et al., 2002).

Estas células se denominaron MAPC (multipotent adult progenitor cells). Las MAPC
representan una poblacion de células progenitoras mas primitivas que las MSC (Van't
Hof et al., 2007). Luego que se introducen en blastocistos murinos, pueden generar la
mayoria de los tipos celulares derivados de cualquiera de las 3 capas embrionarias
(Verfaillie et al., 2002), mostrando en ser humano, raton y rata la capacidad de
diferenciar con éxito a osteoblastos, condroblastos, adipocitos y mioblastos esqueléticos
(Reyes et al., 2001). Ademaés se ha observado que puede diferenciarse en células con
caracteristicas morfologicas, fenotipicas y funcionales de las células endoteliales (Reyes
et al., 2002), y de hepatocitos (Schwartz et al., 2002).

Esta amplia plasticidad que se observa en las MAPC emulan las caracteristicas de las
células madre embrionarias, mientras que las caracteristicas de células madre adultas y
su obtencion de medula Osea autdloga las hace mas susceptibles de aplicacién
terapéutica. Ademas se ha visto que puede ser capaz de proliferar a mas de 120

divisiones celulares sin un aparente envejecimiento (Prosper & Verfaillie, 2003).

Hoy en dia los factores limitantes para el empleo de las MAPC, son las condiciones tan
especializadas que son necesarias para su cultivo, principalmente la densidad celular,
concentracion de CO,, el pH del medio, la utilizacién de muchos de suero fetal de

ternera, e incluso el tipo de plastico de cultivo que se utiliza (Verfaillie, 2004).
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Por otra parte, las condiciones que se requieren para que se diferencien en tipos
celulares especificos no estan totalmente esclarecidas, por lo que esto es un tema de

gran interés y objeto en la actualidad de diversas investigaciones (Daley et al., 2003).

Aun asi la identificacion de las MAPC abre nuevas perspectivas a su posible aplicacién
terapéutica, ademas de proporcionar nuevas perspectivas al estudio y el comportamiento

de las células madre.

1.6.5.5. Células Ovales

El afio 1999, se obtuvieron células ovales (células progenitoras) a partir de HSC de
médula 6sea, las cuales migran al higado para dar paso a la regeneracion de este tejido
(Petersen et al., 1999).

El higado es un 6rgano que presenta distintos tipos de cicatrizacion dependiendo de la
gravedad de esta (Lorenti, 2001). En dafios minimos o moderados no se activa la sefial
de células ovales, y solo se resuelve por la proliferacion de tejido conectivo. Sin
embargo, en presencia de dafios mas graves, el higado se regenera de forma muy répida
debido a la presencia de células ovales, hepatocitos y células epiteliales biliares (Oertel
& Shafritz, 2008).

Investigaciones evidenciaron en modelo animal y mas tarde en humanos, que en la
médula 6sea también se encuentra una poblacion de células ovales que poseen una
capacidad generativa bipotencial, siendo capaces de dar paso a hepatocitos y células
epiteliales involucradas en los ductos biliares (Theise et al., 2000a, 2000b; Petersen,
2001).

Debido a las caracteristicas inmunofenotipicas similares a las células ovales, que poseen
una pequefia subpoblacion de células de la medula ésea, es que sabemos que dentro del
conjunto de células medulares se encuentra una porcion de células ovales que pueden
contribuir a la regeneracion hepatica en caso de que la sefializacion de este 6rgano la
requiera (Verfaillie et al., 2002), transformandose en células itinerantes y con pleno

potencial regenerativo en el higado (Sarradell et al., 2010).
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Todos estos estudios, nos sirven para comprender la heterogeneidad que poseen el
conjunto de células presente en la médula désea y lo importante que son para la

regeneracion de tejidos en todo el organismo, previa via de sefializacion.

1.6.6. La relacion existente entre las células madre, la hipoxia y el

ejercicio.

1.6.6.1. Hipoxia y células madre

Como se ha visto, las células madre responden a sefiales ambientales que activan su
proceso de auto-renovacion o diferenciacion, dependiendo del requerimiento del tejido
involucrado (Fuchs & Segre, 2000). Uno de los estimulos que se ha visto que tiene
directa incidencia con la activacion de las células madre es la hipoxia (Zhu et al.,
2005a; Grayson et al., 2007). El oxigeno es un potente controlador y activador de
cascadas de sefalizacion que regulan la expresion de células madre o células
progenitoras en nuestro organismo. Ejemplo de ello es HIF-1 quien regula la
transcripcion de un numerosos genes, como los de la eritropoyetina (EPO) y el factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF). Ambos cumplen roles fundamentales en

equilibrio homeostatico del oxigeno celular y sistémico (Semenza, 2000).

Sabemos que las HSC y MSC residen en lugares severamente hipoxicos dentro de la
médula 0sea y que esta condicion favorece directamente a las HSC mejorando su
proliferacion y capacidad de auto-renovacion (Ivanovi¢ et al., 2000; Eliasson &
Jonsson, 2010). Esta bien establecido que el estimulo hipdxico intermitente aumenta las
HSC, pudiendo ser utilizado para mejorar el sistema inmunitario (Serebrovskaya et al.,
2011). Ademas en combinacion con estimulos como el ejercicio, se ha observado que
tanto la hipoxia hipobarica (Theiss et al., 2008), como la hipoxia hipobarica

intermitente (Viscor et al., 2009), han incrementado las HSC circulantes en sangre.

Aunque la hipoxia por si misma incrementa la proliferacién de multiples SC (Grayson
et al., 2007), en el caso de las MSC se ha observado que puede aumentar su pool 15
veces al ser expuesta a hipoxia cronica en muestra animal (Rochefort et al., 2006). Las
MSC circulantes, en condiciones fisioldgicas, han sido detectadas con escasa frecuencia
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y aun no se logra obtener un protocolo claro para aislarlas en sangre periférica (He et
al., 2007), sin embargo en estudios realizados con apnea obstructiva, se ha podido
observar un aumento de MSC circulante, luego de 5 h de este proceso que involucra

hipoxia intermitente e inflamacion (Carreras et al., 2009).

Multiples investigaciones sugieren que la hipoxia es un estimulo sensible para la
presencia de MSC en sangre (Ceradini et al., 2004; Ceradini & Gurtner, 2005),
implicando a HIF-1a como el responsable de inducir su movilizacién (Rochefort et al.,
2006; Liu et al., 2011), lo cual permitiria que estas células dejaran su nicho en la

médula dsea y pasara a la sangre periférica con el objetivo de migrar al tejido requerido.

Otro factor de tener en cuenta, en cuanto a los efectos de la hipoxia, es su incidencia en
los procesos angiogenicos y vasculogénicos en los cuales se incluye la activacion de
EPC (Asahara & Kawamoto, 2004; Murasawa & Asahara, 2005). La creacion y
proliferacion de nuevos vasos sanguineos es de suma importancia en procesos
regenerativos, por lo que las EPC derivadas de la médula 6sea que circulan por sangre
periférica, tienen un papel fundamental en neovascularizacion del endotelio lesionado
(Asahara et al., 1997; Urbich & Dimmeler, 2004).

Luego de procesos hipoxicos dependientes de HIF-1, se liberan VEGF y EPO, que
estimulan la movilizacién de EPC de médula désea hacia la sangre periférica (Bahlmann
et al., 2003; Fandrey, 2004). Esta proliferacion de EPC, permite que estas células se
adhieran y se incorporen a capas del endotelio (lwaguro et al., 2002) en tejidos
expuestos a hipoxia, siendo el conjunto de factores provocados por ésta, los que provoca

lo que posiblemente determine la diferenciacion de EPC (Blau et al., 2001).

En cuanto a las SP de médula 6sea, las cuales tienen un alto poder de diferenciacion en
modelo animal y humano (Dubinska-Magiera et al., 2013), se ha observado que estan
estrechamente ligadas a la diferenciacion celular de HSC (Cavazzana-Calvo et al.,
2004). Bajo condiciones hipdxicas las células marcadas con transportadores ABCG2
mejoran la supervivencia (Krishnamurthy et al., 2004a), y también en cultivos celulares
bajo estas mismas condiciones se logran diferenciar las SP a linaje endotelial
(Maruyama et al., 2013).
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Estas células por su alto grado de resistencia a farmacos debido a la accion se sus
transportadores ABC, han sido de gran interés de estudio para tratamientos contra el
cancer, ya que por un lado protegen a la célula de diferenciacion o cambios (Balbuena et
al., 2011), cumpliendo un importante rol en la barrera funcional de tejidos y su accion
protectora de xenobioticos (Leslie et al., 2005). En este contexto también se ha
comprobado que el estrés provocado por el estimulo hipdxico puede mejorar la accién
de las SP, lo cual pasa frecuentemente en la progresion del tumor en el mieloma
mdaltiple (Wen et al., 2014).

1.6.6.2. Ejercicio y células madre

El musculo esquelético es el responsable principal tanto del movimiento como del
mantenimiento de la postura del ser humano. Su regeneracion y crecimiento esta ligado
principalmente a la accion de las células madre residentes en ¢l, llamadas “Células

Satélite”.

Las células satélite son células madre musculares que se han identificados por su
conexidn directa a las fibras musculares, ya que se localizan entre la lamina basal y el
sarcolema (Mauro, 1961). Estas células en el mdsculo adulto, estan en un estado
quiescente en condiciones fisioldgicas normales y representan entre el 2,5% a 6% de
todos los ndcleos de fibras musculares (Asakura et al., 2002; Fujimaki et al., 2013).
Cuando son activadas por una lesion muscular, estas células proliferan, se auto-
renuevan y se diferencian, para dar origen a nuevas fibras musculares en pocos dias
(Chargé & Rudnicki, 2004), sin embargo su capacidad de auto renovacion es limitada,
lo que significa que en condiciones patoldgicas el musculo esquelético puede padecer
degeneracion (Wabhl et al., 2008).

La activacion de las células satélite inducida por el ejercicio, se relaciona especialmente
con el ejercicio excéntrico, pudiéndose observar un incremento de estas tanto en
modelo animal (Umnova & Seene, 1991; Smith et al., 2001), como en humanos

(Kurosaka, 2012), bajo estas condiciones.

Las caracteristicas de estas células de diferenciacion y auto renovacién, observadas

tanto in vivo como in vitro cumplen con la clasificacion bésica de las células madre.
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Ademas, algunos estudios han comprobado que su inmunofenotipificacion presenta
marcajes similares a las EPC. Por tanto, se ha planteado la posibilidad de un origen
comun para ambos tipos de células (Kardon et al., 2002), asi como también que las EPC
pueden ser capaces de diferenciarse en células satélites (Hwang et al., 2004; Zammit et
al., 2006).

Durante el ejercicio, se ha demostrado que se generan una serie de estimulos mecanicos,
metabolicos e hipdxicos que estimulan de manera importante el aumento de celulas
madre circulantes, desempefiando un papel clave en el tratamiento y la regeneracion del

dafio muscular inducido por el entrenamiento (Kurosaka et al., 2012).

Numerosos estudios han demostrado que el ejercicio mejora la regeneracion del sistema
cardiovascular y el muasculo esquelético, mediante la movilizacién de células madre de
estos organos (Crameri et al., 2007) y también mediante el reclutamiento de células
madre o progenitoras circulantes en sangre (Laufs et al., 2004). Asi se ha podido
observar que existe un aumento de HSC provocado por el ejercicio, el cual esta
relacionado con su determinante participacion que tienen en el proceso de regeneracion
muscular (Sherwood et al., 2004; Abedi et al., 2007a), produciéndose ademas un
reclutamiento de HSC circulantes en la sangre periférica para lograr este objetivo
(Laufs et al., 2004).

En el caso de las EPC, el aumento del reclutamiento en sangre periférica provocada por
el ejercicio, se debe a que cumple un rol critico en la fase temprana de la regeneracion
muscular (Wagatsuma, 2007a). Aunque estudios han observado un aumento de EPC en
humanos tras doce semanas de ejercicio (Hoetzer et al., 2007), la importancia de la
presencia EPC se ve justificada por el importante papel que tienen en la contribucion
de la regeneracion vascular y angiogénesis que se induce por el mismo ejercicio (Sarto
et al., 2007; Ribeiro et al., 2013).

Aungue hace algun tiempo se presumia que las células satélite eran las Unicas células
madre comprometida en el musculo y responsables del crecimiento postnatal y la
regeneracion de este (Seale & Rudnicki, 2000), estudios posteriores demostraron que
también hay una poblacion de células madre adultas, llamadas “Cé¢lulas Madre
Derivadas de Musculo” o MDSC (muscle- derived stem cell). Estas MDSC exhiben la
capacidad para reconstituir todos los tejidos hematopoyéticos después de la inyeccion

intravenosa en ratones irradiados (Jackson et al., 1999; Kawada & Ogawa, 2001).
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Estas MDSC aisladas por FACS a través del protocolo de SP, registran la misma
actividad regeneradora de miotubos que las SP derivadas de médula ésea (Gussoni et
al., 1999). Ademas representan una importante funcion, al observarse que en musculo-
Pax7 deficiente, estas células SP de musculo exhiben un alto nivel de actividad
progenitora hematopoyética, aun en ausencia de células satélite miogénicas (Seale et al.,
2000).

Estos datos nos confirman, que las MDSC son una poblacion celular distinta de las
células satélites. Las cuales pueden diferenciar a mioblastos (Asakura et al., 2002) y
ademas mantener su actividad miogénica intrinseca después de su propagacion (Lapan
et al.,, 2012), llegando incluso a poder diferenciarse en las mismas células satélite
(McKinsey et al., 2001).

Por lo tanto podemos concluir que la regeneracion del musculo esquelético se ve
influenciado por una serie de condiciones fisiologicas, en las cuales estdn presente
células satélite y MDSC presentes en su estructura, sin embargo, son criticamente
dependientes de la presencia y la funcién de las células madre y progenitoras circulantes
derivadas de médula ésea (Wahl et al., 2008).

1.7. Citometria de flujo e inmunotipificacion de células

madre.

La citometria de flujo, es una técnica biofisica que permite medir y analizar de forma
cuantitativa y objetiva, células, nucleos, cromosomas, mitocondrias u otras particulas
en suspension (Barrera Ramirez et al., 2004). En términos simples consiste en hacer
pasar una muestra de células por un flujo laminar producido por otro liquido isotonico,
lo cual hace que las células viajen ordenadas una tras otra. Luego un rayo laser incide en
cada célula, pudiendo clasificarlas en funcion a tres caracteristicas: su tamafio relativo
(Forward Scatter o FSC), su granularidad o complejidad citoplasmatica (Side Scatter-
SSC) y su intensidad de fluorescencia, que es la emision de luz provocada por los

fluorocromos presentes en la célula, cuando son excitados por el laser.

75



Todas estas sefiales son transformadas en impulsos eléctricos y se digitalizan a través
del procesamiento de un computador, lo cual nos permite realizar analisis
multiparamétricos simultaneos, pudiendo observar caracteristicas fisicas y quimicas en
mas de dos mil particulas por segundo (Shapiro HM, 2003). Ademas es posible separar
las poblaciones de células que se requieren para el analisis (Parks & Herzenberg, 1984),

lo cual corresponde a la base de la técnica conocida como FACS.

En el estudio de las células madre, FACS se ha vuelto una técnica fundamental para el
logro de este objetivo, tanto por la inmunofenotipificacion como por la
inmunofluorescencia celular que pueden ser evaluadas bajo esta técnica. La
clasificacion celular puede estudiarse en base a sus propiedades fisicoquimicas,

inmunoldgicas y funcionales.

En el caso de la clasificacion inmunoldgica se basa en la utilizacion de anticuerpos que
se dirigen contra moléculas celulares Ilamadas antigenos, especificamente a la zona
denominada epitopo o determinante de antigénico. Asi, la inmunofenotificacion es la
técnica que se utiliza para poder identificar estas células, a traves de proteinas que
expresan dentro de su estructura, con el fin de poder caracterizarlas (Salgado Lynn,
2002). Junto a ella, también se utiliza la inmunofluorescencia, que se obtiene por los
fluorocromo que estan unidos a los antigenos (en su estructura molecular), pudiendo
determinar la proporcion o el nimero de células que poseen un determinado marcador

comportandose bajo propiedades comunes.

Para poder clasificar la gran cantidad de Anticuerpos monoclonales (mAbs) generados
por los diferentes laboratorios, es que se propuso en 1982 en la 1* Conferencia
Internacional de Antigenos de Diferenciacion de los Leucocitos Humanos (HLDA),
asignar a cada anticuerpo un factor de diferenciacion que sefialara la molécula que
marcaba en la superficie celular, el cual lo llamaron “Cumulo de diferenciaciéon” o CD

(Cluster of differentiation) (Fiebig et al., 1984; Bernard & Boumsell, 1984).

Los CD principalmente utilizados para la identificacion linfocitaria, nos permiten
clasificar a los antigenos de la superficie celular conforme progresa tanto su
maduracion, como su diferenciaciéon, con lo cual se logra asignarles componentes
fenotipicos Unicos al estado de diferenciacion en que se encuentren estas celulas
(Bernard & Boumsell, 1984).
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Entendiendo que cada céelula puede presentar mas de un CD, para indicar su presencia la

¢ 9

superficie celular se utiliza un signo “+” o “pos” y en el caso de ausencia un 0
“neg”, lo cual permite determinar de forma especifica el grado de diferenciacion que

posee.

1.7.1. CD45

CD45 es una glicoproteina expresada de manera constitutiva en todas las células
hematopoyéticas, incrementando su densidad en los estadios finales de la
hematopoyesis en los diferentes linajes leucocitarios (Collino et al., 2006). Su expresion
aumenta durante la diferenciacion normal de linfocitos B y permanece de manera
estable en células maduras (Hendrickx & Bossuyt, 2001). En el caso de los linfocitos T,
CD45 se expresa en varias isoformas diferentes, cada una de las cuales muestra una
capacidad diferente para apoyar la activacion de estos linfocitos (Cahir McFarland et
al., 1993). En el caso de otras céelulas, CD45 se pierde en la maduracion de los

megacariocitos, eritrocitos y células plasmaticas (Dahlke et al., 2004).

En definitiva, la expresion de CD45 no es la misma en todos los leucocitos en
condiciones normales, lo mismo que en las diferentes neoplasias hematologicas
(Tytherleigh et al., 2001), lo cual contribuye a distinguir entre los diferentes tipos
celulares presentes y a la identificacion de pequefias poblaciones de células (Collino et
al., 2006). En citometria de flujo, se ha estudiado la expresion de este debido a la
importancia que tiene al distinguir tanto el linaje celular como el estadio de maduracion

de la mayoria de las células hematopoyéticas (Shah et al., 1988).
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1.7.2. CD34

CD34 es una glicoproteina que esta fuertemente glicolisada y funciona como factor de

adhesion célula-célula, pudiendo mediar en la unién de células madre a la médula dsea.

Aunque clinicamente la presencia de CD34 se asocia a la seleccion de HSC para
trasplantes de médula 6sea (Nielsen & McNagny, 2008), hoy en dia sabemos que esta
presente en células madre mesenquimales, células progenitoras endoteliales, células
endoteliales de los vasos sanguineos pero no linfaticos, mastocitos, células dendriticas,
en la dermis de la piel, asi como las células en los tumores de tejidos blandos, entre

otras estructuras (Sidney et al., 2014).

Aunque su funcion en la célula no se conoce con exactitud (Furness & McNagny,
2006), su alta expresion en la células madre indica que estas se encuentran en una fase
mas primitiva en su diferenciacion (Dorantes-Acosta et al., 2008) y por lo tanto con una

mayor potencialidad de diferenciacion.

La aplicacion clinica de células marcadas con CD34 +, se basa en la utilizacion métodos
de inmunofluorescencia para deteccion de células madres, pudiendo aislarlas y

utilizarlas tanto en investigacion como para el trasplante de medula 6sea.

En relacion a las HSC los métodos actuales de caracterizacion inmunoldgica se realizan
con marcadores de superficie celular tales como CD34 o CD133 (Wojciechowski et al.,
2008), asi también CD34 es utilizado para el marcaje de células MSC, aunque su

porcentaje en comparacion a HSC es menor que 0,5% (Tong et al., 1994).

Hoy en dia para el estudio de HSC circulantes se utiliza un marcaje de CD34+ y CD45+
(Fritsch et al., 1997; Fornas et al., 2000) lo cual incida con especificidad que se trata de
células con un caracter mas diferenciado dentro de las HSC dentro de los protocolos de
ISHAGE (International Society of Hematotherapy and Graft Engineering protocol)
(Sutherland et al., 1996).
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Estudios basados en la EPC no definen un marcador especifico para estas células, ya
que parece ser un grupo heterogéneo asociado con diferentes perfiles de expresion de
antigenos de superficie celular. Sin embargo, estas células se han caracterizado bien
bajo el marcaje de CD34+ (Asahara et al., 1997; Asahara & Kawamoto, 2004), aunque
presentan un marcaje CD45™, que difiere de las HSC (Timmermans et al., 2007; Case
et al., 2007).

La pertinencia de células que expresan CD34 + en relacion al ejercicio y el dafio
muscular, se ha obtenido a lo largo de varios estudios. Estos incluyen HSC fenotipo
CD34+/CD45+, con un papel importante en el proceso de regeneracion del musculo
esquelético (Sherwood et al., 2004; Abedi et al., 2007a), ademés la poblacién EPC
CD34 +/ CD45™ que se ha visto que cumple un rol fundamentales en la angiogénesis y
la vascularizacion durante este mismo proceso de recuperacion (Wagatsuma, 2007b;
Ribeiro et al., 2013).

1.7.3. DCV

Para distinguir las células sanguineas nucleadas de eritrocitos, hemos explorado la
posibilidad de utilizacion de una sonda fluorescente llamada Vybrant® DyeCycle ™
Violet (DCV). El analisis de sangre total, utilizando protocolos habilitados para
citometria de flujo sin lisar la sangre, tienen ventajas sobre las técnicas convencionales
de inmunofenotipo celular. La lisis de globulos rojos puede resultar en la deplecion de
leucocitos, ademas de lisis celular incompleta, lo que hace dificil para el estudio de
células raras (Fritsch et al., 1997). Ademas, los eritrocitos de rata son mas resistentes a
la lisis que los eritrocitos humanos, por lo que se debe repetir los pasos de lisis para
precisar la muestra en el citometro. Para evitar estos problemas, se decidid realizar una
serie de mediciones de células de rata utilizando citometria, centrados en combinacion
con metodologia desarrollada previamente, cuyo objetivo es detectar las células CD34 +

humanas (Fornas et al., 2000).
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DCV es una tincion ideal para el analisis de contenido de ADN en las células vivas, ya
que es permeable en la célula y luego de su unién a la doble cadena de ADN, emite una
sefial fluorescente que es proporcional a la masa de ADN (Telford et al., 2007). Ademas

puede excitarse con laser violeta y ultravioleta creando una emision de ~ 440 nm.

El protocolo de tincion es simple, ya que incluye la incubacion de células suspendidas
en la presencia de DCV y la medicidon directa de la fluorescencia, sin la necesidad de
tratamiento adicional o centrifugacién (Invitrogen, 2006), pudiendo ser utilizado para la

tincién simultanea con anticuerpos.

Curiosamente, el DCV es un sustrato para las bombas de resistencia a multiples
farmacos expresadas en células madre hematopoyéticas. Células CD34 + se enriquecen
en P-glicoproteina (P-gp). En 1991, Chaudhary et al., Se encontré que la tincion de
células de médula 6sea humana con tintes fluorescentes se potencia por inhibidores de
P-gp y se correlacionada inversamente con la P-gp expresion (Chaudhary & Roninson,
1991; Chaudhary et al., 1992). Desde que P-gp se expresa en practicamente todas las
células progenitoras hematopoyéticas, incluyendo las células de cultivo iniciadoras de
largo plazo, llegaron a la conclusién de que los mas altos niveles de P-gp entre los
progenitores se asociaron con células que presentan caracteristicas de células madre

pluripotentes.

Todo estos antecedentes fundamentan la importancia de la utilizacién de DCV,
posibilitando los ensayos funcionales de SP con excitacién de laser violeta (Petriz,
2013; Telford, 2013).
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Puntos claves Parte 3

e Las células madre constituyen una reserva regenerativa de nuestro organismo. Son
responsables de dar origen a células especializadas, lo que les otorga un rol clave
en el desarrollo de la medicina regenerativa

e En médula 6sea se han encontrado HSC, MSC, MAPC y SP.

e Las HSC con células madre pluripotentes capaces de dar origen a cualquier
elemento forme de la sangre, mientras que las SP poseen un alto grado de
diferenciacion, mostrando caracteristicas mas primitivas dentro de las células
madre.

e Estudios han reportado que tanto el ejercicio como la hipoxia pueden provocar la

activacion de células madre y su posterior diferenciacion.
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Los objetivos de esta tesis doctoral son:

1. Determinar si la respuesta hematopoyética desencadenada durante un programa
IHH, podria provocar alteraciones en el comportamiento hemorreoldgico,

generando efectos negativos en el suministro de oxigeno a los tejidos.

2. Cuantificar y contrastar los efectos de la IHH y el ejercicio en el aumento del

numero de células progenitoras en la circulacion sanguinea periférica.

3. Determinar los efectos de la IHH combinada o no con el ejercicio aerébico

ligero en normoxia, genera cambios en la presencia de SP en la médula Osea.
4. Establecer la dindmica temporal en las modificaciones de la concentracion de

HSC, EPC y SP en los diferentes grupos de animales, segun las diferentes

condiciones experimentales.
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El doctor Gines Viscor Carrasco, como director de la Tesis Doctoral presentada por
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La exposicion a hipoxia hipobarica ha sido reconocida como un factor medioambiental
responsable de provocar maltiples cambios a nivel metabdlico y fisioldgico en los seres
humanos. Durante los primeros momentos de exposicién el organismo realiza una serie
de adaptaciones para compensar la falta de oxigeno principalmente a través del sistema
nervioso autonomo basado en reflejos quimicos y baroreceptores, lo que provoca un
aumento del gasto cardiaco, aumento de la capacidad de difusion pulmonar y cambios
en la hemoconcentracion, entre otros (Reynafarje & Hurtado, 1971; West, 1998; Ricart
et al.,, 2000). Muchos de estos cambios son mediados por la via de sefializacion
dependiente del factor inducible por hipoxia (HIF) (Semenza et al., 2006), sin embargo,
el tipo y la duracion de la exposicion hipoxica son fundamentales para prever los tipos

de cambios que se obtendran tras la exposicion.

Actualmente sabemos que la hipoxia hipobarica intermitente (IHH), es reconocida como
un medio eficaz de estimular la eritropoyesis (Rodriguez et al., 1999; Casas et al.,
2000) demostrando ser una alternativa valiosa para aprovechar los beneficios
metabolicos que provoca la hipoxia sin perjudicar nuestro organismo. Este tipo de
exposicion ha sido estudiada con gran interés en el area del deporte, por sus maultiples
beneficios en el rendimiento deportivo (Gore & Hopkins, 2005; Millet et al., 2010) y en
medicina de montafia, por su importante funcion en el proceso de aclimatacion a altura
geografica (Richalet et al., 1992; Casas et al., 2000).

Recientemente otros potenciales beneficios de la IHH han sido reportados (Xi &
Serebrovskaya, 2009), alguno de los cuales sugieren que la exposicion a IHH puede
incidir en el aumento de células madre (Zhu et al., 2005b; Viscor et al., 2009) y en la
adaptacion del tejido muscular a condiciones hipoxicas, lo cual favorecerian el
entrenamiento en altura (Hoppeler & Vogt, 2001; Panisello et al., 2008; Faiss et al.,
2013). Sin embargo, la correlacion de ambos efectos y su relacién con las posibilidades
regenerativas que se pueden obtener a nivel muscular no han sido completamente

abordadas.

El ndcleo fundamental de esta tesis doctoral estd compuesto por dos estudios que
valoran como la exposicion a hipoxia hipobérica intermitente combinada con ejercicio
aerobico ligero, puede propiciar mejores condiciones de regeneracion muscular del
tejido esquelético dafiado. Si bien hay otras tesis doctorales en paralelo enfocadas en los

resultados a nivel muscular, en este estudio nos hemos centrado en los aspectos
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hematoldgicos. La razon de ello es la necesidad de controlar en esta situacion
experimental los pardmetros relacionados con la serie roja, puesto que el conocido
efecto hematopoyético de la hipoxia intermitente podria suponer una alteracion en las
condiciones reoldgicas sanguineas, y por ende, en el aporte de oxigeno a los tejidos. Por
consiguiente ademas de monitorizar el perfil hematologico completo de los animales
estudiados hemos evaluado la presencia de células madre hematopoyéticas en sangre
periférica y Side Population (SP) en médula dsea, considerando los posibles cambios
hemorreoldgicos provocados por la condicion este tipo de exposicion hipdxica, los
cuales afectan directamente a la microcirculacion, la perfusion y el suministro de

oxigeno en los tejidos.

Los diferentes grupos experimentales y tiempos de muestreo (Anexo 1) fueron incluidos
en uno riguroso disefio experimental (Anexo I1), el cual asegurd un procedimiento de

calidad en todo el proceso de estudio.

Ambos estudios midieron pardmetros hematoldgicos bajo las mismas condiciones
experimentales, sin embargo el primero de ellos estuvo enfocado a establecer los
cambios hemorreoldgicos observados por la viscoelasticidad de la sangre, mientras que

el segundo se enfocd en la deteccion de células madre.

Referente al estudio de las propiedades reologicas de la sangre, las diversas
investigaciones que consideran la variable hipoxica dentro de sus protocolos, deben
tener en cuenta que muchos tratamientos que involucran repetidas exposiciones de IHH
pueden tener efectos adversos sobre algunos parametros reoldgicos como la viscosidad
sanguinea y el plasma (Yelmen et al., 2011) afectando directamente el suministro de
oxigeno en los tejidos. Basado en estudios anteriores (Viscor et al., 2003; Esteva et al.,
2009b), se pueden obtener importantes parametros hemorreoldgicos a ser considerados,
no obstante, el flujo oscilatorio de la sangre se ve fuertemente afectado por pardmetros
como la temperatura, el gradiente de velocidad, el plasma y especialmente el
hematocrito, los cuales deben ser analizados bajo condiciones experimentales que
respeten la cinética de la sangre como un fluido viscoelastico (Nash & Meiselman,
1985; Thurston, 1989, 1990; Thurston et al., 2004). Aunque la viscoelasticidad esta
determinada en gran medida por la agregabilidad y deformabilidad de los RBC (Lowe,
1988), sin duda alguna cualquier alteracion en los pardmetros hematoldgicos puede
incidir en el flujo sanguineo y en su capacidad de aporte de oxigeno a los tejidos.
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Basado en estos conceptos es que los parametros hematologicos son el punto de partida
para poder comprender los primeros efectos que tienen las condiciones experimentales
sobre la sangre. En ambos estudios, los parametros hematoldgicos medidos fueron

similares, a pesar de que los animales muestreados pertenecian a diferentes cohortes.

Los valores hematologicos para el grupo no entrenado, fueron similares a los
encontrados en la literatura. Como era de esperar, los resultado de la respuesta
eritropoyética provocada por la exposicion intermitente a altitud simulada (Esteva et al.,
2009Db), tuvieron directa incidencia en los grupos de sometidos a hipoxia e hipoxia-
ejercicio, en los valores referidos a RBC, Hb y Hc en comparacion con los otros grupos
experimentales. En ambos estudios se observa un aumento paulatino de estos valores
tras los dias de exposicién a hipoxia, los cuales son muchos mas evidentes en el grupo
EHYP que presenta diferencias claras con los grupos basales y con el grupo el grupo

control, especialmente transcurridos siete dias de tratamiento.

Aunque los grupos experimentales registraron valores altos de Hc y RBC en
comparacion a los no entrenados, no sucedié lo mismo con el grupo entrenado y sin
dafio muscular, que mostré valores méas bajos en comparacion con los no entrenados.
Entrenamientos de duracion similar pero con una intensidad mayor (4 semanas de
programa, corriendo a 25 m-min * durante 1h diaria) mostraron una tendencia inversa
en ratas Wistar (Senturk et al., 2001), no obstante, la misma tendencia que la apreciada
en el presente estudio sobre los parametros hematologicos fue observada en un

programa de entrenamiento mas largo e intenso (Zhao et al., 2013).

Hematol6gicamente no se encontraron valores tan altos como los reportados en otros
estudios recientes en ratas que llevaron a cabo sesiones de ejercicio extenuante con
protocolos de exposicion hipoxia normobarica, similares a los que son ampliamente
utilizado por atletas humanos (Bor-Kucukatay et al., 2014). Sin embargo, los valores
observados en esta tesis, indican que los efectos eritropoyeticos causados por la hipoxia
tienen un efecto sinérgico con el ejercicio moderado en normoxia, pudiendo causar una
mayor demanda de oxigeno transitoria en ratas con dafio muscular tras el séptimo dia de

haber sido sometidas a estas condiciones experimentales.

Para establecer los cambios reolégicos de la sangre, se tuvieron en cuenta los factores
de viscosidad, elasticidad y tiempo de relajacion (Anexo Il1). Este ultimo pardmetro

indica la velocidad con la cual los eritrocitos pueden cambiar de forma y orientacién, lo
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cual es una propiedad importante para mantener la capacidad de perfusion en el lecho
microvascular. Asi, por ejemplo, su disminucion se relaciona con una mayor capacidad
de deformacién y orientacién dentro del flujo y viceversa. Por lo tanto, el tiempo de
relajacion es un parametro que ayuda a comprender el tiempo de respuesta que tiene el

eritrocito para progresar en la microcirculacion y asi favorecer al flujo sanguineo.

En relacion a las velocidades de cizallamiento evaluadas, estas fueron valores
representativos de las condiciones fisioldgicas circulatorias en las cuales se
consideraron los efectos de agregacion, transicion y deformabilidad, muy bien
estudiadas como condicionantes propias de la circulacion sanguinea (Thurston, 1989,
1990).

Similar a como se ha observado en entrenamientos prolongados de resistencia (Connes
et al., 2012; Zhao et al., 2013), no hubo cambios significativos en la viscosidad y
elasticidad entre de los grupos basales (entrenados y no entrenados), aunque los valores
del grupo entrenado tendieron a ser mas bajos. Sin embargo el tiempo de relajacion del
grupo entrenado fue consistentemente menor, especialmente en el area de agregacion
(bajo gradiente de velocidad), al comparar ambos grupos, con lo cual se puede inferir
qgue un periodo de dos semanas de entrenamiento provoca una mayor plasticidad
morfolégica de los eritrocitos que puede interpretarse como favorable desde un punto de
vista hemorreoldgico. Luego del protocolo de dafio muscular la viscoelasticidad cambio
por completo. Todos los grupos experimentales en los primeros dias post-dafio muscular
(fase temprana) mostraron un componente viscoelastico mayor que el grupo entrenado,
posiblemente como consecuencia de los bajos valores que se observé en este ultimo
grupo. En el caso del grupo control se observo una tendencia a disminuir los valores
viscoelasticos pasado siete dias post-dafio muscular (fase tardia), indicando una gradual

normalizacion de estos parametros.

Los dos grupos experimentales expuestos a la hipoxia fueron visiblemente diferentes al
grupo control. En el caso del grupo hipoxico, sus valores viscoelasticos aungue se
mostraron altos en la fase temprana disminuyen en la fase tardia, logrando asimilarse a
los valores del grupo entrenado, pero con una mayor elasticidad y menor tiempo de
relajacion. Estos ajustes reologicos pueden considerarse compensatorios e interpretarse

como favorables desde un punto de vista funcional ya que permitirian un ajuste
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homeostatico a las alteraciones en términos de microcirculacion, causadas por al
aumento de RBC, Hb y Hc.

El comportamiento reoldgico observado en el grupo hipoxia-ejercicio merece especial
atencion. La viscosidad en la fase temprana fue muy similar al grupo hipdxico, pero con
una elasticidad y tiempo de relajacion mayor. Esto podria indicar que este grupo provee
una mejor deformabilidad de la membrana eritrocitaria, contrariamente a la observada
en otros estudios donde las ratas fueron sometidas a diferentes protocolos de ejercicio y
exposicion hipoxica (Bor-Kucukatay et al., 2014). Sin embargo, los valores cambian en
la fase tardia, incrementandose la viscosidad sanguinea, pudiendo observar valores
similares a los descritos después de exposicién a hipoxia crénica (Pichon et al., 2012) o
hipoxia cronica intermitente (Yelmen et al., 2011), pero con una tendencia a mantener
una alta deformabilidad eritrocitaria, como se puede deducir de la disminucion sostenida

del tiempo de relajacion.

La viscosidad de la sangre registrada en el grupo hipoxia-ejercicio, fue
significativamente diferente en la fase tardia a los demas grupos, en todas las medidas
de deformacion de corte (shear strain) utilizadas en este estudio. Sin embargo, estas
medidas, fueron similares a las encontradas en humanos y ratas después de la practica
de ejercicio fisico (Connes et al., 2012; Zhao et al., 2013), lo cual puede explicarse
debido al poco aumento de la viscosidad del plasma, el mantenimiento de los niveles
altos de Hb y el elevado registro de MCV y Hc en este grupo. Este comportamiento
puede indicar que hubo un mayor namero de eritrocitos jévenes en la circulacion (Clark,
1988), ya que ademas se registrd en la zona de deformabilidad un notable aumento en la
elasticidad de la sangre, con los valores de tiempo de relajacion similares a los

encontrados en el grupo entrenado.

Los indices de transporte de oxigeno estudiados a partir del componente viscoso de la
sangre también mostraron un interesante comportamiento en los diferentes grupos.
Como era de esperar, el indice de transporte potencial de oxigeno en sangre (OPTI) y el
indice de aporte de oxigeno (ODI), fueron considerablemente mayores en el grupo
entrenado. Solamente entre uno y tres dias luego del dafio muscular, se observo una
drastica disminucién de ambos indices, alcanzando valores que se asemejan a los
valores del grupo no entrenados, especialmente en el grupo sometido a hipoxia. Una

disminucion similar en estos indices fue observada en estudios previos que median los
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efectos de la acetazolamida sobre la exposicion hipoxia cronica en ratas (Pichon et al.,
2012). En la fase tardia los valores en los grupos control e hipoxia, aumentan
nuevamente, especialmente en el grupo hipoxico cuyos valores tienden a aproximarse a
los del grupo entrenado. Este efecto se debe principalmente a una disminucién de la
viscosidad de la sangre total, que sabemos que es causada por una disminucién
simultanea de la viscosidad del plasma y que es en gran parte achacable a una
considerable reduccidn en los valores de proteinas plasmaticas y muy especialmente de
fibrindgeno. Este fendmeno se ha interpretado como una respuesta compensatoria que
ayuda a amortiguar el aumento de viscosidad total de la sangre causado por el

hematocrito elevado tras exposicion a la hipoxia (Esteva et al., 2009b).

En el caso del grupo hipoxia-ejercicio, sus valores en ambos indices fueron mas bajos,
especialmente en la fase tardia, debido principalmente a un elevado componente
sanguineo y también, aunque en menor medida, a un aumento de la viscosidad del
plasma en esta fase. Este Gltimo, por razones limitantes desde el punto de vista
metodologico y de alcance de este estudio, hizo imposible determinar la influencia del
fibrindgeno u otros componentes plasmaticos en la viscosidad del plasma. Sin embargo,
a pesar de un potencial efecto negativo de los valores de ambos indicadores para el
grupo hipoxia-gjercicio, el aumento de la elasticidad y el tiempo de relajacion suponen
un mecanismo compensatorio muy importante, disminuyendo el impacto desfavorable

de un aumento de la viscosidad para el tejido perfundido.

Referente al andlisis y deteccion de células madre, en este estudio se realizaron una
serie de mediciones utilizando citometria de flujo (Anexo IV) combinada con un
método modificado para el recuento de células CD34+ en sangre (Fornas et al., 2000).
Dada la importancia de la precision en este tipo de analisis, el protocolo no considerd
lavados ni lisis celular, lo cual es mucho mas ventajoso que los protocolos
convencionales, dado que la lisis de eritrocitos muchas veces afecta directamente en la
deplecion de los leucocitos, no pudiendo observarse con claridad las células objetivo
(Fritsch et al., 1997). Ademas los protocolos convencionales deben considerar que los
eritrocitos en rata son mas resistentes a la lisis osmotica que los de la especie humana,
por lo que resulta inviable dentro de sus procedimientos contemplar un tratamiento
repetido de la muestra, lo que ocasiona una gran pérdida de precision en los datos

obtenidos por citometria de flujo.
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Para poder distinguir las celulas nucleadas en sangre, se utilizd una tincion permeable
de membrana y selectiva de ADN denominada Vybrant® Dye Cycle Violet (DCV)
(Telford et al., 2007). EI DCV puede ser usada de forma simultdnea con anticuerpos y
se excita con laser violeta, caracteristicas que la hacen facilmente adaptable al estudio
de células madre (SC) y Side Population (SP) (Petriz, 2013; Telford, 2013).

Luego de la tincion de eventos positivos de ADN, se analizaron los eventos CD34+.
Sorprendentemente los resultados a priori fueron inesperados, ya que se obtuvieron
diferentes intensidades de DCV, logrando identificar dos subpoblaciones de células
CD34+, las cuales se clasificaron como células CD34+/DCV"" y CD34+/DCV'™", en
referencia a que la intensidad de emision del DCV fuese maés brillante u opaca
respectivamente. Estudios previos han identificado diferentes grupos de células
hematopoyéticas primitivas por pruebas funcionales utilizando Rodamina 123 (Rh 123)
y anticuerpo CD34, lo que ha permitido clasificar las células CD34+ en dos tipos de
subpoblaciones (Udomsakdi et al., 1991). Ademas estudios complementarios han
observado que la retencion de Rh 123 identifica células madre hematopoyéticas
humanas dentro de linaje CD34+/CD38™, llegando a la conclusion de que su
utilizacion en la deteccion de células primitivas, puede tener un uso tanto experimental
como terapéutico (McKenzie et al., 2007). Complementariamente en 1991, Chaudhary y
Roninson demostraron que los niveles mas altos de Pglycoprotein (P-gp) entre los
progenitores se asociaron con células que presentan caracteristicas de las células madre
pluripotentes (Chaudhary & Roninson, 1991). Rh123 y varios otros colorantes
fluorescentes son sustratos para el transporte mediado por P-gp, la cual funciona como
una bomba de salida, responsable de la resistencia a multiples farmacos en células
tumorales y que se expresa en practicamente todas las células progenitoras
hematopoyéticas, incluyendo las células de cultivo, concluyendo que los més altos
niveles de P-gp entre los progenitores son asociados a celulas que presentan

caracteristicas de células madre pluripotentes.

Curiosamente, el DCV es un sustrato de P-glicoproteina (Boesch et al., 2012), con lo
cual se puede hipotetizar que las células CD34+/DCV'"" también pueden mostrar las
caracteristicas de los progenitores primitivos, porque la retencion DCV también debe
ser inversamente correlacionada con la expresion de P-gp. Por lo tanto, basando en estos
nuevos hallazgos se decidio estudiar la asociacion de CD34 + y los dos subgrupos de

DCV en relacion con los grupos experimentales.
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Las diferencias significativas encontradas en el contaje celular de CD34+/DCV'",
mostré que el grupo hipoxia-ejercicio tuvo un contaje mucho mas alto que el grupo
hipoxico en el séptimo dia tras el dafio muscular. También hubo diferencias
significativas en el contaje celular de CD34+/DCV'™" dentro del grupo hipoxia-
ejercicio, en donde la diferencia fue de cuatro veces mas comparando el tercer y

séptimo dia post-dafio.

Aunque en el contaje celular de CD34+/DCV"™" no se encontraron diferencias
significativas, podemos postular que las células progenitoras primitivas CD34+, son
preferentemente movilizadas por la hipoxia hipobarica intermitente, con altos valores de
CD34+/DCV'"" en el grupo hipoxia-ejercicio en el séptimo dia luego del dafio muscular.

La posible relacion entre las células madre CD34 + y CD34™ no sido aclarada aun,
aunque se sabe que existe una estrecha relacion entre la recuperacion de dafio muscular
esquelético y el aumento de progenitores circulantes CD34 + (Hollemann et al., 2008).
En relacién a la hipoxia, estudios previos han determinado que la exposicion
intermitente a este estimulo tanto en condiciones normobaricas (Serebrovskaya et al.,
2011) como hipobaricas (Viscor et al., 2009) incrementa el numero de células madre
hematopoyéticas circulantes, mientras que una prolongada exposicion a hipoxia
hipobarica disminuye las células endoteliales circulantes (Mancuso et al., 2008). Por
otra parte, las SP a nivel muscular, han sido sefialadas como precursores primitivos en
reposo que actuarian después de la lesion muscular, dando lugar a células satélite
progenitoras que tienen una participacion activa en la regeneracién y reparacion
muscular (Rivier et al., 2004; Dubinska-Magiera et al., 2013). Ademas, las células
satélite estdn asociadas a progenitores miogénica vasculares en el embrion que
mantienen en estrecha relacion tanto en formacion de vasos como con las células madre
adultas en el musculo esquelético (De Angelis et al., 1999) y que las SP de médula 6sea
(CD34™9), pueden participar en la formacion de miotubos esqueléticos durante la
regeneracion (Gussoni et al., 1999). Todas estas evidencias refuerzan el papel crucial
que el comportamiento de la SP puede jugar en las condiciones experimentales de este
estudio. Nuestros resultados serdn valiosos para ayudar a interpretar las posibles
alteraciones a nivel del propio musculo esquelético que son objeto de estudio en tesis

doctorales paralelas.
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Si realizamos una recapitulacion de los resultados obtenidos y les damos una vision
global, podemos afirmar que la hipoxia hipobarica intermitente, cuando es combinada
con ejercicio aerobico ligero, demostré un efecto sostenido en el aumento de
progenitores circulantes, siendo estos resultados coherentes con lo que se esperaria de
animales ejercitados tras el dafio muscular, en donde el ejercicio cumple un rol
importante en la reparacion del tejido muscular (Clarkson & Tremblay, 1988). También,
es importante sefialar que la evolucion de las células madre circulantes de los grupos
experimentales siguio una tendencia diferente a la cinética de las SP a lo largo de todo
el periodo de recuperacion.

Interesantemente, la cinética de los progenitores con caracteristicas hematopoyéticas y
endoteliales (CD34+/DCV), asi como también las células SP CD34"™, no parecen estar
relacionadas directamente con el tiempo de muestreo. Se observé que mientras el grupo
sometido a hipoxia tuvo el mayor nimero de SP CD34™ en el primer dia tras el dafio
muscular, especialmente al compararlo con el grupo control, el grupo hipoxia-ejercicio
fue quien presento el incremento mas notable de progenitores circulantes sobre el
séptimo dia post-dafio. Estos resultados, expuestos en profundidad en el segundo
estudio, sugieren que la hipoxia hipobarica intermitente desencadena principalmente la
expansion de células SP CD34™, llegando a diferenciarse del grupo control tres veces
mas, sin embargo tendria un menor impacto sobre el contaje de CD34+. Inversamente,
al combinar el ejercicio con la hipoxia hipobarica intermitente, se obtuvieron cambios
significativos en el nimero de células circulantes CD34+, pero menores cambios en las

células SP analizadas.

Actualmente se conoce que la proteina transportadora ABCG2 tiene un papel fisioldgico
en la supervivencia de células madre hematopoyeticas en condiciones de hipoxia. La
expresion de esta proteina en células madre SP, cumple un rol fundamental al
protegerlas en ambientes hipdxicos de la acumulacion de porfirina, que causa la muerte
mitocondrial. Este tipo de proteccion va en aumento en la medida que disminuye la
cantidad de oxigeno disponible para la células, mientras que la ausencia de ABCG2
hace que las células progenitoras sean altamente sensibles a los cambios de presion de
oxigeno (Krishnamurthy et al., 2004b). Ademas se sabe que ABCG2 incrementa su
respuesta en hipoxia, lo que puede explicar por qué las células SP se detectan en niveles

tan elevados tan solo con un dia de sesidn de exposicidn hipoxica.
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Por otra parte, otro factor probablemente implicito en este tipo de repuesta, es el gen
ABCBL. Este gen es sensible a la hipoxia y el responsable de la codificacion de P-gp
(Ueda et al., 1987), un resultado que puede identificarse como una via de respuesta
rapida bajo condiciones de hipoxia (Comerford et al., 2002). Aunque ABCBL. se sobre
expresa en las células CD34+, la hipoxia intermitente no tuvo efectos significativos en
el numero de células progenitoras de sangre periférica circulante. Sin embargo, los
efectos combinados del grupo sometido a hipoxia hipobérica intermitente y ejercicio
sugieren que el dafio muscular provoca principalmente la movilizacion de tanto
progenitores CD34+/CD45™ como de progenitores CD34+/CD45+.

La pertinencia de estos hallazgos en células que expresan CD34+, se han obtenido a lo
largo de varios estudios. El fenotipo celular de progenitores hematopoyéticos
CD34+/CD45+, cumplen un importante rol en el proceso de regeneracion del tejido
muscular esquelético (Sherwood et al., 2004; Abedi et al., 2007b). También la
poblacion de progenitores endoteliales CD34+/CD45™° cumplen una importante
funcién en el proceso de angiogénesis y vascularizacion durante el mismo proceso de

reparacion de lesiones (Wagatsuma, 2007a; Ribeiro et al., 2013).

Basado en toda esta evidencia y en el importante rol que cumplen ambos progenitores
celulares, se puede postular que la exposicion a hipoxia hipobéarica intermitente
combinada con ejercicio aerobico ligero, ofrece ventajas significativas en el proceso de
recuperacion de dafio muscular, no solo por el recuento de células progenitoras
circulantes CD34+, sino que también por las caracteristicas celulares de estos
progenitores que demuestran poseer caracteristicas mas primitivas dentro de su linaje.
Ademas este tipo condicion hipoxica cuentan con el respaldo hemorreoldgico que
demuestra que aunque la viscosidad de la sangre se ve aumentada, parametros como la
elasticidad y el tiempo de relajacion compensan esta situacion, permitiendo que la
combinacion de ambos estimulos no afecten de forma notable a la microcirculacion y la

entrega de oxigeno en la etapa de regeneracion muscular.
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5. CONCLUSIONES
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1. Después de dos semanas de tratamiento, la exposicion intermitente a hipoxia
hipobarica (altitud simulada), en combinacidn con ejercicio aerébico ligero en normoxia
(EHYP), muestra parametros hemorreoldgicos alterados en comparacion a las demas

condiciones experimentales.

2. Aunque la respuesta eritropoyética provocada por la exposicion hipoxia hipobéarica
intermitente tiende a aumentar la viscosidad de la sangre en el grupo EHYP, otros
parametros microrreologicos tales como mayor elasticidad y menor tiempo de

relajacién pueden contribuir a compensar este aumento.

3. Los ajustes compensatorios reoldgicos pueden considerarse como positivos desde un
punto de vista funcional, pues contribuyen a mantener la microcirculacion normal y un
suministro adecuado de oxigeno, nutrientes y agentes quimicos a los tejidos durante su

proceso de reparacion después de dafio sufrido en el masculo esquelético.

4. La tincién DyeCycle Violet se retiene selectivamente para las células CD34+, que
permite la discriminacion de los dos subconjuntos de células, denominadas
internamente como CD34+/DCV"" y CD34+/DCV'", debido a una intensidad més
brillante o atenuada respectivamente de la tincion DCV.

5. En el séptimo dia de la recuperacion después de una lesion muscular, el grupo EHYP
aumento claramente el nimero de progenitores CD34+/CD45"% y CD34+/CD45+.

6. La exposicion a hipoxia hipobarica intermitente (HYP) aunque no muestra un
aumento en celulas progenitoras después de la lesion muscular, es altamente sensible a

la expresion de células SP las primeras horas de exposicion.

7. La exposicion a hipoxia hipobarica intermitente parece ser decisiva en la expresion de
la poblacion SP, aungue el estimulo inducido por el ejercicio mostré un efecto inverso
sobre su cinética. Sin embargo, se necesitan mas estudios para aclarar el papel de las

células SP en la regeneracion muscular.
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ABSTRACT

Intermittent hypobaric hypoxia (IHH) exposure, accompanied or not with active recovery, can help to
skeletal muscle repair. However, the erythropoietic response elicited can disturb blood rheology and
thus alter the oxygen delivery to tissues. Male Sprague-Dawley rats were studied in two basal states:
untrained and trained and compared with early (1-3 days) and late (7-14 days) stages of damage recovery
in three groups of trained rats that had suffered skeletal muscle injury: Control, passive recovery rats;
HYP, rats exposed to IHH after muscle damage; and EHYP, trained rats that performed light aerobic
exercise sessions in addition to IHH. Hematocrit, RBC count and hemoglobin were only elevated in the
late stage of recovery in HYP (13%; 14% and 8%) and EHYP (18%; 13% and 15%) groups. Blood viscosity
increased about double for EHYP rats. It is concluded that intermittent exposure to hypobaric hypoxia
in combination with light aerobic exercise in normoxia has an erythropoietic effect, but also provides

advantageous hemorheological conditions for the perfusion of damaged muscle.

© 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Exposure to hypobaric hypoxia is recognized as an important
factor that can elicit multiple changes at metabolic and physio-
logical level, most of which are mediated by a signaling pathway
dependent on hypoxia-inducible factors (HIFs) (Semenza et al.,
2006). Many of these changes protect the body against hypoxia
damage by favoring acclimation to altitude (Casas et al., 2000) and
improving tissue oxygen availability (Leon-Velarde et al., 2000).
It is well established that an advantageous way to obtain these
favorable changes is intermittent exposure to hypobaric hypoxia
(IHH). This kind of hypoxia stimulus has been widely used in sports
and mountain medicine, but recently other potential benefits have
been reported including an increase in circulating stem cells (Viscor
et al,, 2009; Zhu et al., 2005) and muscle tissue adaptations that
favor physical training at altitude (Faiss et al., 2013; Hoppeler and
Vogt, 2001). However, it is very important to take into account
that many treatments involving repeated IHH exposure, and obvi-
ously chronic intermittent hypoxia, may have adverse effects on
some rheological parameters, such as blood and plasma viscosity
(Yelmen et al., 2011), which directly can affect the oxygen delivery

* Corresponding author. Tel.: +34 934021529; fax: +34 934110358.
E-mail addresses: gviscor@ub.edu, gviscor@gmail.com (G. Viscor).

1569-9048/$ - see front matter © 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.resp.2013.12.011

to tissues. Some previous studies were performed in our laboratory
to monitor possible hemorheological changes induced by environ-
mental factors (Viscor et al., 2003; Esteva et al., 2009). However,
to fully recognize the physiological meaning of hemorheological
changes under IHH, measurements of whole blood viscoelasticity
must describe the kinetics of blood flow more realistically. Mea-
surements should include viscosity, elasticity and relaxation time
under oscillatory flow (Thurston, 1989, 1990; Thurston et al., 2004).
Viscoelasticity is an excellent indicator to determine the aggrega-
tion and deformability of red blood cells, as the rheological behavior
of blood can be studied in the condition imposed for pulsatile cir-
culation (Thurston, 1972, 1979).

Our hypothesis is based on the possible benefits of IHH expo-
sure. We postulated that this type of exposure, combined or not
with light aerobic exercise in normoxia, may be a complementary
stimulus for the repair of damaged muscle tissues. However, given
that blood flow depends on other factors such as hematocrit (Esteva
et al., 2009) or changes in plasma components (Kwaan, 2010), it
is very important to determine whether whole blood viscoelastic-
ity during an IHH program could provoke excessive erythropoiesis
and subsequent alterations in hemorheological behavior that could
negatively affect microcirculation, tissue perfusion and oxygen
delivery.

Although this paper is part of a larger study on the effects of
hypoxia and exercise as a potential tool for skeletal muscle repair
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enhancement, in this report we focus on the possible rheological
alterations in circulating blood and its effects on oxygen delivery
to tissues.

2. Material and methods
2.1. Animals

This study was conducted in the Department of Physiology and
Immunology at the University of Barcelona (UB). We used 64 adult
male Sprague Dawley rats, with body mass at sampling time rang-
ing from 350 to 410¢g. All rats were maintained at 23 °C average
temperature under a light-dark cycle of 12 h/12 h, with food and
water ad libitum.

The animals were randomly pre-assigned to one of the experi-
mental conditions and to a sampling time. All the analyses were
carried out through a double blind system by means of bar-
coded sample identification. The experimental conditions were:
Untrained Group (UNT), which was not subjected to any interven-
tion or training and formed by rats rejecting to run on the treadmill;
Trained Group (TRA), which was trained but had not suffered mus-
cle damage before sampling. Three more groups were formed after
muscle damage protocol: Control Group (CTRL), trained rats that
suffered muscle damage but had no other intervention (passive
recovery); Intermittent Hypoxia Group (HYP), trained rats that
were exposed to intermittent hypobaric hypoxia sessions after the
muscle damage protocol; and Exercise and Intermittent Hypoxia
Group (EHYP), trained rats that were subjected to intermittent
hypobaric hypoxia sessions plus a rehabilitation exercise program
constituted by light aerobic exercise sessions after the muscle dam-
age procedure.

Animals in the UNT and TRA groups were only sacrificed in the
basal status, just one day before muscle damage of their peers
(t00). In the rest of the experimental groups, sampling was pro-
grammed for days one (t01), three (t03), seven (t07) or fourteen
(t14) after muscle damage. All procedures were performed in accor-
dance with the internal protocols of our laboratory, which were
authorized by the University of Barcelona’s Ethical Committee for
Animal Experimentation and ratified, in accordance with current
Spanish legislation, by the Departament de Medi Ambient i Habitatge
(file #1899) of the Catalan Government (Generalitat de Catalunya).

2.2. Exercise training protocol

Animals in the TRA, CTRL, HYP and EHYP experimental groups
were trained under normal environmental conditions (sea level
barometric pressure and 2142 °C room temperature) on a tread-
mill (LE 8710, Panlab, Barcelona, Spain). Actual training sessions
were preceded by a ten-day preconditioning period, in which the
total time, duration of the exercise and daily sessions (one or two)
were gradually increased. The further training period consisted of
two daily running sessions during the two subsequent weeks. In
each 35-min training session, velocity was gradually increased up
to 27mmin~". All the rats in the above mentioned experimental
groups carried out this training protocol before the muscle damage
session. In both phases, a recovery period of at least 6 h rest was
scheduled between the end of first session and the beginning of
the second session on the same day.

2.3. Muscle damage protocol

Skeletal muscle damage was induced by eccentric exercise
(Armstrong et al, 1983) by means of downhill running at
30mmin~! and 15° of declination until exhaustion. This protocol
began after three days at rest following completion of the training
period, and was applied twice on the same day: one session in the

morning and one in the afternoon, with a minimum rest period of
4h between the end of the first session and the beginning of the
second one.

2.4. Intermittent hypobaric hypoxia exposure

Intermittent hypobaric hypoxia sessions were performed in a
hypobaric chamber with a volume of about 450 L, which provided
ample space for three rat cages. The walls of the chamber were
made of polymethylmethacrylate plastic, which is transparent and
allows for the permanent observation of animals during the expo-
sure protocol. A relative vacuum was created using a rotational
vacuum pump (TRIVAC D5E, Leybold, Kéln, Germany) and by regu-
lating the airflow rate at the input with a micrometric valve. Inside
pressure was controlled by two differential pressure sensors (ID
2000, Leybold, Kéln, Germany) driving a diaphragm pressure reg-
ulator (MR16, Leybold, Kdln, Germany). The target pressure was
462 Torr (equivalent to 4000 m), which was gradually decreased in
about 15 min. Once this pressure had been reached, the chamber
pressure was maintained and regulated for 4 h. At the end of the
session, pressurization was progressively achieved in 15 min.

Only HYP and EHYP animals were submitted to this procedure
on a daily schedule. The total days of hypobaric hypoxia expo-
sure varied according to the sampling schedule. Animals assigned
to “t01” were only submitted to one session, whereas “t14” were
submitted to two weeks of daily exposure. Animals had ad libitum
access to food and water kept in air-open reservoirs during the
hypoxia sessions inside the hypobaric chamber.

2.5. Rehabilitation exercise program

Rats in the EHYP group were subjected to a rehabilitation exer-
cise program consisting of a daily session of light aerobic exercise.
Immediately after the hypobaric hypoxia session, these rats were
placed on a treadmill to run in accordance with a program of low
impact and concentric exercise. The exercise session lasted 20 min,
during which rats ran progressively until 30 cm seg~!, with a grad-
ual increase in inclination from 0° to 5°.

2.6. Blood and plasma sampling

Before blood collection, rats were anesthetized with urethane
solution (30gdL~1) at a dosage of 5mlkg~1. After laparotomy, a
5 mLblood sample was obtained by puncture of vena cava. The sam-
ple was immediately divided into two aliquot fractions. The first
portion was separated in a sodium heparin tube for the hemorheo-
logical analysis. The second portion was stored in an EDTA tube, and
was used for the blood count. Both aliquot samples were processed
immediately after collection. Plasma was obtained by centrifuga-
tion of the blood and its viscosity was immediately measured.

2.7. Viscoelasticity and rheological parameters

Blood viscolelasticity was measured using a BioProfiler rheome-
ter (Vilastic Scientific, Inc., Austin, TX, USA) with a 1mm i.d.
stainless steel measurement tube at a constant temperature of
37°C. Measurements were obtained at a frequency of 2Hz in a
range from 0.2 to 100s~! of shear rate (y). The viscosity, elastic-
ity and relaxation time were tabulated at shear rates of 2.6s71,
12.3s71 and 45.5s~! corresponding to the strain of 0.2, 1 and 4 as
representative values of physiological circulatory conditions. These
three strain states correspond to aggregation effects, transition
and deformability effects, respectively (Thurston, 1989, 1990). Due
to the well-known Newtonian behavior of plasma, this was only
measured at 450s~! in a cone-plate microviscosimeter (Brook-
field Digital Rheometer Model DV-III+, Middleborough, MA, USA)
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equipped with a CP40 spindle (0.8°) connected to an external bath
at 37.0°C. The sample volume used for both analyses was 0.5 mL.

2.8. Hematological parameters

The hematological parameters were measured with a semi-
automated electronic cell counter (Celtac a, Nihon Kohden Corp.,
Tokyo, Japan). The following measurements were obtained: red
blood cell count (RBC), hemoglobin concentration (Hb), hemat-
ocrit (Hc), white blood cell count (WBC), mean corpuscular volume
(MCV), mean corpuscular hemoglobin (MCH), mean corpuscular
hemoglobin concentration (MCHC) and platelet count (PLT).

2.9. Blood oxygen transport calculations

To improve the physiological insights of the present study,
we calculated two coefficients: the oxygen delivery index, which
is based on the relationship between hematocrit and blood vis-
cosity (ODI=Hc/n) (Koch, 1995), and the blood oxygen potential
transport capacity, which relates the hemoglobin oxygen capac-
ity (8) and hemoglobin concentration [Hb] with blood viscosity
(BOPTC=g-Hb/n) (Hedrick et al., 1986). The § values were fixed
(1.34mL O, - g at 37.0°C) for all the groups. For both indexes, the
measured viscosity at the transitional shear rate of 12.3s~! was
used for the calculations.

2.10. Statistical analysis

Classical descriptive statistics were calculated for each param-
eter. Data are expressed as mean values + standard deviation. A
two-way ANOVA (Holm-Sidak) was used to check the effect of
treatment on the different stages of the study. A one-way ANOVA
(followed by Dunn or Turkey’s posthoc methods according to data
conditions) was applied to compare the differences in only one of
these factors. Calculations were performed by using SigmaPlot 12.5
(Systat Software Inc., San José, CA, USA).

3. Results

Since no statistically significant differences were found between
t01 and t03 or between t07 and t14 for any of the parameters, data
for these treatment periods were grouped for the whole analysis.
Consequently, the merged data were labeled as EARLY (t01+t03)
and LATE (t07 +t014) stages.

3.1. Hematological parameters

Hematological parameters are shown in Table 1. The RBC count
was significantly higher in the EARLY stage of CTRL and HYP than in
the basal TRA group. In the LATE stage, the count increased more in
HYP and EHYP, with values that were significantly higher than those
for both the basal UNT and TRA groups. Furthermore, a significant
difference in HYP groups was found between the EARLY and LATE
stages (p<0.05).

As a general trend, Hb and Hc levels in early and late stages
tended to be higher than the basal values. However, significant dif-
ferences were only detected between the LATE stage and the basal
stage for HYP and EHYP. In addition, significant differences were
found for Hc values in the EARLY HYP and LATE CTRL groups, in
comparison with the UNT basal group.

The WBC count in the EARLY stage in all groups was significantly
lower than in UNT (p<0.05), and tended to increase in the LATE
stage.

3.2. Blood rheology parameters

Whole blood viscoelastic parameters and plasma viscosity are
showed in Table 2. In the EARLY stage, blood viscosity was higher
in all groups than in the basal stage, but the differences were only
significant in the TRA group. In the LATE stage, the viscosity of the
CTRL and HYP groups tended to be lower than in the EARLY phase,
especially in the HYP group (p <0.05) and in both groups in compar-
ison with EHYP (p < 0.05) for all measured shear strains at this stage
(Fig. 1).In addition, the blood viscosity of the LATE EHYP group was
considerably higher than in the EARLY phase (p<0.05) and both
basal stages (p<0.01).

Plasma viscosity in the EARLY stage tended to be slightly higher
in the CTRL, HYP and EHYP groups than in the UNT group. In the
LATE stage, the values continued to rise in all groups, especially in
EHYP in which it was significantly higher than in the EARLY stage
(p<0.05).

The patterns of blood elasticity were similar to those shown by
viscosity. In the EARLY stage, blood elasticity increased in the three
experimental groups, but was only significantly higher in HYP and
EHYP than in the basal TRA group for all shear strain measurements
(Fig. 2). In the LATE stage, CTRL and HYP values tended to return
to basal values. Remarkably, EHYP maintained high elasticity with
respect to the other groups, especially at shear rates corresponding
to the agreeability zone (shear strain=0.2), with respect to the CTRL
(p<0.05) and TRA (p<0.05) groups, and also in the deformability
zone (strain=4) compared to the TRA group (p <0.05). Blood elas-
ticity was only significantly different between TRA and UNT groups
in the deformability zone.

The relaxation time (Tr) was only significantly different in the
agreeability zone between TRA and UNT groups, but interestingly
the TRA group had lower Tr for all the measured range of shear
strain. Similarly, LATE EHYP tended to resemble basal TRA values,
especially in the deformability zone.

The blood oxygen potential transport capacity and the oxygen
delivery index are shown in Fig. 3. The TRA group had the highest
values for both indices, which, as expected, were significantly dif-
ferent from the UNT, HYP and EHYP groups in the EARLY stage, and
the EHYP in the LATE stage. The trend was similar for both indexes,
and the three experimental groups in the EARLY stage had similar
values to the UNT group. However, in the LATE stage, the values
for CTRL and HYP were higher than in the previous stage, although
significant differences were only detected between the two HYP
stages (p <0.05). In contrast, EHYP values for the two indices were
significantly lower than HYP values (p<0.01). Thus, the trend in
EHYP was the opposite of that found in the other groups, and the
difference was much more striking in the LATE phase. The decrease
was also significant with respect to the two basal stages UNT and
TRA (p<0.01). Regarding the effect of the recovery treatment, sig-
nificant differences were found between HYP and EHYP for both
indexes.

4. Discussion
4.1. Hematological parameters

The values for basal (UNT) hematological parameters were sim-
ilar to those in the literature. The RBC, Hb and Hc of the HYP and
EHYP groups were higher than in the basal group, as a result of
the erythropoietic response elicited by intermittent exposure to
simulated altitude (Esteva et al., 2009). Thus, the combined effect
of hypoxia exposure followed by short and light exercise seems
evident in comparison to basal UNT. TRA rats showed lower val-
ues of Hc and RBC than the UNT group. A more intense training (a
4 weeks program 1h/day running at 25mmin~!) offered a slight
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Table 1
Hematological parameters for the groups and stages.
S G BASAL EARLY LATE
UNT (n=7) TRA (n=7) CTRL(n=10)  HYP(n=10) EHYP (n=7) CTRL (n=7) HYP (n=10) EHYP (n=6)
WBC (x10% pL-1) 21.45 + 4.92 17.40 + 3.41 15.58 + 3.644 16.57 + 4534 14.67 + 3.064 17.83 +4.70 17.59 + 3.45 16.77 + 3.29
RBC (x106 wL-1) 2 7.42 + 0.68 7.26 + 0.79 7.99 + 0.38¢ 7.95 + 0.44¢ 7.93 + 0.66 7.96 + 0.46 8.48 + 0.54¢d 8.40 + 0.42¢d
Hb (gdL ) 14.36 + 1.29 1438 + 1.72 15.13 + 0.69 15.03 + 1.17 1547 + 1.25 15.31 + 0.60 15.46 + 2.62¢4  16.53 + 0.71%
Hc (%) 41.57 + 2.40 41.50 + 4.67 43.96 + 2.43 4545 + 3.109 4517 + 3.46 4514 +2.029 4724 +2.10°9  49.06 + 2.29%
MCV (fL) 56.27 + 3.39 57.21 £ 1.18 55.06 + 2.58 57.24 £+ 2.85 57.00 +£ 091 56.79 + 1.51 55.76 + 1.81 57.65 + 0.98
MCH (pg) 19.25 + 1.56 19.80 + 0.67 18.95 + 0.78 18.97 + 1.66 19.53 + 0.38 19.27 £ 0.71 18.28 + 2.71 19.75 £ 0.32
MCHC (gdL1) 3492 + 045 34.61 + 0.52 3443 +0.77 3321 +£2.84 34.23 + 0.65 33.95 + 1.08 3293 + 473 34.28 + 0.33
PLT (x10% pL1) 771 £ 171 696 + 118 588 + 155 659 + 136 671 £ 178 680 + 304 785 + 174 816 + 245

Hematological parameters for the groups and stages. All data are mean =+ standard deviation. Multiple comparisons were performed by a two-way analysis of variance (2-way
ANOVA) taking as factors Group (CTRL; HYP; EHYP) presented in G column and Stage (EARLY, corresponding to t01 and t03 or LATE, corresponding to t07 and t14) presented
in S column. We performed one-way ANOVA to compare the experimental groups with BASAL states (UNT or TRA). Significant differences are described according to the
following codes: for p<0.05; 2: EARLY vs. LATE within; e: vs. TRA; d: vs. UNT.

Table 2
Viscosity, elasticity and relaxation time for the groups and stages.
S G BASAL EARLY LATE
UNT (n=7) TRA (n=7) CTRL (n=10) HYP (n=10) EHYP (n=7) CTRL (n=7) HYP (n=10) EHYP (n=6)

ny=02(cP) 23 AB 243 +1.53 1.76 £ 1.91 2.88 + 2.06° 3.25 + 1.80¢° 3.14 + 1.85° 2.06 + 1.39° 1.85 + 0.90¢ 5.63 + 0.457
n"y=0.2 (cP) 3.12 £ 250 1.32 £ 2.52 4.32 +3.57 5.06 + 4.16° 5.69 + 5.77¢ 1.66 + 2.47° 2.76 + 3.74 4.35 + 2.00¢
Try=0.2(s) 0.108 + 0.09 0.037 + 0.02 0.138 £ 0.17 0.163 + 0.19 0.233 + 0.31 0.126 + 0.27 0.114 £ 0.14 0.064 + 0.03
n'y=1(cP) 23 AB 2.53 + 1.47 1.78 +1.98 3.07 + 2.20° 3.11 + 1.80¢° 3.02 + 1.56° 211 +1.22° 1.66 + 0.70¢ 5.61 + 0.757
n"y=1(cP) 239 £ 2.16 1.24 + 241 3.28 &+ 3.00 4.07 + 3.56¢ 4.71 + 4.93¢ 143 £ 2.11 2.26 +£3.23 3.52 +1.28
Try=1(s) 0.071 + 0.06 0.033 + 0.02 0.099 + 0.12 0.146 + 0.18 0.176 + 0.22 0.057 + 0.09 0.104 + 0.13 0.045 + 0.05
n'y=4(cP) 45 AB 2.84 + 1.76 1.76 £ 1.97 341 +241¢ 3.81 + 2.06° 3.62 + 1.82 2.44 + 1.63¢ 1.82 + 1.00¢ 6.64 + 0.72f
1"y =4(cP) C 2.18 +£1.74 0.97 + 1.78 2.86 £ 2.52 245 + 1.71¢ 3.95 + 3.57¢ 1.48 + 1.90 1.79 £ 2.37 3.83 £ 0.80¢
Try=4(s) 0.056 + 0.04 0.029 + 0.02 0.072 + 0.08 0.055 + 0.05 0.110 + 0.13 0.048 + 0.07 0.074 + 0.08 0.045 + 0.01
np (cP) 3 1.67 £ 0.43 1.65 + 0.25 1.72 £ 0.26 1.74 £ 0.31 1.75 £ 0.48 1.83 £ 0.40 1.88 + 0.67 2.06 + 0.59

Viscous component (77'), elastic component (1"), relaxation time (Tr) and plasma viscosity (7, ) for the groups and stages. All data are mean + standard deviation. Multiple
comparisons were performed by a two-way analysis of variance (2-way ANOVA) taking as factors Group (CTRL; HYP; EHYP) presented in G column and Stage (EARLY,
corresponding to t01 and t03 or LATE, corresponding to t07 and t14) presented in S column. We performed one-way ANOVA to compare the experimental groups with BASAL
states (UNT or TRA). Significant differences are described according to the following codes: for p<0.05; A: EHYP vs. CTRL; B: EHYP vs. HYP; C: UNT vs. TRA; 2: EARLY vs. LATE
within HYP; 3: EARLY vs. LATE within EHYP; a: vs. EHYP late stage; e: vs. TRA; d: vs. UNT. Significant differences for p<0.01 are represented as: 4: EARLY vs. LATE within HYP;
5: EARLY vs. LATE within EHYP; b: vs. LATE EHYP. Significant differences for p<0.001 are represented as: c: vs. LATE EHYP; f: vs. TRA; n: vs. UNT.

reverse trend in Wistar rats (Senturk et al., 2001). However the
same trend observed in this study on the hematological param-
eters was found in a longer and intense training program (Zhao
et al,, 2013). In this study, we did not find values as high as those
reported in a recent study on rats that carried out exhausting exer-
cise sessions with normobaric hypoxia exposure patterns similar
to those widely used by human athletes (Bor-Kucukatay et al.,

2013). The EHYP group tended to have slightly higher Hb and Hc
than the HYP group, probably as a result of the additional stim-
ulus induced by exercise sessions in normoxia following hypoxia
exposure, which can cause a greater transitory oxygen demand,
reinforcing the previous hypoxia-induced EPO secretion. Therefore,
exposure to hypoxia, which is known to stimulate erythropoiesis
in rats (Esteva et al., 2009; Martinez-Bello et al., 2011), followed
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Fig. 1. Whole blood viscosity (') rheograms for EARLY and LATE stages. Significant differences are indicated according to the following codes: a: LATE EHYP vs. UNT (p <0.05);
TRA (p<0.001); LATE CTRL (p <0.01) and LATE HYP (p <0.001); b: TRA vs. EARLY CTRLat  =0.1-0.6 (p<0.05) and y = 1-4 (p<0.01); EARLY HYPat y =0.1 (p<0.05)and y =0.2-4
(p<0.01); EARLY EHYP at y=0.2-1.5 (p<0.05) and y=2.3-4 (p<0.01); UNT at y=0.2-2.3 (p<0.05) and y =4 (p<0.01).
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Fig. 2. Whole blood elasticity (1”) rheograms for EARLY and LATE stages. Significant differences are indicated according to the following codes: a: TRA vs. EARLY EHYP at
y=0.2-4 (p<0.05); EARLY HYP (p <0.05); b: TRA vs. EARLY CTRL (p <0.05); c: LATE EHYP vs. TRA (p <0.05); d: LATE CTRL vs. LATE EHYP (p <0.05); e: TRA vs. UNT at y =1.5-4

(p<0.05).

by normobaric moderate exercise, can have a synergistic effect
increasing the erythropoietic response due to the hypoxia expo-
sure.

4.2. Blood rheological behavior

In the basal stage, there were no significant changes in viscos-
ity and elasticity after the training program, as has been reported
after prolonged endurance training (Connes et al., 2012; Zhao et al.,
2013). However, viscosity and elasticity were lower in the TRA
group. In addition, the Tr of the TRA group was consistently lower,
especially in the area of aggregability. Thus, we can infer that two
weeks of training cause a higher RBC turnover that would improve
future hemorheological changes.

After the muscle damage protocol, the whole blood viscoelas-
ticity completely changed. The CTRL, HYP and EHYP groups in the
EARLY stage showed significantly higher blood viscosity at any
shear strain, than TRA group (p <0.05), probably as a consequence of
the low values found in TRA group. However, in the LATE stage, the
total blood viscoelasticity tended to decrease. It approached UNT
values in viscosity and TRA values in elasticity, especially in the
deformability area. This result indicates a gradual normalization of
these parameters.

The two experimental groups exposed to hypoxia visibly dif-
fered from the CTRL group. In the LATE stage, HYP showed lower
values, as opposite to the EARLY phase, whereas in the LATE stage
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EHYP present greater values of blood viscosity and elasticity. This
decrease of HYP in whole blood viscosity at the LATE phase led to
values similar to those of the TRA group, but with greater elastic-
ity and Tr. The rheological adjustments may favor compensatory
alteration, in terms of microcirculation, in response to the increase
in RBC count, Hb and Hc.

The rheological behavior found in the EHYP group is very differ-
ent from thatin the above mentioned groups. Viscosity in the EARLY
stage was very similar to HYP, but elasticity and Tr were higher.
This could indicate better RBC membrane deformability, contrary
to that observed in other studies where rats were subjected to dif-
ferent protocols of exercise and hypoxia exposure (Bor-Kucukatay
et al.,, 2013). However, the values changed greatly in the LATE
phase, blood viscosity was increased, rising similar values to those
described after chronic hypoxia exposure (Pichon et al., 2012) or
intermittent chronic hypoxia (Yelmen et al., 2011), but with a ten-
dency to increase of RBC deformability, as can be deducted of the
lower Tr. Blood viscosity was also significantly different into the
whole range of measured shear strain for EHYP as compared to
the other groups in the LATE stage, similarly to the observations
reported in human and rats after exercise training (Connes et al.,
2012; Zhao et al., 2013). This can be explained by the slightly
increased plasma viscosity and the higher registered Hc and MCV,
while the highest level of Hb was maintained. This can indicate that
there was a higher number of young circulating RBC (Clark, 1988). A
remarkable increase in blood elasticity was found, with significant
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Fig. 3. Oxygen delivery index and blood oxygen potential transport capacity histograms for the experimental groups and stages. The UNT group (black bar) and the TRA
group (gray bar) are represented as BASAL stage. Values were calculated for the observed values of blood viscosity at y = 1. Significant differences are indicated according to
the following code: *: vs. TRA (p <0.05); **: vs. TRA (p <0.01); 5: vs. UNT (p<0.01); {: LATE HYP vs. LATE EHYP (p <0.05); t1: LATE HYP vs. LATE EHYP (p <0.01); ¢: HYP vs. EHYP

(p<0.05); 3: EARLY vs. LATE within HYP (p <0.05).
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differences in the deformability shear zone, and similar Tr values
to those found in the basal TRA group.

4.3. Oxygen transport estimates

As expected, the two studied indexes, blood oxygen potential
transport index and the oxygen delivery index, were considerably
higher in the TRA group. Only 1-3 days after muscle damage, a
drastic decrease in both indexes was observed, reaching values that
approached those of the UNT subjects, especially in the groups sub-
jected to hypoxia. A similar reduction was observed in a previous
study on the acetazolamide effects on chronic hypoxia exposure in
rats (Pichon et al., 2012). However, in the LATE stage, the values
in the CTRL and HYP groups increased again, especially in the HYP
group, whose values tended to approach those of TRA group. This
effect is mainly due to a decrease in total blood viscosity, which
we know is caused by a decrease in simultaneous plasma viscos-
ity and fibrinogen values as a compensatory response to reduced
whole blood viscosity under hypoxia exposure (Esteva et al., 2009).
An opposite effect was observed in the EHYP group in the LATE
stage, due to a marked reduction of both indexes mainly as a result
of the higher whole blood and also, at a lesser extent, of plasma
viscosity at this stage. Despite a negative potential effect of these
oxygen delivery indicators for EHYP group, the increased elasticity
and relaxation time can provide a compensatory mechanism thus
reducing the unfavorable impact of an increased viscosity for tissue
perfusion.

An important limitation to this study is the scope and the
methodologies applied, which made it impossible to determine
the possible influence of fibrinogen or other plasma components
on plasma viscosity. In future studies, these factors could be con-
sidered to correlate the underlying mechanisms of the increased
plasma viscosity with greater accuracy.

5. Conclusion

Intermittent exposure to hypobaric hypoxia (simulated alti-
tude) combined with light aerobic exercise in normoxia, after
two weeks of treatment, altered hemorheological parameters in
comparison to the other experimental conditions. Although the
erythropoietic response elicited by intermittent hypobaric hypoxia
exposure tends to increase the viscosity of blood, other rheological
parameters such as higher blood elasticity and shorter relaxation
time may contribute to compensate for this augmentation. Such
compensatory changes can contribute to maintain the adequate
delivery of oxygen, nutrients and chemical agents to tissue during
their repair process after skeletal muscle damage.

Conflict of interest

The authors declare that they have no conflicts of interest to
disclose.

Acknowledgments
This study was supported by DEP2010-22205-C02-01 grant

from the Plan Nacional I+D+i 2008-2011 (Spain’s Ministry of Econ-
omy and Competitiveness).

References

Armstrong, R.B., Ogilvie, RW., Schwane, J.A., 1983. Eccentric exercise-induced injury
to rat skeletal-muscle. ]. Appl. Physiol. 54, 80-93.

Bor-Kucukatay, M., Colak, R., Erken, G., Kilic-Toprak, E., Kucukatay, V., 2013. Altitude
training induced alterations in erythrocyte rheological properties: a controlled
comparison study in rats. Clin. Hemorheol. Microcirc. (Epub ahead of print).

Casas, M,, Casas, H., Pages, T., Rama, R., Ricart, A., Ventura, J.L., Ibanez, J., Rodriguez,
F.A., Viscor, G., 2000. Intermittent hypobaric hypoxia induces altitude accli-
mation and improves the lactate threshold. Aviat. Space Environ. Med. 71,
125-130.

Clark, M.R., 1988. Senescence of red blood-cells — progress and problems. Physiol.
Rev. 68, 503-554.

Connes, P., Pichon, A., Hardy-Dessources, M., Waltz, X., Lamarre, Y., Simmonds,
M.J., Tripette, J., 2012. Blood viscosity and hemodynamics during exercise. Clin.
Hemorheol. Microcirc. 51, 101-109.

Esteva, S., Panisello, P., Ramon Torrella, ]., Pages, T., Viscor, G., 2009. Blood rheol-
ogy adjustments in rats after a program of intermittent exposure to hypobaric
hypoxia. High Alt. Med. Biol. 10, 275-281.

Faiss, R., Leger, B., Vesin, ]., Fournier, P., Eggel, Y., Deriaz, O., Millet, G.P., 2013. Sig-
nificant molecular and systemic adaptations after repeated sprint training in
hypoxia. PLoS One 8, e56522.

Hedrick, M.S., Duffield, D.A., Cornell, L.H., 1986. Blood-viscosity and optimal
hematocrit in a deep-diving mammal, the northern elephant seal (Mirounga
angustirostris). Can. J. Zool. 64, 2081-2085.

Hoppeler, H., Vogt, M., 2001. Muscle tissue adaptations to hypoxia. J. Exp. Biol. 204,
3133-31309.

Koch, H.J., 1995. Possible role of erythrocyte sedimentation-rate, hematocrit and
oxygen-supply of tissue in clinical investigations. Cardiology 86, 177-178.
Kwaan, H.C., 2010. Role of plasma proteins in whole blood viscosity: a brief clinical

review. Clin. Hemorheol. Microcirc. 44, 167-176.

Leon-Velarde, F., Gamboa, A., Chuquiza, ].A., Esteba, W.A., Rivera-Chira, M., Monge,
C.C., 2000. Hematological parameters in high altitude residents living at
4,355, 4,660, and 5,500 meters above sea level. High Alt. Med. Biol. 1,
97-104.

Martinez-Bello, V.E., Sanchis-Gomar, F., Lucia Nascimento, A., Pallardo, F.V., Ibanez-
Sania, S., Olaso-Gonzalez, G., Antonio Calbet, J., Carmen Gomez-Cabrera, M., Vina,
J., 2011. Living at high altitude in combination with sea-level sprint training
increases hematological parameters but does not improve performance in rats.
Eur. J. Appl. Physiol. 111, 1147-1156.

Pichon, A., Connes, P., Quidu, P., Merchant, D., Brunet, ]., Levy, B.1, Vilar, J., Safeukui,
L., Cymbalista, F., Maignan, M., Richalet, J., Favret, F., 2012. Acetazolamide and
chronic hypoxia: effects on haemorheology and pulmonary haemodynamics.
Eur. Respir. J. 40, 1401-1409.

Semenza, G.L., Shimoda, L.A., Prabhakar, N.R., 2006. Regulation of gene expression
by HIF-1. Novartis Found. Symp. 272, 2-8 (discussion 8-14, 33-36).

Senturk, UK., Gunduz, F., Kuru, O., Aktekin, M.R,, Kipmen, D., Yalcin, O., Bor-
Kucukatay, M., Yesilkaya, A., Baskurt, O.K., 2001. Exercise-induced oxidative
stress affects erythrocytes in sedentary rats but not exercise-trained rats. J. Appl.
Physiol. 91, 1999-2004.

Thurston, G.B., 1990. Light transmission through blood in oscillatory flow. Biorhe-
ology 27, 685-700.

Thurston, G.B., 1989. Plasma release-cell layering theory for blood-flow. Biorheology
26, 199-214.

Thurston, G.B., 1979. Rheological parameters for the viscosity viscoelasticity and
thixotropy of blood. Biorheology 16, 149-162.

Thurston, G.B., 1972. Viscoelasticity of human blood. Biophys. J. 12, 1205.

Thurston, G.B., Henderson, N.M., Jeng, M., 2004. Effects of erythrocytapheresis trans-
fusion on the viscoelasticity of sickle cell blood. Clin. Hemorheol. Microcirc. 30,
83-97.

Viscor, G., Torrella, J.R., Fouces, V., Pages, T., 2003. Hemorheology and oxygen trans-
portinvertebrates. Arole in thermoregulation?J. Physiol. Biochem. 59, 277-286.

Viscor, G., Javierre, C., Pages, T., Ventura, J., Ricart, A., Martin-Henao, G., Azqueta,
C., Segura, R., 2009. Combined intermittent hypoxia and surface muscle
electrostimulation as a method to increase peripheral blood progenitor cell
concentration. J. Transl. Med. 7, 91.

Yelmen, N., Ozdemir, S., Guner, I, Toplan, S., Sahin, G., Yaman, O.M,, Sipahi, S., 2011.
The effects of chronic long-term intermittent hypobaric hypoxia on blood rhe-
ology parameters. Gen. Physiol. Biophys. 30, 389-395.

Zhao, ]., Tian, Y., Cao, ], Jin, L., Ji, L., 2013. Mechanism of endurance training-induced
erythrocyte deformability in rats involves erythropoiesis. Clin. Hemorheol.
Microcirc. 53, 257-266.

Zhuy, L.L, Zhao, T., Li, H.S., Zhao, H.Q., Wu, LY., Ding, A.S., Fan, W.H., Fan, M., 2005.
Neurogenesis in the adult rat brain after intermittent hypoxia. Brain Res. 1055,
1-6.



PUBLICACION IlI

“Effects of Intermittent Hypoxia and Light Aerobic
Exercise on Circulating Stem Cells and Side Population,

After Strenuous Eccentric Exercise in Trained Rats”

145



146



Send Orders for Reprints to reprints@benthamscience.net

Current Stem Cell Research & Therapy, 2015, 10, 00-00 1

Effects of Intermittent Hypoxia and Light Aerobic Exercise on Circulating
Stem Cells and Side Population, After Strenuous Eccentric Exercise in
Trained Rats

Cristian Nﬁﬁez-Espinosal, Inés Ferreira', Juan Gabriel Rios-Kristj ansson', David Rizo-Roca',
Maria Dolors Garcia Godoyz, Laura G. Rico®, Gerard Rubi-Sans’, Joan Ramon Torrella',

by | . . D ., . 1.%
Teresa Pages', Jordi Petriz” and Ginés Viscor

'Departament de Fisiologia i Immunologia, Universitat de Barcelona, Spain; *Vall d’Hebron Institut de Recerca, Barce-
lona, Spain

Abstract: Our goal was to address if intermittent hypobaric hypoxia (IHH) exposure can help to increase the number of
peripheral blood circulating progenitor cells and side population (SP) stem cells, in order to establish the usefulness of this
intervention for skeletal muscle repair, because these cells play a role in tissue regeneration. Male Sprague-Dawley rats
were studied in two basal states: untrained and trained and compared with 1, 3, 7 and 14 days stages of damage recovery
of trained rats that had suffered skeletal muscle injury. Three experimental groups were studied: rats with passive recovery
(CTRL); rats exposed to IHH after muscle damage (HYP); and, trained rats that, in addition to IHH, performed light aero-
bic exercise sessions (EHYP). We observed an increase in hematopoietic stem cells (HSCs) (mean = 0.153% of cells) and
endothelial progenitor cells (EPCs) (mean = 0.0020 % of cells) in EHYP on day 7. Also these cells showed characteristics
of more primitive progenitors in comparison to the other experimental groups (mean = 0.107 % of cells), as deduced by
retention of the promising fluorescent probe Vybrant Dye Cycle Violet. We concluded that intermittent exposure to hy-
pobaric hypoxia in combination with light aerobic exercise increased the number of HSCs and EPCs on the 7th day in

EHYP group, although the exercise-induced stimulus showed a reverse effect on SP kinetics.

Keywords: Eccentric exercise, intermittent hypobaric hypoxia, side population cells, stem cells.

1. INTRODUCTION

Hypoxia is a significant environmental variable that is
used in sports as added training stimulus to improve physical
performance. While prolonged exposure to a hypoxic envi-
ronment induces physical harm [1, 2]; acute exposure to hy-
pobaric hypoxia is recognized as an important generator of
multiple adaptive alterations at metabolic and physiological
levels [3-5]. Intermittent exposure to hypobaric hypoxia
(IHH) has been used as an efficient method for the im-
provement of aerobic capacity and high altitude acclimatiza-
tion by eliciting erythropoiesis [6, 7]. It has also produced
favorable adaptive responses in skeletal muscle [8]. In addi-
tion, recent reports have demonstrated an association be-
tween exposure to intermittent hypoxia and an increase in
circulating hematopoietic stem cells [9].

Stem cells (SCs) can self-renew and differentiate into
other cell lineages, having a key role in vascular disorders
and tissue regeneration [10]. Hematopoietic stem cells
(HSCs), present in blood and bone marrow, form mature
blood cells, such as erythrocytes, platelets and leukocytes. In
humans, HSCs are used to reconstitute the hematopoietic
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lona, Spain; Tel: +34 934021529; Fax: +34 934110358;
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system for the treatment of many malignant and non-
malignant diseases.

It is well established that HSCs increase in response to
different stimuli such as intermittent hypoxia [11]. Moreo-
ver, exercise is an important stimulus of HSCs increase, as
well as for endothelial progenitor cells (EPCs) recruitment.
These EPCs, play an important role in contributing to vascu-
lar regeneration and angiogenesis induced by the exercise
stimulus [12, 13]. Exercise also plays a key role in the treat-
ment and regeneration of training-induced muscle damage
[14]. The mechanisms for these actions are not wholly un-
derstood; but, it has been established that exercise stimulates
HSCs mobilization for muscle regeneration [15], recruits
peripheral blood circulating HSCs [16] and increases circu-
lating EPCs, which is critical in the early phase of muscle
regeneration [17].

A fraction of the bone marrow stem cell population,
known as side population cells (SP), has become an impor-
tant hallmark for the defining of the stem cell compartment.
Competitive repopulation experiments demonstrated that
these cells contain the vast majority of HSC activity from
murine bone marrow and need to be enriched at least 1,000-
fold before in vivo reconstitution occurs [18]. Zhou et al.
identified in the SP the Bcrpl/ABCG2 transporter pump, a
member of the ATP binding cassette (ABC) transporter su-
perfamily responsible for dye efflux and drug resistant char-

© 2015 Bentham Science Publishers
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acteristics [19]. In addition to bone marrow, these cells are
present in a wide variety of tissues and may have important
therapeutic value for tissue regeneration [20-23].

The goal of this study was to investigate whether inter-
mittent hypobaric hypoxia, in combination with or without
light aerobic exercise sessions, can function as a possible
tool for improvement of skeletal muscle damage recovery by
increasing the number of peripheral blood circulating pro-
genitors and side population stem cells in rats injured by
exhaustive eccentric contraction exercise.

2. MATERIAL AND METHODS
2.1. Animals

This study was jointly conducted by the Department of
Physiology and Immunology at the University of Barcelona
(UB) and the Vall d’Hebron Research Institute (VHIR) in
Barcelona. Adult male Sprague Dawley rats (n=52), with a
body mass at sampling time ranging from 350 to 410 g, were
used. All rats were maintained at 23°C average temperature
under a light-dark cycle of 12h /12h, with food and water ad
libitum.

The animals were randomly pre-assigned to one of the
experimental conditions and to a sampling time. All the
analyses were carried out through a double blind system us-
ing means of bar-coded sample identification. The experi-
mental basal conditions consisted of Untrained Rats (UNT),
which were not subjected to any intervention or training; the
Control Group (CTRL) of trained rats, which suffered an
strenuous eccentric exercise protocol for muscle damage but
no other intervention (passive recovery); the Intermittent
Hypoxia Group (HYP) of trained rats, which were exposed
to intermittent hypobaric hypoxia sessions after the muscle
damage protocol; and the Exercise and Intermittent Hypoxia
Group (EHYP) of trained, rats which were subjected to in-
termittent hypobaric hypoxia sessions plus a rehabilitation
exercise program consisting of a light aerobic exercise ses-
sions after the above mentioned muscle damage procedure.
Animals in the UNT group were only killed at basal status,
just one day before muscle damage of their peers (day 0).
Sampling was programmed for days one (day 1), three (day
3), seven (day 7) or fourteen (day 14) after muscle damage,
for the remaining experimental groups. Each subgroup con-
sisted of n=4 rats, and all procedures were performed in ac-
cordance with the internal protocols and quality assurance
system of our laboratory. The present study was authorized
by the University of Barcelona’s Ethical Committee for
Animal Experimentation, in accordance with current Spanish
legislation, and by the Department of Environment and
Housing (file #1899) of the Autonomous Government of
Catalonia (Generalitat de Catalunya).

2.2. Exercise Training Protocol

Animals from CTRL, HYP and EHYP experimental
groups were trained under normal environmental conditions
(sea level barometric pressure and 21 + 2°C) on a treadmill
(LE 8710, Panlab, Barcelona, Spain). Training sessions were
preceded by a ten-day preconditioning period, in which dura-
tion of the exercise and daily sessions (one or two) were
gradually increased. The further training period consisted of

Nufiez-Espinosa et al.

two daily running sessions for two weeks. Speed was gradu-
ally increased up to 45 cm's’ for each 35-minute training
session. A recovery period of at least 6 h rest was scheduled
between the end of the first session and the beginning of the
second session on the same day. Prior to the strenuous eccen-
tric exercise (muscle damage) procedure, all rats in the three
experimental groups were involved in this training protocol.

2.3. Strenuous Eccentric Exercise Protocol

Skeletal muscle damage was induced by strenuous eccen-
tric muscle contraction exercise [24], consisting of downhill
running at 50 cm's” and 15° of negative surface inclination
until exhaustion. This protocol began after three days at rest
after completion of the training period, and was applied
twice on the same day: one session in the morning and one in
the afternoon, with a minimum rest period of 4 h between the
end of the first session and the beginning of the second one.

2.4. Intermittent Hypobaric Hypoxia Exposure

Intermittent hypobaric hypoxia sessions were performed
using a hypobaric chamber with a volume of about 450 L,
providing space for three rat cages. The walls of the chamber
were made of polymethylmethacrylate plastic, which is
transparent and allows for the permanent observation of
animals during exposure to simulated altitude. A relative
vacuum was created by a rotational vacuum pump (TRIVAC
DSE, Leybold, K6ln, Germany) with its regulating the air-
flow rate regulated at the input by a micrometric valve. Inner
pressure was controlled by two differential sensors (ID 2000,
Leybold, Ko6ln, Germany) driving a diaphragm pressure
regulator (MR16, Leybold, K6ln, Germany). The target pres-
sure was 462 torr (equivalent to 4,000 meters of altitude),
which was decreased steadily over about 15 minutes. Once
this pressure had been reached, the chamber pressure was
maintained and regulated for 4 hours. At the end of the ses-
sion, pressurization to normal barometric pressure was
gradually restored over 15 minutes.

Only HYP and EHYP animals were enrolled in the pro-
gram for intermittent hypobaric hypoxia on a daily schedule.
The total days of hypobaric hypoxia exposure varied accord-
ing to the sampling schedule. Animals assigned to “day 1”
were in the hypobaric chamber for a single session, whereas
“day 14” animals were enrolled for two weeks of daily expo-
sure. Animals had ad libitum access to food and water kept
in air-open reservoirs during the hypoxia sessions inside the
hypobaric chamber.

2.5. Rehabilitation Exercise Program

EHYP rats were enrolled in the rehabilitation exercise
program, consisting of a daily session of light aerobic exer-
cise. Immediately after the hypobaric hypoxia session, these
rats were placed on a treadmill to run in accordance with a
program of low impact and concentric exercise. The exercise
session lasted 20 minutes, during which rats ran progres-
sively up to 30 cm's”, with a gradually increased of surface
inclination from 0° to 5°.

2.6. Blood Samples

Prior to blood collection, rats were anesthetized with ure-
thane solution (30 g-dL") at a dosage of 5 mL-kg". Blood
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samples were taken after laparotomy and puncture of vena
cava, anticoagulated with EDTA and immediately prepared
for flow cytometry.

2.7. Flow Cytometric Inmunophenotyping

Anticoagulated blood containing 5 x 10 cells (= 50 uL),
was incubated in the presence of PE-CD34 and FITC-CD45
antibodies, as recommended by the manufacturer. Vybrant
DyeCycle Violet stain (DCV) was added after 15 min of
incubation at a final concentration of 10 uM. Cell incubation
was stopped after 5 min, and blood cells were diluted using
Attune 1X focusing fluid (1/8 v/v), prior to sample acquisi-
tion.

2.8. Hematological Parameters

Hematological parameters were measured with a semi-
automated electronic cell counter (Celtac o, Nihon Kohden
Corp., Tokyo, Japan). The following measurements were
taken: red blood cell counts (RBC), hemoglobin concentra-
tion (Hb), hematocrit (Hc), white blood cell counts (WBC),
mean corpuscular volume (MCV), mean corpuscular hemo-
globin (MCH), mean corpuscular hemoglobin concentration
(MCHC) and platelet counts (PLT).

2.9. Side Population Analysis

The side population assay was performed as previously
described [25]. Bone marrow cells were obtained by flushing
the femur of rats with Hank's Balanced Salt Solution
(HBSS). Bone marrow yield was determined under the mi-
croscope by using a hemocytometer. The original Hoechst
staining protocol describes the use of this dye to identify and
purify murine hematopoietic stem cells. Alternatively, when
cells are loaded with DCV and analyzed on a violet laser
diode-equipped flow cytometer, a side population similar to
the traditional Ho342 SP is observed (Fig. 5). DCV was
added at a concentration of 10 pM and incubated for 90 min
in a water bath at 37°C with periodic agitation. Cells were
then centrifuged for 6 min at 483 x g, 4°C, and re-suspended
at a concentration of 1-2:10" cells'ml”" in cold HBSS con-
taining 2% FBS and 10 mM HEPES. Samples were kept at
4°C until analysis. Propidium iodide (PI) was added at a con-
centration of 5 pg'ml™ to exclude dead cells. In order to re-
move cellular aggregates, cells were filtered through a 50-
pum nylon mesh prior to analysis.

2.10. Flow Cytometry

All cell measurements were done using the Attune®
Acoustic Focusing Cytometer (Life Technologies). Unlysed
blood samples were simultaneously stained with PE-CD34,
FITC-CD45, and DCV. The filter combinations used con-
sisted of a 555 DLP, BP 530/30 (FITC), and 620 DLP,
574/26 (PE). Acquisition was stopped when a minimum of
300 live-gated CD34+ events were collected. FITC, PE and
DCYV fluorescence was collected on a logarithmic scale. For
DCV-based Side Population measurements, the filter combi-
nation consisted of 450/40 band-pass (blue), 603/48 band-
pass (red), and 500 dichroic long-pass filters. DCV-Blue and
DCV-Red fluorescence was displayed on a linear scale.
Propidium iodide fluorescence was displayed on a logarith-
mic scale.
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2.11. Statistical Analysis

Classic descriptive statistics were calculated for each pa-
rameter. Data are expressed as mean values + standard de-
viation. A two-way analysis of variation (ANOVA) (Holm-
Sidak) was used to check the effect of treatment on the dif-
ferent sampling times of the study. One-way ANOVA (fol-
lowed by Dunn or Turkey’s post hoc methods depending on
data conditions) was applied to compare the differences in
only one of these factors. Calculations were employed by
using SigmaPlot 12.5 (Systat Software Inc., San José, CA,
USA).

3. RESULTS
3.1. Hematological Parameters

Hematological parameters with descriptive statistics are
shown in Table 1. Blood counts showed significant differ-
ences in WBC, RBC, Hb, and PLT. For WBC, the UNT
group showed higher counts than the entire experimental
group (22.56 + 5.33 10>uL™") and significant differences (p
< 0.05) were only found on day 1 with the HYP group (11.13
+2.35 10°-uL™"). HYP WBC counts on day 1 were signifi-
cantly different from day 3 counts (19.6 + 5.24 10*-uL™") and
day 7 ones (18.63 + 2.37 10*uL™) (p<0.05 and p<0.01 re-
spectively).

As expected, exercise training clearly increased red blood
cells and hemoglobin concentration [26, 27], but without
differences in red cell indexes, thus showing a mere quantita-
tive adjustment in the oxygen transport capacity through the
well-known erythropoietic response. This phenomenon is
patent when comparing the values between UNT and all the
rest of groups. As a general trend, the EHYP group showed
an increase in RBC when compared to the CTRL group did
on day 3. Significant differences were only found on day 7,
when the EHYP (8.54 + 0.16 10°uL") and CTRL (7.67 +
0.12 10%pL™") groups were compared (p < 0.01). In addition,
the UNT group (13.99 £ 1.71 g-dL™") showed lower Hb val-
ues in comparison with the EHYP group. Significant differ-
ences were only found on 7 (16.7 = 0.42 g-dL"') and 14
(16.46 + 0.7 g-dL™") days (p<0.05).

For the PLT counts, the CTRL group on day 1 (529.9 +
108.9 10°-uL™") was significantly different (p<0.05) when
compared with day 14 (922.0 + 186.5 10°-uL™"). Significant
differences were also found for the HYP group when day 1
(450.8 = 86.5 10*-uL™") and day 7 (980.7 £ 54.0 10°-uL™)
were compared (p<0.001).

Regarding Hc, the HYP group showed significant differ-
ences (p<0.05) with the UNT group (41.12 + 3.26%) on day
1 (48.20 £ 3.51%), day 7 (50.14 + 6.76%) and day 14 (47.48
+ 3.73%). The EHYP group also showed significant differ-
ences on day 7 (49.07 + 2.29%) and day 14 (47.97 £ 2.39%)
when compared with the UNT group.

3.2. Identification of CD34+/CD45"% and CD34+/CD45+
Cells

To evaluate the presence of CD34+ cell populations, se-
rial analyses of unlysed whole blood from rats were per-
formed, showing that DyeCycle Violet stain is selectively
retained by CD34+ cells.
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Table 1. Hematological parameters for the different experimental groups and times of sampling.
WBC RBC Hb Hec MCV MCH MCHC PLT
(10°-uL") (10%uL") (grdL") (%) (L) (pg) (g-dL") (10°uL")
Day0 | UNT | 22556 || 533 | 740 | +| 095 | 13,99 | | 1,71 | 41,12 | +| 326 | 5593 | +| 4,73 | 18,70 | + | 1,97 | 34,67 | +| 0,40 | 712,8 | + | 207.8
CTRL | 14,54 |+ | 1,75 | 821 | £| 024 | 15,10 | =| 1,39 | 4737 | £| 2,50 | 57,69 | = | 1,60 | 18,43 | +| 2,03 | 31,97 | £ 3,72 | 529,9 | = | 108,9
Dayl | HYP | 11,13 | | 235° | 826 || 0,53 | 1595 || 1,62 | 4820 | = |3,51°| 5838 | £| 2,33 | 1933 | £ | 1,50 | 33,13 | = | 2,75 | 4508 | = | 86,5
EHYP | 12,18 | | 1,63 | 8,01 | =| 032 | 1525 |+ | 091 |4587 | = | 038 | 5734 | +| 2,77 | 19,04 | £ 0,52 | 3326 | = | 2,25 | 650,6 | = | 84,9
CTRL | 15,12 [+ | 2,90 | 7,70 | £| 0,19 | 15,18 | = | 0,56 | 46,33 | £| 2,52 | 60,19 | = | 4,06 | 19,71 | = | 0,89 | 32,81 | | 0,92 | 769,6 | | 79,4
Day3 | HYP | 19,60 | £ | 524c | 7,94 | | 0,54 | 1555 | | 035 | 47,52 | = | 3,38 | 59,87 | £| 0,63 | 19,70 | £ | 1,05 | 32,91 | + | 1,74 | 791,6 | = | 46,8
EHYP | 16,05 | | 5,66 | 8,16 | =| 0,73 | 14,79 |+ | 2,11 |4743 | £| 448 | 60,57 | +| 2,85 | 18,70 | £ | 228 | 32,70 | = | 1,04 | 638,6 | = | 361,2
CTRL | 20,15 |+ | 3,78 | 7,67 | £| 0,12 | 15,12 | = | 0,31 | 46,04 | £| 1,93 | 60,06 | = | 2,77 | 19,73 | +| 028 | 32,88 | | 1,39 | 751,5 | + | 3402
Day7 | HYP | 18,63 | | 2375 | 818 | +| 037 | 14,76 | £| 334 | 50,14 | = | 6,76° | 61,56 | | 11,09 | 17,95 | = | 3,56 | 3027 | = | 9,52 | 980,7 | = | 54,0n
EHYP | 16,52 | £ | 338 | 8,554 | | 0,169 | 16,70 | £ | 0,422 | 49,07 | = | 2,29 | 5747 | + | 2,54 | 19,57 | + | 0,32 | 34,07 | = | 1,13 | 9042 | + | 158,6
CTRL | 16,18 |+ | 2,39 | 8,07 | £| 027 | 1568 | =| 0,39 |4519 | +| 058 |56,05|=| 1,51 | 19,46 | | 0,74 | 34,71 | £ 0,78 | 922,0 | + |186,5°
Day 14| HYP | 1746 |+ | 414 [836 | +| 061 | 1585 || 0,80 | 47,48 | +| 3,73° | 56,84 | = | 3,28 | 19,00 | + | 0,78 | 33,46 | = | 1,04 | 647,0 | = | 217.3
EHYP | 17,63 | | 3,06 | 834 | =| 037 | 1646 | +| 0,70° | 47,97 | £ | 2,39 | 57,51 | +| 0,53 | 19,75 | = | 0,43 | 34,33 | £ | 0,66 | 9003 | = | 1234

All data are givend as mean + standard error of the mean (SEM) on days 1, 3, 7 and 14. Multiple group comparisons were performed by using two-way analysis of variance. One-way
ANOVA compared the experimental groups with UNT. Significant differences were shown as follows: p < 0.05: HYP on day 7 vs day 1 (a, p<00.5); CTRL on day 14 vs day 1 (b,
p<0.05); UNT compared with other groups (e, p<0.05), HYP on day 3 vs day 1 (¢, p<0.01); EHYP vs CTRL on day 7 (g, p<0.01), HYP on day 7 vs day 1 (n, p<0.001).

In general, CD34+/CD45™ and CD34+/CD45+ cell
counts were lower for the UNT group. Significant differ-
ences (p<0.05) were only observed when UNT
CD34+/CD45+ cell counts (mean = 0.0135% of cells) were
compared with day 3 of the CTRL group (mean = 0.0425%
of cells) and with day 7 of the EHYP group (mean = 0.1532
% of cells).

For CD34+/CD45"# cell counts (Fig. 1A), the EHYP
group showed a significant increase on day 7 (mean
0.0020% of cells) when compared with the CTRL (mean
0.0003 % of cells) (p<0.001) and with the HYP group (mean
0.0008 % of cells) (p<0.01). Significant differences
(p<0.001) were also found when CD34+/CD45"# cell counts
for the EHYP group on day 7 were compared with day 1 (0
% of cells), day 3 (mean = 0.0001% of cells) and day 14
(mean = 0.00014% of cells).

All groups showed an increase of CD34+/CD45+ cells on
day 7 than on day 3. On day 7, the EHYP group had signifi-
cantly (p<0.05) higher cell counts (mean = 0.153% of cells)
than the HYP group did (mean = 0.059 % of cells). In addi-
tion, the EHYP group had significant differences (p<0.05)
when cell counts on day 3 and day 7 were compared (0,034
vs. 0.153% of cells, respectively).

3.3. DCYV Staining Pattern

CD34+ cells showed a consistent differential DCV stain-
ing pattern. Based on both high and low DCV retention,
CD34+ cells were classified as DCV"® and DCV'" sub-
populations. Significant differences (p<0.05) were found for
DCV™ cells on day 7, showing that CD34+/DCV'*" EHYP
cells had higher counts (mean = 0.107 % of cells) than

CD34+/DCV" HYP cells did (mean = 0.036 % of cells).
For the EHYP group, significant differences (p<0.05) were
found when comparing days 3 and 7, with lower counts on
day 3 (0.025 vs. 0.107% cells, respectively).

3.4. Side Population Measurements

Data collection for these cells was on days 1, 7 and 14
with a total of 32 samples of bone marrow (n=4 rats for each
subgroup), which are shown in (Fig. 3). A representative
scattergram and gating parameters used for quantification of
SP population are shown in Fig. (4). No significant differ-
ences were found when SP cells were analyzed. In general,
average cell counts on day 1 were 0.151 % of SP cells for the
HYP group and 0.089% of SP cells for the EHYP group. By
day 14, these counts had steadily decreased to 0.061% of
cells for the HYP group and to 0.054% of cells for the EHYP
group. The CTRL group had lower counts of SP cells on day
1 (mean = 0.021% of cells) and similar counts to the other
groups on day 14 (mean = 0.057% of cells).

4. DISCUSSION

Whole-blood analyses, using no-lyse no-wash protocols
enabled by acoustic focusing flow cytometry, have advan-
tages over conventional, classic techniques commonly used
for cell immunophenotyping. Red blood cell lysis can result
in white cell depletion and incomplete cell lysing, making it
difficult to study rare cells [28]. In addition, rat red blood
cells are more lyse-resistant than human erythrocytes, mak-
ing repeated and accurate flow cytometric measurements
difficult. To avoid these problems, we decided to perform a
series of rat cell measurements using acoustic focusing
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Untrained Rats (UNT), trained rats that suffered two consecutive trials of strenuous eccentric exercise protocol but had no other intervention
(CTRL), Intermittent Hypoxia Group (HYP) and Exercise and Intermittent Hypoxia Group (EHYP) are represented. All data are given as
mean + standard error of the mean (SEM) on days 1, 3, 7 and 14. Multiple group comparisons were performed by using two-way analysis of
variance. One-way ANOVA compared the experimental groups with UNT. Flow cytometry values for undetectable events are represented
with an asterisk (*). In Fig. (1A), significant differences are shown as follows: EHYP on day 7 compared with other sampling days (a;
p<0.001), CTRL vs. EHYP on day 7 (b, p<0.001), and HYP vs. EHYP on day 7 (c, p<0.01). In Fig. 1B, significant differences are shown as
follows: EHYP vs. HYP on day 7 (d, p<0.05), EHYP on day 7 vs. day 3 (e, p<0.05), EHYP on day 7 vs. UNT (f, p<0.05) and CTRL on day 7
vs. UNT (g, p<0.05).
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Fig. (2). Flow cytometry counting of CD34+/DyeCycle Violet®™ and CD34+/DyeCycle Violet"" cells for the different experimental groups
and time of sampling. Untrained Rats (UNT), trained rats that suffered the same strenuous eccentric exercise protocol but had no other inter-
vention (CTRL), Intermittent Hypoxia Group (HYP) and Exercise and Intermittent Hypoxia Group (EHYP) are represented. All data are
given as mean =+ standard error of the mean (SEM) on days 1, 3, 7 and 14. Multiple group comparisons were performed by using the two-way
analysis of variance. One-way ANOVA compared the experimental groups with UNT. Significant differences were only found for

CD34+/DyeCycle Violet® cells, as follows: HYP vs. EHYP on day 7 (a, p<0.05) and EHYP on day 3 vs. day 7 (b, p<0.05).

cytometry in combination with methodology developed pre-
viously in our laboratory, aimed at detecting human CD34+
cells [29].

To distinguish nucleated blood cells from erytrhocytes,
we explored the possibilities of using a promising fluores-
cent probe termed Vybrant Dye Cycle Violet stain [30].
DCV can be excited with violet lasers and can be used for
simultaneous staining with antibodies. DCV is a DNA-
selective viable stain that can be easily adapted for functional
stem cell analysis and side population assays.

First, we observed a consistent and reproducible dual-
staining pattern of CD34+ cells. Based on DCV emission,
we were able to identify two different CD34+ cell subsets.
These two subsets were internally termed as CD34+/DCV"e"
and CD34+/DCV", referring to the bright or dim intensity
of DCV staining. Interestingly, DCV is a substrate for
multidrug resistance pumps expressed in hematopoietic stem
cells. CD34+ cells are enriched in P-glycoprotein (P-gp) and,
according our results, we hypothetize that DCV helps to dis-
criminate primitive CD34+ stem cells with higher expression
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Fig. (4). Scatter gram for the side population. Representative scatter
dot plot showing the side population and the gating parameters used
for SP quantification.
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Fig. (5). Representative DyeCycle Violet SP analysis of rat marrow cells. Bone marrow cells were acquired on an Attune Acoustic Focusing
cytometer (Life Technologies) equipped with a 50-mW violet laser emitting at 405 nm. Vybrant DyeCycle Violet stain (DCV), has emission
characteristics similar to those of Hoechst 33342, but with a longer wavelength excitation maxima (369 nm), and it has been validated to
study SP cells.The first dotplot displays Forward Scatter vs. propidium iodide events to exclude dead cells (A). The second dotplot displays
the scatter properties of live gated events (B). Side population pattern of DCV efflux in the bone marrow of a representative rat (C).

levels of P-gp. If true, these results may have implications
for the identification of CD34+ cells with different regenera-
tive potential. In 1991, Chaudhary et al., found that staining
of human bone marrow cells with fluorescent dyes is poten-
tiated by P-gp inhibitors and correlated inversely with P-gp
expression [31]. Since P-gp is expressed in practically all
hematopoietic progenitor cells, including long-term culture-
initiating cells, they concluded that the highest levels of P-gp
among the progenitors were associated with cells displaying
characteristics of pluripotent stem cells. These results sup-
port our hypothesis that CD34+/DCV'" cells may also dis-
play characteristics of primitive progenitors, because DCV
retention should also be inversely correlated with P-gp ex-

pression. Therefore, we decided to study the association of
CD34+/DCV subsets with the experimental groups, showing
that EHYP CD34+/DCV"" cells had higher counts than
HYP CD34+/DCV"" cells did, and that EHYP
CD34+/DCV™ cells had count that were more than 4 times
higher on day 7 that on day 3. Since non-significant differ-
ences were observed for CD34+/DCV™" cells, we hypothe-
size that primitive CD34+ progenitors are preferentially mo-
bilized under intermittent hypoxia, with a peak of
CD34+/DCV™ cells under exercise and intermittent hypoxia
conditions, on day 7. However, non-significant differences
were found when SP cells were analyzed for the different
experimental groups and time of sampling.
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To date, the possible relationship between CD34+ and
CD34" stem cells has not been clarified, although we know
that there is a close relationship between improved skeletal
muscle damage recovery and increased circulating CD34+
progenitors [32]. Previous studies showed that acute effects
of intermittent normobaric hypoxia results in increased num-
bers of circulating hematopoietic stem cells immediately
following exposure [11], whereas prolonged hypobaric hy-
poxia decreases endothelial circulating cells [33]. Rivier et
al., suggested that muscle SP cells are quiescent primitive
progenitors that self-renew upon muscle injury and give rise
to a progeny of satellite cells, which in turn participate more
actively in muscle regeneration and repair [34]. This pro-
posal was supported by subsequent studies [35]. However,
our results suggest that intermittent hypobaric hypoxia, when
accompanied by light aerobic exercise, has a sustained effect
on the increase in the number of circulating progenitor cells,
these findings are consistent with what would be expected
from exercised animals and also demonstrate that the exer-
cise was, in fact, probably have the desired repairing effects.
The evolution of circulating progenitor cells in this group
showed an independent trend to SP kinetics along recovery
period. In addition, it is well know that vascular progenitor
associated myogenic satellite cells in the embryo remain in
close association with the vasculature as adult stem cells in
skeletal muscle [36] and that bone marrow SP can participate
in the formation of skeletal myotubes during regeneration
[37]. Therefore, it was very important to observe the behav-
ior of the SP under the experimental conditions of this study.

Interestingly, kinetics of CD34+/DCV progenitors and
CD34™¢ SP cells do not appear to be associated with the time
of sampling. We have shown that early exposure to hy-
pobaric hypoxia firstly increases the numbers of bone mar-
row SP cells on day 1, while under exercise and intermittent
hypoxia conditions circulating progenitors are detected at
high numbers on day 7.

On one hand, CD34"® SP cells showed more cell num-
bers than the control group on day 1. In addition, the
CD34+/DCV"" subset had a relevant decrease in cell num-
bers on day 3 when compared with day 1, whereas CD34"¢
SP cells showed a more sustained decrease on day 7, when
compared with day 1. On the other hand, the CD34+/DCV""
subset was detected at similar numbers from day 1 to day 14,
whereas CD34+/DCV"" cells showed a significant decrease
on day 3. Under exercise and intermittent hypoxia condi-
tions, both CD34+/DCV subsets showed very similar kinet-
ics, with a marked decrease in circulating progenitors on day
3, and restoration of cell counts on days 7 and 14. However,
CD34"¢ SP cells showed a different kinetic pattern, with a
maximum of SP cells on day 1, and a steady decrease from
day 7 to 14.

Taken together, these results suggest that intermittent hy-
poxia mainly triggers the expansion of CD34"¢ SP cells, and
has a less impact on CD34+ cell counts. Under this condi-
tion, CD34"# SP cells were detected at a 3-fold higher level
than in the control group. Inversely, exercise and intermittent
hypoxia conditions resulted in significant changes in the
numbers of circulating CD34+ cells, but little change in SP
cell numbers. ABCG2 has a physiological role in the sur-
vival of hematopoietic stem cells under hypoxic conditions.
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ABCG?2 expression in side population stem cells protects
against hypoxic environments by preventing the accumula-
tion of porphyrin that causes mitochondrial death. The size
of this protection increases as the amount of oxygen de-
creases, whereas the absence of ABCG2 renders progenitor
cells highly sensitive to low oxygen tension [38]. In addition,
ABCG?2 is upregulated by hypoxia, a phenomenon that can
explain why SP cells are detected at high levels as early as
on day 1 after only one session of hypoxia exposure. Moreo-
ver, the ABCB1 gene is hypoxia responsive, a result that
may identify hypoxia-elicited P-gp expression as a pathway
for fast response under hypoxic conditions [39]. Although
ABCBI is overexpressed in CD34+ cells, intermittent hy-
poxia had no significant effects on the number of peripheral
blood circulating progenitors. However the effects for the
combination of exercise and intermittent hypoxia, suggest
that muscle damage triggers mainly the mobilization of both
CD34+/CD45" and CD34/CD45+ progenitors.

An explanation of the relevance of cells expressing
CD34+ has been obtained throughout several studies. These
include the CD34+/CD45+ phenotype hematopoietic pro-
genitor cells with an important role in the skeletal muscle
regeneration process [40, 41]; the CD34+/CD45"™¢ popula-
tion with endothelial progenitor cells; and the angiogenesis
and vascularization during this same recovery process [13,
17]. Therefore, based on the important role of both kinds of
progenitor cells, we can postulate that combined intermittent
hypobaric hypoxia exposure and exercise, offers a significant
advantage in the recovery process, not only due to the higher
count in progenitor cells found here, but also to the relative
abundance of more primitive CD34+ cells.

CONCLUSION

The DyeCycle Violet stain is selectively retained by
CD34+ cells, which allows discrimination of two subsets of
cells, internally termed as CD34+/DCV™"  and
CD34+/DCV™, due to the bright and dim intensity of the
DCV stain.

On the 7™ day of recovery after muscle damage, the
EHYP group clearly increased the number of circulating
CD34+/CD45™¢ and CD34/CD45+ progenitors. Intermittent
hypobaric hypoxia seems to be decisive in the expression of
the side population, although the exercise-induced stimulus
showed a reverse effect on SP kinetics. Further studies are
needed in order to enlighten the role of side population in
muscle regeneration.

Although our data offer promising perspectives for re-
covery from skeletal muscle damage, more translational re-
search is needed to refine methods in a clinical setting. Later
research using gene expression analysis and microstructural
observation of the presumably damaged muscle will be criti-
cal for our enhanced understanding of the effects of hypoxia
and exercise on the recovery process of skeletal muscle in-

jury.
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Abstract.

Introduction: CD34 studies are needed to understand the role of these cells in regard to
efficient engraftment, especially in the adjuvant treatment of cancer.

Material and Methods: We have used a modified method for counting CD34+ cells in
unlysed whole blood samples, based on the DNA-selective and cell membranepermeant
Vibrant DyeCycle Violet stain.

Results: CD34+ cells exhibit a consistent and differential Vybrant Dye Cycle Violet
staining pattern. Based on their different DCV intensity, we termed these two

subpopulations as CD34+/DCVhigh and CD34+/DCVIlow cells, and in general,
DCVhigh

cells were 12-times brighter when compared with DCVlow cells.

Conclusions: DCV effectively subsets and orders CD34+ cells for the definition of
different functional properties that can be related to the characterization, resolution, and
purification of primitive hematopoietic stem cells in combination with specific useful

markers for multicolor flow cytometric measurements.



1. Introduction

The antigen recognized by the CD34 antibody is a cell surface marker widely used to
both identify and isolate hematopoietic progenitor cells. Although this marker was
initially identified as an antigen expressed in hematopoietic progenitors cells (1,2), it
has also been used to detect CD34+ leukemic cells, vascular endothelial cells (3,4), and
tissue-specific stem cells including muscle satellite cells and epidermal precursors (5-7).
In 1998, Berenson et al. showed for the first time that CD34+ marrow cells engrafted
lethally irradiated baboons (8). Three years later, it was suggested that CD34+ marrow
cells were also capable of reconstituting hematopoiesis in humans (9). Nine patients
with breast cancer or neuroblastoma were treated with myeloablative therapy and then
reconstituted with autologous CD34+ marrow cells. This study provided evidence that
CD34+ human marrow cells can reconstitute hematopoiesis in vivo after marrow
ablative therapy. Since then, a number of CD34 studies added significantly to our
understanding of the role of these cells in regard to efficient engraftment, especially in
the adjuvant treatment of cancer.

Flow cytometry has classically been used to detect CD34+ cells. First assays consisted
of using indirect immunofluorescence techniques, red-cell lysing procedures, and
centrifugation and washing steps. CD34+ counts were obtained using a dual-platform
technique, also known as the Milan Protocol (10). Since then, different methodologies
have been described for improved detection of CD34+ cells. In concert with the
International Society of Hematotherapy and Graft Engineering (ISHAGE), a set of
guidelines were defined for detection of CD34+ cells based on a mutiparametric flow
cytometry method. CD45 staining, fluorescent microspheres and viability dyes were
included to demonstrate that both viable and nonviable CD34+ cells could be identified
and quantified (11,12). More recently, the CD14/CD11b protocol was also validated for

progenitor cell counting (13).



We previously developed a new method for counting CD34+ cells in whole blood
samples, based on nucleic acid viable staining to discriminate erythrocytes and debris.
After nucleic acid staining, DNA/RNA-positive events are plotted in size/granularity
scatter plots. These events can be ‘live-gated’ for the analysis of CD34+ events. This
procedure uses either single- or multiple-laser excitation. It is simple, fast, highly
sensitive and reproducible avoids lysis, washing and centrifugation steps and takes
advantage of classic methods that are widely used in flow cytometry (14). The original
protocol used SYTO-13, a fluorescent DNA/RNA stain in avoiding erythrocyte lysis.
One approach described the determination of surface antigens on unfixed leukocytes in
whole blood by using the laser dye styril-751 (LDS-751) nucleic acid stain to
discriminate intact nucleated cells from non-nucleated and damaged nucleated cells.
However, we compared staining of viable nucleated white cells by SYTO-13 and LDS-
751, and obtained a more uniform staining pattern with SYTO-13.

More recently, a new assay based on the efflux of Vybrant DyeCycle Violet stain
(DCV) was shown to stain viable nucleated cells. DCV is a low cytotoxicity permeable
DNA-specific dye that can be used for cell cycle analysis and stem cell side population
by flow cytometry (15,16). In order to discriminate nucleated blood cells from
erythrocytes, we explored the use of DCV, because it can be excited with violet lasers
and can be used for simultaneous staining with antibodies. We have adapted this
protocol to study the numbers of circulating CD34+ cells in rat peripheral blood,
because rat erythrocytes have increased resistance to osmotic lysis, making our method
ideal for such research studies. In addition, we applied this newly modified

methodology for human CD34+ progenitor cell counting.



2. Material and methods

This study was jointly conducted by the Department of Physiology and Immunology at
the University of Barcelona (UB) and the Vall d’Hebron Research Institute (VHIR) in

Barcelona.

2.1. Rat samples

In this study we used rat peripheral blood cells. Rat blood cells were obtained from 53
adult male Sprague Dawley rats taken for hypoxic training studies, under different
experimental conditions. The experimental basal conditions consisted of Untrained Rats
(UNT), that were not subjected to any intervention or training; Control Group (CTRL)
of trained rats that suffered muscle damage but had no other intervention (passive
recovery); Intermittent Hypoxia Group (HYP) trained rats that were exposed to
intermittent hypobaric hypoxia sessions after the muscle-damage protocol; and Exercise
and Intermittent Hypoxia Group (EHYP) trained rats that were subjected to intermittent
hypobaric hypoxia sessions plus a rehabilitation exercise program constituted by with
light aerobic exercise sessions after the muscle-damage procedure. Samples were
processed immediately after collection. All procedures were performed in accordance
with the internal protocols of our laboratory, that were authorized by the University of
Barcelona’s Ethical Committee for Animal Experimentation and ratified, in accordance
with current Spanish legislation, by the Departament de Medi Ambient i Habitatge (file

#1899) of the Autonomous Government of Catalonia.



2.2. Human samples

Human blood samples (n=27) were obtained from samples taken for clinical testing
purposes not related to this study. Peripheral blood, mobilized peripheral blood, and
bone marrow specimens were used in this study. Blood and marrow specimens were
obtained from healthy donors and cancer patients with informed consent. All samples
were processed immediately after collection.

2.3. Flow cytometry.

Anticoagulated blood containing 5 x 10° cells (= 50 uL), were incubated in the presence
PE-CD34 and FITC-CD45 antibodies (Life Technologies), as recommended by the
manufacturer. Vybrant DyeCycle Violet stain (DCV, Life Technologies) was added
after a 15 min incubation at a final concentration of 10 uM. Cell-incubation was stopped
after 5 min, and blood cells were diluted using Attune® 1X focusing fluid (1/8 v/v),

prior to sample acquisition.

All cell measurements were done using the Attune® Acoustic Focusing Cytometer (Life
Technologies). Unlysed blood samples were simultaneously stained with PE-CD34,
FITC-CD45, and DCV. The filter combination used consisted of 555 DLP, 530/30
(FITC), and 620 DLP, 574/26 (PE). Acquisition was stopped when a minimum of a 300
live-gated CD34+ events were collected. FITC, PE and DCV fluorescence were
collected in logarithmic scale.

Gating strategy is represented in Figure 1. A CD45 versus DCV dot plot (R1) was used
to discriminate nucleated cells from erythrocytes and debris. Nucleated cells were then
selected in a side scatter versus CD45 dot plot (R2). CD34+ subpopulations (R3) with
different DCV levels were selected using a DCV vs. CD34 dot plot (R4). Side scatter

vs. forward scatter plots were used again to count a minimum of 300 CD34+ cells (R5).



3. Results

CD34+ cells exhibit a consistent and differential Vybrant Dye Cycle Violet staining

pattern.

Panels of immunomarkers provide greater information in combination with functional
analysis of unlysed whole blood specimens. In order to evaluate the presence of CD34+
cell populations, we performed serial analyses of unlysed whole blood from rats,
showing that CD34+ cells differentially retained DyeCycle Violet stain (Figure 1). The
distribution of DCV-stained CD34+ cells helped to identify two main cluster groups,
with significantly different fluorescent intensities. Based on their different DCV
intensity, we termed these two subpopulations as CD34+/DCV"®" and CD34+/DCV'""
cells, and in general, DCV"" cells (R6) were 12-times brighter when compared with
DCV'"" cells (R4).

With regard to rat progenitor cells, reference counts for CD34+/DCV'"" were found to
be higher under exercise and intermittent hypoxia (mean = 0.107%), when compared
with CD34+/DCV'" cells under intermittent hypoxia (mean = 0.036%). For the
exercise and intermittent hypoxia group, lower counts were found on day 3 (mean =
0.025%) when compared with day 7 (mean = 0.107%) (data not shown). In Figure 2,
four representative experiments of CD34+/DCV"" and CD34+/DCV'" cells are
shown. DCV stain was used to display CD34+/DCV"" cell in Region 6 (R6) and
CD34+/DCV' cells in Region 4 (R4).

Since DCV allowed the identification of relevant and reproducible CD34+/DCV™" and
CD34+/DCV'"" rat cells, studied unlysed whole blood specimens obtained from
humans. The presence of these two subsets was also evaluated in human hematopoietic
specimens. Normal peripheral blood, mobilized peripheral blood and human marrow
also showed CD34+/DCV"®" and CD34+/DCV'" cells. CD34+/DCV"?" and
CD34+/DCV'"" cells were also detected, showing a similar pattern to those observed in
rats. Figure 3 shows four representative CD34+/DCV measurements. The first dot plot
was used to show CD34+/DCV rat cells (A), whereas the remaining were used to show
CD34+/DCV human cells (B-D). The second dotplot (B) was used to display peripheral
blood circulating cells during steady-state hematopoiesis. The subsequent dot plots
represent two marrow specimens, showing normal bone marrow (C) and a malignant

disease of the bone marrow (D) in which hematopoietic precursors are arrested in an



early stage of development with low CD34 expression (acute myeloid leukemic cells).
Normal bone marrow CD34+ cells also showed differences in DCV staining, and
brighter CD34+ cells had the lowest DCV retention (C). When compared with
peripheral blood CD34+/DCV cells, CD34™"%" marrow cells had even less DCV
retention. Acute myeloid CD34%™ blast cells in (D) were DCV"®", whereas a minor

subset of CD34™19" cells, were DCV'Y, as indicated by arrows and labels.



4. Discussion

We have used a modified method for counting CD34+ cells in whole blood samples,
based on the DNA-selective and cell membrane-permeant Vibrant DyeCycle Violet
stain (16). This protocol was initially adapted to study the numbers of circulating
CD34+ cells in rats (manuscript submitted). Later it was applied for CD34+ counting in
human peripheral blood and marrow cell specimens. We resorted to use this method
because rat erythrocytes have increased resistance to osmotic lysis, making our method
ideal for such research studies. After nucleic acid staining, DNA positive events were
gated in size/granularity scatterplots, and subsequently these events were “live-gated”
for the analysis of CD34+ events. Surprisingly, the results of this approach were
unexpected; based on different DCV intensity, we obtained two different
subpopulations of CD34+ cells, that we classified as CD34+/DCV"" and
CD34+/DCV' cells.

In 1991, Udomsakdi et al. identified different subsets of primitive human hematopoietic
cells defined by different functional assays. They used rhodamine 123 (Rh123) and
CD34 antibodies to allow the CD34+ cells to be divided into two subpopulations (17).
Isolation of CD34+ Rh123-dull cells provided a single-step enrichment of
approximately 240-fold in long-term culture-initiating cells by comparison to the light-
density fraction of normal bone marrow. Moreover, clonogenic cells present in the
CD34+ Rh123-bright fraction were enriched approximately 40-fold over their
concentration in the light-density fraction. Human hematopoietic stem cells are enriched
in the Lin"™® CD34+/CD38™ cell fraction, as assessed by the functional SCID-
repopulating cell (SRC) assay; and, low Rh123 retention identifies long-term human
hematopoietic stem cells within the Lin"*® CD34+/CD38" population. This study
concluded that this improved protocol was a significant step toward achieving a more
homogeneous population of primitive cells for both experimental and therapeutic
applications (18). This was somewhat of a paradigm shift because studies in murine
systems suggest that purification of homogeneous hematopoietic stem cell populations
may not be possible as stem cells may be stochastically regulated by random intrinsic

and extrinsic factors (19).



Also in 1991, Chaudhary and Roninson demonstrated that the highest levels of P-
glycoprotein (P-gp) among the progenitors were associated with cells displaying
characteristics of pluripotent stem cells (20). Rh123 and several other fluorescent dyes
are substrates for transport mediated by P-gp, an efflux pump responsible for multidrug
resistance in tumor cells. They found that staining of human bone marrow cells with
fluorescent dyes was potentiated by P-gp inhibitors and inversely correlated with P-gp
expression as P-gp is expressed in practically all hematopoietic progenitor cells,

including long-term culture-initiating cells.

Interestingly, DCV is a P-glycoprotein substrate (21) that can also be used for Side
Population measurements (15,16). Our results suggest that DCV can also be used to
divide CD34+ cells into two populations, as previously demonstrated by using
rhodamine 123, and that these subpopulations may overlap the clonogenic capacity of
both Rh123-dull and -bright CD34+ cells. If true, CD34+/DCV'" cells should also be
enriched in long-term human hematopoietic stem cells, making this protocol useful to
monitor the frequency of these two subpopulations after stem cell mobilization and their
association with long-term reconstitution, engraftment, and graft failure. Since panels of
immunomarkers provide greater information in combination with functional analysis of
unlysed whole blood specimens, further experiments will be needed to learn how Lin"*
CD34+/CD38"™9 and other marker combinations can help to identify true hematopoietic
stem cells, and how the lowest DCV retention is associated or not with more primitive
progenitor marrow cells. Regarding the staining technique, DCV has advantages over
Rh123, because the amount of electronic compensation required to eliminate the Rh123
spillover into either the PE-CD34 or the Lin" CD34+/CD38" channel can overcome
the capacity of the instrument, making it difficult to effectively lower the intensity of
Rh123 fluorescence by reducing the concentration, especially for multicolor
immunofluorescence and flow cytometry based hematopoietic stem cell assessment.
Moreover, our results in this study demonstrate that DCV can also help to distinguish
the activity of multidrug transporters expressed in leukemic CD34+ cells as we have
shown that AML CD34+ blasts can have an increased retention of DCV in contrast to
CD34°"" marrow cells, which also could help to identify normal and malignant
progenitors, based on the functional activity and the expression of multidrug
transporters. In essence, we believe that DCV effectively subsets and orders CD34+

cells for the definition of different functional properties that can be related to the



characterization, resolution, and purification of primitive hematopoietic stem cells in
combination with specific useful markers for multicolor flow cytometric measurements.
Violet laser diodes are now available on many benchtop flow cytometers, a factor that
will be key to enlighten the relevance of this promising probe for clinical stem cell

counting.
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Figure legends

Figure 1. Representative gating strategy to study the numbers of circulating
CD34+ cells in rat peripheral blood. A CD45 versus DCV dot plot (R1) was used to
discriminate nucleated cells from erythrocytes and debris. Nucleated cells were then
selected in a side scatter versus CD45 dot plot (R2). CD34+ subpopulations (R3) with
different DCV levels were selected using a DCV vs. CD34 dot plot (R6). Side scatter

vs. forward scatter plots were used again to count a minimum of 300 CD34+ cells (R5).

Figure 2. Flow cytometric profile of CD34+/DCV'" and CD34+/DCV"" cells.
DyeCycle Violet analysis of four representative experiments showing CD34+/CD45+
cells on an Attune® Acoustic Focusing cytometer (Life Technologies) equipped with a
50 mW violet laser emitting at 405 nm. Vybrant® DyeCycle™ Violet stain (DCV) was
used to display CD34+/DCV'" cells (R4), which can be enriched in primitive

hematopoietic stem cells, as indicated by arrows and labels.

Figure 3. Representative CD34+/DCV measurements in peripheral blood and
marrow cells using flow cytometry. The first dotplot displays CD34+/DCV rat cells
(A), to be compared with CD34+/DCV human cells (B-D). b) Peripheral blood
circulating cells during steady-state hematopoiesis. C) Normal bone marrow. D)
Malignant disease of the bone marrow with low CD34 expression (acute myeloid
leukemic cells). Normal bone marrow CD34+ cells show differences in DCV staining,
and brighter CD34+ cells have the lowest DCV retention. When compared with
peripheral blood CD34+/DCV cells, CD34™%" marrow cells had even less DCV
retention. Acute myeloid CD34%™ blast cells are DCV"®" whereas CD34""9" cells, are
DCV"",
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Abstract

The side population (SP) cell groups are present in most tissues studied to date. The
characteristics of the SP, especially its high differentiation and action of efflux through
their multidrug transporters (ABCG2 and P-gp) make them a vital cell group in the
study of cancer, as well as the development of new alternatives in tissue regeneration.
Hypoxia has been determined as an important factor in the preservation and increase of
SP cells in the organism, which directly affects cellular vital cycle. The purpose of this
mini-review is to highlight the critical regulatory role of hypoxia on SP cells. New
knowledge in this area should lead to new approaches, both on the understanding of

tumor progression in cancer cells and on the regulatory pathways of tissue regeneration.

Introduction

Bone marrow is the host niche for different multipotent stem cells (Hernandez &
Dorticos, 2004). Stem cells (SC) can self-renew and differentiate into other cell
lineages, having a key role in tissue regeneration. Although usually the SC have been
identified by immunophenotyping of membrane components through flow cytometry
techniques, another interesting strategy is to evaluate the functional capacity according
to emit more or less fluorescence when analyzed by FACS (Fluorescence-activated cell
sorting). This second method is based in their capacity to expel specific
cytofluorochrome molecules. Goodell et al, was first in distinguish by means of FACS
analysis, observing a characteristic kind of "tail-side™ regarding the distribution pattern,
in bone marrow cells population based on their different ability to pump out Hoechst
33342 a cell-permeant nuclear counterstain that emits blue fluorescence when bound to

dsDNA. This dye is often used to distinguish condensed pycnotic nuclei in apoptotic



cells and for cell-cycle studies in combination with BrdU. This separated subpopulation
contain the vast majority of HSC active cells from murine bone marrow but with an
enriched clonogenic capacity and long-term repopulating properties, and were described
with the name of Side Population (SP) (Goodell, Brose, Paradis, Conner, & Mulligan,
1996).

It has been observed that bone marrow SP, have a high power of differentiation in both
animal and human models (Dubinska-Magiera, Zaremba-Czogalla, & Rzepecki, 2013),
showing regeneration activity of myotubes (Gussoni et al., 1999) and are closely linked
to cell differentiation of HSC (Cavazzana-Calvo, Lagresle, André-Schmutz, & Hacein-
Bey-Abina, 2004). SP remain in a quiescent state until they are activated by different
mechanisms which include adding cytokines (Quaini et al., 2002) and may give rise to
different types of specialized cells including non-hematopoietic tissues (Polli, 2000;
Prosper & Verfaillie, 2003).

In recent years, some studies have demonstrated that SP cells exist in skeletal muscle
(Bachrach et al., 2004; McKinsey, Zhang, & Olson, 2001; Mouisel, Vignaud, Hourde,
Butler-Browne, & Ferry, 2010) umbilical cord blood, (Scharenberg, Harkey, & Torok-
Storb, 2002), liver (Asakura & Rudnicki, 2002), lung (Asakura & Rudnicki, 2002;
Welm et al., 2002), pancreas (Asakura & Rudnicki, 2002), brain (Golebiewska et al.,
2013), skin (Terunuma, Jackson, Kapoor, Telford, & VVogel, 2003; Triel, Vestergaard,
Bolund, Jensen, & Jensen, 2004), retina (Bhattacharya et al., 2003), dental pulp (Wang,
Wei, Ling, Huang, & Gong, 2010) and mammary gland (Alvi et al., 2003; Clarke,
Anderson, Howell, & Potten, 2003). This wide ubiquity points to a significant
therapeutic value for regenerative medicine (Alvi et al., 2003; Barquinero, Pellicer, &
Petriz, 2005; Vater, Kasten, & Stiehler, 2011; Yano et al., 2005).

One of the main characteristics of SP, is their higher resistance to drug actions due to
the presence of the ABC (ATP-binding cassette) transporters, which protect the cells
from differentiation and developmental changes (Balbuena et al., 2011). These
membrane components play an important role in the tissues as a functional barrier,
through a protective action against xenobiotics (Leslie, Deeley, & Cole, 2005), but also
including tumorigenicity and chemoresistance activity (Van den Broeck, Gremeaux,

Topal, & Vankelecom, 2012). For these specific characteristics ABC transporters have



called attention of researchers as a preference target of great interest to study new

cancer treatments.

The efflux capacity of SP is due to two types of transporters in their membrane, which
bind ATP and are members of the ABC family, these are: ABCG2/ Berpl and P-
glycoprotein (P-gp) (Eaker, Hawley, Ramezani, & Hawley, 2004). These transporters
are responsible for the resistance and drug efflux characteristics of SP, using them as a
mechanism of self-preservation (Goodell et al., 1996; Matsuzaki, Kinjo, Mulligan, &
Okano, 2004; Zhou et al., 2001). In addition, the presence of the ABCG2 transporter is

considered as an indicator of a primitive stem cell stage (Scharenberg et al., 2002).

ABC transporter and its relationship to hypoxia

A novel ATP-dependent efflux protein was identified in 1998, named the breast cancer
resistance protein (BCRP/ABCG2) (Doyle et al., 1998). Currently it is known that the
ABCG?2 transcription increase under hypoxic conditions due to the binding of hypoxia
inducible factor 1 (HIF-1) to an hypoxia response element (HRE) (P Krishnamurthy et
al., 2004) thus providing an important cell survival advantage of SP under hypoxic
conditions. The expression of this protein protects SP cells of porphyrin accumulation,
which is a cause of mitochondrial death (Partha Krishnamurthy & Schuetz, 2005). This
type of protection is increased when the amount of oxygen available for the cell
decreases, while the absence of ABCG2 makes stem cells highly sensitive to changes in
oxygen pressure (P Krishnamurthy et al., 2004). It is also known that ABCG2 increases
its response during hypoxia exposure, which may explain that SP cells are detected at
such high levels with only one 4-hour session of simulated altitude exposure (Nufiez-
Espinosa et al., 2014).

Under hypoxic conditions has been observed that the ABCG2 transporter plays a
significant role in the hypoxia-reoxygenation kidney injury (W.-H. Liu et al., 2013),
protects SP cells from oxidative stress both in the corneal epithelium (Kubota et al.,
2010) as in the heart, thus accomplishing a protective functional role. As a consequence
ABCG2 transporter can be considered as a direct downstream target of HIF-2a (Martin
et al., 2008). On the other hand, probably another factor implicit in this response is the

ABCBL gene. This gene is sensitive to hypoxia and is responsible for the encoding of P-



gp (Ueda et al., 1987), a finding that can be considered as an evidence of the quick

response pathway under hypoxic conditions (Comerford et al., 2002).

In short, ABC transporters family, and especially ABCG2, appears to be responsible for
the resistance and adaptation of SP cells to hypoxic conditions, which gives these

membrane component a high interest in the study of novel cancer treatment.
Hypoxia in cancer SP

The link between stem cells and cancer hypoxia (CSC) is fairly strong. Tumor hypoxia
maintains the undifferentiated state and promotes the ability of self-renewing population
of stem cells (Heddleston, Li, McLendon, Hjelmeland, & Rich, 2009; Kim, Lin, Glazer,
& Yun, 2009; Li & Rich, 2010) and is a common characteristic of solid tumors (Li &
Rich, 2010) including breast cancer, prostate cancer, brain tumor, malignant
melanomas, metastatic liver cancer and ovarian cancer cells (Higgins et al., 2009;
Jensen, 2009; Selvendiran et al., 2009; Sooriakumaran & Kaba, 2005; P VVaupel, Briest,
& Hockel, 2002; Peter Vaupel & Mayer, 2007). Hypoxia condition is considered as one
of the most serious therapeutic problems of the cancer patient, becoming a fundamental
factor in some of the events of tumor progression, including angiogenesis, infiltration
and metastasis (Conley et al., 2012; Louie et al., 2010) as well as the lack of response to
radiotherapy and chemotherapy (Wen et al., 2014) which increase the probability of

tumor recurrence.

The study of the cancer-SP is essential. This cell group is closely related to the niche of
cancer cells that have the ability to initiate and lead tumor growth under hypoxic
conditions and also with the operation of the mechanism of multidrug resistance that is

expressed by tumor cells.

Hypoxia is the most characteristic microenvironmental factor and potential contributor
to the increase in multidrug resistance of cancer tumor (lyer, Singh, Ganta, & Amiji,
2013). Recent studies have confirmed the importance of hypoxic condition on
increasing SP (Takeuchi et al., 2010; Wang et al., 2010). It has been established that
under these conditions the SC of glioblastoma can increase two-times their
clonogenicity capacity, while under these same conditions SP cells can increase five-
fold (Bar, Lin, Mahairaki, Matsui, & Eberhart, 2010). Furthermore, it has been observed

that hypoxic stress condition of SP cells can be enriched in different cancer cell lines,



contributing to a more malignant phenotype (Tavaluc, Hart, Dicker, & EI-Deiry, 2007).
In ovarian cancer cells the hypoxia condition improve their stem cell properties through
factors related to stem-like properties, resulting in a more aggressive growth after return

to normal oxygenation (Liang et al., 2012).

All these evidences allow us to support that hypoxia is a determining factor in the
conservation and progression of cancerous tumors, thus becoming a key factor in the
study of SP cells under these conditions and also giving us the opportunity take new
approaches to develop new therapies against this disease (Brown, 2007; Chen & L.iu,
2012; Wilson & Hay, 2011).

New perspective in regeneration pathway

In bone marrow, the SP cells are present in a wide variety of tissues and is now
accepted that SP may have important therapeutic value for tissue regeneration (Alvi et
al., 2003; Barquinero et al., 2005; Meeson, Fuller, Breault, Owens, & Richardson, 2013;
Yano et al., 2005). Nowadays the great interest in the study of the SP has allowed
determining the survival times that have these cells in vivo (Michalova et al., 2011), the
improvement of their appropriate culture and expansion through feeder cells (Pacak &
Cowan, 2014) and the standardization of suitable protocols for the analysis of these
cells by FACS (Petriz, 2013; Telford, Bradford, Godfrey, Robey, & Bates, 2007).

In addition, it has been observed that SP amniotic-mesenchymal tissue, which have
been cultured in the presence of VEGF (vascular endothelial grow factor) in hypoxia,
differentiate into vascular endothelial lineage as a result of up-regulation of the
expression of genes associated with angiogenesis through activation of HIF pathway
(Maruyama et al., 2013). This relationship between hypoxia and SP has been also
studied in the repair and regeneration processes of dental pulp, where SP markedly
increases after simulated ischemia (Wang et al., 2010).

One of the tissues where has been noted the importance of SP in regenerative processes
is the skeletal muscle. Muscle SP, undergoes differentiation into satellite cells and can
take up a position in their niche taking part actively in the process of muscle
regeneration (Dubinska-Magiera et al., 2013; McKinsey et al., 2001). Apart from its
obvious applicability in the recovery of sports and work injuries, this phenomenon has

been also considered in the development of therapeutic strategies for dystrophic patients



because of its ability to be delivered via blood circulation, which facilitate the

therapeutic approach for the repair of damaged muscles (Bachrach et al., 2004).

However, one of the questions still unresolved, is the mechanism through bone marrow
SP migrate to tissues to collaborate with regenerative processes. Hypoxia appears to be
an underlying factor to elicit this type of cell migration. Liu, et al. determined that after
renal ischemia-reperfusion, it appears that the SP-liver tend to be depleted in an early
state, and then progressively restore its baseline either by self-renewal as by means of
an extra-renal source derived from bone marrow (H. Liu et al., 2013). Recent research
has shown that rats with induced muscle damage subjected to hypoxia and exercise have
a high percentage of SP the early days of hypoxic exposure and gradually decreasing in
subsequent days, opposed to the SC count which increases significantly on day 7 of
treatment. This different course time in the presence of the two cell types in circulating
blood can be explained by a possible migration of bone marrow-SP in response to cell

mobilization after muscle damage (NUfiez-Espinosa et al., 2014).

Although these data offer promising perspectives for the role of SP in regenerative
processes, especially when combining with hypoxic condition (by exposure to natural
altitude or artificial hypoxia systems such as hypobaric chambers or normobaric
hypoxia devices) more translational oriented research is needed to a better
understanding of these phenomena and to refine methods before to face more ambitious

studies in the clinical area.
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ANEXO |

Proceso de muestreo proyecto “Efecto de la hipoxia
hipobarica intermitente en la recuperacion del dafio

muscular inducido en ratas de laboratorio”
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Flow Sheet of the Sampling Process S33+
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Figura 13. Flow Sheet of Sampling Process S33+ (FEH-lab, 2014)
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ANEXO I

Disefo experimental
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Animales de laboratorio

Los animales experimentales utilizados en este estudio fueron un total de 64 ratas
Sprague Dawley, con un peso en un rango de 350 a 410 gramos. Cada una de las ratas
fue aleatoriamente asignada, de forma previa, tanto a las diferentes condiciones
experimentales como a un tiempo de muestreo especifico. Todos los analisis se llevaron
a cabo a través de un sistema de doble ciego por medio de la identificacion por cédigo

de barras, que fue implementado desde que el animal ingresa en el laboratorio.

Los animales fueron separados en los siguientes grupos experimentales: Grupo
Untrained (UNT), que no fue sometido a ninguna intervencién o formacion y fue
conformado por las ratas que se rechazan a correr en la cinta; Grupo Trainer (TRA),
grupo de ratas que fueron entrenadas, pero no sufrieron dafio muscular antes del
muestreo. Ambos grupos fueron diferenciados dentro de la clasificacion del disefio

experimental como controles negativos (neg).

Luego del protocolo de dafio muscular otros tres grupos se conformaron: Grupo Control
(CTRL), que fueron ratas entrenadas que sufrido una lesién muscular, pero no tuvieron
otra intervencién (recuperacion pasiva), las cuales segun el disefio experimental
conforman el grupo de control positivo (pos); Hypoxia Intermittent Group (HYP), que
fueron ratas entrenadas, expuestas a sesiones de hipoxia hipobarica intermitente
después del protocolo de dafio muscular; Exercise and Intermittent Hypoxia Group
(EHYP),que fueron ratas entrenadas, que luego del procedimiento de dafio muscular,
fueron sometidas a sesiones intermitente de hipoxia hipobéarica, ademaés de la aplicacion
de un programa de ejercicios de rehabilitacion constituido por sesiones ligeras de

ejercicio aerdbico.

Los animales de los grupos UNT y TRA fueron eutanasiados justo un dia antes de la
lesion muscular de sus pares (t00). El resto de los grupos experimentales, fueron
muestreados segun la programacion del disefio experimental para los dias uno (t01), tres

(t03), siete (t07) o catorce (t14) después de un dafio muscular.
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UNT(neg) TRA(neg)

P T Rl D A

Period: Protocol: _ Period: Protocol:
P, Preconditioning QGR/101.055.001 B D Muscle Damage QGR/101.055.003
T, Training QGR/101.055.002 H A Analytical Phase QGR/101.055.004
R1, Reference Phase QGR/101.055.005
N J

Figura 14. Disefio experimental del estudio. La primera fase de pre-acondicionamiento
(P) tarda diez dias; la fase de entrenamiento (T) tarda diez dias mas; R1, es la fase de
referencia, la cual se refiere a un dia de descanso; D, es el dia en que el dafio muscular
es inducido. Luego esta la fase de analisis (A) que se divide en t01, t03, t07 y t14,
entendiendo que t00 corresponde al dia antes de que el dafio, aplicable solo al grupo
TRA. En relacion a los demas dias t01 corresponde al dia después de los dafios; t03 es
tres dias después del dafio; t14 es catorce dias después del dafio. La curva es
representativa de los marcadores de dafo detectada por ELISA, que tiene un pico en
t01 y disminuye hasta t014.(FEH-lab, 2014)

Cabe sefialar que para la confeccion del articulo 1 se utilizaron las 64 muestras de
animales y la totalidad de grupos experimentales, mientras que ara el articulo 2 se
utilizé una muestra de 52 animales de los grupos UNT, CTRL, HYP, EHYP, teniendo

cada grupo un promedio de 4 ratas.

Todos los procedimientos se realizaron de acuerdo con los protocolos internos de
nuestro laboratorio, que fueron autorizados por el Comité Etico de la Universidad de
Barcelona para Experimentacion Animal y ratificado, de acuerdo con el actual La
legislacion espariola, por el Departament de Medi Ambient i Habitatge (archivo # 1899)

del Gobierno cataladn (Generalitat de Catalunya).
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Condiciones de estabulario

Los animales fueron mantenidos en el estabulario de la Facultad de Biologia de la
Universidad de Barcelona durante un periodo minimo de siete dias, debido a la obligada
cuarentena a la cual deben ser sometidos. Transcurrido este tiempo los animales fueron
trasladados al Departamento de Fisiologia e Inmunologia de la Facultad de Biologia de
la Universidad de Barcelona, en donde tuvo lugar el proceso de aclimatacion,

entrenamiento y muestreo de cada uno de estos animales.

Todos los animales fueron recibidos del estabulario en jaulas, junto con el suministro de
viruta (ropa de cama) y comida (pienso comercial) que se necesita para su mantencion.
Una vez llegado al departamento fueron etiquetados y ubicados en jaulas de no mas de
tres individuos por cada una de ellas. Cada jaula tenia las medidas recomendadas de
ancho (27 cm), longitud (50 cm) y altura (14 cm), para asegurar el bienestar animal
(Zufiga et al., 2001).

Figura 15. Condiciones de estabulario en FEH-lab, Universidad de Barcelona.

Las ratas fueron mantenidas a una temperatura estable de 23 °C y una humedad relativa
entre un 40% a 60%, asegurandose asi, las condiciones Optimas para el bienestar animal

durante todo el tiempo del experimento.
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Los animales estuvieron expuestos a ciclos de luz- oscuridad de 12h/12h, con comida y

agua “ad libitum”, incluso durante las sesiones de hipoxia (cuatro horas diarias)

Diariamente los animales fueron examinados para detectar posibles heridas o cambios
de comportamientos, asi como también se practicaba handling (manipulacion) bajo el
protocolo n° 101.065.005 (anexo 1). Ademas se siguieron estrictos controles de la
ingesta de alimento y agua, como también de la calidad de sus heces, pelaje, ufias y
dientes en cada uno de ellos. Tres veces por semana era necesario afiadir alimento a
todas las ratas, cambiar el agua y la viruta de la jaula. Una vez a la semana se limpiaban

las jaulas con jabdn y alcohol.

Protocolo de Entrenamiento

Los animales pertenecientes a los grupos experimentales TRA, CTRL, HYP y EHYP
fueron entrenados en condiciones ambientales normales (presion barométrica nivel del
mar y 21 + 2°C de temperatura ambiente) en una cinta de entrenamiento (LE 8710,
Panlab, Barcelona, Espafia), la cual cuenta con cinco cubiculos permitiendo entrenar a
cinco ratas de manera simultanea. La cinta en entrenamiento cuenta con un tablero que
proporciona pequefios choques eléctricos que hace que las ratas corran. Los parametros
medidos por la cinta son el nimero de choques, la distancia recorrida y el tiempo total
de descarga. La velocidad de la cinta y la intensidad de corriente también pudieron ser

controladas para ajustarse al protocolo.
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Figura 16. Protocolo de entrenamiento en cinta LE 8710.

Las sesiones de entrenamiento fueron precedidas por un periodo de diez dias de pre-
acondicionamiento. Los primeros 4 dias del pre-acondicionamiento tuvieron sélo una
sesion por la mafiana (sesion A) y el resto de los dias dos sesiones una en la mafiana y
otra en la tarde (sesion B), las cuales debian tener 6 horas de descanso como minimo,
entre el final del periodo de sesiones A y el comienzo de la sesion B. Durante este
periodo de pre-acondicionamiento tanto la intensidad de la corriente (puede variar de
0,2 mA a1l mA), como la velocidad de la cinta (de Ocm.s-1 a 40cm.s-1) y el tiempo de
funcionamiento de esta (de 10 min a 43 min) fueron cambiando a lo largo de todo este

periodo.

El periodo de entrenamiento consistio en dos sesiones diarias de carrera durante las dos
semanas siguientes, especificado en el protocolo n° 101.055.002 (anexo 3). En cada
sesion de entrenamiento de 35 min se establecia un periodo de aceleracion de 5 min
(25cm-s™t a 45cm-s™) y un periodo estable de 30 minutos (45cm-s™). El periodo de
entrenamiento se llevd a cabo dos veces al dia, la sesion A en las mafanas y las
sesiones B en las tardes, considerando un periodo minimo de descanso entre ambas
sesiones de 6 h. Todas las ratas de los grupos experimentales mencionados
anteriormente, exceptuando UNT, Ilevaron a cabo este protocolo de entrenamiento
antes de la sesion de dafio muscular. En ambas fases, un periodo de recuperacion de al
menos 6 horas de descanso estaba previsto entre el final del primer periodo de sesiones

y el comienzo de la segunda sesion en el mismo dia.
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Protocolo de dafno muscular

Posterior al periodo de entrenamiento, se dio paso a la fase de dafio muscular. Antes de
comenzar el protocolo, cada rata fue pesada y evaluada, asi como también la

temperatura y la humedad relativa en el ambiente.

El dafio muscular esquelético fue inducido por medio de ejercicio excéntrico
(Armstrong et al., 1983). Cada animal debi6 correr cuesta abajo a 50 cm-s™ y con una
pendiente de 15¢ de declinacion hasta el agotamiento. Este protocolo se inicié después
de tres dias de reposo, luego de la finalizacion del periodo de entrenamiento, y se aplico
dos veces durante el mismo dia: una sesion por la mafiana y otra por la tarde, con un

descanso minimo de 4 h entre el final de la primera sesion y el comienzo de la segunda.

Figura 17. Protocolo de dafio muscular fisiolégico inducido en ratas en cinta de

entrenamiento LE 8710.
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La duracién de la sesion de dafio muscular dependia de las caracteristicas individuales
de cada rata. Cuando la rata no podia continuar corriendo por la lesiébn muscular era
retirada de la cinta de entrenamiento de forma inmediata. Esta decision era basada en el
protocolo de estilo de carrera (anexo V), el cual establece claramente los distintos

estilos de carrera que muestran los animales durante el procedimiento.

Exposicion a Hipoxia Hipobarica Intermitente

Sesiones de hipoxia hipobérica intermitentes se realizaron en una camara hipobarica con
un volumen de aproximadamente 450 L (65 x 90 x 80 cm), que proporciona un amplio
espacio para tres jaulas de ratas. Las paredes de la cdmara eran de polimetacrilato de
metilo, que es transparente y permite la observacion permanente de los animales durante
el protocolo de exposicion. Un vacio relativo fue creado usando una bomba de vacio de
rotacion (TRIVAC D5E, Leybold, Kéln, Alemania) y mediante la regulacion de la tasa
de flujo de aire en la entrada de una vélvula micrométrica. La presion interior de la
camara fue controlado por dos sensores de presion diferencial (ID 2000, Leybold, Kéln,
Alemania) y la conduccién de un regulador de presion de diafragma (MR16, Leybold,
KdIn, Alemania). El protocolo de exposicion hipdxica estd especificado en el
documento n° 101.055.004 (anexo 7), en el cual queda claramente establecido que la
presion objetivo era 462 Torr (equivalente a 4000 m.s.n.m.), la cual debe ser alcanzada
de forma gradual, disminuyendo la presion dentro de la camara hipobéarica durante
aproximadamente 15 min. Una vez que se habia alcanzado esta presion dentro de la
camara, se mantuvo su regulacion durante 4 h. Al final de la sesion, la presurizacion se

logré progresivamente en 15 min.
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Figura 18. Protocolo experimental de exposicion a hipoxia hipobérica de ratas.

Solo los animales pertenecientes al grupo HYP y EHYP fueron sometidos a este
procedimiento y solamente durante las mafianas. Los dias totales de exposicion hipoxia
hipobaérica variaron de acuerdo al cronograma de muestreo. Animales asignados a "t01"
fueron expuestos solo a una sesién, mientras que "t14" fueron expuestos a dos semanas
de exposicién diaria. Los animales tuvieron acceso ad libitum a alimento y agua durante
las sesiones, ya que fueron mantenidos en depdsitos al aire libre durante las sesiones de

hipoxia dentro de la cAmara hipobaérica.

Programa de ejercicio de rehabilitacion

Las ratas en el grupo de EHYP se sometieron a un programa de ejercicios de
rehabilitacién inmediatamente después de la sesion de hipoxia hipobérica. La sesion
diaria de ejercicio aerdbico ligero consistia en ubicar a las ratas en una cinta rodante

programada para realizar un ejercicio muscular concéntrico de bajo impacto.
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Figura 19. Protocolo de ejercicio de rehabilitacion en cinta de entrenamiento LE 8710.

La sesién de entrenamiento duraba 20 minutos y consistia en una fase de 1 min sin
velocidad ni inclinacion, seguido de 5 min de correr, comenzando con una velocidad de
10 cm-s™ hasta alcanzar una velocidad de 30 cm-s™ con una inclinacién de 5 °. Una vez
alcanzada estas condiciones se mantenia la velocidad y la inclinacién alcanzada durante
15 min mas, para posteriormente finalizar con 1 minuto de reposo y sin ninguna
inclinacion.
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ANEXO I11

Analisis hemorreologico
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Procesamiento de Plasma y Sangre

Antes de la recoleccion de sangre, las ratas fueron anestesiadas con uretano solucién
(30 g-dI™") a una dosis de 5 ml-kg™. Después de la laparotomia, una muestra de sangre
de 5 ml se obtuvo por puncién de la vena cava. La muestra se dividio en tres fracciones,
la primera porcion se separ6é en un tubo de heparina de sodio para el analisis
hemorreoldgico, la segunda parte se almaceno en un tubo de EDTA, para ser utilizada
en el recuento de sangre y la tercera parte también se almaceno en un tubo de EDTA
(&cido etildiaminotetraacético) para ser inmediatamente preparada para el analisis de
citometria de flujo. Ambas muestras alicuotadas fueron procesadas inmediatamente
después de la recoleccion. El plasma se obtuvo por centrifugacion de la sangre y se

midié inmediatamente su viscosidad.

Parametros viscoelasticos y reoldgicos

La Viscoelasticidad de la sangre fue medida usando un reémetro BioProfiler (Vilastic
Scientific, Inc., Austin, TX, EE.UU.) con un tubo de medicién de acero inoxidable de 1
mm a una temperatura constante de 37 °C. Las mediciones se obtienen a una frecuencia

de 2 Hz en un intervalo de 0,2 a 100 s™ de velocidad de cizallamiento (7).
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Figura 19. Re6metro BioProfiler

La viscosidad, elasticidad y tiempo de relajacién se tabularon a velocidades de
cizallamiento de 2,6 s, 12,3 s y 45,5 s correspondientes a una deformacion de corte
de 0,2, 1y 4 como valores representativos de las condiciones circulatorias fisioldgicas.
Estos tres estados de deformacion corresponden a la agregacion efectos, la transicion y

los efectos de deformabilidad, respectivamente (Thurston, 1989, 1990).

Debido al comportamiento Newtoniano bien conocido del plasma, su viscosidad
(Mpiasma) SOl0 se midio6 a 450 s en un microviscosimetro cono-placa (Brookfield digital
redmetro Modelo DV-III +, Middleborough, MA, EE.UU.) equipado con un husillo
CP40 (0.8°) conectado a un bafio externo a 37,0 °C.

El volumen de la muestra utilizada para ambos andlisis fue de 0,5 ml.
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ANEXO IV

Analisis por citometria de flujo
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Citometria de flujo

Todos los protocolos de citometria de flujo fueron llevados a cabo en Vall d'Hebron
Institut de Recerca (VHIR), en la Unidad de Investigacion Biomédica y Oncologia
Traslacional. Los anélisis fueron realizados en Attune® Acoustic Focusing Cytometer

(Life Technologies).

Para llevar a cabo el anélisis de Stem Cell (SC) en sangre periférica por citometria de
flujo se utiliz6 sangre sin lisar tifiéndola simultaneamente con PE-CD34, FITC-CD45, y
DCV. La combinacién de filtros usados para este analisis fue 555 DLP (Dichroic Long
Pass), BP (Band Pass) 530/30 (FITC), y 620 DLP, 574/26 (PE). La adquisicién fue

detenida cuando un minimo de 300 células CD34+ fueron recolectadas.

Las fluorescencias FITC (Fluorescein IsoTioCyanate), PE (R-Phycoerythrin) y DCV

(Vybrant DyeCycle Violet) fueron recogidas y analizadas en una escala logaritmica.

En el caso de las medidas de Side Population (SP) basadas en DCV, la combinacion de
filtros consistio en BP 450/40 (azul), BP 603/48 (rojo) y 500 de filtro DLP. Las
fluorescencias DCV-Azul y DCV-Rojo fueron observadas en una escala lineal y en el

caso del Yoduro de propidio en una escala logaritmica.

Inmunofenotipificacion en citometria de flujo

La sangre anticoagulada analizada contenia 5 x 10° células (=~ 50 pL). Estas fueron
incubadas en presencia de los anticuerpos PE-CD34 y FITC-CD45, como es
recomendado por los protocolos de la empresa de citometria. EI DCV, fue afiadido
después de 15 minutos de incubacion a una concentracion final de 10 uM. Luego de 5
minutos, la sangre fue diluida usando Attune 1x focusing fluid (1/8 v/v), previo a la

adquisicion.
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Analisis de Side Population

Las células Side Population (SP) fueron procesadas siguiendo protocolos previamente
descritos(Petriz, 2013). Las células de la medula dsea fueron obtenidas del fémur de las

ratas a través de “flushing” con Hank's Balanced Salt Solution (HBSS).

Figura 20. Técnica de “‘flushing” para obtencion de células de médula osea

El rendimiento celular de la médula dsea se determind bajo el microscopio utilizando un
hemocitometro. El protocolo original que utiliza la tincion Hoechst, describe el uso de
esta tincién para identificar y purificar células madre hematopoyéticas murinas.
Alternativamente, cuando las células se cargan con DCV y se analizaron en un flujo de
diodo laser violeta equipado citometro, se observa una poblacion lateral similar a la
tradicional HO342 SP.
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El DCV fue anadido a una concentracion de 10 uM e incubado por 90 minutos en un
bafio de agua a 37 °C, con una agitacion periddica (cada 5 minutos). Luego las células
fueron centrifugadas por 6 minutos a 483 x g, 4°C y resuspendidas a una concentracién
de 1-2-10" celulas-mI™ en HBSS frio que contenia 2% de FBS (Fetal Bovine Serum) y
10 mM de HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid). Las muestras
fueron mantenidas a 4°C hasta el andlisis. EI yoduro de propidio (Pl), fue afiadido a una
concentracion de 5 pg-ml™ para excluir las células muertas. Con el objetivo de remover
agregados celulares, las células fueron filtradas a través de una malla de nylon de 50-pum

antes del analisis.
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