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El factor inducible por la hipoxia
y la actividad fisica

JUAN CAMILO CALDERON VELEZ, MD!

|RESUMEN

os animales superiores dependen de un adecuado flujo de oxigeno. Los
mecanismos involucrados en los procesos de percibir la hipoxia y responder
a ella se han ido aclarando, desde hace unos 15 afios, con el descubrimiento
de las subunidades o y B del factor inducible por la hipoxia (HIF, por su sigla en inglés)
y de las hidroxilasas involucradas en su regulacién. Las especies reactivas de oxigeno
(ERO), al parecer, también participan en el proceso de percibir y responder a la hipoxia.

Las células musculares podrian ser un modelo Gtil para estudiar la interrelacién
hipoxia-ERO-HIF- respuesta celular, con importantes implicaciones basico-clinicas.
Sin embargo, apenas comienza el estudio de esta relacién en el musculo esquelético.
Se revisan en este articulo algunos aspectos interesantes de la investigacién en el
musculo esquelético y se plantean algunas preguntas e hip6tesis que podrian ser
evaluadas en este tipo de células.
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HIPOXIA
MUSCULO ESQUELETICO

| SUMMARY

HYPOXIA-INDUCIBLE FACTOR
AND PHYSICAL ACTIVITY

Higher animals depend on an adequate oxygen flux.
Mechanisms involved in the process of sensing and
responding to hypoxia have become clearer in the
last 15 years with the discovery of the o y B
hypoxia-inducible factor (HIF) subunits and
hydroxylases involved in their regulation. Reactive
oxygen species seem to play some role in the
process of sensing and responding to hypoxia.

Skeletal muscle cells seem to be a suitable model
for studying the hypoxia-reactive oxygen species-
HIF-cellular response relationship. Its study has
important basic and clinic implications. However,
the study of this relationship just begins. Some
interesting aspects regarding skeletal muscle
research are reviewed in this article, and some
questions and hypotheses suitable for being
evaluated with muscle cells are discussed.

|[KEY WORDS

HYPOXIA
HYPOXIA-INDUCIBLE FACTOR
REACTIVE OXYGEN SPECIES
SKELETAL MUSCLE

En los organismos superiores el oxigeno juega un
papel muy importante como aceptor de electrones
en la larga cadena de reacciones que ocurre para
obtener energia en forma de adenosin trifosfato

(ATP). Niveles bajos de oxigeno llevan a la hipoxia
tisular y los altos, a la hiperoxia; en ambos estados
se presentan consecuencias tan graves como la
muerte celular. En los Ultimos 15 anos se han
descubierto las proteinas maestras y los principales
mecanismos involucrados en los procesos de percibir
y regular las concentraciones de oxigeno en los
tejidos. En las células tienen un papel preponderante
el factor inducible por la hipoxia (HIF, por Hypoxia-
inducible factor) y las hidroxilasas: prolil hidroxilasas
(PHD —prolyl hydroxylase domain-containing pro-
tein—) y asparaginil hidroxilasa (FIH —factor-inhib-
iting HIF-1—).

El HIF es un factor de transcripcién heterodimérico,
ampliamente expresado en los tejidos humanos,
compuesto por una subunidad o y una B. Se
conocen tres isoformas de la subunidad o (1c, 2o
y 3a) de la cual se sabe que es inestable en
condiciones de normoxia; de la subunidad B3, que es
constitutiva, se conoce una variante (1B). EI HIF-1
regula la expresion de al menos 70 genes diferentes.'

Las hidroxilasas, que son las verdaderas sensoras
del oxigeno, actian como estabilizadoras y
activadoras del HIF. En articulos recientes se revisan
con alguna profundidad el mecanismo sensor de
oxigeno, las funciones del HIF y su regulacién por
las hidroxilasas.'®

En el presente texto se hace un breve analisis sobre
la hipoxia y la actividad fisica y muscular, se sehalan
algunos aspectos pendientes de investigar al
respecto y se propone el modelo muscular como
uno de los que relnen las caracteristicas necesarias
para el estudio de la relacién oxigeno-especies
reactivas de oxigeno (ERO)-HIF.

El factor inducible por hipoxia
y la actividad fisica

Durante la actividad fisica hay un gran aumento del

consumo de oxigeno, independientemente del tipo
y de la intensidad del ejercicio,”® a pesar de lo cual,
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debido a la gran tensién generada por los musculos
durante las contracciones maximas o subméaximas,
a diferentes intensidades, en realidad no hay un
fenémeno global de hiperoxia, sino de isquemia-
reperfusién, o en otras palabras, ciclos probables
de hipoxia-hiperoxia.®'°

Ahora bien, durante la actividad fisica moderada o
intensa el musculo y el organismo en general se ven
sometidos a un gran estrés oxidativo y aunque
algunos trabajos sobre los que se basa esta idea
tienen problemas metodoldgicos,'' se acepta que la
actividad fisica se asocia con un aumento
significativo, al menos al doble, en la generacién de
radicales libres y ERO medidos segtn varios indices
de peroxidacion lipidica.'*"

No esta claro si en el musculo esquelético (y en otras
células) el fenémeno que se asocia al aumento de
los radicales libres es la hipoxia o la hiperoxia.>' El
aumento de las ERO con los ciclos hipoxia-hiperoxia
se ha relacionado en el muasculo con la fatiga y el
dafo,'®'” y se ha propuesto a los radicales libres
como posibles mediadores de la respuesta celular a
la hipoxia.'® Sin embargo, ain no es posible entender
la relacion hipoxia-hiperoxia-ERO-HIF-senalizacion
intracelular, ni en el muisculo esquelético ni en otras
células.

Surgen algunos interrogantes luego de la publicacién
reciente de un trabajo que evalud la respuesta del
musculo a la hipoxia midiendo los niveles de acido
ribonucleico mensajero (ARNm) del HIF-1¢.'% En
este trabajo se evaluaron 30 hombres después de
ser entrenados durante seis semanas en un
cicloergémetro. Catorce de ellos entrenaron en un
ambiente que permanecia hipdxico (en condiciones
similares a las que se dan a una altitud de 3.850 m)
sélo durante el periodo de la realizacién de la
actividad ffsica y se comparé su respuesta con la de
los sujetos control, que entrenaron en un ambiente
normoxico. Los niveles de ARNm del HIF-1o se
elevaron significativamente sélo en los sujetos
entrenados a baja y alta intensidad en ambientes
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hipéxicos (aumentos entre 58 y 82% segun la
intensidad del ejercicio), en comparaciéon con el otro
grupo.1920 No hubo cambios en el ARNm de la
subunidad B.

Lo anterior es interesante porque plantea varias
preguntas: si no hay aumento del HIF con el
entrenamiento en ambientes normoxicos,
érealmente qué tan hipoxico es el tejido muscular
durante el gjercicio?, {cudl es, en este caso, el um-
bral de hipoxia para que se active la transcripcién
del HIF?, ési no se activa la transcripcién del HIF,
cudles otros estimulos median las respuestas que se
observan con el entrenamiento, como el aumento
de la masa eritrocitaria (que es mediado por un in-
cremento de la eritropoyetina, cuyo gen esta bajo
control del HIF)?, écudl es el curso en el tiempo de
los cambios del HIF con el ejercicio y el
entrenamiento?

El aumento del ARNm de otras protefnas como la
fosfofructoquinasa, enzima clave en la glucdlisis,
ocurrié sélo en el caso de ejercicio en hipoxia a alta
intensidad. De nuevo surgen preguntas: Lcdmo
regula entonces el musculo las proteinas que, segin
se sabe, aumentan como adaptacion al ejercicio?,
des insuficiente el ciclo hipoxia-hiperoxia que se da
normalmente durante el ejercicio para estimular el
HIF? Finalmente, es posible que a las seis semanas
de entrenamiento las respuestas mediadas por la
hipoxia y el HIF sean minimas, es decir, se hayan
dado en las primeras semanas y el hecho de que la
toma de muestras haya sido 24 horas después del
Gltimo entrenamiento parece disminuir la posibilidad
de encontrar algin aumento. In vivo es transitoria
en diferentes tejidos la induccién del HIF-1o
ocasionada por una hipoxia de varias horas.®

Hay una larga lista de genes regulados por el HIF
muchos de los cuales estan involucrados en el
crecimiento y la diferenciacion;**' ademas, se sabe
que el gjercicio regula la expresién de gran cantidad
de genes, pero no se conocen los mecanismos

exactos® y se estd en la blsqueda de los genes
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maestros que controlan este fenémeno, porque su
conocimiento ayudaria a entender, por ejemplo,
cémo el gjercicio lleva a hipertrofia muscular. En
este sentido, serfa muy Util saber cuéles genes estan
regulados por el HIF en la célula muscular (se
conocen algunos de enzimas involucradas en la
glucdlisis, etc.) y evaluar con claridad si los
productos de dichos genes se observan aumentados
como adaptacion al ejercicio y en los casos de
hipertrofia muscular; asf se descartaria o confirmarfa
la posibilidad de que el HIF medie parte de las
respuestas musculares al ejercicio. Se necesitan
estudios que evallen la relacién entre el HIF y los
genes que este factor de transcripcién regula con
el aumento de las protefnas que se observa en el
gjercicio agudo y el entrenamiento. Establecer cudles
son las cascadas intracelulares que se relacionan con
la hipertrofia y el dano de los musculos, la
insuficiencia cardfaca, los rabdomiosarcomas y las
adaptaciones al gjercicio en general es un drea que
empieza a tener importancia mundial.”®

Es interesante entonces el hecho de que sélo el
entrenamiento a alta intensidad bajo condiciones
de hipoxia lleva a adaptaciones que incluyen la
regulaciéon al alza del HIF como mecanismo para
compensar la disponibilidad reducida de oxigeno.
Infortunadamente no se ha estudiado la cinética
de estas proteinas a diferentes intensidades de
actividad fisica.

Las anteriores observaciones, ademés, hacen que
no sea muy claro el mecanismo de gastar energia
degradando constantemente subunidades del HIF,
puesto que los mamfferos estan sometidos la mayor
parte del tiempo a la normoxia. Queda la duda sobre
si mecanismos mas sencillos pudieran ser eficientes,
como, por ejemplo, tener reserva de HIF sintetizado
y activarlo mediante la accién de un solo tipo de
hidroxilasas. Se podria pensar que este gasto de
energia es para poder responder rapidamente a los
efectos de la hipoxia;**' sin embargo, los pocos
resultados de los experimentos en musculos y en
deportistas no permiten evaluar tales hipétesis en

este tipo de células. Si la hip6tesis propuesta fuera
cierta, los breves momentos de hipoxia durante el
gjercicio serfan percibidos rapidamente por la célula
y se deberfan medir los aumentos del HIF después
de una contraccién isométrica maxima de varios
minutos, por ejemplo; sin embargo, los trabajos
realizados no han evaluado esta forma de regulacion
del HIF, sino que han estudiado su regulacion
postranscripcional. A pesar de este analisis se deben
considerar ademés otros aspectos, como que la vida
media del HIF es menor de cinco minutos” o que el
nivel de hipoxia muscular, cuando se hace ejercicio
en un ambiente norméxico, puede no ser lo
suficientemente importante como para alterar el
mecanismo de regulacién-degradacién del HIF; por
lo tanto, seria técnicamente dificil demostrar la
activacion e inactivacion rapidas del HIF y de las
hidroxilasas mencionadas.

Un trabajo reciente respondié parte de las preguntas
arriba planteadas;** en €l se evalud la respuesta de
los HIF-10y 200 en el misculo vasto lateral de seres
humanos después de hacer un gjercicio agudo de
intensidad moderada y después de cuatro semanas
de entrenamiento en un ambiente normaxico.

Sélo el gjercicio agudo indujo aumentos significativos
en el ARNm de los HIF-1a y 200 aunque se
observaron a las seis horas de la recuperacion.
N6tese que la duracién del entrenamiento en este
caso fue menor que en el trabajo discutido
anteriormente (cuatro vs. seis semanas).

Si se asume que durante la actividad fisica moderada
o intensa la PiO, (PO, tisular) puede ser tan baja
como de 4 mm Hg —normalmente es de 8 mm
Hg—2* y que con el entrenamiento se inhibe el
aumento del HIF-1o inducido por el gjercicio agudo
(segln se deduce del hecho de que el gjercicio
crénico no causa, a diferencia del gjercicio agudo,
aumento significativo en el ARNm del HIF-1a), se
podria pensar que: (i) el entrenamiento reduce la
hipoxia observada luego de un ejercicio agudo, por
lo que no se observa el aumento del HIF-1, o (ii) la
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hipoxia persiste pero de alguna manera el HIF-1 ya
no es afectado por ella, lo cual significarfa que el
HIF y los mecanismos que lo regulan se adaptan y
se hacen tolerantes a la hipoxia.

Otra hipétesis seria que el aumento del HIF, en
este caso, no sea mediado por la hipoxia, sino por
otros mecanismos.** Los radicales libres parecen
ser mediadores de adaptaciones musculares® y
cabe recordar que se los ha sugerido como
mediadores de las respuestas a la hipoxia (y a la
hiperoxia); por lo tanto, se justifica profundizar
en la relacién HIF-ERO en diferentes tipos de
ejercicio llevado a cabo en forma aguda a
diferentes intensidades y después de distintos
nimeros de semanas de entrenamiento,
evaluando prospectiva y paralelamente la
respuesta del HIF y la produccién de ERO. El éxido
nitrico puede aumentar la expresién del HIF, de
modo que ésta podria ser una via de
comunicacién, en el musculo, entre la hipoxia-
hiperoxia, los radicales libres y el HIF.

No se encontraron trabajos en una bUsqueda en
bases de datos acerca del efecto del ejercicio
realizado en forma aguda y del entrenamiento
sobre la expresion y actividad de las hidroxilasas
(PHD y FIH) involucradas en la regulacién del HIF.
Tampoco se encontraron trabajos que evaluaran
la respuesta (la regulacién postransduccional) de
las subunidades HIF-1o y B en el musculo
esquelético bajo diferentes condiciones.

Aln quedan muchos interrogantes que requieren
respuesta para poder entender mejor la relacién
hipoxia-HIF-ERO. El musculo esquelético podria
ser un modelo importante y poco explorado para
resolver estos y otros interrogantes. éTiene algin
papel, por ejemplo, el HIF en el desarrollo de la
fatiga muscular en ejercicios de larga duracion?
Se sabe, por ejemplo, que regula varias proteinas
involucradas en la utilizacién de glucosa para
obtener energia y que la produccién de lactato,
el dafio muscular y la resistencia a la fatiga se

| 64

ven afectados en las células musculares de ratones
que no expresan la proteina HIF-10.2° Su papel
en la regulacion de enzimas clave de la glucdlisis,
asf como el de la mitocondria como sensor o
posible enlace entre las ERO y el HIF, puede ser
estudiado en el musculo esquelético.?’ La
pregunta de si una célula responde a la deplecion
energética (disminucién de ATP y fosfocreatina)
en forma parecida a como lo hace ante la falta
de oxigeno® puede ser abordada utilizando el
tejido muscular.

Aclarar la relacién entre hipoxia-ERO-HIF y eventos
como la induccién de genes, la muerte celular, etc.,
puede tener a largo plazo aplicaciones médicas
importantes. Se han descrito multiples alteraciones
de importancia fisiopatolégica que involucran el
sistema HIF-prolil y asparaginil hidroxilasas, como
la enfermedad pulmonar crénica, la apnea del suefo,
las masas tumorales como el carcinoma renal, el
choque hemorragico, la anemia, la insuficiencia
cardiaca, la enfermedad cerebrovascular, etc.”®

En conclusién, el modelo muscular permitirfa el
estudio del HIF y de los mecanismos reguladores de
una forma que no se puede hacer en otro tipo de
células, dado que la célula muscular genera ERO y
modifica la expresién del HIF y de otras proteinas
relacionadas con el mecanismo que percibe 10s
cambios de oxigeno y responde a ellos como
consecuencia de su actividad fisiolégica contréctil.
Su estudio puede tener implicaciones basicas y
clinicas importantes. Los pocos trabajos que estudian
la respuesta del HIF al ejercicio generan multiples
interrogantes y abren puertas para explorar la
relacién hipoxia-ERO-HIF-respuesta celular en el
modelo propuesto.
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