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Resumen

Las especies reactivas del oxigeno (ROS) son moléculas que, en un comienzo, fueron consideradas
como dafiinas en nuestro organismo. Esta asociacién se debe a que se vinculan con el estrés
oxidativo (OS, por su nombre en inglés “Oxidative Stress”) y el dafio celular. Actualmente se sabe
que, mas alld del OS, cumplen un rol imprescindible en numerosas vias de sefializacion celular.
Asimismo, el Ca?* es considerado uno de los segundos mensajeros mas destacados del organismo.
Presenta la capacidad de estimular o inhibir diversas vias moleculares dependiendo de varios
factores, como la expresion diferencial de proteinas en la célula, la localizacidon subcelular del
incremento de Ca”'y la duracion de la sefial. Las sefiales de Ca®' pueden inducir un amplio espectro
de efectos, desde la contraccién de la fibra muscular, activacién de la transcripcién, exocitosis, entre
otras funciones. Un gran nimero de vias utilizan las ROS y el Ca** como sefializadores que median
un correcto funcionamiento celular. En consecuencia, las condiciones que provocan la disfuncién de
una de estas vias de sefalizacién, afectan a otras de manera consecutiva y tienen como resultado el
desarrollo de patologias.

En el presente trabajo se plantea estudiar la relacién de las ROS, con las vias de sefializacién de Ca**
y destacar cdmo esta interaccién puede tomar un papel fisiolédgico o patoldgico. En virtud de la gran
variedad y efecto de las ROS, se hard énfasis en especial en el superdxido (O, '), perdxido de

hidrégeno (H,0,) y éxido nitrico (* NO).
Palabras claves: Especies reactivas de oxigeno, calcio, mitocondria.

Abstract

Reactive oxygen species (ROS) are molecules that, at the beginning, were considered harmful. This
association is due to they have been linked to oxidative stress (OS) and cell damage. It is currently
known that, beyond the OS, they play an essential role in numerous cell signaling pathways.
Likewise, Ca*" is considered one of the most important second messengers in the body. Its action
depends on the proteins expressed by the cell, the subcellular localization of the increase in Ca**
and the duration of the signal. The increase in cytosolic Ca®* can induce a wide spectrum of effects,
from muscle fiber contraction, transcription activation, exocytosis, among other functions. A large
number of pathways use ROS and Ca?* as signalers that mediate proper cell function. Conditions
that cause dysfunction of one of these signaling pathways, consecutively affects the other and
result in the development of pathologies.

In the present work, it is proposed to study the relationship of ROS with Ca** signaling pathways and
highlight how this interaction can take on a physiological or pathological role.

Keywords: Reactive oxygen species, calcium, mitochondria.



1. Objetivo

Realizar una revisidn bibliografica de las vias de sefializacidon de calcio y especies reactivas de
oxigeno (ROS, por su nombre en inglés “Reactive oxygen species”), con especial énfasis en su

interrelacion.

2. Metodologia de busqueda

Se realizé una busqueda dirigida en Pubmed inicial con el criterio de busqueda “Reactive

oxygen species” AND “calcium signaling” ambos en titulo.

Como criterios de exclusidn se utilizaron revisiones comprendidas entre los ultimos 25 afios,
como tipo de publicaciéon “Review” y “Papers”, excluyéndose trabajos realizados en plantas
(NOT plants) o en procariotas (NOT prokaryotic cells), recopilando articulos de los cuales se

hizo una seleccion mas puntual segun titulo, resumen y metodologia de cada uno.

Una nueva busqueda se realizard agregando los criterios “NADPH oxidase” OR “nitric oxide
synthase” en titulo, a los antes mencionados. Posteriormente se realizard otra busqueda de
articulos orientada a los sistemas bioldgicos con los criterios de “Reactive oxygen species

derivated” también en Pubmed.

Se complementa la busqueda con los mismos criterios antes mencionados en plataformas

o
I

como “google académico”, “Scielo” y “Colibri” recopilando articulos que serdn incluidos en la

revision.

Esta revision no involucra investigacidn en seres humanos ni experimentos en animales.

Conflicto de intereses

Se declara la inexistencia de conflicto de intereses.

Notas al pie

Estos autores contribuyeron igualmente al trabajo.



3. Especies reactivas del oxigeno

El grupo de las especies reactivas del oxigeno, es el término colectivo para especies derivadas
del O, que son mas reactivas que el O, en si mismo, esto incluye radicales libres y derivados no
radicales (1). En virtud de que las ROS abarcan un conjunto muy amplio de moléculas y su
revision exhaustiva excede los objetivos de la monografia, esta revision estard acotada
principalmente al superdxido (O,°), peroxido de hidrégeno (H,0,), dxido nitrico (*NO) y

peroxinitrito (ONOO).

Segun el tipo, la concentracion y la reactividad hacia componentes celulares especificos,
funcionan como moléculas de sefializacién o introducen un estrés oxidativo potencialmente
daiiino en la célula. El equilibrio redox debe mantenerse bajo estricto control para evitar una
acumulacién excesiva y el agotamiento de ROS, lo que puede resultar en disfuncion celular y
diversas patologias. Dentro de sus actividades fisioldgicas podemos encontrar que la oxidacidn
inducida por ROS en los grupos tiol de los residuos de cisteina es una herramienta de control
de la proliferacion celular, la respuesta inmunitaria y el envejecimiento (2). Asimismo, se ha
observado que la exposicion a altos niveles de ROS tiene un resultado dafiino a proteinas,
lipidos y ADN, especialmente el ADN mitocondrial (ADNmt) por su falta de histonas vy

mecanismos de reparacion (3).

La formacién de ROS puede ocurrir en forma enddgena por varios mecanismos diferentes. El
0O, es una ROS muy importante en la fisiologia y patologia. Se considera que una proporcion
muy importante se forma como resultado de la fuga de electrones de la cadena de transporte
de electrones (ETC, del inglés Electron Transport Chain), durante la fosforilacion oxidativa en las
mitocondrias. En los complejos | (NADH deshidrogenasa) y Il (ubiguinona citocromo ¢
reductasa), los electrones escapan de la ETC reduciendo el O, a aniones O, (4). En virtud de
gue el O, se forma en el espacio intermembrana, no ingresa a la matriz mitocondrial debido a

que no puede atravesar la membrana mitocondrial interna.

Ademas de este sitio, la produccién se puede dar por medio de la piruvato deshidrogenasa;
que convierte el piruvato en acetil coenzima A; la A-cetoglutarato deshidrogenasa; siendo
capaz de catalizar la oxidacién de NADH por O, con la formaciéon concomitante de H,0, (5); y la
monoamino oxidasa; que mediante su desaminacion oxidativa, produce los correspondientes

aldehidos y H,0, como subproductos (6).

Dentro de las fuentes exdgenas de produccién de ROS participan componentes ambientales

como los contaminantes del aire, humo de tabaco, metales pesados, luz ultravioleta, fdrmacos,


https://www.zotero.org/google-docs/?LcGRa8
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https://www.zotero.org/google-docs/?tNUyEV
https://www.zotero.org/google-docs/?g0AAYF
https://www.zotero.org/google-docs/?isgU4b
https://www.zotero.org/google-docs/?p45Xx0

drogas y alcohol (3). En relacidn al alcohol se ha observado que podria acelerar la produccién

de subproductos téxicos, incluidas las ROS.

Las ROS reaccionan con diferentes metabolitos y macromoléculas de las células del higado,
generando dafio oxidativo. La produccién excesiva de ROS en el higado es el principal factor
etioldgico de la intoxicacién por alcohol con agotamiento severo de antioxidantes enddgenos
como el glutation. Por lo tanto, reponer el poder reductor es el principal antidoto para el

tratamiento de la intoxicacion por alcohol (7).

Una de las principales fuentes de ROS exdgenas se da por formacion secundaria a procesos de
desintoxicacion de sustancias mediado por el sistema citocromo p450 (CYP, por su sigla en

inglés “Cytochrome P450 enzymes”) (8).

La CYP es una familia de enzimas que se encarga de la eliminacion de xenobidticos del
organismo. Esta desintoxicacidn genera secundariamente la formacién de H,0,, el cual se
produce debido a la liberacion del radical anién O, * “por la disociacidn del complejo ternario de
un electrén reducido y la pronacién del CYP (9) (Ver figura 1). La expresidon del gen de dicha
enzima se activa por la presencia del sustrato. A su vez, se encuentra mediada por diferentes
receptores xenobidticos como son: receptor del hidrocarburo arilo, pregnant X receptor y
receptor de androstano constitutivo (10). Los receptores de los xenobidticos se encuentran en
la mitocondria asociados a chaperonas. La interaccién de los receptores con ligandos
(sustancias téxicas como el alcohol) induce la liberacidn del complejo. Posteriormente se
translocan al nucleo donde actdan como factores de transcripcion en la secuencia que regula la

expresion de CYP (8).
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F(Cytm') Figura 1: Secuencia de regulacién de la expresion de CYP.
JNK activation 4
(cytosol) (11)
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3.1. Sistema antioxidante

El sistema antioxidante se puede dividir en enddgeno o enzimatico, compuesto por enzimas o
pequefias moléculas, y exdgeno o no enzimatico, compuesto por vitaminas, minerales, dcidos
fendlicos (8). El sistema antioxidante enzimatico se encuentra formado por diferentes enzimas:
superodxido dismutasa (SOD, por sus siglas en inglés “Superoxide dismutase”), catalasa (CAT, por
su nombre en inglés “Catalase”), glutatiéon peroxidasa (GPx por su sigla en inglés “Glutathione
peroxidase”) y la tiorredoxina (Trx, por su nombre en inglés “Thioredoxin”), entre otras. Las
peroxidasas son las encargadas de reducir peréxidos con un residuo de cisteina conservado, el

cual sirve como centro de oxidacidn por peroxidos (12).

Las SOD vy las CAT son los principales antioxidantes in vivo. Se cree que las SOD son de primera
linea, debido a que una de las funciones de dicha enzima es catalizar la dismutaciéon del radical
O, convirtiéndolo en O, y H,0, (13). La gran mayoria de los organismos que viven en
presencia de O, expresan al menos una SOD. Tres clases de SOD han evolucionado en varios
organismos que poseen diferentes iones metalicos cataliticos: Cu/Zn SOD, Mn-SOD, Fe-SOD vy
Ni-SOD. Los eucariotas solo expresan Cu/Zn SOD (en el citoplasma y extracelularmente) y Mn
SOD (en la mitocondria) (14). Posteriormente el H,0, formado por la SOD es catalizado por la
catalasa convirtiéndose en agua y O, (8). En cambio el rol de la GPx se encuentra mediado por

el glutation como reductor para catalizar el H,0, en H,0 (15) (Ver figura 2).

Fuentes endégenas / NO®
exigenas | ——

SOD1/50D2 /50D 3

0,

H,0, OH*
NADPH
CAT 2GSH
GPX GR
GSSG NADP*
+

Figura 2: Principales reacciones del sistema antioxidante.

A su vez, las SOD tienen un rol mitocondrial. Debido a que, como se menciond previamente,

en la mitocondria se produce gran cantidad de O, * debido al escape de electrones desde los
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complejos | y Ill para reaccionar en forma directa con el O,, es necesario la existencia de un
sistema antioxidante mitocondrial robusto. En este organelo se expresa localmente la Mn-SOD
cuya constante catalitica es muy elevada, indicando una eficiencia alta. La produccién de un
exceso de O, en las mitocondrias estimula el incremento de la expresion de las Mn-SOD para
inhibir asi el dafo celular. A su vez, el exceso de ROS aumenta la permeabilidad mitocondrial
permitiendo la liberacién de factores proapoptéticos y activando la via de muerte celular por

apoptosis (16).

Las NADPH oxidasas (NOX) representan una familia de siete isoformas enzimaticas diferentes:
NOX1-5 y DUOX1-2. Son proteinas que transfieren electrones a través de las membranas
bioldgicas. En general, el aceptor de electrones es el O, y el producto de la reaccién de
transferencia de electrones es el O, *". La funcidn bioldgica de las enzimas NOX es, por tanto, la
generaciéon de ROS. Estas enzimas utilizan NADPH como donante de electrones para reducir el

0O, a anion radical O, ~ de acuerdo con la siguiente reaccién:
NADPH + 20, «> NADP* + 20, + H*

Las NADPH oxidasas duales (DUOX) son enzimas bidireccionales que catalizan la formacién de

H,0, a partir de O, y NADPH o consumen el H,0, y NADP* para dar O, (17).

El sistema antioxidante tiorredoxina se encuentra formado por: NADPH, tiorredoxina reductasa
y tiorredoxina. Su funcidn es la reparacion del ADN y proteinas al reducir a la ribonucledtido

reductasa y a la metionina sulféxido reductasa (18).

La Trx posee proteinas de unidon denominadas ASK1 (por su nombre en inglés “apoptosis
signal-regulating kinase 1”) y TBP-2 (por su nombre en inglés “Thioredoxin-Binding Protein-2"),
con la cuales actian en el control de la apoptosis o el estado de los metabolitos como los
carbohidratos y proteinas. Se ha observado que las Trx son capaces de controlar el estrés
oxidativo debido a que pueden eliminar las ROS (19). Las Trxs presentan un rol importante en la
apoptosis. Cuando la Trx se encuentra reducida se une a la proteina de uniéon ASK1 inhibiendo
la apoptosis, pero cuando la misma es oxidada se disocia de ASK1 y se provoca la muerte
celular (8). La ASK1 es un miembro de la familia de proteinas quinasas activadas por mitdgenos
(MAP3Ks, por su nombre en inglés “Mitogen activated protein kinase”). Es activada por varios
factores estresantes, como las ROS, el factor de necrosis tumoral (TNF, por su nombre en inglés
“Tumor necrosis factor”), el estrés del reticulo endoplasmico y los lipopolisacaridos, situando a
ASK1 como un nodo de sefializacién en el que convergen diferentes estresores (20). La TBP-2

tiene un papel importante en el sistema redox, asi como en diferentes enfermedades,
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influyendo en la proliferacién celular, diferenciacién, apoptosis, autofagia y metabolismo. En
varios trabajos se ha encontrado evidencia que indica que la funcién principal de TBP-2 es
asociarse con Trx. Los hallazgos sugieren que esta interaccidén bloquea la funcién antioxidante
de Trx. Asimismo, se han obtenido resultados que muestran que TBP-2 promueve el desarrollo

de enfermedades que estan involucradas en el dafo inflamatorio y oxidativo (21).

En dichos trabajos se ha evidenciado que las ROS provocan el incremento de expresion de
genes antioxidantes. Las ROS inducen la disociacion de NRF2 (Por su nombre en inglés “Nuclear
Factor Erythroid 2”) del complejo que lo mantiene secuestrado en el citosol, mediante
oxidacién de residuos de cisteina claves. Esto permite la translocacién al nucleo y su asociacién
con el ADN, a los elementos sensibles a los antioxidantes (AREs, por su nombre en inglés

“antioxidant responsive elements”) que activan los promotores objetivo (2,22).

El sistema antioxidante no enzimatico se encuentra formado por: vitamina A, vitamina C,
vitamina E, minerales, metabolitos y flavonoides (8). La vitamina A (retinol) puede reaccionar
de forma directa con radicales peroxilo previo a que se produzca la peroxidacién de los lipidos
(23). La vitamina C por su capacidad como potente antioxidante hidrofilico, se cree que es de
gran importancia para la proteccidon contra procesos degenerativos causados por OS, siendo
eficaz en la eliminacién del O, * 7, H,0,, radical hidroxilo (- OH), oxigeno singulete y * NO (24). La
vitamina E puede detener la peroxidacién lipidica debido a que dona su hidrégeno fenélico a
los radicales peroxilos, esto permite la formacién de radicales tocoferoxilo perdiendo asi la
capacidad reactiva, deteniendo la reaccién de la cadena oxidativa (25). Dicha vitamina puede

regenerarse de la vitamina C (8).

En complemento con esto, hay minerales como el selenio y el zinc que tienen un papel
importante como antioxidante, debido a su rol como grupos prostéticos manteniendo la
actividad de algunas enzimas (26). El zinc presenta diferentes tipos de accién. Uno de los roles
es la inhibicién de las NADPH oxidasas. Provocando asi que dicha enzima no pueda donar su
electron del O, para la formacidon del radical oxigeno singulete. A su vez, el zinc puede actuar
en conjunto con la SOD convirtiendo al radical del oxigeno singulete en H,0,. Por otra parte,
permite la inhibicién del TNF-alfa mediante la activacién del NF-kB (por su nombre en inglés

“Nuclear factor kappa B) (8).

Se han observado diferentes metabolitos con rol antioxidante, entre los que se encuentran el
acido Urico, bilirrubina y melatonina (27). Diversos estudios indican que el acido Urico previene

la nitrosilacién de proteinas inducidas por ONOO', la peroxidacion de lipidos/proteinas y la
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inactivacién de la tetrahidrobiopterina (28). La bilirrubina no conjugada presenta un rol
antioxidante. Se ha visto en estudios de ratdn que aumenta la concentracién de las proteinas
NRF, y su activacién, produciendo asi la regulacién de la expresion de hemooxigensa-1 en

células hepdticas (29).

Estudios demostraron que la melatonina posee un rol antioxidante ya que es capaz de reducir
el H,0,. Dicho metabolito actua en diferentes complejos de la ETC, disminuyendo la fuga de

electrones y por consiguiente evitando la formacion de radicales libres (30) (Ver figura 3).

Figura 3: Homeostasis celulares de Ca®" y ROS.(3)

4. Calcio
4.1. Homeostasis y sefializacion

El Ca** es un mineral importante en el organismo. Se almacena principalmente en el hueso,
formando cristales de hidroxiapatita que comprenden cerca del 99% de su distribucién. El Ca*
restante se divide entre otros tejidos y espacio extracelular. Si bien este Ultimo
proporcionalmente es una pequefia fraccion del Ca®* corporal total, alli es dénde toma
fundamental relevancia su rol como sefializador celular (31). Los mecanismos involucrados para
mantener la estabilidad, respuesta y recuperacidn frente a distintos estimulos se denomina

homeostasis.

La concentracion de Ca®* citosdlico es de varios 6rdenes menor a la presente dentro de algunos
organelos, y a la concentracion extracelular. Para preservar esta homeostasis existen varios
responsables. Se destacan la PMCA (por sus siglas en inglés plasma membrane Ca®" transport

ATPase), la SERCA (sarco/endoplasmic reticulum (SR/ER) Ca**-ATPase) ambas proteinas

10
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bombean Ca** desde el citosol al espacio extracelular o el ER (por su nombre en inglés
“endoplasmic reticulum”) respectivamente, a expensas de ATP (32). Otro mecanismo es el del
intercambiador de Na*/Ca®* permitiendo el ingreso de 3 iones Na* al citoplasma por cada ion
Ca* al espacio extracelular. Estas proteinas pueden variar su jerarquia segun el tipo celular en

el cual actuen.

De esta forma, el organismo puede responder a estimulos modificando las concentraciones de
Ca*" citosblico desencadenando efectos como la modulacidon de la expresién génica,

proliferacidn celular o cancer (33).

Casi la totalidad de las células utilizan el Ca** como sefalizador para poder efectuar sus
funciones y sobrevivir a alteraciones de la homeostasia. Estas sefales pueden considerarse, a

fines practicos, como universales, estando presente incluso en las bacterias (34).

Las proteinas de unién al Ca** son una familia muy numerosa y heterogénea, por lo que pueden
ser clasificadas en dos grandes grupos: con y sin dominio EF. Los dominios EF se unen aiones
de Ca”". Constan de dos hélices alfa situadas aproximadamente perpendiculares una a la otra,
unidas por una regién de bucle corto (hélice-bucle-hélice) (35). Responden a la unién al Ca** de
2 formas. Puede ser sin cambios conformacionales significativos, cumpliendo funciones
principalmente de tamponador o transportador de Ca*". Por otro lado, pueden tener un cambio
conformacional, por ejemplo en el caso de la calmodulina (CaM), que funcionan como sensores

de Ca%, relaciondndose con otros efectores una vez estan activos.

La CaM se expresa en todas las células eucariotas y participa en diversos procesos importantes
para las células como se menciond anteriormente (crecimiento, proliferacion y movimiento). Es
relativamente pequefia y altamente conservada evolutivamente. Consta de 4 dominios EF. La
concentracién y ubicacién de CaM juegan un rol importante en la regulacién de la actividad
bioldgica. Su concentracidn aumenta en células con crecimiento rdpido o diferenciacién. En

respuesta al Ca** la CaM puede modificar su localizacién celular (36).

Existen proteinas kinasas dependientes de CaM (CaMKs), estas son activadas por la unidn de
Ca®* y CaM y fosforilan residuos de tirosina o serina (37). Una proteina muy importante en la
sefializacion por Ca* es la fosfolipasa C (PLC). Esta es una enzima de membrana con varios
dominios. Comprenden 13 familias, divididas en 6 clases. A pesar de ser poco conservadas
entre ellas, presentan dominios comunes en todos los organismos, un requerimiento minimo

para su funcidn (38).
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La PLC se activa en respuesta a receptores celulares y su sustrato de preferencia es el

fosfolipido de membrana fosfatidil inositol 4,5-bisfosfato (PIP,). La activacion de la PLC lleva a la

formacion de dos compuestos mediante hidrdlisis de PIP,. Por un lado, el diacilglicerol (DAG)
que activa la proteina kinasa C (PKC) clasica que también se puede activar por Ca®. La PKC
fosforila efectores para activar funciones celulares como la proliferaciéon. Otro producto de la
hidrélisis del PIP, es el segundo mensajero, inositol 1,4,5-trifosfato (IP;). Este es capaz de

activar un receptor especifico de IP; que es un canal de Ca®'y asi puede liberarlo del ER (38,39).

De esta forma, frente a diferentes estimulos los niveles citoplasmaticos de Ca®** son
rdpidamente elevados causando un pico de concentracién citosélica que indica una activacion
celular (40). La modalidad de incremento de Ca** es variada dependiendo de la localizacién y
duracion. Puede tratarse desde incrementos transitorios muy cortos y localizados como las
chispas de Ca®* (sparks) hasta pulsos sostenidos de mayor duracién (de varios minutos a horas)
como las ondas de Ca*. El Ca®* libre estd disponible por un periodo de tiempo muy corto para
actuar como sefializador, porque las proteinas de unién al Ca*" y los canales de Ca®* trabajan en
conjunto rapidamente para secuestrar o transportar el Ca’>* a los almacenes intracelulares o el
exterior de la célula. Ademas de la participacidon de canales involucrados en el mantenimiento

de la homeostasis del Ca** (36).

La PLC interactla con mas de 100 proteinas y moléculas siendo necesaria su regulacién en la
sefializacion del Ca?". Alteraciones en su funcién pueden vincularse a apoptosis, autofagia o
desarrollo del cancer (41). A su vez, estos efectos pueden estar vinculados también con el
accionar de las ROS. En niveles normales las mismas actian como moléculas de sefalizacion
mediante procesos fisioldgicos, mientras que en concentraciones excesivas activan procesos de

muerte celular: apoptosis, necrosis, autofagia (8).

La apoptosis es un tipo de muerte celular la cual es iniciada por sefales intra y extracelulares
por receptores de muerte celular y vias mitocondriales. Posterior al inicio de la apoptosis se
produce el aumento de la concentracion de ROS en las células. Este aumento produce un
desequilibrio en la homeostasis redox, lo que conlleva al dafo del ADN, los lipidos y las
proteinas. Dicho proceso aumenta el OS celular desencadenando la apoptosis en respuesta a
ROS. Se ha visualizado que la misma se activa por medio de dos vias. Una por las cuales las ROS
actuan sobre el ligando inductor de apoptosis (TRAIL, por su nombre en inglés “TNF-related
apoptosis-inducing ligand”). La otra via se encuentra mediada por la activacion del

C-Jun-N-terminal quinasa (JNK) (8).
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Mas allad de esto, hay otros mecanismos celulares puestos en marcha a través de la sefializacion
de Ca”. En condiciones de reposo existe un marcado gradiente de cationes entre ambos lados
de la membrana celular generado por el Ca®* y el sodio. Hay canales especificos para estos
cationes con el poder de impactar en el funcionamiento y excitabilidad de las células. Un canal
gue actla como sensor molecular participando en procesos celulares y patogénesis (asma,
metdastasis, resistencia a la quimioterapia), son los canales de potencial con receptores
transitorios (TRP). Estos comprenden una superfamilia que incluye canales en distintos tipos
celulares a través del organismo (42). Algunos canales TRP regulan la tumorogénesis o

progresion tumoral, siendo dianas especificas para potenciales tratamientos de cancer (43).

4.2. Ca®* y ROS

Como se ha mencionado, las ROS y el Ca** son importantes sefializadores. Interaccionan de
manera estrecha en el organismo mediando tanto procesos fisiolégicos como condiciones
patolégicas. Ambos se modulan de manera reciproca, por lo cual existen diversas enzimas
involucradas. Esto se evidencia, por ejemplo, en la formaciéon de ROS, donde algunas NADPH
oxidasas y NO sintasas, son moduladas por el incremento de Ca* citosdlico. Cabe destacar que

esto es altamente dependiente del tipo de célula y tipo de tejido involucrado (44).

Mientras que las ROS son un conjunto muy diverso de moléculas, el Ca** existe en una sola
forma bioldgica relevante. Su accionar depende de la unién a determinadas proteinas, y la
naturaleza de esta interaccion va a determinar su actividad sefializadora en diferentes vias

celulares (45).

Como fue mencionado previamente, la maquinaria responsable del mantenimiento de la
homeostasis de las ROS involucra la familia de las NADPH oxidasas. Dentro de esta familia se
destaca la NOX2 como fuente de estrés oxidativo para el combate de patdgenos. Su activacidn
es regulada por subunidades citosélicas con GTPasas que necesitan ser fosforiladas por PKC

clasica activada por Ca* (46).

De igual forma que la enzima NOX2 en neutréfilos, NOX1 también es dependiente de Ca®* en
respuesta a luz UVA. NOX1 puede ser directamente fosforilada por la PKC (clasica). NOX5, quien
tiene 4 dominios EF, puede unir CaM activada por Ca** en su dominio C-terminal llevando a un
cambio conformacional aumentando la actividad enzimatica N-terminal. La actividad Ca®
dependiente de NOX5 participa en la proliferaciéon vascular y formacidn de vasos como en la

proliferacién celular en diferentes lineas celulares cancerigenas por mecanismo de sefalizacion
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paracrina. También parece jugar un rol en falla renal y enfermedades de las arterias coronarias

(47).

Por otro lado, DUOX1 esta altamente expresada en las células epiteliales de las vias aéreas.
Mientras que DUOX 2 en las glandulas salivales y el tracto gastrointestinal. Las DUOX contienen
un dominio EF citosélico de unién al Ca**. Cuando son activadas liberan principalmente H,0,,
también O, . En la tiroides, el H,0, producido por las DUOX2 es utilizado por la tiroperoxidasa
como un aceptor electrénico para generar T3y T4. Asimismo, es de relevancia en los procesos
de cicatrizacién, inducidos por ondas de Ca®, promoviendo el reclutamiento de células

inmunes hacia la herida (48).

Otra ROS muy importante tanto en respuestas fisioldgicas como patoldgicas es el *NO. Esta
molécula es un radical libre que se sintetiza a partir de O, y I-arginina por la éxido nitrico
sintasa (NOS), esta enzima contiene varios cofactores como: FAD, FMN, BH4 y hemo. Los
electrones necesarios para la produccion de *NO son suministrados por moléculas de NADPH

(1) (Ver figura 4).

Arginine
02

Citrulline
NO (or NO)

Figura 4: Reaccidn catalizada y cofactores de la NOS.(49)

El * NO cumple multiples funciones en la modulacion del tono vascular, la neurotransmision y
la defensa inmunitaria (50). En altas concentraciones puede producir lesiones celulares directas
(la inhibicién de la ribonucledtido reductasa o de la citocromo oxidasa), o indirectas implicando
la conversién del * NO en otras especies reactivas del nitrégeno (RNS por su nombre en inglés
“Reactive Nitrogen Species”). La reaccion del *NO con el superdxido produce la especie
oxidante ONOO-, una ROS y RNS muy reactiva que causa importante dafo oxidativo en diversas
moléculas como proteinas y lipidos (Ver figura 2). La NOS presenta 3 isoformas, todas
dependientes de CaM. La NOS endotelial (eNOS) y la NOS neuronal (nNOS) son las isoformas

gue se expresan de forma constitutiva en los respectivos tejidos. Estas enzimas para su accién
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requieren Ca*, normalmente el nivel de Ca®* libre intracelular es bajo y restringe su actividad.
La tercera isoforma es la NOS inducible (iNOS) que esta presente en los sitios de inflamacién

para generar concentraciones rapidas de * NO (1).

5. Mitocondria

En la mitocondria, la produccién de ROS esta principalmente ligada a la fuga de electrones de la
ETC. Ademds, se plantea que también estd vinculada a las sefiales de Ca**en la célula. El Ca**
promueve la sintesis de ATP estimulando las enzimas del ciclo de Krebs y la fosforilacion
oxidativa. Se ha sugerido que un incremento en el metabolismo consume mds O, resultando en
un aumento en la fuga de electrones y los niveles de ROS producidos. En condiciones normales,
el Ca® puede potenciar la generacién de las ROS, induciendo cambios conformacionales

tridimensionales de los complejos de la ETC, llevando a la formacién de ROS mitocondrial (51).

Como se menciond previamente, el pasaje de electrones a través de la ETC forma O, * " cuando
las formas reducidas del mononucledtido de flavina o la ubiquinona pasan un electrén al O,. La
formacion de este en la mitocondria es un proceso continuo que genera una fuente de estrés
oxidativo para la célula. De este modo, la supervivencia de la célula depende de que cuente

con mecanismos de defensa antioxidante, como amortiguador del proceso.

El poro de permeabilidad transitoria mitocondrial (mPTP) es sensible al Ca** y al voltaje. Su
apertura provoca que se equilibre el gradiente de protones. Esto causa la despolarizaciéon
mitocondrial, seguido de la inhibicion de la ETC produciendo ROS y una liberacién masiva de

Ca”* de la matriz (46).

El grupo de Bertero E. y Maack C. ha desarrollado el concepto de balance de ROS optimizado.
Este concepto hace referencia a un estado intermedio Redox donde la liberacidn de ROS es
minima por parte de la cadena de transporte de electrones y la capacidad antioxidante se
encuentra en niveles adecuados para hacer frente al mismo. Esta capacidad antioxidante en la
mitocondria se ve favorecida gracias al papel del Ca®* como estimulador del ciclo de Krebs

activando a las enzimas deshidrogenasas involucradas en el mismo (46).

De manera inversa, la concentracién de ROS puede afectar el estado redox de los residuos de
cisteina de canales de Ca®* o desacoplando la actividad ATPasa de las bombas. Estos
desequilibrios afectan directamente el flujo de Ca®* en el citosol y dentro de los almacenes
intracelulares, influyendo asi en patologias degenerativas como Alzheimer o Parkinson, e

inclusive promoviendo el crecimiento tumoral y metastasis (52).
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6. Modelos biolégicos: Interacciones de ROS y de Ca%*en el organismo

Como se menciond anteriormente, en medios con elevados niveles de OS se producen altos
niveles de ROS por las células. En reaccién a este exceso, el organismo desencadena respuestas
para atenuar dicho aumento. Se ha observado que en concentraciones moderadas las ROS

actian como moléculas de sefializacidn para procesos fisioldgicos como la cicatrizacién (53).

En cambio, cuando las concentraciones son muy elevadas actlan incrementando aun mas el
0OS. Un aumento de las ROS por encima de cierto umbral puede generar dafio oxidativo a tal
punto que la capacidad de las células de mantener la homeostasis es superada y se
desencadena la muerte celular programada. Se ha demostrado que dicha accién de las ROS
tiene un papel importante en la patogénesis de varias enfermedades, debido a que genera

dafio en distintos componentes celulares (53).

6.1 Enfermedades neurodegenerativas

Las enfermedades neurodegenerativas incluyen la enfermedad de Parkinson, la enfermedad de
Alzheimer, la esclerosis multiple y la esclerosis lateral amiotrdfica. En estas, las células
nerviosas del cerebro y la médula espinal sufren disfunciones mitocondriales, asi como
excitotoxicidad y finalmente apoptosis, que conducen a una pérdida funcional. Dado que el
sistema nervioso central tiene una tasa metabdlica alta y una capacidad relativamente reducida
para la regeneracion celular, las células nerviosas son particularmente susceptibles de ser

dafadas por las ROS (3).

Particularmente en las enfermedades de Parkinson y en la enfermedad de Alzheimer se ha
visto un dafio en la proteina DJ-1 mediado por ROS. Esta proteina presenta una funcién
importante en la reduccion del estrés oxidativo por su propiedad antioxidante, regulando el
daino celular. La disminucién de la actividad de esta proteina genera ain mas dafio oxidativo
contribuyendo a la formacidn y progreso de estas enfermedades (8). El Ca®* también se ve
involucrado en las alteraciones neuronales. En las neuronas de ratones envejecidos se exhiben
niveles de Ca’* aumentados en reposo, generando un aumento de flujo de Ca** entre el ER y las

mitocondrias cambiando el patrén de expresién de algunas proteinas (3).

Otros experimentos en ratas revelaron que con los cambios en la homeostasis de ROS, su

aumento y la disminucidn de eliminacién de los antioxidantes generaron un cambio tanto en la
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disposicion morfoldgica de las neuronas, como en la homeostasis del Ca** y su metabolismo
durante el envejecimiento (3,54).

Como ya se menciond, la alteracién en la sefializacion de Ca®* y produccién de ROS causan
diversos tipos de trastornos en el organismo. Dentro de estas encontramos a la enfermedad de
Huntington (EH), la cual es un trastorno neurodegenerativo hereditario y progresivo (55),
causado por una alteracidon en el gen que codifica la Huntingtina (HTT). Este gen alterado
(HTTexp) lleva a la amplificacidon de la proteina HTT expresada en la EH, la cual por medio de la
facilitacién de la activacion de los receptores NMDA y receptores de inositol1,4,5 trifosfato tipo

1 (InsP;R1) conducen a una sefializacién de Ca®* intracelular aumentada en neuronas (56).

Jiu-Qiang Wang y colaboradores, encontraron que las mitocondrias de las células en la
enfermedad de Huntington producen una sefializacién excesiva de Ca®* en la matriz, y lo
correlacionaron con el aumento del OS, mediante el aumento de las concentraciones de O, *~
generado en la ETC. Estos hallazgos se dieron mediante experimentos en células de ratones
modificados genéticamente para expresar HTTexp. Asi comprobaron que tanto la sefializacion
de Ca®* mitocondrial, como la generacién de 0O,° estd desregulada en fibroblastos
embrionarios y neuronas estriatales de un modelo de ratén transgénico de EH. Resultados
similares fueron obtenidos utilizando neuronas de ratones del modelo EH y fibroblastos de
pacientes con EH. Finalmente en su investigacién, Jiu-Qiang Wang y cols. correlacionaron este
aumento de la actividad oxidativa mitocondrial de forma proporcional con un mayor dafio al
ADNmt, en comparacion a las células control sin expresién de la enfermedad. Los
investigadores sugieren profundizar en la combinacién de bloqueadores selectivos de Ca*' y

antioxidantes como una posible estrategia neuroprotectora para la EH (56).

El estudio y control de las disfunciones en el balance de ROS y Ca** podrian dirigir a estrategias
terapéuticas novedosas en las enfermedades neurodegenerativas.

nNOS, *NOy Ca*

Como se menciond anteriormente el * NO es una especie oxidante de gran relevancia tanto por
su rol sefializador como por su capacidad de generar estrés oxidativo fisioldgico o patoldgico.
La principal fuente de * NO en las células neuronales proviene de la actividad de la nNOS. Dicha
enzima se activa a concentraciones intracelulares elevadas de Ca®"y se asocia a los procesos de
plasticidad sindptica (57). Sin embargo, él * NO se vuelve nocivo a concentraciones excesivas y

se asocia con el riesgo de desarrollar isquemia cerebral, Parkinson y Alzheimer (58). Por esta
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razon la produccién, liberacién y difusién de * NO en el sistema nervioso central se regula con

precision mediante la activacién y desactivacion de la nNOS.

La nNOS es un mondmero en su forma inactiva, tiene una estructura de bidominio, uno
oxigenasa y otro reductasa (49). El N-terminal de nNOS contiene también un dominio PDZ,
involucrado en la interaccion con otras proteinas. La nNOS interactia con receptores de
N-metil-D-aspartato (NMDA-R) mediante la proteina de densidad postsinaptica 95 (PSD-95)
(59). Los NMDA-R son receptores de glutamato que se localizan en las células neuronales y
median la respuesta generada por la sinapsis neuronal (60). La PSD-95 pertenece a la familia de
las guanilato quinasas asociadas a la membrana y se sitla en sitios postsindpticos para la

agrupacion de receptores, canales idnicos y proteinas de sefializacidn asociadas (61).

El incremento de la concentracién de Ca*" intracelular activa la produccién de *NO por la
nNOS. El exceso de *NO conduce a la nitrosilacién de las Cys744 y Cys798 del NMDA-R, que
desactiva el receptor y disminuye la afluencia de Ca*". La PMCA interactta con el dominio PDZ
de nNOS permitiendo la salida de Ca** y asi restaurar las concentraciones basales,

disminuyendo la produccién de *NO (62) (Ver figura 5).

. ca®
-" _PMCA4b
& Cytoplasm

. nNOS
“Lower enzyme activity

Y nNOSCal

M Higher enzyme activity Lower [Ca*] microdomain
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nNOS nNOS CaM @ Sphingolipids
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Figura 5: Activacion y desactivacién de nNOS en las células neuronales. Extraido de (62)

6.2 Reproduccion

Infertilidad se define como la imposibilidad de concebir un embarazo tras un afio de relaciones
sexuales regulares sin proteccion. En paises como Uruguay, donde la tasa de natalidad se
encuentra en progresivo descenso, la infertilidad presenta marcada relevancia. Esta

problematica toma fuerza considerando que afecta cerca del 15% de las parejas en edad
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reproductiva (63). Si bien el factor masculino no ha sido priorizado, actualmente se sabe que

contribuye al menos en el 40% de los casos de infertilidad en una pareja.

Para que la fecundacién pueda suceder, es importante que los espermatozoides atraviesen una
serie de modificaciones (64). En el testiculo son células inmdviles y carecen de capacidad
fertilizante. Un primer acontecimiento de relevancia es la maduracién en el epididimo, donde
los espermatozoides adquieren la capacidad de movimiento anterégrado, lineal, con un batido
flagelar casi simétrico (65). Sin embargo, para ser capaces de fertilizar, deben atravesar un paso
final que transcurre en el aparato reproductor femenino y se denomina capacitacion. Es un
proceso tiempo dependiente, dénde suceden cambios bioquimicos que incluyen pérdida de

colesterol (66), fosforilacion de proteinas e hiperactivacion.

La motilidad de los espermatozoides hiperactivados generan un batido flagelar vigoroso,
produciendo curvaturas asimétricas de gran amplitud que les permiten penetrar en la zona
pelicida del ovocito (67). Para que la hiperactivacion pueda suceder, es necesario un aumento
de la concentracién intracelular de Ca®. Existe un canal catidnico del espermatozoide
(CatSper), sensible al pH y selectivo para el Ca®* (68). Se postula que la hiperactivacidn se

desencadena por la activacién de CaMKII, que es regulado por el complejo Ca**/CaM.

Los espermatozoides con alteraciones en CatSper muestran una disminucidn gradual en la
motilidad (69) y menor produccién de ATP en comparacion con los espermatozoides salvajes.’
Esto sugiere que la entrada de Ca”* a través de CatSper podria regular también otros procesos,
como el inicio de la glucdlisis flagelar y estimular las enzimas del ciclo de Krebs en las
mitocondrias. Es probable que se requiera Ca®" a través de CatSper, o en combinacién con Ca**
liberado mediante el estimulo de receptores IP3 de almacenes intracelulares para la

produccion sostenida de ATP necesaria para la motilidad e hiperactivacion (70).

Cuando se produce ATP, al igual que en células somaticas, la mitocondria espermatica es la
mayor fuente de ROS (71). Es importante destacar que los espermatozoides son células con una
susceptibilidad particular hacia el dafo oxidativo debido a sus inadecuados sistemas de
reparacién celular, asi como defensas antioxidantes insuficientes, producto de la pérdida de

citoplasma y organelos durante su diferenciacion (72).

El O,y H,0, son ROS que se genera de manera habitual en el espermatozoide y son clave

para la capacitacién espermatica (66).
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El O, se destaca como contribuyente en la fosforilacién de tirosinas en el proceso de
capacitacion. Parte de este fendmeno involucra la inactivacion de la PMCA que provoca
aumento del Ca* citosdlico. En este contexto la adenilato ciclasa es activada por el Ca*' y el
0, generado por la ETC. El aumento intracelular de Ca** dado por un aumento del flujo de
entrada e inactivaciéon de la PMCA lleva a que, junto al O, ", se active la adenilato ciclasa para
generar AMPc. El AMPc estimula a la NADPH oxidasa aumentando la produccién de H,0,. Este
va a favorecer la fosforilacion de tirosinas induciendo la tirosina quinasa (PTK) e inhibiendo la
fosfotirosin fosfatasa (PTPasa), que desfosforila los residuos de tirosina. El paso final en el
proceso de hiperactivacién es, presumiblemente, aumento de la fosforilacidn de tirosina. Esta

proteina flagelar es un importante biomarcador de capacitacion (72).

Se plantea que la NADPH oxidasa vinculada con la motilidad espermatica es una NOX5. NOX5
se activa cuando el Ca®* se une a su dominio EF citosdlico. Esta unidén provoca cambios
conformacionales en la célula, lo que induce la produccion de ROS. Aun no se ha podido
determinar si NOX5 se sobreexpresa en los espermatozoides de pacientes que presentan

infertilidad asociada con OS (73).

Por otro lado, las desregulaciones en estos mecanismos pueden producir aumentos en la
concentracion de ROS y generar alteraciones vinculadas al OS. En este sentido, se ha visto que
parametros espermadticos anormales se correlacionan con un aumento en la produccién de
H,0,. Es consistente con diversos estudios que demuestran relacidn positiva entre la

produccion de ROS con oligoespermia, astenoespermia y teratoespermia (74-76).

El aumento de la produccion de ROS intracelular puede tener como consecuencia la
peroxidacion de lipidos. La membrana plasmatica se ve modificada a nivel de su estructura,
donde el 60% de los acidos grasos de membrana se pierden, disminuyendo su fluidez,
potenciando la permeabilidad no especifica de determinados iones e inhibiendo receptores de

membrana y enzimas. Esto se ve reflejado como un descenso en la motilidad espermatica (77).

Con todo en consideracion, si bien las ROS son un sefializador indiscutible para el correcto
desarrollo de los espermatozoides y adquisicidon de su capacidad fertilizante, alteraciones en su

regulacion puede llevar a efectos sumamente perjudiciales.

En la actualidad, la evaluacion del semen es un eje de laboratorio para evaluar la fertilidad
masculina. La medicién de oxidantes en combinacién con la capacidad antioxidante de una
muestra podria ser importante para evaluar el estado funcional de los espermatozoides de

hombres infértiles (78).
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6.3 Cardiovascular

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) representan el 31% de todas las muertes en el
mundo. La edad es ampliamente reconocida como el principal factor de riesgo de ECV, la cual
esta intimamente relacionada con el envejecimiento cardiaco. Este se define como el deterioro

gradual de la estructura y funcién cardiaca con la edad (79).

El estrés oxidativo derivado de las mitocondrias juega un papel crucial en el envejecimiento
cardiaco a través del dafio irreversible al ADNmt. La principal ROS involucrada en este

fenémeno es el O, generado a nivel de la ETC (80).

El dafno del ADNmt, reduce la estabilizacion del suministro adecuado de ATP durante el
envejecimiento cardiaco, altera el equilibrio en la apoptosis celular, y la bioenergética

mitocondrial (79).

Quan y colaboradores evidencian que el dafio oxidativo del ADNmt se vincula directamente con
enfermedades cardiovasculares, fibrosis, hipertrofia cardiaca e insuficiencia cardiaca. En los
ratones en los que hubo sobreexposicién de las enzimas depuradoras de ROS resulté en una
mayor resistencia a estas alteraciones (79). En forma consistente con dichos estudios, en los
trabajos de Dietl y colaboradores, se relaciono el aumento de ROS mitocondriales con la

presencia de insuficiencia cardiaca (81).

Frente a estos datos, se ve la importancia de esclarecer los mecanismos potenciales del
envejecimiento cardiaco para promover el desarrollo de terapias antienvejecimiento con
objetivo de prevenir o retrasar los cambios cardiovasculares e influir en la morbimortalidad

cardiovascular (79).
Aneurisma de Aorta

El aneurisma de aorta abdominal (AAA) es una enfermedad cardiovascular con alta mortalidad
(82). En la actualidad el principal tratamiento de esta patologia es principalmente quirurgico.
Sin embargo, su incidencia esta aumentando por lo que se hace imperativo el desarrollo de un

tratamiento farmacoldgico alternativo. (83).

Diversos investigadores han planteado que existe una relacion en la patogénesis de la AAA con
la inflamacién, la apoptosis celular del musculo liso y el OS. Para demostrarlo, Smriti Murali
Krishna y colaboradores utilizaron un inhibidor de las serinas proteasas denominada
Kallistatina (84). Se trata de una SERPINA, una proteina inhibidora de proteasas que se ha

demostrado es capaz de inhibir a metaloproteasas, NADPH oxidasas y receptores de VEGF (Por
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su nombre en inglés “Vascular Endothelial Growth Factor”) y TNF, asi como la via Wnt/Fzd. En
el trabajo mencionado anteriormente, se observdé que la Kallistatina sérica se asocia
negativamente con los casos de AAA diagnosticados. Los autores encontraron que en ratones
mutantes con sobreexpresion transgénica de Kallistatina se reduce la concentracién plasmatica
de citoquinas en modelo de AAA murinos. Asimismo, confirmaron que la Kallistina tiene efecto
antioxidante sobre este modelo de AAA, dependiente de la via de la sirtuina 1 (84). (Ver figura

6)

Kallistatin

VEGF Wnt canonical

e

Angiogenesis | Inflammation

Oxidative stress/ROS

Apoptosis

Figura 6: Mecanismo mediante Kallistatina atenta la AAA (85).

Los autores concluyen que el rol protector sobre AAA que ejerce la Kallistatina la hace un

objetivo terapéutico de gran interés para el tratamiento de esta patologia (84).

6.4 Cancer

El cancer es una enfermedad donde los sistemas de control de la proliferacion celular fallan y
esto lleva a la multiplicacion descontrolada de células anormales del organismo. Para que una
célula potencialmente cancerigena llegue a ocasionar la enfermedad debe evadir una serie de
controles tanto de su propia homeostasis como del sistema inmune innato. El desarrollo del
mismo es multifactorial, dentro de estos podemos encontrar los errores en la multiplicacién

celular, dafios en el ADN, herencia familiar (86).

Las ROS poseen un rol importante en la fisiopatologia del cancer dependiendo de las
concentraciones generadas en el organismo. Cuando hay un incremento del OS se genera un
desbalance, el que conlleva la acumulacién de ROS en altas concentraciones. Estos niveles

excesivos producen daino oxidativo en el ADN (87).

En respuesta a este dafo, normalmente se activa la proteina p53, proteina supresora de

tumores, con el fin de reparar el ADN. En diferentes trabajos, se ha observado que la respuesta
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de la p53 es limitada. Cuando se sobrepasa su capacidad aumenta la probabilidad de
mutaciones y activacidon constitutiva de oncogenes asi como la inactivacion de genes del
sistema antioxidante, lo que en conjunto desencadena la inestabilidad gendmica. Este proceso
favorece la mutacién, esencial para que las células se seleccionen de acuerdo a las presiones de
su entorno y el cancer pueda evolucionar evadiendo los mecanismos de control del organismo
(87). El OS tiene una desventaja para la progresion tumoral, se ha observado que los niveles
excesivos de ROS son tdxicos para las propias células cancerigenas debido a que aumenta la

vulnerabilidad al dafio (88).

Es por esta razén que se han realizado muchos esfuerzos para comprender con profundidad los
mecanismos de formacién de ROS en células cancerigenas, con el objetivo de desarrollar

estrategias para inducir un aumento del estrés oxidante con funcion quimioterapéutica (89).

Un ejemplo de esta estrategia son los trabajos de Sang Hun Kim y colaboradores del 2016. En
dichos trabajos se estudid el efecto de la monensina sobre células de cancer de prdstata
humano. La monensina es un ionéforo de cationes monovalentes cuyo principal efecto es la
entrada de Na* desde el medio extracelular. Los autores demuestran que en células de cancer
de proéstata independientes de andrégenos (PC-3) el tratamiento con monensina induce
apoptosis dependiente de caspasa. Este fendmeno es estimulado por la formaciéon de ROS vy la
disminucién del Ca?* intracelular, tal como lo demuestran los experimentos usando el inhibidor
de la respiracion difeniliodonio (DPI) y el inhibidor de canales de Ca®' tipo L (verapamil)
respectivamente. Cabe destacar que ambas sefales estimuladoras de la apoptosis son

independientes una de otra en este modelo (90).

6.5 Inflamacion: alteracion de la barrera endotelial

La inflamacion es un proceso por el cual se reclutan células del sistema inmune y componentes
moleculares plasmaticos hacia un sitio extravascular. El aumento de permeabilidad de la
barrera endotelial es un evento necesario en la inflamacidon que permite la translocacién de

células como polimorfonucleares y macréfagos desde la circulacién al tejido afectado.

En algunas situaciones esta respuesta se ve exacerbada y sobrepasa la capacidad del tejido de
contener la respuesta inflamatoria, por lo que se desarrollan patologias como la injuria aguda

de pulmén (IRA) o el sindrome de dificultad respiratoria (SDRA) (91).
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La barrera endotelial cumple su funcion como barrera semipermeable, regulando asi la

homeostasis, permitiendo el pasaje de diferentes solutos, proteinas y células inflamatorias.

El pasaje de proteinas y/o células ocurre por dos mecanismos: la via transcelular, mediada por
las caveolas o la via paracelular a través de las uniones interendoteliales. Una respuesta
inflamatoria aguda puede desencadenar la pérdida de la funcién de la barrera endotelial, lo
gue provoca la extravasacion de polimorfonucleares (PMN) y la activacién de macréfagos, las

cuales liberan compuestos citotdxicos y proinflamatorios (92).

Dentro de los compuestos liberados por las células inflamatorias se encuentran ROS como el
0, el H,0, y el * OH, que a concentraciones fisioldgicas desempefian funciones de regulacién

del tono vascular, monitoreo de la tensidn de O, y produccion de eritropoyetina.

Durante los procesos inflamatorios los PMN y los macréfagos activados generan cantidades
sustanciales de ROS, debido a que expresan NOX2. La produccién de H,0, por la NOX2,
aumenta la adhesividad de las células proinflamatorias al endotelio. Si bien las células cuentan
con mecanismos para eliminar las ROS, durante la crisis inflamatoria los mecanismos

antioxidantes son saturados (93).

La produccién de ROS en el endotelio induce un aumento del Ca** citosélico generando un
incremento en la permeabilidad de la barrera endotelial. Las células endoteliales expresan TRP
gue pueden ser activados por accion de las ROS. Dentro de esta familia de canales, el TRPC6 se
expresa en las células endoteliales pulmonares y puede ser activado por H,0, (94). El aumento
de Ca*" intracelular a través de los canales TRPC, activan vias de sefializacién que acttan sobre
las uniones adherentes provocando la contraccion de las células endoteliales y aumentando la
permeabilidad de la barrera endotelial. Una de las vias involucradas es la ROS-Ca®*-PKCd, que
se activa en presencia de H,0, y tiene como consecuencia un cambio en la distribucién de Ia

PKCA (95).

También estd la via ROS-ICAM-1-Src, la activacién de esta via involucra la adhesion y
extravasacion de los PMN. Frente al incremento de H,0,, aumenta la expresion de ICAM-1 que
es el contra receptor de las B, integrinas de los PMN permitiendo su adhesidn, esta interaccion
promueve la activacién de Src, que cumple un rol en la regulacidon de la NOX induciendo la

produccion de H,0, (96) (Ver figura 7).
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PMN

Figura 7: Modelo de sefializacién de ROS (H,0,) que regula la permeabilidad del endotelio (96).
Otros de los canales de la familia TRP involucrados en este mecanismo son el TRPM2 vy
TRPM2-S. Dichos canales interaccionan en la membrana plasmatica regulando negativamente
la entrada de Ca** por TRPM2. El aumento de la expresidon de TRPM2-S inhibe la entrada de

Ca*" que induce el H,0,, disminuyendo la permeabilidad endotelial (96).

7. Discusion

Como se ha mencionado, la funcidn de las ROS varia dependiendo de la concentracion,
localizacidn y diversos factores que le permitirdn comportarse como sefializadores u ocasionar
dafio oxidativo a las células. Tanto las ROS como el Ca** pueden actuar como segundos
mensajeros en forma independiente. Sin embargo, es frecuente encontrar estas dos vias de

sefalizacidn interrelacionadas.

Un punto de encuentro importante en la formacién de ROS y la regulacién del Ca** es la
mitocondria. Este organelo es una fuente muy importante de ROS, en virtud de que los
electrones que se transportan a través de la ETC pueden escaparse al pasar por el complejo |y
Il para reaccionar directamente con el O, y formar O,*". En condiciones fisioldgicas el O, *

forma de manera constante, no obstante, en situaciones patoldgicas se puede generar un
aumento o disminucién en la tasa de formacion del radical. De este modo, la mitocondria
genera constantemente OS para el cual cuenta con defensas antioxidantes como la Mn-SOD,

CAT, GPx, Trx, entre otras.

Por su parte, el Ca**es un segundo mensajero muy estudiado cuya concentracién es mantenida
en valores muy bajos respecto al medio extracelular por una serie de bombas e
intercambiadores a nivel de la membrana plasmatica, el reticulo endoplasmico y la

mitocondria.
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Las sefiales de Ca** y ROS pueden vincularse de distintas formas tanto en el sistema
antioxidante como los sistema nervioso, sistema reproductor, en la patogénesis de las
enfermedades cardiovasculares, en la regulacién del ciclo celular, la activacion de la apoptosis y
en procesos inflamatorios. La formacién de ROS y el OS juegan un rol de gran relevancia en el
desarrollo de condiciones patoldgicas en distintos sistemas biolégicos. Un ejemplo es el
sistema antioxidante de la Trx que interviene en procesos como la proliferacién celular,
diferenciacion, apoptosis, autofagia y metabolismo. La pérdida de la funcién antioxidante
puede promover el desarrollo de enfermedades provocadas por el dano inflamatorio y

oxidativo.

El estudio y control de las disfunciones en el balance de 0,°7, *NO y Ca® podrian dirigir a
estrategias terapéuticas para evitar el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas. Se

plantea el uso de inhibidores de Ca*"y antioxidantes para combatir, por ejemplo, la EH.

En cuanto al sistema reproductor, se ha comprobado que el O, * "y H,0, son fundamentales en
procesos de la capacitacidon espermatica como la fosforilacion de proteinas e hiperactivacion.
Asimismo, y en relacién con lo comentado previamente, un aumento en la produccién H,0, se
correlaciona con paradmetros espermdticos anormales. La medicién de oxidantes presenta

relevancia al momento de evaluar el estado funcional de las muestras.

Las ROS también presentan un rol importante en la patogénesis de las enfermedades
cardiovasculares. Se ha observado que el estrés oxidativo derivado de las mitocondrias juega
un papel crucial en el envejecimiento cardiaco. La Kallistatina podria tener un rol importante en

el tratamiento farmacoldgico de la AAA, debido a su papel protector en dicha patologia.

En relacién al cancer, se ha visto que la Monensina es un posible fdirmaco por su poder de
regulacién de proteinas dependientes de las concentraciones de ROS y Ca*, dado que detienen

el ciclo celular y activan la apoptosis.

En procesos inflamatorios mediados en el endotelio pulmonar, el H,0, y el Ca®* generan un
aumento de la permeabilidad endotelial que puede progresar a enfermedades como IRA o

SDRA.

8. Conclusiones y perspectiva

El universo de las ROS es muy amplio y su interrelacion con otras vias de sefalizacion lo es alin

mas. Como se ha mencionado previamente las sefiales de Ca®*" y ROS tienen efectos muy
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variados dependiendo de la naturaleza de las ROS, el tipo celular y otros factores. En esta

monografia se ha expuesto una fraccién del conocimiento alcanzado a la fecha sobre la relacion

entre ambos sefalizadores, dejando en evidencia la gran relevancia de estas sefiales tanto en la

modulacién de respuestas fisiolégicas como en la etiologia de varias patologias.
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