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Presentacion

El contenido de esta publicacion es producto de nuestro interés por dejar testimonio escrito de una —de las muchas maneras— que idea-
mos los cientificos para continuar trabajando y formando a las futuras generaciones de investigadores, a pesar de la pandemia producida
por el virus SARS-CoV-2.

El 17 de marzo de 2020, la comunidad del Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados (Cinvestav), recibié una comunicacion
oficial por parte del director general, el doctor José Mustre de Ledn, que nos indicaba que de acuerdo con las recomendaciones de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y con la idea de mitigar la transmision del COVID-19, se nos solicitaba que, a partir del 18 de
marzo del 2020, acataramos una gran cantidad de medidas de distanciamiento social, que incluian la restricciéon de reuniones presencia-
les con mas de 20 personas, y la cancelacion de cursos, congresos, y eventos académicos en general. En ese momento pensamos que estds
restricciones serian por poco tiempo (tal vez una o dos semanas, como en una contingencia similar en 2009) desgraciadamente el perio-
do de aislamiento se prolong6 hasta el momento en que iniciamos la organizacion del curso pre-congreso, asociado al VIII Congreso de
la Rama de Transduccién de Senales de la Sociedad Mexicana de Bioquimica, planeado para finales de noviembre del 2021. Por lo que
todo parecia indicar que tenfamos solo dos opciones, o cancelar el curso o tomar ventaja del abanico de posibilidades que se nos abria,
gracias a las multiples plataformas en linea que nos permitirian invitar a ponentes de reconocida trayectoria internacional, nacionales y
extranjero. Por lo que optamos por organizar el curso pre-congreso en linea a través de TEAMS, lo que no tan solo resultd accesible sino
que nos permitié también tener asistentes de otras instituciones al interior y fuera de nuestro pais.

Este libro es una compilacion de 11 capitulos escritos en espaiol, por lideres en cada una de las tematicas abordadas, con un len-
guaje sencillo, los temas a tratar son: el Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona; la obesidad y el Sindrome Metabdlico; las proteinas
y receptores intracelulares que participan en la respuesta inmune y la inflamacién; y finalmente los nanodominios intracelulares y la
sefalizacion por calcio intracelular. Esta obra es el resultado de la entusiasta y amable participacion de un total de 36 autores de México y
Espana a quienes les agradecemos enormemente su trabajo, dedicacién y paciencia. En especial a los autores responsables de los capitu-
los: Ricardo Espinosa Tanguma, Ulises Meza, Aldo A. Rodriguez-Menchaca (Facultad de Medicina, Universidad Auténoma de San Luis
Potosi, SLP), Maria Fernandez-Velasco (Instituto para la Investigacion, Hospital Universitario La Paz, IdiPAZ, Madrid, Espafia), Carmen
Delgado (Instituto de Investigaciones Biomédicas Alberto Sols, CSIC-UAM, Madrid, Espaia), Marcia Hiriart Urdanivia (Departamento
de Neurociencia Cognitiva, Instituto de Fisiologia Celular, UNAM, CDMX, México), Agustin Guerrero-Hernandez, Angélica Rueda,
Jesus Alberto Olivares Reyes (Departamento de Bioquimica, Cinvestav Zacatenco, CDMX, México), Leopoldo Santos-Argumedo (De-
partamento de Biomedicina Molecular, Cinvestav Zacatenco, CDMX, México), Mohammed El-Hafidi (Departamento de Biomedicina
Cardiovascular, Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez”, CDMX, México) y Tarik Smani (Departamento de Fisiologia Médi-
ca y Biofisica, Facultad de Medicina, Universidad de Sevilla, Espafia).

Esta compilacion surgié con la idea de servir como marco de referencia para que estudiantes de licenciatura y posgrado puedan acer-
carse a las lineas de investigacion de transduccion de senales intracelulares y sefializacion por calcio intracelular, mediante un lenguaje
sencillo y claro, esperamos que este objetivo también lo estemos cumpliendo.

Finalmente, queremos comentar que se emplearon dos afos para la recopilacién y edicién de los capitulos debido a que la preparacion
de cada uno consideré multiples detalles, varias lecturas y discusiones para lograr la mejor calidad en su edicién, por lo que esperamos
que cumpla con las expectativas de los autores y los lectores.

En este espacio también queremos hacer patente nuestro agradecimiento a todos y cada uno de los autores, quienes confiaron en no-
sotros y tuvieron la paciencia y entereza suficiente para esperar —sin dudar o emitir queja alguna— en el proceso de la publicacion del
libro. A todos ellos, nuestro mas sincero aprecio por su comprension y simpatia para apoyar este proyecto. Al ingeniero Mario Medina
Marquez y a la licenciada Marfa Elena Avila Urbina, les manifestamos nuestro mas amplio reconocimiento por su magnifica labor como
editores de la obra. A la Mesa Directiva de la Sociedad Mexicana de Bioquimica, 2019-2021 quienes apoyaron sin dudar nuestra iniciati-
va de elaborar este documento. Por tltimo, no podemos dejar de agradecer a las autoridades del Cinvestav, en especial al doctor Gabriel
Lopez Castro (Secretario Académico de este Centro, en 2020) quien consider6 positivo el apoyo a este proyecto.

Dr. Jesus Alberto Olivares Reyes
Dra. Angélica Rueda y Sdnchez de la Vega
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El Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona: mas alla
de sus acciones cardiovasculares y renales

Karla Daniela Hernandez Gonzélez y Jests Alberto Olivares Reyes*
Laboratorio de Transduccion de Sefiales, Departamento de Bioquimica, Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del IPN

* Autor para correspondencia:

Jests Alberto Olivares Reyes, PhD.

Departamento de Bioquimica, Cinvestav-IPN

Av. IPN 2508. Col. San Pedro Zacatenco, Ciudad de México, 07360, México
Teléfono: +52 (55) 5747-3951 e-mail: jolivare@cinvestav.mx

Resumen: El Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona (RAAS) es una cascada enzimdtica asociada a la sintesis de hormonas que
participan en la regulacion sistémica de la homeostasis cardiovascular y renal. Durante mas de un siglo, se ha reconocido a RAAS por su
papel fundamental en la regulacion de la presion arterial y en la patogenia de enfermedades cardiovasculares. Fue considerado como un
sistema endocrino sistémico y lineal, conformado por una serie de pasos enzimaticos consecutivos que culminaban con la produccién
de un solo metabolito bioldgicamente activo, la angiotensina IT (Ang II). Se acept6 que, a través de la activacion de sélo dos tipos de re-
ceptores de membrana, identificados como receptores AT, y AT,, la Ang IT era la unica hormona encargada de mediar las respuestas de
RAAS. Sin embargo, en las ltimas tres décadas se identificaron nuevos componentes de RAAS, incluidos diferentes péptidos bioactivos
(Ang III, Ang IV, Ang 1-7, Ang A y alamandina), receptores distintos a los AT, y AT, (MasR, MrgDR, AT ,R/IRAP y PRR), asi como vias
alternas de sintesis y procesamiento de la Ang II. Se reconocio la existencia de sistemas locales de RAAS en distintos érganos y tejidos.
Estos hallazgos han permitido entender funciones de RAAS antes no reconocidas, como su participacion en proliferacion, apoptosis
e inflamacion. Ademas, se ha demostrado que la activacion cronica de RAAS es critica en distintas condiciones y patologias, como el
cancer, afecciones a nivel del sistema nervioso central, y desérdenes metabolicos. En el presente capitulo se describirdn estas nuevas
observaciones, asi como su repercusion en diferentes condiciones y patologias de reconocida importancia clinica.

Palabras clave: Angiotensina II, angiotensina 1-7, sistema renina-angiotensina-aldosterona

Abreviaturas LTP Potenciacion a largo plazo
MasR  Receptor Mas

ACE Enzima convertidora de angiotensina MAPKs Cinasas de proteina activadas por mitégenos
ACE2  Enzima convertidora de angiotensina tipo 2 MCP-1  Proteina quimioatrayente de monocitos-1
ACEIs Inhibidores de la ACE MR Receptor de mineralocorticoides
AD Aspartato descarboxilasa MrgDR Miembro D del GPCR relacionado con Mas
AGT Angiotensinégeno NEP Neprilisina
ALDO  Aldosterona NF-kB  Factor nuclear-xB
Angl  Angiotensina I NO C:)XidO nitrico
AnglIl  Angiotensina II NOS Oxido nitrico sintasa
AngIII  Angiotensina III nNOS  Oxido nitrico sintasa neuronal
AngIV  Angiotensina IV PI3K Fosfatidilinositol-3-cinasa
Ang 1-7 Angiotensina 1-7 PKC Cinasa de proteinas C
APA Aminopeptidasa A PLC Fosfolipasa C
APN Aminopeptidasa N PRR Receptor de prorrenina-renina
ARBs  Antagonistas de los receptores AT RAAS  Sistema renina-angiotensina-aldosterona
ARDS  Sindrome de dificultad respiratoria aguda ROS Especies reactivas de oxigeno
AT R Receptor de angiotensina II tipo 1 SARS  Sindrome respiratorio agudo severo
AT, R Receptor de angiotensina II tipo 2 SMet  Sindrome metabdlico
AT,R  Receptor de angiotensina II tipo 4 SNC Sistema Nervioso Central
CRP Proteina C reactiva TNF-a  Factor de necrosis tumoral-a
DM2  Diabetes mellitus tipo 2 TGF-B1 Factor de crecimiento transformante-f1
EGFR  Receptor del factor de crecimiento epidérmico VEGF  Factor de crecimiento de endotelio vascular
GPCRs Receptores acoplados a proteinas G
IL Interleucina
IFN-y  Interferén gamma 1. Introduccion
IR Receptor de insulina
IRAP Aminopeptidasa tipo II 'regul_ada por insulina El Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona (RAAS) constituye
IRS Sustrato del receptor de insulina

. o uno de los mecanismos endocrinos mas complejos e importantes en
LPS Lipopolisacarido
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la regulacion fisiolégica de la funcién y homeostasis cardiovascular y
renal. En este sistema participan diferentes enzimas en la generacion
de hormonas peptidicas funcionales con acciones biolégicas muy
diversas, acciones que se llevan a cabo a través de la activacion de
diferentes tipos de receptores. Sin embargo, en afos recientes se han
identificado funciones adicionales de RAAS a las ya reconocidas a
nivel cardiovascular y renal, entre las que se encuentran acciones
inflamatorias, metabdlicas, proliferativas, neuroprotectoras y cogni-
tivas [1, 2]. Ademas, se ha demostrado que alteraciones en el funcio-
namiento de RAAS pueden conducir al desarrollo de importantes
padecimientos cardiovasculares, como la hipertension arterial, ate-
roesclerosis, enfermedad cardiovascular, insuficiencia e hipertrofia
cardiaca, arritmias, disfuncién endotelial, accidente cerebrovascular,
asi como diversos trastornos metaboélicos y cancer [3, 4]. Como con-
secuencia de ello, se han desarrollado diversos fairmacos dirigidos ala
regulacién de RAAS, incluidos bloqueadores/antagonistas de los re-
ceptores AT, (ARBs), e inhibidores de la enzima convertidora de an-
giotensina (ACEIs). En los ultimos afos, la identificacién de com-
ponentes de RAAS en la infeccion por SARS-CoV-2, responsable de
la pandemia actual, ha puesto de manifiesto nuevamente, la rele-
vancia de este sistema mas alla de sus acciones cardiovasculares y
renales, lo que representa un reto para cientificos y médicos.

2. Componentes de RAAS

A la fecha, se ha identificado que de todos los péptidos generados
por la accién enzimatica de RAAS, seis de ellos (Ang II, Ang 1-7,
Ang II1, Ang IV, Ang A y alamandina) actian como mensajeros
para diferentes tipos de receptores, los cuales ejercen diversas
funciones, entre ellas: acciones metabolicas, proliferativas, inmu-
noldgicas e inflamatorias [5].

2.1. Componentes bioactivos de RAAS y sus receptores
2.1.1. Angiotensina 11

La Ang II, es considerada como el principal efector de RAAS, y
se sintetiza a partir del angiotensindgeno (AGT) mediante esci-
siones enzimadticas secuenciales por accién de la renina y de la
enzima convertidora de angiotensina (ACE). Especificamente,
la renina escinde al AGT, formando el decapéptido Ang I que a
su vez se convierte en Ang II por accién de la ACE (Figura 1)
[2, 6]. Las acciones de la Ang II se ejercen a través de su union a
dos tipos de receptores transmembranales acoplados a proteinas
G heterotriméricas (GPCRs), identificados como receptores para
Ang II tipo 1 y tipo 2 (AT R y AT R). El AT R regula los efectos
mejor caracterizados de la Ang II a nivel cardiovascular y renal,
asi como el crecimiento y la proliferacién celular, la respuesta in-
flamatoria y el estrés oxidante. Este receptor se encuentra amplia-
mente distribuido en muchos tipos celulares y su sefnalizaciéon
predominante es dependiente de la via G /PLC/IP,/Ca*, seguida
por la rapida internalizacion del complejo Ang II/AT R, la ter-
minacién de la senial dependiente de proteinas G_y la activacién
de las cinasas de proteina activadas por mitégenos (MAPKs),
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Src, mTORC, vy otras vias de sefializacion dependientes de las
proteinas P-arrestinas, implicadas en el crecimiento, la supervi-
vencia y la proliferacion celular [1, 2].

Por el contrario, los efectos de la activacion del AT,R por Ang
II son menos conocidos. Se tiene evidencia experimental, que este
receptor modula acciones dependientes de las proteinas Gi y de
fosfatasas de tirosina para contrarrestar la mayoria de las respues-
tas celulares mediadas por el AT R. Para ello, el AT R inhibe el
crecimiento y la proliferacién celular y reduce la inflamacién y
el estrés oxidante, mientras que, por otra parte, promueve la dife-
renciacion celular, la vasodilatacion y la reduccion de la presion
arterial [7, 8]. En cuanto a su expresion, el AT R se localiza de
manera predominante en tejidos fetales y disminuye a lo largo del
desarrollo del feto, para limitarse su expresion en drganos y teji-
dos adultos, principalmente en corazoén, vasos, tronco encefalico,
higado y riflones, aunque esta puede aumentar bajo diferentes cir-
cunstancias patologicas [8].

2.1.2. Angiotensina 1-7

El segundo péptido de relevancia de RAAS es la angiotensina 1-7
(Ang 1-7), considerado como el componente contrarregulador
del RAAS clasico. La Ang 1-7 se genera a través de la escision de la
Ang II por accién de la enzima convertidora de angiotensina tipo
2 (ACE2), una monocarboxipeptidasa homologa de la ACE [9].
Ang 1-7 también se puede sintetizar por otras dos vias alternas: 1)
através de la escision de Ang I por accién de la neprilisina (NEP),
y 2) por la ACE2 que escinde Ang I para generar angiotensina 1-9
(Ang 1-9), la cual a su vez se convierte en Ang 1-7 por acciéon de
la ACE (Figura 1) [10-12].

Para ejercer sus efectos, la Ang 1-7 se une al protooncogén
GPCR Masl, reconocido comunmente como receptor Mas (MasR),
que al igual que los receptores AT, y AT, pertenece a los GPCRs.
Ang 1-7/MasR median efectos depresores, vasodilatadores, anti-
proliferativos, antioxidantes y antiinflamatorios [13]. Se ha repor-
tado la expresion del MasR en drganos y tejidos como el cora-
z0n, el rifidn, el pulmon, el higado, el bazo, la lengua, el musculo
esquelético y el cerebro [14], y se sabe que tiene una expresion
elevada en el cerebro, mientras que en el corazon, el rindn, el en-
dotelio y los vasos sanguineos, su expresion es baja [15].

2.1.3. Otros péptidos de RAAS

Otros péptidos de RAAS, formados a partir del AGT, presentan
actividad bioldgica, incluida la Ang 1-9, la angiotensina IIT (Ang
I1I), sintetizada a partir de Ang II por la aminopeptidasa A (APA),
y la angiotensina IV (Ang IV) que resulta del catabolismo de Ang
IIT por accion de la aminopeptidasa N (APN) [5]. Se ha descri-
to, por una parte, que tanto la Ang 1-9 como la Ang III ejercen
acciones similares a las de Ang II/AT R, ya que precisamente se
unen con alta afinidad al AT R, y por otra, que la Ang IV, a través
de su uni6n al AT R, promueve acciones antagénicas a la Ang II,
como la vasodilatacioén, la produccién de éxido nitrico (NO), la
cardioproteccidn, asi como efectos antifibréticos, antihipertréfi-
cos y antiinflamatorios [1, 16]. El AT R es una proteina de mem-
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Figura 1. Componentes bioactivos de RAAS. RAAS esta integrado por diferentes péptidos y receptores. El principal efector del sistema es la Ang IT
sintetizada a partir de AGT, escindido por renina y formando Ang I que posteriormente se convierte a Ang II por accién de la ACE2. Otros péptidos de
la via son formados a partir de Ang Iy II por accién de ACE2 y las aminopeptidasas APA y APN. Estos péptidos llevan a la activacion de varios recep-
tores, ademas de los clasicos AT Ry AT R; se pueden activar el PRR, MR, MasR y MrgDR. La activacion de los receptores AT, R, AT R, MasR y MrgDR
funcionan como un eje contrarregulador a las acciones clésicas de la via ACE/Ang II/AT R, mientras que la activacion de PRR y MR ejercen efectos
similares al eje AT R/Ang II. Las flechas con lineas discontinuas indican la formacién de péptidos de RAAS y las enzimas involucradas. Las flechas con
lineas discontinuas en color indican las diferentes acciones moduladas por los receptores de RAAS. Las flechas con lineas solidas indican los receptores
activados por los péptidos de RAAS. Las flechas con lineas solidas rojas indican los péptidos secretados por el rifién, higado y pulmon que participan
como enzimas (renina, PR y ACE) o sustratos (AGT y PR) del sistema. ACE, enzima convertidora de angiotensina; ACE2, enzima convertidora de
angiotensina tipo 2; AD, aspartato descarboxilasa; AGT, angiotensinogeno; ALDO, aldosterona; Ang I, angiotensina I; Ang 1-7, angiotensina 1-7; Ang
1-9, angiotensina 1-9; Ang II, angiotensina II; Ang III, angiotensina IIT; Ang IV, angiotensina I'V; APA, aminopeptidasa A; APN, aminopeptidasa N;
AT R, receptor de angiotensina II tipo 1; AT R, receptor de angiotensina II tipo 2; AT R, receptor de angiotensina II tipo 4; GI, gastrointestinal; MasR,
receptor Mas; MR, receptor de mineralocorticoides; MrgDR, miembro D del GPCR relacionado con Mas; NEP, neprilisina; PR, prorrenina; PRR,
receptor de prorrenina-l renina; RAAS, sistema renina-angiotensina-aldosterona. Imagen elaborada con BioRender.com.

brana con actividad de aminopeptidasa tipo II regulada por insu- | RAAS a nivel cardiovascular y renal. Mientras que la Ang A ejerce
lina (IRAP), cuya expresion, a diferencia de los otros receptores de | acciones similares a Ang II/AT R, debido a que se une precisa-
angiotensina, se encuentra restringida a ciertas regiones del cere- = mente a los AT R, la alamandina lleva a cabo acciones bioldgicas

bro, particularmente de la corteza, el hipocampo y los ganglios ba- | similares a las de la Ang 1-7, contrarrestando las acciones adversas
sales. La activacion de los AT Rs por Ang IV mejora la cognicion, | de AngIl'y Ang A, através de la activacion del receptor miembro D
la transmision de senales celulares, la remodelacion sinapticay se | del GPCR relacionado con Mas (MrgDR) (Figura 1) [19].
le han reconocido propiedades antioxidantes (Figura 1) [17, 18]. El receptor MrgD es un GPCR con alta homologia estructu-
Se han identificado, ademas, otros péptidos de angiotensina | ral y funcional al MasR. Originalmente se identific en neuronas
como la angiotensina A (Ang A), generada a partir de Ang Il porla | sensoriales nociceptivas primarias en roedores y humanos; sin
aspartato descarboxilasa (AD), y la alamandina, sintetizada a partir | embargo, estudios posteriores demostraron su expresion en di-
de Ang A por accién dela ACE2 o a partir de Ang 1-7 poracciénde | versos tipos celulares de drganos y tejidos como cardiomiocitos,
la AD [19]. Ambos péptidos llevan a cabo funciones comunes de | arterias, tejido adiposo blanco y marrdn, piel, cerebelo, traquea,
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timo, pulmoén, diafragma, musculo esquelético, vejiga urinaria,
utero, testiculo, prostata, y vesicula seminal [20]. En cuanto a la
seflalizacion mediada por alamandina/MrgDR, ésta es la menos
caracterizada de los diferentes péptidos bioactivos de RAAS. Sin
embargo, al identificarsele acciones contrarreguladoras al eje Ang
II/AT R,y semejantes a las acciones mediadas por Ang 1-7/MasR,
se ha propuesto que la estimulacion del MrgDR por alamandina
activa vias de senalizacion involucradas en cardioproteccion, va-
sodilatacion (antihipertensivo), asi como efectos antihipertrofi-
cos, antiinflamatorios y antifibréticos (Figura 1) [5, 20, 21].

Aunque la renina es considerada como la enzima limitante en
la sintesis de todos los péptidos efectores de RAAS, a principios
del siglo xx1 surgié evidencia experimental de que la renina y su
precursor, prorrenina, participan como péptidos bioactivos de
RAAS. En este sentido, un hallazgo muy importante fue el des-
cubrimiento de un receptor para ambos péptidos. Este receptor,
identificado como receptor de prorrenina-renina (PRR), al ser
activado por ambos péptidos regula vias de sefalizaciéon que
contribuyen a la regulacién de la presion arterial y el volumen
de liquidos. Sin embargo, evidencia cada vez mayor sugiere que
la funcién del PRR no se limita al control de la presién arterial;
también puede modular la sefializacién de Wnt/p-catenina, y la
funcién de la ATPasa de protones de tipo vacuolar, dos vias invo-
lucradas en el desarrollo de 6rganos y tejidos (Figura 1) [22, 23].

El PRR es una proteina transmembranal de 350 aminoacidos
(aa), la cual presenta un extenso dominio N-terminal extracelu-
lar, y se ha identificado como un receptor para la renina en su
forma activa, y para la prorrenina, en su forma inactiva [24]. En
este contexto, se ha mostrado que al unirse al PRR la actividad
enzimdtica de la renina aumenta hasta 5 veces mas que la activi-
dad de la renina que no se une al receptor, y que la unioén al PRR
induce un cambio conformacional en la prorrenina que libera
estructuralmente al sitio catalitico, lo que resulta en la activacion
no proteolitica completa de la prorrenina y en consecuencia una
mayor tasa de proteélisis de AGT y de sintesis de Ang IT [24].

El aumento en la expresion del PRR en células de musculo liso
vascular estd asociado a sintomas de hipertension y al aumento de
aldosterona (ALDO) en plasma, lo que sugiere su participacion en
la fisiopatologia de la hipertension arterial [24]. Cabe mencionar
que, bajo condiciones normales, el PRR esta expresado abundan-
temente en cerebro, placenta, tejido cardiaco y sistema inmune,
mientras que en rifién y en higado su expresion es mas limitada.
Ademas, se ha descrito que su eliminaciéon en modelos knockout
(KO) de ratoén afecta el desarrollo embrionario, y puede conducir
a problemas de insuficiencia cardiaca a temprana edad [12, 23].

2.1.4. Aldosterona

En cuanto a las acciones de la ALDO, es bien reconocido que esta
hormona se sintetiza en las glandulas suprarrenales por accién de
Ang IT/AT Ry se regula negativamente por Ang 1-7, de forma que
la produccidén y actividad de ALDO esta regulada por el equili-
brio entre Ang II/Ang 1-7 [25]. Participa en la homeostasis renal
del sodio y en la regulacién de la presion arterial, acciones que
se llevan a cabo por la activaciéon del receptor de mineralocorti-
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coides (MR) (Figura 1). El MR pertenece a la familia de receptores
intracelulares, actuando como un factor transcripcional depen-
diente de ligando [26, 27]. Sin embargo, el MR también desem-
pefa un papel importante en funciones cardiovasculares y me-
tabolicas y se ha localizado en el corazon, el tejido adiposo, células
endoteliales, el misculo liso vascular, y en cerebro [26, 27]. Tras la
unién de ALDO, el MR se traslada al nticleo regulando cambios
en la expresion génica de los tejidos y drganos blanco [27, 28].

La sobreactivacion de la via de ALDO/MR se asocia al desa-
rrollo de hipertension, insuficiencia cardiaca, dafio vascular, asi
como trastornos de tipo metabdlico. El aumento en la secrecion
de ALDO junto con la sobreestimulacién del AT R conduce a un
aumento en la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS)
y la activacién de la NADPH oxidasa, contribuyendo a diversas
patologias cardiacas y vasculares [27].

De acuerdo con lo antes descrito, y con base en los péptidos
efectores de RAAS y sus receptores, se pueden identificar clara-
mente dos ejes o ramas principales del sistema: una asociada a las
acciones cldsicas de RAAS, representada por ACE/Ang II/AT R
(eje clasico), y en el que también se incluyen a Ang A/AT R,y a
renina/prorrenina/PRR. Esta rama se encarga de los efectos va-
sopresores, troficos, proinflamatorios, fibréticos, y oxidantes de
RAAS. El segundo eje, contrarregulador de las acciones del eje
AngII/AT R, estd compuesto por ACE2/Ang 1-7/MasR, e incluye
a Ang II/AT R, Ang III/AT R, Ang 1-9/AT R, Ang IV/AT Ry a
alamandina/MrgDR (Figura 1) [5, 29].

2.2. Heterodimeros de receptores: nuevos componentes
en la sefializacion de RAAS

La interaccién y comunicacién cruzada entre hormonas y sus re-
ceptores constituyen uno de los principales mecanismos de inte-
gracion y regulacion de respuestas fisioldgicas en un organismo.
En este contexto, los GPCRs representan la familia de referencia
en la que las interacciones funcionales y fisicas entre receptores
para diferentes ligandos (heteromerizaciéon) han sido bien esta-
blecidas tanto in vivo como in vitro [30, 31].

La heteromerizacién de receptores da como resultado una
farmacologia particular y una huella dactilar de sefalizacion es-
pecifica con potenciales implicaciones fisiologicas y fisiopatologi-
cas [30]. En este sentido, los receptores de RAAS constituyen el
mejor ejemplo de referencia en la familia de los GPCRs, ya que
estos interactiian funcional y/o fisicamente con diversos tipos
de receptores tanto GPCRs como de otros tipos [30, 32]. La for-
macion potencial y funcional de heterodimeros entre los diferen-
tes receptores de RAAS representan nuevos mecanismos para la
diversificacion de su senalizacion [1, 16, 32]. En este contexto, el
AT R interacciona de manera independiente con los receptores
Mas (AT R/MasR) y AT, (AT R/AT,R), para formar receptores
heterodiméricos que directamente antagonizan e inactivan al
receptor AT , llevando a una disminucion en sus vias de sefali-
zacion [33, 34]. Adicionalmente, se demostrd la formacién de
heterodimeros entre los receptores AT, y Mas (AT ,R/MasR), que
se sugiere dependen uno de otro para antagonizar la sefializacién
mediada por Ang II/AT R (Figura 2) [35].
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Figura 2. Heteromerizacion de receptores de RAAS. Los receptores de RAAS pueden interactuar funcional y fisicamente con otros receptores de la mis-
ma familia, formando heterémeros que diversifican las funciones de los ligandos, y permiten antagonizar la sefializacion clasica de Ang II/AT R. En el
esquema se muestran, mediante lineas sélidas, los receptores que pueden interaccionar entre si y promueven la regulacion negativa (-) de la activacion
del AT R. La activacién independiente de los AT R y MasR promueven la sefializacion de vias que conllevan a respuestas contrarias a las mediadas por
Ang II/AT R (lineas discontinuas, ----- ). Por otra parte, la formacion de los heterodimeros AT,R/AT Ry MasR/AT R pueden antagonizar e inactivar
al AT Ro disminuir su sefalizacion (lineas discontinuas, ----- ). En cuanto a los heterodimeros de AT, R/MasR, se ha sugerido que ambos podrian an-
tagonizar la sefializacién mediada por Ang II/AT R, aunque los mecanismos no han sido del todo elucidados (lineas discontinuas mas signo de inter-
rogacion, ----- ?-----). Se ha propuesto la formacion de heterooligémeros funcionales entre AT R/AT,R/MasR, con implicaciones fisiologicas relevantes
en las acciones de los AT Rs (linea continua con simbolo de interrogacion). AT R, receptor de angiotensina II tipo 1; AT R, receptor de angiotensina
II tipo 2; MasR, receptor Mas. Imagen elaborada con BioRender.com.

En el caso de los heterodimeros de AT R/AT,R, la regulacion | aa del extremo N-terminal por accién de la prohormona conver-
negativa del receptor AT, requiere de la fosforilacion del recep- | tasa PC5y dela catepsina B [38]. Una vez sintetizada y secretada a
tor AT, dependiente de la cinasa de proteinas C (PKC). De esta | la circulacion, la renina escinde al AGT, una a:2-globulina de 452
forma, la transduccion de sefiales puede variar en funcion de la | aa que se produce y secreta por el higado, para generar Ang I en

composicién de los receptores diméricos y de los mecanismos re- | circulacion, la cual es entonces proteolizada para generar Ang II

queridos para dicha interacciéon (Figura 2) [1]. por accion de la ACE, predominantemente expresada en la super-
Finalmente, evidencia experimental indirecta sugiere la for- | ficie de las células endoteliales del pulmoén [10, 29].

macion de heterooligémeros funcionales y con implicaciones Una vez generada en la circulaciéon pulmonar, y a través de

fisiologicas relevantes entre los receptores AT /AT /Mas, que | su distribucion por el torrente sanguineo, la Ang II acttia sobre
nuevamente evidenciarian la complejidad de los mecanismos | distintos 6rganos y tejidos blanco en donde ejerce sus acciones a
reguladores de la actividad de RAAS (Figura 2) [32, 36]. través de los AT Ry AT R. De esta forma, este sistema endocrino
tradicional es un mecanismo de reaccién rapida que tiene como
objetivo restaurar de manera general el volumen intravascular, el

3. RAAS sistémico y RAAS local equilibrio de electrolitos y la perfusion de 6rganos vitales.
3.1. RAAS sistémico o circulante 3.2. RAAS local o tisular
Inicialmente, RAAS fue identificado como un sistema multien- | Numerosas evidencias experimentales han demostrado la exis-

zimatico endocrino, en el que la sintesis de las hormonas del | tencia de un RAAS generado localmente, en el cual maultiples
sistema depende de la accion de distintas enzimas producidas en | componentes del RAAS circulante, incluyendo al eje ACE/Ang
multiples 6rganos y tejidos. Asi, este sistema que, en respuesta a | II/AT R, ademds de la renina y el AGT, se sintetizan de novo en
diferentes tipos de sefales conllevan a la regulacion de la presion | tejidos y 6rganos de manera independiente a la sintesis sistémi-
arterial, se inicia con la liberacion de la enzima renina, una aspar- | ca anteriormente descrita. Adicionalmente, se identificaron otras
til proteasa que se produce y secreta por las células yuxtaglome- | enzimas locales que participan en la sintesis de Ang II a partir de
rulares del rinén [37, 38]. La renina se sintetiza inicialmente en | AGT, como la catepsina G y D, la quimasa y la tonina [29]. Tam-
forma del precursor prorrenina, de 402 aa, del cual se eliminan 43 | bién se evidencié que la Ang II ejerce sus acciones en los drganos
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que la sintetizan a través de mecanismos autocrinos y paracrinos.
Asi, se han documentado sistemas locales de RAAS en diferentes
6rganos y tejidos como el cerebro, el corazdn, el rifidn, el tejido adi-
poso y muscular, las glandulas suprarrenales y la piel, ademas del
higado, rifién y pulmoén, que participan en el RAAS sistémico [29].

Por otra parte, también se han reconocido distintos compo-
nentes y mecanismos locales de RAAS que contribuyen a la for-
macion de otros péptidos de angiotensina (ademds de Ang II), que
pueden participar en procesos fisioldgicos, como los mecanismos
de proteccion tisular, o patoldgicos, como la enfermedad cardio-
vascular, el cancer y la resistencia a la insulina [39]. Entre estos
se incluyen al eje ACE2/Ang 1-7/MasR, la expresion tanto de los
AT Rs como de los PRRs [40], al igual que la generacion de pépti-
dos de angiotensina a partir de mecanismos independientes de la
participacién de renina, por ejemplo a partir de AGT/calicreina/
Ang 1-12 [39]. Ademas, se ha identificado la sintesis de otros pép-
tidos de RAAS con una farmacologia distinta a la reportada para
AngIly Ang 1-7, incluidos Ang III, Ang IV, Ang A, y alamandina
[19], que tienen el potencial de contribuir al desarrollo de enfer-
medades o a mecanismos de proteccion.

Uno de los RAAS locales de mayor interés en la actualidad es
el RAAS local del cerebro. Este sistema desempefia un papel
esencial en el desarrollo de las enfermedades de Parkinson y Alz-
heimer, principalmente a través de las vias ACE/Ang II/AT R y
renina-prorrenina/PRR. Adicionalmente, existe evidencia de que
otras vias locales de RAAS, como ACE2/Ang 1-7/MasRy Ang IV/
AT R, pueden ejercer efectos neuroprotectores, participar en la
facilitacion cognitiva y de memoria, y contrarregular las acciones
de Ang Il y renina/prorrenina [18, 41].

Finalmente, y no menos significativa, es la evidencia de la pro-
duccién local de ALDO en diferentes tejidos, como en corazon,
cerebro y rifién, en donde su sintesis se ha asociado a la presencia
de RAAS local y es independiente del RAAS sistémico, por lo que
la inclusion de la ALDO dentro del RAAS local se justifica plena-
mente [28, 42]. De esta forma, la amplia distribucion de RAAS
debido a su presencia y sefializacion a nivel local, permite entend-
er su estrecha asociacion con condiciones patoldgicas tales como
el cancer, la inflamacion, la resistencia a la insulina y las enferme-
dades neurodegenerativas.

4. RAAS y sus acciones clasicas a nivel cardiovascular y renal

Por mas de una centuria se ha establecido el papel sustancial de
RAAS en la fisiologia cardiovascular, mediante sus acciones en
la regulacion de la presion sanguinea y el balance de electrolitos,
ademas de su reconocida participacion en la patogénesis de en-
fermedades cardiovasculares (Figura 3) [5, 37, 43]. Es por medio
del eje ACE/Ang II/AT R, considerado el brazo vasoconstrictor
de RAAS, por el que se regula la presion arterial mediante mul-
tiples mecanismos, entre los que se incluyen la vasoconstriccion,
la reabsorciéon de sodio, la activacién simpatica e inmunitaria, el
aumento en la secrecién de ALDO, el estrés oxidante y la fibrosis
e inflamacion [37, 43].

Aunque RAAS cumple funciones fisioldgicas criticas, la acti-
vacion cronica del eje ACE/Ang II/AT R conduce al desarrollo

16

de alteraciones cardiovasculares de mucha relevancia, como arrit-
mias cardiacas, hipertension, enfermedad de arterias coronarias e
insuficiencia cardiaca cronica [43].

Por otro lado, el exceso de ALDO también constituye un
factor de riesgo cardiovascular, no solo para el desarrollo de hi-
pertension sino ademas para el accidente cerebrovascular, la en-
fermedad de las arterias coronarias, la insuficiencia cardiaca con-
gestiva y la diabetes mellitus tipo 2 (DM2). Se ha demostrado que
la ALDO induce disfuncién y remodelacién vascular, aumenta la
generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y promueve
inflamacién. En este contexto, la inflamacién o activacion del sis-
tema inmunitario juega un papel critico en la fisiopatologia de la
hipertension y el daio vascular promovido por la ALDO [44, 45].

Para contrarrestar las acciones del eje Ang II/AT R, la Ang
IT se une a los AT,Rs para neutralizar la mayoria de los efectos
del AT R, promoviendo la vasodilatacién y reduciendo la in-
flamacion y el estrés oxidante, ademas de inhibir la proliferacién y
diferenciacion celular. En el rifién, la activacion del AT R también
se opone a las acciones vasoconstrictoras del AT R al promover la
dilatacion de las arteriolas aferentes y eferentes [7].

Otro mecanismo homeostatico decisivo que contrarregula las
acciones cardiovasculares de Ang II/AT R, es mediante la acti-
vacién del eje ACE2/Ang 1-7/MasR, el cual tiene una funcién
critica en la homeostasis cardiovascular y la cardioproteccion,
mediante la activacién de mecanismos vasculares, cardiacos y re-
nales [43, 46], por lo que alteraciones en la expresion o funcién
de sus componentes se asocian a la patogenia de enfermedades
cardiovasculares [25, 43, 47].

En cuanto a la participacién de RAAS en la funcién renal, este
desemperia acciones vitales para el control de la hemodindmica
renal (Figura 3). Entre las principales acciones mediadas por el eje
Ang II/AT R, se encuentran la reduccion de la excrecién renal de
sodio a través de alteraciones en la hemodindmica renal, la reab-
sorcion de sodio en el tubulo contorneado proximal, y provocar
un aumento en la reabsorcién de sodio y la excrecién de potasio
en el tabulo distal y el conducto colector de la nefrona por acciéon
dela ALDO [48, 49]. Ademas, la Ang IT aumenta la sed, la ingesta
de sal y la absorcion intestinal de sodio. El efecto neto de todas
estas acciones es el aumento del nivel de reabsorcion de sodio
corporal total que conduce a un incremento en la osmolaridad
y a un consiguiente aumento en el volumen de sangre y liquido
extracelular, lo que promueve la elevacion de la presion arterial
[49]. Sin embargo, cada vez existe una mayor evidencia experi-
mental y clinica de que, ademas de la Ang II, la Ang 1-7 también
desempeiia funciones fisioldgicas criticas en el control del equi-
librio hidroelectrolitico, principalmente a través de su actividad
en el rindn [48, 49]. En este contexto, se ha evidenciado, median-
te el uso de ratones KO para el receptor Mas (MasR —/7), que la
carencia de este receptor genera un desequilibrio de RAAS, lo que
conduce a un predominio anormal del eje ACE/Ang II/AT R. En
consecuencia, los ratones MasR—/~ presentan retencion de sodio
y agua, fibrosis e inflamacion renal, hiperfiltracién glomerular,
proteinuria y tendencia a la glomeruloesclerosis [50].

Por otra parte, Ang II también actta sobre la corteza suprarre-
nal, especificamente sobre la zona glomerulosa, en donde estimula
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la liberacion de ALDO. La ALDO es una hormona esteroide que
al unirse a los MRs promueve la transcripcion génica, por lo que
sus efectos pueden tardar de horas a dias en hacerse presentes,
mientras que los efectos de la Ang II son rapidos [49]. Asimismo,
se ha reportado que la supresion del MR provoca reduccion en los
voliimenes de orina, reduccion del flujo sanguineo renal y de la
retencion de sodio; por otra parte, estudios en animales con esta
deficiencia han mostrado reduccién en el didmetro glomerular y
un aumento de los AT Rs a nivel renal [50, 51].

5. Acciones de RAAS mas alla de sus efectos
cardiovasculares y renales

5.1. RAAS y el Sistema Nervioso

Trabajo clinico y experimental sugiere la existencia de un RAAS
local en el cerebro y en el sistema nervioso central (SNC), en-
cargado de regular centralmente la presion arterial sistémica, asi
como el flujo sanguineo cerebral, mediante funciones paracrinas,
autocrinas e intracrinas, independientes de las de la Ang II cir-
culante, la cual tiene un acceso limitado al cerebro debido a la
presencia de la barrera hematoencefalica (BH). La BH limita el
acceso de la Ang II, como la de todos los componentes periféricos
de RAAS, ala mayoria de las regiones del cerebro, lo que conlleva

a la necesidad de la sintesis local de un RAAS cerebral [52].

En particular, se ha reportado que Ang II/AT R local ejerce
potentes efectos en el cerebro que elevan, de forma sinérgica, el
volumen sanguineo y la presion arterial, debido al estimulo de
la ingesta de agua y el apetito por la sal, la liberacién de diver-
sas hormonas hipofisarias, el aumento del tono simpdtico y la
disminucién del reflejo barorreceptor [53, 54]. Adicionalmente,
se ha evidenciado que Ang II/AT R no solo participa en la re-
gulacion de la presion arterial, sino también en la modulacién de
multiples funciones adicionales en el cerebro, como la tempera-
tura corporal y la actividad locomotora, asi como la memoria, el
comportamiento sexual, el aprendizaje y la regulacion de respues-
tas emocionales (Figura 3) [55].

Debido a las importantes acciones que RAAS desempeiia en
el SNC, se ha demostrado que la activacién excesiva del eje ACE/
Ang II/AT R provoca vasoconstriccion de vasos sanguineos que
reduce la microcirculacién cerebral, y promueven inflamacién
que causa neurodegeneraciéon. Ademds, la activacién constante
del eje se relaciona con un aumento significativo del estrés oxi-
dante, apoptosis y neuroinflamacion, asociados a la neurodegene-
racién presente en varios tipos de trastornos cerebrales tales
como la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson
la enfermedad de Huntington, demencia, esclerosis lateral amio-
trofica, esclerosis multiple, lesion cerebral traumatica y accidente
cerebrovascular [13, 56]. Lo anterior se ha corroborado mediante

Figura 3. RAAS sistémico y local. Las acciones clasicas de RAAS se llevan a cabo a través de distintas enzimas producidas en varios drganos y tejidos

del organismo. La regulacion de la presion sanguinea es consecuencia de acciones que se llevan a cabo de forma especifica en sistemas distintos al

cardiovascular. En el rifién la reabsorcion de sodio e inhibicion de su excrecion, y en el sistema nervioso la estimulacion de apetito e ingesta de agua

contribuyen a esta regulacion. Por otra parte, en otros 6rganos y tejidos RAAS cumple funciones locales como el aprendizaje, la locomocién, regu-

lacion metabélica de azucares y lipidos, procesos de inflamacidn, entre otros. Ang II, angiotensina II; Ang 1-7, angiotensina 1-7; AT R, receptor de
angiotensina tipo 1; MasR, receptor Mas. Imagen elaborada con BioRender.com.
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el empleo de ARBs y la activacion del eje ACE2/Ang 1-7/MasR,
ya que ambos contrarrestan los efectos perjudiciales del eje ACE/
AngII/AT R, ademads de ejercer efectos neuroprotectores [56, 57].

En los tltimos afios, el eje ACE2/Ang 1-7/MasR ha recibido
particular interés debido a que su activacion regula funciones ce-
rebrales criticas, entre las que se incluyen el aprendizaje, la memo-
ria y la neuroproteccién. Existe evidencia de que Ang 1-7/MasR
aumenta la produccion de NO cerebral a través de la activacion de
la 6xido nitrico sintasa neuronal (nNOS). La produccion de NO
neuronal se considera como un paso fundamental en la memo-
ria de reconocimiento de objetos y la potenciacion a largo plazo
(LTP, un proceso mediante el cual las conexiones sinapticas entre
las neuronas se fortalecen con la activacion frecuente) en el hipo-
campo y la amigdala [57-59]. En este sentido, ratones MasR=/—

presentan una memoria de reconocimiento de objetos deficiente,
lo que destaca el papel necesario de Ang 1-7/MasR en el apren-
dizaje y la memoria [57, 60]. Ademds, Ang 1-7 podria tener un
efecto neuroprotector importante contra el accidente cerebrovas-
cular isquémico. Por otra parte, los efectos antioxidantes del eje
Ang 1-7/MasR ayudan a mantener la funcién endotelial normal
en los vasos cerebrales [57].

Otro péptido de RAAS con importantes acciones a nivel cere-
bral es la Ang IV. Se ha establecido que Ang IV/AT R, facilitan la
LTP, el aprendizaje y la memoria, y aumenta el flujo sanguineo ce-
rebral que depende de la sintesis y liberacién de NO de las células
endoteliales vasculares [55].

Figura 4. Patologias asociadas a la desregulacion RAAS. La sobre activacion de la via ACE/Ang II/AT R se ha asociado al desarrollo de enfermedades

cronico-degenerativas como en la DM2, en la cual se presentan procesos de inflamacion, resistencia a insulina, e hipertension, en el cancer incremento

de la proliferacion celular y metdstasis y también tiene un papel relevante en el sindrome de dificultad respiratoria aguda causado por SARS-CoV-2.
AGT, angiotensinogeno; Ang II, angiotensina II; AT R, receptor de angiotensina tipo 1. Imagen elaborada con BioRender.com.
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5.2. RAAS en el metabolismo

En las ultimas décadas se ha determinado que RAAS desempena
un papel relevante en la regulaciéon del metabolismo y el balance
energético, por lo que perturbaciones en este sistema se asocian al
desarrollo de alteraciones de tipo metabdlico, como el sindrome
metabolico (SMet), la resistencia a la insulina, la obesidad y la
DM2 [61-63]. Se ha establecido que la activacion de RAAS locales
en tejidos y 6rganos sensibles a la insulina, como el musculo es-
quelético, el higado y el tejido adiposo, estd estrechamente rela-
cionada con el desarrollo de dichas alteraciones, particularmente
a través del eje ACE/Ang II/AT R (Figura 4) [64, 65]. Entre los
principales mecanismos activados por este eje que conducen a
alteraciones metabolicas, incluyen al estrés oxidante, al estrés del
reticulo, al estrés mitocondrial y su participacion en el desarrollo
de un estado inflamatorio sistémico [64, 66].

En el caso de la resistencia a la insulina, definida cominmente
como una disminucién en la sensibilidad o capacidad de respuesta
celular a las acciones metabolicas de la insulina, un factor critico
que contribuye a su desarrollo es la hiperfosforilacién de residuos
de serina/treonina del receptor de insulina (IR) y del sustrato del
receptor de insulina (IRS), lo cual reduce la activacion de la via
PI3K/Akt, principal involucrada en las acciones metabolicas de la
insulina, entre las que se incluyen la incorporacién de la glucosa
a través de transportadores de glucosa tipo 4 [64-66]. En relacién
con esto, se ha descrito que Ang II induce resistencia a la insuli-
na a través de la activacion de cinasas de proteinas, como PKC y
MAPKs, que fosforilan en residuos de serina/treonina a IR/IRS
y afectan las acciones de insulina, tanto en el sistema cardiovascu-
lar como en tejidos metabdlicos [64-68]. Ademads, por medio de la
activacion de fosfatasas de proteinas de tirosina (PTPs), Ang IT al-
tera la fosforilacion en tirosinas del IR, critica para su activacion,
y mediante la sintesis del supresor de sefializacién de citocinas-3
(SOCS-3) se reduce la interaccion IR/IRS [64]. Lo anterior ha sido
confirmado a través del uso de ACEIs y ARBs que mejoran no-
tablemente la homeostasis de la glucosa y lipidos y previenen el
desarrollo de DM2 en pacientes con problemas cardiovasculares
[64, 69, 70].

Otro hallazgo muy importante, fue el hecho de que bajo condi-
ciones de obesidad el RAAS local del tejido adiposo es el respon-
sable del aumento en la sintesis y secrecién de Ang II, junto con
otras adipocinas proinflamatorias, como el factor de necrosis tu-
moral-a (TNF-a), interleucina-6 (IL-6), IL-18 e IL-1p, las cuales
actdan tanto a nivel local como sistémico para promover la resis-
tencia a la insulina y disminuir su secrecién por las células f-pan-
creaticas [66]. Adicionalmente, se ha identificado que, en islotes
pancreaticos hipertrofiados, existe un aumento en los niveles del
AT R que al ser activado por Ang II, se estimula la produccién
de ROS y conduce a un estado de estrés oxidante, promoviendo
fibrosis y apoptosis que contribuye a la disfuncion de las células
de los islotes de Langerhans [71, 72].

Ademis de Ang II, otros péptidos de RAAS, particularmente
ALDO vy renina/prorrenina, se han asociado a alteraciones en la
sefializacion de insulina. Por ejemplo, se ha demostrado que la
ALDO, a través del MR, disminuye los niveles proteicos del IRS-1
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en células del musculo liso vascular [73]. Ademads, se ha reportado
que la activaciéon del MR por ALDO promueve eventos proinfla-
matorios, diferenciacion de adipocitos, y altera la expresion de adi-
pocinas, todas acciones que pueden influir en la homeostasis de la
glucosa. En este contexto, también se ha evidenciado que niveles
elevados de ALDO en suero estdn asociados con un mayor riesgo
de desarrollar resistencia a la insulina, SMet y obesidad [74].

Por otro lado, cuando renina/prorrenina circulantes se unen al
PRR, no solo se desencadena la generacion local de Ang II, sino
que ademas se activa la cascada de senalizaciéon de las MAPKs
(ERK1/2, p38, y JNK), que conllevan a la regulacién positiva de
citocinas proinflamatorias, como el factor de crecimiento trans-
formante-B1 (TGF-P1). Es por lo anterior que se ha sugerido, que
mediante estos mecanismos la renina/prorrenina/PRR, de mane-
ra independiente de Ang II/AT R, esté involucrada en el desarro-
llo de la resistencia a la insulina [75].

En contraparte, Ang 1-7/MasR promueve efectos positivos so-
bre la homeostasis de la glucosa, el metabolismo de los lipidos y el
equilibrio energético [15, 60]. Ademds, cuando se utilizan ARBs
se detecta un predominio de la sefializacion del eje ACE2/Ang
1-7/MasR, mediante el cual se preservan los islotes pancreaticos
y se previene el desarrollo de DM2 [71, 76]. Las acciones de Ang
1-7/MasR se han estudiado tanto in vivo como in vitro para esta-
blecer su funcion en la secrecion de la insulina y se ha reportado
que la ausencia del MasR afecta la secrecion de la insulina [77].

Estudios en ratones obesos han sugerido que el eje ACE2/Ang
1-7/MasR parece estar implicado en la disminucién de la hiper-
trofia de los islotes pancreaticos y en el aumento de la vasculari-
zacion, ya que estos efectos benéficos se presentan por el uso de
farmacos que inhiben selectivamente la via AT R/Ang II, como
el losartan [78, 79]. Por otra parte, se ha sugerido que el mal fun-
cionamiento enzimatico de la ACE2 también contribuye a la dis-
funcion de los islotes, por el hecho de que la proliferacion de las
células B y su masa se encuentran disminuidas [80, 81].

5.3. RAAS e inflamacion

La inflamacion se define como la respuesta fisioldgica del organis-
mo a infecciones, lesiones tisulares, y otras agresiones, que se
traducen como un aumento del flujo sanguineo, dilatacién capi-
lar, infiltracién de células inmunes y secrecion de mediadores
inflamatorios producidos localmente para reparar el tejido dana-
do [82].

Se ha reportado que la respuesta inflamatoria desempefia un
papel fundamental en el desarrollo y progresion de distintas en-
fermedades cardiovasculares, como la hipertension, la nefropatia,
la cardiopatia y la aterosclerosis en las que, mediante el uso de
ARBs y ACEIs, se demostré que Ang II/AT R desempefia un pa-
pel substancial (Figura 3) [82, 83].

En cuanto a los mecanismos moleculares por los que Ang II/
AT R promueve inflamacidn, se ha descrito que mediante la ac-
tivacion del factor nuclear-kB (NF-xB), la Ang IT aumenta la ex-
presion de diferentes citocinas inflamatorias como las IL-1f3, IL-6,
el TNFa v la proteina quimioatrayente de monocitos-1 (MCP-1)
[84, 85]. Por otra parte,, estudios en animales y humanos demos-
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traron que el uso de antagonistas de los AT R inhiben la acti-
vacién y acumulacion de los marcadores de inflamacién [45, 86].

Ademds de las acciones proinflamatorias del eje Ang II/AT R,
se han descrito también efectos antiinflamatorios de RAAS, me-
diados principalmente por el eje ACE2/Ang 1-7/MasR [87, 88], y
por Ang II/AT R. Se ha demostrado que tanto Ang 1-7/MasR como
Ang IT/AT R contribuyen a la sintesis de agentes antiinflamatorios,
que entre otras funciones inhibe el crecimiento celular, promueve
el aumento de la sensibilidad a la insulina y ejerce un efecto anti-
trombotico que suprime la via de NF-xB, lo que provoca una dismi-
nucion de la produccion de citocinas proinflamatorias [89, 90]. Por
otro lado, recientemente se demostré que otro de los péptidos de
RAAS, la alamandina, a través del MrgDR, también ejerce acciones
antiinflamatorias al reducir la expresion de agentes proinflama-
torios como TNF-a, IL-1B, IL-6 en macréfagos estimulados con
LPS-IEN-y [91]. Por su parte, la unién de Ang IT al AT R se ha visto
asociada a respuestas antiinflamatorias a través de la formacién de
NO vy la activacién de fosfatasas. Aunque los niveles de expresion
del AT R se encuentran disminuidos en el organismo adulto, se ha
detectado un aumento en su expresion bajo condiciones patologi-
cas, por lo que Ang II/AT R actualmente es considerado como un
blanco terapéutico ante condiciones de SMet y obesidad, condicio-
nes en las que se ha demostrado un estado de inflamacién crénico
de bajo grado [92, 93].

5.4. RAAS en cdncer

Evidencia preclinica, clinica y experimental sugiere que la presen-
cia y sefializacién de RAAS locales tiene una participacion deci-
siva en el desarrollo, crecimiento y progresién de algunos tipos
de canceres, incluidos los de rifién, préstata, vejiga, estémago,
utero, cerebro, pancreas, colon, pulmon, higado, mama y piel [94-
96]. Fue mediante la utilizacién de los ARBs y los ACEIs que se
evidencid la participacion de Ang II/AT R, en el crecimiento, la
vascularizacion e invasividad de los canceres asociados a RAAS
[95-98]. Ademas, se identificd que el AT R se sobreexpresa tanto
en lineas celulares tumorales como en canceres humanos y que
esta sobreexpresion se asocia con tumores de mayor tamafo y
densidad vascular, que son caracteristicas asociadas a la agresi-
vidad del cancer (Figura 4) [95, 99, 100]. Ademads, los niveles de
expresion del AT R se correlacionan positivamente con la infil-
tracion de macrofagos en el tejido tumoral, los niveles del factor
de crecimiento de endotelio vascular (VEGF) y la vascularizacién
del tumor [101].

En cuanto a la sefalizacién mds cominmente asociada a las
acciones de desarrollo y progresion tumoral de Ang II/AT R se
ha mostrado que esta es mediante la activacion de las vias de las
MAPKs, PI3K/Akt/mTOR, NF-«B y JAK/STAT que aumentan la
expresion del VEGE, TGF-f1, EGFR y fibronectina, vias que con-
ducen a una mayor proliferacién celular, angiogénesis, fibrosis,
invasién tumoral y metdstasis [96].

Otros componentes de RAAS como renina/prorrenina/PRR y
ALDO/MR también han sido reconocidos como promotores ac-
tivos de distintos canceres. En el caso de renina/prorrenina/PRR,
ésta activa las vias de las MAPKs/ERK1/2 y PI3K/Akt/mTOR
para promover sobrevivencia y proliferacion celular. Ademds,
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mediante la generacion del TGF-f, y la produccién de ROS par-
ticipan en la patogénesis y metastasis de varios tipos de canceres,
como el cancer colorrectal, el cancer pancredtico, el glioma, el
carcinoma de mama y el adenoma productor de ALDO [96, 102].
En cuanto a la ALDO, el tnico estudio que ha explorado la ac-
tividad de la ALDO en el cancer, encontrd que tanto el bloqueo
farmacolégico del MR como la inhibicién de la sintesis de ALDO,
con una dieta rica en sal, impidieron la diseminacién metastasi-
ca pulmonar en ratones con adenocarcinoma de células renales,
mientras que la administracién de ALDO favorecié la metastasis
tumoral [103].

Un contrapeso de las acciones que favorecen el crecimiento, y
progresion de los cdnceres asociados a Ang II/AT R, lo constitu-
yen Ang 1-7/MasR y Ang II/AT R que han sido identificadas
como contrarreguladoras de Ang II/AT R [82, 96, 101]. En este
sentido, Ang 1-7/MasR inhibe la fibrosis, reduce el peso y el vo-
lumen del tumor, asi como impide la angiogénesis y la metastasis
inducida por Ang II mediante la inhibicién de la expresion de
VEGF [96]. En cuanto a las acciones mediadas por el AT R, se
ha reportado que en la mayoria de los canceres que expresan a
estos receptores, la Ang II tiene efectos antiproliferativos, antian-
giogénicos y favorece la apoptosis [99, 101].

5.5.RAAS y COVID-19

RAAS result6 de gran relevancia en el contexto de la pandemia
actual por coronavirus SARS-CoV-2, debido a que este virus apro-
vecha a la enzima ACE2 como receptor de ingreso a la célula,
afectando las acciones del eje ACE2/Ang 1-7/MasR que contra-
rresta la via clasica de RAAS, ACE/Ang II/AT R (Figuras 4 y 5)
[104]. Se sabe que la sobreestimulacion de las vias dependien-
tes de Ang II/AT R provoca una respuesta inmune excesiva, in-
flamacién, disfuncién endotelial, aumento de la coagulacidn,
trombosis y accidente cerebrovascular, ademds de contribuir al
desarrollo de aterosclerosis y resistencia a la insulina en pacientes
diabéticos [105]. Un aspecto importante de RAAS para el desa-
rrollo de muchos de los sintomas de la infeccidon del virus y del
sindrome respiratorio agudo severo (SARS) es que la expresion de
la proteina ACE2 se encuentra en varios tejidos y érganos como la
piel, la médula dsea, el higado, el rifidn, los ganglios linfaticos, las
mucosas, los pulmones, los intestinos, tejido testicular y el cere-
bro, por lo que la infeccién afecta considerablemente a muchos de
estos organos (Figura 5) [106-109]. Tras la infeccidn, la enzima
ACE2 es internalizada y su expresion reducida, lo que da como
resultado que el eje contrarregulador ACE2/Ang 1-7/MasR tam-
bién se vea afectado, y predominen los efectos negativos del eje
ACE/Ang II/AT R sin que este pueda regularse negativamente.
Los efectos de la disminucién de la expresion de la ACE2 se han
estudiado en roedores, observandose que esta reduccion provo-
ca daflo pulmonar y sindrome de dificultad respiratoria aguda
(ARDS) (Figuras 4y 5) [107, 108, 110-112]. Ademas, el tejido pul-
monar también se ve afectado de otras formas, al presentar una
mayor permeabilidad vascular, la formacién de edemas y la acu-
mulacién de neutrdfilos [113, 114]. De igual forma se ha descrito
que la ACE y los AT R, que constituyen la via cldsica, promueven
lesiones pulmonares [115, 116].
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Figura 5. Infeccién viral por SARS-CoV-2 mediada por RAAS. El virus SARS-CoV-2 puede ingresar a la célula huésped a través de la enzima ACE2,
provocando su internalizacién. Debido a que la expresién de ACE2 es amplia en diferentes érganos, su internalizacién afecta procesos cardiovascu-
lares, funciones metabolicas y respiratorias. Después de la internalizacion de ACE2 su expresion se ve disminuida, lo que provoca una regulacion al
alza de la via clasica de RAAS, Ang II/AT R, y la inhibicion de la via contrarreguladora por Ang 1-7/MasR. ACE2, enzima convertidora de angiotensina
tipo 2; Ang I, angiotensina II; Ang 1-7, angiotensina 1-7; AT R, receptor de angiotensina tipo 1; MasR, receptor Mas. Imagen elaborada con BioRender.com.

Los pacientes que se encuentran en etapas mas criticas de la
enfermedad COVID-19, también presentan una reaccién inmu-
nitaria grave, en la que se liberan altos niveles de citocinas en la
sangre (tormenta de citocinas); el exceso de citocinas provoca
la muerte de las células epiteliales y endoteliales y la liberacién
de citocinas y quimiocinas inflamatorias, que junto con una dis-
minucién de la ACE2 pulmonar, empeora el ARDS y conduce al
fallo multiorganico y en consecuencia la muerte de los pacientes
[117, 118]. Con la infeccién por SARS-CoV-2, la activacion del
eje Ang II/AT R afecta la sefializacion endotelial, en la que la res-
puesta inflamatoria se caracteriza por niveles elevados de protei-
na C reactiva (CRP) e IL-6 a través de mecanismos en el que los
niveles de ROS se ven aumentadas, lo que promueve inflamacion
[119]. Ademas de la CRP e IL-6, la generacién de ROS aumenta
la produccién del TNF-a, la MCP-1 y el NF-kB, entre otros fac-
tores inflamatorios que causan inflamacién sistémica e hipercoa-
gulabilidad [82, 120]. Cuando los pacientes entran a un estado de
hipercoagulabilidad existe la formacién de émbolos pulmonares
y eventos de trombosis [114].

Es importante mencionar que debido a la relevancia que tiene
RAAS en el sistema cardiovascular, los efectos a nivel pulmonar
son solo algunos de los que se presentan en los pacientes con
COVID-19. Los pacientes en estado critico también presentan
hipertension, disfuncién cardiaca y arritmias, efectos también aso-
ciados a la disminucién de la proteina ACE2 en el tejido cardiaco
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[121, 122]. Otro de los problemas que agravan el estado critico de
los pacientes con COVID-19 es la presencia de DM2 y obesidad,
por un lado, porque la Ang II es producida en el tejido adiposo,
por lo que el exceso de tejido adiposo en el estado de sobrepeso
y obesidad agrava la infeccion, y por otro, porque los pacientes
diabéticos con niveles insuficientes de insulina promueven una
mayor actividad de Ang II en los tejidos metabdlicos, ya que en
condiciones normales la insulina puede regular negativamente los
efectos inflamatorios que provoca Ang II [121, 123, 124].

En marzo del 2020, un trabajo de investigacién publicado
en The Lancet sugirié que pacientes con hipertension arterial,
enfermedad cardiaca o DM2 con prescripcién de inhibidores
de RAAS, ACEIs o ARBs, podrian presentar un mayor riesgo de
enfermedades cardiovasculares graves por infeccion por SARS-
CoV-2 [125, 126]. Esta hipdtesis se baso en el hecho de que los
inhibidores de RAAS pueden aumentar la expresion de los niveles
de ACE2, lo que podria facilitar la entrada de SARS-CoV-2 a las
células y, por lo tanto, conducir a un peor pronostico.

6. Conclusiones
RAAS ha sido predominantemente estudiado por sus efectos so-

bre la regulacion de la presion arterial y el mantenimiento de la
homeostasis cardiovascular y renal, efectos inicialmente atribui-
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dos a la Ang II, considerada por mucho tiempo como el Gnico
péptido bioactivo de RAAS. Los efectos de Ang II a través de los
receptores AT y AT, fueron bien establecidos, identificindose
una clara participacién de la activacion del AT R en las accio-
nes clasicas cardiovasculares y renales de la Ang I, y una clara
contraparte reguladora a través de Ang II/AT,R. Sin embargo, el
concepto emergente de RAAS tisular o local, junto con la identi-
ficacién de nuevos componentes bioactivos del sistema, asi como
de receptores distintos a los AT Ry AT R, aumento la relevancia
fisiologica y clinica del sistema. De hecho, la evidencia de que
RAAS se expresa en varios tejidos demostr6 que alteraciones en
su expresion se encuentran involucradas en multiples enferme-
dades, que incluyen enfermedades neurodegenerativas, metabd-
licas, cancer, ademds de enfermedades a nivel cardiovascular y
renal en las que el papel de Ang II/AT R han sido identificados
desde hace varias décadas. Finalmente, durante la pandemia de
COVID-19, se identificé que el virus SARS-CoV-2 afecta direc-
tamente a RAAS en su via clasica, ya que, al utilizar a la ACE2
como sitio blanco de invasién celular, se altera la estabilidad del
sistema, debido a la disminucién de la sintesis de Ang 1-7, prin-
cipal producto de la actividad enzimatica de ACE2. Lo anterior
conlleva a un aumento en la actividad del eje Ang II/AT R, pro-
vocando un desequilibrio sistémico de RAAS y aumentando el
riesgo de complicaciones inflamatorias, cardiovasculares y me-
tabolicas.
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Sindrome metabdlico: en la busqueda de un biomarcador

Guadalupe Elena Donjuan Loredo y Ricardo Espinosa Tanguma
Facultad de Medicina, Universidad Auténoma de San Luis Potosi

Resumen: La obesidad central se define como la acumulacion excesiva de grasa a nivel abdominal ocasionado por un desequilibrio en
el balance energético. La obesidad central esta relacionada con un mayor riesgo de padecer enfermedades inflamatorias, metabolicas
y cardiovasculares. El conjunto de manifestaciones patoldgicas asociadas a la obesidad central se define como sindrome metabdlico.

Los lipidos como moléculas biolégicas participan en procesos basicos que son cruciales para el buen funcionamiento celular y tienen
presencia en la patogenia de numerosas alteraciones metabdlicas.

Las células que llevan a cabo un metabolismo muy activo de los lipidos contienen en su interior proteinas de unién a acidos grasos
(FABP) que coordinan el transporte intracelular de sus ligandos hidrofébicos hacia los diferentes compartimentos de la célula. Tienen
patrones de expresion tisular caracteristicos, por ejemplo, la FABP4 (A-FABP, aP2) se expresa principalmente en adipocitos y macrofa-
gos, y bajo circunstancias patologicas asociadas a un tejido adiposo disfuncional son liberadas hacia la circulacion sanguinea asocian-
dose a la presencia de sindrome metabdlico. Por ello, la FABP4 se ha considerado como un potencial biomarcador de enfermedades
metabolicas y CV.

Abreviaturas 1. Introduccion
ABCA1 Proteina transportadora de casete unidaa ATP-A1 El sindrome metabdlico (SM) se caracteriza por la presencia de
AC Adenilil ciclasa un conjunto de desérdenes metabdlicos que incluyen obesidad
AHA  Asociacion Americana del Corazon abdominal o central, resistencia a la insulina, hiperinsulinemia,
AP1 Proteina activadora 1

hiperglucemia, hipertrigliceridemia, niveles bajos de colesterol de

83; gziilli(:)vascular alta densidad (HDL-c) e hipertension arterial (HTA), cuya pre-
DMT2  Diabetes mellitus tipo 2 sencia aumentan el riesgo para desarrollar diabetes mellitus tipo 2
ECV Enfermedad cardiovascular (DMT?2) y enfermedad cardiovascular (ECV) [1]. De todas estas
FABPs Proteinas de union a acidos grasos alteraciones la obesidad se ha identificado como el principal fac-
GC Guanilil ciclasa tor de riesgo para SM. Se calcula que a nivel mundial la prevalen-
HbAlc Hemoglobina glucosilada cia del SM varia del 20% al 45%; y se espera que alcance el 53%
HDL-c Lipoproteina de alta densidad para el 2035 [2]. Sorprendentemente, la edad de diagnoéstico de
HTA  Hipertension arterial SM se ha ido disminuyendo progresivamente a lo largo de los dl-
IAM Infarto agudo al miocardio timos afios. Hace mas de 25 afios, el mayor riesgo lo presentaban
IKK Complejo de cinasas IkB personas mayores de 50 afios, pero en la actualidad los grupos de
IL-6 {ntgrleucina 6 riesgo estan en personas de 30 a 35 afios.

IMC Indice de masa corporal

JNK Cinasa c-Jun N-terminal

kDa Kilodaltons

LDL-c Lipoproteina de baja densidad 2. Descripcion de algunos componentes

LXRa  Receptor X hepiico alfa asociados al sindrome metabélico

mmHg Milimetros de mercurio

NE-Kb  Factor nuclear kappa B 2.1. Diabetes mellitus tipO 2

OGTT Curva de tolerancia a la glucosa oral

OMS  Organizacién Mundial de la Salud La DMT?2 es una enfermedad croénica caracterizada por hiperglu-
PCR  Proteina C reactiva cemia asociada a resistencia a la accién de la insulina o a deficien-

PKA Proteina cinasa A
PKG Proteina cinasa G
PPARy Receptor del factor proliferador de peroxisomas

cia en su producciéon. La DMT2 se asocia a multiples complica-
ciones que afectan 6rganos como el corazdn, vasos sanguineos,
0jos, rifiones y nervios [3]. Aproximadamente 422 millones de per-

ti .
RNA gi?diarﬁ)?zudeico sonas en todo el mundo padecen DMT2 y aproximadamente 1.6
M Sindrome metablico millones de muertes cada afio estan relacionadas directamente a
TFG Tasa de filtracién glomerular la DMT2 y sus complicaciones [4].
TNF-0.  Factor de necrosis tumoral alfa La DMT?2 y sus complicaciones se pueden prevenir por lo que
VLDL-c Lipoproteina de muy baja densidad el diagnoéstico temprano y el tratamiento oportuno juegan un pa-

pel crucial. Las pruebas bioquimicas de rutina para el analisis de
la glucemia son: glucosa sérica en ayunas, curva de tolerancia a la
glucosa oral (OGTT) y hemoglobina glucosilada (HbA1c) [5].
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Ademas, se cuenta con un método ampliamente utilizado por
los pacientes para el monitoreo ambulatorio en casa: la glucemia
capilar medida a través de un glucémetro.

2.2. Hipertension arterial
Segun los criterios de la Asociacion Americana del Corazén
(AHA), la HTA se diagnostica cuando las cifras de presion arterial

son 2130 y/o 280 mmHg [6,7].

Tabla 1. Criterios de la AHA para el diagnéstico de HTA.

Estadio Sistélica (mmHg) | Diastdlica (mmHg)

Presién arterial <120 <80
normal

Presién arterial 120 - 129 <80
elevada

Hipertensién 130 - 139 80 -89

estadio 1

Hipertensién >140 >90
estadio 2

Con estos nuevos criterios establecidos para su diagndstico (Tabla
1), la prevalencia de HTA solo en los Estados Unidos se incre-
mentd de manera subita a 103 millones, es decir, alrededor del
46% de los adultos de ese pais. La HTA crénica no controlada se
asocia a dafo cardiovascular y cerebrovascular, asi como a dafio
renal, de alli que el diagndstico y los tratamientos oportunos son
muy importantes [7].

Hasta el momento en la practica clinica, la forma de diagnosti-
co es mediante un esfigmomandmetro. Sin embargo, es necesario
desarrollar nuevas herramientas o detectar biomarcadores que
estén presentes en estados iniciales de esta patologia. Por ejem-
plo, en la HTA se presenta disfuncién en el endotelio vascular
con un perfil bioquimico diferente al endotelio sano, de manera
que la deteccion de ese cambio bioquimico podria ayudar a hacer
el diagnostico temprano de la enfermedad, incluso antes de que
las cifras de tension arterial se eleven. De igual manera podria
hacerse con el tejido adiposo perivascular que presenta un perfil
secretor especifico en HTA asociada a obesidad [8]. Asimismo,
también se podrian estudiar a las plaquetas de pacientes con HTA
ya que muestran un comportamiento anormal en la liberacién
de proteinas, lipidos y receptores de su membrana celular lo que
puede conducir a la formacién de trombos y, en consecuencia, a
un accidente cerebrovascular [9].

A nivel bioquimico también se observa aumento de las con-
centraciones de renina, enzima secretada por las células yuxta-
glomerulares del rifién en respuesta a hipovolemia e hipotension,
y que cataliza el paso de angiotensindgeno a angiotensina I; este
incremento de renina se ha considerado como un posible biomar-
cador relacionado con los estadios de la HTA y para el monitoreo
de la respuesta al tratamiento ya que muchos de los antihiperten-
sivos utilizados estan dirigidos a algun punto de regulacion del
Sistema Renina Angiotensina Aldosterona [10].
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2.3. Dislipidemia

Las lipoproteinas son moléculas esféricas, hidrosolubles y com-
plejas formadas por una capa externa formada de apoproteinas y
un nucleo cargado de lipidos (colesterol y triglicéridos), que son
transportados por todo el organismo a través de la sangre, estas
lipoproteinas se clasifican segun su densidad en varios tipos, al-
gunas son: lipoproteinas de alta densidad (HDL, por sus siglas en
inglés) o colesterol “bueno” con importante funcién cardiopro-
tectora y las lipoproteinas de baja densidad o muy baja densidad
(LDL, VLDL por sus siglas en inglés) o colesterol “malo” con im-
plicaciones en el desarrollo de ECV.

La hipertrigliceridemia, los niveles bajos de la lipoprotena
HDL-c, y los niveles elevados de las lipoproteinas LDL-c y VLDL-c
son las principales alteraciones del metabolismo de los lipidos que
se observan en el SM y es bien conocido que su presencia aumenta
la morbilidad y la mortalidad cardiovascular [1, 11].

El consumo de alimentos que contienen calorias en exce-
so predispone al almacenamiento de triglicéridos dentro de los
adipocitos. Existen multiples factores que determinan la capaci-
dad de este almacenamiento y cuando se sobrepasa este limite se
inicia el depdsito de lipidos ectopicos en drganos y tejidos como
musculo esquelético, higado, corazén y pancreas, que pueden in-
terferir con su funcidn causando lipotoxicidad [11].

Se sabe que la dislipidemia se asocia al SM a través de mecanis-
mos en los cuales hay un aumento de la produccién de adipocinas
[factor de crecimiento de accion parecida a la insulina del tipo 1,
angiotensindgeno, factor de necrosis tumoral alfa [TNF-a], in-
terleucina 6 [IL-6], resistina, leptina y adiponectina]; proteinas
secretadas principalmente por el tejido adiposo que se sabe es un
tejido que almacena lipidos en forma de triglicéridos pero tam-
bién tiene funciones endocrinas, las adipocinas secretadas juegan
un papel muy importante en la homeostasis de varios procesos
fisiolégicos y metabdlicos, dentro de las funciones en las que par-
ticipan estan: la regulacion del equilibrio energético, la acciéon de
la insulina, el metabolismo de la glucosa, en la remodelacién vas-
cular, la regulacién de la presion arterial y la coagulacion [12].

En la actualidad los niveles séricos de lipidos se obtienen con
analisis bioquimicos utilizando reactivos especificos para la de-
teccion de cada uno de estos en sangre venosa. Se han utiliza-
do biomarcadores inflamatorios para la deteccién precoz de pa-
tologias asociadas a la dislipidemia como aterosclerosis, infarto
agudo al miocardio, entre otras.

2.4. Obesidad central

El principal factor de riesgo para padecer SM es la obesidad. En
particular la acumulacién de grasa visceral u obesidad central
es la que se ha relacionado estrechamente a una amplia gama de
alteraciones metabdlicas. La acumulacién excesiva de tejido adi-
poso en el abdomen y el tronco es favorecida por una ingesta ele-
vada de calorias y una disminucién de la actividad fisica. La obe-
sidad central esta considerada como un problema de salud a nivel
mundial ya que en los tltimos afos ha alcanzado proporciones
epidémicas [1]. La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) en
el marco del Dia Mundial de la Obesidad 2022 indicé la presencia
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de mas de 800 millones de adultos mayores de 18 afos con obe-
sidad [4].

Los adipocitos de personas con obesidad central estan hiper-
trofiados debido a la acumulacién excesiva de lipidos en su inte-
rior, lo que produce disfuncion de estas células alterando por un
lado la adipogénesis y la lipolisis que resulta en aumento de acidos
grasos libres permitiendo la acumulacién de lipidos ectopicos y
causando lipotoxicidad [2]. Ademas, esta disfuncion del adipocito
favorece una mayor liberacién de adipocinas, razén por la cual el
tejido adiposo es considerado como un importante érgano endo-
crino, ademas de las adipocinas ya mencionadas recientemente se
han incluido nuevas moléculas dando lugar a efectos muy diver-
sos y con importantes implicaciones en el desarrollo del SM [13].

La obesidad provoca estrés metabdlico y respuestas inflamato-
rias en el tejido adiposo, las cuales son importantes mediadores
de las patologias metabdlicas y cardiovasculares relacionadas con
la obesidad. Analizar y determinar las diversas alteraciones que
se observan en el tejido adiposo en obesidad y el SM es complica-
do, ya que se requieren de pruebas moleculares y de imagen muy
especificas que se realizan en los laboratorios de investigacién,
ya sea a través de la toma de biopsias, cultivos celulares o suero,
incluso suelen ser costosas y deben ser realizadas por personal
entrenado.

3. Detecciéon temprana del sindrome metaboélico

Realizar el diagnostico temprano del SM permite: una inter-
vencion terapéutica anticipada, monitorear la respuesta al trata-
miento, reducir la morbilidad y mortalidad, ademas de establecer
un prondstico de las enfermedades asociadas a este conjunto de
alteraciones [14]. La mayoria de los estudios bioquimicos de ruti-
na actuales (glucosa sérica en ayuno, curva de tolerancia a la glu-
cosa oral, perfil de lipidos) para detectar alguno de los trastornos
asociados al SM se basan en medir marcadores especificos para
obtener resultados y establecer la alteracion, o en pruebas antro-
pométricas como el indice de masa corporal (IMC) o la toma de
la presion arterial, y esto facilita el diagnoéstico de enfermedades
pero dificulta la deteccion de patologias que conforman un espec-
tro muy amplio de alteraciones simultaneas como es el caso del
SM. Lo ideal es contar con un biomarcador que ayude a detectar
este espectro de alteraciones en una sola molécula proveniente de
algunos de los tejidos que intervienen de forma patoldgica en el
desarrollo del SM.

El tejido adiposo es una alternativa muy interesante ya que
presenta inflamacién crénica de bajo grado y otras anomalias me-
tabolicas relacionadas con la patogénesis del SM. En ocasiones es-
tas alteraciones fisiopatoldgicas a nivel local se presentan a pesar
del IMC normal; por lo tanto, es crucial encontrar una molécula
que indique la disfuncién de este tejido y que permita identificar
poblacién de riesgo especifica para la presencia del SM [15].
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4. Proteinas de union a acidos grasos

Las proteinas de unién a acidos grasos (FABPs por sus siglas en in-
glés de Fatty Acid Binding Proteins), son una familia de proteinas
citosdlicas de 14-15 kDa cuya funcidn fisiologica establecida es
transportar y unirse reversiblemente con gran afinidad a ligandos
hidréfobos como acidos grasos saturados e insaturados de cadena
larga, eicosanoides y otros lipidos [16]. Las FABPs son nombra-
das chaperonas lipidicas ya que facilitan su transporte a regiones
especificas dentro de las células, ya sea trasladando los lipidos a
vesiculas de almacenamiento, al reticulo endoplasmico para ini-
ciar vias de sefializacidn, para usarse en sintesis de membranas,
dirigirlos hacia la mitocondria para la beta oxidacién, regular ac-
tividad de enzimas citosdlicas o hacia el nicleo para regular la
transcripcion mediada por lipidos (Figura 1) [17].

Las FABPs se encuentran en todas las especies, demostrando
una fuerte conservacion evolutiva. Se identificaron por primera
vez en 1972 y hasta la fecha se han descrito al menos nueve iso-
formas en mamiferos (Tabla 2), que se expresan de forma unica
en cada tejido y del cual reciben su nombre en particular, en cada
o6rgano su funcion fisiolégica es la misma: ser una facilitadora del
transporte intracelular de lipidos, pero la expresién de cada una
dependera del tipo de tejido y de su actividad en el metabolismo
de acidos grasos [18].

Tabla 2. Nombre de las diferentes isoformas de FABPs
y el tejido donde se expresan.

Tejido Nombre
Higado L-FABP, FABP1
Intestino [-FABP, FABP2
Corazén H-FABP, FABP3
Adiposo A-FABP, FABP4, aP2
Epidermis E-FABP, FABPS, mall
{leon 11-FABP, FABP6
Cerebro B-FABD, FABP7
Mielina M-FABP, FABP8
Testiculo T-FABP, FABP9

Entre cada uno de los miembros de la familia de las FABPs hay
una similitud del 15-70% entre las secuencias de aminoacidos y
su estructura tridimensional es semejante, la cual consiste en: dos
hojas B-ortogonales de cinco hebras y una estructura de barril
B-antiparalela de 10 hebras. El sitio de unién para el acido graso
se encuentra dentro del barril B [16, 18].

5. La proteina de union a acidos grasos 4 (FABP4)
en el desarrollo del sindrome metabdlico

Una de las moléculas mas activas de esta familia es la FABP4
también llamada aP2 o A-FABP, que se expresa principalmente
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Acido graso
(AG)

Figura 1. Las FABPs son proteinas citosdlicas cuya principal funcién es unirse a ligandos hidrofébicos, como dcidos grasos de cadena larga saturados e
insaturados, eicosanoides y otros lipidos con alta afinidad, facilitando su distribucién para regular procesos de senalizacién, almacenamiento, actividades
enzimdticas, etc., por lo que se consideran chaperonas lipidicas dictando las funciones bioldgicas de los 4dcidos grasos.

en adipocitos y en menor cantidad en macroéfagos y otros teji-
dos. Esta proteina es una adipocina que juega un papel impor-
tante durante el desarrollo de la obesidad y en las complicaciones
asociadas a ella. La FABP4 corresponde del 1 al 6% de todas las
proteinas solubles presentes en el tejido adiposo, su expresion
se induce durante la diferenciacién de adipocitos y es regulada
transcripcionalmente por la presencia de acidos grasos, insulina
y PPARy, molécula que controla la expresion de genes implicados
en la adipogénesis y diferenciacion de adipocitos, ademas de que
PPAR también regula la mayoria de los procesos intracelulares
causantes del metabolismo de los dcidos grasos [18, 19].

En el citosol de los adipocitos la FABP4 cumple con la misma
funcion de facilitar el transporte de lipidos intracelulares. Re-
cientemente se encontr6 que esta adipocina es secretada a la cir-
culacion desde el tejido adiposo pero que carece de una secuen-
cia sefal secretora N-terminal, que es necesaria para la secrecion
clasica de proteinas via reticulo endoplasmico-golgi. Sin embargo,
las proteinas también pueden secretarse a través de vias no conven-
cionales [20]. Se han identificado diferentes mecanismos no clasi-
cos, asociados con lipdlisis, involucrados en su liberacion hacia la
circulacion: 1) a través de microvesiculas derivadas de adipocitos
[21]; 2) secretada por los adipocitos en asociacion con la lipdlisis
regulada por la activacién de las vias de senalizacién de la ade-
nil ciclasa (AC)/proteina cinasa A (PKA) y guanilil ciclasa (GC)/
proteina cinasa G (PKG), mecanismo que se asocia ademas a la
disminucién de los niveles plasmaticos de FABP4 postprandiales y
a la supresion de su secrecion por la accion anti lipolitica inducida
por insulina [22]. También se ha demostrado que la secrecién de
FABP4 aumenta en presencia de niveles elevados de Ca** intracelu-
lar, lo que indica la contribucién de un mecanismo secretor depen-
diente del Ca?* [21].
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Por lo anterior, es probable que los niveles circulantes de
FABP4 estén regulados por tres factores principales: 1. Su produc-
cién en los adipocitos como fuente principal dada la correlacion
positiva observada con una mayor cantidad de tejido adiposo;
2. El aumento de la secrecion por lipdlisis que se ha observado en
presencia de ayuno y la activacion del sistema nervioso simpatico
de una manera dependiente de los receptores beta adrenérgicos
y; 3. La eliminacion de la circulacién probablemente a través del
rindn [23].

Las adipocinas permiten la comunicacion entre el tejido adi-
poso y organos periféricos, en este caso la liberacion de FABP4
desde un adipocito disfuncional en el contexto de obesidad, ha
mostrado que tiene efectos directos en el desarrollo del SM. La
FABP4 elevada en la circulacién sanguinea tiene efectos no solo
en células de tejidos periféricos, como las células § del pancreas,
hepatocitos y macréfagos, sino también efectos sobre los mismos
adipocitos.

En cuanto a los efectos de FABP4 en el metabolismo de la glu-
cosa, esta proteina aumenta el transporte y disposicion de acidos
grasos en el interior de la célula, lo que promueve su acumulacién
y lipotoxicidad, afectando la absorcién adecuada de glucosa con-
tribuyendo a potenciar la resistencia a la insulina. También se ha
comprobado que participa en el aumento de la gluconeogénesis
hepatica [24]. Muchos de sus efectos metabolicos relacionados
tanto con el metabolismo de los dcidos grasos como en el de la
glucosa se han podido corroborar mediante la administracion
de FABP4 exdgena a modelos animales, con la sobreexpresion de
esta proteina en cultivos de adipocitos maduros, y en ambos se
ha visto un aumento en los depositos de triglicéridos intracelu-
lares, una mayor respuesta inflamatoria asociada al aumento de
las principales citocinas proinflamatorias, alteracion en la via
de sefalizacion de la insulina, entre otros [25].
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La inflamacién crénica de bajo grado presente en trastornos
metabolicos estd mediada por la activacion de vias de sefnalizacion
como IKK- NF-kB y JNK- AP-1, complejos que actiian como fac-
tores de transcripcion clave para la expresion de muchos genes
implicados en la inflamacidn, responsables a su vez de inhibir la
sefalizacion de insulina, y se ha sugerido que FABP4 participa en
la fisiopatologia de enfermedades metabdlicas y CV promoviendo
la activacion de estas vias [26].

La FABP4 también se expresa en menores cantidades en ma-
crofagos donde tiene participacion en el desarrollo de ateroscle-
rosis ya que modula la respuesta inflamatoria y la acumulacién de
ésteres de colesterol en los macréfagos lo que favorece la formacion
de células espumosas, FABP4 tiene efecto al inhibir la viade ABCA1
(modulador clave de la homeostasis del colesterol en macroéfagos) y
LXRa (receptor X hepatico activador transcripcional de ABCA1).
Esta via se encarga del flujo de salida de colesterol y lipoproteinas
a través de la membrana celular de los macréfagos reduciendo la
carga de lipidos en las células espumosas, permitiendo la captacion
de lipidos por HDL-c y su transporte hacia el higado [27].

Ciertamente FABP4 se expresa principalmente en adipocitos
y en menores cantidades en macrdfagos, pero recientemente se
ha comprobado su expresiéon en otros dérganos como los rifiones
(capilares peritubulares y células endoteliales de los capilares glo-
merulares), asociandose con proteinuria y progresion del dafo
renal, corroborado por una relacion inversa entre los niveles de
FABP4 sérica/urinaria y la tasa de filtraciéon glomerular (TFG)
[28]; debido a lo cual FABP4 podria considerarse como un nove-
doso biomarcador de insuficiencia renal crénica; sin embargo, aun
no se conocen los mecanismos renales de excrecion de FABP4 [29].

De igual manera la concentracion elevada de FABP4 sérica va
de la mano con la progresion de aterosclerosis mediante la induc-
cién de la respuesta inflamatoria, la inhibicién de la actividad del
oxido nitrico sintasa en el endotelio, asi como su participacion en
la proliferacién y migracién en el musculo liso vascular [30]. Des-
de este punto de vista, la enfermedad de las arterias coronarias
que generalmente conduce a insuficiencia cardiaca se asocia con
alteraciones metabdlicas y con obesidad, debido a la acumulacién
de grasa ectdpica en tejidos no adiposos como el corazén, cono-
cida como esteatosis miocardica, y aumenta el riesgo de eventos
CV ya que se liberan adipocinas que actdan directamente sobre
los vasos y tejidos que rodea [31].

También se ha demostrado un perfil de expresion diferente de
adipocinas, citocinas proinflamatorias y de FABP4 dependiente de la
region anatémica donde se encuentre el tejido adiposo, siendo
mayor la expresion en grasa pericardica, perivascular y region in-
guinal, estos perfiles correlacionan de forma significativa con un
mayor riesgo de aterosclerosis debido a que la grasa de estas zonas
secretan mas cantidades de adipocinas [32, 33].

En infarto agudo de miocardio (IAM), que induce la activacién
de multiples sistemas incluido el nervioso simpatico se ha obser-
vado un efecto sobre el tejido adiposo al favorecer la produccién
y secrecion de adipocinas en respuesta a sefiales metabdlicas.
Obokata y cols., encontraron que las concentraciones de FABP4 y
troponina T cardiaca, conocido biomarcador de isquemia miocar-
dica, se elevaron significativamente durante las primeras horas
después del inicio del infarto y se mantuvieron aumentadas [34].

La participacion directa de FABP4 se ha podido comprobar en
diversos estudios realizados en modelos animales con deficiencia

Figura 2. La adipocina FABP4 liberada hacia el torrente sanguineo en presencia de obesidad y un adipocito disfuncional, se dirige a los tejidos con mayor

implicacién en el desarrollo del SM. Las concentraciones de FABP4 son significativamente mds altas en mujeres que en hombres, pero en ambos se presenta

una correlacion positiva con el IMC, niveles de triglicéridos, colesterol total, cifras de presién arterial sistélica, circunferencia de la cintura, niveles de IL-6,

TNF-a, proteina C reactiva (PCR) la cual se eleva cuando hay inflamacién, apolipoproteina C-III, niveles de glucosa e insulina, indice para evaluar la

resistencia a la insulina (HOMA-IR), creatinina sérica, y una relacién negativa con la tasa de filtracién glomerular [42].
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de esta adipocina en el contexto de obesidad genética y/o induci-
da por la dieta, donde se ha observado que estos animales estan
protegidos para desarrollar dislipidemia, hiperglucemia, resisten-
cia a la insulina e higado graso, asi como una reduccién notable
(90%) de aterosclerosis, aumentando la supervivencia aun con la
ingesta de una dieta con alto contenido de grasa [35, 36]. También
las concentraciones aumentadas de la proteina se asociaron a un
mayor contenido de lipidos en el miocardio, el deterioro de la via
de senalizacion de la insulina, y la reduccion de la captacion de
glucosa estimulada por insulina. Estos efectos fueron revertidos
por la inhibiciéon de FABP4, ya sea usando modelos animales o a
través de un inhibidor especifico para la proteina (BMS309403),
lo que seria una nueva estrategia terapéutica para mejorar la re-
sistencia a la insulina, desarrollo de DMT?2, inflamacién y ateros-
clerosis, ya que se disminuye el riesgo de desarrollarlas [37, 38].

6. FABP4 como biomarcador del sindrome metabdlico

Existe evidencia cientifica que sustenta la importancia del vinculo
de la FABP4 con la obesidad y otras caracteristicas del SM. La
FABP4 acttia como adipocina, y se ha encontrado que en obesi-
dad, los niveles séricos de FABP4 aumentan, lo cual posiciona a
esta proteina como una molécula predictora en el desarrollo del
SM y de los factores asociados (Figura 2). Independientemente de
los factores de riesgos, ya bien conocidos, se ha podido observar,
en estudios realizados en poblaciones especificas a las que se les
ha dado seguimiento de 5, 10 y 12 aflos, que los sujetos con niveles
basales mas altos de FABP4 tenian un perfil de riesgo cardiome-
tabolico progresivamente mayor que aquellos individuos normo-
peso y con niveles séricos bajos [39-41].

Se ha establecido a la FABP4 como un potencial biomarca-
dor del contenido de lipidos, resistencia a la insulina, DMT?2,
aterosclerosis y otras patologias asociadas a obesidad y SM. Sin
embargo, los mecanismos moleculares por los cuales FABP4 re-
gula estas funciones no se conocen completamente; por ejemplo,
si existe algiin mecanismo de sefalizacion intracelular especifico
que dependa de esta proteina, o si se debe a la activacion de al-
gun receptor aun no identificado; asi como la importancia de su
internalizacion parcial en la célula; por lo que es crucial conocer
sus variaciones o mutaciones genéticas, y cambios en su expresion
bajo diferentes circunstancias [43].

Conocer mas a fondo los mecanismos de acciéon de FABP4 y
acumular evidencias de su papel en el SM, permitira el desarro-
llo de nuevas tecnologias que permitan modificar sus efectos. Adi-
cionalmente, permitirdlabusqueda de firmacos para tratarla disli-
pidemia, la hipertension, y la DMT2, asi como prevenir la ateros-
clerosis, y dado su valor de biomarcador, poder predecir las pa-
tologias asociadas al SM. [44]

7. Conclusiones
El SM involucra alteraciones cardiometabolicas relacionadas prin-

cipalmente con obesidad central. El tejido adiposo ademas de ser
un sitio importante para el almacenamiento de energia y para el
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metabolismo delipidos, también juega un papel clave enlahomeos-
tasis del organismo gracias a moléculas que libera y que modu-
lan vias metabolicas importantes a nivel local y a distancia, por
lo que la disfuncién de los adipocitos da lugar a efectos de amplio
alcance, contribuyendo a una variedad de trastornos metabdlicos
y cardiovasculares. El tejido adiposo como érgano endocrino es
responsable de la expresion y secrecion de multiples adipocinas
como la FABP4, proteina que es posible detectar en sangre desde
el inicio y durante todo el desarrollo del SM; por lo tanto, puede
utilizarse para el diagndstico clinico de enfermedades relaciona-
das con la obesidad. Aun falta mucho por conocer sobre la parti-
cipaciéon de FABP4 en las vias de regulacion metabdlica dentro de
las células o en los tejidos diana. Las evidencias actuales muestran
que esta molécula puede ser un biomarcador emergente para el
SM y sus complicaciones. Adicionalmente, las evidencias mues-
tran que la inhibiciéon de FABP4 puede ser un potencial objetivo
terapéutico en patologias relacionadas con la obesidad.
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Dimorfismo sexual en la resistencia a la insulina fisioldgica
y patologica en un modelo de sindrome metabdlico en rata

Rosa Isela Ortiz-Huidobro, Myrian Velasco y Marcia Hiriart
Departamento de Neurociencia Cognitiva, Instituto de Fisiologia Celular, UNAM

Resumen: La insulina es una hormona anabdlica producida por las células p pancreaticas. Una de sus principales funciones es man-
tener la homeostasis de la glucosa. Ademas, la sensibilidad a las acciones de la insulina es diferentes entre mujeres y hombres. Cuando
la respuesta metabolica de los 6rganos a la insulina se dafa se produce resistencia a la insulina. Se ha estudiado bastante la resistencia
a la insulina como un marcador temprano de disfunciéon metabdlica, como un componente principal dentro del sindrome metabdlico
y un antecedente comun en personas que desarrollan diabetes mellitus tipo 2. Sin embargo, la resistencia a la insulina también aparece
en contextos fisioldgicos, de manera transitoria, durante ventanas criticas del desarrollo. En este capitulo describimos la secrecion y las
acciones de la insulina destacando el papel del dimorfismo sexual en estos procesos. Abordamos la resistencia a la insulina fisiolégica
durante diferentes etapas del desarrollo y profundizamos en sus mecanismos moleculares. Posteriormente describimos la fisiopatologia
del sindrome metabdlico y destacamos el papel de la resistencia a la insulina dentro de los signos que conforman esta disfuncién. Deta-
llamos los mecanismos moleculares de la resistencia a la insulina patoldgica en ambos sexos. Finalmente, discutimos la relacion entre la
resistencia a la insulina y la enfermedad de Covid 19. Debido al aumento en la gravedad de los signos que presentan pacientes con daio
en la homeostasis de la glucosa cuando contraen la infeccién por el virus SARS-CoV-2, sugerimos profundizar en el conocimiento de
los mecanismos de la resistencia a la insulina en ambos sexos.

1. Introduccion

Abreviaturas 1.1. La resistencia a la insulina

ACE Enzima convertidora d? angiotensina La homeostasis de la glucosa es el balance entre la compleja rela-
ERK Cinasa regulada por sefiales extracelulares . . . . (o

o . ci6on de la insulina secretada por las células  pancreaticas y sus
GLP-1 Péptido-1 parecido a glucagon " . .

ol L ) tejidos diana, la accién de las hormonas que la contrarregulan, y

GSIS Secrecién de insulina estimulada por glucosa - ] ) )
IFG Alteracion de la glucemia en ayuno la modulacién del sistema nervioso central. En los mamiferos, las
IGF-1 Factor de crecimiento insulinotrépico-1 células p pancreaticas son las Gnicas células que secretan insulina
IGT Intolerancia a la glucosa [1].
IKkB Cinasa del inhibidor del factor nuclear kB La resistencia a la insulina es un evento metabolico en el cual
IRS Sustrato del receptor de insulina hay insulina circulante en el organismo, en ocasiones en exceso,
JNK Cinasa N-terminal c-Jun pero esta no actua de manera eficiente. La resistencia a la insuli-
LOX-1  Receptor-1 de lipoproteinas de baja densidad na la podemos considerar como una ventaja evolutiva, ya que si

oxidadas parecido a lectina
MCP-1 Proteina quimioatrayente de monocitos-1
mTORC1 Complejo 1 blanco de la rapamicina en mamiferos
NAFLD  Enfermedad de higado graso no alcoholica
NF-«xf3 Factor nuclear-«xf3
PAI-1 Inhibidor del activador de plasmindgeno-1

hay mucha insulina y no existe una contrarregulacién adecuada
se presenta una baja subita en la cantidad de glucosa circulante.
Esta condicidn, llamada hipoglucemia es peligrosa especialmente
para las células del sistema nervioso que dependen del consumo
de glucosa minuto a minuto. Podemos vivir con resistencia a la

PDKI Cinasa 1 dependiente de fosfoinositidos insulina durante muchos anos, en cambio la hiperinsulinemia
PI3K Cinasa 3 de fosfatidilinositol con hipoglucemia nos puede matar en minutos.
PIP3 Fosfatidilinositol 3,4,5-trisfosfato Existen dos formas de resistencia a la insulina, la fisiologica
PP2A Fosfatasa de proteina 2A y la patoldgica. La primera se presenta en etapas en las que hay
PTP-1B  Fosfatasa-1B de proteinas con actividad en tirosina cambios rapidos en el organismo, como el tercer trimestre del
RAAS Sl.stema Renina Angl‘)tef}sma Aldosterona embarazo, y la pubertad; nuestro grupo describi6 otra forma de
S6K1 Cinasa 1 de la proteina ribosomal 6 resistencia a insulina alrededor del destete en ratas [2]. Resulta
SIR Receptor soluble a fns_uhn:“, o interesante analizar los mecanismos de resistencia periférica de
SOCs Supresores de la sefializacion de citocinas . . . . . . .

. los principales tejidos sensibles a insulina en la resistencia a la
TNFa Factor de crecimiento tumoral a

insulina fisioldgica y patoldgica, separandolos por sexos, ya que
su presentacion es sexualmente dimoérfica, aun antes de circular
las hormonas sexuales.
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2. La secrecion de insulina

La secrecion de insulina estimulada por glucosa (GSIS, por sus
siglas en inglés) inicia cuando aumenta el nivel de glucosa en la
sangre, por arriba de 7 mM de glucosa, lo que equivale a 126 mg/
dL. La glucosa es transportada al interior de las células p por los
glucotransportadores GLUT1 y GLUT3 en humanos o GLUT2 en
roedores. La glucosa es fosforilada por la enzima glucocinasa (o
hexocinasa IV) produciendo glucosa-6-fosfato, la cual es oxidada
hasta piruvato a través de la glucélisis. El piruvato se descarboxila,
por accion de la enzima piruvato deshidrogenasa, dando lugar a
acetil-CoA, el principal sustrato del ciclo de Krebs. En las mito-
condrias a partir del ciclo de Krebs y posteriormente la fosfori-
lacién oxidativa se produce ATP [1].

En las células B pancreaticas el aumento en la relacion ATP/
ADP favorece el cierre de los canales de potasio sensibles a ATP
(K,;p) y aunado a la actividad de canales catidnicos no selectivos
tipo TRP la membrana se despolariza. Cuando se alcanza el po-
tencial de activacion de canales sensibles a voltaje se abren canales
de sodio y calcio tipo T, continta la despolarizacion hasta que
se abren los canales de calcio tipo L, que son los que tienen una
conductancia mayor al calcio. El aumento de la concentracién
de calcio intracelular promueve la exocitosis de los granulos que
contienen insulina. La GSIS es pulsatil y se caracteriza por ser bi-
fasica. La primera fase es rapida y transitoria y la segunda fase es
lenta y dura tanto como se mantiene el estimulo [1].

Se ha identificado que la GSIS presenta dimorfismo sexual.
La testosterona en las células p pancreaticas aumenta los niveles
de monofosfato de adenosina ciclico (AMPc), lo cual activa a la
proteina cinasa A (PKA), que modula la actividad de canales ioni-
cos y amplifica el efecto del péptido-1 parecido a glucagon (GLP-
1), una incretina que potencia la secrecion de insulina [3].

Por otro lado, el estradiol a través de cinasas como la cina-
sa regulada por sefales extracelulares (ERK) activa factores de
transcripcion insulinotrépicos como Neuro D1 que regula la ex-
presion del gene de insulina. Las mujeres presentan mayor pro-
duccién y secrecién de insulina, asi como mayor respuesta a in-
cretinas que los hombres [4]. La supervivencia de las células B es
mayor en mujeres. Los estrogenos también previenen la apopto-
sis inducida por estrés celular y lipotoxicidad [5]. Asi también, a
través de biopsias de pancreas de donadores humanos sanos se
estimo que los islotes de mujeres contienen 6% mas células p que
los de hombres [4].

3. Principales acciones de la insulina a través
de sus vias de seializacion

Una vez que la insulina es liberada hacia el torrente sanguineo
se une a sus receptores en las células diana. El receptor de insuli-
na es una proteina heterotetramérica localizada en la membrana
plasmatica de las células. Todos los 6rganos expresan receptores
a insulina, sin embargo, sus funciones en cada drgano son dife-
rentes y altamente especificas [6].
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La union de la insulina a las subunidades o de su receptor
promueve cambios conformacionales de éste, acercando las sub-
unidades P intracelulares, lo que promueve su transfosforilacion,
activando su funcién enzimatica de cinasa de tirosina. Esta ac-
tividad fosforila otras proteinas intracelulares, promoviendo una
cascada de fosforilaciones que modula diferentes vias de sefaliza-
cién. Las principales acciones metabdlicas de la insulina son regu-
ladas por la via canénica de la cinasa 3 de fosfatidilinositol/protei-
na cinasa B (PI3K/Akt), mientras que la mayoria de sus acciones
mitogénicas son reguladas por la via de las cinasas de proteinas
activadas por mitégenos (MAPK) [7].

En la via de sefalizacion PI3K/Akt el receptor de insulina
activado fosforila en residuos de tirosina a la proteina sustrato
del receptor de insulina (IRS), esta proteina adaptadora favorece
la actividad de la cinasa PI3K la cual a través de su subunidad
catalitica produce fosfatidilinositol 3,4,5-trisfosfato (PIP3). En
la membrana, el fosfolipido PIP3 es un sitio de unién de cina-
sas como la cinasa 1 dependiente de fosfoinositidos (PDK1), esta
cinasa junto con la proteina blanco de la rapamicina complejo 2
(mTORC2) fosforilan y activan a Akt. La cinasa de serina/treoni-
na Akt es un nodo de regulacion de la sefializacion de la insulina
ya que fosforila y modula la actividad de una gran variedad de
sustratos (Figura 1) [7].

La insulina es una hormona anabdlica que regula el metabo-
lismo de carbohidratos, lipidos y proteinas a través de la via de
senalizacion de PI3K/Akt. Una de sus principales funciones es
mantener la homeostasis de la glucosa favoreciendo su internali-
zacion en el musculo esquelético y el tejido adiposo a través del
glucotransportador GLUT4. En el higado, la insulina favorece la
sintesis de glucégeno e inhibe la gluconeogénesis y regula la sinte-
sis y exportacion de lipidos. En el musculo, la insulina favorece la
sintesis de glucégeno mientras que en el tejido adiposo esta hor-
mona aumenta la lipogénesis e inhibe la lip6lisis (Figura 1) [7].

La insulina también tiene funciones autocrinas en las células {3
pancreaticas ya que favorece la proliferacion celular a través de la
regulacion de proteinas que modulan el ciclo celular, como la ci-
nasa dependiente de ciclina 1/2 (Cdk1/2) o la ciclina D2. Por otro
lado, favorece la supervivencia celular inhibiendo vias apoptéti-
cas como la via del factor de crecimiento transformante  (TGFp)
y la accion de las caspasas 3 y 9. Finalmente, la insulina dirige su
sintesis y secrecion regulando la transcripcion de genes, la secre-
cién de incretinas y la actividad de canales de potasio sensibles a
ATP y dependientes de voltaje (K, y K, respectivamente) (figu-
ral)[8].

La sensibilidad a la insulina depende de la transduccién eficien-
te de la sefial a través de sus vias de senalizacién y su interrelacion
con multiples vias metabolicas. Factores como el flujo de sustratos
y la microbiota intestinal son fundamentales en la respuesta fisio-
logica de los 6rganos a la insulina [9].

La sensibilidad a la insulina difiere entre los sexos. La sensibili-
dad a la insulina es mas alta en mujeres en edad reproductiva que
en hombres de la misma edad. Estudios clinicos y experimentales
indican que después de la pubertad los estrogenos tienen un pa-
pel protector en la homeostasis de la glucosa y la sensibilidad a la
insulina [4].
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Figura 1. La insulina es sintetizada y secretada por las células B pancredticas y viaja a través del torrente sanguineo hasta que se une a los receptores a
insulina expresados en los érganos blanco. Esta hormona unida a su receptor inicia la cascada de sefializacién a través de la via PI3K/AKkt, asi la insu-
lina regula funciones metabdlicas en el higado, el musculo esquelético y el tejido adiposo. En el higado la insulina favorece la sintesis de glucégeno,
proteinas y lipidos e inhibe la gluconeogénesis. En el muasculo esquelético y el tejido adiposo dirige la translocacion de GLUT4 a la membrana plasmati-
ca, lo cual favorece la internalizacion de glucosa. En el musculo esquelético también regula la sintesis de glucdgeno, lipidos y proteinas mientras que
en el tejido adiposo favorece la lipogénesis e inhibe la lip6lisis. En las células p pancreaticas la insulina a través de las vias de sefializacion de PI3K/Akt
y MAPK regula su propia sintesis y secrecion, favorece la proliferacion celular e inhibe vias apoptéticas. Shc: proteina con dominio de homologia a Src
y coldgeno; Grb2: proteina 2 de unién al receptor de factores de crecimiento; SOS: factor intercambiador de nucleétidos de guanina son of sevenless;
Ras: proteinas ras (GTPasas pequefias); Raf-1: proteina cinasa serina/treonina proto-oncogen RAF; MEK: cinasa de la cinasa MAP ERK; TSC1/2:
complejo de esclerosis tuberosa 1/2; PLK1: cinasa 1 parecida a polo; Smad: supresor de mothers against decapentaplegic; GSK3p: cinasa 3( de la sintasa
de glucégeno; FoxOl: proteina O1 con dominio forkhead box; SREBP1c/2: proteina 1c/2 de unién a elementos reguladores de esteroles; TBC1D4:
miembro de la familia de dominio TBC1 4; PDE3B: fosfodiesterasa 3B. Imagen elaborada con BioRender.com.

La expresion y la activacion de las proteinas de senalizacion dela | esta ligada a ciclos circadianos dirigidos por los factores de trans-
insulina es diferente entre hombres y mujeres, y modulan de mane- | cripcion CLOCK y BMALI que modulan genes que participan
ra distinta el metabolismo en los érganos [10], ejemplo de ello es | en la biosintesis, transporte y exocitosis de insulina. La oscilaciéon
la mayor actividad lipogénica y lipolitica observada en el tejido | en la expresion de estos genes, conocidos como genes reloj, esta
adiposo visceral de hembras, lo cual evita la hipertrofia celular | sincronizada a ciclos de luz-oscuridad y depende también de la
[11]. Ademas, el tejido adiposo de mujeres produce mayor canti- | concentracién de glucosa extracelular. El aumento en la secrecién
dad de adipocinas como leptina y adiponectina, la cual aumen- | de insulina estimulada por glucosa es mas elevado durante perio-
ta la sensibilidad a la insulina en los tejidos [12]. Por otro lado, | dos de vigilia, donde aumenta la expresion de los genes reloj, en
aunque en las hembras se ha observado una mayor cantidad de | comparacion con periodos de suefio [14].
acidos grasos libres (FFA, por sus siglas en inglés) circulantes y A nivel del receptor, el reciclamiento del receptor o su modifi-
mayor acumulacion de lipidos en el musculo esquelético, este ér- | cacidn a través de mecanismos proteoliticos observados durante
gano también presenta mayor cantidad y actividad mitocondrial, | la hiperglucemia detienen su sefalizacién [15]. La sefalizacién
oxidacién de lipidos y mayor internalizacién de glucosa. Esto | de la insulina posreceptor es regulada en mdltiples niveles por
se debe a que el musculo esquelético en las hembras cuenta con | la transcripcion, las modificaciones postraduccionales, la locali-

mayor densidad de fibras musculares tipo 1 lo cual lo hace alta- | zacién y la cinética enzimatica de las proteinas de la via. Otros
mente sensible a la insulina [4]. mecanismos como la inhibiciéon de la sefializacién se llevan a

cabo por la accién de cinasas y fosfatasas de la propia via (desen-
3.1. La regulacién de la sefializacion de la insulina sibilizaciéon homologa) o de otras vias de senalizacion (desensibi-

lizaciéon heteréloga) [13].
Las acciones de la insulina son finamente reguladas por diferentes
mecanismos. La insulina modula sus propias funciones a través
de su dindmica de secrecion, pulsatil y bifasica [13]. Su liberacién
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4. La resistencia a la insulina en contextos fisiologicos

El desbalance y la disminucién de la respuesta metabolica de
los 6rganos a la insulina genera resistencia a la insulina. La alta
concentracién de glucosa e insulina en el ayuno es un signo ca-
racteristico de la resistencia a la insulina. Se ha identificado en
diferentes modelos de resistencia a la insulina una elevada con-
centraciéon de FFA en circulacién, asi como el aumento en la
produccion de glucosa hepatica lo cual exacerba esta condicion.
La hiperinsulinemia favorece un estimulo sostenido a la via de
sefalizacion de la insulina que dirige las acciones metabdlicas, lo
cual induce progresivamente la desensibilizacién a la insulina por
varios mecanismos celulares [7].

Durante algunas etapas del desarrollo se presenta esta condi-
cién de manera fisioldgica y transitoria y se desconoce bastante de
los mecanismos moleculares implicados.

4.1. La resistencia a la insulina durante el desarrollo posnatal

Durante ventanas criticas del desarrollo se han identificado cam-
bios funcionales en los érganos que responden a modificaciones
en la demanda de sustratos, proliferacion celular o remodelacion
y maduracién de los tejidos. Estos cambios fisiolégicos son nece-
sarios en el desarrollo y son altamente sensibles a estimulos exd-
genos lo cual los hace criticos ya que algin desequilibrio puede
promover alteraciones metabdlicas que persisten hasta la edad
adulta [12].

Nuestro grupo de investigacion ha estudiado el desarrollo pos-
natal en ratas Wistar, especificamente alrededor del destete, que
en condiciones de laboratorio se da al dia 20 posnatal. Durante
esta ventana critica del desarrollo hemos identificado una reor-
ganizacién en la arquitectura de los islotes pancredticos, como
cambios en la vasculatura, en la inervacion de fibras simpaticas y
la formacidn de la capsula que rodea al islote [16]. Al dia 20 pos-
natal, también se ha observado un incremento en la masa de las
células B y a pancreaticas, ademas de cambios relacionados con
la maduraciéon funcional de las células . La secrecién de insulina
en las células P a esta edad no responde al aumento de la gluco-
sa en la sangre [2]. Ademds, se identifico expresion diferencial de
genes relacionados con la modulacién de la actividad eléctrica y
el ciclo celular entre células  de ratas al dia 20 posnatal y en edad
adulta [17].

Uno de los hallazgos en los que hemos centrado nuestra
atencion es la presencia de resistencia a la insulina fisiolégica en
ratas macho al dia 20 posnatal. Estas ratas presentan niveles eleva-
dos de glucosa e insulina en el ayuno, baja sensibilidad a la insuli-
na sistémica e intolerancia a la glucosa. Esta condicion se presenta
de manera transitoria, ya que al dia 28 posnatal estos signos se
atenutan [2]. Nuestros siguientes estudios se basan en dilucidar los
mecanismos moleculares implicados en la resistencia a la insulina
en ratas machos y hembras durante este contexto fisioldgico.

La resistencia a la insulina es mds prevalente en hombres que
en mujeres; desde etapas tempranas del desarrollo existe diferen-
cia en la sensibilidad a la insulina entre los sexos [12].

El dimorfismo sexual en la respuesta a la insulina durante el de-
sarrollo temprano no esta directamente relacionado con la accién
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de las hormonas sexuales, como en la edad adulta. Otros factores
cobran mds importancia como la programacién metabdélica du-
rante el desarrollo fetal y neonatal que juega un papel importante
en el fenotipo metabolico de las crias al nacimiento. Estudios en
modelos de roedores de madres e incluso abuelas obesas, sugieren
que las crias hembras son mas susceptibles a la disrupcion de la
homeostasis de la glucosa y dafio mitocondrial, mientras que los
machos lo son a cambios en la adiposidad y el peso corporal [12].

Laregulacion epigenética durante la gestacion puede ser trasla-
dada a cambios permanentes en la expresion de genes durante
el desarrollo de los neonatos. La obesidad materna en ratones
causa un incremento en la expresion de miRNA126 en el tejido
adiposo de las crias, lo cual genera disminucion en la traduccion
del mRNA Irsl y resistencia a la insulina [18]. Por otro lado, la
expresion diferencial de genes relacionados con el metabolismo
de la glucosa y los lipidos localizados en el cromosoma X [19]
podrian ser el componente que marca las diferencias en la sensi-
bilidad a la insulina entre machos y hembras en etapas tempranas
del desarrollo.

4.2. La resistencia a la insulina durante la pubertad

La pubertad se caracteriza por numerosos cambios fisiologicos,
fisicos, metabdlicos y endocrinos que favorecen el desarrollo de la
capacidad reproductiva. Durante esta etapa de transicion hay un
incremento en la liberacién de hormonas sexuales, hormona de
crecimiento (GH) y factor de crecimiento insulinotrépico-1 (IGF-
1). En la pubertad se ha identificado resistencia a la insulina y un
aumento en la secrecion de insulina en las células  pancreaticas.
En los jovenes sanos la resistencia a la insulina es evidente a la
mitad de la pubertad y se atentia al término de esta etapa [20].

A través de diferentes estudios usando la técnica de clamp
hiperinsulinémico-euglucémico en humanos y pruebas de sen-
sibilidad a la insulina en ratones, se encontré que las mujeres y
las hembras sanas durante la pubertad tienen mayor resistencia
a la insulina que los hombres y machos [20]. En ambos sexos se
identificé un incremento de la protedlisis, lipolisis y oxidacion de
acidos grasos comparados con sujetos adultos [21].

Uno de los mecanismos propuestos en el establecimiento de la
resistencia a la insulina en la pubertad es el nivel elevado de GH
en circulacion. La GH y la insulina son hormonas que estan con-
tra reguladas respecto al metabolismo energético y el crecimiento
celular a través de diferentes vias de sefalizaciéon que convergen
y se regulan una a otra. Las concentraciones elevadas de GH e
IGF-1 inducen resistencia a la insulina por inhibicién de la via
PI3K/Akt [20].

4.3. La resistencia a la insulina durante el embarazo

Durante el embarazo, el crecimiento y desarrollo del feto depende
del flujo apropiado de nutrientes de la madre al feto. La glucosa es
una fuente de energia muy importante para el desarrollo fetal. El
transporte de glucosa a través de la placenta es un proceso pasivo
que depende del gradiente de concentracién entre la circulacién
maternay fetal. Alolargo del embarazo este gradiente se mantiene
debido al aumento de los niveles de glucosa en la circulacién ma-
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terna. La placenta secreta hormonas que incrementan la resisten-
cia a la insulina y la produccién de glucosa hepatica en la madre,
lo cual asegura el flujo necesario de glucosa hacia el feto [22]. Lo
anterior es regulado por la madre a través de un fino balance entre
la resistencia a la insulina y el incremento de la respuesta de las
células P pancreaticas, secretando mas insulina [22].

La masa de las células  pancredticas aumenta por un incre-
mento de la proliferacion e hipertrofia celular. En consecuencia,
la secreciéon de insulina aumenta casi al doble, condicién que se
reestablece después de 6 a 12 semanas posparto. Esta adaptacion
fisiologica de las células p pancredticas ocurre antes de la apa-
ricion de resistencia a la insulina materna [23].

La sensibilidad a la insulina disminuye en cerca del 50% du-
rante el embarazo. Los mecanismos asociados a la resistencia a la
insulina en esta condicion se encuentran en amplia investigacion.
Se ha identificado que los niveles de leptina aumentan y se ha re-
portado una correlacion negativa con la sensibilidad a la insulina
sugiriendo que la hiperleptinemia esta relacionada con la resis-
tencia a la insulina durante este periodo. Otros autores también
destacan una correlacion negativa entre altos niveles de GH y la
baja sensibilidad a la insulina en mujeres embarazadas sanas [24].

El riesgo de acentuar esta resistencia a la insulina estd asociado
con dafo en las células p pancredticas incluso antes de la con-
cepcién. En algunos casos, bajo estas condiciones las células  no
responden a la demanda aumentada de insulina durante el em-
barazo, generando hiperglucemia o diabetes gestacional. Un estu-
dio danés mostrd que el 40% de mujeres que presentan diabetes
gestacional desarrollan diabetes mellitus tipo 2 (DM2) en los afios
subsecuentes al embarazo [24].

4.4. La resistencia a la insulina durante el envejecimiento

Durante el envejecimiento hay un declive en la funcién de los te-
jidos debido a modificaciones en la composicion celular, sefali-
zacion endocrina y remodelacion de los drganos. El envejecimiento
per se juega un importante papel en el desarrollo de resistencia a la
insulina y estrés oxidativo. Durante el proceso de envejecimiento
disminuye la sensibilidad a la insulina periférica y se favorece la
disfuncién de las células B pancredticas. La acumulacion de espe-
cies reactivas de oxigeno (ROS) dafian al DNA, a las proteinas y
los lipidos produciendo dafio celular [25].

Los cambios sustanciales en la funcion y distribucion del te-
jido adiposo a lo largo de la vida son la causa mas probable del
establecimiento de la resistencia a la insulina durante el enve-
jecimiento. El aumento del tejido adiposo con la edad se da por
hiperplasia en hembras, lo cual lo mantiene funcional por mads
tiempo, mientras que en los machos aumenta por hipertrofia y
genera complicaciones metabdlicas [11].

La resistencia a la insulina inducida por la edad es mas pre-
valente en hombres que en mujeres. En ratas macho de 14 meses
de edad comparadas con ratas mds jovenes de 7 meses de edad se
observa un decremento en la expresion del gene del receptor de
insulina, mayor deposicién de lipidos hepaticos e inflamacion del
tejido adiposo blanco ademas de menores niveles de adiponectina
y aumento de resistencia a la leptina [11].

45

Después de la menopausia tras la caida en los niveles de es-
trogenos, en las mujeres se presentan alteraciones metabolicas,
entre ellas la disminucién de la sensibilidad a la insulina y dafos
en la homeostasis de la glucosa. Sin embargo, la disfunciéon me-
tabolica desde edades tempranas en hombres, junto con otros
factores como la dieta y el estilo de vida determinan una mayor
prevalencia de enfermedades metabdlicas asociadas con la edad
en hombres que en mujeres [11].

5. La resistencia a la insulina en el sindrome metabdlico

A diferencia de la resistencia a la insulina que ocurre en procesos
fisiolégicos, la resistencia a la insulina en contextos patologicos
como en el sindrome metabdlico y DM2, ha sido mas estudiada.
Ademas, esta condicién metabdlica ha tomado relevancia en la re-
ciente pandemia de la enfermedad de coronavirus 19 (Covid-19),
producida por el coronavirus 2 del sindrome respiratorio agudo
grave (SARS-Cov2), ya que se ha demostrado que los pacientes
con DM2 son mas susceptibles a la Covid-19, y producen una for-
ma mas severa de la enfermedad [26].

5.1. El sindrome metabdlico

El SM, también mal llamado “sindrome de resistencia a la insu-
lina” se define como un conjunto de signos metaboélicos que au-
mentan el riesgo de padecer DM2 (5 veces), enfermedades car-
diovasculares (2 veces) y algunos tipos de cancer. Ademas, el SM
se ha asociado con la aparicion de padecimientos como la esteato-
sis hepatica no alcoholica (NAFLD por sus siglas en inglés) y el
sindrome de ovario poliquistico [27].

De acuerdo con la organizaciéon mundial de la salud (OMS) los
signos que componen el SM incluyen: obesidad central (indice de
masa corporal (IMC) mayor a 30 kg/m? o circunferencia abdom-
inal mayor a 88 cm en mujeres y mayor a 90 cm en hombres),
hipertension arterial (mayor a 140 mmHg de presién sistélica),
dislipidemia (hipertrigliceridemia mayor a 150 mg/dL), dismi-
nucién en las lipoproteinas de alta densidad asociadas a colesterol
(HDL-C, menor a 40 mg/dL en mujeres y menor a 35 mg/dL en
hombres), alteracién en la glucemia en ayuno (mayor a 100 mg/
dL), intolerancia a la glucosa (glucosa plasmatica entre 140 y 199
mg/dL alas dos horas en una curva de tolerancia a la glucosa oral)
y resistencia a la insulina, la cual se ha propuesto como el signo
mads importante en el SM [1].

Los criterios para la definicién clinica del SM son la presencia de
por lo menos 3 de los signos antes descritos. Para la OMS uno
de esos 3 signos debe ser la resistencia a la insulina o la alteracién
de la glucemia en ayuno [28].

5.1.1. Factores de riesgo en el desarrollo
de sindrome metabdlico

En cuanto a la etiologia del SM, es ampliamente aceptado que
factores genéticos y factores ambientales son las principales cau-
sas del desarrollo de este sindrome. La prevalencia del SM varia
alrededor del mundo y hay varios factores que pueden influenciar
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esta prevalencia como: la dieta, el estilo de vida, algunos contami-
nantes ambientales, la educacidn, la edad y el sexo del individuo
[29].

5.1.2. Dimorfismo sexual en el sindrome metabélico

Se ha propuesto que existen diferencias entre mujeres y hom-
bres en practicamente todos los signos que componen el SM. La
prevalencia de obesidad y sobrepeso en el SM ha afectado prin-
cipalmente a las mujeres (38%) en comparacion con los hombres
(36%), aunque esta diferencia no es grande, la localizacion de esa
adiposidad si lo es. Las mujeres acumulan grasa principalmente
en el tejido adiposo subcutaneo (femoral y gluteo), mientras que
en los hombres, se localiza en el tejido adiposo visceral y este ulti-
mo ha sido asociado con mayor riesgo cardiovascular [29].

La hipertension arterial es precursora de enfermedades car-
diovasculares y es el signo mas frecuente del SM en los hombres.
Se ha demostrado que los hombres presentan un incremento en la
presion arterial durante y después de la adolescencia en compara-
cioén con las mujeres. Mientras que, en las mujeres posmenopau-
sicas, el 82% son hipertensas y este signo se asocia significativa-
mente a la prevalencia de otros factores de riesgo cardiovascular
[30].

Las diferencias en la hipertension se deben a que, las hormo-
nas sexuales, especialmente los estrégenos, participan en la re-
gulacion del Sistema Renina Angiotensina Aldosterona (RAAS,
por sus siglas en inglés). Se ha demostrado que los estrégenos
aumentan la sintesis de angiotensinogeno y del receptor tipo 2
para angiotensina IT (Ang II), mientras disminuyen la sintesis del
receptor tipo 1 para Ang II, la renina y la enzima convertidora de
angiotensina (ACE, por sus siglas en inglés). La accién de Ang II
sobre su receptor tipo 1 se asocia con hipertension, mientras que
la unidn a su receptor tipo 2 se asocia con una disminucion de la
presion arterial y este ejerce funciones neuromoduladoras sobre
la actividad simpatica [31].

La resistencia a la insulina se asocia con la alteracion la glu-
cemia en ayuno (IFG, por sus siglas en inglés) o con intolerancia
a la glucosa (IGT). Estudios de prevalencia DECODE (Diabetes
Epidemiology: Collaborative analysis of diagnostic criteria in Eu-
rope), indican que la prevalencia de IFG es mas alta en hombres
que en mujeres. En contraste, la prevalencia de IGT es mas alta en
mujeres, excepto las mujeres en Asia arriba de 60 aflos y mujeres
en Europa arriba de 80 afios de edad [32].

Las diferencias en la regulacién metabdlica entre hombres y
mujeres se deben a diferencias en la masa muscular, adiposidad
y hormonas. Se ha demostrado un dimorfismo sexual en el me-
tabolismo de los lipidos, metabolismo de glucosa, sensibilidad a
la insulina en sus érganos blanco y en la resistencia a la insulina
[33]. Sin embargo, se desconocen los efectos del dimorfismo se-
xual sobre el mecanismo de resistencia a la insulina.

6. La fisiopatologia del sindrome metabdlico

Los mecanismos que conducen al desarrollo del SM son comple-
jos y aun no se establece un mecanismo comun entre todos los
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componentes del SM. Sin embargo, la amplia distribucién del SM
en todo el mundo ha dejado claro que factores ambientales como
las dietas ricas en calorias y la baja actividad fisica han llevado
al desarrollo de obesidad, la cual tiene un papel importante en
la etiologia del SM [34]. A continuacién se describen el papel
de la obesidad y la resistencia a la insulina en la fisiopatologia del
SM.

6.1. La obesidad y la inflamacién

De acuerdo con la OMS, la obesidad se define como la acumu-
lacién excesiva de grasa que puede ser perjudicial para la salud
y se mide con un IMC > 30 kg/m® La obesidad visceral se ha
descrito como el principal factor que desencadena la resistencia a
la insulina presente en el SM. La acumulacién de grasa ocurre por
un aumento de la gota de lipidos dentro de los adipocitos y por lo
tanto, aumenta el tamafio de los adipocitos (hipertrofia) o por un
aumento en la diferenciacion adipogénica a partir de preadipoci-
tos (hiperplasia) o ambos procesos [35].

El tejido adiposo es el érgano endocrino mas grande del cuer-
po y actda de manera autocrina, paracrina y endocrina regulando
la homeostasis metabolica. El tejido adiposo tiene tres funciones
principales: i) participa en el metabolismo de lipidos, almace-
nando triacilgliceroles (TAG) y liberando FFA, ii) realiza el ca-
tabolismo de los TAG vy libera glicerol y FFA que participan en
el metabolismo de la glucosa en el higado y otros tejidos, y final-
mente iii) los adipocitos secretan moléculas bioactivas llamadas
en conjunto, adipocinas, dentro de las que se incluyen hormonas
y citocinas que mantienen la homeostasis y el metabolismo del
tejido adiposo [36].

La expansion del tejido adiposo, principalmente por hiper-
trofia en respuesta a un exceso de nutrientes, conduce a un in-
cremento en la demanda de irrigacién sanguinea en este tejido,
conduciendo a hipoxia.

La hipoxia genera necrosis de los adipocitos con infiltracién de
células del sistema inmune y una polarizacién de macréfagos M2
a macrofagos M1. Ademds, la obesidad genera una inflamacién
croénica de bajo grado debido a la produccién de citocinas proin-
flamatorias como interleucina 6 (IL-6), la proteina quimioatray-
ente de monocitos (MCP-1) y el factor de necrosis tumoral o
(TNFa), asi como mediadores protromboticos como el inhibidor
del activador de plasmindgeno 1-(PAI-1). Ademas del incremen-
to en adipocinas proinflamatorias y produccion de leptina, existe
una disminucién de adiponectina, la cual es una adipocina antii-
flamatoria [37].

La leptina es una adipocina producida principalmente por los
adipocitos maduros, los niveles de leptina son proporcionales a la
cantidad de grasa en el cuerpo. La leptina controla la ingesta y el
peso corporal mediado por el hipotdlamo. Durante la obesidad,
ese control se pierde debido a una resistencia a la leptina [34].
Después de que la leptina se une a su receptor, activa la via de
JAK-STAT, que posteriormente activa la via de PI3K/Akt, a través
de la cual regula el metabolismo de glucosa y oxidacion de lipidos
[36].

La IL-6 es una citocina producida por adipocitos y células del
sistema inmune. Los niveles incrementan con la obesidad y la re-
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sistencia a la insulina. La IL-6 incrementa la produccién de protei-
na Creactiva y fibrindgeno en higado y la expresion de moléculas
de adhesion en células endoteliales, favoreciendo el desarrollo de
resistencia a la insulina y la formacion de placas de ateroma [34].
El TNFa es producido principalmente por macréfagos mas que
por adipocitos. La producciéon de TNFa aumenta al incrementar
la masa del tejido adiposo. Los niveles plasmaticos de estas cito-
cinas correlacionan positivamente con obesidad y resistencia a la
insulina [36].

La activacion del RAAS, también es un factor importante en
la fisiopatologia del SM. Durante la obesidad y en un estado de
resistencia a la insulina, se incrementa la produccion de Ang II
a través de la ACE, favoreciendo la activacién de RAAS [34, 38].

La Ang II es un péptido vasoactivo que regula la homeostasis
de la presion sanguinea y fluidos corporales. Ang II, a través de
su receptor tipo 1, activa a la oxidasa de nicotinamida dinucleé-
tido fosfato, la cual conduce a la generacion de especies reactivas
de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés). Las ROS producen
diferentes efectos incluyendo: la oxidacién de LDL, dailo endote-
lial, agregacion de plaquetas, aumento en la expresion del factor
nuclear NF-kp, y aumento en la expresion del receptor de lipo-
proteinas de baja densidad (LOX-1, por sus siglas en inglés) en
células del musculo liso vascular y en células endoteliales [34].
Todos los efectos anteriores conducen a un ciclo vicioso generan-
do inflamacion, dano endotelial, proliferacion de fibroblastos que
llevan al desarrollo de hipertension, dislipidemia y contribuyen al
desarrollo de enfermedades cardiovasculares [34].

6.2. La resistencia a la insulina en el sindrome metabolico

Desde que Reaven y colaboradores describieron por primera vez
el SM, se propuso a la resistencia a la insulina como un factor
central en la fisiopatologia del SM [39], ademas de ser el sello dis-
tintivo de la DM2.

A la fecha se han propuesto varios mecanismos que condu-
cen al desarrollo de resistencia a la insulina en el SM. Se sugiere
que el detonante de estos mecanismos podria ser la obesidad gen-
erada por el exceso de nutrientes como las dietas hipercaloricas
o bebidas azucaradas. El constante estimulo sobre las células
pancredticas, hace que estas secreten mas insulina y produzcan
hiperinsulinemia, condicién incompatible con la vida, por lo que
los tejidos en nuestro organismo generan resistencia a la insulina.
La hiperinsulinemia es un proceso compensatorio que responde
probablemente a la hipersecrecion de citocinas y se observa en
etapas tempranas del SM y también se asocia con un incremento
en la masa de células B [40] (Figura 2).

Ademds como se menciond anteriormente, durante la obesi-
dad el tejido adiposo libera adipocinas proinflamatorias como
TNFa, IL-6, PAI-1, MCP-1, que generan inflamacion sistémica,
dano endotelial y estado protrombético [34, 41].

En el tejido adiposo la resistencia a la insulina produce una
pérdida de la inhibicién de la lipdlisis, lo que conduce a un exceso
de FFA en plasma, estos lipidos y sus derivados como ceramidas,
TAG y diacilgliceroles (DAG) se acumulan en las células pro-
duciendo lipotoxicidad y regulando de manera negativa la via de
sefalizacion de insulina y promoviendo atin mas el estado de re-
sistencia a la insulina en musculo, higado y tejido adiposo [34, 41].
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6.2.1. Mecanismos moleculares de resistencia a la insulina

Como se menciond anteriormente, las acciones de la insulina so-
bre sus 6rganos blanco comienzan con la unién de la insulina a
su receptor, y activacion de la via de PI3K/AKkt, a través de la cual
la insulina realiza acciones metabdlicas y es la via que principal-
mente se afecta en la resistencia a la insulina. A continuacién se
enlistan algunos de los mecanismos moleculares a través de los
cuales se produce resistencia a la insulina.

6.2.2 Disminucion del receptor a insulina

La sefalizacion de insulina depende de la transduccion de la sefial
rio abajo de su receptor y también del numero de receptores dis-
ponibles en la membrana. Durante la resistencia a la insulina am-
bos procesos pueden verse modificados.

La pérdida en la transduccion de la sefial puede deberse a des-
fosforilaciones de los residuos de tirosina del receptor a través de
mecanismos que dependen de PKCs, fosfatasas de proteinas con
actividad en tirosina 1B (PTP-1B) o a través de los supresores de
la senalizacion de citocinas (SOCs). Todas estas enzimas supri-
men la transduccion de la senal entre el receptor e IRS1 [13].

El numero de receptores disponibles en la membrana puede
disminuir por una ruptura proteolitica de la parte extracelular
del receptor de insulina llamada ectodominio. Esta ruptura se da
después de la unioén de la insulina a su receptor, asi que la insuli-
na se libera unida al ectodominio, esta parte del receptor que es
liberada se conoce como receptor soluble a insulina (SIR, por sus
siglas en inglés). La insulina unida al SIR ya no puede unirse a los
receptores en la membrana. Por lo que el receptor soluble es un
importante regulador de la cantidad de insulina libre en plasma.
Nuestro grupo de trabajo demostré que los niveles de SIR son
mayores en presencia de hiperinsulinemia. Ademas, en un mo-
delo de SM en rata donde los animales son hiperinsulinémicos
hay mayor cantidad de SIR en plasma, por lo que el SIR puede ser
un mecanismo a través del cual se genera resistencia a la insulina
[42].

6.2.3. La inhibicién no regulada de nodos criticos
en la via de sefializacion

La inhibicién no regulada de la via de sefializacion de insulina se
da principalmente en la fase proximal, en nodos criticos como
el sustrato del receptor de insulina 1 (IRS1), PI3K o Akt. El IRS1
puede ser degradado por una ubiquitina ligasa reclutada a través
de SOCs. Ademas, es fosforilado en residuos inhibitorios (serina/
treonina), por la cinasa N terminal c-Jun (JNK1), la cinasa del in-
hibidor del factor nuclear k-B (IKk-B) y PKC todas estas cinasas
se activan por las vias de sefializacion de citocinas proinflamato-
rias como TNFa, IL-6, IL-1b, entre otras, y también los nutrientes
como los FFA pueden activar JNK1 e IKk-B. Todo esto muestra
como la obesidad, afecta la via de sefalizacion de insulina y gen-
era alteraciones metabolicas [13]. Ademas, se ha propuesto que
durante la obesidad la cinasa ribosomal S6K1, la cual participa en
la via de sintesis de proteinas, es sobreestimulada y puede fosfori-
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lar a IRS1 en la serina 1101 (Ser1101) provocando la degradacion
del IRS1. Esto hace que la via de senalizacion se vea afectada en la
comunicacion del receptor de insulina y el substrato del receptor
a insulina inhibiendo la transduccion de sefal [13].

La cinasa Akt, es un nodo critico en la via de sefializaciéon de
insulina; se ha demostrado que la acumulacién de ceramidas y
DAG puede afectar la funcién de Akt, por estimular la actividad
de PKC(, la cual afecta la localizacion de Akt en la membrana.
Ademas, fosfatasas de proteinas como PP2A (fosfatasa de protei-
na 2A) y PHLPPIa (fosfatasa de proteina con dominios repetidos
de leucina y dominios de homologia a Pleckstrina) pueden des-
fosforilar a Akt afectando su actividad [13].

7. Dimorfismo sexual en los mecanismos de la resistencia
ala insulina en el sindrome metabodlico

Como se mencioné anteriormente, existe un dimorfismo sexual
en la sensibilidad a la insulina y en las moléculas que participan
en la via de sefializacion de insulina. Recientemente nuestro gru-
po de trabajo realizé la caracterizacion de los mecanismos mole-
culares implicados en la resistencia a la insulina observada en un
modelo de sindrome metabdlico en rata [43].

Después de seis meses de tratamiento con una solucion de saca-
rosa al 20% en el agua de bebida, tanto ratas hembras y machos
desarrollaron SM con obesidad central, hipertrigliceridemia, hi-
pertension arterial, intolerancia a la glucosa, resistencia a la insu-
lina e hiperinsulinemia. De manera interesante, nuestro modelo
desarroll6 dimorfismo sexual en los signos del SM. Las hembras

Figura 2. Fisiopatologfa del sindrome metabdlico y el papel de la resistencia a la insulina en la severidad por SARS-CoV2. El consumo de dietas hipercaléri-

cas y la baja actividad fisica contribuyen al desarrollo de obesidad, la cual juega un papel importante en la aparicién de todos los signos metabélicos del SM.

La resistencia a la insulina es una de las comorbilidades asociadas a la severidad en la infeccién por el virus SARS-CoV2. El virus que produce la enfermedad

de la Covid-19 se une a su receptor ACE2 y se internaliza para su replicacién viral. Lo anterior contribuye a disminuir ain mds la expresién de ACE2, la cual

también se encuentra disminuida en la resistencia a la insulina. La disminucién de ACE2 contribuye al aumento de angiotensina II, la cual a través de su

receptor desencadena procesos biolégicos que son dafiinos para todas las células. En células B pancredticas puede contribuir a su agotamiento y disminucién
en la secrecién de insulina. ACE2: enzima convertidora de angiotensina 2; ROS: especies reactivas de oxigeno.
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tratadas acumularon mas grasa, presentaron mayores niveles de
triacilgliceroles en plasma y fueron mas intolerantes a la glucosa
en comparacion con los machos. Mientras que los machos pre-
sentaron alteracion en la glucosa de ayuno, hipertension arterial
y presentaron mayores niveles de insulina en plasma, ademas de
que fueron menos sensibles a la insulina en comparacion con las
hembras [44].

Nosotros evaluamos la via de sefializacion de insulina a través
de la fosforilacion que activa a Akt(S473) y S6K1(T389) y la fos-
forilacién inhibitoria en IRS1(S1101) en musculo, y dos depositos
de grasa (gonadal y peripancreatica). Observamos que los me-
canismos moleculares a través de los cuales se produce resistencia
a la insulina son diferentes entre machos y hembras y son teji-
do-especificos [27].

8. Papel de la resistencia a la insulina y la severidad
de la enfermedad de Covid-19

Los estudios epidemioldgicos de la reciente enfermedad de la
Covid-19 han mostrado como los casos mas severos de esta en-
fermedad y la mortalidad de la misma, estan asociados a personas
con obesidad, DM2 y resistencia a la insulina. Esta ultima, como
lo revisamos en este capitulo, es un factor central en el desarrollo
del SM y estd presente en personas con DM2. Aunque la fisiopa-
tologia de la Covid-19 es compleja y no se entiende muy bien, se
han establecido algunos mecanismos que puedan explicar dicha
asociacion [26].

En un microambiente sano la enzima ACE2 regula la presion
arterial convirtiendo Ang II en Ang(1-7), lo que disminuye el
estrés oxidativo, aumenta la actividad de GLUT4 y esto favorece
que no haya resistencia a la insulina. En una condicién de resis-
tencia a la insulina, se pierde esta conversién por parte de ACE2
aumentando los niveles de Ang II y provocando asi la activacion
del RAAS. Los niveles elevados de Ang II producen ROS, daino
endotelial, hipertension y disfuncién cardiaca. En la Covid-19,
el virus SARS-Cov2 infecta a las células huésped a través de la
ACE2, disminuyendo su expresion, lo que resulta en elevados
niveles de Ang II, siendo este péptido vasoactivo uno de los res-
ponsables de la severidad de la enfermedad de Covid-19 [45, 46]
en pacientes con comorbilidades como la resistencia a la insulina
y DM2 [47] (Figura 2).

Por otro lado, en la resistencia a la insulina aumenta la ex-
presion de ACE2 en las células B del pancreas, creando mayor
afinidad por la proteina espicula (spike) del virus SARS-Cov2 en
personas con resistencia a la insulina incrementando su vulnera-
bilidad a la infeccién por Covid-19 [47].

9. Conclusiones

La resistencia a la insulina es una condicién critica que aumenta
el riesgo de desarrollar enfermedades metabdlicas. Durante ven-
tanas criticas, el desarrollo se presenta la resistencia a la insuli-
na fisioldgica en respuesta a cambios en la demanda de sustratos
metabdlicos o la remodelacién y maduracién de los 6rganos. Sin
embargo, estos cambios aumentan la probabilidad de que al-
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gun desequilibrio pueda favorecer la disfuncién metabdlica. En
contextos patoldgicos la resistencia a la insulina juega un papel
determinante en conjunto con los signos que integran el SM y
aumentan el riesgo de progresar a DM2 o enfermedades cardio-
vasculares.

Profundizar en el estudio de los mecanismos moleculares de
la resistencia a la insulina en ambos sexos es relevante en la pre-
vencion y tratamiento del sindrome metabdlico y el impacto que
tiene en las pandemias de obesidad, DM2 y la Covid-19.
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Resumen: El higado graso no alcohdlico (HGNA) ha sido descrito como una manifestacién del sindrome metabélico (SM) el cual esta
caracterizado por la obesidad, resistencia a la insulina, aumento de los lipidos hepaticos y estrés oxidante. El HGNA es un trastorno
metabdlico caracterizado por una acumulacion ectépica de lipidos en al menos 5% de los hepatocitos, generando esteatosis hepatica,
primera fase de la enfermedad, la cual evoluciona hacia la esteatohepatitis no alcohélica (EHNA), la cirrosis y finalmente puede resultar
en el desarrollo de cancer hepitico. Esta progresion del HGNA implica la lipotoxicidad y la muerte de los hepatocitos por apoptosis
donde la liberacién de citocromo c (cit-c) desde la mitocondria hacia el citosol es un proceso clave. La lipotoxicidad estd asociada con
la acumulacién de dcidos grasos libres (AGL) tales como el acido palmitico y su intermediario palmitoil-CoA (Pal-CoA). En un mo-
delo de SM inducido por una dieta alta en sacarosa la concentracion del acido palmitico aumenta tanto en el higado entero como en
las mitocondrias. Sin embargo, la liberacion de cit-c de las mitocondrias de animales con SM es menos sensible a sustratos oxidativos
como succinato, piruvato/malato o Pal-CoA que en las mitocondrias controles, a pesar del aumento en la generacién de H,O, por las
mitocondrias de animales con SM en comparacién con los controles. La disminucion de la liberacion de cit-c en las mitocondrias de
animales con SM puede ser debido al enriquecimiento de las especies moleculares de cardiolipina (CL) con acido palmitico lo cual hace
que la CL sea mas resistente a la peroxidacién, un mecanismo que estd implicado en la disociacion de cit-c de la membrana interna
mitocondrial y por lo tanto afecta el proceso apoptético.

Palabras clave: Cardiolipina, Citocromo ¢, Lipotoxicidad, Sindrome Metabolico, Mitocondria; Palmitoil-CoA

Abreviaturas 1. Introduccion
AGL Acidos grasos libres El higado graso no alcohdlico (HGNA) actualmente es una de las
ANT Adenina nucleétido translocasa enfermedades hepaticas crénicas mas comunes a nivel mundial,
ADP Adenosin difosfato se estima que afecta alrededor del 20% al 30% de la poblacion
ATP Adenosin trifosfato

adulta, y aproximadamente del 80% al 90% de los pacientes obe-

Z? AC gan;l ?n,omco dependiente de voltaje sos [1]. El HGNA comprende un amplio espectro clinico que
ardiolipina . . aps 11s

CypD CiClOﬁliII: aD va desde la esteatosis simple, la esteatohepatitis no alcohdlica
CsA Ciclosporina A (EHNA), la fibrosis hePatlca yen :.ﬂgunos casos resu.lta en eventos
cit-c Citocromo ¢ mas severos como el cancer hepatico [2]. La epidemia mundial de
EHNA  Esteatohepatitis no alcohdlica obesidad ha sido un factor clave en el aumento en la prevalencia
HGNA  Higado graso no alcohdlico de HGNA a nivel mundial [3]. Particularmente en Latinoamérica,
LOOH  Hidroperéxidos lipidicos se ha incrementado la incidencia de cancer hepatico relacionado
MIM Membrana interna mitocondrial con HGNA del 1.8% al 12.8% que corresponden a datos recopila-
MEM Membrana externa mitocondrial dos entre 2005-2006 y 2011-2012 respectivamente, lo cual repre-
Nox NADPH-Odeasa senta un aumento seis veces mayor en menos de una década [4].
Pal-CoA  Palmitoil-CoA Ademas, pacientes con HGNA tienen tres veces mds probabili-
PTPm Poro de la transicion de la permeabilidad mitocondrial . . »

’ . . dades de mortalidad relacionada con enfermedades hepaticas [5],
ROS Especies reactivas de oxigeno . , 1.

, s mientras que el sindrome metaboélico (SM) aumenta en un 70% el

SM Sindrome metabdlico . o i )

. . riesgo de muerte stibita cardiaca, cuando se conjunta con factores
SOD Superdxido dismutasa

como el HGNA vy la resistencia a la insulina [6].
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El HGNA se caracteriza por una acumulacion ectopica de lipi-
dos en al menos 5% de los hepatocitos. Estos lipidos que se com-
ponen de acidos grasos libres (AGL), triglicéridos y otros lipidos
complejos como las ceramidas, se asocian con la lipotoxicidad,
la inflamacién y la muerte de los hepatocitos por apoptosis. Los
mecanismos implicados en la lipotoxicidad incluyen el estrés oxi-
dativo y la disfuncién mitocondrial que juegan un papel impor-
tante en la progresion de la enfermedad del HGNA a la fibrosis,
la cirrosis y el carcinoma hepatocelular [7, 8]. Para investigar el
papel que juega la lipotoxicidad en el desarrollo de la enfermedad
de HGNA y su progresion hacia la fibrosis, cirrosis y hepatocar-
cinoma, varios modelos experimentales de animales asi como de
células en cultivo han sido desarrollados. Nuestro grupo de tra-
bajo ha desarrollado un modelo animal de SM inducido por una
dieta alta en sacarosa que se caracteriza por acumulacion de grasa
en la cavidad intra-abdominal y en el higado [9].

2. Modelo experimental de SM

Nuestro modelo de alteracién metabdlica y cardiovascular [10,
11] deriva del modelo de Reaven [12]. A diferencia del modelo
de Reaven que tuvo una dieta alta en sacarosa (60%) en alimentos
solidos durante seis a diez semanas, el modelo desarrollado por
nuestro grupo consume una proporcién menor de azicar refinada
(30%) en el agua de bebida por un periodo mas largo, de veinte a
24 semanas. El consumo de sacarosa induce hipertrigliceridemia
y un alto nivel de AGL asociado a la acumulacién de grasa in-
tra-abdominal [13]. El modelo experimental también desarrolla
diferentes alteraciones metabolicas similares a las que presentan
los pacientes con SM reflejando la realidad que se observa en la
poblacién mexicana, la cual ocupa el primer lugar en consumo de
bebidas gaseosas con altas concentracion de azucares. El modelo
experimental desarrolla resistencia a la insulina con altos niveles
de marcadores de estrés oxidativo en diferentes 6rganos e hiper-
tension con alteraciones en la reactividad vascular debido a un
aumento de especies reactivas de oxigeno (ROS) y a la actividad
de la NADPH-oxidasa (Nox) [9, 14]. Por otro lado, se ha encon-
trado una relacién directa entre los AGL y la acumulacion de gra-
sa intra-abdominal caracteristicas de la lipotoxicidad [15].

3. Lipotoxicidad y disfuncion mitocondrial en el HGNA

El papel de las mitocondrias en la progresiéon del HGNA a una
enfermedad mads grave implica el proceso apoptdtico de los hepa-
tocitos [16, 17]. Este proceso de muerte en los hepatocitos implica
dos vias fundamentales: la via extrinseca, que transmite sefiales a
través de receptores de muerte, y la via intrinseca, que se inicia
por estimulos intracelulares. La via extrinseca se activa mediante
la unién de ligandos de la muerte a sus receptores que se encuen-
tren en la superficie de la célula [18]. Los ligandos de muerte per-
tenecen a la superfamilia del factor de necrosis tumoral (TNF),
incluyendo FasL, TNF-a y el ligando inductor de la apoptosis re-
lacionado con el TNF (TRAIL). En consecuencia, los receptores
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de muerte incluyen el Fas, el receptor 1 del TNF y el TRAIL-R
[19]. La unién del ligando de muerte a su receptor hace que los
dominios de muerte intracelulares se unan a ciertas proteinas
adaptadoras citoplasmadticas como la proteina asociada a Fas con
dominio de muerte (FADD) y activan a las caspasas iniciadoras
de esta via (como la caspasa-8). La via intrinseca es mediada por
las mitocondrias y regulada por las proteinas de la familia Bcl-2,
que incluyen proteinas proapoptoéticas (Bid, Bax, Bak) y proteinas
antiapoptdticas (Bcl-2, Bcl-xL) que se unen a la membrana ex-
terna mitocondrial (MEM) disminuyendo su permeabilidad e
inhibiendo la liberacién del citocromo c en el citoplasma. La via
intrinseca se caracteriza por la liberacion de (cit-c) u otros facto-
res activadores de caspasas. Esta liberacion estd mediada por el
poro de transicion de permeabilidad mitocondrial (PTPm) o la
oligomerizacién de Bax y su insercién en la MEM. El cit c en el ci-
toplasma, participa en la formacion de un complejo denominado
apoptosoma que activa la caspasa-9 que a su vez activa la cascada
de caspasas efectoras.

Tanto en la via intrinseca (o mitocondrial) como en la extrin-
seca inducida por la unién del TNF-a a su receptor provocando
la escision de Bid en una forma truncada y la formacioén del poro
Bax/Bak en la MEM, la liberacion del cit-c desde las mitocon-
drias hacia el citosol es un paso clave en el proceso de apoptosis
[20]. Para que se lleve a cabo la liberacion del cit-c debe ocurrir la
disociacion del complejo que esta proteina forma con el fosfolipi-
do cardiolipina (CL), un fosfolipido exclusivo de la membrana
interna mitocondrial (MIM), por efecto de la oxidacion del fos-
folipido y la formacién de un poro (de oligdmeros de Bax y Bak)
que permita la salida del cit-c al citosol (Figura 1). En el higado
graso, la liberacion de cit-c por parte de las mitocondrias puede
verse afectada por la acumulacién de AGL y sus intermediarios
acil-CoA [21-23]. El exceso de AGL en el HGNA, contribuye al
aumento en la generacion de ROS o al desacoplamiento de la fos-
forilacién oxidativa disminuyendo la sintesis de ATP y promo-
viendo la apoptosis [24].

En el modelo de obesidad e higado graso inducido por una
dieta alta en sacarosa, se observo que el nivel de acido palmitico
y la generaciéon de ROS aument6 en las mitocondrias de higado
SM en comparaciéon con las mitocondrias de controles [16, 25,
26]. El 4cido palmitico afecta la funcién mitocondrial tanto en
mitocondrias aisladas como en cultivo de células [27, 28], y su
efecto esta asociado a la muerte celular por apoptosis a través
de diferentes mecanismos, incluyendo su activacién a Pal-CoA
[29]. Ademds, en el higado los acil-CoA son sustratos para los
peroxisomas y las mitocondrias y ambos son importantes fuen-
tes intracelulares de ROS [30]. La beta-oxidacién de Pal-CoA en
condiciones fisioldgicas, genera NAD/NADH y FAD/FADH2 que
transfieren electrones a los complejos I y III de la cadena respi-
ratoria mitocondrial donde pueden participar en la reduccion
monovalente de entre 0.1 al 2% del oxigeno consumido por la
mitocondria para generar anion superéxido [31]. También, varios
estudios describieron el efecto del acido palmitico en el colapso
del potencial de la membrana mitocondrial (Aym) y su efecto
inhibidor de las actividades de los complejos de la cadena respi-
ratoria aumentando la generacién de ROS [32-35]. En cuanto al
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Figura 1. Mecanismos implicados en la liberacion del cit-c de la mitocondria hacia el citosol para activar la via de la apoptosis. Los dos mecanismos

propuestos son: 1) la ruptura de la interaccion entre el cit-c y la cardiolipina en donde las especies reactivas de oxigeno (ROS) juegan un papel fun-

damental. 2) La salida del cit-c del espacio intermembranal hacia el citosol a través de un poro formado por la oligomerizacién de Bax/Bak o como

consecuencia de la apertura del poro de la transicién de la permeabilidad (PTPm), lo cual induce la ruptura de las membranas mitocondriales y

concomitantemente la salida de las proteinas mitocondriales, incluyendo al cit-c. ANT, adenina nucleétido translocasa; CypD, ciclofilina D; CLOOH,

hidroperéxido de cardiolipina; cit-c, citocromo ¢; LOOH, hidroperéxidos lipidicos; MIM, membrana interna mitocondrial; MEM, membrana externa
mitocondrial; SOD, superdxido dismutasa. VDAC, canal aniénico dependiente de voltaje.

Pal-CoA (el intermediario del acido palmitico activado) existen
pocos informes que han descrito su efecto inhibidor sobre la ade-
nina nucledtido translocasa (ANT), magnificando el deterioro
intrinseco en la sensibilidad mitocondrial al ADP para reducir la
generacion de ROS en las mitocondrias del musculo esquelético
de animales experimentales con dieta obesogénica [36, 37]. Por lo
tanto, son escasos los reportes sobre si el Pal-CoA puede desem-
penar algiin papel importante en la progresion de la enfermedad
hepatica, desde la simple esteatosis hasta la mas grave tal como la
esteatohepatitis. La alta disponibilidad de acido palmitico en el
higado graso también se asocia con un aumento de las especies de
moléculas de CL, enriquecidas con acido palmitico, sugiriendo
una alta incorporacién de acido palmitico en la CL durante su
sintesis de novo [25, 26]. De hecho, la peroxidacién de la CL es un
mecanismo propuesto para la disociacion del cit-c de la membra-
na interna de la mitocondria [38].

4. La oxidacion de la cardiolipina y la actividad
peroxidasa del cit-c

La CL es un fosfolipido de cardcter anioénico que se encuentra
casi exclusivamente en la membrana mitocondrial interna, y que
no solo estabiliza la estructura y la funcién de los componentes
individuales de la cadena de transporte de electrones mitocon-
drial, sino que regula procesos mitocondriales relevantes, como la
dindmica mitocondrial y el mantenimiento de la estructura de las
crestas, entre otros [39, 40]. Las alteraciones de la CL debidas a la

53

peroxidacion se correlacionan con la pérdida de varias actividades
mitocondriales y la progresion de la enfermedad. La CL contiene
principalmente el tetra-linoleoil-CL insaturado, que comprende
aproximadamente el 80% de las especies de cardiolipinas tanto
en el higado como en el musculo esquelético y el cardiaco [26];
dicha composicion es dptima para el funcionamiento eficaz de la
cadena de transporte de electrones mitocondrial y la generacién
de ATP. Sin embargo, el 4cido linoleico es un acido graso muy
susceptible a la peroxidacién en presencia de ROS.

El cit-c forma un complejo con la CL (CL—cit-c) y adquiere
actividad de peroxidasa en presencia de perdxido de hidrégeno
(H,0,). Esta interaccion requiere una relacion umbral del com-
plejo CL—cit-c de 5:1 [41]. Ademas, la composicién de acidos
grasos de las especies de CL puede influir en la unién y el des-
doblamiento del cit-c, y en la subsiguiente actividad del complejo
CL—cit-c. El tetra-oleoil-CL promueve la actividad peroxidasa
del cit-c s6lo en presencia de H,O,, mientras que el tetra-linoleoil-
CL promueve esta actividad en ausencia de H,0,, probablemente
debido a los hidroperodxidos lipidicos preexistentes (LOOH) [42].
La actividad peroxidasa del cit-c en las primeras etapas de la
apoptosis también depende de la naturaleza del reordenamiento
estructural cerca del grupo hemo del cit-c. Asi, los residuos de
lisina en el sitio activo regulan la interaccién con la cardiolipina
y optimizan la actividad peroxidasa del complejo CL—cit-c [43].
Existen pocos datos sobre el efecto de los acidos grasos saturados
de la CL sobre la actividad peroxidasa del complejo CL—cit-c. Se
ha descrito que la liberacién de cit-c se reduce en las mitocondrias
que contienen especies de CL enriquecida en acido palmitico en
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lugar de especies de CL enriquecida en acido linoleico, a pesar de
una mayor generacion de H O, [44]. Este trabajo sugiere que la
saturacion de acidos grasos en la CL reduce su susceptibilidad a
la oxidacién y, a su vez, la disociacién del cit-c de la membrana
interna mitocondrial.

5. Efecto del acido palmitico y Pal-CoA
sobre la funcién mitocondrial

El aumento de la concentracion del acido palmitico en el higado
de ratas con SM es un marcador de alta actividad lipogénica de-
bido a un mayor metabolismo de la glucosa hacia la biosintesis
de acidos grasos [45]. Sin embargo, este aumento en la concen-
tracion del acido palmitico tanto en el homogeneizado de higado
como en las mitocondrias de ratas con SM no esta asociado con
la funcién de las mitocondrias [23]. De hecho, no hay diferen-
cias significativas en el consumo de O, y el control respiratorio
entre las mitocondrias control y con SM en condiciones basales
u oxidando succinato o glutamato/malato. Sin embargo, cuando
el acido palmitico exdgeno y el Pal-CoA se afiaden a las mitocon-
drias a la misma concentracién (10 pM), actian de forma dife-
rente sobre el consumo de oxigeno mitocondrial [23]. A diferen-
cia del acido palmitico, el Pal-CoA inhibe el consumo de oxigeno
en el estado III oxidando el succinato tanto en las mitocondrias
controles como en las de SM, probablemente debido a su efecto
inhibidor sobre la actividad del ANT [37], mientras que el acido
palmitico estimula el consumo de oxigeno en el estado IV sélo en
las mitocondrias del modelo de SM, probablemente, debido a su
efecto desacoplante sobre la fosforilacién oxidativa. El Pal-CoA
también interfiere en el transporte de electrones agotando el cit-c
de las mitocondrias, interrumpiendo asi el flujo de electrones del
complejo IIT al complejo IV e inhibiendo la biosintesis de ATP, tal
y como se ha descrito para las mitocondrias de corazén y de cere-
bro de rata [46, 47]. El Pal-CoA también aumenta la liberacion
de cit-c de las mitocondrias de los animales control y con SM
en comparacion con el succinato. Sin embargo, la liberaciéon de
cit-c en presencia de succinato o Pal-CoA sigue siendo menor
en las mitocondrias con SM con respecto a las controles, a pesar
del aumento de la generacion de H,O, en las mitocondrias con
SM inducido por Pal-CoA o succinato [23]. Las mitocondrias
del higado de ratas con SM generan H O, a una tasa mayor que
su correspondiente control cuando oxidan succinato o piruvato/
malato [26]. Sin embargo, el Pal-CoA aumenta la generacion de
H,0, mucho més que cuando las mitocondrias son energizadas
con succinato, tanto en mitocondrias controles como del modelo
de SM [23]. La generacion exacerbada de H,O, por el Pal-CoA
se debe probablemente a la presencia de restos de peroxisomas
en las preparaciones de mitocondrias que pueden participar en
la generacion de H O, durante la beta-oxidacién parcial del Pal-
CoA por la Pal-CoA oxidasa como se ha descrito en otros traba-
jos [48, 49]. De hecho, la generacion de H,O, en mitocondrias
por Pal-CoA es sensible a la actividad de la catalasa y a la tiori-
dazina, un inhibidor de la Pal-CoA oxidasa peroxisomal. Estas
observaciones sugieren que trazas de peroxisomas presentes en
la preparacién de las mitocondrias pueden contribuir al aumen-
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to en las concentraciones de H,O, liberado por las mitocondrias
inducido por Pal-CoA y puede participar en el aumento del cit-c
liberado por las mitocondrias. Sin embargo, la liberacién de cit-c
desde las mitocondrias con SM no se previene con catalasa ni con
tioridazina, lo que indica que la liberacién de cit-c inducida por
Pal-CoA no esta asociada a la generacion de ROS externas desde
el peroxisoma [23].

6. Pal-CoA vy la transicion de la permeabilidad
de la membrana mitocondrial

La transicién de la permeabilidad mitocondrial (mMPT) y la li-
beracion de cit-c del espacio intermembranal de la mitocondria
son caracteristicas importantes que definen el proceso apoptotico.
La mMPT es el resultado de la apertura de un poro que comunica
el citoplasma directamente con la matriz mitocondrial. El poro de
transicion de permeabilidad mitocondrial (PTPm) es una estruc-
tura que esta formada por el canal anidénico dependiente de vol-
taje (VDAC), ubicado en la membrana externa mitocondrial, el
ANT en la membrana interna, la ciclofilina D (CypD), sensible a
ciclosporina A (CsA) en la matriz mitocondrial, y por la FIFoAT-
Pasa que puede coincidir con el PTPm [50]. El PTPm se induce
por un aumento intra-mitocondrial del calcio (Ca?*) asi como
las ROS. Las aperturas transitorias del poro liberan el exceso del
Ca* que se acumula en la mitocondria; sin embargo, las apertu-
ras prolongadas pueden inducir hinchamiento de la mitocondria
por una entrada masiva de agua lo que conlleva a la ruptura de la
membrana externa mitocondrial y la muerte celular.

La liberacion de cit-c inducida por Pal-CoA es sensible a la
CsA, lo que sugiere la participacién del mecanismo de la apertura
del PTPm [23]. Durante mucho tiempo, se ha descrito que los
AGL inducen la apertura del PTPm por su efecto protondforo y
desacoplante con la disminucién de la sintesis de ATP mitocon-
drial [48, 49]. Sin embargo, el Pal-CoA no ejerce dicho efecto de
desacoplamiento protonéforo en las mitocondrias, pero tiene la
caracteristica de funcionar como inhibidor del ANT, un elemento
importante de la apertura del PTPm [36, 37]. La baja capacidad
de retencion de Ca** (CRC) de las mitocondrias con SM refleja la
sensibilidad de éstas a la apertura del PTPm inducida por Ca*. En
presencia de Pal-CoA, la cantidad umbral de Ca** necesaria para
inducir la apertura mPTP se encuentra mas baja y se observa un
colapso dela CRC de las mitocondrias con ambas concentraciones
utilizadas (5 y 10 pM) [23]. Estos efectos son prevenidos por CsA
y no por ADP, indicando que la inhibicién de ANT por Pal-CoA
puede prevenir el efecto de ADP para restaurar el CRC de las mi-
tocondrias controles y de SM. La apertura del mPTP inducida por
el Pal-CoA en las mitocondrias también puede estar mediada por
la generacién exacerbada de H,O, inducida por el Pal-CoA. De
hecho, se ha observado que las ROS estan implicadas en la oxi-
dacién de los grupos tioles de las proteinas de membrana, como
la cisteinal60 (Cys160) del ANT, que esta cerca del sitio de unién
del nucledtido de adenina y cuya oxidaciéon suprime la capacidad
del ADP para inhibir la apertura del PTPm [51, 52]. Sin embargo,
la apertura del poro en ambas mitocondrias no se ve impedida
por la catalasa ni por la tioridazina, que impiden la generacién de
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H,0, estimulada por el Pal-CoA en ambos tipos de mitocondrias
[23]. Estas observaciones sugieren que la apertura del PTP cau-
sada por el Pal-CoA no implica la generacién externa de H,O, y
que el Pal-CoA puede actuar probablemente inhibiendo la activi-
dad de ANT o por su interaccidon con la membrana lipidica mito-
condrial. De hecho, ANT interacttia con la CypD, una proteina de
la matriz mitocondrial que forma parte del mPTP que es sensible
al péptido inhibidor CysA al unirse a la CypD [53]. La susceptibi-
lidad de las mitocondrias a la transicion de permeabilidad induci-
da por el Ca** esta también asociada con cambios en los niveles
de expresion de CypD, del ANT asi como de VDAC que son los
principales componentes del PTPm [54, 55]. Por lo tanto, la fal-
ta de diferencia encontrada en la expresion de CypD, ANT o de
VDAC sugiere que la diferencia en la susceptibilidad a la apertura

del PTPm inducida por Ca®* entre las mitocondrias control y SM
no esta relacionada con la expresion de las proteinas reguladoras
del poro [23]. Se ha descrito que el Pal-CoA interactiia superfi-
cialmente con la membrana al unirse al cit-c [56]. Sin embargo,
debido a la parte hidrofilica de la CoA, no puede difundirse a
través de la membrana interna. Ademas, por la parte hidrofébica
saturada, puede insertarse en la membrana lipidica induciendo
cambios en sus propiedades fisicas que influyen en la actividad de
los complejos respiratorios [57] y probablemente en la liberacion
del cit-c. Asi, el Pal-CoA al aumentar la liberacién de cit-c de las
mitocondrias del modelo de SM, puede participar en el progreso
de la esteatosis hepdtica hacia una enfermedad mas grave, como
la esteatohepatitis, por un mecanismo que implica la liberacién de
cit-c y la apertura del PTPm.

Figura 2. Oxidacién de cardiolipina (CL), liberacion de citocromo c y espectrometria de masas. El anion superéxido (O, ) generado en el complejo
mitocondrial I o III es convertido en H,O, por la superéxido dismutasa (SOD). El H,O, es reducido a radical hidroxilo (HO) por el Fe** segtin la reac-
cién de Haber Weiss. El HO inicia la peroxidacion de CL y la generacion de hidroperdxido de CL (CL-OOH). Los espectros de masa corresponden
ala CL de mitocondria C y SM. Los grupos de iones a m/z: 1426, 1448 y 1472 corresponden a especies de CL que contienen, respectivamente, (C70),
(C72) y (C74). (C70), (C72) y (C74) que representan el numero total de carbonos relacionados con cuatro 4cidos grasos de CL. El claster (C72)CL
(m/z:1448) corresponde a diferentes especies de CL que contienen cuatro acidos linoleicos (C18:2)4CL. El cluster (C70)CL (m/z:1425.5) corresponde
a (C18:2)3(C16:0)CL donde el acido linoleico esté sustituido por un acido palmitico. El grupo 1472 corresponde a la sustitucion de un acido linoleico
por un acido araquidénico (18:2)3(C20:4)CL.
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7. Pal-CoA y cardiolipina

La disminucién de la liberacion de cit-c por las mitocondrias del
modelo de SM en comparacion con las mitocondrias controles,
ambas bajo el efecto de Pal-CoA, puede estar relacionada con
la composicion lipidica de la CL. En presencia de H,O,, el cit-c
adquiere actividad de peroxidasa, oxidando asi la CL y rompi-
endo las interacciones electrostaticas e hidrofébicas, y por con-
secuencia la disociacion del cit-c de la membrana lipidica [58,
59]. La interaccion entre la CL y el cit-c parece depender de la
composicion de acidos grasos de la CL, principalmente compues-
ta por acido linoleico poliinsaturado en condiciones fisiologicas
[59]. En este estudio, el andlisis por espectrometria de masas su-
giere un enriquecimiento de la CL con acido palmitico y oleico
en las mitocondrias del higado del modelo con SM que lo hace
menos susceptible a la peroxidacién, lo que puede reflejarse en
una disminucién de la liberacién del cit-c en las mitocondrias del
modelo con SM, como se ha descrito previamente [60]. De hecho,
los hidroperdxidos de CL o sus correspondientes hidroxilos que
son productos de la oxidacién de la CL o que se identificarian
en los clusteres m/z: 1482, 1466 y 1522 y 1506 correspondien-
tes a (C74-OOH)CL, (C74-OH)CL (C76-O0OH)CL y (C76-OH)
CL respectivamente, no se detectan claramente en el espectro de
masa (Figura 2). Estas observaciones sugieren que el enriqueci-
miento de la CL con 4cido palmitico, debido a su alta disponibili-
dad en el higado con SM, la hace mas resistente a la oxidacién a
pesar de la excesiva generacion de H,0, inducida por el Pal-CoA.
Ademas, los productos de oxidacién de la CL que resultan de la
actividad de peroxidasa de cit-c, estan implicados en la oligomeri-
zacién de Bax/Bak para formar un poro en la membrana externa
de la mitocondria a través del cual el cit-c se libera de la mitocon-
dria al citosol [61, 62].

En resumen, la liberacion de cit-c inducido por Pal-CoA tanto
en mitocondrias del modelo de SM como en las controles puede
atribuirse la induccion del PTPm debido a la sensibilidad a la CsA
en las mitocondrias con SM. Ademas, los resultados sugieren la
interaccion directa de Pal-CoA con la membrana mitocondrial
y con las proteinas relacionadas con el PTPm. Sin embargo, la
disminucién de la liberacién de cit-c de las mitocondrias con SM,
puede atribuirse a cambios en la composicion de las especies mo-
leculares de cardiolipina. A pesar de la reduccion de la liberacion
de cit-c en las mitocondrias del modelo de con SM, el aumento
significativo de la liberacién de cit-c inducido por el Pal-CoA en
ambos tipos de mitocondrias sugiere que el Pal-CoA puede con-
tribuir a la muerte celular por apoptosis por medio de cambio en
la funcién mitocondrial.

8. Conclusiones

Por ultimo, nuestro trabajo nos permite proponer que el Pal-CoA
generado por la acumulacién del acido palmitico y una mayor ac-
tividad lipogénica en el higado de los animales con la dieta alta en
carbohidratos puede contribuir a la progresion de la enfermedad del
higado graso a enfermedades mas graves por un mecanismo que
implica la funcién mitocondrial y la apoptosis en el tejido hepatico.
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Resumen: Las miosinas son una familia de proteinas motoras que se encuentran ampliamente distribuidas en una gran gama de células
eucariotas. Su papel en la contracciéon muscular y en la motilidad ha sido muy estudiado. Aunque estas proteinas han sido caracteriza-
das extensivamente, y se conoce mucho sobre su funcién, poco se sabe de estas moléculas en las células hematopoyéticas. Las miosinas
expresadas por las células de la respuesta inmunoldgica participan en mantener la tension de la membrana plasmatica, en el trasporte
de vesiculas secretoras, en los procesos de endo- y exocitosis, y en promover la adherencia y la motilidad de las células. En los tltimos
afnos, se ha despertado un gran interés por entender la funcién de las miosinas de clase 1 en los leucocitos, con un especial énfasis en el
papel emergente que tienen estos motores moleculares en las funciones de activacién y regulacion de la respuesta inmunolégica.

Abreviaturas
ACActina G: Actina globular
Actina F: Actina filamentosa
CARMIL: Proteinas multidominio que regulan la actividad
de unién a la actina
Dominio TH
(Tail Homology): Dominios de homologia de la cola
Dominio PH
(homologo a
pleckstrina): Responsable de la interaccion con los
fosfoinositidos de las membranas de la célula
Dominio SH3: ~ Dominio 3 con homologia a la tirosina cinasa Src
GLUT4: Proteina transportadora de glucosa regulada
por la insulina
LFA-1y VLA-4: Moléculas de adhesion de la familia de las integrinas
LPS: Lipopolisacarido de bacterias Gram negativas
MHC: Proteinas del complejo principal
de histocompatibilidad
miRNA: RNA pequeios no codificantes que se unen a uno
o mas RNA mensajeros (nRNA) promoviendo su
degradacion o la inhibicién de su traduccion
Motivos IQ: Regiones ricas en los aminoacidos
isoleucina (I) y glutamina (Q)
Myo: Miosina
PI(4,5)P2: Fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato
PI1(3,4,5)P3: Fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato
siRNA: RNA pequerio de interferencia o de silenciamiento
WASp: Proteina del sindrome de Wiskott-Aldrich

1. Introduccion

Las miosinas constituyen una familia de proteinas motoras de los
organismos eucariotas que se caracterizan por su capacidad de
unirse a filamentos de actina. La capacidad motora estd directa-
mente ligada a su propiedad de utilizar energia quimica para
transformarla en energia mecanica. Las miosinas utilizan ATP
como sustrato cuya hidrolisis promueve cambios conformacio-

61

nales que le permiten su desplazamiento sobre los filamentos de
actina. La miosina mejor estudiada es la que se encuentra en los
musculos y es la responsable de la contraccion de estos tejidos;
esta miosina, también llamada “muscular” o “convencional” est4
constituida por homodimeros [1].

En 1973 se describid por primera vez la existencia de una mio-
sina monomérica en la amiba de vida libre Acanthamoeba caste-
llanii. Dicha proteina no forma dimeros por lo que desde entonces
se ha utilizado el término “clase I” para describir miosinas que no
forman dimeros y poder diferenciarlas de las miosinas de “clase
II” que forman homodimeros [1, 2]. A la fecha existe una gran
cantidad de miosinas “no musculares’, también denominadas “no
convencionales”, tanto de clase I como de clase II.

Las miosinas se distribuyen tanto en organismos eucariontes
unicelulares como pluricelulares. El analisis filogenético de estas
moléculas muestra que todas las miosinas de clase I provienen de
una miosina ancestral y comparte algunas caracteristicas relacio-
nadas entre ellas. Existen diversas clasificaciones para las miosi-
nas. En el 2005 se describieron 37 combinaciones de dominios de
proteinas diferentes (clases), a menudo especificas de linaje [3].
En el 2006, se reportd la presencia de 18 clases basada en el anali-
sis filogenético de sus cabezas conservadas [4]. La clasificacion
mas reciente considera el analisis de la secuencia de 2269 domi-
nios motores de miosina de 328 organismos, que sugiere la pre-
sencia de 35 clases de miosinas [5]. Esta clasificacién varia segin
la especie; por ejemplo, en los humanos se describen 12 clases de
miosinas [6].

Podemos encontrar miosinas en levaduras, amibas y verte-
brados [7]. La clasificacién de estas familias presenta discrepan-
cias en el andlisis, por lo que se requieren nuevos enfoques, como
el andlisis filogenético basado en las secuencias de aminodcidos,
para esclarecer y definir mejor a cada grupo.

2. Estructura de las miosinas
En general, las miosinas estan constituidas por uno o dos polipép-

tidos principales llamados “cadenas pesadas” que varian en longi-
tud segun la clase y subclase de miosina. Asociadas a cada cadena
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pesada, podemos encontrar un nimero variable de “cadenas li-
geras” que pueden ser calmodulina o moléculas relacionadas con
la calmodulina [1]. En la secuencia de cada tipo de cadena pesada
de miosina, podemos distinguir tres dominios:

El dominio motor, o cabeza globular, es el mas conservado en-
tre las diferentes clases de miosinas; este dominio tiene un sitio de
unioén a actina F y un sitio para el ATP. A través de su actividad
de ATPasa, el dominio motor usa energia derivada de la hidroli-
sis de ATP para generar cambios en la conformacion tridimension-
al de la proteina que permiten el movimiento a lo largo del filamento
de actina; en los casos en que la miosina esta anclada a algin otro
elemento, son los filamentos de actina los que se movilizan.

El dominio del cuello permite la asociacion de la(s) cadena(s)
ligera(s) con la cadena pesada, por lo que su secuencia primaria
incluye un niimero variable de motivos ricos en isoleucina y glu-
tamina (IQ) que son directamente responsables de dicha asocia-
cién. La unién de las cadenas ligeras permite estabilizar el mo-
vimiento del dominio motor, por lo que en el caso de la miosina
muscular convencional, se les ha denominado cadenas esenciales
y cadenas reguladoras; en el caso de otros tipos de miosinas, las
cadenas ligeras de calmodulina o proteinas homdlogas a la calmo-
dulina cumplen la misma funcién, aunque no reciben tales de-
nominaciones; en cualquier caso, la interaccién entre ambos tipos
de cadenas depende de la concentracion de Ca?* libre en el medio
intracelular [1, 2].

El dominio de la cola es el menos conservado entre las di-
ferentes clases de miosinas; por tanto, representa la region de la
proteina que le da su funcidn especifica y define las diferentes
interacciones que se pueden llevar a cabo. Los tallos tienen dife-
rentes motivos que pueden mediar la dimerizacion de las cadenas
pesadas; la interaccion con la membrana plasmatica; con elemen-
tos del citoesqueleto; u otras proteinas con diversas funciones,
etc., [1-7].

3. Miosinas de clase 1

Las miosinas de clase I constan de una sola cadena pesada con
el dominio motor ubicado en el extremo amino de la molécula;
uno o varios motivos IQ ubicados en la regioén del cuello, y una
region caracteristica de la cola denominada dominio TH1 (Tail
Homology) caracterizado por una secuencia rica en aminodci-
dos basicos. Esta clase de proteinas se puede subdividir en dos
grandes grupos: las miosinas de cola corta y las de cola larga; estas
ultimas tienen ademads del dominio TH1, un dominio TH2 (con
una secuencia rica en prolina) y la regiéon TH3 que corresponde
a un dominio SH3 (dominio con homologia a Src, lo que permite
su interacciéon con dominios ricos en prolina) (Figura 1) [8].

Tras el descubrimiento de las miosinas de clase I en Acan-
thamoeba, diversos estudios en organismos unicelulares eucario-
tas como levaduras o Dictyostelium, demostraron la participacién
de estas proteinas en la polimerizacion de actina, la motilidad
celular y el transporte vesicular [7, 8].

Hasta ahora se han identificado, tanto en humanos como en
ratones, seis genes diferentes que codifican las miosinas de cola
corta de clase I (Myola, Myolb, Myolc, Myold, Myolgy Myolh)
y dos de cola larga (Myole y Myolf) [8-10]. Su expresion es muy
variada, por ejemplo, la Myolc es ubicua, mientras que la Myolg
se expresa solo en células del sistema hematopoyético (Figura 2).
Estas proteinas exhiben una diversidad de funciones mucho ma-
yor en comparacion con las miosinas de Dictyostelium y no estan
necesariamente involucradas en los mismos procesos celulares
[10].

Las ocho miosinas de clase I poseen diferentes dominios TH1
que permitiria la interaccion directa de estas proteinas con dis-
tintos fosfoinositidos distribuidos en las diversas membranas
de la célula. Se ha demostrado que las Myola, Myolb, Myolc y
Myolg se unen al fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato en la membra-
na plasmatica de diferentes tipos celulares. La union se realiza a
través de un motivo del dominio TH1 ubicado entre las dos pri-

Figura 1. Representacion esquematica de la estructura de las miosinas de clase I en ratén. Las miosinas de clase I se clasifican en miosinas de cola

corta y miosinas de cola larga; ambos tipos de miosinas tienen un dominio motor en la regién amino terminal, enseguida se encuentra una regién de

cuello con uno o mas dominios IQ (regiones ricas en los aminodcidos isoleucina y glutamina) y por ultimo, un dominio TH1 (por sus siglas en inglés

Tail Homology) en la region de la cola. Este altimo permite la interaccion de la miosina con los fosfoinositidos de las membranas de la célula a través

del dominio PH (homdlogo a pleckstrina). Las Myole y 1f tienen dos dominios adicionales: TH2 (una region rica en prolina) y TH3 (una region de

interaccion rica en prolina), lo que permite interacciones proteina-proteina. La estructura lineal de las proteinas se realizé con base en la informacion
obtenida de Uniprot (https://www.uniprot.org/).
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Figura 2. Expresion de miosinas de clase I en leucocitos de ratén. La expresion de las miosinas de clase I en leucocitos se obtuvo con datos de

http://www.immgen.org. La escala de color, hace referencia a los Valores Normalizados de Expresion (VNE) de los mRNA, reportados en la base de datos

de Immgen. El mapa de calor se generd utilizando GraphPad Prism versién 8.0.0 para Windows 10, GraphPad Software, San Diego, California, EE. UU.
(https:/www.graphpad.com).

meras tiras B plegadas que conforman dicha regién. El dominio
cano6nico homologo a pleckstrina (PH) de unién a fosfoinositidos
(incluido en la regién TH1) tienen la secuencia general KXn(K/R)
XR, ubicada entre las hojas f1 y p2 del dominio; las cadenas la-
terales basicas de los residuos de arginina y lisina en esta region
interactan con los grupos fosfato de los lipidos permitiendo su
asociacion [10].

Mediante un alineamiento de las secuencias primarias de las
ocho miosinas de clase I es posible observar la presencia del moti-
vo KXn(K/R)XR mostrando variaciones en algunos residuos. En
todos los casos, podemos encontrar algunos residuos conservados
segin la secuencia canénica, pero también hay otros residuos
basicos en el bucle que une las hojas plegadas 1 y B2, que pueden
estar trabajando para mantener las interacciones con los fosfoi-
nositidos. Es importante notar que diferencias especificas en las
secuencias, con los aminoacidos basicos en diferentes posiciones,
pueden afectar la afinidad de estas proteinas por diferentes fos-
folipidos de membrana. Estas variaciones en secuencia podrian
tener implicaciones en la funcién y la ubicacion de cada una de
estas miosinas, segin la composicion y en los cambios induci-
dos por la senalizacion en la membrana plasmatica de diferentes
tipos de células; ejemplo de esto es la generacion y polarizacion
de fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato en neutrofilos migratorios en
respuesta a un estimulo inflamatorio [10].
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3. Filogenia de las miosinas de clase 1

Las miosinas de clase I se conservan entre los diferentes organis-
mos estudiados (Homo sapiens, Mus musculus, Rattus novergicus,
Drosophila melanogaster, Saccharomyces cerevisiae, Dictyostelium
discoideum y Acanthamoeba castellani) (Figura 3) [6, 7]. El domin-
io de la cabeza es el mas conservado entre las diferentes miosi-
nas de clase I. Otros dominios como el TH1, TH2 y SH3 difieren
entre si, pero conservan sus funciones en la célula, tales como:
interaccién con fosfolipidos en la membrana plasmatica u otras
membranas celulares en el caso de los dominios TH1. Para el caso
de los dominios TH2 y SH3, también se conserva la interaccion
con proteinas ricas en prolinas (PPXXPP). La asociacién con otras
proteinas del citoesqueleto (p. e., la proteina del sindrome Neu-
ral de Wiskott-Aldrich) se debe a estos dominios divergentes [3].
Esta habilidad compartida sugiere la presencia de un miembro
ancestral comun en estos motores celulares. Bajo este razonamien-
to, la mejor forma de explorar la homologia en la secuencia de
aminodcidos y la identificacién de posibles regiones de divergen-
cia en estas proteinas motoras es mediante analisis filogenéticos.
El analisis filogenético define las miosinas de clase I (a, b, ¢, d, e,
f, g y h) en ratones y humanos. Myolp en la levadura Schizosac-
charomyces pombe; Myo3p y Myo5p en Saccharomyces cerevisiae;
MyoA, MyoE, MyoE, MyoB, MyoC, MyoD y MyoH en Dictyoste-
lium discoideum son pardlogos de miosinas de cola corta y larga
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Figura 3. Mapa filogenético de las miosinas de clase I. La informacion de las secuencias de proteinas se obtuvo a través de PubMed. El arbol filogenéti-

co se construyd utilizando el programa Megall (https://www.megasoftware.net/). Este analisis incluyd 22 miosinas de clase I y 6 isoformas (Uncon-

ventional myosin-Ic isoform ¢ Mus Musculus, Unconventional myosin-Ih isoform 1 Mus Musculus, Myosin 61F isoform A Drosophila melanogaster,

Myosin 31DF isoform C Drosophila melanogaster, Unconventional myosin-Id isoform 1 Homo sapiens, Unconventional Myosin-1f isoform 1 Homo

sapiens). Se analizaron secuencias de miosinas de clase I provenientes de las especies: Mus musculus, Rattus norvegicus, Homo sapiens, Drosophila mela-

nogaster, Dictyostelium discoideum, Acanthamoeba castellani, Schizosaccharomyces pombe (SCHPO) y Saccharomyces cerevisiae. El c6digo indicado al
inicio de cada nombre, indica los nimeros de accesos de las secuencias en genBank.

y comparten el mismo ancestro comun [7]. Estos datos implican
que las miosinas de clase I aparecieron temprano en la evolucion
(Figura 3) [7].

En ratones y humanos existen algunas diferencias entre las mio-
sinas de clase I como los niveles de expresion y la expresion tisu-
lar diferencial [10], ademas de la localizacién cromosémica; por
ejemplo, la miosina le en humanos se encuentra en el cromosoma
15 y la miosina le en ratones se localiza en el cromosoma 9. Sin
embargo, estas miosinas son muy similares en estructura (98%) y
la distancia entre ellas es muy corta en el arbol filogenético [11].

4, Miosina 1C

La Myolc presenta una distribucion amplia en diversas células y
tejidos. Se localiza principalmente en zonas aledaias a la mem-
brana plasmatica, formando parte de estructuras como las copas
fagociticas de los macroéfagos [12], o los autofagolisosomas en las
células HeLa [13], y en la fusién de membranas en los fibroblastos
3T3 [14]. La Myolc se encuentra asociada a vesiculas que con-
tienen GLUT4 tras la estimulacién con insulina [15]. El aumento
en la expresion de esta miosina correlaciona con una mayor pre-
sencia de la proteina transportadora de glucosa regulada por la
insulina (GLUT4) en la superficie celular. La inhibicion de PI3K
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en estas células conduce a la alteracion de la exocitosis de vesicu-
las que contienen GLUT4 debido a que esta cinasa es requerida
para el proceso de fusiéon de membranas [15]. La Myolc se asocia
con la proteina de andamiaje 14-3-3, con el compaiiero insensible
ala rapamicina del blanco en mamiferos de la rapamicina y con la
proteina asociada a Ras, RalA [16]. La sobreexpresion de Myolc
en células HeLa promueve la presencia de balsas lipidicas en la
membrana plasmatica [17]. La Myolc ayuda a la movilizacién del
receptor del factor de crecimiento endotelial vascular y al trans-
porte de actina G al polo principal en las células endoteliales [18];
y al transito e intercambio de proteinas de carga en las células
MDCK [19].

Existen 3 isoformas de Myolc con diferencias en las regiones
N-terminales [20]. Una isoforma de Myolc, con secuencia de lo-
calizacion nuclear, se puede detectar en el nicleo de las células,
donde se ha mostrado que interactua con las RNA polimerasas
Iy II [21]. Se sugiere que la Myolc forma parte del complejo de
remodelacién de la cromatina B-WICH [22]. Estos datos sugieren
la participacion de esta proteina en el proceso de transcripcion,
pero el mecanismo atin no se conoce con certeza. Una posibilidad
es que la Myolc, junto con los microfilamentos, podria ser parte
de un andamio para la formaciéon de complejos de pre-iniciacién
0 quizas, la miosina sirva como motor auxiliar para la sintesis de
mRNA [22].
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En las células del sistema inmunitario, la Myolc también se ha
detectado muy cerca de la membrana plasmatica. En las células B,
la Myolc selocaliza en estructuras y zonas con un enriquecimien-
to de F-actina, como las extensiones similares a las dendritas de
estos linfocitos. Esta miosina se encuentra en las balsas lipidicas
de estas células donde muestran una fuerte colocalizacion con las
moléculas del MHC-II. Una linea celular de linfocitos B (A.20),
transfectada con una forma dominante negativa de Myolc o con
un siRNA especifico, produce alteraciones en su proliferacién y su
capacidad para presentar antigenos [9, 23].

La Myolc es un marcador potencial de enfermedades autoin-
munes, por ejemplo, un péptido de la Myolc se encuentra en altas
concentraciones en el suero de pacientes con esclerosis y artritis
reumatoide, pero estd ausente en pacientes con lupus eritematoso
sistémico [24]. En general, la Myolc tiene diversas funciones en
la fisiologfa celular, siendo el miembro mas versatil de esta familia
debido a las numerosas interacciones descritas hasta ahora. Aun-
que la Myolc carece de dominios de interaccién directa con al-
gunas proteinas, la cadena ligera asociada podria promover dicha
interaccion; incrementando las posibilidades de accion para esta
molécula.

5. Miosina 1D

La Myold presenta una alta expresion durante el desarrollo del
sistema nervioso central, especificamente en oligodendrocitos
en fases tardias [25]. La disminucién de la Myold conduce a la
degeneracion de las proyecciones de membrana, a la retraccion
celular, a la apoptosis y al deterioro del transporte intracelular
de la proteina proteolipida de mielina [25]. La Myold es esencial
para mantener la polaridad en las células epiteliales de la traquea
de ratas [26].

En un contexto mas inmunologico, la expresion de Myold se
incrementa en la respuesta a la serotonina de macréfagos alveo-
lares murinos [8-10]. La expresion alterada de Myold en células
dendriticas de la médula dsea (provocada por miR-155 y miR-
674) conduce a la pérdida de la capacidad de incrementar la ex-
presiéon de CD86 y MHC-II en la membrana plasmética. Estos
microRNAs, especialmente el miR-155, se regulan positivamente
en respuesta al tratamiento con neuraminidasa (proteina estruc-
tural del virus de la influenza aviar HON2) [27].

La Myold tiene dos motivos IQ con los que interacciona con la
calmodulina; y se ha demostrado que la presencia de Ca** inhibe
la actividad ATPasa de su dominio motor. Experimentos in vitro
muestran que la fusion de los endosomas tempranos puede inhi-
birse mediante el uso de anticuerpos dirigidos contra la regién de
la cola de esta miosina; estos datos apuntan a la participacion de
esta proteina en el transito vesicular [8-10]. Existen muy pocos
reportes que analicen las funciones de la Myold en los leucocitos,
por lo que este es un area de oportunidad para quien quiera dedi-
carse a su estudio.
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6. Miosina 1E

La Myole se identificé inicialmente en dreas ricas en actina
cercanas a la membrana celular [28]. Ademas, la Myole es un
componente importante del invadosoma de las células BHK-21
transformadas por el virus sincitial respiratorio. El invadosoma
es una estructura de adhesion rica en actina, importante para
la degradacion y la invasion de la matriz extracelular [8-10]. La
Myole se encuentra en los podocitos de los glomérulos de los
rinones [29]. Estas células forman una red estrecha que consta
de procesos interdigitales ricos en actina filamentosa (pedicelos)
que controlan la fuga de proteinas [29]. La Myole tiene un papel
crucial en varias funciones de los podocitos, como la endocitosis,
la adhesion y la migracién celular [29]. Los ratones deficientes en
Myole, muestran un alto nivel de dafio renal que se correlaciona
con proteinuria e inflamacidn renal; ademas, los pedicelos de los
podocitos se ven claramente alterados [30].

Los estudios en macrdfagos encontraron que esta miosina ro-
dea a los fagosomas recién formados. La expresion de la Myole
se regula positivamente durante el tratamiento de células den-
driticas humanas con nanoesferas de poliestireno recubiertas con
toxoide tetanico (probablemente unidas a los fagosomas). Estas
microestructuras internas estan enriquecidas en componentes
de la membrana plasmaética (como los fosfolipidos) y por el ci-
toesqueleto de actina. Asi, se sugiere que la Myole podria ayu-
dar en los reordenamientos del citoesqueleto de actina. La Myole
se acopla a los homologos de la proteina del sindrome de Wis-
kott-Aldrich (WASp) en Dictyostelium lo que sugiere un posible
vinculo de Myole con WASp y CARMIL; estas proteinas podrian
interactuar con el complejo nucleador de actina en vertebrados
[8-10].

La cola de la Myole se une a vesiculas unilamelares grandes
que contienen fosfolipidos aniénicos como PI(4,5)P2 o fosfati-
dilserina [31]. Este dato es relevante debido a que los fosfolipi-
dos PI(4,5)P2 se concentran inicialmente en la copa fagocitica,
seguida de su pérdida cuando el fagosoma se sella. La pérdida de
PI(4,5)P2 correlaciona con la formacién localizada de diacilglice-
rol en estas microestructuras y con niveles altos de fosfatidilserina
durante la fusién completa de endosomas y lisosomas [31]. Estos
resultados sugieren que la Myole es esencial en el proceso fago-
citico.

En contraste con las miosinas de cola corta, las miosinas de
clase I de cola larga, como la Myole, tienen dominios de inter-
accion adicionales (TH2 y SH3). La Myole coopera a través de
su dominio TH3 con la sinaptojanina-1 y la dinamina, ambas
moléculas involucradas en la endocitosis [8-10]; y en procesos de
transito vesicular, por la asociacién con la proteina 1 especifica
de linfocitos, molécula implicada en la fagocitosis mediada por
el receptor Fc gamma en macroéfagos [8-10], o la asociacion de
Myole con MHC-II durante la movilizacién en células dendriti-
cas humanas [32]. La Myole es un miembro del grupo de genes
candidatos que son un blanco de la tirosina cinasa de Bruton, esta
cinasa es una pieza fundamental en la transduccién mediada por
el receptor de antigeno de los linfocitos B ya que es necesaria para
varias funciones en estas células, como su maduracién y su dife-
renciacion hacia células efectoras [33]. La Myole interacciona
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con la cinasa de adhesion focal, especificamente con el dominio
rico en prolina en la region 1 [34].

El trabajo dentro de nuestro laboratorio ha permitido generar
datos que han demostrado el papel crucial de la miosina le en la
migracion celular de los linfocitos B. Este fendmeno se ha obser-
vado en el ganglio linfatico utilizando como quimioatrayente a la
quimiocina CXCL12 y registrado los movimientos de las células
B por microscopia intravital. En estos experimentos, la ausencia
de Myole en las células B genera una deficiencia en la adhesion
celular y una reduccién en el rodamiento lento de los linfocitos
en la vénula de endotelio alto, en comparaciéon con los ratones
silvestres. Este defecto se explica por la deficiencia en la expresion
de las moléculas de adhesion de la familia de las integrinas LFA-
1y VLA-4. También se observaron alteraciones en las prolonga-
ciones de la membrana de las células B en los ratones deficientes
de Myole, lo que trae como consecuencia las deficiencias en la
migracion in vivo de los linfocitos B [35].

Asimismo, con una metodologia semejante, contribuimos a
mostrar que los neutréfilos que carecen de Myole tienen una po-
limerizacion defectuosa del citoesqueleto de actina, defectos en la
activacion de las integrinas y un comportamiento de rodamiento
aberrante denominado “rodamiento intermitente’, lo que sugiere
que la miosina es importante para fortalecer las interacciones ad-
hesivas de los neutréfilos con el endotelio vascular [36].

7. Miosina 1F

La Myolf tiene una longitud de 1098 aminoacidos en humanos
y 1099 aminoacidos en ratones (https://www.uniprot.org/). Su
expresion se ha confirmado en neutréfilos, macréfagos, células
cebadas (mastocitos) y linfocitos T. Como se mencion6 anterior-
mente, Myolf tiene dos dominios adicionales, un TH2 y un SH3
que permiten la interaccidon con varias proteinas. Se ha observado
que la Myolf interactia con 3BP2, activando Cdc42, lo que sugie-
re una via que involucra a Vavl, una proteina intercambiadora de
guanina, que potencialmente activa a Rac y RhoA, dos proteinas
de unién a GTP relacionadas con Ras que controlan el ensamblaje
y desensamblaje del citoesqueleto de actina, regulando asi la ma-
quinaria del citoesqueleto para favorecer los cambios morfolégi-
cos y la generacién de protrusiones de membrana [8-10].

De manera similar a la Myole, la Myolf se ubica en areas en-
riquecidas en F-actina en diferentes tipos de células; de especial
interés son las células del sistema inmunitario, en las que esta
proteina muestra altos niveles de expresion [37]. En los macroéfa-
gos, Myolf es un componente de los conductos de unién (también
llamados TNT) de los macréfagos derivados de monocitos; estas
conexiones son manipuladas por el virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH-1) para transferir viriones a otras células [38]. Es-
tas protuberancias de la membrana son soportes que conducen a
larga distancia el transporte intercelular de organelos, receptores
y moléculas de RNA. Estas microestructuras estan constituidas
principalmente por filamentos de actina y microtubulos; sin em-
bargo, varias proteinas como las GTPasas estan involucradas en
la produccién y mantenimiento de las TNTs. La longitud de las
TNTs es variable entre diferentes tipos de células, por ejemplo, en
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macrofagos la extension de estas microestructuras es de alrededor
de 100 pm. Los microorganismos, como virus, priones y bacte-
rias, podrian usar estos conductos para “burlar” las respuestas in-
munitarias y permitir que la infeccién se propague; por ejemplo,
el VIH-1 utiliza monocitos, macroéfagos y células dendriticas para
trasladarse de una célula a otra [38].

En los neutréfilos, la Myolf parece controlar la exocitosis de
vesiculas que contienen integrinas 32. Los neutréfilos deficien-
tes en Myolf muestran un mayor nivel de exocitosis que se co-
rrelaciona con un aumento en la expresion de estas moléculas
de adhesion superficiales de alta afinidad. Este fendmeno tiene
implicaciones in vivo, donde la mayor adhesién de los neutréfilos
impide su correcta migracién y promueve infecciones en ratones
con patégenos como Listeria monocytogenes [37]. Estos datos
sugieren que la Myolf podria estar regulando la tensién cortical
generada por los filamentos de actina, asociados a la membrana
plasmatica de estas células y, por lo tanto, si esta miosina esta au-
sente, se produce una disminucién de la integridad de esta red de
microfilamentos que podria provocar una pérdida en el control
de la exocitosis de las integrinas.

Otros ejemplos del probable papel de la Myo1f en la regulacién
de las funciones de las células del sistema inmunolégico es la ob-
servacion de que la expresion de la Myolf se incrementa después
de la estimulacion de CD28 en los linfocitos T, probablemente
impactando en algunas funciones efectoras de estas células [39].
También se ha descrito que macroéfagos derivados de pacientes
con deficiencia de CD40L (CD154) presentan alteraciones en la
expresion de Myolf; esta deficiencia se atenta después del trata-
miento con interferén gamma recombinante humano [40].

Recientemente, las Myolfy le se han relacionado en la propa-
gacion, la liberacion de quimiocinas y la presentacion de antigenos
en macroéfagos. La fosforilacion de las Myole y 1f ha sido reporta-
da en macrofagos tratados con lipopolisacarido (LPS), esta fosfori-
lacién parece regular la activacion de estas proteinas motoras [10].

Es interesante mencionar la existencia de algunos casos en
donde el gene humano de la Myolf se fusiona con el gene MLL
(leucemia mielo-monocitica) en la leucemia monocitica aguda.
Hasta el momento no se sabe con certeza como la fusién Myolf
-MLL participa en la generacion de leucemia, ni cémo puede es-
tar involucrada la pérdida o ganancia de funciones de la Myolf
[10]. Otro caso de fusion de la Myolf se da con el protooncogén
Vavl en linfomas de células T periféricas [41]. Estas fusiones po-
drian suponer una posible funcién de esta proteina motora en la
progresion del cancer.

Nuestro laboratorio ha publicado que durante la inflamacién,
los macréfagos mejoran sus propiedades de adhesion intercelu-
lar para adquirir un fenotipo proinflamatorio M1. Encontramos
que la adhesion intercelular esta mediada por la integrina-aVp3
y requiere de la participaciéon de la Myolf. La adhesion intercelu-
lar mediada por aVP3 estimula el fenotipo M1 en los macrofa-
gos a través de la hiperactivacion de STAT1 y STAT?3 via la sefa-
lizacién de ILK/Akt/mTOR. La inhibicién de la integrina-aV3,
Akt/mTOR o la falta de Myo1f atenuaron la diferenciacion de los
macréfagos hacia un fenotipo proinflamatorio. En un modelo de
colitis, la deficiencia de Myo1lf redujo fuertemente la secrecion de
citocinas proinflamatorias, disminuyendo el dafio epitelial, mejo-
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rando la actividad de la enfermedad y mejorando la reparacién
de tejidos [42].

8. Miosina 1G

La primera descripcion de la Myolg fue la identificacién de esta
proteina como miembro del antigeno de histocompatibilidad
menor humano HA-2. Este complejo es crucial para establecer
un trasplante de médula dsea exitoso. El gene de la Myolg esta
ubicado en el brazo corto del cromosoma 7. Hasta el momento,
el gene de la Myolg presenta dos variantes genéticas, denomi-
nadas Myolg (V) y Myolg (M) con la respectiva secuencia:
YIGEVLVSV o YIGEVLVSM. Ambas variantes pueden asociarse
al MHC HLA-A*0201, aunque este cambio en la secuencia tiene
un efecto pequeno sobre la unién del péptido al MHC y el recon-
ocimiento por parte de las células T [43]. Cabe mencionar la sus-
ceptibilidad de este gene para modificar su metilacion en respues-
ta al humo del cigarrillo [10].

La Myolg tiene una longitud de 1018 aminodcidos en hu-
manos y 1024 aminoacidos en ratones y pertenece al grupo de
miosinas de cola corta. Tiene un dominio tipo PH en la region
de la cola, lo que le permite unirse a los lipidos de la membrana
plasmatica y a microdominios ricos en fosfolipidos y colesterol,
conocidos como balsas lipidicas [8-10]. La expresiéon de Myolg
se ha observado principalmente en linfocitos tanto T como B y en
células cebadas (mastocitos) [8-10].

La Myolg ha sido propuesta como un puente que permite la
adecuada interaccion entre la membrana y el citoesqueleto en pro-
cesos como la secrecion de citocinas, la migracion celular, la mo-
vilizacién, el reciclaje de moléculas de membrana y la regulacion
de modificaciones en el citoesqueleto que favorecen la adhesion
celular [8-10].

Varios estudios sitian a Myolg como una miosina exclusiva
de células hematopoyéticas, donde sus niveles de expresion varian
entre los diferentes linajes, siendo especialmente abundante en las
células B y en las células T activadas [44]. El perfil proteémico de
espectrometria de masas de las proteinas de los linfocitos indica
que la Myolg es en realidad la miosina de clase I mds abundan-
temente expresada por los linfocitos T. Los ensayos de inmuno-
fluorescencia localizan a la Myolg en la membrana plasmatica,
particularmente enriquecida en las microvellosidades de la super-
ficie celular de los linfocitos T y B [45]. Ademas, la Myolg esta
presente en las balsas lipidicas de los linfocitos B y de neutréfilos
[8-10]. Se ha sugerido que la Myolg podria estar involucrada en
la regulacion activa de los niveles de linfocitos B en humanos; tal
suposicion surge de la hipdtesis de la presencia de un locus en el
cromosoma 7, que se asocia con los niveles de células B. En este
locus, Myolg esta presente y es regulada por el polimorfismo de
un solo nucledtido (SNP) rs10277809. La presencia de este SNP
afecta los niveles de expresion de Myolg, proponiendo un nuevo
papel para este motor molecular.

Aunque actualmente existen muy pocos informes sobre el pa-
pel de la Myolg, se sabe que esta proteina motora esta involucra-
da en el mantenimiento y la regulacién de la tensién de la mem-
brana plasmatica en las células donde se expresa, especialmente
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en los linfocitos T y B. Mediante el uso de RNA de interferencia
especifico para la Myolg o con ratones deficientes de Myolg, se
ha demostrado que la elasticidad de la membrana de las células
T y B se ve disminuida debido a la deficiencia de esta proteina
motora [46].

La Myolg se une al fosfatidilinositol 3,4 bisfosfato y al fosfati-
dilinositol 3,4,5 trifosfato en la membrana plasmatica [8-10]. Esta
ampliamente reportada la alta concentracion de estos fosfolipidos
en varios tipos de endosomas, de esta manera se ha descrito la
presencia de Myolg en estos compartimentos de membrana. Por
ejemplo, la Myolg esta presente en los endosomas de los linfoci-
tos B primarios (linfocitos obtenidos directamente de ratones) y
en la linea celular de linfocitos B humanos “Raji’; en los exoso-
mas secretados por linfocitos T primarios previamente estimu-
lados con lectina fitohemaglutinina (PHA) + IL-2; en exosomas
derivados del timo humano; en linfocitos B humanos infectados
con el virus de Epstein Barr (EBV); y en microvesiculas de neutro-
filos humanos [8-10]. También la Myolg se observa en exosomas de
linfocitos B tratados con LPS en posible asociacion con moléculas
del complejo principal de histocompatibilidad de clase II (MHC-
1) [47].

La Myolg también se encuentra en viriones del VIH liberados
por lalinea celular THP-1, en células THP-1 estimuladas con LPS,
en exosomas de la linea celular de macroéfagos de ratén “J774”
infectada con Leishmania mexicana, o en exosomas de cancer
pulmonar y colon-rectal [8-10]. La incidencia de Myolg en es-
tos compartimentos de membrana sugiere un papel estructural
importante en una variedad de tipos celulares; sin embargo, se
desconoce la funcion exacta de esta proteina en las vesiculas antes
descritas.

Datos de nuestro grupo han descrito la participacion de la
Myolg en el reciclaje de balsas lipidicas y de la molécula de ad-
hesién CD44 en los linfocitos B del ratén. La ausencia de este mo-
tor celular retrasa la salida de CD44, “secuestrando” al CD44 y a
las balsas lipidicas dentro del linfocito B, en una posible asocia-
cién con la GTPasa RhoA [47, 48]. La ausencia de la Myolg con-
duce a una reduccién de las protuberancias de la membrana en
los linfocitos B, causando posibles problemas en la comunicacion
y en la migracién celular [45-48]. Recientemente, la Myolg se ha
relacionado con la via de la apoptosis, ya que se demostro la dis-
minucién en la expresion de la Myolg en la linea celular HL-60 en
respuesta al trioxido de arsénico. En las plaquetas de raton, se cree
que las Myolg, 1cy 1f participan en la exocitosis [8-10].

Las células NK expresan mRNA de Myolg y Myolf desde las
primeras etapas del su desarrollo (https://gexc.riken.jp). Las célu-
las NK de sangre periférica humana también muestran niveles al-
tos de mensajero para Myolg y Myolf (https://www.proteinatlas.
org). Curiosamente, los linfocitos ILC1 y NK residentes en el tu-
mor también expresan Myolg y Myolf. Estos resultados sugieren
que tanto las células NK de ratén como las humanas expresan am-
bas miosinas y que la expresion se mantiene en el contexto de su
efecto antitumoral. Por tanto, seria fundamental analizar el papel
de estas miosinas en la diferenciacion, desarrollo y funciones de
las células NK [49].

En general, es facil deducir que la Myolg es importante en di-
versas funciones de las células hematopoyéticas como el transito
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vesicular, debido a su expresion en algunos compartimentos de
membrana, en asociacion con determinados fosfolipidos, lo que
podria explicar algunas de sus funciones. Sin embargo, la varie-
dad de funciones realizadas por las células hematopoyéticas re-
quiere un analisis especifico para cada contexto celular. Por esta
razdn, es necesario seguir explorando las funciones en las que la
Myolg esta involucrada para aclarar algunas funciones especifi-
cas y aumentar nuestro conocimiento acerca de la contribucion
de esta proteina motora en las funciones efectoras y en la regu-
lacién del sistema inmunolégico.

9. Conclusiones

Las miosinas de clase I reportadas en los leucocitos regulan pro-
cesos que requieren la interaccion entre la membrana plasmati-
ca y el citoesqueleto de actina, como la secrecion de citocinas, la
migracion celular y la movilizacién de moléculas de la membra-
na plasmatica. En los ultimos aios, el concepto convencional de
miosinas ha avanzado mucho. Las miosinas se han convertido de
un simple conector o transductor en las células musculares para
ser un actor importante en la dindmica actina-citoesqueleto. El
estudio reciente de las miosinas de clase I con enfoques biofisi-
cos, bioquimicos, estructurales y funcionales han revelado las ca-
pacidades, ventajas, restricciones y desventajas de estas proteinas
motoras. Entre las funciones de los ocho miembros de las familias
de clase I, solo la Myolc ha sido ampliamente explorada, por lo
que se necesitan mas estudios para aumentar el campo de cono-
cimiento. Estos motores moleculares muestran diversos patrones
de expresion entre diversas poblaciones celulares, lo que sugiere
funciones especificas; sin embargo, en algunos casos, la falta de
uno de estos miembros pudiera ser parcialmente reemplazado por
otro miembro de la misma familia. Por esta razén, es importante
abordar estos estudios con un uso mas amplio de herramientas
para lograr un mejor entendimiento de aquellas funciones espe-
cificas e identificar aquellas otras donde pudieran detectarse fun-
ciones de compensacion entre ellas.
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Resumen: En el presente capitulo vamos a detallar como los distintos subtipos de receptores del sistema inmune innato participan en
el desarrollo de algunas enfermedades cardiovasculares. Centraremos el contenido en la descripcion de los receptores tipo Toll (TLRs)
y receptores con dominio de oligomerizacién por unién de nucleétidos (NLRs). Dentro de los receptores NLR se dedicara especial
atencion a los receptores NLRP3 y NOD1, ya que son los mayormente estudiados en las enfermedades cardiovasculares. Las patologias
que abordaremos abarcan desde las vasculares como la aterosclerosis como las propiamente cardiacas como son la insuficiencia cardia-
ca o el infarto de miocardio. El objeto fundamental del capitulo es dar una visién general de la importancia del estudio del papel de estos

receptores en la patologia cardiovascular.

Abreviaturas

AIM2  Receptor ausente en el melanoma 2
Akt Proteina quinasa B

AP-1 Proteina activadora 1

ARL Receptores para AIM2ASC: Proteina tipo speck asociada a
apoptosis con dominio CARD

CARD  Dominio de activacién y reclutamiento de caspasas

CDR Receptor de DNA citosolico

CLR Receptor de lectina tipo C

CIITA  Transactivador de MHC clase II

CVD Enfermedad cardiovascular

DAMPs Patrones moleculares asociados al dafio
EBD Dominio efector de unién

ER Reticulo endopldsmico

HMGBI Proteina de alta movilidad del grupo 1

IKKe  IxB quinasa épsilon

IL Interleucina

IRAK  Quinasa asociada al receptor de interleucina 1
I/R Isquemia/reperfusion

IRF Factor regulador del interfer6n

LDR Dominio de reconocimiento de ligando

LRR Repeticion rica en leucinas

Lv Ventriculo izquierdo

MAPK  Proteina quinasa activada por mitégenos
MHC  Complejo mayor de histocompatibilidad
MyD88 Proteina de respuesta primaria a la diferenciacion mieloide 88

NACHT Dominio central del receptor del dominio de oligomerizaciéon
de nucleétidos

NAD(P)

H oxidasa Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato oxidasa

NAIP  Proteina inhibidora de la apoptosis neuronal

NCX:  Intercambiador sodio-calcio

NE-kB  Factor nuclear k de las cadenas ligeras de las células B activadas

NLR Receptor tipo NOD

NLRP  Receptor con dominio de oligomerizacién y union de nucleoti-
dos, con repeticiones ricas en leucina y dominios pirina.

NOD  Dominio de oligomerizacién y de unién a nucle6tidos

oxLDL  Lipoproteina de baja densidad oxidada
PAMPs  Patrones moleculares asociados a patégenos
PI3K Fosfoinositol 3-quinasa

PRR Receptor de reconocimiento de patrones
PYCARD Que contiene los dominios PYD y CARD

PYD Dominio pirina
ROS Especies reactivas de oxigeno
RIG Familia de proteinas citoplasmaticas del gen inducible
por 4cido retinoico
RLR Receptores similares al gen I inducibles por dcido retinoico
RyR2s  Receptor de rianodina tipo 2
SERCA Bomba ATPasa de Ca** del reticulo sarcoplasmico

SR Reticulo sarcoplasmico

TBK1 Quinasa de unién a TANK 1

TIR Dominio citopldasmico de los TLRs
TLR Receptor tipo Toll

TNF-a  Factor de necrosis tumoral alfa
TRAF6 Factor 6 asociado al receptor de TNF
TRIF Proteina adaptadora que une al dominio TIR que induce

el IFN-B

1. Introduccion

La teoria propuesta por Polly Matzinger en 1994 supuso un cam-
bio en la comprensién del sistema inmunoldgico. Esta teoria pos-
tula que el sistema inmunoldgico innato no es capaz de discrimi-
nar entre lo propio y lo ajeno, sino que responde a “senales de
peligro” que pueden ser de naturaleza tanto exdgena como endod-
gena [1]. Las sefiales de peligro exdgenas, frecuentemente conoci-
das como patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs),
son motivos altamente conservados en patc')genos microbianos;
mientras que las sefiales de peligro enddgenas o patrones mole-
culares asociados al dafo (DAMPs) son moléculas derivadas del
estrés y dano celular. Tanto los PAMPs como los DAMPs pueden
activar la respuesta inmune innata a través de receptores de reco-
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nocimiento de patrones (PRRs) en las células inmunocompe-
tentes, activando cascadas de sefializacion capaces de desencade-
nar respuestas inmunoldgicas frente al dafio celular [2].

Los PRRs pueden clasificarse en dos grupos principales segun
su localizacion subcelular: 1) las familias de proteinas trans-
membrana, que incluyen la subfamilia de receptores de tipo Toll
(TLRs) y la de los receptores de lectina tipo C (CLRs); y 2) las fa-
milias de proteinas citoplasmaticas, que engloban la subfamilia de
receptores de tipo RIG-I (receptores similares al gen I inducibles
por 4cido retinoico o RLRs), la de receptores de AIM2 (ausente en
melanoma 2 o ARLSs), los receptores de DNA citosélico (CDRs) y
los receptores de tipo NOD (NLRs) [3].

La respuesta inmune innata esta dirigida principalmente por
neutrofilos, macrofagos y células dendriticas. Sin embargo, exis-
ten otros tipos como células endoteliales, cardiomiocitos y fibro-
blastos, que expresan estos receptores y contribuyen activamente
a la respuesta inmunitaria a través de los PRR [4].

Cada vez existe una mayor evidencia que apoya la idea de que
la inmunidad innata se encuentra estrechamente relacionada con
el desarrollo de enfermedades cardiovasculares (CVDs), en par-
ticular con las relacionadas con la isquemia y/o el estrés mecanico
(Figura central) [4]. En este sentido, existen numerosos estudios
que muestran un papel clave de algunos TLRs y NLRs, presentes
tanto en células inmunes residentes en tejido cardiaco como en

TLRs y NLRs, agentes clave en las enfermedades cardiovasculares

PAMPs
DAMPs
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DAMPs
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Figura central. Receptores de inmunidad innata en las enfermedades cardiovasculares. Los receptores tipo Toll (TLR) y los receptores tipo NOD (NLR)
desempenan un papel clave en la aparicion de enfermedades cardiovasculares. La figura muestra la posible accion perjudicial de la activacién exa-
cerbada de los TLRs y los NLRs en las enfermedades cardiovasculares, centrandose en la aterosclerosis, el infarto agudo al miocardio y la insuficiencia
cardiaca como patologias mds prevalentes en el mundo. DAMP: patrones moleculares asociados al dafo; EC: acoplamiento excitacién-contraccion;
NLRP: receptor con dominio de oligomerizaciéon por unién de nucleétidos, repeticiones ricas en leucina y dominio pirina; NODI: proteina 1 con
dominio de oligomerizacién por unién de nucleétidos; PAMP: patrones moleculares asociados a patdgenos; SMC: célula muscular lisa.
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cardiomiocitos, en el inicio, desarrollo y mantenimiento de la res-
puesta inflamatoria durante, por ejemplo, la insuficiencia cardia-
ca (IC) o la aterosclerosis [5]. En el presente capitulo se descri-
biran las caracteristicas clave de los TLRs y NLRs (en particular
de NLRP3 y NOD1), focalizando el interés en su papel en el de-
sarrollo de patologias relacionadas con el sistema cardiovascular.

2. Receptores de tipo “TLR”

La superfamilia TLRs es clave en la respuesta inmune innata. Esta
constituida por trece receptores que estain muy conservados evolu-
tivamente, desde los vegetales a humanos [6]. El nimero de TLRs
varfa entre las distintas especies de mamiferos. De los trece que
se conocen, solo diez han sido descritos en humanos puesto que
TLR11 no es funcional y TLR12 y trece no se expresan (Figura 1A)
[6]. Aunque estos receptores estan presentes mayoritariamente en
células del sistema inmune, también se ha descrito su presen-

cia en otros tipos celulares como los fibroblastos e incluso células
cardiacas y nerviosas. La interaccién de PAMPs o DAMPs con los
TLRs promueve la activacion de una cascada de senalizacion mole-
cular en estas células que conduce a la activacion del sistema inmu-
ne innato y al desarrollo de inmunidad adquirida [7].

Los TLRs se pueden clasificar en dos subfamilias dependiendo
de su localizacidon subcelular [8]: existen TLRs que se localizan
en la membrana plasmatica (I'LR1, TLR2, TLR4-6 y TLR10), y
otros se localizan a nivel endosomal como TLR3 y TLR7-9. Los
TLRs que se localizan en la superficie celular reconocen compo-
nentes de las paredes microbianas como lipidos, lipoproteinas y
proteinas, mientras que aquellos que se encuentran en el interior
celular reconocen acidos nucleicos bacterianos o viricos y ademas
son capaces de diferenciar el material genético propio del ajeno
[8]. Los ligandos especificos capaces de interaccionar con los dis-
tintos TLRs se muestran en la Tabla 1.

Estructuralmente, cada TLR estd compuesto por un ectodomi-
nio con repeticiones ricas en leucinas (LRRs) que participan en el

Figura 1. Activacion de los principales receptores de inmunidad innata implicados en enfermedades cardiovasculares. A. Via de sefializacion de los
TLR. La interaccion de los agonistas de TLR con su correspondiente receptor TLR activa una via de senalizacion que estd mediada principalmente por
proteinas adaptadoras que son capaces de activar las MAPKs e inducir la traslocacion al nicleo de los factores de transcripcion NF-kB, AP-1 e IRFE, pro-
moviendo la activacion de moléculas pro-inflamatorias. Las principales moléculas efectoras de esta via son MyD88 o TRIE. Se ha representado la unién
TLR4/TRIF en la superficie celular por razones de simplicidad, aunque se cree que ocurre en los endosomas tras la internalizacién del receptor. B. Via
de senalizacion del inflamasoma NLRP3: “priming” y activacion. La activacion adecuada del inflamasoma NLRP3 requiere un paso inicial, “priming’,
desencadenado por varias citoquinas inflamatorias, que a su vez regulan a la alta la transcripcion de los diferentes componentes del inflamasoma. A
continuacién, una plétora de estimulos que en ultima instancia provocan el eflujo de K*, inducen el ensamblaje del inflamasoma, que es capaz de activar
IL-1p e IL-18 asi como la gasdermina D (GSDMD), lo que conduce a la piroptosis y a una respuesta inflamatoria exacerbada. C. Via de sefalizacién de
NODI. Los agonistas de NOD1 consisten principalmente en PAMPs y/o DAMPs que inducen cambios conformacionales en NOD1, lo que conduce
a la auto-oligomerizacién del receptor y al reclutamiento de RIPK2. Esta proteina adaptadora desencadena entonces una cascada de sefializacion que
posteriormente activa NF-kB y MAPKs, regulando finalmente al alta la transcripcion de genes proinflamatorios. CVD: enfermedad cardiovascular.
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TLR Localizacién Ligandos principales Patdgenos asociados
Bacterias
TLR1 Lipoproteinas triaciladas Micobacterias
. ) Bacterias
Lipoproteinas Micobacterias
TLR2 Cimosano Hongos
Manoproteinas Protistas
Otros Nematodos
Lipopolisacaridos Bacterias
TLR4 Membrana plasmatica Proteinas de choque térmico Nematodos
Oligosacaridos Virus
TLR5 Flagelina Bacterias
Lipoproteinas Bacterias
TLRS Cimosano Hongos
TLR10 Desconocido Desconocido
TLR3 dsRNA Virus
ssSRNA )
TLR7 Endosomas Compuestos sintéticos Virus
sSRNA ]
TLRS Compuestos sintéticos Virus
TLR9 ) . ) Virus
Dinucleétidos CpG no metilados | . terias

Tabla 1. Clasificacion de los distintos receptores tipo Toll (TLRs) identificados y sus principales activadores. Hay que destacar que los ligandos descritos
para los receptores TLR1 y TLR6 solapan con los ligandos de TLR2, ya que se sabe que establecen heterodimeros. Abreviaturas: dsSRNA, RNA de doble
cadena; ssSRNA, RNA de cadena simple; TLR: receptor tipo Toll.

reconocimiento de los PAMPs, un dominio transmembrana y un
dominio citoplasmico (TIR) que inicia la sefializacién dentro de
la célula [9]. La interaccién de los TLRs con sus ligandos desen-
cadena su dimerizacion. A continuacion, el dominio TIR se une a
proteinas adaptadoras como MyD88 o TRIF [10]. MyD88 puede
interaccionar con todos los TLRs, excepto con TLR3. Depen-
diendo del tipo de adaptador que se una, varias proteinas quinasas
(como IRAKI, IRAK2, IRAK4, TBK1 o IKK¢), o ubiquitina-liga-
sas (como TRAF6 o la proteina pellino 1) son reclutadas y ac-
tivadas, lo que conlleva a la activacion de las cinasas activadas por
mitégeno (MAPKs) [11]. Dentro de la cascada de sefializacion,
la activacién de varios factores de transcripcién, incluyendo NF-
kB, AP-1y los IRFs son claves para el desarrollo de la respuesta
inflamatoria. Estos factores son capaces de translocarse al nu-
cleo y activar la transcripcién de varios genes pro-inflamatorios
y ademas promueven un aumento en los niveles de 6xido nitri-
co y de los interferones, que son directamente tdxicos para los
patogenos. La estimulacion de los TLRs también contribuye a la
maduracién de las células dendriticas y, en algunos casos, puede
inducir la activacion del sistema inmune adaptativo.

Mientras que el reconocimiento de los PAMPs es crucial para
la respuesta defensiva del organismo frente a patégenos, una ac-
tivacion aberrante de la sefializacion via TLRs inducida tanto por
DAMPs como por PAMPs o por mutaciones en los propios re-
ceptores se ha relacionado con el desarrollo de patologias de tipo
autoinmune, crénicas o alérgicas, con cancer o enfermedades car-
diovasculares [12].

2.1. Papel de los TLRs en la progresion
de las enfermedades cardiovasculares

Los TLRs se expresan en la mayoria de las células del sistema car-
diovascular, incluyendo células endoteliales, células de musculo
liso, asi como en cardiomiocitos [13]. El tejido cardiaco humano
expresa practicamente todas las isoformas de los TLRs, aunque
los niveles relativos de algunos mRNA, como los de TLR2, 3 y 4
son unas diez veces mas altos que los del resto. Cada vez existen
mas evidencias que relacionan la activacion del sistema inmune
innato mediada por TLRs a nivel del miocardio con el desarro-
llo de enfermedades cardiovasculares [9]. Cabe destacar que los
TLRs juegan un papel dual en el sistema cardiovascular. Asi, la
activacion aguda de los TLRs parece tener efectos protectores,
mientras que una activaciéon mas prolongada puede inducir el
desarrollo de una inflamacion crénica que conduce a una dis-
funcién endotelial, un aumento de la muerte celular y, por tanto,
a un remodelado cardiaco adverso. A continuacion, se describira
el papel de los diferentes TLRs de forma concreta en el desarrollo
de patologias de tipo cardiovascular.

2.1.1. Implicacion de los TLRs en la aterosclerosis
y otras enfermedades vasculares

La aterosclerosis es una enfermedad inflamatoria crénica desenca-
denada por la acumulacién en la pared arterial de particulas lipidi-
cas (en su mayor parte constituidas por lipoproteinas de baja den-
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sidad, oxLDLs), células endoteliales y células espumosas derivadas
de macréfagos, dando como resultado una placa de ateroma [14].
Las placas de ateroma pueden llegar a establecerse como placas
inestables, que se caracterizan por un nucleo central altamente in-
flamatorio y necrdtico con una gran infiltracién de macréfagos y
linfocitos rodeados de una capsula fibrosay delgada que es propensa
de desestabilizacion y ruptura. Esto alterala homeostasis y hemodi-
namica vascular e incrementa el riesgo de aterotrombosis, dando
lugar a enfermedades cardiovasculares tales como la enfermedad
arterial coronaria o el infarto agudo de miocardio (IAM) [15].

La inflamacion, por tanto, participa de forma clave en el pro-
ceso aterogénico [16], los TLRs y sus cascadas de sefializacién van
a jugar un papel importante en esta patologia. De hecho, se sabe
que el oxLDL es uno de los principales ligandos de los TLR du-
rante la aterogénesis, siendo capaz de modular la diferenciacién
de macroéfagos hacia células espumosas e inducir la produccion de
citoquinas pro-inflamatorias [17].

La mayoria de los estudios de los TLRs en la aterosclerosis se
centran en el analisis de TLR4 y TLR2, ya que su expresion esta
aumentada en las placas de ateroma [18] y algunos tratamientos
como las estatinas, son capaces de disminuirla [19]. De hecho, en
ratones deficientes de apoliproproteina E (Apoe™), en los que se
genera aterosclerosis de manera espontanea al exponerlos a una
dieta rica en grasas, se ha demostrado que la supresion génica de
Tlr4 o Tir2 conlleva una reduccién en la acumulaciéon de células
espumosas y una menor severidad de la enfermedad con respec-
to a los ratones Apoe”” control [20]. Cabe destacar que Stewart y
cols., (2010) determinaron que la regulaciéon de CD36 mediada
por el oxLDL es capaz de iniciar una respuesta inflamatoria me-
diante la activacion del heterodimero TLR4/TLR6, [21], indican-
do nuevos procesos aterogénicos relacionados con este receptor.

La funcién de TLR2 en la aterosclerosis parece ser mds comple-
ja, ya que para ejercer su accion se asocia normalmente con TLR1 o
TLR6. De hecho, la expresion de ambos heterodimeros (TLR2/1 y
TLR2/6) estd incrementada en la placa de ateroma [18]. A grandes
rasgos, la activacion de TLR2 tiende a estimular el crecimiento y
desarrollo de la placa mediante la acumulacion de lipidos [22], la
inflamacién de células endoteliales [18], y la proliferacién y mi-
gracion de células del musculo liso [23]. Cuando se profundizé en
el estudio del papel de los heterodimeros de TLR2 en la ateroscle-
rosis, se encontré que los ratones aterosclerdticos deficientes en
Tlr1 o en Tlr6 mostraban una enfermedad similar a los controles
[24], lo que sugiere que TLR2 contribuye al proceso aterogénico
por si mismo, en lugar de los otros componentes del complejo.

Ademas dela aterosclerosis, los TLRs también se han asociado a
otras enfermedades vasculares como la hipertension [25] o el aneu-
risma adrtico abdominal [26]. Concretamente, la contribucion de
TLR4 a la patologia hipertensiva se ha descrito en varios modelos
experimentales [27]. También se ha visto que laactivacion de TLR9
se asocia a un aumento de la presién arterial, dando lugar a alte-
racionesvasculares en ratas normotensas [28]. Del mismo modo, la
inhibicion de este TLR reduce la presion arterial de ratas esponta-
neamente hipertensas [29].

En el aneurisma adrtico abdominal también se ha observado
una gran implicacién del TLR4 en el progreso de la patologia. Su
inhibicion en varios modelos experimentales impidié la dilatacion
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de la aorta y la progresion del aneurisma [26]. La inhibicién de
TLR2 también mejoro esta patologia en ratones [30]. Finalmente,
cabe destacar que TLR3 parece estar asociado a esta enfermedad
ya que su expresion se encontré aumentada en la pared arterial en
pacientes [31], pero su papel especifico en el aneurisma adrtico
abdominal atin se desconoce.

2.1.2. Papel de los TLRs en la patologia cardiaca
2.1.2.1. Infarto agudo de miocardio

A pesar de los enormes avances que se han realizado en los ul-
timos afos en el abordaje terapéutico del infarto agudo de mio-
cardio (IAM), éste continda siendo una de las principales causas
de morbilidad y mortalidad en el mundo [32]. El IAM cursa en
la mayoria de los casos con una obstruccion de las arterias coro-
narias a consecuencia de un trombo. La restauracion del flujo de
sangre al miocardio isquémico se conoce como reperfusion y se
ha asociado con un mayor dafio en el tejido cardiaco principal-
mente por los efectos toxicos de las especies reactivas del oxigeno
(ROS) que se generan durante esta etapa [33]. Existen numero-
sas evidencias que sugieren que el sistema inmune innato juega
un papel fundamental iniciando la respuesta inflamatoria en el
corazdn, lo que origina un dafio tisular. Asi, en pacientes con an-
gina de pecho inestable o IAM, las células cardiacas que han su-
frido dafio liberan gran cantidad de moléculas que acttian como
DAMPs enddgenos y que pueden activar la sefializacién a través
de los TLRs. Entre estos DAMPs enddgenos estan las proteinas
de choque térmico (HSPs), la proteina HMGBI e incluso el DNA
genomico y el ATP [34, 35]. También se ha visto que los TLRs
activados en situaciones de isquemia/reperfusion inducen una
rapida activacién del factor de transcripcion NF-kB con la subse-
cuente liberacion de citoquinas pro-inflamatorias que van a jugar
un papel importante en la disfuncién ventricular originada tras
el dafo [36].

Estudios recientes han revelado que en modelos murinos, un
déficit en TLR2 o TLR4 es capaz de reducir la inflamacion cardia-
cay el tamafio del infarto preservando la funcién ventricular tras
un dafio isquémico. Se ha visto que antagonistas de TLR2 [37]
y TLR4 [38] son eficaces reduciendo la activacion de NF-«B asi
como el tamafio del infarto, mejorando la funcién cardiaca en
modelos murinos de IAM. Utilizando un modelo de IAM por li-
gacion de la arteria coronaria, Shishido y cols. [39] demostraron
que ratones knock-out (KO) para TLR2 presentaban una reduc-
cidn significativa tanto en la tasa de mortalidad como en el remo-
delado cardiaco adverso. Estos datos indican que, en el contexto
del dano cardiaco isquémico, la pérdida de la sefializacion cardiaca
a través del receptor TLR2 es beneficiosa para la funcién cardiaca.
Utilizando un modelo similar, Timmers y cols., demostraron que
ratones KO para TLR4 mostraban menor remodelado ventricular
asi como una funcién cardiaca preservada tras IAM [40]. Otros
TLRs han sido analizados en este contexto. Por ejemplo, se ha
observado que la sefializacién a través de TLR3-TRIF es daiiina
durante isquemia/reperfusiéon cardiaca [41], y TLR9 parece ju-
gar un papel protector en fases tempranas del IAM, aunque su
estimulacion tras el inicio de la isquemia no modifica el tamafio
del infarto [42].
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También se ha descrito que en modelos animales la activacion
de TLR2, TLR4 y TLRY de forma previa a la induccién de I/R
puede promover un menor tamafio del infarto y una mejora en
la funcionalidad cardiaca a través de mecanismos de precondi-
cionamiento [43]. Esos efectos protectores son mediados prin-
cipalmente por la via de PI3K/Akt, que previene la sefializacion
apoptética en los cardiomiocitos y reduce la respuesta inflama-
toria en el corazon mediada por NF-«B [44]. Estos resultados
seflalan que el precondicionamiento podria ser considerado
como una terapia alternativa para pacientes con IAM en el futuro.

2.1.2.2. Insuficiencia cardiaca

En alto porcentaje, los pacientes que sufren un IAM acaban desa-
rrollando insuficiencia cardiaca (IC), que es un sindrome clinico
complejo asociado al debilitamiento estructural y funcional del
corazén, que pierde la capacidad de bombear la sangre de forma
eficaz para cubrir las necesidades del organismo. La insuficiencia
cardiaca es la principal causa de morbilidad y mortalidad en todo
el mundo, afectando en la actualidad a millones de personas y con
una incidencia que va en aumento [45].

La inflamacién juega un papel critico en la IC. Se sabe que
los TLRs estan implicados en este proceso de forma activa. Asi,
se ha descrito que TLR2 estd sobreexpresado en modelos muri-
nos de IC, tanto en cardiomiocitos como en células endoteliales
vasculares y, por otro lado se ha descrito que la progresion de la
IC es menor en ratones Tlr*’- [39]. Recientemente se ha compro-
bado que las terapias inhibitorias basadas en el uso de anticuer-
pos anti-TLR2 son capaces de bloquear el desarrollo de fibrosis
cardiaca inducida por angiotensina II, a través de la supresion del
reclutamiento de macréfagos y mediante una disminucién de la
inflamacion en el corazén [46]. Se ha observado que TLR4 esta
sobreexpresado en pacientes con IC crénica, lo que promueve la
elevacion de los niveles de citoquinas pro-inflamatorias que fa-
vorece la progresion de la disfuncién miocérdica y de la fibrosis
[47, 48]. Ademas, el bloqueo farmacoldgico de TLR4 atenua el
dafio miocardico en situaciones de I/R asi como el desarrollo de
hipertrofia cardiaca [38]. También existen evidencias recientes
que demuestran una implicacion de TLR9 en IC. Este receptor
puede ser activado por PAMPs endégenos incluyendo ADN mi-
tocondrial [49]. De hecho, los niveles plasmaticos de DNA mito-
condrial son mds elevados en pacientes con IC y se asocian a una
mayor mortalidad [49].

Con relacién al papel de los TLRs en la modulacién de la
funcion cardiaca, la estimulacion crénica de estos receptores
puede llevar a la disfuncion cardiaca, al menos en parte, a través
de la modulacién de la actividad de algunos canales iénicos. Se
sabe que la homeostasis del ion calcio (Ca**) juega un papel fun-
damental regulando la funcién cardiaca [50]. De hecho, la con-
traccion cardiaca estd estrechamente regulada por cambios en la
concentracion de Ca** intracelular. Fallos en el manejo intracelular
de este ion son la causa principal tanto de la disfuncién cardiaca
como de la aparicién de arritmias en muchas cardiopatias. Cabe
destacar que el Ca** es un mediador clave en el proceso de ex-
citacion-contraccion de las células cardiacas, que es el proceso
que comienza con la excitacion eléctrica del cardiomiocito des-
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encadenando un potencial de accién que permitira finalmente la
contraccion del 6rgano [50]. Especificamente, la fase de despola-
rizacién inicial del potencial de accidn activa los canales de Ca**
tipo L presentes en el sarcolema, induciendo una entrada de Ca*
al citoplasma. Esto produce la liberaciéon de una gran cantidad de
Ca?* desde el reticulo sarcoplasmico (SR) a través de los receptores
de rianodina (RyR2), permitiendo la contraccién celular. Poste-
riormente, los niveles de Ca?* citoplasmadticos disminuyen gracias
a dos mecanismos fundamentalmente, la recaptacion de Ca** por
parte del SR a través de la bomba SERCA 2A y del intercambiador
Na*/Ca* (NCX), favoreciendo la relajacion celular [50].

En relacion a este proceso, la activacion de TLR2 por la protei-
na HSP70 en una linea celular de cardiomiocitos murinos tiene
un efecto directo en la contraccién celular [51]. Por otro lado, la
activacion a nivel cardiaco de TLR4 por lipopolisacarido (LPS)
aumenta tanto el flujo de Ca** via el NCX como la duracién del
potencial de accidn, induciendo la apariciéon de procesos arrit-
mogénicos [52]. Ademas, la citoquina inflamatoria HMGBI
puede inducir la activacion de la NAD(P)H oxidasa a través de
TLR4, promoviendo la liberacién descontrolada de ROS lo que
conlleva a un aumento del estrés oxidativo [53]. Cabe desta-
car que el estrés oxidativo es capaz de activar al RyR2 durante
la diastole, debilitando tanto el proceso de contraccion cardiaca,
como la propia funcion del corazdn. Por el contrario, la inhibicion
de TLR4 parece prevenir el desarrollo de esos eventos anormales,
restaurando la capacidad contréctil del corazén y mejorando la
funcionalidad cardiaca [54].

3. Receptores con dominio de oligomerizacion
por union de nucledtidos (NLR)

Los NLRs son sensores modulares citoplasmaticos de DAMPs
y PAMPs y se pueden dividir en cuatro subfamilias en funcién
de la configuraciéon del dominio amino terminal: NLRA, NLRB/
NAIP, NLRC y NLRP. Todos ellos tienen una estructura triparti-
ta altamente conservada comun a la familia NLR en humanos y
consiste en un dominio amino terminal efector de unién (EBD),
un dominio central NOD (o dominio NACHT) y un dominio
carboxi-terminal de reconocimiento de ligando (LDR), el cual
media la sensibilidad a ligandos intracelulares [55]. El dominio
central NOD regula su auto-oligomerizacion, que es crucial para
la activacion de los efectores posteriores en la via de sefializacion.
El amino-terminal EBD media la unién a moléculas efectoras, las
cuales determinan la via de sefalizacion final que se activard. En
este sentido, el dominio de reclutamiento de caspasas (CARD)
y el dominio pirina (PYD) median las interacciones protei-
na-proteina, que estdn asociadas a efectores de muerte celular.
Otras proteinas NOD tienen un dominio heterofilico asociado a
EBD como la proteina neuronal inhibidora de apoptosis (NAIP) o
el transactivador MHC de clase II. Los principales activadores de
los diferentes tipos de NLRs se especifican en la Tabla 2.
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NLR
NLRA CIITA IFNy
NLRB NAIP1/2 Inyectisoma
NAIP5/6 Flagelina
NOD1 Peptidoglicano
(NLRC1) {E-DAP
Peptidoglicano
NOD2 oo
Muramil dipéptido
(NLRC2) SSRNA
NLRC3 Sin determinar
IPAF (NLRC4) Inyectisoma/Flagelina (mediado por NAIPs)
NLRC IFNy
NLRC5 LPS
Poly I.C
NLRX1 LPS
RNA viral
Toxina letal del antrax
NLRP1 Toxoplasma gondii
Agotamiento de ATP
Muramil dipéptido
NLRP2 LPS/TNFa
Eflujo de K*
Toxinas bacterianas y RNA
Nigericina
NLRP NLRP3 Hidroéxido de aluminio
ATP
Cristales de colesterol y de 4cido trico
Particulas en suspensién
Dailo mitocondrial
NLRP4 DNA/RNA viral
NLRP5/8/13/14 Sin determinar
RNA viral
NLRP6 Ligandos de TLR
Acido lipoteicoico
Lipoproteinas
NLRP7 Bacterias aciladas
sProteasas lisosomale?
sFlujo de K*?
NLRP9 dsRNA
NLRP10 Activaciéon de NOD1
NLRP11 Ligandos de TLR4
NLRP12 ATP
Ligandos de TLR2
Yersinia pestis

Tabla 2. Clasificacion de los distintos receptores tipo NOD identificados (NLRs) y sus principales activadores. ATP: Trifosfato de adenosina; CIITA:

transactivador del complejo mayor de histocompatibilidad clase II; iE-DAP: 4cido y-D-glutamil-meso diaminopimélico; IFN: interferén; K: potasio;

IPAF: factor de activacion de proteasa convertidora de interleucina 1b (IL-1b); LPS: lipopolisacarido; NLR: receptores con dominio de oligomerizacién

por unién de nucleétidos; NAIP: proteina 1 que contiene repeticiones IAP de baculovirus; NLRP: receptor con dominio de oligomerizacién por unién

de nucledtidos, repeticiones ricas en leucina y dominio pirina; NODI: proteina 1 con dominio de oligomerizacién por unién de nucle6tidos; TNF:
factor de necrosis tumoral.
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2.1. Receptores con dominio de oligomerizacién por
unidén de nucledtidos, repeticiones ricas en leucina
y dominios pirina (NLRP)

Recientemente, los receptores NLRP han incrementado su interés
debido a su asociacion con el inflamosoma. El inflamosoma es un
complejo macroprotéico que interviene en la respuesta inflamato-
ria al mediar la activacion de pro-caspasa-1. Una vez procesada,
la caspasa-1 activa a su vez una serie de citoquinas proinflamato-
rias como la IL-1p, IL-18 y el HMGBI1, aumentando la respuesta
inflamatoria [56]. Ademas, la caspasa-1 también es capaz de ini-
ciar la piroptosis, que es un tipo de muerte celular proinflama-
toria mediada por la gasdermina D [57]. Asi, la caspasa-1 pro-
cesa la gasdermina D y ésta forma un gran poro inespecifico en
la membrana citoplasmatica a través del cual se libera contenido
intracelular y provoca la muerte celular [56, 57]. Por este poro se
libera una gran cantidad de IL-1p, lo que fomenta la progresion
de la reaccién inflamatoria [56].

El inflamosoma se constituye a través de la oligomerizacién
de tres proteinas esenciales: un PRR encargado de reconocer la
sefal concreta de activacion; una proteina de tipo speck asociada a
apoptosis con un dominio CARD (apoptosis-associated speck-like
protein containing CARD, PYCARD y normalmente denominada
ASC) que sirve de armazdn, y la pro-caspasa-1 [56, 58]. Hasta la
fecha, se conocen cinco tipos de PRRs que pueden formar infla-
mosomas: NLRP1, NLRP3, NLRC1/NOD1, Pyrin y AIM2 [56].

3.1.1 El inflamosoma NLRP3

Unos de los subtipos de receptores NLR mas estudiados en la ac-
tualidad en el contexto cardiovascular son los NLRP3. El proceso
de activacién del inflamosoma NLRP3 ocurre en dos etapas: un
paso inicial de preparacidn, seguido del paso propio de activacién
del complejo. Durante la fase de preparacion, la estimulacion de
determinados receptores por PAMPs y citoquinas especificas des-
encadena una sefalizacion a través de NF-kB que induce la ex-
presion de los distintos componentes del inflamosoma (NLRP3,
ASC y pro-caspasa-1) y de sus dianas (principalmente pro-IL-1p
and pro-IL-18) [56]. En esta fase también se producen varias
modificaciones postraduccionales como la fosforilacion [59] y la
desubiquitinaciéon de NLRP3 [60], provocando cambios confor-
macionales en esta proteina que promueven el establecimiento
del complejo macroprotéico. La etapa de activacion involucra la
formacién del complejo y la activacién de la pro-caspasa-1. En
esta fase también se requiere una estimulacién por patdgenos o
por las toxinas formadoras de poros o material particulado, o por
indicadores de inestabilidad y dafo celular como la disfuncién
mitocondrial, una excesiva producciéon de ATP, la movilizacién
de cationes (salida de K* y Ca?*) y la ruptura de los lisosomas [56].
Como resultado, esta gran variedad de estimulos desencadena
una salida masiva de K*, que se considera un proceso fundamen-
tal para la constitucion del inflamosoma NLRP3 (Figura 1B) [61].
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3.1.1.1. Papel del inflamosoma NLRP3
en la enfermedad cardiovascular

Duewell y cols., fueron los primeros en describir la importancia
del inflamosoma NLRP3 en las CVDs al demostrar que los cris-
tales de colesterol pueden activar este complejo en la patologia
aterosclerotica [62]. Estos datos apoyaban observaciones previas
que sugerian que tanto IL-1p como IL-18 tienen un papel fun-
damental en la inflamacion cardiaca [63]. Desde entonces, se ha
confirmado que el inflamosoma NLRP3 y sus dianas representan
uno de los principales mediadores de la inflamacién deletérea
responsable de numerosas alteraciones en las CVDs, siendo aso-
ciados a patologias como la hipertension [64], la IC [65], la fibri-
lacién auricular [66], la IAM [67] y la aterosclerosis [68].

3.1.1.1.1. Implicacion del inflamosoma NLRP3
en la aterosclerosis y en enfermedades vasculares

Desde su descubrimiento, se ha logrado caracterizar ampliamente
la implicacién de NLRP3 en la aterosclerosis, principalmente de-
bido a que agentes pro-aterogénicos como los acidos grasos libres,
oxLDL vy los cristales de colesterol son capaces de activarlo [62].
En el caso de los cristales de colesterol, se sabe que al no poder ser
completamente fagocitados por los macréfagos, causan la deses-
tabilizacién del lisosoma y la liberacion de catepsina B, lo que a su
vez induce la formacién del complejo [62]. Del mismo modo, du-
rante la aterogénesis se produce un incremento en la produccién
de ROS, la disfuncién mitocondrial y el estrés del reticulo endo-
plasmético (ER), contribuyendo a la preparacién y activacion del
inflamosoma [69].

Tanto los componentes como las dianas del inflamosoma
NLRP3 juegan un papel fundamental en el establecimiento de la
aterosclerosis. Por ejemplo, los niveles de NLRP3, ASC, caspasa-1,
IL-1p e IL-18 estdan aumentados en las placas de ateroma, especial-
mente en las inestables [70]. No obstante, los datos obtenidos en
modelos in vivo de aterosclerosis muestran datos contradictorios
en este aspecto. Mientras que algunos estudios indican que la de-
lecién de los genes Nlrp3, Asc, Caspl o Illa/b en ratones ateros-
clerdticos atentia el desarrollo de lesiones [62, 71] y en general dis-
minuye la gravedad de la enfermedad [72]; otros no encontraron
cambios significativos en el establecimiento de aterosclerosis o el
reclutamiento de macréfagos en ratones deficientes en estos genes
[73]. Estos descubrimientos parecen depender considerablemente
del tipo de modelo experimental de aterosclerosis (Ldlr” frente a
Apoe™) asi como del contenido de la dieta alta en grasa utilizada.

En cuanto a la patogénesis de otras enfermedades vasculares
como el aneurisma aértico abdominal, se ha comprobado que las
aortas de estos enfermos muestran mayores niveles de expresion
de Nirp3 e Il1b [74], y al inhibir esta citoquina o su receptor en
ratones se logra preservar la estructura adrtica y reducir la in-
flamacién vascular [75].

3.1.1.1.2. Infarto agudo de miocardio

Varios estudios en modelos experimentales de dafio por I/R
demostraron que NLRP3, IL-1f e IL-18, asi como la actividad
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de caspasa-1 estan aumentadas en el corazén isquémico [76].
Ademas, la delecion o inhibicién de NLRP3 redujo el tamaiio de
infarto y la gravedad del dafo por I/R [76], disminuy6 la infil-
tracién de macréfagos y neutrofilos en el corazdn [76], y atenud
la fibrosis cardiaca y la disfuncién ventricular [77]. Se obtuvieron
resultados similares en ratones deficientes en Asc o Caspl, que
ademds también demostraron menores niveles de IL-1p [78].

Toldo y cols., sugieren que la isquemia que ocurre durante el
IAM provoca un dafio mitocondrial que sirve de sefal para la
preparacion del inflamosoma, mientras que la generaciéon de ROS
que ocurre en la etapa consecutiva de reperfusion es la que actia
de sefal activadora [79]. Varios estudios que evaluaron compues-
tos antioxidantes en modelos de dafio por I/R concluyeron que al
tratar antes o en el momento de la reperfusion, disminuye consi-
derablemente el tamano del infarto y los niveles de NLRP3, caspa-
sa-1 e IL-1pB, apoyando la hipdtesis de la relacion entre la pro-
duccién de ROS vy la activacion del inflamosoma en la patologia
isquémica [80].

Con base en los resultados experimentales, se disefiaron varios
ensayos clinicos para analizar los posibles efectos terapéuticos del
bloqueo de la cascada inflamatoria de NLRP3 en pacientes con
IAM. Estos estudios usaron el anakinra, un antagonista recombi-
nante del receptor de IL-1p [81], y canakinumab, un anticuerpo
monoclonal frente a IL-1f, respectivamente [63]. Ambos farma-
cos mostraron resultados favorables, siendo capaces de disminuir
el riesgo cardiovascular, aunque se requiere investigacion adicio-
nal para determinar la dosis efectiva y para reducir los efectos
adversos asociados [63, 81].

3.1.1.1.3. Insuficiencia cardiaca

El papel de NLRP3 en la fisiopatologia de la IC es un campo emer-
gente, y de hecho solo algunos estudios han descrito que tanto IL-
1P [82, 83] como la IL-18 [84] estan aumentadas a nivel cardiaco y
plasmatico en pacientes con IC. Concretamente, tanto los cardio-
miocitos como los macroéfagos y las células endoteliales poseen
mayores niveles de expresion de IL-18 en estos pacientes [84]. En
resumen, el inflamosoma/NLRP3 se encuentra intimamente aso-
ciado a la inflamacién y remodelado adverso que ocurren en el
corazén y que acaban provocando la disfuncién cardiaca y la IC
[85]. Estos datos indican que el complejo del inflamosoma repre-
senta una nueva diana terapéutica para el tratamiento de multi-
ples CVDs y supone el descubrimiento de mecanismos novedo-
sos implicados en la regulacion de la funcién cardiaca.

Como mencionamos anteriormente, tanto la funcién cardiaca
como la homeostasis del Ca?* estdn estrechamente relacionadas a
nivel cardiaco. Ademads, la sefializacién por Ca** es un regulador
clave en la activacion del inflamosoma/NLRP3 [86]. De hecho,
la administracion de activadores del receptor sensor de Ca**
(CaSR), un receptor acoplado a proteinas G [87] implicado en la
liberacién de Ca** de las reservas del RE y por tanto, implicado
en la activacién de NLRP3, activa la via de sefializacion de la fos-
folipasa C (PLC) en macréfagos derivados de la médula dsea en
raton. Esto conduce a la acumulacion de fosfato de inositol y a
la liberacion de Ca?* de las reservas del RE, aumentando el Ca**
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intracelular que activa NLRP3 [88]. Ademas, se ha demostrado
que la administracién de un activador de CaSR induce fibrosis
miocédrdica en ratas Wistar [89]. En linea con la idea de que la
senalizacion de Ca?* esta implicada en la activacion del inflamo-
soma, la activacion constitutiva de NLRP3 en los cardiomiocitos
aumenta la expresion de RyR2, lo que conduce a un aumento de
los eventos pro-arritmogénicos de liberacion de Ca** del SR [66].
Por el contrario, la delecion genética de Nirp3 reduce la inciden-
cia de episodios de fibrilacion auricular [90].

3.2. Dominio de oligomerizacién de nucleétidos tipo I (NOD1)

Al comienzo de los afios 2000 se descubrieron dos moléculas que
contenian el dominio de oligomerizacién de nucleétidos (NOD),
NOD1 y NOD2, en busquedas dentro de bases de datos de un
analogo del regulador de la apoptosis, Apaf-1 [91]. Desde entonces,
la familia de los NOD se ha ido ampliando y comprende mas de
veinte proteinas humanas junto con un gran nimero de proteinas
animales, vegetales, bacterianas y fingicas [91].

NODI1 codifica una proteina intracelular de andamiaje/soporte
que consiste en dominios CARD, NOD y LRR (Figura 1). NOD1
se presenta como un monomero inactivo en el citoplasma y tras
el reconocimiento del ligando, experimenta un cambio confor-
macional que promueve su activacién. Una vez activado, NOD1
se auto-oligomeriza y recluta al receptor de interaccién de protei-
na serina/treonina quinasa 2 (RIPK2) a través de interacciones
homologas CARD-CARD [92]. RIPK2 media posteriormente el
reclutamiento y activacion de la serina/treonina quinasa TAK1 que
a su vez, activa el complejo IKK y la via de MAPK. Después, IKK
fosforila al inhibidor de NF-kB, IkBa, el cual libera a NF-kB per-
mitiendo su translocacién al nicleo y modulando la expresion de
genes diana posteriores en la via de sefializacién (Figura 1C) [93].

NODI1 detecta principalmente el acido D-glutamil-meso-dia-
minopilemico (DAP), un dipéptido de peptidoglicanos presentes
principalmente en bacterias Gram negativas, pero también en
grupos especificos de bacterias Gram positivas. Sin embargo, la
traduccion de la sefial de NOD1 también puede estimularse en
ausencia de infeccién directa de un patdgeno bacteriano. Es mas,
Keestra-Gounder y cols., han demostrado recientemente que las
respuestas proinflamatorias inducidas por estrés del ER estan me-
diadas a través de las vias de NOD1/NOD2 [94], sugiriendo un
papel potencial de NOD1 en las enfermedades inflamatorias aso-
ciadas con este trastorno.

El enlace entre NOD1 y el estrés en el ER parece ser la respues-
ta a proteinas mal plegadas (UPR), ya que la inhibicién de IREla,
una quinasa implicada en esta via, atentia la reaccién inflamato-
ria asociada a NOD1 [94]. Algunos estudios han asociado el es-
trés del ER con alteraciones en los niveles intracelulares de Ca*
y la activacion de la sefializacion de NOD1 [95, 96]. Un estudio
muy reciente ha revelado que la activaciéon de NOD1 tanto por
patogenos bacterianos como por el ligando de NOD1, C12-iE-
DAP, induce la activacion de la UPR por la quinasa del ER PERK,
asi como por el flujo de Ca** desde el canal de Ca** de la mem-
brana del ER activado por IP,, el cual exacerba la respuesta in-
flamatoria mediante la via de la sefializacion de NOD1 [95]. Estas
evidencias demuestran la relacion entre la activacion de NOD1
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y la alteracién de la homeostasis del Ca** celular, sugiriendo que
la via inflamatoria de NODI podria ser responsable de multiples
patologias cardiacas, en parte, a través de su participacién en la
sefializacion del Ca’* intracelular.

3.2.1. Papel de NODI en aterosclerosis
y otras enfermedades vasculares

El endotelio representa la primera barrera contra los PAMPs bac-
terianos de la sangre y asi mismo, es un componente importante
de la respuesta del sistema inmune innato a los patégenos. More-
no y cols., descubrieron que NOD1 se expresa selectivamente en
musculo liso vascular y su activacién desencadena la expresion
de los mediadores inflamatorios NOS2 y COX2 [97]. De la mis-
ma forma, los ligandos especificos de NOD1 pueden activar res-
puestas inflamatorias in vitro en vasos humanos intactos [98], e
induce un nimero significativo de respuestas proinflamatorias en
las células endoteliales, apuntando a NOD1 como un socio clave
en las enfermedades vasculares [98].

La migracion y proliferacion de las células de musculo liso
vascular (VMSCs) que ocurre en la aterosclerosis, contribuye a la
inflamacién vascular a través de la liberacion de citoquinas proin-
flamatorias. La patogénesis de la diabetes mellitus acelera estos
eventos vasculares aterosclerdticos, los cuales se han relacionado
con vias de sefalizacion del sistema inmune innato mediadas por
NOD. De hecho, VMSCs adrticos humanos tratados con insulina
o con el activador selectivo de este receptor, iE-DAP muestran un
aumento de la expresion de NOD1 junto con el aumento de los
niveles de IL-8 y IL-1p [99].

En relacion con el papel de NOD1 en la aterosclerosis, Kanno
y cols., demostraron por primera vez que la administracion oral a
largo plazo de un ligando sintético de NOD1 acelera el desarrollo
y progresioén de la aterosclerosis en ratones Apoe” [100]. Ademas,
la perdida completa de NOD1 disminuye significativamente el
tamarfio de las lesiones ateroscleréticas, proporcionando una evi-
dencia robusta de la relacién entre NOD1 y la progresion de la
aterosclerosis [100]. También, la expresion de NOD1 estd aumen-
tada en células endoteliales de placas ateroscleréticas humanas
y murinas, y la expresion endotelial de la molécula de adhesion
VCAMS-1 esta reducida en las lesiones de ateroma en modelos
murinos Nodl”’- Apoe’ comparado con Apoe’ [101]. Es mas, el
tratamiento de células endoteliales de ratones Apoe” con el inhi-
bidor farmacoldgico de NOD1 previene el aumento de expresion
de VCAM-1 [101], sugiriendo un papel crucial de NOD1 en el
comienzo de la aterosclerosis.

3.2.2. Implicacion de NOD1 en enfermedades cardiacas:
infarto de miocardio agudo e insuficiencia cardiaca

Se ha descrito que alteraciones en la activacion de NOD1 par-
ticipa en diversas enfermedades cardiacas, como es el caso de la
insuficiencia cardiaca [102] y la cardiomiopatia diabética [103].
Recientemente, Yang y cols., demostraron que la activacion de
NODI1 con DAP (un activador sintético de NOD1) agravaba sig-
nificativamente el dafio cardiaco inducido por I/R en ratones, y

80

potenciaba la apoptosis e inflamacion del cardiomiocito [104]. En
la misma linea, Delgado y cols., demostraron que la activacion
de NODI1 en ratones promovia una disminucidn significativa de
la funcién cardiaca [105]. Ademds, es importante sefialar que
NODI1 es funcional en los cardiomiocitos. En ese sentido, se ha
observado que los cardiomiocitos aislados de ratones tratados
con iE-DAP muestran una disminucién de la densidad de la co-
rriente de Ca** mediada por canales de Ca** dependientes de vol-
taje tipo L (I, ), transitorios de Ca** intracelular disminuidos y
un enlentecimiento de la cinética de los transitorios de Ca?, lo
cual correlaciona con una expresion reducida de SERCA [105].
Todas estas alteraciones se observan en numerosas patologias
cardiacas como es el caso de la IC. Ademas, las alteraciones en
el manejo intracelular del Ca** sistolico se asociaban a un mayor
namero de eventos diastélicos, como por ejemplo el aumento de la
frecuencia de las chispas de Ca** y la ocurrencia de ondas de
Ca?*. Sin embargo todas estas alteraciones no se observaron en los
cardiomiocitos aislados de ratones KO para NOD1 [105].

La eliminacién genética de NOD1 o su inhibicién farma-
coldgica también previene las alteraciones del manejo intracelular
de Ca?* asociado con IC en células ventriculares. En este contexto,
Val Blasco y cols., demostraron que la eliminacién de NOD1 en
un modelo murino de IC mejora la liberacién de Ca** sistdlicay la
carga de Ca?* del SR y previene la ocurrencia de eventos pro-arrit-
mogénicos en un modelo de ratén con IC [102]. Ademas, la elimi-
nacién de NOD1 también previene las alteraciones de la respuesta
B-adrenérgica en la dindmica intracelular del Ca** en cardiomio-
citos de ratones con IC [106]. En conjunto, NOD1 podria resultar
un nuevo regulador de la dinamica del Ca®* ya que es capaz de
modular el proceso de acoplamiento de excitacién-contraccion, y
puede ser el punto de partida de una nueva linea de investigacion
acerca de las alteraciones del manejo intracelular del Ca** en dis-
tintas patologias cardiacas [103, 104].

4. Conclusiones

En el presente capitulo se resumen los hallazgos mas relevantes
relacionados con el papel de los PRRs en el progreso de las en-
fermedades cardiovasculares mas prevalentes. En este sentido,
tanto los TLRs como los NLRs tienen una implicacién clara en
el desarrollo de algunas enfermedades cardiovasculares, tales
como la aterosclerosis, el IAM o la IC. Todas o la mayoria de es-
tas acciones estan mediadas por células inmunes, pero también
por cardiomiocitos, fibroblastos, células endoteliales y vasculares,
lo que sefala a las células cardiovasculares como posibles nuevas
dianas para las acciones de TLRs y NLRs. La activacion sostenida
de TLR2/4, NLRP3 o NOD1 esta ampliamente relacionada con
un remodelado cardiaco deletéreo, al promover el progreso de los
procesos aterosclerdticos, principalmente mediante la induccién
de mediadores proinflamatorios. Por el contrario, la inhibicién
especifica o la delecidn genética de estos PRRs previenen el dafio
cardiovascular en la mayoria de las enfermedades cardiovascu-
lares. En consecuencia, el desarrollo de nuevas estrategias espe-
cificas destinadas a reducir la sobre-activacién de los PRRs en
estas patologias abre un nuevo campo en el tratamiento de las en-
fermedades cardiovasculares.
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Resumen: La vitamina D es una prohormona cuya funcién mas conocida es mantener la homeostasis del calcio y del fésforo en el or-
ganismo. Hoy en dia sabemos que la unién del metabolito activo de la vitamina D, 1a,25-dihidroxivitamina D3 (calcitriol) a su receptor
nuclear de vitamina D, es capaz de regular la expresion, no solo de genes relacionados con el metabolismo mineral sino también de genes
implicados en procesos relevantes para el sistema cardiovascular como la proliferacion y diferenciacion celular, la apoptosis, el estrés
oxidativo, el transporte de membrana, la homeostasis de la matriz extracelular o la adhesion celular, entre otros. La insuficiencia cardia-
ca (IC) supone la tercera causa de muerte de origen cardiovascular. Entre los pacientes con IC la prevalencia del déficit de vitamina D es
elevada, relacionandose este hallazgo con un peor prondstico y una mayor mortalidad. La suplementacion con vitamina D podria tener
un efecto beneficioso ya que los estudios experimentales han demostrado una amplia variedad de mecanismos a través de los cuales la
vitamina D tendria un efecto protector en la IC. Estos incluyen, la regulacion de la activacion del SRAA, la reduccién de la hipertrofia
y la fibrosis cardiaca, la modulacién del remodelado eléctrico adverso y la mejora de la homeostasis del Ca** intracelular en el corazén.
Ademas, la vitamina D ha demostrado propiedades inmunomoduladoras y antiinflamatorias. Sin embargo, los estudios clinicos pu-
blicados hasta la fecha sobre el papel de la suplementacion con vitamina D en el tratamiento de la IC no han sido concluyentes y habra
que esperar los resultados de futuros ensayos clinicos prospectivos para poder recomendar de forma rutinaria la suplementacién de
vitamina D para la prevencion o el tratamiento de la IC.

Abreviaturas SRAA Sistema renina angiotensina aldosterona
TGEB Factor de crecimiento transformante
15-PGDH Deshidrogenasa 15-hidroxiprostaglandina TNFa Factor de necrosis tumoral a
AMPc Monofosfato ciclico de adenosina TLR4 Receptores de tipo Toll 4 (Toll like receptor 4)
ANP Péptido natriurético auricular VDR Receptor de vitamina D
ARNm ARN mensajero VDRE Elementos de respuesta a VDR
CYP27B1 la-hidroxilasa WT Wild type
CYP24A1 24-hidroxilasa
ECC Acoplamiento excitacién-contraccion cardiaco
ECG Electrocardiograma 1. Introduccion
EPOC Enfermedad pulmonar obstructiva crénica
FE Fraccion de eyeccion La vitamina D es conocida como una vitamina liposoluble, pero
FGF23 Factor de crecimiento de fibroblastos 23

en realidad se trata de una prohormona que se obtiene mayori-

IC Insuficiencia cardiaca tariamente en el organismo por sintesis endégena gracias a la
IL Interleuquina . y . .

. accion del sol. Su funcién principal es la de regular los niveles
INF-y Interferén-y L. de Ca? v fosf 1 deficienci h iad
LTCC Canales de Ca®* tipo L séricos de Ca*" y fosforo, por ello su deficiencia se ha asociado
MCP-1 Proteina quimiotdctica de macréfagos-1 tradicionalmente al raqultlsmo en los nifos y a la osteomalacia
MEC Matriz extracelular en los adultos. La vitamina D se encuentra en la naturaleza en dos
NFAT Factor nuclear de células T activadas formas: el ergocalciferol de origen vegetal o vitamina D2 y el co-
NF-kB Factor nuclear kappa de las células B activadas lecalciferol o vitamina D3, de origen animal. La principal fuente
OMS Organizacién Mundial de la Salud de esta vitamina y por la que obtenemos mas del 80% de los re-
PA Potencial de accién querimientos diarios de nuestro organismo, se produce al incidir
PAI-1 Proteina inhibidora del activador los rayos UV del sol (280-310 nm) sobre el 7-dehidrocolesterol

del plasmin6geno-1 presente en la epidermis transformandolo en previtamina D3

PKA Proteina quinasa A que, por isomerizacién espontanea, dar4 lugar a la vitamina D3 o
II;?;I ;f:ﬂg?:;gmtimi dea colecalciferol. Esta molécula es bioldgicamente inactiva y deberd
RXR Receptor retinoide X sufrir hidroxilaciones sucesivas para finalmente dar lugar a la
SERCA Bomba ATPasa de Ca2* 2a del reticulo molécula biolégicamente mas activa o calcitriol (1a,25-dihidroxi-

sarcoplasmitico vitamina D3; ver Figura 1). La otra fuente de vitamina D proviene
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Figura 1. Metabolismo de la vitamina D.

de la dieta o los suplementos y en ambos casos también reque-
rirdn de sucesivas hidroxilaciones en el organismo para obtener
finalmente la vitamina D3 activa o calcitriol. La primera hidrox-
ilacion tiene lugar en el higado por accién de la 25-hidroxilasa
y el producto resultante es la 25-hidroxivitamina D3 o calcidiol,
principal metabolito circulante utilizado para medir los niveles de
la vitamina D ya que se encuentra en el rango nano molar y su vida
media es larga, de aproximadamente tres semanas, mientras que
el calcitriol se encuentra en el rango pico molar y su vida media
es mucho mas corta, unos 3-5 dias. Los niveles séricos de cal-
cidiol se miden en nmol/L o ng/mL, siendo la equivalencia de
1 nmol/L igual a 0.4 ng/mL [1]. Se estima que niveles séricos de
calcidiol por encima de 30 ng/mL son suficientes para mantener
un estado de salud adecuado. Se considera insuficiencia niveles
entre 20-30 ng/mL y deficiencia niveles por debajo de 20 ng/mL
[2]. Posteriormente este calcidiol se transporta en sangre hasta
el rifién principalmente, donde sufre una segunda hidroxilacién
por accién de la enzima la-hidroxilasa (CYP27B1) que lo conver-
tird en la forma activa de la vitamina D o calcitriol (1a,25-dihi-
droxivitamina D3). Esta segunda hidroxilacion, ademas, se puede
llevar a cabo en tejidos extrarrenales o células que poseen la enzi-
ma la-hidroxilasa [1] (Figura 1).

Para la inactivacion y eliminaciéon de los productos del meta-
bolismo de vitamina D, tanto el calcitriol como el calcidiol sufren
una nueva hidroxilacién que tiene lugar principalmente en las
células del rifidén por la 24-hidroxilasa (CYP24A1). A continua-
cion, el 1a,24,25(0OH) D3 y el 24,25(0OH),D3 son oxidados y con-
vertidos en acido calcitrioico que se eliminara practicamente en
su totalidad por via biliar-fecal [1] (Figura 1).

La via metabdlica de la vitamina D, descrita anteriormente,
esta regulada por un mecanismo bioldgico que depende princi-
palmente de los niveles de Ca** fésforo o calcitriol en sangre, y
de su efecto sobre las enzimas la-hidroxilasa y 24-hidroxilasa.
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De esta manera, unos niveles bajos de Ca** o calcitriol en sangre
estimulan la sintesis de la hormona paratiroidea (PTH), que a su
vez acttia sobre el rifién estimulando la reabsorcion de Ca** en el
tubulo distal y aumentando la produccién de la-hidroxilasa que
promueve la sintesis de calcitriol. Ademas, la PTH inhibe la activi-
dad de la enzima 24-hidroxilasa, lo que inhibe la inactivacion y
eliminacién de calcitriol por via biliar-fecal. Asimismo, la enzima
la-hidroxilasa tiene un mecanismo de autorregulacién por el que
niveles altos de esta enzima inhiben su propia actividad [1, 3].
Por otro lado, el factor de crecimiento de fibroblastos 23 (FGF-23)
también tiene un papel muy importante en la regulacion de la ac-
tividad biologica de la vitamina D. Cuando existen niveles altos de
calcitriol en sangre, FGF-23 acttia sobre CYP24A1, estimulando
la eliminacién de calcidiol y calcitriol, y sobre CYP27B1, inhi-
biendo la sintesis de calcitriol [4, 5] (Figura 1).

El calcitriol ejerce sus efectos actuando como un ligando para
el receptor de vitamina D (VDR). VDR es un miembro de la su-
perfamilia de receptores nucleares que actian como factores de
transcripcion activados por ligando y se clasifica dentro de la sub-
familia de receptores nucleares 1, grupo I, miembro 1. La unién
de la forma activa de la vitamina D, calcitriol, a VDR favorece la
unidén con el Receptor retinoide X (RXR). Este heterodimero es
capaz de reclutar complejos coactivadores o correpresores para
unirse a los elementos de respuesta de la vitamina D (VDRE) en
el ADN, y de esta forma, activar o inhibir la expresiéon de nu-
merosos genes. Se ha estimado que la activacién de VDR por cal-
citriol regula cerca de un 3% del genoma humano [6], lo cual es
congruente con funciones hormonales ampliamente distribuidas
por todo el organismo y no solo relacionadas con el metabolismo
6seo. Ademas de sus clasicos efectos genémicos, existe eviden-
cia de que el calcitriol puede inducir también efectos rapidos no
gendmicos mediados por el VDR asociado a membrana que im-
plican la estimulacion de canales i6nicos, principalmente Ca*, y
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la activacién de segundos mensajeros [7]. Por otro lado, VDR,
asi como la maquinaria enzimatica requerida para su activacion
y funcioén, han sido identificados en el sistema nervioso central,
el sistema inmune, el tejido adiposo y el sistema cardiovascular,
entre otros [1, 8]. Numerosos estudios han demostrado que la ac-
tivacion de este receptor se asocia a procesos muy diversos entre
los que podemos destacar proliferacion y diferenciacion celular,
inmunidad, apoptosis, estrés oxidativo, transporte de membrana,
homeostasis de la matriz extracelular o adhesion celular [8-10].
Por lo tanto, actualmente se acepta que la vitamina D juega un
papel relevante en la fisiologia humana que va mas alld de sus
acciones sobre el metabolismo dseo. En este sentido, ya hace mas
de treinta afios que se viene observando la existencia de una de-
ficiencia o insuficiencia de vitamina D en la poblacién mundial,
incluso en regiones con buena exposicion solar [11, 12]. Estudios
epidemioldgicos y clinicos han sugerido que esta deficiencia o
insuficiencia de vitamina D podria contribuir al desarrollo o a
un peor pronodstico de algunas de las enfermedades mas preva-
lentes en el mundo como son las enfermedades cardiovasculares,
el cancer o las enfermedades autoinmunes [1, 13].

2. Insuficiencia cardiaca

Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de
muerte a nivel mundial; la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) estima que al ano mueren en el mundo unos 17.9 millones
de personas a causa de estas patologias [14]. Sabemos que, dentro
de las enfermedades cardiovasculares, la insuficiencia cardiaca
(IC) supone la tercera causa de muerte de origen cardiovascu-
lar. La IC va a aparecer como un sindrome final comun de varias
patologias muy frecuentemente asociadas con el envejecimiento
como son la cardiopatia isquémica, la cardiopatia hipertensiva, la
enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) o la diabetes.

Precisamente porque en los ultimos afios ha mejorado mucho
la supervivencia de pacientes con estas comorbilidades, los casos
de IC casi se duplicaron desde 1990 hasta 2017, pasando de 33.5
millones en 1990 a 64.3 millones en 2017 [15].

La IC supone un gran gasto para los sistemas nacionales de
salud ya que es la primera causa de hospitalizacion en los mayores
de 65 afios. Por otro lado, y a pesar de algunos avances que se han
producido en la terapéutica en los ultimos anos [16], la IC sigue
siendo una enfermedad con una baja supervivencia. Después del
primer diagndstico ésta se estima en un 50% a los cinco afos y
muchos de estos fallecimientos se producen de forma subita e in-
esperada, presumiblemente como consecuencia de arritmias ven-
triculares letales. Por lo tanto, y a pesar de los ultimos avances en
la terapéutica, la IC sigue representando un desafio clinico muy
importante por su alta prevalencia, morbilidad y mortalidad. Me-
jorar el pronodstico de estos pacientes es fundamental, y para ello
es necesario una mejor comprension de los mecanismos fisiopa-
tologicos involucrados en la génesis y progresion de la IC para, de
esta forma, identificar nuevas dianas terapéuticas que nos ayuden
a obtener nuevos farmacos seguros y eficaces que puedan coad-
ministrarse con los restantes tratamientos que recibe el paciente
[17]. En este sentido, el receptor de vitamina D aparece como una
interesante propuesta.
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Para conocer mejor los mecanismos fisiopatolégicos involu-
crados en la génesis y progresion de la IC hay que recordar que
aproximadamente el 70% de los casos de IC tienen su origen en la
cardiopatia isquémica y en la hipertension arterial crénica.

De forma esquematica y sencilla podemos indicar que como
consecuencia de un infarto de miocardio o de una hipertension
arterial cronica, el corazon aumenta de tamafio en lo que se co-
noce como hipertrofia compensada, normalizando el estrés de la
pared ventricular y optimizando la funcién de bomba. Pero si esta
situacion se mantiene en el tiempo se inicia un proceso conocido
como remodelado deletéreo o patoldgico [18-20] que, finalmente,
conducira a una dilatacién de la cdmara ventricular y a una dis-
funcion cardiaca. Durante este remodelado se va a producir una
activacion del sistema nervioso adrenérgico y del sistema reni-
na-angiotensina-aldosterona (SRAA) que van a favorecer la pro-
gresion de la enfermedad. Otra de las caracteristicas asociadas a
este remodelado patoldgico es el aumento de fibrosis tanto a nivel
intersticial como perivascular. Como consecuencia, disminuira
el acoplamiento eléctrico y la velocidad de conduccién del im-
pulso eléctrico en distintas zonas del miocardio, lo que favore-
cerd la dispersion del periodo refractario y en definitiva ayudara
a la aparicion de un tipo de arritmias conocidas como arritmias
por reentrada. Durante este proceso de fibrosis, los fibroblastos
se transforman en miofibroblastos, los cuales poseen una mayor
capacidad de migraciéon y proliferacion y un perfil claramente
proinflamatorio. Estos miofibroblastos van a favorecer la libe-
racion de citoquinas proinflamatorias como factor de necrosis tu-
moral (TNF-a), interleuquina (IL), 1 beta (IL-1p) o IL-6 y también
favoreceran la liberacion de factores de crecimiento profibréticos
como el factor de crecimiento transformante beta (TGF-f) que,
junto con las citoquinas proinflamatorias, van a estimular la ex-
presion de la proteina inhibitoria del activador de plasmindgeno
(PAI-1), cuya funcién principal es potenciar la produccion de fi-
brosis a través de la inactivacion de metaloproteinasas que son
las que se encargan de degradar la matriz extracelular. Por lo que
respecta a los cardiomiocitos, durante este remodelado patologi-
co, vaa disminuir su nimero debido a un aumento de la apoptosis
sobre todo tras un infarto de miocardio, pero los cardiomioci-
tos que quedan aumentan su volumen individual. Por otro lado,
se van a producir dos procesos de gran interés: un remodelado
iénico arritmogénico y una desregulacion de ciertas proteinas im-
plicadas en el manejo de calcio intracelular en el corazén. En el
primer caso, este remodelado arritmogénico se relaciona con una
disminucion en la expresion y/o funcién de ciertos canales de K*
voltaje-dependientes, lo que ocasionard un enlentecimiento en la
repolarizacion cardiaca y un aumento del intervalo QT del ECG,
favoreciendo la aparicion de arritmias ventriculares graves [21].

En el segundo caso, las alteraciones en el dinamismo del Ca**
se relacionan con una disminucién en la expresiéon y/o activi-
dad de la bomba ATPasa de Ca** 2a del reticulo sarcoplasmatico
(SERCA), una mayor expresion y/o actividad del intercambiador
Na* / Ca* y una liberacién anormal de Ca** desde los canales de
rianodina, durante la didstole. Estas alteraciones van a facilitar no
solo la disfuncién contractil sino también la aparicién de pospo-
tenciales tardios y/o precoces capaces de generar arritmias por
actividad desencadenada [22].
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Figura 2. Mecanismos implicados en el efecto cardioprotector de la vitamina D sobre el remodelado eléctrico, la fibrosis, la hipertrofia cardiaca, la
contraccion cardiaca y la activacion del sistema inmune.

3. Mecanismos cardioprotectores de la vitamina D
3.1. Sistema renina-angiotensina-aldosterona

El SRAA es la via mas importante para regular la presion arterial,
el volumen extracelular y el equilibrio osmético en el organismo.
Tanto el dano cardiaco como la sobrecarga, ya sea por volumen
o presion, activan de forma crénica el SRAA, contribuyendo a
la aparicién de un remodelado cardiaco adverso y al deterioro
de la funcién ventricular, de forma que un mayor grado de acti-
vacion de este sistema se asocia con un peor pronostico de la IC
[23]. En la bibliografia cientifica, uno de los mecanismos cardio-
protectores mas estudiados de la vitamina D es la regulacion de la
activacion del SRAA, ya que existen estudios observacionales que
han mostrado una relacién entre la deficiencia de vitamina D y
una mayor activacion del SRAA, mientras que su suplementacién
disminuye la actividad y la concentracién de renina plasmatica
en pacientes [24], que es la enzima secretada por el rindén y ac-
tivadora de este sistema. El aumento de la expresion génica de
renina activa a su vez vias intracelulares secundarias que afectan
directamente a las células del sistema circulatorio [25].

A nivel experimental, esta descrito que los ratones carentes de
VDR presentan hipertension y niveles elevados de la expresion
de renina y angiotensina II y que el tratamiento de ratones wild
type (WT) con calcitriol reduce los niveles de expresion de renina
hasta un 50% [26]. Hay varios mecanismos de accion descritos que
podrian estar implicados en este efecto. Por un lado, se ha demos-
trado que la activacion de VDR por calcitriol participa en la regu-
lacién transcripcional del gen de renina a través de los elementos
de respuesta al monofosfato ciclico de adenosina (AMPc) [26]. Por
otro lado, experimentos in vitro han mostrado que el calcitriol re-
duce la metilacién del silenciador del gen de la renina, lo que se
traduce en una disminucién de su expresion [27] (Figura 2).
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3.2. Hipertrofia cardiaca

La hipertrofia cardiaca patoldgica implica un aumento del tamafio
del corazén como respuesta a una sobrecarga hemodinamica o
funcional desencadenada por estimulos deletéreos, lo que supone
la reexpresion de genes fetales, alteraciones en el estado metabdli-
co y energético cardiaco y cambios tanto a nivel celular como mo-
lecular que finalmente se traducen en un remodelado ventricular
con disfuncion cardiaca [18].

Con relacién a la vitamina D, hace mas de veinte afios que
se demostraron sus efectos antihipertroficos en cardiomiocitos
neonatales de rata, en los que se observo una reduccion en los
marcadores de hipertrofia asociados a la IC al tratar las células
con calcitrol [28]. Actualmente, gracias a los experimentos de in-
munofluorescencia de Chen et al., [29] sabemos que tanto el VDR
como la enzima la-hidroxilasa estan presentes en cardiomiocitos
y que su eliminacién induce hipertrofia y disfuncién cardiaca.

La actividad antihipertrofica de la vitamina D también se ha
demostrado en estudios experimentales in vivo en ratas espontd-
neamente hipertensas [30], en ratas sensibles a la sal (Dahl S)
[31], en modelos de hipertrofia cardiaca en el raton [32, 33] y en
otros modelos animales como en cerdos hipercolesterolémicos
tratados con una dieta deficitaria en vitamina D [34]. En cuanto
a los mecanismos moleculares implicados, sabemos que la acti-
vacion de VDR ejerce sus efectos antihipertréficos a través de la
supresion de la activacion de la via calcineurina/factor nuclear de
las células T activadas (NFAT), una de las vias pro-hipertréficas
implicadas en la IC [33]. Asi mismo, es importante destacar que
el tratamiento con un anélogo del calcitriol ha demostrado ser ca-
paz de reducir la expresion génica del biomarcador de hipertrofia,
péptido natriurético auricular (ANP), en modelos experimentales
de hipertrofia e IC [33, 35, 36] (Figura 2).
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3.3. Fibrosis cardiaca

La fibrosis cardiaca es un proceso de remodelado patolédgico de la
matriz extracelular (MEC), que conduce a anomalias en su com-
posicion y que esta asociado a enfermedades como la IC. El dafio
cardiaco, a través de numerosos mecanismos, estimula la repli-
cacion de fibroblastos y su diferenciacion a miofibroblastos, lo que
implica una excesiva y continua expresion génica y la deposicion
de colageno tipo I y III, promoviendo la fibrogénesis [37]. Este au-
mento de los niveles de colageno y la alteracion de la proporcion
de colageno tipo I/III favorecen la disfuncién tisular, que se asocia
a un deterioro de la contraccién y relajacion cardiaca, una mayor
rigidez en el ventriculo izquierdo y una disfuncién diastélica en
laIC. Ademas, la fibrosis dificulta la conduccion del impulso eléc-
trico cardiaco, aumentando el riesgo de arritmias, tanto a nivel
auricular como ventricular [38]. Por lo tanto, prevenir y reducir la
formacioén de fibrosis en el tejido cardiaco disminuye el riesgo de
disfuncién y mejora el pronoéstico de pacientes con IC.

Sabemos que la vitamina D participa en la regulacién de la
composicion de la MEC mediante la modulacién de la expresion
génica de las metaloproteinasas a través de la activacion de VDR,
contribuyendo asi a la degradacion, la sintesis y el remodelado de
la misma durante el desarrollo de la IC [39]. Mas concretamente,
se ha demostrado que el tratamiento con un activador del VDR
en ratones con IC disminuye la expresion génica de PAI-1 [33].
Por otro lado, también se ha observado que ratones con una dieta
deficiente en vitamina D cuentan con mayor depésito de colage-
no en la MEC [40] y que, el tratamiento con esta vitamina o ac-
tivadores del receptor disminuye el porcentaje de fibrosis inters-
ticial y perivascular a través de la reduccion en la expresion del
ARN mensajero (ARNm) del colageno tipo I y tipo III en algunos
modelos experimentales de IC [32, 33, 35, 36] (Figura 2).

3.4. Remodelado eléctrico

La actividad eléctrica cardiaca comienza por la generacion de
potenciales de accién (PA) automdticos en las células marcapa-
sos del nodo del seno. El PA se define como los cambios reversi-
bles del potencial de membrana de las células cardiacas produci-
dos como consecuencia del flujo de iones a través de la membrana.
La propagacion de estos PA crea una onda de excitacién a través
de la auricula que conduce a su despolarizacion, y que se corres-
ponde con la onda P del electrocardiograma (ECG) (Figura 2).
A continuacion, la onda de excitacién pasa a través del nodo au-
riculoventricular hacia los ventriculos dando lugar a la despola-
rizacion ventricular que se corresponde con el complejo QRS del
ECG y por ultimo tiene lugar la repolarizacion ventricular que se
relaciona con el intervalo QT del ECG. En los pacientes con IC es
comun apreciar una prolongacion del intervalo QT (Figura 2), lo
que les predispone a sufrir arritmias graves, aumentando el riesgo
de muerte sabita [21].

Las corrientes idénicas implicadas en la duracion del intervalo
QT'y, por tanto, en la repolarizacion del PA de los cardiomiocitos
ventriculares, son fundamentalmente las corrientes de salida K*,
que se encuentran disminuidas en la IC [21].
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Existe evidencia clinica de que una deficiencia de vitamina
D se asocia con una mayor incidencia de muerte cardiaca subita
[41] y se ha comprobado que el tratamiento con calcitriol provo-
ca una reduccion del intervalo QT en pacientes en hemodidlisis
con hiperparatiroidismo secundario [42]. Existen pocos estu-
dios experimentales que expliquen el posible mecanismo impli-
cado, sin embargo, se ha demostrado in vitro que el calcitriol
es capaz de modular directamente las principales corrientes de
K* implicadas en la repolarizacion del PA en cardiomiocitos de
raton [43]. Ademads, el tratamiento con un activador de vitami-
na D en ratones con IC, aumenta la densidad de estas mismas
corrientes traduciéndose en una disminucién de la prolongacién
del intervalo QT, reduciendo el riesgo de aparicion de arritmias
ventriculares graves [33]. Todo esto, sumado al anteriormente
descrito efecto antifibrético, que facilita la conduccién del impul-
so eléctrico cardiaco, serian mecanismos a través de los cuales la
vitamina D disminuiria la predisposicion a padecer determinados
tipos de arritmias ventriculares con frecuencia asociadas a la IC
crénica.

3.5. Acoplamiento excitacion-contraccion

El impulso eléctrico generado en la region automatica del cora-
z6n llega a los cardiomiocitos, donde estimula la entrada de
Ca?" a través de los canales de Ca?* tipo L (LTCC) induciendo el
mecanismo de excitacién-contraccién cardiaco (ECC) y favore-
ciendo la activacion de la maquinaria contractil del cardiomiocito
[22].

Como se ha comentado previamente en la patogénesis de la
IC se produce una alteracién de los mecanismos reguladores del
Ca?" intracelular, comprometiendo la contraccion celular, lo que
puede ocasionar disfuncion cardiaca y favorecer la aparicion de
arritmias [22].

Estudios in vitro han demostrado que el calcitriol es capaz de
aumentar las corrientes de Ca** tipo L en cardiomiocitos adul-
tos a través de la activacion de la proteina quinasa A (PKA), lo
que se ha relacionado con una mayor contraccion celular [7, 44-
46]. En modelos experimentales de IC, la activacion de VDR ha
mostrado una mejora a nivel del manejo de Ca** intracelular, a
través de la modulacion de la expresion génica de SERCA, y de
su modulador el fosfolamban (PLB), por otro lado, también se ha
descrito un efecto inhibitorio sobre el aumento de las liberaciones
espontaneas de Ca?* durante la didstole. Todos estos mecanismos
se traducen finalmente en una mejora de la funcién cardiaca y
una menor susceptibilidad para la aparicion de arritmias por ac-
tividad desencadenada [33, 47] (Figura 2).

3.6. Inmunidad e inflamacion

Esta ampliamente reconocido que la activacion de las células in-
munes y el aumento de factores proinflamatorios juegan un papel
fundamental en el desarrollo de la IC. Por otra parte, sabemos que
tanto las células dendriticas como los macréfagos y los linfoci-
tos T y B expresan el VDR en forma constitutiva o después de su
estimulacion, lo que sugiere un papel importante de la vitamina
D en su funcionamiento [48]. Estudios observacionales en hu-
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manos han relacionado el déficit de vitamina D con una concen-
tracion elevada de marcadores sistémicos de inflamacién [49, 50].
Por otra parte, niveles adecuados de vitamina D en suero se han
asociado con niveles elevados de citoquinas antiinflamatorias in-
cluyendo la IL-4 y la IL-10, y con niveles mas bajos de citoquinas
proinflamatorias, IL-1p, IL-6, IL-2, IL-17, interferén-y (INF-y)
y TNF-a [51-53]. En estudios experimentales, se ha observado
que tratamientos con distintos agonistas de la via de la vitamina
D inducen, en presencia de un dafio cardiaco, una menor infil-
tracion de macroéfagos en el tejido, una reduccion de marcadores
inflamatorios y una disminucién en la expresion del Toll like
receptor 4 (TLR4) [35, 54, 55]. En este sentido, Krishnan et al.,
[56] describieron que el mecanismo implicado en el papel anti-
inflamatorio de la vitamina D incluia la supresion de la expresion
génica de los receptores de proteina quimiotactica de macroéfa-
gos-1 (MCP-1) y de prostaglandinas, y la regulacién al alta de la
expresion de la deshidrogenasa 15-hidroxiprostaglandina (15-
PGDH). Ademas, se ha demostrado que la actividad del factor
nuclear kappa de las células B activadas (NF-kB), factor transcrip-
cional clave que regula la expresion de citoquinas inflamatorias
en el corazén después de un estimulo patoldgico [57], es inhibida
por el calcitriol y su analogo paricalcitol, atenuando el desarrollo
de complicaciones cardiovasculares e induciendo efectos cardio-
protectores [58] (Figura 2).

4. Ensayos clinicos

En las ultimas décadas, un gran nimero de estudios observa-
cionales han evidenciado la existencia de una clara deficiencia
de vitamina D entre los pacientes con IC [59]. Mds aun, se ha
demostrado que esta deficiencia se correlaciona con un peor
pronoéstico y una mayor mortalidad [60]. Por lo tanto, el obje-
tivo de numerosos ensayos clinicos en los tltimos aflos ha sido
analizar el posible efecto beneficioso del tratamiento con suple-
mentos de vitamina D en pacientes con IC [61]. Desafortuna-
damente, los ensayos clinicos publicados hasta la fecha no son
concluyentes ya que, aunque algunos han mostrado claramente
efectos beneficiosos, otros no han observado diferencias. Por
ejemplo, en el estudio VINDICATE (Estudio VitamIN D treatlng
patients with Chronic heArT failurE) [62], 229 pacientes con una
edad media de 69 aios con IC diagnosticada y valores de vita-
mina D por debajo de 20 ng/mL se trataron con 4000 UI diarias
de colecalciferol durante un afio. Al finalizar el estudio, aunque
no se encontraron diferencias en el objetivo primario (prueba
de marcha de seis minutos), si que se observé una mejora signi-
ficativa en la fraccién de eyeccién y una reversion en el remo-
delado adverso del ventriculo izquierdo, en el grupo tratado con
vitamina D. Por el contrario, en el estudio EVITA (Effect of vita-
min D on all-cause mortality in heart failure) [63] realizado sobre
400 pacientes diagnosticados de IC y tratados con 4000 UI dia-
rias de colecalciferol durante tres aflos no se observo ninguna di-
ferencia en la mortalidad entre el grupo con tratamiento y el gru-
po placebo, aunque un analisis post-hoc del mismo estudio, en el
que se analizaron por separado los resultados de pacientes ma-
yores de cincuenta afos, si mostrd que el tratamiento con cole-
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calciferol mejoraba significativamente la funcién del ventriculo
izquierdo [64].

En general, la comparacién entre estudios es complicada debi-
do a la variabilidad en las dosis usadas, el tipo de suplemento, la
duracién de los tratamientos, los niveles basales de vitamina D en
los distintos grupos (deficiencia, insuficiencia o suficiencia de vi-
tamina D) yla gravedad dela IC al inicio del tratamiento. Ademas,
un estudio reciente publicado en la revista Lancet mostré que los
efectos beneficiosos de los suplementos de vitamina D se obser-
vaban fundamentalmente entre aquellos pacientes con niveles de
vitamina D inferiores a 20 ng/mL [65].

5. Conclusiones

La vitamina D es un micronutriente necesario para el correcto
funcionamiento de nuestro organismo. En los ultimos afios, se
han publicado numerosos estudios observacionales que han
mostrado una elevada prevalencia de déficit de vitamina D en pa-
cientes con IC, asociandose este hallazgo con un peor pronoéstico.
El abordaje terapéutico con suplementos de vitamina D podria
ser potencialmente beneficioso dado que los estudios experimen-
tales han demostrado numerosos mecanismos por los cuales la
vitamina D y la activacion de su receptor podrian tener un papel
protector en la IC. Sin embargo, en estos momentos no existe un
consenso sobre la suplementacion de vitamina D en pacientes con
IC, més alla de restaurar los niveles séricos hasta alcanzar valores
en el rango éptimo fisioldgico (30 ng/mL). Para llegar a una con-
clusion clara sobre los efectos beneficiosos de la suplementacion
con vitamina D en pacientes con IC, serfan necesarios futuros en-
sayos clinicos prospectivos con un nimero elevado de pacientes,
seleccionados en funcidn de sus niveles de vitamina D de partida
y sometidos a tratamientos de larga duracién con dosis éptimas y
regimenes apropiados de vitamina D.
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Resumen: El mantenimiento de la vida depende de la actividad de los polifosfatos (por ejemplo, los acidos nucleicos) y su estabilidad
requiere del contraién magnesio. El calcio (Ca?*), el otro ion divalente abundante en el cuerpo humano, no puede ser el contraion de los
polifosfatos porque los inactiva al formar precipitados insolubles en el agua (piedras); por esta razon, la célula continuamente invierte
energia para mantener la concentracién de calcio en el citoplasma ([Ca’*],) en niveles muy bajos, del orden de submicromolar (0.1 uM o
100 nM) ya sea por expulsar el Ca?* al medio extracelular a través de proteinas presentes en la membrana plasmatica o por almacenarlo
en compartimentos intracelulares (reticulo endoplasmico, aparato de Golgi, lisosomas, etc.). Al mismo tiempo, las células responden a
diversos estimulos fisicos o quimicos con incrementos de la [Ca**], lo que conduce a su atrapamiento por diferentes tipos de proteinas,
como la calmodulina; este complejo de Ca?*-calmodulina modifica la actividad de otras proteinas lo que resulta en cambios de la
funcién celular, ejemplos serian la contraccién muscular, la fecundacion, la neurotransmision, la secrecion glandular, la sintesis de ATP,
el estrés oxidativo y la apoptosis, por citar algunos. Estos datos sugieren que el Ca** es el regulador maestro de la actividad celular y a
continuacion se revisaran los diferentes mecanismos bioquimicos involucrados en dicha regulacion.

Abreviaturas CML Célula de musculo liso
CNGC Canales i6nicos activados por nucleétidos
[Ca*] Concentracién de calcio DAG Diacilglicerol
[Ca?],, Concentracion de calcio libre del aparato de Golgi DM2 Diabetes mellitus tipo 2
[Ca*], Concentracién de calcio extracelular EGTA Etilen glicol-bis(2-aminoetileter)
[Ca*],,  Concentracién de calcio libre de granulos -N,N,N’N’-acido tetraacético
de secrecion GAA Glucosil transferasa a (1 -> 4) dcida lisosdmica
[Ca?], Concentracion de calcio intracelular (en citoplasma) GCAP Proteina activadora de guanilil ciclasa
[Ca*],,  Concentracion de calcio libre del reticulo GMPc Guanosin monofosfato ciclico
endopldsmico GPCRs  Receptores acoplados a proteinas G
[HCO,] Concentracién de bicarbonato GRP78 Proteina 78 regulada por glucosa
[Na'], Concentracion de sodio intracelular (en citoplasma) IP, Inositol 1,4,5 - trifosfato
uM Micromolar IP,R Receptor de inositol 1,4,5 - trifosfato
AC Adenilato ciclasa IRE1 Endoribonucleasa 1 que requiere inositol
ADN Acido desoxirribonucleico M Molar
ADP Adenosin Difosfato MCU Uniportador de calcio mitocondrial
ADPRc  Adenosin Difosfato Ribosa ciclico Mg* Magnesio
AG Aparato de Golgi MLC Cadena pequena de la miosina
AMPc Adenosin Monofosfato ciclico MLCK Cinasa de la cadena pequena de la miosina
ARN Acido ribonucleico MLIV Mucolipidosis tipo IV
ARNm  Acido ribonucleico mensajero mM Milimolar
ATF6 Factor de transcripcién activador 6 MP Membrana plasmatica
ATP Adenosin trifosfato mPTP Poro de transicion de permeabilidad mitocondrial
ATPasa-V ATPasa vacuolar de protones mV Milivolts
BAPTA  Acido 1, 2-Bis(2-aminofenoxi) NAADP Acido nicotinico adenina dinucleétido fosfato
-etano-N,N,N’N’-tetraacético NCX Intercambiador sodio — calcio
BHQ 2,5-diterbutilbenzohidroquinona nM Nanomolar
BKCa Canales de potasio activados por calcio PERK Cinasa del reticulo endoplasmico dependiente de PRK
de conductancia grande pH Potencial de hidrégeno
Cab45 Proteina de unién a calcio de 45 kDa PIP, Fosfatidilinositol 4,5 - bisfosfato
CACNA1A Canal de calcio neuronal operado por voltaje PKA Proteina cinasa A
CALNUC Nucleobindina-1 PKC Proteina cinasa C
CaM Calmodulina PLC Fosfolipasa C
cAMP Adenosin monofosfato ciclico PMCA  ATPasa de calcio de la membrana plasmatica
CCDV  Canal de calcio dependiente del voltaje RE Reticulo endoplésmico
CICR Liberacién de calcio inducida por calcio RS Reticulo sarcopldsmico
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RTKs Receptores con actividad cinasa de tirosina
RyR Receptor de rianodina

SERCA  ATPasa de calcio del reticulo sarco-endoplasmico
SOCE Entrada de calcio operada por depdsito

SPCA ATPasa de calcio de la via secretora

STIM Molécula de interaccion estromal

TBHQ Terc-butilhidroquinona

TGN Red Trans del aparato de Golgi

TPCs Canales de dos poros

TRP Potencial Transiente del fotoreceptor

TRPA Potencial Transiente del fotoreceptor
con repetidos de anquirinas

TRPC Potencial Transiente del fotoreceptor canénico

TRPM Potencial Transiente del fotoreceptor sensible
a melastatina

TRPML  Potencial Transiente del fotoreceptor asociado
a mucolipidosis

TRPN Potencial Transiente del fotoreceptor asociado
a la sensacion mecanica de las moscas

TRPP Potencial Transiente del fotoreceptor asociado
a rifion poliquistico

TRPV Potencial Transiente del fotoreceptor sensible
a vaniloides

t-SNARE Receptores de proteinas de fijacién soluble de NSF
de compartimento diana

UPR Respuesta a proteinas mal plegadas

v-SNARE Receptores de proteinas de fijacion soluble
de NSF de vesicula

1. Introduccion
1.1. ;Qué es la sefalizacion por Ca** intracelular?

Las células son capaces de identificar seiiales tanto quimicas como
fisicas por medio de receptores, que son proteinas membranales o
citoplasmicas y cambiar su actividad celular en respuesta a dichas
senales. Estos cambios involucran fluctuaciones en la concen-
tracion de moléculas o iones del medio intracelular, que se co-
nocen como segundos mensajeros. El primer segundo mensajero
identificado fue el ion calcio (Ca?*). Ringer en 1883 encontr6 la
necesidad de incluir Ca** en la solucion salina que banaba el cora-
z6n de la rana para lograr su contraccién de forma consistente.
Posteriormente, estudios de los mecanismos bioquimicos de la
sefnalizacion celular han descubierto otros segundos mensajeros
como son el AMPc (Adenosin Monofosfato ciclico), el IP, (Ino-
sitol trifosfato), el DAG (diacilglicerol), la ADPRc (ADP-ribosa
ciclica), el NAADP (Dinucledtido fosfato de 4cido nicotinico y
adenina), el 6xido nitrico, entre otros [1].

1.2. ;Qué es el ion Ca** y cdmo se descubri6
su papel de segundo mensajero?

El ion Ca®* se descubri6 en 1808, tiene una masa atomica de 40 y
nimero atémico de 20. El isotopo radiactivo del Ca que se utiliza
en estudios bioquimicos es el “*Ca** con decaimiento beta. El Ca**
es el quinto elemento mas abundante de la corteza terrestre y las
sales de carbonato y fosfato de Ca son insolubles en agua, las cuales

al depositarse en diferentes matrices organicas forman estructuras
duras como conchas, pezuiias, dientes y huesos. El funcionamiento
de los seres vivos depende en gran medida de diversos polifosfatos,
como son los acidos nucleicos, fosfolipidos, nucledtidos, pirofosfa-
to, etc. Estos tienen como contraién al magnesio (Mg**) puesto que
con el Ca** se formarian precipitados de estos polifosfatos y por lo
tanto no llevarfan a cabo su actividad biolégica. Esta es la principal
razén por la cual las células invierten una cantidad importante de
energia para bajar la concentracién de Ca** libre en el citoplasma
([Ca*]) a 100 nM (1x107 M). Esto se debe a que en el exterior de
la célula la ([Ca®]) puede estar en el orden de mM (1x10° M).
Ningtn otro ion tiene un gradiente electroquimico tan alto, lo que
implica un gasto sustancial de energia por parte de las células vivas
para mantener dicho gradiente [2, 3].

1.3. ;Como se mide el Ca** libre intracelular?

Para medir la [Ca?']i se desarrollaron tetracarboxilatos fluores-
centes de alta afinidad y selectividad. El prototipo es el Fura-2,
un indicador de calcio formado por la unién de dos moléculas:
BAPTA y estilbeno. El BAPTA, es un tretracarboxilato rigido que
tiene la caracteristica de tener un pKa més dcido que el EGTA, por
lo que la concentracién fisioldgica de protones (cercana a pH 7.0)
no afecta la unién de Ca?* al BAPTA, ademads esto permite que
dicha union sea rapida, puesto que no hay que desplazar protones,
y por lo tanto el Fura-2 puede seguir cambios en la [Ca®*], en
el orden de milisegundos. El estilbeno es la parte fluorescente del
Fura-2, cuyo espectro de excitacidon muestra un corrimiento ha-
cia longitudes de onda menores ante la unién de Ca** al BAPTA.
Esta caracteristica hace que el Fura-2 sea un indicador de Ca** de
cociente, puesto que la fluorescencia a 340 nm aumenta con Ca*
y la fluorescencia a 380 nm disminuye con este ion. La fluores-
cencia a 360 nm no se modifica ante los cambios en la [Ca?*] y
por lo tanto es un control que nos permite calibrar y corroborar
que los cambios en fluorescencia se deben a cambios en la [Ca?*]
y no a algun otro artefacto como cambios en la intensidad de la
luz, cambios en la concentracion del indicador o la unién de al-
gun otro metal al indicador. El BAPTA asociado con fluoresceina
(Fluo-4) o con rodamina (Rhod-2) forman indicadores cuya fluo-
rescencia aumenta con la unién de Ca?*, y que son los indica-
dores utilizados con el microscopio confocal puesto que el Fura-2
requiere un laser de luz ultravioleta que no lo presentan los mi-
croscopios confocales comerciales [4].

También existen indicadores de Ca** derivados de proteinas,
en cuyo caso la proteina que une Ca*!, por lo general es calmo-
dulina (CaM) y en menor grado puede ser acuorina o la troponi-
na C. La parte fluorescente depende de la concatenacién de estas
proteinas unidoras de Ca** con una o dos proteinas de la familia
verde fluorescente. La gran ventaja de estos indicadores proteicos
es que se les pueden agregar los péptidos sefial que permiten a es-
tos indicadores de Ca?* localizarse en regiones especificas de las
células, de esta forma se puede medir los cambios en la [Ca?*]
de compartimentos intracelulares como el reticulo endoplasmico
(RE), la mitocondria, el aparato de Golgi (AG), el nucleo y tam-
bién el citoplasma [5, 6].
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2. Arsenal de proteinas involucradas
en la regulacion de la [Ca™],

2.1. Mecanismos de transporte del ion Ca?*
en la membrana plasmatica

El gradiente de Ca* entre el exterior de la célula (1 mM) y el ci-
toplasma (100 nM) es de cuatro 6rdenes de magnitud (Figura 1).
Esto implica que la célula invierte una fracciéon importante de su
energia (ATP) para mantener una baja [Ca’*]. El otro elemento
para considerar el control de la [Ca®*], es la naturaleza hidrofobi-
ca de las membranas celulares, debido a que estan formadas por
bicapas de fosfolipidos y en el centro se junta las cadenas alifati-
cas. Por lo tanto, se requieren proteinas integrales de la membra-
na plasmdtica (MP) que establezcan vias acuosas que permitan
el paso de iones a través de la MP. Hay dos mecanismos princi-
pales de transporte de Ca**, los activos y los pasivos. Los primeros
consumen energia para sacar el Ca** del citoplasma en contra de
su gradiente electroquimico. Los segundos son proteinas que for-

man un poro acuoso, se les conoce como canales i6nicos y estos
permiten la entrada de Ca** al citoplasma a favor de su gradiente
electroquimico, la actividad de estos canales responde a estimulos
de naturaleza muy diversa, ya sea fisica (como el voltaje y el calor)
o quimica (neurotransmisores, aminas biogénicas, etc.) [1].

Los canales iénicos permeables al Ca** son proteinas integrales
de membrana que presentan varios pases transmembranales y dos
dominios principales, las compuertas y el filtro de selectividad. El
movimiento de las compuertas determina si el canal estd cerrado
(no permeable) o abierto (permeable). Ademas, existe una segun-
da compuerta en aquellos canales que presentan inactivacion, es
decir que el canal se puede cerrar aun en presencia del estimulo
que lo abrié. La ventaja de las compuertas de inactivacion es que
reducen la sobrecarga con Ca** de la célula y asi evitan la muerte
celular. Por lo general, la compuerta uno estd formada por ami-
noacidos hidrofébicos que bloquean el paso del Ca?*; aquellos es-
timulos que abren el canal propician, por mecanismos alostéricos,
la rotacion de los pases transmembranales donde se encuentran
los aminoacidos hidrofébicos y por lo tanto su separacién, lo que

Figura 1. Las concentraciones intracelulares de Ca** se mantienen constantes debido a un estado estacionario que involucra paridad de flujos de Ca** en
diferentes membranas celulares. Las células vivas en reposo mantienen una concentracién intracelular de Ca?* libre ([Ca']) del orden de 100 nM y esto se

i

debe a un estado estacionario que gasta energfa (en forma de ATP via las diferentes bombas de Ca) de forma constante para mantener en el citoplasma dichos
niveles bajos de Ca®". Esta situacién de remocién constante del Ca** citopldsmico, atin en condiciones de reposo, se debe a la presencia de canales idnicos
permeables al Ca** en las diferentes membranas de la célula y cuya actividad nunca es cero, ya sea porque estdn permanentemente abiertos (canales de fuga)

o0 porque aun en ausencia de las sefiales que activan dichos canales, éstos pueden transitar al estado abierto de forma esporddica. La suma de la actividad

espontdnea de todos los canales de Ca? y el mismo gradiente electroquimico resulta en una entrada constante de Ca®* al citoplasma que debe ser removido
para mantener a la célula viva y saludable. Imagen elaborada con BioRender.com.
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resulta en la apertura del canal. La segunda compuerta, por lo
general, estd en el extremo carboxilo terminal (C-terminal) y se
desplaza al interior del poro y bloquea de forma fisica el paso de
iones. En el caso del canal de Ca dependiente del voltaje (CCDV),
CaV1.2, el mecanismo de activacion de la compuerta dos ha sido
estudiado ampliamente. Su desplazamiento requiere de la interac-
cién con el complejo Ca**-CaM lo cual ocurre en respuesta a un
incremento de la [Ca**]. en la vecindad del canal. De esta forma,
se puede concluir que el ion Ca** limita su propia entrada al cito-
plasma, al menos a través de los canales CaV1.2 [7, 8].

Los canales de Ca** pueden ser altamente selectivos o no selec-
tivos respecto a su permeabilidad a este cation. Los canales alta-
mente selectivos involucran un anillo de glutamatos en el filtro de
selectividad. Este anillo tiene una alta afinidad al Ca** de tal forma
que sdlo otro ion Ca*" con suficiente energia cinética es capaz de
desplazar al ion Ca** del filtro de selectividad produciendo una
corriente ionica. De hecho, este proceso de interaccion del ion
Ca?* con el filtro de selectividad explica por qué los canales de
Ca® tienen corrientes i6nicas unitarias muy pequefias compara-
das con otros canales como son los de potasio (K*) o de sodio
(Na*). Ademads, se necesita un gradiente electroquimico impor-
tante para lograr el desplazamiento del ion Ca** del filtro de selec-
tividad. En el caso delos CCDV, sélo el gradiente quimico, es decir la
[Ca*] , ayuda al movimiento de Ca**. Cuando la [Ca**] disminuye
del orden de uM, la energia cinética del ion no es suficiente para
desplazar al Ca** del filtro de selectividad, por lo que el canal se
bloquea, si se contintia disminuyendo la [Ca*] , del orden de nM,
entonces el CCDV se vuelve no selectivo, permitiendo el paso de
K*yNa*y por lo cual se desbloquea. A este fenomeno se le conoce
como fracciéon molar anémala, cuando el Ca** y el Na* compiten
por la interaccién con el filtro de selectividad de los CCDV. Esto
implica que el filtro de selectividad no es una propiedad rigida de
los canales, y depende de los iones que estén presentes. Los cana-
les de alta selectividad por Ca?* son los CCDV, los canales Orai,
involucrados en la entrada de Ca** estimulada por el vaciamiento
del RE y el canal MCU (Mitocondrial Calcium Uniporter, por sus
siglas en inglés) [7, 9, 10]. Es interesante que estas tres familias de
canales de Ca?* de alta selectividad son tres diferentes soluciones
por lo que su homologia es muy baja.

El otro mecanismo para la entrada de Ca** al citoplasma invo-
lucra la activacion de canales de baja selectividad. Estos no pre-
sentan un anillo de glutamatos y por lo mismo no discriminan
entre el Na* y el Ca**. Tienen dos efectos principales, despolarizan
a las células e incrementan la [Ca*], lo segundo se debe a que la
entrada de 100 uM de Ca®* al citoplasma tiene un impacto muy
fuerte en la [Ca*]. debido a que normalmente estd en el orden de
100 nM, mientras que la entrada de 100 pM de Na* representa
una fraccion muy pequefia de la [Na*], en reposo que es de 12
mM. Los canales permeables al Ca?* son canales receptores, como
serian los canales nicotinicos de acetilcolina, los canales purinér-
gicos P2X, los canales inotrépicos al glutamato, entre otros. Una
superfamilia de canales permeables al Ca** serian los canales TRP
(Transient Receptor Potential, por sus siglas en inglés), estos cana-
les se descubrieron estudiando la naturaleza del canal involucra-
do en los cambios del potencial de membrana en respuesta a la luz
del fotorreceptor del ojo de la mosca, Drosophila melanogaster.

Este canal de la mosca sirvié de carnada para descubrir que el
humano tiene una superfamilia de canales TRP; las familias invo-
lucradas son los canales TRPC, por canénicos; TRPV, por vaniloi-
des; TRPM por melastatina; TRPP, por poliquistico; TRPML, por
mucolipina; TRPA, por anquirina y TRPN, por no mecano re-
ceptor. Los canales TRPC3, 6 y 7 son activados por el DAG de tal
forma que los agonistas que inducen la hidrolisis de fosfatidili-
nositol 4,5-bisfosfato PIP, estimulan la entrada de Ca’* a través
de estos canales. Los canales TRPV1-4 estan involucrados con
la termopercepcion, los canales TRPV5 y 6 son los que tienen la
mayor selectividad por Ca®* y su expresion responde a la vitamina
D para permitir la entrada de Ca®* en el intestino y el rifién. El
canal TRPM2 participa en la muerte celular por estrés oxidativo,
el canal TRPMS estd involucrado en la criopercepcion (se activa
por el mentol y el icilin). Mutaciones de los canales TRPP son
responsables de la enfermedad de rifdn poliquistico (también
se conocen como PKD). Los TRPML son los canales asociados
con una de las enfermedades lisosomales conocida como mu-
colipidosis. Los canales TRPA tienen un repetido de ankirina y
se caracterizan por ser receptores a agonistas picantes (Wasabi,
canela) por la unién covalente de estos compuestos electrofilicos
con residuos de cisteina, particularmente la cisteina en la posicién
621. Por ultimo, los canales TRPN no se expresan en mamiferos,
pero estan involucrados con la sensaciéon mecanica en las moscas.
Este recuento demuestra que hay una gran variedad de sefiales
tanto fisicas como quimicas capaces de incrementar la [Ca*]. con
efectos muy diferentes en la funcién celular [11].

El transporte activo se lleva a cabo por dos tipos de proteinas,
las bombas de Ca* y el intercambiador Na*/Ca** (NCX, Na*/
Ca* exchanger, por sus siglas en inglés). El NCX tiene un papel
preponderante en la remocién de Ca** en los miocitos cardiacos.
Utilizando el gradiente de Na*, el NCX transporta tres Na* por un
Ca*, esto implica que el transporte es electrogénico, de tal forma
que segun el signo del potencial de membrana, el transportador
puede o no funcionar en reversa, esto significa que meterfa Ca*
ante un potencial de membrana despolarizado y por lo mismo se
observan consecuencias negativas en la regulacion de la [Ca*] en
los miocitos cardiacos [12].

Hay tres diferentes familias de bombas de Ca*', todas ellas son
bombeas tipo P, es decir que presentan un aspartico autofosforila-
do como un paso critico para producir los cambios conformacio-
nales necesarios en el transporte de Ca** en contra de su gradiente
electroquimico. Su estructura es similar, tienen diez pases trans-
membranales como minimo y es el sitio de unién de alta afinidad
al Ca** citoplasmico y de baja afinidad al Ca®* luminal. La region
citoplasmica de las bombas estd dividida en tres dominios el N,
P y A. El dominio N une el ATP, el dominio P contiene el resi-
duo de aspértico conservado y esencial en su actividad de bomba
y el dominio A, es un sitio accionador (actuator, en inglés). Las
tres familias de bomba de Ca** son la SERCA (Sarcoendoplasmic
Reticulum Ca** ATPase, por sus siglas en inglés), la PMCA (Plas-
ma Membrane Ca’* ATPase, por sus siglas en inglés) y la SPCA
(Secretory Pathway Ca’* ATPase, por sus siglas en inglés). En esta
seccion solo vamos a revisar la informacién con respecto a PMCA
y en la siguiente seccion veremos la informacion referente a SER-
CA y SPCA [13].
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La bomba PMCA estd codificada por 4 genes (PMCA1-4). Las
PMCAL y 4 se expresan de forma ubicua; sin embargo, el knock-
out de la PMCAL es letal y no asi el de la PMCA4 lo que sugiere
que la PMCAL es la bomba principal e irremplazable. Las PMCA2
y 3 se expresan principalmente en células excitables (células de
Purkinje y granulares del cerebelo) y se caracterizan por tener
una actividad basal alta en comparacién a las PMCAL y 4. Las
PMCAs tienen dos sitios de splicing alternativo, el sitio A esta en
la primera asa intracelular que forman el acoplador y el sitio de
unién de fosfolipidos. El otro sitio de splicing alternativo llama-
do C se encuentra dentro del sitio de unién a CaM. Las varian-
tes de splicing producen mas de treinta isoformas diferentes. Los
fosfolipidos acidicos y los acidos grasos insaturados activan a la
bomba, ademas de la CaM, que es el activador principal. Intere-
santemente, el C-terminal de la CaM (el 16bulo con la mas alta
afinidad por Ca*) es suficiente para activar a la bomba PMCA.
El C-terminal de la PMCA posee un sitio de reconocimiento de
dominios PDZ lo que le permite formar complejos de regulacién
del Ca*"intracelular [14].

2.2. Mecanismos de transporte del ion calcio
de las membranas intracelulares

La mayoria de las células eucariontes tienen depésitos intracelu-
lares de Ca?*, éstos se localizan en compartimentos membranales
que presentan transportadores de Ca** activos como las bombas
de Ca?* y pasivos como los canales permeables al Ca?*.

En el caso de las bombas de Ca** de las membranas internas
estan la bomba SERCA y la bomba SPCA. La bomba SERCA
transporta Ca?* del citoplasma al interior del RE o el reticulo sar-
coplasmico (RS) en las células musculares. Su estequiometria es
de dos iones Ca** transportado por un ATP hidrolizado. La au-
tofosforilacion de un residuo de aspértico transforma la bomba
SERCA de alta afinidad por Ca?* citopldsmico (conformacién E1)
a baja afinidad por el Ca?* luminal (conformacién E2) lo que le
permite transportar el ion Ca®* en contra del gradiente electro-
quimico. La desfosforilacion de E2 permite cerrar el ciclo cataliti-
co cuando la bomba regresa a la conformacién El. La eficiencia
de este ciclo catalitico requiere una membrana como la del RE con
fluidez alta (carece de colesterol y de dcidos grasos saturados). La
familia de la bomba SERCA esta codificada por tres genes dife-
rentes y cada proteina tiene al menos dos isoformas por splicing
alternativo en el C-terminal. La bomba SERCA1a es la mds rapida
y se expresa principalmente en las fibras musculares rapidas, la
SERCA2a se expresa en corazon y su actividad esta modulada por
fosfolamban, un péptido que se une a la bomba y ralentiza su ciclo
catalitico, la fosforilacion de este péptido forma pentameros que
al disociarse de la bomba SERCA aumenta su numero de forma
efectiva y por lo tanto aumenta el contenido de Ca** en el RS del
corazén. SERCA2b es la bomba mds lenta y de mayor afinidad
por Ca* y se expresa de forma generalizada, el péptido que regula
la actividad de esta bomba es el “another regulin” y por ultimo la
SERCA3 que se expresa en células del sistema hematopoyético y
el péptido que regula su actividad se conoce como “endoregulin”
Todos estos péptidos tienen una actividad de tipo inhibitoria y
se conoce poco sus mecanismos de regulacion, excepto para el
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fosfolamban donde la fosforilacién reduce su actividad inhibito-
ria. El tnico péptido estimulador de la bomba SERCA se conoce
como DWOREF pero el balance entre los péptidos inhibitorios y el
activador, no esta bien definido. En resumen, la bomba SERCA es
el mecanismo principal de rellenado de Ca?* del RE y su actividad
esta regulada por péptidos de membrana [15].

La bomba SPCA se caracteriza por transportar Ca** y también
Mn?*. La acumulaciéon de Mn* en la luz del AG es esencial por
su funcién como cofactor de enzimas como glicosiltransferasas y
sulfotransferasas que producen modificaciones postraducciona-
les en proteinas de secrecion. La ausencia de estas bombas pro-
duce una acumulaciéon de Mn?* en el citoplasma lo que resulta en
diversas patologias neuroldgicas. Los humanos tienen dos genes
ATP2C1 and ATP2C2 que codifican para dos SPCA diferentes. La
SPCAL1 se expresa en el AG de todas las células, particularmente
en las neuronas. La expresion de SPCA2 es abundante en el AGy
las vesiculas de secrecion de células del aparato respiratorio, gas-
trointestinal y genitourinario asi como en las glandulas salivales
y mamarias [16].

En el caso de los canales de membranas internas, tenemos dos
familias principales de canales liberadores de Ca**: los receptores
de inositol 1,4,5-trifosfato (IP,R) y los receptores de rianodina
(RyR). Cada una de estas familias presenta tres isoformas dis-
tintas en humanos. Estos receptores/canales son tetrameros de
gran tamano, no selectivos permeables a Ca®* y estan regulados
por el mismo ion: a bajas concentraciones favorecen la liberaciéon
y a altas inhiben la actividad de dichos canales de liberacién [17].

El TP,R es una proteina tetramérica de ~10,000 aminodcidos
que regula diversos procesos celulares. Su funcién es evidente
en células no excitables, en las que genera sefiales de Ca** para
regular el metabolismo, la secrecidn, fertilizacién, proliferacion
y contraccion del musculo liso. En células excitables, el Ca* in-
gresa a la célula principalmente por los CCDV generando sefiales
primarias; en estos casos los IP_Rs tienen una funcion regulatoria
que puede inducir cambios en la generacién y funcién de éstas
[18]. Estimulos externos como neurotransmisores, hormonas y
factores de crecimiento estimulan la formacion de IP, por medio
de la activacion de receptores acoplados a proteinas G (GPCRs,
por sus siglas en inglés) o por receptores con actividad de cinasa
de tirosina RTKs, los cuales estan asociados a diferentes isofor-
mas de fosfolipasa C, PLC. Al activarse las PLC hidrolizan PIP,
e incrementan las concentraciones de IP,y de DAG [19]. El 1P,
funciona uniéndose a su receptor en el RE para poder realizar la
liberacion de Ca?* del deposito intracelular. Las isoformas de este
receptor-canal consisten en tres dominios principales, tienen una
estructura primaria similar, pero presentan distintas propiedades
fisiologicas, las cuales son utilizadas por las células para crear
sefiales de Ca’* de un espacio y un tiempo caracteristico para re-
gular diversas funciones celulares. Este receptor interacciona con
la membrana del RE por medio de seis dominios transmembra-
nales, presentando un poro entre los dominios transmembranales
5y 6. Las secciones que se extienden hacia el lumen del RE se
glicosilan y el dominio de unién de IP, estd localizado cerca del
amino terminal (N-terminal) en la regién citosélica. Los cambios
conformacionales generados por la unién de IP, y Ca** son trans-
mitidos a la region transmembranal para poder abrir el poro de la
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proteina [18]. La liberacién comienza una vez que se completa la
union de IP, en cada una de las cuatro subunidades, inducien-
do cambios conformacionales que sensibilizan el sitio de unién
a Ca*. Cuando el Ca®* se une a la estructura, el canal se abre y el
Ca?* es liberado al citoplasma. La accion del ion Ca** es bimodal
pues estimula e inhibe al receptor dependiendo de la [Ca®*], [19].

Elreceptor de rianodina (RyR) es un receptor-canal de ~20,000
aminodacidos, es un homotetramero que forma un cuadrado alre-
dedor de un poro central, presenta un largo dominio citosélico
donde se encuentra su extremo N-terminal y éste interactda con
proteinas reguladores generando complejos macromoleculares de
sefalizacion, mientras que el domino C-terminal se localiza cerca
del poro. Existen dos modos conocidos para la activacion de los
RyRs: la activaciéon conjunta con CCDV tras la presencia de un
potencial de accidn o el proceso conocido como liberacion de
Ca?* inducida por Ca** (CICR, Calcium-Induced Calcium Release,
por sus siglas en inglés), dichos mecanismos seran descritos con
detalle mas adelante (ver seccién 5.1). El RyR presenta su isofor-
ma 1 predominantemente en musculo esquelético y su isoforma 2
en musculo cardiaco principalmente, la isoforma 3 suele estar en
conjunto con las otras en células como las neuronas, las génadas,
los vasos sanguineos, etc. Estas isoformas presentan un 70% de
homologia aproximadamente [20].

El estudio constante de los receptores-canales presentes en las
membranas intracelulares ha permitido aprender sobre muta-
ciones en las estructuras de estos, las cuales los vuelven incapaces
de regular el Ca** de manera convencional y dan lugar a distintas
patologias, que pueden ser tratadas tomando como blanco las vias
de liberacion de Ca?* de estas proteinas.

3. Organelos intracelulares involucrados
en la regulacion de la [Ca™],

3.1. Reticulo endoplasmico

El RE esta compuesto por un sistema continuo de membranas que
forma una extensa red de cisternas que puede albergar grandes
cantidades de Ca?*, por lo que resulta ser el principal depdsito
intracelular de Ca** [21]. Adicionalmente, en el RE ocurren di-
versos procesos celulares que son importantes para mantener la
homeostasis celular, como son la sintesis, plegamiento, modifica-
ciones postranscripcionales y transporte de proteinas, biogénesis
de lipidos de membrana, produccién de colesterol y sintesis de
esteroides [21, 22].

El RE esta constituido por una proporcién variable de tibu-
los o estructuras denominadas hojas membranosas y dependien-
do de la funcién celular pueden expresar mayoritariamente una
estructura u otra. En células cuya principal funcién es la secre-
cion, el RE estd constituido principalmente por hojas membra-
nosas, mientras que el RE de aquellas células especializadas en
la sintesis de lipidos o sefalizacién por Ca** estd compuesto por
una mayor proporcién de tubulos [21]. El organelo de mayor
tamafio es el RE, puesto que se distribuye desde la envoltura nu-
clear hasta la periferia celular. La envoltura nuclear es una bica-
pa lipidica que regula el intercambio de algunas moléculas como

ARN o proteinas entre el nucleo y el citoplasma. Por otro lado,
las regiones del RE que se encuentran en cercania con la MP es-
tan asociadas a vias de sefalizacién de Ca®* y con una importante
relevancia en la sefalizacion de lipidos. Destacablemente, la ho-
meostasis de Ca’* requiere una fina regulacion para evitar tanto
una excesiva liberacion de Ca?* del RE, asi como un exceso de Ca**
en el citoplasma y las mitocondrias [23].

El valor normal de la [Ca*], es cercano a 100 nM, mientras
que la concentracion de Ca* en el lumen del RE ([Ca®],,) es de
1000 a 10000 veces mayor (100 uM a 1 mM) [21]. Sin embargo,
la concentracién de Ca** libre luminal del RE ([Ca®],, ) es ~200
uM debido a que este ion se encuentra amortiguado principal-
mente por proteinas especializadas que difieren en su capacidad
y afinidad por Ca** [24]. Principalmente en células no excitables,
la liberacion de Ca?** del RE dispara un proceso denominado en-
trada de Ca** operada por deposito (SOCE, Store-operated Cal-
cium Entry, por sus siglas en inglés), el cual se lleva a cabo en las
uniones RE-MP [9, 25].

SOCE inicia cuando una disminucién sustancial del Ca®* en el
lumen del RE provoca la oligomerizacién de las proteinas STIM
que residen en la membrana del RE. STIM forma unas estructu-
ras denominadas punctas que permiten el acercamiento entre la
membrana del RE yla MP. STIM recluta y activa a los canales Orai
que residen en la MP, induciendo una fuerte entrada de Ca** que
tiene dos propdsitos principales; sostener los incrementos de Ca**
citoplasmico, asi como permitir el rellenado del RE a través de la
bomba SERCA [25].

La disminucién excesiva en la [Ca*],, provoca diferentes
danos, entre otros, proteinas chaperonas que necesitan el Ca**
como cofactor para realizar su funcién correctamente, no pueden
participan eficientemente en el control de calidad del RE, oca-
sionando un mal plegamiento de sus proteinas blanco.

Muchas enfermedades neurodegenerativas tienen como ca-
racteristica particular la acumulacién de proteinas mal plegadas,
asi como agregados proteicos. En muestras de pacientes con la
enfermedad de Alzheimer se encontré que en placas seniles
habia agregados extracelulares del amiloide B. En la enfermedad
de Parkinson se han encontrado los llamados cuerpos de Lewy
en el citoplasma neuronal, los cuales son depdsitos de proteinas
ubiquitinadas [26]. Por otra parte, en la enfermedad de esclero-
sis lateral amiotrdfica, se ha observado que una mutacién que
aumenta la funcion de la enzima superdxido dismutasa provo-
ca que ésta comience a agregarse. La acumulacion de agregados
proteicos de la enfermedad de Alzheimer, Parkinson y esclerosis
lateral amiotréfica fuertemente correlaciona con la activacion de
la respuesta a proteinas mal plegadas (UPR, Unfolded Protein Re-
sponse, por sus siglas en inglés) asi como con una mayor actividad
de PERK. Estudios en ratones han revelado que inhibir la activ-
idad de PERK reduce significativamente la neurodegeneracion,
por lo que ahora es de gran interés estudiar a PERK y UPR como
agentes terapéuticos en diferentes enfermedades neurodegenera-
tivas [26, 27].
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3.2. Aparato de Golgi

A mas de cien anos de ser descubierto por el italiano Camillo Gol-
gi, el Aparato de Golgi (AG) es uno de los organelos cuya funcién
ha sido muy debatida y controversial [28]. Actualmente, el AG es
considerado un organelo involucrado en diversos procesos celu-
lares homeostaticos como el trafico vesicular, la distribucién y las
modificaciones postraduccionales de las proteinas cargo o lipi-
dos. De tal forma que, cambios estructurales y funcionales del AG
pueden desencadenar diversas enfermedades como las neurode-
generativas, infecciosas y cardiovasculares (como la hipertension
pulmonar arterial), los accidentes cerebrovasculares isquémicos,
y el cancer [29].

El AG estd organizado por cisternas que a su vez estan dividi-
das por tres regiones principalmente: la regiéon Cis-, Medial- y
Trans-Golgi. Cada una de estas regiones contiene diferentes en-
zimas de modificacion proteica, las cuales catalizan la adicion o
remocion de azucares, grupos sulfato o fosfato a la proteina cargo,
actuando como sefales para direccionar a la proteina a su destino
final dentro de la célula [30].

Ademas de estas funciones del AG, se requiere que exista un
adecuado microambiente homeostatico de los iones tipo metal en
las diferentes zonas del Golgi. Metales como el Ca**, Mn*, Zn*
y Cu?, son cofactores importantes de varias enzimas que parti-
cipan en procesos de glicosilacion residentes en este organelo. La
homeostasis ionica en la via secretora estd finamente regulada y
mantenida por transportadores que permiten llevar a cabo una
funcién apropiada del AG y evitar respuestas de estrés, por lo que
mutaciones en estos transportadores ionicos desencadenan esta-
dos patoldgicos en la célula [31].

En las ultimas décadas, numerosas evidencias han aportado
datos acerca de la participacion del AG como un depdsito in-
tracelular de Ca*, siendo una de las primeras, los datos aporta-
dos por el grupo de Rizzuto mediante la medicién directa de la
concentraciéon de Ca** libre en el AG ([Ca®], ). Con el uso de
una sonda de Ca?* basada en la proteina acuorina anclada a un
péptido senal que permite dirigir el indicador de Ca** proteico
hacia el AG, el grupo de Rizzuto demostrd que este organelo man-
tiene un alta [Ca*], . en estado estacionario [32]. Con el paso del
tiempo, la medicion de la [Ca**], , ha mejorado con el desarrollo
de nuevos indicadores de Ca®* proteicos, que pueden ser dirigidos
a las diferentes regiones del AG y de esta manera caracterizar la
sefalizacion por Ca®* de este organelo [33-35]. Basado en todas
las evidencias experimentales que se tienen hasta el momento, el
modelo actual sugiere que la seccion Cis-Medial del AG comparte
similitud con el RE en la dindmica de Ca?*, ya que la liberaciéon de
Ca™ es activada por IP, o cafeina, dependiendo del grado de ex-
presion de los IP_R o RyR, mientras que el mecanismo de captura
de Ca** es llevado a cabo por la bomba SERCA. Aunado a estos
datos, se considera al AG como parte de los depositos 4cidos, ya
que, a diferencia del RE, este organelo presenta un pH acido. Sin
embargo, en la region Trans del AG la propuesta es que el siste-
ma de liberacién de Ca?* es realizado por el RyR en modelos que
expresan primordialmente este canal mientras que la captura de
Ca* selleva a cabo exclusivamente por SPCA (Figura 2) [36]. Por
otra parte, el grupo de Alonso propone dos sub-compartimentos
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de la region Trans, una de alta y otra de baja [Ca®],, donde el
primero de ellos captura Ca?** via la bomba SERCA mientras que
el segundo es llevado a cabo por SPCA1 [33]. Adicionalmente, se
ha observado que la region Trans del AG es un depésito de Ca**
1abil, ya que al remover el Ca®* externo en la célula, la [Ca*], ; dela
region Trans se reduce de manera inmediata y no asi en la region
Cis-Medial, sugiriendo que este compartimento del AG funcio-
narfa como una estacion temporal de Ca** en la célula; sin em-
bargo, aun falta por elucidar de manera detallada el mecanismo y
la funcidn de este reservorio de Ca?* [37]. De manera interesante,
se ha propuesto a la proteina TMEM165 como un transportador
de Ca®* del Trans Golgi, teniendo un papel como intercambiador
Ca?*/Mn?*, no obstante, atin falta mucho por estudiar de este in-
tercambiador [31].

Ademas de los transportadores y canales liberadores de Ca**
en el AG mencionados anteriormente, es importante considerar
las proteinas de unién a Ca** presentes en el lumen de este orga-
nelo, ya que tienen un papel esencial en la homeostasis de este ion
dentro del lumen de AG. Las principales proteinas de unién a Ca**
identificadas en el AG son la nucleobindina-1 (conocida como
CALNUC), Cab45 (proteina de union a Ca** de 45k Da), p54/
NEFA y la Calumenina. La nucleobindina-1 es la proteina mas
abundante en la regién Cis del AG asi como la proteina amor-
tiguadora de Ca®* mejor caracterizada en este organelo, observan-
do que la sobreexpresion de esta proteina se asocia con una mayor
expresion del IP R, esto tiene como consecuencia un incremento
del depdsito de Ca** Cis-Golgi y como resultado una liberacion
mayor de Ca’* ante la estimulacién con ATP o IP, [38]. Cab45 es
una proteina soluble presente en el lumen del AG expresada de
manera ubicua, recientes estudios muestran que esta proteina jue-
ga un papel central en los mecanismos de distribucion de vesicu-
las con proteinas cargo en conjunto con la actina del citoesqueleto
citosolico asi como la SPCA1 [39]. En el caso de la proteina p54/
NEFA, fue identificada principalmente en la cisterna Medial del
AG vy vesiculas asociadas al AG presentando una alta homologia
con nucleobindina-1, sin embargo, ain se encuentra en estudio la
participacion en el amortiguamiento de Ca** en estas regiones del
AG. Por ultimo, la calumenina es una proteina que no es exclusiva
del AG sino que también se encuentra presente en el RE, por lo
que evaluar su papel en el AG ha sido un gran reto [38].

En conjunto, todas las evidencias aportadas actualmente
ponen al AG como un depdsito fehaciente de Ca?*, aunque con
una complejidad mayor debido a la dinamica de Ca®* entre las
diferentes secciones de este organelo. Entender la regulacion de
este ion en cada una de las zonas del AG asi como la comuni-
cacion existente entre ellas, permitira tener un conocimiento mas
detallado de enfermedades asociadas a una mala homeostasis del
Ca* en el AG y de esta manera tener como principal objetivo el de-
sarrollo de blancos terapéuticos.
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3.3. Lisosomas

Adicional al AG, los lisosomas son también considerados por ex-
celencia los reservorios acidos de Ca*'. El lisosoma es un organelo
de una sola membrana con un pH muy bajo, entre 4.5 y 5.0. Este
organelo contiene en su lumen mas de sesenta enzimas hidroliti-
cas activas de tipo nucleasas, glicosilasas, fosfatasas, sulfatasas,
lipasas y proteasas; es de interés destacar que se requiere de este
ambiente acido para que dichas enzimas tengan una actividad efi-
ciente y esto es gracias al suministro de protones (H*) llevado a
cabo por la bomba ATPasa vacuolar (ATPasa-V). Los lisosomas
son considerados principalmente como el centro de eliminacién
de restos celulares, digiriendo asi macromoléculas no deseadas,
organelos dafiados y senescentes, asi como ciertos patogenos y
otras particulas, llevandolo a través de la endocitosis, autofagia
y fagocitosis. Una vez llevada a cabo la degradacion, algunos pro-
ductos como acidos grasos libres, aminoacidos, monosacaridos
y nucleétidos son transportados de vuelta por medio de expor-
tadores especificos del lisosoma para su reutilizacion en los pro-
cesos anabolicos de la célula. Ademas de las hidrolasas luminales,
el lisosoma también incluye un conjunto de proteinas integrales
de membrana, asi como proteinas asociadas a lisosomas, estas tl-
timas representan aquellas que tienen una interacciéon dinamica
con la superficie lisosomal bajo ciertas condiciones, como pro-
cesos de fusion y fisién [40, 41].

El proceso de autofagia es un mecanismo de supervivencia
celular mediante el cual se lleva a cabo la degradacion vy el reci-
clamiento intracelular de materiales de desecho para el control
de la homeostasis celular, observando que defectos en la autofagia
desencadena una variedad de estados patoldgicos, como el cancer.
Uno de los puntos de control clave para desencadenar el cancer es
una mala homeostasis de Ca** lisosomal, teniendo en cuenta que
el ion Ca* es un mensajero celular que esta implicado en regular
la supervivencia celular [42].

Si bien el lisosoma se ha destacado por ser el centro de reci-
clamiento celular, este organelo también es ampliamente cono-
cido por ser un depdsito acido de Ca** con un papel regulatorio
en la autofagia mediante la liberacién de Ca?** via los canales pre-
sentes en la membrana del lisosoma. Estos depdsitos acidos de
Ca** lisosomal también abarcan estructuras como los endosomas
terminales y organelos relacionados a lisosomas. En comparacion
con el volumen que ocupa en promedio el RE, estos organelos aci-
dos representan un volumen de 2 al 3% de la célula, lo cual sugiere
que, aunque los lisosomas tienen una [Ca?*] alta (500-600 uM), su
contribucién global al citoplasma es relativamente baja compara-
da con el RE, esto en células de mamifero primordialmente [43].

El mecanismo de captura de Ca?* presente en los lisosomas no
se ha definido de forma definitiva. Se propone que, en organis-
mos como levaduras y plantas, la acidificacion de las vacuolas tipo
lisosomal generada por la ATPasa-V impulsa el ingreso de Ca*
hacia el lumen vacuolar a través del intercambiador Ca**/H". Sin
embargo en células de mamifero, no se ha podido encontrar el
gen del intercambiador Ca**/H", sugiriendo la presencia de otros
mecanismos de rellenado de Ca®* lisosomal en este tipo de orga-
nismos [44]. En este sentido, la mayoria de los estudios proponen
que la [Ca**] en el lisosoma se mantiene por una actividad de-

pendiente de la ATPasa-V, es decir, se requiere un ambiente acido
para llevar a cabo un rellenado de Ca®* al lumen del lisosoma,
mientras que otros posibles candidatos como transportadores de
Ca?* es la bomba SERCA3 inhibida por 2,5-diterbutilbenzohi-
droquinona (TBHQ), la cual ha sido identificada en lisosomas de
plaquetas y la proteina SLC24A5, un intercambiador Na*/K*/Ca*
presente en los melanosomas, cuyos organelos, responsables de la
pigmentacion, estdn relacionados a los lisosomas [43]. Por otro
lado, Garrity y cols., sugieren que el ambiente acido del lisosoma
no es necesario para la captura de Ca?* sino que este mecanismo
de rellenado seria llevado a cabo por el Ca** que proviene directa-
mente de RE a través del IP R de una manera directa hacia el lu-
men lisosomal [45].

En lo que respecta a los mecanismos de liberacion de Ca* des-
de los depdsitos acidos hacia el citoplasma, se han identificado
varios canales de Ca** en la membrana de este organelo. Entre
estos estan los canales de 2 poros (TPCs, Two Pore Channels, por
sus siglas en inglés) y TRPMLI (Figura 2). El primero de ellos es
un canal catiénico no selectivo presente en el sistema endoliso-
somal, con dos isoformas TPC1 y TPC2. Estudios de knockout y
knockdown han revelado que estos canales participan en la regu-
lacién del trafico vesicular, y al interrumpirse estos mecanismos
puede desencadenar enfermedades de almacenaje lisosomal, me-
tabdlicas o infecciosas. Los TPCs pueden ser activados por va-
rios estimulos endégenos como el fosfatidil 3,5-bifosfato (PI(3,5)
P)) y el NAADP. El canal TRPMLI es una proteina de seis pases
transmembrana y pertenece a la superfamilia de los TRPs, ubica-
do en los endosomas tardios y lisosomas con un contexto clini-
co muy interesante, ya que la pérdida de la funcién del TRPML1
puede ocasionar trastornos como la mucolipidosis tipo IV (MLIV
por sus siglas en inglés) [43]. Recientemente, el grupo de Krainc
examino fibroblastos de pacientes con MLIV y encontré que la
dindmica de los contactos de membrana lisosoma-mitocondria se
encontraban alterados acomparnado de una deficiente captura de
Ca?* por parte de la mitocondria, esto por la pérdida de la funcion
del TRPML1 [46]. A pesar de ser contemplado como el principal
canal liberador de Ca?* lisosomal, el TRPML1 puede ser permea-
ble a una gran variedad de cationes tales como H*, K*, Na*, Fe*,
Mn?* y Zn**. Se ha descrito que los agonistas y antagonistas natu-
rales de este canal son los fosfatidilinositoles, sin embargo, existe
un agonista sintético llamado ML-SA-1 que ha permitido estudiar
a detalle la actividad de este canal [47], el cual se propone que
tiene un papel como regulador en la autofagia celular [48]. Otros
canales de Ca** presentes en los lisosomas incluyen al CCDV con-
ocido como CACNAL1A, se piensa que en neuronas es un medi-
ador de la difusion. Por ultimo, se ha propuesto al P2X4 como
un canal de Ca* lisosomal inhibido a pH bajo sugiriendo que su
actividad como canal de Ca** estd relacionada con la induccién
de la exocitosis lisosomal, por ejemplo, facilitando la secrecion de
surfactante de células alveolares tipo II, sin embargo, atn faltan
varios estudios por realizar para la caracterizacion del papel de
estos dos ultimos canales en la dindmica de Ca?" lisosomal [43].
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3.4. Granulos de secrecién

Los granulos de secrecion estan presentes en células exocrinas,
endocrinas y neuronales. Su formacién se inicia a partir de la red
del Trans Golgi (TGN, por sus siglas en inglés), teniendo como
resultado la secrecion de proteinas empacadas de manera con-
centrada en las vesiculas secretoras [49]. El proceso de secrecion
celular debe estar finamente regulado ya que es fundamental en
diversos tipos celulares del orden eucariético, ocupando un lugar
central la exocitosis desencadenada por el ion Ca** [50].

La historia del papel del Ca?* en la secrecion inicia cuando se
observo por primera vez que la secrecion de neurotransmisores
dependia de la presencia de este ion. En células glandulares, los
estudios del grupo de Douglas y Rubin establecieron que la secre-
cién endocrina era absolutamente dependiente de la presencia de
Ca” externo, sin embargo, en trabajos posteriores, demuestran
que en glandulas salivares la secrecién exocrina podria ser pro-
ducida en ausencia de Ca** externo, pero no puede mantenerse
este proceso exocrino a menos que el Ca*" externo esté presente
[51].

Actualmente, es claro que todas células secretoras, ya sea ner-
viosas, endocrinas o exocrinas, requieren la presencia de ATP,
Ca*y Mg*. Si realizamos una comparacién entre los mecanis-
mos llevados a cabo por las células exocrinas y endocrinas, por
ejemplo, las células de acino pancreatico y las células B secreto-
ras de insulina, se observa que presentan rutas radicalmente di-
ferentes para llevar a cabo los procesos de secrecion, a pesar de
que en ambos casos estan involucrados el ion Ca’* y el ATP. En
el caso de las células [ secretoras de insulina, el paso inicial después
de haberse llevado a cabo la captura de glucosa es la produccién
de ATP debido al metabolismo de este aztcar, resultando un in-
cremento en el cociente ATP/ADDP, esto reduce la probabilidad de
apertura de canales de K* sensibles a este cociente, resultando en
la despolarizacion de la membrana. Este cambio de potencial de
membrana induce la apertura de canales de CCDV causando asi
un influjo de Ca?* hacia el citoplasma, lo que resulta en un incre-
mento en la [Ca*], y por ende la activacién de la secrecion de la
hormona insulina. En el caso de las células del acino pancreatico,
la secuencia de eventos es muy diferente, siendo el primer paso, la
liberacion de Ca** de los depdsitos intracelulares evocado por el
estimulo. Parte de este incremento de la [Ca**], es capturado por
la mitocondria activando las deshidrogenasas dependientes de
Ca* presentes en el ciclo de Krebs, incrementando asi la produc-
cién de ATP. Como se puede observar, no hay un incremento pri-
mario de la conductancia de membrana en este tipo celular pero
el aumento de la [Ca*] generado por la liberacion del RE permite
la activacion de los canales Cl- presentes en la membrana apical
secretora, los cuales tienen un papel importante para la secrecion
de fluido, vital para la secrecién exocitica de las pro-enzimas di-
gestivas [51].

Por otro lado, respecto a las células neuronales y neuroendo-
crinas, es bien conocido que incrementos en la [Ca*] disparan
la exocitosis de un conjunto de vesiculas secretoras que se en-
cuentran ancladas de manera transitoria a la membrana aceptora
de la MP, controlado por factores de anclaje como los comple-
jos v-SNARE, t-SNARE y las GTPasas de Rab. Estos granulos,
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ademas de estar anclados a la MP, también se encuentran en alta
cercania del RE y la mitocondria, asumiendo asi que las fuentes
de Ca® requeridas para llevar a cabo la exocitosis puede ser por
el Ca’ proveniente del medio extracelular a través de los cana-
les de Ca’* de la MP o Ca’* del RE a través del IP.R o RyR. El
Ca?* de las mitocondrias que se encuentran en cercania con estas
vesiculas puede también contribuir, de una manera muy local, en
la fusién y secrecion vesicular. En lo que respecta a los granulos
de secrecién como depositos de Ca** y su funcién en la via exo-
citica, asi como los aspectos de homeostasis del Ca?*, mecanismos
de liberacidn y captura, existe atin gran controversia. Por supues-
to que, una posibilidad atractiva serfa que el Ca** intergranular
pudiera contribuir a su propio mecanismo de secrecion, siendo
liberado a través de canales presentes en la membrana del granulo
de secrecion. A continuacion, se describen evidencias de lo que
se conoce actualmente sobre los granulos de secrecién como un
deposito de Ca** [52].

Diversos estudios han tratado de evaluar la [Ca®*] total, por
ensayos de *Ca**, asi como de Ca®* libre, encontrando que el Ca**
total presente en los granulos de secrecién puede abarcar rangos
de 20 a 40 mM, es decir, concentraciones mayores a las del RE.
No obstante, la concentracién de Ca** libre de los granulos de se-
crecion ([Ca®] ) presenta valores que van de 20 a 100 uM, esto
obtenido del estudio de diferentes tipos celulares como células
cromafines, MING6, INS, PC12, vesiculas sindpticas neuromus-
culares, entre otras. Estos valores de la [Ca*]  son significativa-
mente bajos, cerca de un orden de magnitud, comparado con la
[Ca*],,, el cual es alrededor de 500 M. Dado que la [Ca*'] total
es mds alta en vesiculas de secrecion comparada con la del RE,
esto significa que la relaciéon de Ca** unido/Ca?* libre es mucho
mas alta en las vesiculas que en el RE, arrojando la interrogante
sobre donde se encuentran estos sitios de union a Ca** en este tipo
de compartimentos. Actualmente, la idea es que, la capacidad alta
que tienen estas vesiculas por almacenar altas concentraciones de
Ca* se debe principalmente a las proteinas cromogranina A y B
y la secretogranina. Por ejemplo, en células cromafines, la cro-
mogranina A constituye cerca del 90% de estas proteinas de unién
a Ca* con una Kd de 4 mM. En conjunto, el Ca** en los granulos
secretores puede estar de manera estable, de tal forma que sea
importante para la estructura de los componentes granulares, a su
vez, puede estar unidos a proteinas como las cromogranina con
una afinidad cercana a la [Ca**]  facilmente disponible para el
intercambio, cuyo tamafo puede depender de las variaciones de
la [Ca*], u otras condiciones celulares. El tamafio de estos depd-
sitos de Ca®* granulares dependera del tipo de vesicula y de las
condiciones celulares [52].

Dado quela [Ca*']  es del rango de 20-100 M, es muy proba-
ble que existan mecanismos de captura de Ca** hacia el lumen de
las vesiculas secretoras, teniendo en cuenta que la [Ca**] basal en
el citoplasma es 1000 veces menor. Mediante diversos estudios ex-
perimentales, se han propuesto algunos candidatos que podrian
estar participando en estos mecanismos de remocion como: la
presencia de un NCX en células cromafines de bovino; un in-
tercambio acoplado de Na*/Ca?* por medio de la generacion de
un gradiente de H* de la ATPasa-V con el intercambiador Na*/
H* propuesto en fantasmas de granulos cromafines; sin embargo,
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este mecanismo aun es debatido debido a que el gradiente gene-
rado por Na* no es muy grande para llevar a cabo un mecanismo
de captura de Ca** eficiente. Otra posibilidad es la presencia de
la bomba SERCA en la membrana de las vesiculas secretoras, ya
que se ha observado que el inhibidor TBHQ inhibe la captura de
Ca?" en vesiculas sindpticas aisladas, ademas, en plaquetas se ha
observado que la [Ca®] en un conjunto de depdsitos acidos de
Ca’" es controlada por un intercambiador Ca**/H* y una bomba
SERCA3 sensible a TBHQ. La bomba SERCA parece ser un buen
candidato como mecanismo de remocidn de Ca** presente en los
granulos de secrecién, ya que diversos estudios han mostrado la
sensibilidad de estos depésitos de Ca** a la tapsigargina o TBHQ
en varios tipos celulares como granulos densos de insulina de
células pancreaticas de ratdn, células cromafines, lineas celulares
como PC12 y INS, aunque en células como MING6 se ha mostra-
do la insensibilidad a la tapsigargina, sugiriendo la presencia de
otra ATPasa como la SPCA. Se han realizado estudios proteémi-
cos en algunos tipos celulares con la intenciéon de identificar qué
proteinas de captura de Ca®* podrian estar involucradas en los
granulos de secrecidn, los resultados han mostrado que en granu-
los secretores de células cromafines podria estar implicado un in-
tercambiador Na*/K*/Ca?* y la SERCA2 en vesiculas de secrecion
de células NIT-1 de insulinoma [52].

Con relacidn a los canales liberadores de Ca?* presentes en este
tipo de depdsitos acidos, la mayoria de las evidencias proponen
al IP.R como el candidato general, caracterizado muy bien en
vesiculas secretoras de células cromafines. Aunque también se ha
observado en lineas celulares neurosecretoras como PC12 e INS1
que tanto el IP, como agonistas formadores de IP, liberan Ca** de
estos depositos. En discrepancia con estos datos, en el modelo
de plaquetas, el IP.R estd presente en el sistema denso tubular,
que es la estructura equivalente al RE, y no en los granulos acidos.
Estudios en células MING6 secretoras de insulina han mostrado
liberacion de Ca* de los granulos de secrecion ante estimulos
como la ADP-Ribosa ciclica (ADPRc) y la cafeina, sugiriendo la
presencia de RyRs en estos compartimentos de Ca** granulares.
Otros de los candidatos propuestos son los TPCs, ya que se ha
observado que el NAADP puede inducir de manera efectiva la
liberacién de Ca** de vesiculas secretoras de células como plaque-
tas, MIN6 y PC12 [52].

3.5. Mitocondria

Antes de considerarse al RE como el principal reservorio de Ca*
dentro de las células, a principios de la década de los sesenta, di-
versos hallazgos colocaban a la mitocondria como el organelo
encargado de llevar a cabo esta funcion. Esto se sugiri6 a par-
tir de trabajos en los cuales, utilizando mitocondrias aisladas de
rifdn, éstas eran capaces de acumular grandes cantidades de Ca**
a través de un mecanismo dependiente del potencial de membrana
mitocondrial [53]. Afios después se observd que la acumulacion
de grandes cantidades de Ca®* en la matriz mitocondrial en con-
junto con el fosfato formaban granulos electrodensos que corres-
pondian a precipitados insolubles de fosfato. Interesantemente,
estos mismos precipitados era comun encontrarlos en mitocon-
drias de diferentes tejidos que experimentaban algin padeci-

miento como isquemia o fibrilacién ventricular, por mencionar
algunas [54]. Por lo tanto, las grandes cantidades de Ca?* acumu-
ladas en la mitocondria sélo ocurren en condiciones patoldgicas,
por lo que esto es incompatible con la idea de que la mitocondria
sea el principal reservorio de Ca** en las células.

Hoy en dia, a pesar de que la mitocondria puede acumular Ca?*
en su interior, no se considera como tal un depdsito intracelular
de Ca*, de hecho, los niveles de Ca** en reposo dentro de la mi-
tocondria son bajos, similares a los del citoplasma [54], m4s bien,
este organelo desempena un papel importante en amortiguar los
incrementos de Ca** en el citoplasma o bien, capturar el Ca** pro-
veniente del RE liberado via el IP R gracias a la cercania existente
entre ambos organelos [55]. Para ello, la membrana interna mi-
tocondrial esta provista de un complejo multiproteico conocido
como uniportador de Ca** mitocondrial o MCU por sus siglas en
inglés. Este complejo esta formado por diferentes proteinas que
en conjunto regulan finamente la entrada de Ca** ala mitocondria
[56], de lo contrario ocurre una acumulacion excesiva de Ca** que
conduce a la apertura del poro de transicion, la liberacién de facto-
res proapoptoticos y finalmente a la muerte celular [55] (Figura 2).

La identificacién de todos los elementos de la maquinaria de
MCU tomé cerca de cincuenta aios [56] y esto fue posible en
gran medida al desarrollo de bases de datos como MitoCarta que
recopilan informacion de un gran niumero de proteinas mitocon-
driales, asi como su posible funcién. El tamizaje a través de Mi-
toCarta condujo en el afio 2010 a la identificacion de MICU]1, la
proteina que en estado de reposo mantiene cerrado el canal, y un
afio después a MCU, la unidad formadora del poro. Afios mas
tarde se describieron proteinas como MCUb, MICU2, MICU3 y
EMRE [56, 57].

MCU estructuralmente consta de dos dominios transmembra-
nales unidos entre si por un asa de aminodcidos cargados negati-
vamente, esto es importante pues estos aminodcidos (glutamatos)
son los encargados de conferirle la alta selectividad por Ca*" y
permiten el paso de este ion a través del canal, aunado a que el po-
tencial de membrana de la mitocondria es de al menos -180 mV
(lo que aporta energia cinética para la disociaciéon del ion Ca**
del filtro de selectividad del canal MCU). En el caso de MCUb
estos aminodcidos se encuentran mutados, por lo que esta sub-
unidad impide la captura de Ca** funcionando como dominante
negativa del canal. MICU1, MICU2 y MICU3 son proteinas con
dominio mano EF que a concentraciones bajas de Ca®* (500 nM)
inhiben la actividad de MCU, previniendo asi la entrada excesiva
de Ca?* [56, 57]. De hecho, la ausencia de MICU1 conduce a al-
teraciones durante el desarrollo embrionario en ratones debido
a la sobrecarga de Ca** [58]. Por otra parte, la funcién inicial
de EMRE fue sugerida como proteina de andamiaje encargada de
mantener ensamblado el complejo, sin embargo, recientemente
se ha propuesto que EMRE regula la actividad de MCU al sen-
sar los incrementos de Ca*" al interior de la matriz mitocondrial,
evitando asi la sobrecarga de Ca** [56, 57]. Finalmente, para evi-
tar completamente la sobrecarga de Ca*, la mitocondria requiere
de mecanismos de extrusion para remover el Ca?* de la matriz
mitocondrial, funcién que se lleva a cabo gracias a la actividad
del NCX. En conjunto, este gradiente de Na* aunado al potencial
negativo de la membrana mitocondrial impulsan la remocién de
Ca?* de la matriz mitocondrial [59].
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Figura 2. Los diferentes organelos de la célula también participan en la regulacién de la [Ca*], al ser depésitos intracelulares de Ca*". Los canales permeables
a Ca* presentes en la membrana plasmdtica (TRPs, Orail, Canales de Ca** dependientes de voltaje, entre otros) permiten el influjo de Ca** del medio
extracelular hacia el interior de la célula. A su vez, la liberacion de Ca®* de compartimentos intracelulares contribuyen para generar incrementos transitorios
de Ca* en el citoplasma. El reticulo endopldsmico es el principal depésito de Ca?* en las células; sin embargo, depdsitos de Ca?* de naturaleza dcida como el
aparato de Golgi y los lisosomas pueden liberar Ca®* (por IP3R o canales TPC, respectivamente), generando un impacto significativo en el Ca** citopldsmico.
Estos incrementos transitorios en los niveles de Ca®* citopldsmico ocurren dentro de las células, lo que resulta en la modificacidon de la funcién celular. Al
mismo tiempo estdn presentes diferentes mecanismos de remocién que se encargan de reducir la [Ca*], y mantenerla en rangos de 100 nM. Estos involucran
la participacién de ATPasas de la membrana plasmdtica o mecanismos de captura en los compartimentos intracelulares (SERCA, SPCA o MCU). Aunque
la mitocondria no se considera un depésito de Ca*, ésta puede acumular Ca®* gracias al MCU. De manera general, ambos mecanismos (canales y bombas)
actuan de manera secuencial para producir incrementos transitorios de la [Ca*'], y asi modificar la conducta celular sin tener consecuencias adversas debidas
al incremento exagerado o prolongado de la [Ca*],. GPCR, receptor acoplado a proteinas G; IP,R, receptor de IP ; MCU, uniportador de Ca** mitocon-
drial; RyR, receptor de rianodina; SERCA, ATPasa de Ca** del reticulo sarcoendopldsmico; SPCA, ATPasa de Ca** de la via secretora; TPC, canal de dos
poros; TRP, canal idnico receptor de potencial transitorio. Imagen elaborada con BioRender.com.

dos elementos criticos de este estado estacionario son la fuga de

4. Arsenal de proteinas involucradas Ca* y la actividad de las diferentes bombas de Ca**. La naturale-

en la seializacién por Ca* za molecular del canal i6nico responsable de la fuga de Ca*, es

decir de la entrada constante de Ca** al citoplasma, se desconoce.

4.1. Amortiguamiento del Ca** intracelular Debido a que la actividad de los canales idnicos nunca es cero,

esto implica que la naturaleza de la fuga de Ca** depende del ar-
El Ca** dentro de la célula estd en dos estados, libre o unido a | senal de canales iénicos permeables al Ca** y numero de canales
proteinas, la mayoria del Ca esta unido a proteinas y s6lo una | expresados por el tipo de célula; por lo tanto, la fuga de Ca** es
fraccion minuscula estd libre en la célula. Se piensa que el Ca** | diferente entre los distintos tipos de células como los miocitos
libre esta en equilibrio con el Ca** unido a proteinas, de tal for- | cardiacos, hepatocitos, fibroblastos, neuronas, y demas células.
ma que el transporte del Ca®* entre los diferentes compartimentos | La importancia de la magnitud de la fuga de Ca** se debe a que
modifica la [Ca*] libre y el Ca®* pegado a proteinas se reduce o | esto determina la cantidad de energia que la célula invierte para
aumenta seglin sean los cambios en la [Ca*] libre. Por otro lado, | mantener la [Ca*] bajay estable a través de la actividad de las dif-
es importante sefialar que la [Ca’*], no estd en equilibro sino mds | erentes bombas de Ca*". Si la célula no tiene energia para reducir
bien se mantiene estable debido a un estado estacionario que in- | la [Ca**]. esto conlleva al dafio mitocondrial y muerte celular [24,
volucra el consumo constante de energia en forma de ATP. Los | 60] (Figura 1).
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Las proteinas que unen Ca** se pueden clasificar de dos tipos
principales, como amortiguadoras o receptores intracelulares de
Ca*. Las proteinas amortiguadoras atrapan el Ca** para disminuir
su concentracion libre y permitir que los sistemas de bombeo de
Ca* remuevan de forma definitiva el exceso de Ca** segtin su ve-
locidad de recambio. Ejemplos de estas proteinas serian la parval-
bumina y la calbindina. Las proteinas que son receptores de Ca**
también unen a este ion, pero sufren cambios conformacionales
que a su vez afecta la actividad de otras proteinas. Ejemplos de
estas proteinas serian la CaM y la troponina C [61].

4.2. Receptores intracelulares del ion Ca**

Los receptores intracelulares del ion Ca?* son proteinas capaces
de unir al Ca®* a pesar de que haya una concentracion elevada de
Mg* (de 1 mM o mas). Hay tres tipos de dominios proteicos es-
pecializados en la unién de Ca?*, el domino mano EF, el dominio
C2 y proteinas especializadas capaces de unir Ca** que realizan
una funcién similar a una esponja de Ca** al unir este ion [62].

Los dominios C2 han evolucionado como dominios depen-
dientes e independientes del Ca** con funciones muy versatiles.
Se piensa que los dominios C2 que no responden a Ca** podria te-
ner funciones unicamente estructurales o que en algiin momento
perdieron la capacidad de responder al Ca*, esto abre la posibili-
dad de que el dominio C2 tenga funciones que no han sido descri-
tas hasta ahora. El dominio C2 esta formado por 130 residuos de
aminodcidos y puede unir de 2 a 3 iones de Ca** gracias a cadenas
bilaterales de aspartatos, estos dominios fueron descubiertos por
primera vez en la proteina cinasa C (PKC) [63].

PKC es una proteina que fosforila diversos blancos celulares,
activando e inactivando diferentes cascadas de senalizacidn,
lo que revela la importancia evolutiva que tiene el dominio C2.
Lo que se sabe hasta ahora de los dominios C2 se ha estudiado
principalmente en PLC81, PKC, cPLA2 y sinaptotagmina I [63,
64]. C2 se ha considerado como un dominio de unién a lipidos
dependiente de Ca*, esto debido a que, en la sinaptotagmina I, la
unién de Ca** a C2 favorece su union a fosfolipidos, esto resulta
interesante ya que ni el Mg*', Ba®* o Sr** modificaron positiva-
mente su afinidad por fosfolipidos [64].

Otras proteinas que son capaces de unir Ca?* han evoluciona-
do expresando tipicamente un motivo estructural tipo hélice-bu-
cle-hélice, denominado “mano-EF”. Los dominios mano-EF re-
gularmente son expresados en pares; por lo que muchas proteinas
que pertenecen a esta familia presentan dos, cuatro o seis domi-
nios mano-EFE. Las proteinas con dominio mano-EF pueden ser
clasificadas en dos grupos; los sensores de Ca** y los amortigua-
dores de Ca?*. Mientras que los sensores de Ca?* son proteinas que
traducen un incremento o disminucion de la [Ca?*] en diversas
sefales bioquimicas, los amortiguadores son proteinas que unen
Ca* en el citoplasma para reducir la concentracion de este ion y
evitar dafo celular [65].

Un ejemplo clasico de receptores intracelulares de Ca** es la
CaM. La CaM es una proteina pequefa (149 aminodcidos) que
esta codificada por tres genes diferentes localizado en tres cro-
mosomas diferentes y se transcriben en al menos ocho diferentes
ARNm con diferentes seflales de poliadenilacion, esto refleja la

importancia de contar con esta proteina en las células. La protei-
na CaM presenta varias modificaciones postraduccionales, prin-
cipalmente la fosforilacién de treoninas (26, 29, 44, 79 y 117) de
serina (81 y 101) y de tirosina (99 y 138), acetilacién de la alanina
del N-terminal, la trimetilacién de la lisina 115 y el corte pro-
teolitico en el C-terminal. Todas estas modificaciones afectan su
actividad como receptor de Ca?* intracelular. La CaM tiene dos
manos EF en el N-terminal y dos manos EF en el C-terminal, en
ausencia de Ca* tiene una forma globular, pero en presencia de
Ca* toma una forma de pesa de mancuerna donde la parte cen-
tral interacciona con las diferentes proteinas blanco (Figura 3).
La alta afinidad de las manos EF se debe a la cooperatividad entre
dos de ellas, asi el par de manos EF del C-terminal de la CaM
muestra una mayor afinidad por Ca** que el par que se encuen-
tra en el N-terminal. Ademas, la afinidad por Ca** de la CaM no
es una propiedad intrinseca de la proteina, ya que la presencia
de sus proteinas blanco (cinasa II dependiente de CaM, la cina-
sa de la cadena pequeria de la miosina del musculo esquelético
y la fosfatasa 2B) aumentan la afinidad de la CaM por Ca* y la
CaM con o sin Ca** se puede unir a dichas proteinas blanco con
diferentes afinidades. En resumen, la interaccion de la CaM con
sus proteinas blanco es un proceso muy dinamico. El complejo
Ca?*-CaM puede interaccionar con diferentes proteinas ocasio-
nando que estas tltimas liberen sus dominios auto inhibitorios y
asi provocando su activacion dependiente del ion Ca?* [65-67].
La proteina STIM es otro ejemplo de sensor de Ca’* (con una sola
mano EF y por lo tanto con baja afinidad por Ca®*) que mantiene
una conformacion inactiva cuando su dominio mano-EF tiene
unido al menos un ion Ca*. Sin embargo, cuando la [Ca™] .
disminuye, este ion se disocia provocando cambios conformacio-
nales que le permiten interaccionar y activar a los canales Orail
[68]. Principalmente en células no excitables, la entrada de Ca**
mediada por STIM y Orai regula diferentes procesos celulares que
activan o inhiben diversas cascadas de senalizacion dependientes
de Ca*" [68].

4.3. Efectores intracelulares del ion Ca*

Los incrementos en los niveles de Ca** en la célula desencadenan
eventos moleculares que son importantes para la regulacion de
diversas funciones celulares. Sin embargo, para que esto ocurra,
las células experimentaron procesos de evolucion que les hicieron
contar con proteinas capaces de unir Ca**, y que a la postre mo-
difican la conducta celular.

Uno de los mejores ejemplos, descritos previamente, es la par-
ticipaciéon de Ca®*y su unién a la proteina CaM, para llevar a cabo
la regulacién de diferentes vias de sefializacion (revisar seccion
4.2). Esta interaccién promueve que el sitio regulatorio de la cina-
sa dependiente de CaM no bloquee la actividad de fosforilacion y
entonces se promueva su autofosforilacion, estado en el que esta
cinasa se encuentra activa. La activacion de esta cinasa promueve
la liberacién de neurotransmisores que son importantes para la
memoria y aprendizaje, ademas de regular el metabolismo de glu-
cosa y la sefalizacion por insulina, por mencionar algunos ejem-
plos [67]. Otra enzima regulada por el complejo de Ca** y CaM
es la Calcineurina, una fosfatasa de serina/treonina que posee un
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Figura 3. La calmodulina es el prototipo de receptor intracelular de Ca** que modifica la actividad de otras proteinas lo que a su vez resulta en modifi-
caciones de un gran nimero de vias de sefializacion. i) Calmodulina posee cuatro dominios mano-EF (circulos blancos) que estan formando 16bulos
(pares de manos EF con afinidades similares a Ca?*). En el caso de la calmodulina el 16bulo C-terminal tiene mayor afinidad al Ca*" que el localizado
en el N-terminal. Incrementos de la [Ca**], promueve la transicion de apocalmodulina al complejo Ca**/Calmodulina lo que lleva aparejados cambios
conformacionales evidentes en la calmodulina. ii) El complejo Ca?*/Calmodulina interactia con diferentes proteinas blanco (canales iénicos, proteinas
transportadoras, cinasas, fosfatasas, proteasas, etc.) y esto modifica a su vez la actividad de estas ultimas, lo que resulta en la activacién de diferentes
procesos celulares como contraccién muscular, fertilizacion, metabolismo, aprendizaje, entre otros. Imagen elaborada con BioRender.com.

dominio catalitico y uno regulatorio. En estado de reposo, ambos
dominios se encuentran interaccionando en un estado inactivo,
sin embargo, la interacciéon del complejo Ca**/CaM con calci-
neurina promueve la activacion de la fosfatasa [69]. Una vez en
su forma activa, esta enzima desfosforila proteinas que rio abajo
regulan vias de sefalizacién como la activacién y diferenciacion
de células T, diferenciacién de musculo esquelético, y en procesos
de plasticidad neuronal [70].

Ademas de los ejemplos descritos, existe una gran variedad de
proteinas las cuales su actividad estd modificada por el complejo
Ca*/CaM, por ejemplo; la cinasa de la cadena pequenia de la mio-
sina, la adenilil ciclasa 1, la sintasa de dxido nitrico 1, entre otras.
Esto solo es una descripcion breve de como el Ca?* modificala ac-
tividad de ciertas proteinas y éstas a su vez la funcién celular. Sin
embargo, los ejemplos que se describen a continuacién abordan
con mayor profundidad el papel que tiene el Ca** en diferentes
funciones celulares.
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5. Procesos bioquimicos subyacentes en la sefializacion
por Ca** de diferentes respuestas celulares

5.1. Contraccion muscular

Los musculos son los tejidos que nos permiten mover nuestro
cuerpo. Hay tres tipos diferentes de musculos: estriado volunta-
rio, cardiaco y liso. Los tres tipos se contraen en respuesta a un
incremento de la [Ca*'], y en los tres casos, el Ca*" tiene el mismo
mecanismo para producir la contracciéon muscular. Este mecanis-
mo basico consiste en que el ion Ca?*, de forma indirecta, activa
una ATPasa conocida como miosina que, mediante la hidrolisis
de ATP, lleva a cabo su propio desplazamiento sobre un riel de
actina, lo que resulta en el acortamiento celular o contraccion
muscular. Tanto el tipo de miosina que expresa cada tipo de célu-
la muscular como los mecanismos utilizados para producir un
incremento de la [Ca*], varian [71].

El musculo estriado voluntario estd formado por células sin-
ciciales conocidas como fibras musculares, que llegan a tener
dimensiones descomunales en comparacién con el resto de las
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células del cuerpo humano. Dicho tamafo establece un reto para
lograr un incremento global y simultdneo de la [Ca*]. y asi una
contraccion efectiva. Este reto se soluciona usando al RS como
el depdsito intracelular de Ca** que llega a todos los rincones de
las fibras musculares. Su enorme tamarfio le permite que cada
mondmero esté en contacto fisico con el CCDV de la membrana
plasmatica, la cual tiene invaginaciones conocidas como tubulos
T, que llevan al CCDV al interior de la fibra muscular para esta-
blecer la unién con el RyR. Este acople se le conoce como acople
mecanico, puesto que la liberacion de acetilcolina en la placa neu-
romotora, despolariza la membrana plasmatica y produce cam-
bios conformacionales en el CCDV que son transmitidos direc-
tamente al RyR debido a la interaccién entre estas dos proteinas.
La apertura del RyR facilita la salida de Ca** del RS y este ion a su
vez interacciona con la troponina C, una proteina con manos EF
(dominios de unién a Ca?*), lo que facilita que la miosina se active
y se desplace por el riel de actina [17, 20].

El musculo cardiaco es un musculo estriado involuntario. Sus
fibras también son grandes, rebasan las 150 um de longitud y por
lo mismo dependen de la salida de Ca®* del RS y de los tubulos
T para producir la contraccién adecuada. En este caso, el CCDV
de la MP esta localizado en las cercanias del RyR sin presentar
contacto directo como en el caso del musculo esquelético. Los
CCDV activan al RyR por el mecanismo conocido como CICR.
Este mecanismo consiste en que la despolarizaciéon de la mem-
brana plasmatica (por el marcapaso propio del corazdn) activa
los CCDV y permite una pequefia entrada de Ca*, éste a su vez
activa al RyR del RS y por el mecanismo de CICR se logra liberar
alrededor de diez veces més de Ca?* al citoplasma y es este tltimo,
que viene del RS, el que dispara la contracciéon de los miocitos
cardiacos [17, 20].

El musculo liso, como su nombre lo dice, no presenta estria-
ciones cuando se observa al microscopio optico, esto debido a que
la disposicion de actina y miosina (las proteinas contractiles) no
esta organizada de forma regular como en el caso de los muscu-
los estriados. El musculo liso es auténomo y esta involucrado en
el movimiento de 6rganos huecos y tubulares (vasos sanguineos,
vias aéreas, aparato digestivo, vejiga, ttero, etc.). Las células de
musculo liso (CML) tienen un tamafno menor que los miocitos
cardiacos o las fibras musculares, por lo mismo el papel del RS,
como fuente de Ca?* para inducir la contraccidn, es minoritario
en los miocitos lisos. La principal fuente de Ca** es el medio ex-
tracelular que gana acceso al citoplasma al activarse los canales
permeables al Ca?* de la MP. Otra diferencia con los musculos
estriados es que la despolarizacion de la MP no es el unico me-
canismo para inducir la contraccidon del musculo liso. Una tercera
diferencia seria que el sensor de Ca?* citosélico es la troponina C
en el caso de los musculos estriados, pero en el musculo liso es la
CaM. Por ultimo, la contraccién en el musculo liso es mas lenta
que la contraparte estriada debido a que la unién de Ca** a CaM
activa una cinasa de la cadena pequena de la miosina (MLCK
myosine light chain kinase, por sus siglas en inglés) la que a su
vez fosforila a MLC lo cual permite la activacion de la miosina,
llevandose a cabo el mismo proceso de hidrélisis de ATP para el
desarrollo de la contraccidon. Sin embargo, esta diferencia ocasio-
na que el musculo liso sea mas lento que sus contrapartes estria-

das, pero que pueda mantener la contracciéon por tiempos pro-
longados sin necesidad de un incremento sostenido de la [Ca**],
esto debido a que se requiere la activacion de una fosfatasa para
desfosforilar a la proteina MLC y asi apagar a la miosina y por
lo tanto permitir la relajaciéon muscular. Si la proteina MLC esta
fosforilada, el musculo liso se mantiene contraido independien-
temente de que la [Ca*] haya regresado a sus niveles en reposo.
En el caso de los musculos estriados, el Ca?* tiene que estar uni-
do a la troponina C para que se active la miosina, y esto implica
que la [Ca™]. debe estar elevada todo el tiempo que se requiera
mantener la contraccion. Esta diferencia es importante porque un
incremento de la [Ca*]. de forma prolongada conlleva a la fatiga
en el musculo estriado y la muerte celular en los miocitos cardia-
cos. Las CML presentan receptores a una extensa gama de ago-
nistas, entre los que se encuentran, la adrenalina, la acetilcolina,
la angiotensina II, la histamina, la oxitocina, la serotonina, entre
otros. Por lo general estos receptores estan acoplados a la hidrdli-
sis del fosfolipido PIP, lo que resulta en la generacién de dos se-
gundos mensajeros, el IP, y el DAG. El IP, incrementa la [Ca®],
al activar al IP R del RS; sin embargo, este Ca** tiene un impacto
muy pequeilo en la contracciéon del musculo liso en respuesta a
los agonistas que producen IP, cuando se estimulan estos recep-
tores en ausencia de Ca** externo. Los diferentes inhibidores de
los CCDV indican que éstos son la principal via para incrementar
la [Ca*]. y producir contraccion en el musculo liso. Sin embargo,
desconocemos el mecanismo molecular mediante el cual los ago-
nistas inducen la despolarizacién de la MP y la activacion de los
CCDV. Las CML expresan una gran cantidad de los canales de
potasio activados por Ca** de conductancia grande (BKCa) en la
membrana plasmatica, estos canales estan en cercania a los RyR,
lo cual tiene efectos muy importantes en el tono miogénico y en
la relajacién del musculo liso en general. El tono miogénico de
los vasos sanguineos involucra un ciclo continuo de liberacién y
recaptura de Ca** por el RS que modula la actividad de los CCDV.
La distencion de las CML activa canales mecano-sensibles que al
despolarizar a la MP producen la activacién de los CCDV y la
entrada de Ca?* al citoplasma, pero debido a la presencia del RS
en cercania con la MP (aproximadamente 30 nm), esta entrada de
Ca** causa la sobrecarga con Ca?* del RS, esta sobrecarga aumenta
la frecuencia de eventos de liberaciéon de Ca** por la activacion
rapida y limitada de los RyR generando lo que se conoce como
chispas de Ca?* (sparks, en inglés) las cuales, debido a su cercania
con la MP, activan un claster de canales BKCa, esto a su vez hi-
perpolariza la MP lo que resulta en la desactivacién de los CCDV.
La menor actividad de estos canales disminuye la entrada de Ca*
al citoplasma, lo que reduce la cantidad de Ca** dentro del RSy
esto disminuye la frecuencia de las chispas de Ca** lo que termina
desactivando a los canales BKCa. Si el estimulo mecanico sigue
presente, se reactivan los canales mecano-sensibles y debido a que
los canales BKCa estan desactivados, se reinicia el mismo ciclo y
de esta forma se mantiene un tono miogénico responsable de la
presion arterial periférica. En resumen, el ion Ca** tiene un pa-
pel dual en el musculo liso ya que lo mismo produce contraccién
como relajacion. La diferencia es la magnitud y la localizacion de
la sefial de Ca**. Un incremento global de la [Ca*]. produce la
contraccién, mientras que un incremento pequeno y localizado
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en el citoplasma que esta cerca de la MP, origina la activacién de
los canales BKCa y por lo mismo la relajaciéon del musculo liso
vascular. La modulacién de la actividad de los CCDV o de los
canales BKCa nos permite regular la presion arterial en pacientes
hipertensos [71, 72].

5.2. Secrecion glandular

El pancreas es una glandula muy importante en la digestiéon. La
porcion exocrina secreta diferentes enzimas digestivas en respues-
ta a un incremento de la [Ca*'], mientras que la parte endocrina,
llamada islotes de Langerhans, estd conformada por cimulos de
diferentes tipos de células. Una de estas células serian las células
B, que tienen la caracteristica de sintetizar insulina y liberarla al
torrente sanguineo en respuesta a un incremento de la glucemia.
El mecanismo molecular por el cual la glucosa libera insulina por
las células B involucra la participacién de un transportador de
glucosa, de tal forma que el incremento de la glucemia permite la
entrada de la glucosa a favor de su gradiente quimico. La glucosa
dentro de la célula B es rapidamente fosforilada y metabolizada
por la glicdlisis y el ciclo de Krebs en la mitocondria hasta la pro-
duccion de ATP. El concomitante incremento del ATP produce
una reduccién de la concentracion de ADP y esto resulta en el
cierre de los canales de potasio sensibles al ATP, este cierre con-
duce a la despolarizacién de la MP y la activaciéon de los CCDV
que se encuentran cerca de los granulos de secrecién que con-
tienen la insulina. Este incremento de la [Ca®], en la vecindad
de los granulos de secrecién es detectado por la maquinaria exo-
citica, el receptor de Ca de tipo C2 synaptotagmin-1 y el comple-
jo SNARE (formado por las proteinas VAPM2, SyntaxinlA/4 y
SNAP23/25). Este evento es responsable de la liberacion inicial
de insulina, pero se ha demostrado que la liberacion de insulina
es bifésica, la segunda fase de secreciéon de insulina requiere la
participaciéon del MCU, la entrada de Ca®* a la matriz mitocon-
drial sostiene la produccién de ATP y esto permite una segunda
fase de la liberacion de insulina. Adicionalmente, la liberacion de
insulina es oscilatoria, y en este proceso se involucra la activacién
del canal BKCa. El exceso de Ca** que entra por el CCDV, se in-
corpora al RE y existe un mecanismo de liberacién de Ca** que
pareciera involucrar al RyR, y esto activa a los canales BKCa y se
hiperpolarizan las células B, esto cierra los CCDV, se reduce la
cantidad de Ca** luminal y se desactivan los canales BKCa y si
la glucosa sigue elevada, se reinicia el proceso de entrada de Ca**
por los CCDV y la subsecuente liberacion de insulina [73,74].

5.3. Glucogenolisis en el higado

La glucogendlisis es un proceso catabélico que se lleva a cabo en
el citoplasma. La glucogénolisis ocurre de manera importante en el
musculo y el higado y es estimulada por las hormonas epinefrina
(adrenalina) y glucagén, respectivamente [75]. En esta seccién se
describirdn algunos conceptos unicamente de la glucogendlisis
que se lleva a cabo dentro del higado y la forma en la que el Ca**
regula este proceso.

El higado es un érgano que actiia como un reservorio de glu-
cosa que le permite responder a estimulos e inducir procesos de
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almacenamiento o liberacién de glucosa en el torrente sanguineo
y asi mantener la euglucemia. El higado regula la homeostasis
de la glucosa a través de procesos como el almacenamiento de
glucdgeno, la glucogenolisis y la gluconeogénesis, los cuales son
regulados por diversas cascadas de sefalizacion dependientes de
oscilaciones de Ca** [76].

Cuando un organismo se encuentra en un estado de baja
concentraciéon de glucosa en sangre, es decir en un estado hipo-
glucémico, las células a pancreaticas secretan glucagén. Esta hor-
mona activa a la cinasa de la fosforilasa dependiente de cAMP
y Ca*, la cual a su vez activa a la fosforilasa de glucégeno que
hidroliza el glucégeno en glucosa-1-fosfato. La producciéon de
glucosa hepatica constituye cerca del 90% de la produccién total
de glucosa enddgena [74].

Un modelo que trata de explicar cdmo se realiza la secrecion
del glucagén, propone que cuando un organismo presenta una
baja concentraciéon de glucosa en sangre, los canales de K* de-
pendientes de ATP se abriran llevando el potencial de membrana
aproximadamente a -60 mV, el cual favorece que los CCDV tipo
T se abran, despolarizando a las células. Esta reduccion en el po-
tencial de membrana activa a los canales de Na* dependientes de
voltaje y los CCDV tipo N. La entrada de Ca®* mediada por los
canales tipo N induce la secrecion de granulos de glucagoén [77].

La hidrolisis exagerada del glucégeno o dificultades para alma-
cenar la glucosa en el glucdgeno del higado, derivan en patologias
como diabetes tipo 2 (DM2), la enfermedad de Cori o la enfer-
medad de Pompe. A continuacion, se realizara una breve descrip-
cién de estas enfermedades, donde se visualiza la relevancia de la
homedstasis de glucosa.

La DM2 tiene una etiologia de origen multifactorial en la que
participan factores genéticos y ambientales, y se piensa que la
principal causa es la resistencia a la insulina. La insulina es una
hormona producida en el pancreas que tiene una accidén an-
tagénica a la del glucagon, teniendo como funcién que la glucosa
sea incorporada dentro de las células a través de los receptores de
membrana GLUT-4. En el estado de resistencia a insulina, la glu-
cosa no puede ser incorporada dentro de las células, produciendo
hiperglucemia, es decir un nivel elevado de glucosa en sangre, lo
que provoca dafios en diferentes drganos, asi como todas las com-
plicaciones asociadas a esta afeccion [77].

La enfermedad de Cori-Forbes es una afeccién autosémica
recesiva que provoca una deficiencia de la enzima desramificado-
ra de glucoégeno (amilo-1,6-glucosidasa). Las personas afectadas
producen moléculas de glucdgeno con estructuras anormales que
presentan cadenas externas cortas que no pueden continuar de-
gradandose, por lo que el glucégeno se contintia acumulando en
el higado y el musculo cardiaco y esquelético, provocando sinto-
mas de hipoglucemia, dafio en el funcionamiento del higado o los
musculos y en algunas ocasiones los pacientes pueden desarrollar
cardiomiopatias [78].

La enfermedad de Pompe o enfermedad del almacenamiento
de glucdgeno tipo II es un trastorno autosémico recesivo, en el
cual la enzima glucosil transferasa a(1->4) acida lisosdmica (GAA,
por sus siglas en inglés), encargada de hidrolizar el glucégeno en
glucosa dentro de los lisosomas sufre alguna mutacioén que le im-
pide realizar correctamente su funcién, se han descrito hasta aho-
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ra mas de 300 mutaciones en el gen GAA, las cuales determinan
si hay una pérdida total o parcial de su actividad enzimatica. Aun-
que puede afectar diferentes tejidos, son el musculo esquelético
y cardiaco los mas afectados, ya que en ellos se produce mucho
glucdgeno residual que es captado por los lisosomas para su rup-
tura en glucosa. El glucégeno es almacenado hasta que rompe los
lisosomas y perturba la correcta funcién celular [79].

5.4. Fecundacién

La fecundacion es un proceso en el cual se requiere la interaccién
entre gametos femeninos y masculinos, maduros y competentes,
para que estos se fusionen y formen un nuevo individuo. Diversos
estudios han mostrado que los flujos de iones de Ca**, H* y K*son
importantes para establecer una interaccion molecular entre el es-
permatozoide, su medio ambiente y el ovocito secundario. La célula
germinal masculina se produce en la génada (testiculo) mediante
un proceso de division de células germinales o espermatogonias
denominado “espermatogénesis’, el cual, estd regulado hormo-
nalmente por el eje hipdfisis-hipotalamo-génada [80]. A partir de
cada espermatogonia se producen cuatro espermatocitos haploides
que permanecen unidos entre si por puentes citoplasmaticos y a
la vez estan en comunicacion con la célula nutricia o de Sertolli;
estas ultimas, a partir de moléculas sefializadoras, se encargan de
inducir el proceso denominado “espermiogénesis” que convierte a
las espermatides en espermatozoides, durante esta transformacion
se reconocen cuatro fases caracteristicas: la fase de Golgi, la fase de
capuchon, la fase acrosomal y la fase de maduracion [81].

En la fase de Golgi, el AG se acerca al nuicleo y desprende
vesiculas que se fusionan para convertirse en la vesicula acroso-
mal que se localiza en la fase apical del nucleo. En la fase de ca-
puchodn, la vesicula acrosomal se aplana formando una capucha
sobre el nucleo, éste se compacta cambiando las histonas por pro-
taminas dejando al gameto en un arresto del ciclo celular evitan-
do la replicacién y la transcripcion (arresto en fase GO del ciclo
celular), volviendo asi al gameto dependiente de modificaciones
postranscripcionales como la fosforilacion de proteinas las cuales
ocurren en este tipo de células principalmente en residuos de tiro-
sina. En la fase acrosomal, la espermatide gira de tal forma que el
acrosoma queda en direccién de la membrana basal; se depositan
granulos en el acrosoma, el citoplasma se desplaza hacia la base de
la cabeza y se localiza en la unién nticleo-axonema, las mitocon-
drias se agrupan alrededor de este ultimo en su parte cercana al
nucleo, formando la “pieza media” dando la morfologia definitiva
al espermatozoide. Finalmente, en la fase de maduracion se for-
ma la cabeza caracteristica de cada especie (oval y plana) cubierta
por el acrosoma, y la cola compuesta por la pieza media donde se
encuentran las mitocondrias en forma de hélice, la pieza princi-
pal y la pieza terminal. El proceso de maduracién termina con la
liberacién de los espermatozoides a la luz del tibulo seminifero y
mediante movimientos peristalticos los espermas se transportan
a los ductos eferentes y de alli al epididimo donde se almacenan
para posteriormente ser expulsados junto con el plasma seminal
durante la eyaculacién [80].

El espermatozoide adquiere la capacidad de motilidad del
flagelo en su transito por el epididimo, el movimiento es carac-

teristico y consiste en un bateo simétrico de la cola que permite
al espermatozoide desplazarse de forma progresiva, pero este
movimiento comienza después de la eyaculacion. Este proceso es
conocido como la “activacion del esperma” Son dos los procesos
fundamentales en la fecundaciéon del 6vulo por el espermato-
zoide, estos son: la capacitacion del espermatozoide y la reaccién
acrosomal [81].

Al realizarse la eyaculacion, los espermatozoides pasan rapi-
damente a través del utero y llegan a la unién utero-tubal. Pos-
teriormente, pasan a lo que se conoce como el reservorio del
oviducto (istmo) que es caracterizado por cilios luminales epi-
teliales y plegamientos de la mucosa que forman criptas, en éstas
los espermatozoides pierden factores como mucopolisacaridos
y proteinas dando comienzo al proceso conocido como capa-
citacion del espermatozoide [80, 81].

La capacitacion del espermatozoide es un proceso complejo,
regulado por: la pérdida de colesterol de la membrana del esper-
matozoide, por la [HCO,] y por la [Ca*]. Tiene como objeti-
vo el convertir al espermatozoide en una célula capaz de realizar
una interaccion especifica con el ovocito, para esta interaccion el
espermatozoide debe obtener un patrén de movimiento distinto
el cual se caracteriza por movimientos de la cola del espermato-
zoide que semejan latigazos pronunciados, este patron de movi-
lidad se alcanza al llegar al estado de “hiperactivacién del esper-
matozoide”. Este proceso se encuentra estrechamente relacionado
con modificaciones en la distribucidn proteica en la membrana
del espermatozoide, con alteraciones de las caracteristicas de la
membrana plasmadtica, con cambios en la actividad de enzimas y
con la fosforilacion de varias proteinas en los residuos de tirosina,
pues la inhibicion de la actividad de cinasa de tirosina inhibe la
penetracion al ovocito secundario, la reaccién acrosomal y blo-
quea la fecundacion [82, 83].

El proceso de capacitacion del espermatozoide inicia cuando
se encuentra en las criptas del istmo de las trompas uterinas. En
esta ubicacion, la membrana del espermatozoide sufre una pérdi-
da de colesterol que causa un incremento de la [HCO, ], mediante
el intercambiador CI'/HCO, presente en la MP plasmatica del es-
permatozoide y un incremento de la [Ca*]. regulando la activi-
dad del adenilato ciclasa (AC) y el metabolismo del cAMP, sien-
do esta regulacion necesaria para la fosforilacion de residuos de
tirosina por la proteina PKA durante el proceso de capacitacion
[80]. El proceso termina una vez alcanzado el estado de hiperac-
tivacion del espermatozoide obteniendo el patron de movimiento
caracteristico [82].

La [Ca’], de los espermatozoides estd regulada por una AT-
Pasa de Ca?* (la cual, acttia como una bomba de extrusién), por
un intercambiador Ca**/H* y por un NCX (los cuales introdu-
cen Ca’* al citoplasma), asi mismo se encuentran depositos de
Ca* intracelular como el acrosoma y las mitocondrias. Se ha re-
portado que el Ca®* es transportado al acrosoma por una bomba
dependiente de ATP sensible a tapsigargina y que se libera por
medio de IP R presentes en la membrana del acrosoma [80, 81].

Una vez realizada la capacitacion del espermatozoide, este ga-
meto es capaz de llevar a cabo la “reaccion acrosomal’, la cual es
un proceso exocitico en respuesta a estimulos fisioldgicos como
la presencia de la glucoproteina ZP3 (proteina que se secreta de
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la zona peldcida del ovocito) y progesterona. En este proceso, se
realizan multiples fusiones de la membrana acrosomal del esper-
matozoide con la MP del mismo permitiendo la liberacion de en-
zimas hidroliticas como la hialuronidasa y la acrosina, las cuales
tienen como objetivo el permitir al espermatozoide penetrar la
zona peltcida del évulo dando lugar a la fecundacion [82].

La glucoproteina ZP3 activa al receptor de ZP3 presente en la
MP del espermatozoide, un receptor con actividad de cinasa de
tirosina que se autofosforila, este receptor también estd involu-
crado en la transactivacion de proteinas G que activan a proteinas
como PLC y AC las cuales incrementan la cantidad de segundos
mensajeros como el cCAMP, el IP, y el DAG. El incremento de estos
segundos mensajeros tiene como consecuencia la activaciéon de
proteinas como PKA y PKC, asi como liberacion de Ca** del de-
posito acrosomal. Sin embargo, la principal causa del incremento
de la [Ca*]. en respuesta a ZP3 requiere la presencia de Ca** en el
medio extracelular pues involucra la activacion de canales depen-
dientes de depdsito (posiblemente tras la activacién de IP R pre-
sentes en la membrana acrosomal), CCDV y los intercambiadores
NCX y Ca**/H* los cuales modifican el pH y permiten un incre-
mento de la [Ca*]. lento y sostenido [82, 83].

Una vez que el espermatozoide penetra la zona peldcida del
6vulo y alcanza el espacio perivitelino, suceden dos mecanismos
para evitar la poliespermia (fecundacién por mas de un esper-
matozoide), uno inmediato, el cual es el cambio de potencial de
membrana del ovocito que a su vez altera la polaridad de la zona
peltcida y el cambio subsiguiente involucra la remodelacion de la
zona pelicida del ovocito, esta ocurre por la exocitosis del con-
tenido enzimatico de los granulos corticales al espacio periviteli-
no y esta regulada por PKC dependiente de factores lipidicos e
independiente del Ca?* [81, 82].

Durante los tltimos afios se ha conseguido un gran progreso
en el entendimiento de los mecanismos moleculares del game-
to masculino y su transito desde la génada hasta la fertilizacion
del ovocito. Sin embargo, es clara la presencia de vacios en la in-
formacidn existente, lo cual permitird a nuevos investigadores el
disefio de experimentos para dilucidar los mecanismos molecu-
lares y como el Ca?* estd involucrado en estos procesos.

5.5. Visién

La retina del ojo es capaz de detectar fotones a través de la acti-
vacion de las rodopsinas. Estas son proteinas de la MP de siete
pases transmembranales que estan acopladas a las proteinas G. La
proteina G involucrada pertenece a la familia Gi, yla subunidad a
de esta proteina activa una fosfodiesterasa de GMPc, por lo tanto,
la incidencia de los fotones en la retina promueve la hidrolisis del
GMPc. En la MP se expresa un canal idénico, no selectivo permea-
ble al Ca**, que se activa por el GMPc (CNGC, cyclic nucleotide
gated channel, por sus siglas en inglés). Este canal esta abierto en
la oscuridad, debido a la abundancia del GMPc y ante la presencia
de fotones, se reduce su actividad, lo que conlleva a la hiperpolari-
zacion celular y la reduccion de la [Ca’*]. Aunque los cambios
en la [Ca’*], no tienen un papel directo en la sefializacion por los
fotones, si tiene un papel importante en modular la sensibilidad a
la luz. Esto debido a la presencia de una proteina que tiene cuatro
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dominios de unién de Ca®* o también conocidos como manos EF,
la unioén de Ca** a esta proteina, implica que el canal CNGC esta
abierto y por lo tanto hay poca luz, el complejo de Ca**-recoverina
inhibe a la cinasa de la rodopsina, por lo que esta cinasa no puede
llevar a cabo la desensibilizacién de la rodopsina por fosforilar
su C-terminal. El resultado final de una [Ca*], elevada es el in-
cremento del nimero de rodopsinas disponibles y por lo tanto
un incremento en la sensibilidad a los fotones. Por otro lado, en
las células de la retina se expresa una proteina capaz de activar
a la guanilil ciclasa de la retina (guanylyl cyclase activating pro-
tein, GCAP, por sus siglas en inglés), esta proteina también tiene
la capacidad de unir Ca* pero en esta condicion no puede acti-
var a la guanilil ciclasa, por lo tanto, un nimero bajo de fotones
promueve la inhibicién de la guanilil ciclasa lo que eventualmente
termina inhibiendo la actividad de los canales CNGC. En resu-
men, el Ca®* por un lado aumenta la actividad de la rodopsina
por impedir que su cinasa los desensibilice y por otro lado limita
la sensibilidad a la luz por reducir la producciéon de GMPc y por
lo tanto la actividad del canal CNGC. Toda vez que se pasa de un
ambiente muy oscuro a uno muy iluminado, se activa el exceso de
rodopsinas, promoviendo la degradacién del GMPc y por lo tanto
la desactivacion del canal GNGG, lo que reduce la [Ca*]. eso hace
que la proteina GCAP pierda el Ca®* unido y se active a la guanilil
ciclasa y por lo tanto se contenga la inhibicién del canal CNGC.
Este panorama indica que, aunque el Ca** no estd directamente
involucrado en la sefnalizacion por los fotones, si estd involucrado
en la fotosensibilidad por modular la actividad de la guanilil ci-
clasa yla actividad de la cinasa de la rodopsina. Es interesante que
ambas acciones van en sentidos opuestos, de tal forma que es un
ejemplo de como el papel del ion Ca** como segundo mensajero
es muy complejo pues involucra la actividad concertada de una
bateria amplia de proteinas [84].

5.6. Apoptosis

El Ca* al interior de la mitocondria es crucial para regular la
respiraciéon mitocondrial, especificamente al estimular la activi-
dad de tres deshidrogenasas pertenecientes al ciclo de Krebs [56].
Sin embargo, la acumulacién excesiva de Ca** conduce a un pro-
ceso de muerte celular conocido como apoptosis. La apoptosis o
también llamada muerte celular programada es un mecanismo
molecular que se caracteriza por cambios estructurales como ve-
siculacién de la MP, fragmentacion del DNA, condensacién de la
cromatina y la eliminacién de fragmentos de la célula, todo esto
con la finalidad de eliminar un dafo celular existente [85]. Actual-
mente se consideran dos principales vias para la activacién de la
apoptosis, la via extrinseca y la via intrinseca; la primera involucra
la participacion de receptores en la MP, mientras que la segunda
se activa por la apertura del poro de transiciéon de permeabilidad
mitocondrial (mPTP), la liberacién de factores pro-apoptoticos,
la activacién de caspasas y finalmente la aparicion de la apoptosis
[55]. ElmPTP es un poro no selectivo localizado en la membrana
interna mitocondrial que se abre en respuesta a concentraciones
elevadas de Ca?* en la matriz mitocondrial [85]. Preferentemente
se ha asociado la sobrecarga de Ca®* en la matriz con la transfe-
rencia de Ca** del RE a la mitocondria via el IP,R [55]. De hecho,
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en células de ovario de hamster se observo que la isoforma 3 del
IP_R es la encargada de transferir la mayor cantidad de Ca’* a la
mitocondria, misma que dispara el proceso apoptdtico [86]. Por
otra parte, modificaciones postraduccionales del IP.R pueden
modificar su actividad y con ello modular la cantidad de Ca** li-
berado. Por ejemplo, el IP R tipo 3 es inactivado mediante la fos-
forilacién por Akt, lo cual reduce la transferencia de Ca** hacia la
mitocondria, evitando la acumulacidn excesiva y que a la postre
protege de la muerte celular por apoptosis [87].

A pesar de que la sefial apoptotica dependiente de Ca?* requie-
re de la actividad del IP,R, se ha observado que las proteinas de
la familia Bcl-2 también desempefian un papel importante en la
regulacion de la muerte celular al modular la homeostasis de Ca**
intracelular. Especialmente, la proteina anti-apoptdtica Bcl-2 su-
prime la liberacién de Ca** del RE, pues células B de linfoma con
alta expresion de Bcl-2 mostraron menor liberacién de Ca** del
RE y proteccion a la apoptosis [88]. Aunque se desconoce con
exactitud como es que Bcl-2 disminuye el flujo de Ca** del RE,
se han sugerido dos mecanismos principalmente: 1) Bcl-2 dis-
minuye el contenido de Ca*" del RE al incrementar la fuga de
Ca* o 2) Bcl-2 disminuye la salida de Ca®* del RE sin modificar
el contenido del depdsito. Con respecto al primer mecanismo, se
tiene evidencia que Bcl-2 regula la [Ca®*] . pues la sobreexpresion
de esta proteina produjo en un incremento en la fuga de Ca** asi
como en la disminucién del contenido de la [Ca*] . [89, 90].
Esto es importante pues bajo estas condiciones el flujo de Ca*
liberado por la accién de agonistas se redujo considerablemente
y con ello una cantidad de Ca?* limitada para ser capturado por
las mitocondrias, evitando la sobrecarga con este ion y asi evadir
la senal de Ca** iniciadora de la apoptosis [90]. A pesar de que Bcl-
2 puede formar un canal idnico, mutaciones en la estructura del
poro no alteraron la fuga de Ca?* del RE [91], sugiriendo que Bcl-
2 disminuye el flujo de Ca** al modificar la actividad de proteinas
como el IP_R. De hecho, se ha visto que Bcl-2 interacciona con el
IP_R y esta unién inhibe tanto la liberacion de Ca** del RE como
la apoptosis [88]. Por el contrario, al utilizar péptidos sintéticos
que bloquean esta interaccion se observo un incremento en la
muerte celular [92].

Por otra parte, Bax y Bak, proteinas de la familia Bcl-2 con ac-
tividad pro-apoptotica desempeiian un rol opuesto a Bcl-2, pues
la ausencia de estas proteinas condujo a una disminucién en los
niveles de Ca** en el RE y una limitada captura de Ca** en la mito-
condria. Contrario a esto, la sefial apoptdtica se restablecié cuando
se restauro la expresion de estas proteinas [93]. Estos hallazgos su-
gieren que a diferencia de Bcl-2, Bax y Bak disminuyen la fuga de
Ca* del RE, incrementando la [Ca*], . y por lo tanto acumulando
cantidades mayores de Ca®* para ser transferidas a la mitocondria.
Ademds, un estudio reciente demostré6 que Bok, otra proteina
pro-apoptotica, promueve la apoptosis al facilitar la transferencia
de Ca’* del RE a la mitocondria. Se sugiere que Bok interaccio-
na con el IPR en los sitios de contacto entre estos dos organe-
los, manteniendo estable la interaccion [94]. Todos estos estudios
muestran un papel importante del ion Ca** como centro de control
para el inicio de la muerte celular programada o apoptosis.

5.7. Estrés del RE, obesidad y resistencia a la insulina

Las concentraciones de Ca?* al interior del RE son considerable-
mente mayores con respecto a aquellas presentes en el citoplasma.
Para que el RE mantenga una [Ca*'] . elevada, diversas proteinas
funcionan como esponjas que unen Ca®, incrementando asi la
capacidad del RE para almacenar este ion y, por lo tanto, un ambi-
ente con elevadas [Ca**]. Esto es importante para el procesamien-
to de proteinas, pues los niveles altos de Ca?* al interior del RE re-
gulan alostéricamente proteinas conocidas como chaperonas que
desempefian un rol importante en la estabilizacién y plegamiento
de las proteinas recién sintetizadas en el RE [95]. Dentro de las
chaperonas mejor descritas se encuentran calreticulina, GRP94,
BiP/GRP78, ERp44, entre otras. Cuando se reducen los niveles de
Ca* en el RE, se produce una acumulacidn excesiva de proteinas
mal plegadas, disparando un proceso conocido como estrés del
RE. Ante esto, las células por medio del mecanismo UPR aligeran
el estrés generado con la finalidad de asegurar la supervivencia.
Este mecanismo se encarga de disminuir la cantidad de proteinas
mal plegadas, lo cual se logra al: 1) incrementar la expresion de
chaperonas, 2) dirigir el remanente de proteinas mal plegadas a
procesos de degradacion y 3) mantener las altas [Ca*]  [96]. Res-
pecto a este tltimo punto, las chaperonas desempenan un papel
importante para evitar un completo agotamiento de la [Ca*']..
Por ejemplo, se ha mostrado que chaperonas como BiP/GRP78 y
ERp44 son capaces de regular al IP_R por un mecanismo que in-
volucra la interaccidn alternada de estas proteinas con el receptor,
disminuyendo de esta forma la liberacién de Ca** inducida por
IP,. Ademds, BiP contribuye a prevenir la fuga de Ca** al interac-
cionar con el translocon, mismo que se ha sugerido que participa
en el estrés del RE mediante su actividad como canal de fuga, pues
la fuga de Ca** asi como el estrés generado por vaciamiento de
Ca* del RE se inhibi6 al utilizar anisomicina, un inhibidor del
translocdn. Por otra parte, la expresion de BiP aumentd cuando se
abrié el poro del canal, y fue suprimida por anisomicina, demos-
trando que el translocon desempena un papel importante para
inducir estrés del RE [95,97].

A nivel funcional, estas alteraciones en la homeostasis de Ca**
pueden afectar diversos tejidos, entre ellos musculo esquelético,
higado o pancreas, que en conjunto convergen en alteraciones
metabolicas como obesidad, resistencia a la insulina, diabetes, en-
tre otras [98, 99]. Por ejemplo, se ha observado que la activacién
prolongada del estrés del RE tiene un papel importante en el de-
sarrollo de resistencia a la insulina y diabetes en obesidad [100].
Con relacién a esto, se observéd que el RE en higado de ratones
obesos presentaba una supresion en la sintesis de proteinas, pero
un incremento en la sintesis de lipidos. Este incremento en el con-
tenido de lipidos modifico la composicién de la membrana del
RE, misma que inhibié la actividad de la bomba SERCA, con-
duciendo a una disminucién en los niveles de Ca** luminal, estrés
del RE y desarrollo de obesidad [98, 101]. De hecho, se ha obser-
vado que la exposicion a acidos grasos saturados como el acido
palmitico reducen la expresion de la bomba SERCA, conducien-
do a estrés del RE y al estado de resistencia a la insulina [102].
Ademas del contenido de lipidos, otras condiciones como estrés
oxidativo o inflamacién estan relacionadas con una disminucién
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en la actividad de la bomba SERCA vy alteraciones en el contenido
de Ca?* luminal que en conjunto conducen a estrés del RE y esta-
dos como diabetes o resistencia a la insulina [37, 103]

Adicional a las alteraciones en la [Ca*'],,, incrementos en los
niveles de la [Ca**], asi como el flujo de Ca** hacia la mitocondria
parece jugar un papel importante en el desarrollo de alteraciones
metabolicas. Se ha reportado que incrementos en el Ca?* citoplas-
mico activan factores de transcripcion que regulan de manera
positiva la lipogénesis, dando como resultado una acumulacién
y almacenamiento de lipidos, mismos que son caracteristicos de
un estado de obesidad [98]. Por otra parte, se ha observado que un
incremento en los sitios de contacto entre el RE y la mitocondria
en higado de ratones obesos disparan una mayor movilizacién de
Ca* hacia la mitocondria. Esta sobrecarga de Ca®* mitocondrial
condujo a estrés oxidativo y un deterioro en la homeostasis de
glucosa [104]. De hecho, un estudio reciente demostré que el RE
y las mitocondrias sufren una desorganizacion estructural en el
higado de ratones con obesidad [105]. Ademas, en tejido adiposo
de ratones con obesidad se mostr6 que tanto la expresiéon como
la actividad del IP,R se encuentran incrementadas, y que cuan-
do se elimina la expresion del IP_R, los ratones son resistentes a
desarrollar resistencia a la insulina, incluso cuando existe una die-
ta rica en dcidos grasos [106]. Sin embargo, no esta del todo claro
como es que la transferencia de Ca** mediada por el IP,R y los
sitios de contacto entre el RE y la mitocondria regulan el metabolis-
mo dela glucosa, pues otros datos han mostrado que la pérdida en
la interaccion entre estos dos organelos promueve al desarrollo de
resistencia a la insulina, esto al disminuir la transferencia de Ca*
del RE hacia la mitocondria [107]. A pesar de que existen dife-
rentes mecanismos para desencadenar el desarrollo de trastornos
metabolicos, todos estos convergen en que el Ca** desempefia un
papel critico para mantener el correcto funcionamiento celular.

6. Conclusion

Incrementos en la [Ca®*], afecta la funcién celular y asi tenemos
que cambios transitorios de la [Ca**]. tiene un papel importante
en fendmenos como la contraccion muscular para movernos,
el bombeo de la sangre, la digestion, la miccién, la secreciéon de
glandulas exocrinas y endocrinas, la neurotransmision, la respi-
racién mitocondrial, el metabolismo, la expresion de genes, entre
otros eventos. Incrementos de la [Ca*]. que son excesivos o pro-
longados resultan en condiciones téxicas para las mitocondrias y
letales para las células. Esto implica que el uso continuo del ion
Ca* termina cobrando una factura ya sea degenerativa o franca-
mente letal para el organismo. Las proteinas involucradas en la
regulacion de la [Ca*]. estdn bien identificadas, sin embargo, ain
faltan por determinar la dindmica de muchos eventos, particular-
mente con resoluciones adecuadas tanto espaciales (nanoémetros)
como temporales (milisegundos) que nos permitiran entender
y regular los mecanismos bioquimicos que subyace a la partici-
pacion del Ca** como regulador de una lista tan variada y comple-
ja de fendmenos celulares.
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El laboratorio 10 del departamento de Bioquimica del Cinvestav
estudia los procesos bioquimicos asociados con la regulacion del
calcio intracelular. Diferentes sefiales fisicas o quimicas incremen-
tan la concentracion intracelular de calcio. Estas sefiales abren ca-
nales idénicos de la membrana plasmatica o de diferentes depdsi-
tos intracelulares de calcio como son el reticulo endoplasmico, el
aparato de Golgi y los lisosomas. La concentracion intracelular
de calcio incrementa de forma transitoria, de lo contrario, resulta
en la muerte de la célula. La remocién de calcio del citoplasma
involucra el consumo de energia en forma de ATP, siendo la mi-
tocondria la fuente de dicho nucleotido. Esto implica una comu-
nicacion estrecha de la mitocondria con la membrana plasmatica
y el reticulo endoplasmico. Modificaciones en esta comunicacién
resultan en la presencia de células cancerosas y el estado de resis-
tencia a la insulina. Dilucidar dichas alteraciones nos permitira
proponer estrategias terapetticas contra tales patologias.
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Resumen: Las balsas de membrana constituyen nanodominios de naturaleza lipoproteica que propician la eficiente transduccién de
seiales en la membrana plasmatica. Su alteracion se asocia con trastornos funcionales que pueden comprometer la supervivencia de las
células y los organismos, lo que ha llevado a considerarlas potenciales blancos terapéuticos.

Abreviaturas
cAMP  Monofosfato ciclico de adenosina
EGFR  Receptor para el factor de crecimiento epidérmico
ERK Proteina cinasa regulada por sefales extracelulares
GPCR  Receptor acoplado a proteinas-G heterotriméricas

GPI Glicosilfosfatidilinositol

GTP Trifosfato de guanosina
MAPK Proteina cinasa activada por mitégeno
RTK Receptor con actividad de cinasa de tirosina

1. Introduccion

Toda célula esta delimitada por una membrana plasmatica que
mantiene y controla las condiciones de su medio intracelular
con respecto a su entorno o medio extracelular. El surgimiento y
posterior evolucién de esta membrana no se limitan al estableci-
miento de una frontera o barrera fisica, sino que representan el
desarrollo de una compleja estructura que permite el intercambio
dindmico de materia y energia entre ambos compartimientos. Su
organizacion basica comprende una bicapa lipidica con elemen-
tos proteicos asociados. En el presente capitulo se revisa el estatus
del modelo de la membrana plasmatica, y se destaca la relevancia
de los nanodominios denominados balsas de membrana en los
mecanismos de transduccidn de sefiales asociados con distintos
procesos fisioldgicos y patoldgicos.

2. Los componentes de la membrana plasmatica

Los componentes bésicos de la membrana plasmatica son lipidos
y proteinas. Establecer la proporcion, composicién y relevancia
funcional de estos elementos moleculares representa un gran reto,
debido a la inmensa variedad de tipos celulares existentes y a su
cambiante composicién a través de su ontogenia y su ciclo celu-
lar. A pesar de estas dificultades, se han logrado establecer algu-
nas generalidades. Se reconoce, por ejemplo, la heterogeneidad
de sus constituyentes lipidicos a lo largo de su superficie y aun
entre sus monocapas [1]. En esta tltima, se destaca la mayor con-
centracion de fosfatidilcolina y esfingomielina en su capa exter-
na y de fosfatidilserina y fosfatidiletanolamina en su contraparte
interna. Respecto de sus proteinas constitutivas, se han definido
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dos tipos principales: periféricas e integrales. Las primeras se aso-
cian a las caras externa e interna de la membrana plasmatica a
través de su interaccidn directa (i. e., fuerzas electrostaticas), de
modificaciones postraduccionales (i. e., lipidaciones: prenilacion,
miristoilacion o palmitoilacion) o por la incorporacién de anclas
de glicosilfosfatidilinositol (GPI). Sus proteinas integrales estdn
embebidas completamente en la bicapa lipidica y funcionan como
puente o via de comunicacion directa entre el interior y el exterior
de la célula. Ello, mediante la conformacién de canales y acarrea-
dores que permiten el flujo de iones y pequefias moléculas, o de
receptores que generan mensajeros y cascadas de sefializacién in-
tracelulares en respuesta a estimulos externos, como hormonas,
péptidos, factores de crecimiento y neurotransmisores. Los me-
canismos implicados en la localizacién, el arreglo y la funciona-
lidad de un tipo particular de lipido, proteina o complejo mo-
lecular (lipido-lipido, lipido-proteina o proteina-proteina) en una
determinada regiéon de la membrana plasmatica, actualmente
son investigados desde diferentes perspectivas experimentales y
teoricas [2, 3]. Una posibilidad es que dichas caracteristicas se
establezcan a partir de las propiedades intrinsecas de sus com-
ponentes (i. e., su tendencia hacia su estado de minima energia,
o por el equilibrio de las fuerzas de atraccién y repulsién entre
los mismos), que impliquen procesos metabdlicos con un costo
energético asociado o que resulten de la conjuncién de ambos
fenémenos [4]. Las caracteristicas estructurales y funcionales de
la membrana plasmatica propician su participacion en diversos
procesos celulares como el transporte y la permeabilidad selec-
tiva de sustancias e iones, la excitabilidad eléctrica, la movilidad,
la diferenciacion y plasticidad, el reconocimiento intercelular, la
secrecion de neurotransmisores y la transduccién de sefiales ex-
tracelulares. La relevancia de estas caracteristicas se hace evidente
de manera dramatica cuando su alteracién da lugar a procesos
disfuncionales o patologicos [1].

3. Estatus del modelo de la membrana plasmatica

En su modelo del mosaico fluido, Singer y Nicolson definieron ala
membrana plasmatica como una bicapa fluida de lipidos que aloja
diversos conglomerados proteicos [5]. Este modelo asumia una
distribucion homogénea y aleatoria de lipidos y proteinas, pro-
ducto de su libre difusiéon en el plano bidimensional de la mem-
brana plasmatica [Figura 1A], al tiempo que reconocia la asimetria
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estructural y funcional entre sus monocapas [5]. El modelo ac-
tual de la membrana plasmética no puede dejar de reconocerse
como el producto de la constante y dinamica actualizacion del
modelo originalmente propuesto por Singer y Nicolson, que fi-
nalmente ha resultado en un nuevo paradigma [6]. Chapman [7],
por ejemplo, incorpord el concepto de la segregacion lateral de
los elementos lipidicos en dominios discretos. Simons y van Meer
[8] retomaron mas tarde este concepto, al plantear su modelo de
dominios lipidicos a partir de sus estudios sobre la distribucién
diferencial de esfingolipidos en la membrana apical de células epi-
teliales. Simons e Tkonen [9], posteriormente, reconocieron al co-
lesterol como un elemento indispensable de estos dominios a los
que denominaron balsas lipidicas (lipid rafts). En su propuesta,
Simons e Ikonen establecieron que estos complejos de glicoesfin-
golipidos-colesterol se mantienen estrechamente empaquetados y
se comportan como unidades (i. e., balsas) dentro de la monocapa
externa de la membrana plasmatica. Actualmente, se acepta que
en la membrana plasmatica coexisten al menos dos fases fluidas:
liquido ordenado (Lo) y liquido desordenado (Ld) [1, 3]. Las bal-
sas de membrana corresponden a la fase Lo y resultan de la in-
teraccion de lipidos de cadenas hidréfobas predominantemente
saturadas (i. e., esfingolipidos) con moléculas de colesterol. Con
respecto a las proteinas constitutivas de la membrana plasmatica,
Simons e Ikonen, postularon que algunas podrian hallarse in-

cluidas o ancladas a las balsas de membrana, en funcién de sus
caracteristicas moleculares y de sus propiedades termodinamicas.
El concepto original de balsas lipidicas (lipid rafts) fue posterior-
mente sustituido por el de balsas de membranas (membrane rafts)
[10], al reconsiderarse la relevancia de sus componentes protei-
cos. Las balsas de membrana o rafts quedaron entonces definidas
como: ‘dominios pequefios (2-200 nm de didmetro), heterogé-
neos, ricos en colesterol y esfingolipidos, que compartimentan
una gran variedad de procesos celulares. Estos nanodominios
pueden estabilizarse y generar plataformas de mayor tamarfio a
través de interacciones lipido-lipido, lipido-proteina y/o protei-
na-proteina” [Figura 1B]. Se reconocen dos tipos principales de
estos nanodominios: balsas planas y caveolas. Los primeros se
caracterizan por su pequefio tamafio (2-20 nm de didmetro) y su
gran dinamismo (vida media de 1-2 s). Las caveolas corresponden
ainvaginaciones de la membrana plasmatica de mayor dimension
(50-200 nm de diametro) y estabilidad (vida media > minutos),
caracterizadas adicionalmente por la presencia de las proteinas
cavinasy caveolinas [1, 9]. Utilizando la técnica de seguimiento de
molécula tinica, Kusumi y su grupo [6] establecieron, mas tarde,
que tanto las proteinas como los lipidos constitutivos de la mem-
brana plasmatica exhiben dos patrones de difusién caracteristi-
cos, uno de corto alcance (o confinado a un compartimento) y
otro de largo alcance (o de escape entre compartimentos), donde

Figura 1. Modelos emblematicos de la membrana plasmatica. A) Mosaico fluido de Singer y Nicolson, 1972 [5]. B) Balsas de membrana de Simon e
Ikonen, 1997 [9]. C) Corrales de membrana de Kusumi y cols., 2005 [6].
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el coeficiente de difusion del segundo es ~20 veces menor que el
del primero. La explicacion para esta diferencia, propuesta por
Kusumi y sus colaboradores, es que la superficie de la membra-
na plasmatica se halla dividida en pequenas parcelas o corrales,
lo que obstaculiza la difusién de lipidos y proteinas entre ellos.
En este arreglo, las proteinas integrales que sobresalen en el lado
citoplasmico de la membrana funcionan como postes que interac-
cionan con los filamentos de actina del citoesqueleto, dando lugar
al confinamiento de pequenas areas (~40-300 nm de didmetro) en
la cara interna de la membrana plasmatica. Estos corrales limitan
tanto la difusion de las proteinas (integrales y periféricas) como la
de los fosfolipidos constitutivos en ambas monocapas de la mem-
brana [Figura 1C]. El modelo asume que las balsas de membrana
o rafts se alojan al interior de estos corrales [1, 3, 4] y que las mis-
mas abarcan entre el 1-10% de la superficie total de la membrana
plasmatica. La significancia funcional de los corrales y los rafts se
sustenta en la compartimentacién de procesos a la que dan lugar,
propiciando su mayor especificidad y eficiencia. En particular, se
les ha adjudicado un papel importante en la organizacién espacial
y temporal de los elementos involucrados en la transduccién de
sefales extracelulares [1, 9, 10, 11].

4. Nanodominios de membrana y sefializacion

Desde su planteamiento, la hipétesis de las balsas de membra-
na ha destacado su relevancia en la transduccion de senales ex-
tracelulares [9, 10]. La posibilidad de promover la convergencia
de los distintos elementos involucrados en las cascadas de sefiali-
zacion ha resultado una propuesta muy atractiva. En este sentido,
las condiciones dentro del contorno de las balsas de membrana
propiciarian, en primera instancia, la colocalizacién e interaccién
de los elementos de una determinada via de sefalizacion que,
bajo otras circunstancias, seria muy poco probable que pudiesen
ocurrir. Alternativamente, el confinamiento de determinados ele-
mentos al interior de estos dominios podria modificar sus propie-
dades o caracteristicas y limitar su disponibilidad y participacién
en diversos procesos de sefializacién, confiriéndole a las balsas de
membrana un papel modulador de estos tltimos. Actualmente se
reconoce la relevancia de las balsas de membrana en diversas vias
de transduccidn entre las que destacan las asociadas a receptores
acoplados a proteinas G, receptores con actividad de cinasa de
tirosina y receptores del sistema inmune [11].

5. GPCRs asociados a nanodominios de membrana

La familia de receptores acoplados a proteinas G (GPCRs, por sus
siglas en inglés) abarca el mayor numero de proteinas de membra-
na en las células de los vertebrados [12]. Esta familia de proteinas
también es conocida como receptores de 7 pases transmembrana-
les o receptores 7M. Su estructura general comprende un polipép-
tido con un extremo amino terminal extracelular, un extremo
carboxilo terminal intracelular y 7 dominios transmembranales
hidréfobos conectados por 3 asas extracelulares y 3 asas intracelu-
lares. La familia de los GPCRs incluye 6 clases (A-F) y abarca una
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diversa gama de receptores. Funcionalmente, los GPCRs destacan
por su papel como receptores para neurotransmisores, péptidos,
hormonas, estimulos gustativos, odorantes e incluso fotones.
Constituyen, asimismo, el principal blanco de los farmacos uti-
lizados en la clinica médica [13]. Su mecanismo de activacién im-
plica la unién de su agonista a la parte extracelular del receptor,
lo que propicia su cambio conformacional y el recambio de una
molécula de difosfato de guanosina (GDP) por una de trifosfato
de guanosina (GTP) en la subunidad G, del trimero de proteinas
G,;, que se halla unido a la parte intracelular del receptor. Este
recambio de nucledtidos promueve la disociacion del trimero en
sus subunidades G -GTP y G, dos importantes mensajeros ci-
toplasmicos, que participan en diversos procesos a través de la
activacion y/o generaciéon de moléculas de sefializacién o segun-
dos mensajeros como: monofosfato ciclico de adenosina (cAMP),
proteina cinasa A (PKA), fosfolipasa C (PLC), 4,5 bisfosfato de
fosfatidilinositol (PIP2), 1,4,5 trisfosfato de inositol (IP3), diacil-
glicerol (DG) y proteina cinasa C (PKC), entre otras [14]. Este
modelo de sefalizacién asociado a la activacién de los GPCRs se
considera prototipo de los procesos de amplificacion y divergen-
cia que suelen generarse a partir de la transduccién de sefiales
extracelulares.

Se conoce que un numero importante de GPCRs se asocian
con balsas de membrana [Tabla 1], y que esta asociaciéon depende
de la integridad y constitucién de estos nanodominios, ya que su
alteracién o disociacion resulta en la eliminacién o atenuacién
de las sefalizaciones generadas a partir de estos receptores [11,
15, 16]. Una estrategia experimental ampliamente utilizada para
explorar dicha dependencia consiste en modificar el contenido
de colesterol de la membrana plasmatica, dado que este es uno
de sus principales componentes lipidicos y elemento critico en la
constitucién de las balsas de membrana [9, 10]. Las variaciones
en el nivel de colesterol de la membrana plasmatica (particular-
mente del asociado con estos nanodominios) se han relacionado
con alteraciones funcionales en los GPCRs que afectan la unién
a su ligando, su acoplamiento con las proteinas G y su capacidad
de generar cascadas de sefializaciéon [Figura 2A]. Los mecanis-
mos moleculares implicados incluyen la interacciéon directa del
colesterol con los GPCRs a través de sitios especificos de recono-
cimiento, cambios en las propiedades biofisicas de la membrana
que circunda a estos receptores o bien la combinacién de ambos
factores [17].

Entre los GPCRs asociados a dominios de membrana desta-
can los receptores para 5-hidroxitriptamina o serotonina [18]. La
serotonina es un neurotransmisor implicado en procesos de de-
sarrollo, cognitivos y de comportamiento. Sus ligandos (agonistas
y antagonistas) representan por lo tanto moléculas con potencial
terapéutico para el tratamiento de estrés, ansiedad y depresion. Se
conocen catorce tipos distintos de receptores para serotonina que
se distribuyen ampliamente en el sistema nervioso central y peri-
férico [19]. Todos los receptores para serotonina corresponden a
GPCRs, excepto el receptor 5HT, que es un receptor-canal o re-
ceptor ionotrdpico. La relevancia de las balsas de membrana en la
organizacion, la dindmica, el funcionamiento y la senalizacion de
los receptores para serotonina ha sido investigada de manera par-
ticular en los receptores 5HT,, [20]. En preparaciones de hipo-



Dominios de membrana: plataformas de sefializacién celular

Tabla 1. GPCRs asociados a nanodominios de membrana.

Receptor Clase Proteina G acoplada Referencias
) o « Pucadyil and Chattopadhyan, Biochim Biophys Acta. 2004; 1663:188-200.
Serotonina (S'HTlA) A G/G, principal « Jafurulla et al., Adv Exp Med Biol. 2019; 1115:21-52.
. G/G, principal « Bhatnagar et al., Biol Chem. 2004; 279:34614-34623.
Serotonina (5—HT2A) A G/G, secundaria « Mialet-Perez et al., ] Mol Cell Cardiol. 2012; 52:502-510
. G/G, principal )
Adenosina (A)) A G./G,, secundaria « Gines et al., Mol Pharmacol. 2001; 59:1314-1323.
qG ST « Lasley et al., ] Biol Chem. 2000; 275:4417-4421.
) G, principal « Guixa-Gonzalez et al., Nat Commun. 2017; 8:14505.
Adenosina (Az) A Gq/ G, secundaria o McGraw et al., Biochim. Biophys Acta Biomembr. 2019; 1861:760-767
o G/G,, principal o Morris et al., ] Biol Chem. 2008; 283:2973-2985.
o, adrenérgico = G,,/G,, secundaria o Lei et al., Cell Signal. 2009; 21:1532-1539.
. G, principal « Rybin et al., ] Biol Chem. 2000; 275:41447-41457.
B, adrenérgico A G/G, secundaria o Agarwal et al., Mol Cell Cardiol. 2011; 50:500-509.
. G, principal « Rybin et al. ] Biol Chem. 2000; 275:41447-41457.
B, adrenérgico A G./G secundaria « Paila et al., Biochim Biophys Acta. 2011; 1808:461-465.
1 o P y
) ) G/G, principal o Wyse et al., ] Biol Chem. 2003; 278:23738-23746.
Angiotensina (AT,) = G,/G,, principal « Tyan et al., Am ] Physiol Heart Circ Physiol. 2021; 320:H787-H797.
. G/G, principal ) .
Bradicinina (Bl) A Gq/Gll principal o Lamb et al., Biochemistry. 2002; 41:14340-14347.
G, principal ) .
it (Bz) A G/G. principal o Lamb et al., Biochemistry. 2002; 41:14340-14347.
G '/G° principal « Calizo and Scarlata, Biochemistry. 2012; 51:9513-9523.
q T
o G/G, principal « Bari et al., ] Biol Chem. 2005; 280:12212-12220
CorbiTetiD(CE}) A G, secundaria + Oddi et al,, Biochim Biophys Acta Mol Cell Biol Lipids. 2017; 1862:523-532.
G,/G, principal
Cannabinoide (CB,) A @ ceamchra « Yeliseev et al., Sci. Rep. 2021; 11:3706-3718.
. . G,/G,, principal o Gimpl et al., Biochemistry. 1997; 36:10959-10974.
Colecistoquinina (CCK) A G, secundaria « Potter et al., ] Lipid Res. 2012; 53:137-148.
) o « Yu et al., Kidney Int. 2004; 66:2167-2180.
Dopamina (D,) A G, primario « Tiu et al., FASEB J. 2020; 34:6999-7017.
' o o Okamoto et al., ] Biol Chem. 2000; 275: 6439-6446.
Endotelina (ET,) A G/G,, principal « Gambara et al., J Cell Physiol. 2008; 216: 396-404.
G, principal o
Endotelina (ET,) A G/G, principal « Teixeira et al., ] Neurochem. 1999; 72:120-128.
G /G, principal » Gambara et al., ] Cell Physiol. 2008; 216:396-404
q 11
G/G, principal o
GABA, C @ ceamchra . ]PSIuo Et al., Ellozl}zé)\s’za. 20:9; 5(;:556—728.8 .
; : « Beecher et al., ] Neurochem. 1; 79:787-795.
Gq/G11 secundaria
Galanina (GAL2) A G,/G,, principal « Pang et al., Biochemistry. 1999; 38:12003-12011.
Hormona liberadora de o o Navratil et al., ] Biol Chem. 2003; 278:31593-31602.
gonadotropina (GnRH) A G/G, principal « KoKklic et al., Molecules. 2021; 26:973
o o o Feron et al., ] Biol Chem. 1997; 272:17744-17748
Muscarinica (M,) £ G/G, principal « Schwarzer et al., ] Biol Chem. 2010; 285:27817-27826.
o G /G ey » Monastyrskaya et al., ] Biol Chem. 2005; 280:7135-7146
Neurocinina (NK,) A ¢ Gy, principa « Licon et al., Pflugers Arch. 2015; 467:1699-1709.
G, principal
L o Huang et al., Brain Res. 2007; 1184:46-56.
d-opioide A G/G, principal &

o Levitt et al., ] Biol Chem. 2009; 284:22108-22122.
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Receptor Clase Proteina G acoplada Referencias
K-opioide A G,/G, principal o Zhao et al., Mol Pharmacol. 2006; 69:1421-1432 .
G,/G, secundaria » Mazahery et al., Inmunohorizons. 2020; 4:420-429.

. Gq/G11 secundaria o Gimpl et al., Biochemistry. 1997; 36:10959-10974.

e = G/G, principal « Lemel et al,, ] Lipid Res. 2021; 62:100059
) o « Bhatnagar et al., Biol Chem. 2004; 279:34614-34623.

Sz (512) £ Gy, puthciipel « Mialet-Perez et al., ] Mol Cell Cardiol. 2012; 52:502-510
Esfingosina (EDG-1) A G/G, principal « Igarashi and Michel, J Biol Chem. 2000; 275:32363-32370

campo de bovinos, por ejemplo, se ha observado que la aplicacién
de metil-fB-ciclodextrina, un firmaco utilizado para extraer el
colesterol de la membrana plasmatica, disminuye la afinidad del
receptor por su agonista 8-OH-DPAT, efecto que es revertido
al reincorporar el colesterol a la membrana plasmatica de dicha
preparacion [21]. Por otra parte, en células NIH-3T3 que expresa-
ban de manera estable el receptor 5HT ,, el fraccionamiento de sus
membranas mostrd que este receptor se localiza preferentemente
en las fracciones de baja densidad y resistentes a la accion de de-
tergentes no-iénicos (fracciones que en principio corresponden
a la fase liquido ordenado o de balsas de membrana) junto con
la proteina caveolina-1. Resulta interesante que la colocalizacion
de estas proteinas dependa del estado de palmitoilacion de los re-
ceptores 5HT |, [22], lo que apoya su asociacién con las balsas
de membrana. La interacciéon de los receptores 5HT,, con ca-
veolina-1 se ha observado en otras preparaciones, independiente-
mente de si estas proteinas son expresadas de manera endégena
o son transfectadas. En otros estudios, realizados en células CHO
que expresaban el receptor 5HT |, la aplicacién crénica de los in-
hibidores de la via de sintesis del colesterol AY9944 o mevastatina
[23] alterd la afinidad de los receptores 5HT,, por su ligando y
atenud su acoplamiento y sefializacién mediados por proteinas
G, sin que se observaran cambios en el nivel de expresion de estos
receptores. Este efecto fue también revertido al reintegrar el coles-
terol a la membrana plasmatica de estas células. Otro aspecto que
ha sido explorado con mucho interés es la posibilidad de que el
nivel de colesterol de la membrana plasmatica pudiera regular la
formacidén de oligémeros de receptores, condiciéon que en algunos
GPCRs propicia una mayor eficiencia en su capacidad de traducir
senales extracelulares, al promover el entrecruzamiento (crosstalk)
entre dimeros de GPCRs homdlogos o heterélogos [24]. Para los
receptores 5HT,, se sabe que los niveles basales de colesterol y la
unién de sus agonistas favorecen la formacién de oligémeros,
mientras que la extraccién de colesterol de la membrana plasmati-
cay la unién de sus antagonistas disminuyen su formacién. Estas
caracteristicas pudieran ser relevantes en el disefio de nuevas tera-
pias farmacoldgicas relacionadas con los GPCRs asociados a las
balsas de membrana.

Los receptores para neurocininas tipo 1 (NK|) representan
otro ejemplo de GPCRs asociados a nanodominios de membra-
na. Los receptores NK, participan en procesos de nocicepcion,
inflamacion, secrecién exdgena y contraccién del musculo liso. Su
activacion por sustancia-P promueve la relocalizacion de la PKC
(una de las cinasas implicadas en su cascada de sefalizacion) des-
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de el citoplasma hacia las balsas de membrana (rafts/caveolas).
Esta accién es regulada por los niveles de colesterol en la mem-
brana plasmatica, ya que es inhibida por la extraccién de coles-
terol con metil-f-ciclodextrina [25]. En este mismo sentido, el
efecto inhibitorio promovido por la activacion de los receptores
NK, sobre los canales neuronales Ca, 2.3, expresados en células
HEK293, también depende de los niveles de colesterol en la mem-
brana plasmatica [26].

Los receptores f3,-adrenérgicos son otro grupo importante de
receptores que se asocian con dominios de membrana. En mio-
citos cardiacos se ha observado que estos receptores se localizan
en caveolas e incrementan su sefializacion en respuesta a una dis-
minucién en los niveles de colesterol de la membrana plasmatica
[27]. Esta observacién sugiere una modulacién negativa de estos
nanodominios sobre la sefializacién de los receptores [3,-adrenér-
gicos en los miocitos cardiacos. La formacién de homodimeros de
estos receptores también es dependiente de la concentraciéon de co-
lesterol de la membrana plasmatica. En este caso, el modelaje por
dindmica molecular [28] indica cambios en la conformacién de
los dominios transmembranales responsables de la dimerizacion
de estos receptores e incluso sefiala la participacion de diferentes
dominios, en funcién de la concentracién del colesterol en la
membrana plasmatica. Lo anterior podria resultar relevante en el
tratamiento o disefio farmacoldgico, dada la conocida variacién
en el contenido de colesterol en las membranas celulares con el
transcurso de la edad. Es decir, la eficacia de un firmaco podria
cambiar como resultado del proceso de envejecimiento del pa-
ciente.

Como se menciond anteriormente, se reconoce que una am-
plia gama de GPCRs son regulados a través de su asociacién con
nanodominios de membrana [Tabla 1]. En su conjunto, estos re-
portes indican que la asociacion de este grupo de GPCRs con rafts
o caveolas es condicién indispensable para su eficiente o regulada
transduccion de sefiales [Figura 2A].
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Figura 2. Relevancia de los rafis en las senalizaciones mediadas por GPCRs y RTKs. Algunos complejos de sefializacion, como los asociados a los
GPCRs, se alojan preferentemente en rafts (A), mientras que otros, como los de los RTKs, se translocan a estos después de la unién de su agonista
(B). cAMP, monofosfato ciclico de adenosina; PKA, proteina cinasa A; PLCy, fosfolipasa C gama; IP3, 1,4,5 trisfosfato de inositol; CaMK, proteina
cinasa dependiente de Ca**/calmodulina; DAG, diacilglicerol; PKC, proteina cinasa C; PI3K, fosfoinositol 3-cinasa; MEK, proteina cinasa activada por
mitégenos, ERK, proteina cinasa regulada por sefiales extracelulares; RAS, proteina del sarcoma viral de rata; AKT, proteina serina-treonina cinasa.

6. Nanodominios y receptores con actividad
de cinasa de tirosina

Los receptores ligados a enzimas son proteinas transmembrana-
les con dominios intracelulares asociados a una entidad catalitica.
En algunos casos, su propio dominio intracelular funciona como
enzima. La familia predominante de estos receptores la confor-
man aquellos con actividad de cinasa de tirosina (RTKs, por sus
siglas en inglés). Los RTKs estan involucrados en procesos esen-
ciales, como la proliferacion, la diferenciacién, la supervivencia,
el metabolismo, la migracién y el control del ciclo celular. En el
ser humano se conocen 58 RTKs y se clasifican en 20 subfamilias.
Todos comparten una arquitectura molecular: dominios de unién
para ligandos en la regién extracelular, una Unica o-hélice trans-
membranal y una region citoplasmica con actividad de cinasa de

tirosina. En general, la unién de su ligando (hormona o factor
de crecimiento) induce su dimerizacion, la autofosforilacion de
sus dominios citopldsmicos y la generaciéon de sefalizaciones
intracelulares que regulan diversos aspectos de la fisiologia celu-
lar, entre las que se incluyen las vias Ras-MAPKs, fosfatidilinosi-
tol-3-cinasa (PI3K)-Akt-mTOR, fosfolipasa C (PLC), JAK-STAT
y Rho-GTPasas. Una excepcidn a este patron la constituyen los
receptores para IGF1 (del inglés insulin-like growth factor 1) e in-
sulina que se expresan en la superficie celular como dimeros. La
unién de IGF1 o insulina induce cambios conformacionales en
estos receptores que estimulan su actividad de cinasa y la sefa-
lizacién celular [29]. Al igual que los GPCRs, diversos RTKs se
asocian con las balsas de membrana (rafts y/o caveolas) [Tabla 2]
y dicha asociacién puede afectar su capacidad de transduccién de
sefales [Figura 2B].
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Tabla 2. RTKs asociados a nanodominios de membrana.

Receptor Subfamilia Referencias
ETR (2 d o dérmi e « Roepstorft et al., ] Biol Chem. 2002; 277:18954-18960.
R (Factor de crecimiento epidérmico) r « Pike et al., ] Biol Chem. 2005; 280:26796-26804.

b . ) ] b « Nagy et al., J Cell Sci. 2002; 115:4251-4262.
ErbB2 (Erb-B2 Receptor Tyrosine Kinase 2) ErbB « Brown and Hansen, Otol Neurotol. 2008; 29:79-85.
ErbB2 (Erb-B2 Receptor Tyrosine Kinase 4) Ins « Ma et al., ] Neurosci. 2003; 23:3164-3175.

I « Vainio et al., EMBO Rep. 2002; 3:95-100.
Lot (Unerliinz) = « Morino-Koga et al., ] Cell Physiol. 2013; 228:439-446.
IGF1R I « Huo et al., ] Biol Chem. 2003; 278:11561-11569.
(Factor de crecimiento similar a la insulina) s « Hong et al., Cell Death Differ. 2004; 11:714-723.
PDGFR T o Sz66r et al., Cell Signal. 2016; 28:81-93.
(Factor de crecimiento derivado de plaquetas) « Seong et al., Sci Rep. 2017; 7:1593.
VEGFR1 TEET « Stalin et al., Cardiovasc Res. 2016; 111:240-251.
(Factor de crecimiento endotelial vascular) « Failla et al., Int ] Mol Sci. 2018; 19:1306.
VEGFR2 e « Saulle et al., Br ] Haematol. 2009; 145:399-411.
(Factor de crecimiento endotelial vascular) v o Zabroski and Nugent, Int ] Mol Sci. 2021; 22:798.
FGFRI1 (Factor de crecimiento de fibroblastos) FGF o Asimaki et al., ] Neurochem. 2011; 116:866-873.
FGFR2 (Factor de crecimiento de fibroblastos) FGF « Bryant et al., Glia. 2009; 57:935-946.
PTK?7 (Protein Tyrosine Kinase 7) PTK7  Chen et al., Anal Chem. 2021; 93:936-945.
. . T « Limpert et al., Mol Cell Biol. 2007; 27:5686-5698.
TkA (Neurotrofinas) r « Ichikawa et al., ] Cell Sci. 2009; 122:289-299.
Tk G Tk o Suzuki et al., J Cell Biol. 2004; 167:1205-1215.
TkB (Neurotrofinas) g « Pereira and Chao, ] Neurosci. 2007; 27:4859-4869.
MuSK (Muscle-Specific Kinase) MuSK e Zhu et al., ] Neurosci. 2006; 26:4841-4851.
N wvmal-epithelial . w o Lu and Chen, ] Biomed Sci. 2011; 18:78.

et (Mesenchymal-epithelial transition factor) et « Lin et al., ] Biol Chem. 2012; 287:20664-20673.
Tie2 (Tyrosine kinase with immunoglobulin-like and EGF-like T N e GO
domains 2) ie « Katoh et al., Exp Cell Res. 2009; 315:2818-2823
EphB1 (Efrinas) Eph « Vihanto et al., J Cell Sci. 2006; 119:2299-2309.

J duri ) « Tansey et al., Neuron. 2000; 25:611-623.
RET (REarranged during Transfection) Ret « Paratcha et al., Neuron. 2001; 29:171-184.
DDR1 (Discoidin domain receptor family, member 1) DDR o Xu et al., Biol Open. 2019; 8:bio041913.

En general, los RTKs no se recuperan en las fracciones de
membrana resistentes a detergentes. Sin embargo, cuando se
utilizan métodos libres de detergentes, estos receptores se par-
ticionan en bandas de membrana de baja densidad, sugiriendo
su asociacion con nanodominios. En promedio, ~50% del total
de los RTKs pueden ser recuperados en estas fracciones, es decir,
aun cuando estan presentes en las fracciones que corresponden
a balsas de membrana, no parecen estar localizados exclusiva-
mente en estos compartimentos [30]. El receptor para el factor
de crecimiento epidérmico (EGFR) fue de los primeros RTKs en
ser localizado en fracciones de baja densidad de las membranas
celulares. Inicialmente, se sugiri6 su presencia en caveolas [31],
pero estudios posteriores de microscopia electrénica mostraron
que se localiza principalmente en balsas planas o rafts [32]. Como ya
se ha mencionado, la alteracién del nivel de colesterol de la mem-
brana plasmatica puede afectar el funcionamiento de diversos
receptores al modificar la organizacién de los dominios en que
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pudiesen encontrarse junto con sus elementos de sefializacion.
Para el EGFR se ha reportado que una disminucién del contenido
de colesterol de la membrana promueve la unién a su ligando,
su dimerizacién y su activacién [32]. En consistencia con estos
resultados, la activacion de las MAPKSs a través de este receptor
se ve incrementada en células tratadas con metil-f-ciclodextri-
na. La inhibicién de los EGFRs, por su localizacion en las balsas
de membrana, parece contribuir al balance de la sefializacion que
generan estos receptores, ya que su sobreactivacion se ha asociado
con el desarrollo y la progresion de tumores [33]. Recientemente,
se reportd que CD137, una proteina implicada en la generacién
de tumores y que estd sobreexpresada en diversos tipos de can-
cer, estimula la progresion del ciclo celular y aumenta el potencial
cancerigeno de células de carcinoma hepitico a través de la regu-
lacion del EGFR. En el mecanismo propuesto, la incorporacion de
CD137 a las balsas de membrana, mediada por un ancla de GP],
promueve la liberaciéon de EGFR de estos nanodominios e induce
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su activacion y el inicio de diversas vias de sefializacién que in-
cluyen Ras-Raf-MAPK y JAK-STAT [34]. Otros estudios relacio-
nados con EGFR, en contraste, han reportado que la reduccion
del contenido de colesterol de la membrana celular atenta la
sefializacion mediada por estos receptores [35]. A la fecha, no se
cuenta con una explicacidn satisfactoria para estas observaciones
contrapuestas.

Otro miembro de la subfamilia ErbB, el receptor ErbB4, es re-
clutado en las balsas de membrana tras la unién de su agonista
neuroregulina (NRG), el que ademas promueve la translocacién
de otras moléculas de sefializacion asociadas a ErbB4 [Figura 2B].
En neuronas de hipocampo de rata se observé que la disminucion
del contenido de colesterol en la membrana plasmatica inhibié la
activacion de ERK (una de las proteinas de la via de sefializacion
de ErbB4) inducida por NRG, asi como la accién inhibitoria de
este mismo agonista sobre la cascada de sefalizacién que induce
potenciacion a largo plazo, evidenciando la importancia de los
rafts en la sefializacién mediada por ErbB4 [36].

El receptor para el factor neurotréfico derivado de cerebro
(BDNEF), TrkB, es otro ejemplo de RTK asociado con nanodomi-
nios de membrana. El BDNF se une con alta afinidad al receptor
TrkB y activa diversas vias de sefializacion (i. e., PI3K-Akt, ERK-
MAPK vy fosfolipasa C-y) que promueven la supervivencia, la
diferenciacién y regulacion de la transmision sindptica y la plas-
ticidad neuronal [37]. Suzuki y colaboradores [38], mostraron
que la unién del BDNF al receptor TrkB induce su translocacién
a nanodominios en neuronas corticales y que este efecto es su-
primido por el compuesto K252a, un inhibidor de la actividad de
cinasa de los receptores TrkB. Acerca de los residuos de tirosina
presentes en el dominio intracelular de los receptores TrkB, se
sabe que sirven (una vez fosforilados) como sitios de andamia-
je para diversas proteinas de las vias de sefializacién que activan
estos receptores (ver arriba). Aun cuando los receptores TrkB no
se acompaifian de dichas proteinas durante su translocacion a las
balsas de membrana, si se observa un aumento paralelo en la ac-
tivacion de ERK, sugiriendo que la translocacion del receptor, por
si misma, es clave en la sefalizaciéon de TrkB. Funcionalmente,
la unién del BDNF a los receptores TrkB genera acciones a corto
plazo, como el aumento de la liberacién de neurotransmisores, y
a largo plazo, como la regulacién de la supervivencia neural y el
crecimiento axonal. En neuronas corticales en cultivo, el trata-
miento con metil-B-ciclodextrina atenda el reclutamiento de re-
ceptores TrkB en balsas de membrana inducido por BDNE, con
la consecuente disminucién en la liberacion del neurotransmisor
(glutamato), sugiriendo la relevancia de estos dominios en dicho
evento. Por otra parte, no en todas las acciones de largo plazo del
BDNF parecen estar involucradas las balsas de membrana, ya que
la supervivencia neuronal no se modifica por el tratamiento con
mevastatina y pravastatina, ambos inhibidores de la sintesis de
colesterol. Sin embargo, el tratamiento con mevastatina si afecta
el crecimiento axonal inducido por BDNF [38].

Otros estudios reportaron inicialmente que el receptor TrkA,
otro miembro de la familia de receptores para neurotrofinas, se
localiza de manera constitutiva en caveolas y que la unién de su
agonista, el factor de crecimiento nervioso (NGF), no altera su lo-
calizacién en la membrana plasmatica [39]. Sin embargo, estudios

posteriores mostraron que, similar a lo que ocurre con el receptor
TrkB, el receptor TrkA también es reclutado en rafts después de la
unién del NGF, a través de un proceso que involucra a la proteina
flotilina. La translocacién del TrkA a las balsas planas o rafts re-
sulta importante para la activacion eficiente de la via de ERK [40].

Los receptores RET (del inglés REarranged during Transfec-
tion) también se asocian con dominios de membrana. A dife-
rencia de la mayoria de los RTKs, los receptores RET no unen
su ligando directamente, sino que requieren de un correceptor
para ser activados. Su correceptor es la proteina GFRal (del in-
glés GDNF family receptor alpha-1) que une con alta afinidad a
su agonista, el factor neurotréfico derivado de la glia (GDNF).
En células que coexpresan los receptores RET y GFRal, la unién
del GDNF a GFRaol induce la dimerizacién heteréloga de los
receptores y la activaciéon de RET (senalizacién cis). Alternati-
vamente, se ha observado que el receptor GFRal se expresa en
células que no presentan el receptor RET, pero que, por mecanis-
mos desconocidos hasta ahora, pueden unir al GDNF vy activar
RET en neuronas vecinas (sefializacion trans). En las células que
coexpresan RET y GFRal, la unién de GDNF a GFRal induce
la translocacién de RET a dominios de membrana, independien-
temente de la actividad cinasa del receptor, mientras que en la
sefializacion trans los receptores RET son translocados a los do-
minios de membrana de una manera dependiente de su actividad
cinasa. Estos mecanismos promueven la asociacion de RET con
diferentes proteinas de sefializacion dentro de los rafts y propician
la supervivencia y diferenciacién celular [41, 42]. Finalmente,
también se ha demostrado que la remodelacién del citoesquele-
to representa un evento esencial en la sefializacién inducida por
GDNE al promover la redistribucién de RET hacia las balsas de
membrana [43].

7. Los dominios de membrana como blancos terapéuticos

7.1. Enfermedades neuroldgicas asociadas a balsas
de membrana y senalizaciéon por GPCRs

En el sistema nervioso, la alteracion en la composicién y estruc-
tura de las balsas de membrana se ha asociado con la distribucién
y agregacion anormal de proteinas, la desregulacién de sefia-
lizaciones y con otros eventos implicados en diversas enferme-
dades neurolégicas [Tabla 3]. Los mecanismos involucrados en
estas disfunciones son materia de investigaciéon en diferentes es-
cenarios y contextos fisiopatoldgicos.

En cuanto a enfermedades neuroldgicas o psiquiatricas que
involucran la afectacién de vias de sefializacion por proteinas G
asociadas a balsas de membrana, aun cuando existen pocos estu-
dios al respecto, destaca la caracterizacién de los mecanismos de
accion de los farmacos antidepresivos, un area de investigacion
muy atractiva, que abre la posibilidad de nuevos enfoques en la
planeacién y desarrollo de estrategias terapéuticas.

En el tejido nervioso de pacientes con desérdenes depresivos
se ha reportado un alto grado de asociacién entre Ga, y balsas de
membrana y una baja concentracién de AMPc [44]. Esta condi-
cién se ha adjudicado a un estadio atenuado o inhibido de la via
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Tabla 3. Enfermedades neurolédgicas asociadas con alteraciones en las balsas de membrana.

1 proteina huntingtina mutada

Neuropatologia Modificaciones Referencias
) Formaci6n de placas -amiloideas o Ehehalt et al., 2003; J. Cell Biol. 160:113-123.
Alzheimer | acidos grasos poliinsaturados o Chew et al., 2020, Front Physiol. 11:598.
1 éacidos grasos saturados .
. e « Hashimoto et al., 2003; ] Neurochem. 85:1468-1479
Parkinson | cerebrésidos
Internalizacion de proteina a-sinucleina
J colesterol lenci 1 20101 T )
Huntington | gangliésido GM1 » Valencia et al., 2010; ] Neurosci Res. 88:179-190.

| colesterol

Smith-Lemli-Opitz 1 7-dehidrocolesterol

o Keller et al., 2004; ] Lipid Res. 45:347-355.
o Sharma et al.,, 2021; Traffic. 22:332-344.

| colesterol

Niemann-Pick Tipo C 1 colesterol en vesiculas endolisosomales

o Garver et al., 2000; J Lipid Res. 41:673-687.
» Gowrishankar et al., 2020; Neurobiol Dis. 146:105142.

J colesterol
1 lisofosfatidilcolina
1 ésteres de esteroles

Demencia con
cuerpos de Lewy

 Marin et al., 2016; Neurobiol Aging. 49:52-59.

Neuromielitis optica

Relocalizacion de la proteina acuaporina-4 (AQP4)

« Asakura et al., 2014; Brain Res. 1583:237-244.

Creutzfeldt-Jakob (PrPe) a su forma infecciosa (PrP%)

Conversion de la proteina prion de su forma normal

« Taylor and Hooper, 2006; Mol Membr Biol. 23:89-99.

de senalizacién mediada por receptores acoplados a proteinas
Ga. En consistencia con lo anterior, se ha observado que el tra-
tamiento crénico con farmacos antidepresivos (i. e., fluoxetina,
desipramina y escitalopram) induce la relocalizacién de la sub-
unidad Ga_ fuera de las balsas de membrana, propicia su mayor
disponibilidad para activar la enzima adenilil ciclasa e incrementa
la produccién de AMPc [45,46]. La activacion sostenida de esta
via de sefalizacién se ha asociado también con un incremento
en la proyeccién de neuritas [47]. La accién de estos farmacos
antidepresivos parece ser especifica para Ga,, ya que no desplaza
a ningun otro tipo de proteinas fuera de los rafts. Aun cuando el
mecanismo implicado no esta bien definido, se ha propuesto que
estos antidepresivos se acumulan gradualmente en las balsas de
membrana y que a partir de ello modulan la distribucién de Ga,
y el funcionamiento de otras proteinas (i.e., receptores y canales
idnicos) alojadas en estos nanodominios. La propuesta resulta
novedosa dado que se considera a las propias balsas de membra-
na como los dominios de union o blancos terapéuticos para los
farmacos antidepresivos, propuesta que ademas de innovadora,
explica la accion terapéutica tardia tipicamente observada para
estos farmacos.

7.2 Senalizacion por RTKs asociados a balsas de membrana:
potencial blanco terapéutico en el cancer

Numerosas evidencias respaldan que los niveles de colesterol in-
tracelular tienden a estar elevados en diversos tipos de cancer.
Asimismo, se ha reportado que las células cancerosas presentan
mayor numero de balsas de membrana comparado con células
normales. Diversas cascadas de sefalizacion involucradas en el
desarrollo, progresién y metastasis del cancer se localizan en es-
tos nanodominios, por lo tanto, constituyen potenciales blancos
terapéuticos para tratar esta enfermedad [48]. Una de las cascadas
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de sefalizaciéon mds estudiadas a este respecto es la del receptor
para el factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1 (IGFIR).
Una vez activado, el IGF1R se une a las proteinas adaptadoras in-
tracelulares IRS-1 e IRS-2 (del inglés Insulin Receptor Substrate)
que sirven de andamiaje para el reclutamiento y activacion de las
vias de sefnalizacion PI3K-Akt y RAS-Raf-MAPK, las cuales estan
involucradas en la supervivencia y proliferacién celular. El IGF1R
y la proteina IRS-1 se localizan en balsas de membrana. En células
progenitoras de oligodendrocitos, la disminucién de los niveles
de colesterol con metil-B-ciclodextrina o con 25-hidroxicoleste-
rol (un inhibidor de su sintesis) redujo la fosforilacion de Akt me-
diada por IGF-1 y la supervivencia de estas células [49]. Ademads
del IGFIR, otros receptores con actividad de cinasa de tirosina (e.
g., EGFR, ErbB2 y PDGFR) activan la via PI3K-Akt, una de las
vias de sefializacién mads frecuentemente activadas en el cancer.
Las balsas de membrana parecen ser esenciales en el desencade-
namiento de la via PI3K-Akt, al facilitar el reclutamiento de Akt
tras la acumulacion de PIP3 en la membrana plasmatica. Se ha re-
portado que algunos compuestos pueden interferir con esta via de
senalizacion y tener un efecto antitumoral, tal es el caso de edelfo-
sina (un alquilfosfolipido sintético), psicosina (galactosilesfingo-
sina) y 10-gingerol (un lipido fenélico natural). Estos compues-
tos se intercalan en las balsas de membrana y las desestabilizan,
afectando su sefalizacion y llevando a las células a apoptosis [48,
50, 51]. La metastasis de las células tumorales requiere de ciertos
procesos para llevarse a cabo, entre ellos la angiogénesis, por la
cual se generan nuevos vasos sanguineos. El factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) es clave en este proceso. El receptor
para este factor de crecimiento (VEGFR2) se aloja en rafts, siendo
esta localizacion esencial en la sefializacion de los procesos an-
giogénicos mediados por VEGF [52]. Lo anterior identifica nue-
vamente a las balsas de membrana como blanco potencial para
inhibir la angiogénesis y prevenir la metdstasis del cancer.



Dominios de membrana: plataformas de sefializacién celular

8. Conclusiones

o El modelo actual de la membrana plasmatica contempla la
interaccién de sus componentes lipidicos y proteicos con elemen-
tos del citoesqueleto.

o La membrana plasmatica presenta nanodominios estruc-
turales denominados balsas de membrana.

o Las balsas de membrana constituyen plataformas en las que
convergen los elementos de las vias de sefalizacién asociadas a
diversos procesos fisioldgicos.

« Las condiciones al interior de las balsas de membrana modu-
lan la transduccién de senales.

« Diversos receptores acoplados a proteinas G heterotriméricas
y receptores con actividad de cinasa de tirosina se asocian a las
balsas de membrana.

o Alteraciones en la estructura de las balsas de membrana de-
sacoplan las vias de sefializacion asociadas a ellas.

o Afectaciones estructurales o funcionales de las balsas de
membrana se relacionan con enfermedades neuroldgicas, infla-
matorias y cancer.

« Las balsas de membrana representan novedosos blancos te-
rapéuticos.
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Resumen: Las enfermedades cardiovasculares siguen siendo la mayor causa de muerte en el mundo occidental. Uno de los componen-
tes fisiopatoldgicos comun a estas enfermedades es el remodelado celular, a lo que contribuyen los cambios en la expresion y la acti-
vacion de canales i6nicos criticos para la excitabilidad o el crecimiento. Las vias de sefializacion del calcio (Ca**), en concreto a través
de los canales de Ca** operados por los reservorios intracelulares (SOCC por sus siglas en inglés), han surgido como importantes regu-
ladores de células del musculo liso y del endotelio durante el proceso adaptativo de la remodelacion celular. En esta revision detallamos
cémo la desregulacion de componentes esenciales de la via de entrada de Ca** a través de SOCC contribuyen a la remodelacion celular.
Nos hemos centrado en destacar el papel de las diferentes variantes de Orai, subunidad que forma el canal SOCC, de STIM sensor del
contenido de Ca** dentro del reticulo sarcoplasmico, y de SARAF una nueva molécula reguladora tanto de STIM1 como de Orail.

Palabras clave: Orai, STIM, SARAF, remodelado vascular.

Abreviaturas
CAD Ca®*-Release Activated Domain
CaMK Ca?*/calmodulin-dependent protein kinase
(Ca**-Calmodulina proteina cinasa)
CaN Calcineurin (Calcineurina)
CMLV Células del musculo liso vascular
CRAC Ca**-Release Activated Channel
CRAC2A Ca**-Release Activated Channel Regulator 2A
CREB cAMP Response Element Binding
ECC Entrada Capacitativa de Ca**
EFHB EF-hand domain family member B
GPCR G Protein-Coupled receptor (Receptor acoplado
a proteina G)
IP,R Receptor de 1,4,5-Trisfosfato de Inositol
(Inositol 1,4,5-Trisphosphate Receptor)
LTC4 Leucotrieno C,
NFAT Nuclear Factor of Activated T-cells
(Factor nuclear de células T activadas)
NFkB Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer
of activated B cells (Factor nuclear potenciador
de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas)
OASF Orail-Activating Small Fragment
PDGF Platelet-Derived Growth Factor
(Factor de crecimiento derivado de plaquetas)
RS Reticulo Sarcoplasmatico
RYR Receptor de Rianodina (Ryanodine Receptor)
SAM Sterile Alpha Motif
SARAF SOCE-associated regulatory factor
SCID Severe Combined Immunodeficiency
(Inmunodeficiencia Combinada Severa)
SERCA ATPasa de Ca** del Reticulo Saco/Endoplasmatico

(Sarco/Endoplasmic Reticulum Ca** ATPase)
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SM-MHC Smooth Muscle Myosin Heavy Chain
(Cadena pesada de la miosina de musculo liso)
SOAR STIM-Orail Activating Region
SOCC Store Operated Ca** Channel (Canales
de Ca?* operados por los reservorios intracelulares)
SOCE Store Operated Ca** Entry (Entrada de Ca**
regulada por reservorios)
STIM Stromal Interaction Molecule
STIMATE STIM-Activating Enhancer
aSMA a-Smooth Muscle Actin (a-actina de musculo liso)

1. Sistema vascular
1.1. Estructura de la pared vascular

El sistema vascular permite el transporte y la distribucion de los
nutrientes necesarios a todas las células y tejidos del organismo.
A la vez es capaz de eliminar los productos de desecho, garanti-
zando el mantenimiento de la homeostasis. Para ello, los vasos
sanguineos se pueden organizar por las diferentes funciones que
desempenan. Por una parte, se encuentran los vasos encargados
de la distribucién de la sangre oxigenada desde el corazén hacia
el resto del organismo formado por las arterias elasticas carac-
terizadas por ser vasos de gran calibre, capaces del transporte de
sangre a alta presion y velocidad; las arterias musculares que se
diferencian de las anteriores por tener una multicapa muscular
y de calibre mas pequefio; y las arteriolas de menor tamaiio que
permiten el control del flujo sanguineo que llega a los tejidos.
Ademis, estan los capilares encargados del intercambio de sus-
tancias necesarias a las células. Por otra parte, se pueden diferen-
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ciar los vasos colectores encargados de devolver la sangre baja en
O, y nutrientes desde los tejidos hacia el corazon formados por
las vénulas y las venas siendo estas tltimas consideradas como un
reservorio de sangre [1].

Aunque existan diferencias en los tipos de vasos sanguineos y
entre vasos de diferentes compartimentos y regiones del organismo,
realmente todos los vasos tienen una estructura macro y microscopi-
ca comun que se caracteriza por estar formados por tres capas o
tunicas. Del lumen del vaso al exterior nos encontramos la tinica
intima, la media y la adventicia. Los diferentes vasos sanguineos
presentan variaciones en la proporcion y el grosor de cada capa.

La tunica intima es la capa que se encuentra en contacto con
la sangre, encargada del intercambio de nutrientes. Se caracteriza
por una monocapa semipermeable de células endoteliales (en-
dotelio), la membrana basal, la capa de tejido conectivo que da
soporte al endotelio, y la lamina eldstica interna, que contiene una
red de fibras de elastina [2]. La tunica media es la zona central con
capacidad contréctil encargada de la vasoconstriccién y la vaso-
dilatacién. Suele ser la capa de mayor grosor y esta formada por
células de musculo liso vascular (CMLV) y por fibras de elastina.
Las capas de CMLYV tienen una disposicién concéntrica y son las
responsables de generar fuerza mecanica y contractil. Las fibras
de elastina proporcionan distensibilidad, permitiendo al vaso
estirarse frente a leves incrementos de presion. Juntas permiten
el control del didametro del lumen, de la presion arterial y del flujo
sanguineo [3]. Por tltimo, la tinica adventicia que forma la parte
mas externa del vaso estd compuesta por tejido conectivo y por
una lamina eldstica externa que la delimita de la capa media. Esta
capa se caracteriza por dar soporte y por su heterogeneidad, ya
que contiene fibroblastos, vasos sanguineos y linfaticos (vasa va-
sorum), nervios (nervi vasorum), células del sistema inmunitario,
células progenitoras y tejido adiposo perivascular [4].

1.2 Funcion del musculo liso vascular

El musculo liso es el encargado de la vasoconstriccion y vasodila-
tacion sistémica. Este fenomeno fisiologico depende de la ultraes-
tructura molecular y de la maquinaria contractil [5]. Las CMLV
tienen forma de huso y engloban la estructura que permite el movi-
miento, es decir, las proteinas contractiles actina y miosina, con una
proporcion actina-miosina de 15:1. Estas proteinas se encuentran
formando polimeros dando lugar a filamentos de actina (filamen-
tos delgados) y filamentos de miosina (filamentos gruesos), respon-
sables de desencadenar la contraccion de las CMLV [6].

Los filamentos de actina presentan una estructura helicoidal re-
sultado del enrollamiento de dos hebras de F-actina al que se le
afladen también la tropomiosina y la calmodulina, esta tltima es
una proteina reguladora sensible al calcio [7]. Por otra parte, los
filamentos gruesos estan formados por varias miosinas tipo II
(molécula hexamérica de dos cadenas pesadas y cuatro ligeras) [8].
Cada hexamero se caracteriza por tres regiones: la cola que cor-
responde al extremo C-terminal de cada cadena pesada, el cuello,
y la cabeza que corresponde al extremo N-terminal. La cabeza es
el motor de la miosina ya que tiene actividad de ATPasa (miosina
ATPasa), es decir, hidroliza ATP permitiéndole unirse a la actina.

Es en la zona intermedia, el cuello de la estructura, donde se ligan
las cadenas ligeras [9]. En las CMLV también encontramos otros
filamentos, los filamentos intermedios, cuyo principal componente
es la vimentina y en menor proporcién la desmina [10].

Los filamentos de la maquinaria contrictil no presentan or-
ganizacion en sarcomeros. Los filamentos de actina se unen a los
cuerpos densos, agregados de a-actinina, que les proporciona an-
claje para la contraccién [11]. Varias proteinas como a-actinina,
vinculina y actina componen las placas densas que son la unién
entre los filamentos delgados y el citoesqueleto. Esto permite la
trasmisién de la fuerza de la maquinaria contractil a la membrana
y que estos estimulos mecanicos se puedan transmitir desde el
exterior hacia el interior de la propia célula o entre células [5].

Las CMLV se contraen mediante el deslizamiento de los fila-
mentos delgados de actina sobre los gruesos de miosina producien-
do un acortamiento celular. El ion Ca®* es el principal ejecutor en
este proceso ya que un aumento de la concentracién de Ca** libre
intracelular ([Ca*']) es el responsable de la contraccion celular. En
el musculo liso, el Ca?* necesario para la contraccion proviene tanto
del medio extracelular como del reticulo sarcoplasmico (RS) [12].

El aumento de Ca®* intracelular hace que el Ca?* se una a la
calmodulina y la active en una proporcion 4:1, creando el com-
plejo Ca’*-calmodulina. Este activa a la cinasa de la cadena ligera
de la miosina que directamente fosforila a la cadena ligera de la
miosina y aumenta la actividad de la miosina ATPasa que per-
mite formar los puentes cruzados entre actina y miosina. De esta
manera se crea el acortamiento de la célula con la consecuente
contraccion muscular [13]. Asi, las células musculares lisas man-
tienen el tono vascular y la presion sanguinea.

2. Remodelado vascular

Las CMLV en condiciones fisiologicas se encuentran en un es-
tado quiescente y contractil y juegan un papel importante en el
mantenimiento de la integridad de la pared del vaso controlan-
do el tono vascular. Sin embargo, presentan una gran plasticidad
fenotipica que les permite contribuir al mantenimiento de la
estructura vascular mediante su crecimiento, remodelado y repa-
racion. Esta caracteristica se manifiesta sobre todo en situaciones
patologicas en las que se produce un cambio estructural llama-
do remodelado vascular. Los vasos sanguineos pueden sufrir
dafos debido a diferentes estimulos ambientales como pueden
ser factores de crecimiento, factores mitogénicos, inflamatorios
y mecdnicos [14]. De hecho, estos estimulos son los desencade-
nantes de algunas enfermedades como la aterosclerosis, la dia-
betes o la hipertension [15]. Como consecuencia, se produce un
cambio fenotipico en las CMLYV, y pasan de un estado quiescente y
contractil a un estado proliferativo [16, 17]. Este cambio fenotipi-
co se debe a la pérdida de la expresion de proteinas contractiles
como la a-actina de musculo liso («SMA, a-Smooth Muscle Ac-
tin), la cadena pesada de la miosina de musculo liso (SM-MHC,
Smooth Muscle Myosin Heavy Chain) y la SM22a, asi como a la
sobreexpresion de genes relacionados con el crecimiento celular,
la proliferacion, la migracion y la sintesis de matriz extracelular
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[18]. Este proceso se regula por alteraciones en la senalizacién
del Ca?*, que implica actividad y/o expresion de canales i6nicos,
bombas, enzimas activadas por Ca?* [16] y factores de transcrip-
cién [19,20]. Como es el caso de la Ca?*-Calmodulina proteina
cinasa (CaMK, Ca**/calmodulin-dependent protein kinase), y de
la calcineurina (CaN, Calcineurin), que activan diferentes rutas
de sefializacién y estimulan diferentes factores de transcripcion
como el factor nuclear de células T activadas (NFAT, Nuclear Fac-
tor of Activated T-cells), Factor nuclear potenciador de las cade-
nas ligeras kappa de las células B activadas (NFkB, Nuclear Factor
kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) y CREB (cAMP
Response Element Binding), que regulan la transcripcion de genes
involucrados en la proliferacion celular [21].

El remodelado vascular es, por lo tanto, un cambio en la
estructura y funcion de los vasos, asi como una reorganizacion
de los componentes celulares. En la mayoria de las enfermedades
vasculares que cursan con remodelado vascular se produce un
estrechamiento de la luz del vaso que puede incluso llegar a la
obstruccion [15].

Para paliar esta obstruccién y recuperar un flujo sanguineo
adecuado se utiliza la angioplastia, uno de los métodos utilizados
que mejor resultado ha dado. La angioplastia consiste en la intro-
duccién de un catéter con un balén inflable dirigido hacia la zona
de obstruccién, donde el balén se infla para dilatar la arteria y con
la ayuda de una malla sintética que se expande dentro del vaso
(stent) se restablece el flujo sanguineo manteniendo su apertura.
Sin embargo, tras esta intervencién en un porcentaje importante
de pacientes se produce un nuevo estrechamiento de la luz del
vaso o reestenosis debido a la proliferacion de las CMLYV, una de
las principales limitaciones de la angioplastia. Hay un consenso
que relaciona la reestenosis con la rotura de la placa aterosclerdti-
cay dafio endotelial provocada por esta intervencién que da lugar
a una respuesta inflamatoria caracterizada por una agregacion y
activacion de plaquetas. En esta situacion, las células endoteliales,
que son las encargadas de secretar una serie de factores, asi como
el 6xido nitrico para mantener la integridad del vaso y preservar
el estado quiescente de las CMLYV, liberan citoquinas y factores
de crecimiento, provocando la proliferacion de CMLV, que mi-
gran hacia la capa intima de la pared arterial y forman una nueva
intima conocida como neointima, formada principalmente por
CMLYV, lo que ocasiona la reestenosis coronaria [22, 23].

El cambio fenotipico de las CMLV afecta a la regulaciéon del
Ca?*, debido a que se produce una disminucion de la expresion de
canales de Ca?* tipo L y un aumento de expresion de unos canales
cationicos regulados por los reservorios, conocidos como SOCE
por las siglas en inglés de Store Operated Ca** Entry [16, 24]. La
activacion de SOCE es un proceso clave en el cambio fenotipico
de las CMLV hacia un fenotipo proliferativo y migratorio y por
ello en el remodelado y reestenosis vascular [25].

3. Canales de Ca** regulados por los reservorios
en las células de misculo liso

El Ca** es un segundo mensajero que puede activar la transcrip-
cién génica y un ion crucial en numerosos procesos celulares
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como la excitacidn, proliferacién y contraccién. Por este motivo,
la célula necesita regular los niveles de la [Ca**].. Un aumento de
la [Ca*]. puede deberse a una entrada de Ca** desde exterior al
interior celular a través de canales de la membrana plasmatica,
incluyendo los canales de Ca** voltaje dependientes, y/o a una
salida de Ca** desde los reservorios celulares, como el RS, hacia
el citoplasma a través del receptor de rianodina (RYR, Ryanodine
Receptor) o del receptor de 1,4,5-trisfosfato de inositol (IP3R, Ino-
sitol 1,4,5-Trisphosphate Receptor), situados en la membrana del
RS. El reestablecimiento de los niveles de la [Ca2*], para mantener
la homeostasis del Ca** intracelular ocurre gracias a bombas e in-
tercambiadores de Ca?* en la membrana plasmatica que permiten
que el Ca®* sea expulsado al exterior celular y bombas de Ca** en
los organulos que permiten que sea recaptado a los reservorios.

En 1977, Putney observo una entrada de Ca** extracelular
tras una liberacion de Ca?** intracelular [26], pero no fue hasta
1986 cuando propuso la teoria de la entrada capacitativa de Ca*
(ECC), en la que consideraba que el vaciado de Ca** de los reser-
vorios ocasionaba una entrada de Ca®* al interior celular para
restaurar los niveles de Ca*" de los mismos [27]. En esta misma
linea, en 1989 Takemura y cols [28] observaron un incremento de
la entrada de Ca*? en células acinares de la parétida, tras estimu-
larse un vaciado del RS usando la Tapsigargina, el inhibidor de la
bomba ATPasa de Ca** del reticulo saco/endoplasmatico (SER-
CA, Sarco/Endoplasmic Reticulum Ca’* ATPase). Actualmente, se
le aplica el término de SOCE al proceso de entrada de Ca** del ex-
terior celular como consecuencia de vaciado de los reservorios in-
tracelulares y SOCC canales de Ca** operados por los reservorios
intracelulares (SOCC, Store Operated Ca’* Channel) a los canales
a través de los cuales se produce esta entrada extracelular de Ca**.

Los principales componentes moleculares de SOCE son: las
proteinas STIM1 y 2 (Stromal Interaction Molecule) que se en-
cuentra en la membrana del RS y acttian como sensores de la
concentracién de Ca** dentro del RS; y las 3 isoformas de Orai,
subunidades formadoras del poro selectivo a Ca** de los SOCCs.
El mecanismo de activacion de SOCE se debe a que STIM1 inter-
acciona con Orail en la membrana plasmatica activando el influjo
de Ca?* hacia el interior de la célula.

Aunque SOCE juega un papel fundamental en la entrada de
Ca* en las células no excitables, SOCE también se ha estudiado
en células excitables como en CMLV presentando el mismo me-
canismo de activacion [29]. En estas células, SOCE es esencial, ya
que interviene en el mantenimiento de la homeostasis de Ca** y
también participa en procesos fisiolégicos como la regulacion del
tono vascular, la vasculogénesis y la proliferacién, y en procesos
patologicos vasculares como la reestenosis [30].

3.1. Componentes moleculares de SOCE
3.1.1. STIM1

La proteina STIM fue descubierta en un analisis de proteinas
de transmembrana y proteinas secretadas de células estromales
que se unen a los linfocitos pre-B. Los mamiferos expresan dos
proteinas homologas, STIM1 y STIM2. STIM1 es una proteina
de membrana (~685 aminoacidos) del RS de un tnico segmen-
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to transmembrana que posee numerosos dominios estructurales,
con un extremo N-terminal localizado en el lumen del RS en el
que se encuentran un dominio “EF hand” de unién a Ca** y un
dominio SAM (Sterile Alpha Motif), este tltimo implicado en la
interaccion proteina-proteina. El extremo C-terminal, localiza-
do en el citosol contiene 3 dominios “coiled-coil” (CC1, CC2 y
CC3), una region rica en lisina que interacciona con fosfolipidos
de la membrana y una region de interaccién con microtibulos.
Los dominios CC2 y CC3 representan la regiéon SOAR (STIM-
Orail Activating Region)/dominio CAD (Ca**-Release Activated
Domain). El dominio CCI representa un haz de tres hélices es-
tabilizado por contactos interhelicoidales, siendo la tercera una
hélice inhibidora que bloquea la regiéon SOAR/CAD [31], que es
la minima regién necesaria para la activacién de Orail, dentro del
fragmento OASF (Orail-Activating Small Fragment) [32].

Por otra parte, se ha demostrado la presencia de STIM1 en
la membrana plasmética con el extremo N-terminal dirigido al
exterior celular y el domino C-terminal localizado en el interior
celular [33]. Este STIM1 es fundamental para la activacion de los
canales de Ca** regulados por acido araquidénico (ARC) [34].

3.1.2. Orai

A principio de los aflos noventa se detectaron varios pacientes con
inmunodeficiencia combinada severa (SCID, Severe Combined
Immunodeficiency) que presentaban una deficiencia en la funcién
de los canales CRAC (Ca?*-Release Activated Channel). En 2006 se
relaciond esta deficiencia con una mutacién en una molécula lla-
mada Orail [35]. Orai es un canal iénico que presenta tres genes
homoélogos en mamiferos: Orail, Orai2 y Orai3, y que presenta
poca similitud en la secuencia con otros canales idnicos. Orail
es el mejor caracterizado, siendo el principal componente de los
SOCCs. Orail permite una entrada de Ca** selectiva para este ion
Y, ademas, estd implicado en distintas enfermedades.

Orail posee cuatro dominios transmembrana (TM1-TM4) y
puede sufrir numerosas modificaciones postraduccionales, prin-
cipalmente, glicosilacién y fosforilaciéon. Orail puede formar
canales homoméricos o heteroméricos. En el segmento TM1, se
encuentran el poro y filtro de selectividad, formado por residuos
de glutamato, haciéndolo altamente selectivo para el Ca**. En lado
citosolico se encuentran los extremos N- y C-terminal, donde se
encuentran regiones de interaccién con STIM1, PKC y la calmo-
dulina [36, 37]. Orail interacciona con el domino CAD de STIM1
a través de unos residuos hidrofébicos y acidicos presentes en el
extremo C-terminal de Orail [38].

Mediante estudios de cristalografia y andlisis de secuencias se
ha determinado que los SOCCs formados por Orail estan cons-
tituidos por seis subunidades (estructura hexamérica). Sin embargo,
Orail puede formar canales heteropentaméricos con tres subuni-
dades de Orail y dos subunidades de Orai2 para generar ARC [39].
Por tanto, Orail podria participar en tres canales distintos de Ca?*:
CRAC (Orail es activado por STIM1), SOCCs no selectivos (ca-
nales de Ca®* activados por reservorios donde hay una interaccién
entre Orail, STIM1 y proteinas TRPC); y los canales ARC.

Recientemente, se ha descrito que el gen humano de Orail
tiene una longitud de 16128 Kb, estd localizado en el cromosoma

12q24.31 y presenta dos isoformas proteicas: Oraila (~33 KDa)
y Orailf (~23 KDa) debido a la existencia de dos sitios de inicio
de traduccion diferentes. Ambos dan lugar a canales CRAC fun-
cionales y su localizacion celular es similar. Sin embargo, Orail(
presenta una mayor movilidad en la membrana plasmatica y
carece de los aminodacidos 1 al 63. Oraila presenta una mayor
inactivacion rapida dependiente de Ca’* sugiriendo que los 63
aminodacidos del extremo N-terminal podrian jugar un papel fun-
damental en este proceso [40].

3.1.3. SARAF y otros componentes de SOCE

La proteina SARAF (SOCE-associated regulatory factor) identifi-
cadaen 2012y conocida como TMEMG66, tiene un papel emergen-
te en la regulacion de SOCE. La proteina SARAF humana es un
péptido de 339 aminodcidos codificada por el gen SARAF que po-
see siete exones y esta localizado en el cromosoma 8p12. SARAF
en los vertebrados esta altamente conservada, y en mamiferos esta
expresada de manera ubicua, presentando una expresion muy
elevada en los tejidos inmune y neuronal [41]. Se localiza prin-
cipalmente en la membrana del RS, aunque también en la mem-
brana plasmatica. Es una proteina de un dominio transmembrana
con un extremo C-terminal citosélico y un extremo N-terminal
localizado en el lumen del RS, que regula su actividad. Estudios
electrofisioldgicos y de imagen de Ca** demostraron que SARAF
facilita la inactivacion lenta dependiente de Ca** de los canales
CRAC mediante su interacciéon con STIMI.

A través de co-inmunoprecipitacion se demostrd que el ex-
tremo C-terminal de SARAF es la region necesaria para su inter-
accion con la region SOAR de STIM1 en el citosol. En condiciones
basales, en las que hay Ca** en el RS, SARAF se une a STIM1
impidiendo la interaccién con Orail y evitando la activacion de
SOCE. Por otro lado, SARAF estaria implicada en la activacion
de SOCE ya que cuando se produce una liberacién de Ca** de
los reservorios intracelulares, SARAF se disocia de STIM1 y se
transloca a la membrana para interaccionar con Orail-STIM1 y
permitir la activacion de SOCE, aunque rapidamente se disocia
de Orail para volver a unirse a STIM1 cuando los niveles de Ca**
del RS vuelven a su estado basal [42, 43]. A pesar de conocerse
este mecanismo modulador de SARAF, los detalles de la funcién
reguladora de SOCE, especialmente en CMLV proliferativas, atin
se desconocen.

Ademas, hay otras proteinas que regulan SOCE como CR-
AR2A (Ca**-Release Activated Channel Regulator 2A), que es un
sensor de Ca’* en el citosol que estabiliza el complejo STIM1-
Orail [33]; la proteina STIMATE (STIM-Activating Enhancer),
un regulador de la activacion de STIM1 [44], HOMER que media
la interaccién entre STIMI y Orail [45] y entre STIM1 y Cavl.2
[46] 2, y EFHB (EF-hand domain family member B, también con-
ocida como CFAP21) un sensor de Ca** citosdlico que modula la
interaccién STIM1-SARAF [47].
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3.2. Mecanismos de activacion

El descubrimiento de inhibidores de SERCA y el método de la
readicion de Ca** permitieron estudiar SOCE [48]. Este método
consiste en producir el vaciado de los reservorios en una solucion
sin Ca*" extracelular usando un inhibidor de SERCA (Tapsigargi-
na es el mas utilizado) [49], que provoca un aumento transitorio
dela [Ca*']i, debido al vaciado de las reservas de Ca>* del RS. Pos-
teriormente, los niveles de Ca?* citoplasmaticos vuelven a su esta-
do basal debido a la salida de Ca** al exterior celular. La readicién
de Ca?* a la solucién extracelular provoca una entrada de Ca?
al interior celular a través de los canales SOCC manteniendo los
niveles de Ca** citoplasmdticos altos. Esta sefial de entrada de Ca**
no se produce en células con los reservorios intactos demostran-
do que la entrada de Ca?* desde el medio extracelular era debida
al vaciado del RS. Estos descubrimientos sugirieron la existencia
de una importante dinamica celular y una intercomunicacién in-
termembrana [50].

Hoy en dia hay un consenso sobre el mecanismo de activacién
de SOCE que se resume de la siguiente manera: la deplecién de
Ca?* del reservorio se detecta por el dominio “EF hand” produ-
ciendo la oligomerizacion de la proteina STIM1 y la exposicién
de su dominio de activacién SOAR/CAD de su extremo C-ter-
minal con la que interacciona Orail desencadenando la apertura
del canal y la consecuente entrada de Ca** a favor del gradiente
quimico [51].

4. Papel de SOCE en la proliferacion de CMLYV vy restenosis

En CMLYV sintéticas o proliferativas se ha observado un aumen-
to de SOCE, asi como una sobreexpresion de Orail y STIM1 en
comparacién con CMLV quiescentes como viene indicado en la
Figura 1.

Ademas, un knockdown de estas dos proteinas inhibe la pro-
liferacion y migracion de las CMLV [18, 24, 52]. Orai2 y Orai3
también se encuentran sobreexpresados durante el remodelado
de las CMLYV [53]. Por otro lado, STIM1 esta implicado en la pro-
liferacion de las CMLYV, en parte a través de la fosforilacion de
CREB [24].

En concreto, se ha demostrado un aumento de Orail y STIM1
en células de musculo liso aisladas de cardtidas procedentes de
un modelo de angioplastia [54]. En este mismo modelo, Orail
presentd una expresion maxima a los catorce dias después de la
angioplastia y su inhibiciéon mediante un lentivirus shOrail dis-
minuy6 tanto la proliferacion de CMLV como la formacién de
la neointima [25]. Lo mismo ocurre con STIM1 [25, 55] por lo
que es evidente una relacion directa entre la proliferacion de las
CMLYV, la entrada de Ca** a través de SOCE vy, en definitiva, el
proceso de remodelado vascular durante la reestenosis. De hecho,
incluso en el dmbito clinico se ha demostrado un aumento de
STIML1 en suero de pacientes restenosados tras una angioplastia
que se correlaciona con la aparicién de reestenosis [56].

Figura 1. La imagen indica que los trastornos vasculares dependen de la activacion de la via de sefalizacion SOCE en las células del musculo liso

vascular, o de cambios criticos en la expresion de proteinas Orail/2/3, STIM1 y SARAF.
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Por otro lado, podemos destacar el papel de STIM1 y Orail en
el efecto del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGE,
Platelet-Derived Growth Factor), un factor sérico pro-migratorio
y pro-proliferativo, que acttia sobre las CMLV. Se ha demostrado
que el PDGEF activa la entrada de Ca** a través de SOCE mediada
por STIM1 y Orail [54], y el desarrollo de enfermedades vascu-
lares [57]. PDGEF activa la corriente CRAC clasica dependiente de
los reservorios mediante Orail mientras que la trombina activa
al canal formado por Orail y Orai3, una via independiente de
reservorios que requiere leucotrieno C, (LTC4) aunque también
la participacién de STIM1. La unién de la trombina a su receptor
provoca en dltimo término la sintesis del LT'C4 citosélico median-
te la leucotrieno C, sintasa [53] .

En el caso de la reestenosis vascular, en un modelo de an-
gioplastia carotidea, estas corrientes mediadas por Orai3 en las
CMLY, estan sobrerreguladas y un knockdown de Orai3 mediante
un lentivirus shRNA inhibe estas corrientes, asi como el remo-
delado de las CMLYV y la formacién de la neointima, demostrando
la implicacion de Orai3 [53].

En el caso de SARAEF, existen algunas evidencias de su papel
en el remodelado vascular. Se ha observado una disminucién de
SARAF en la neointima de arterias carotideas procedentes de un
modelo de rata de angioplastia, en comparacién con las arterias
controles. Ademas, un aumento de SARAF, mediante un lentivi-
rus, disminuye la neointima en estas carétidas. Por otro lado, en
cultivos celulares la sobreexpresion de SARAF atenda la entrada
de Ca?** estimulada por PDGE vy la proliferacién y migracion de
CMLV adrticas. Por ello, se plantea que SARAF puede llevar a
cabo un papel protector en el proceso de remodelado vascular
que se produce en la reestenosis [58]. Sin embargo, atin no queda
completamente clara la interaccién entre SARAF y el complejo
Orail-STIM1 ni la relacién de activacion o inactivacion de la via
de sefializacion.

Otra proteina relacionada con SOCE e implicada en la reeste-
nosis es HOMERI. Esta es una proteina de andamiaje que se une
al complejo de proteinas SOCC. Aunque aun no se conoce muy
bien su papel en las CMLYV, esta proteina también se encuentra so-
breexpresada en carétidas lesionadas procedentes de un modelo
de rata de angioplastia. Su knockdown reduce tanto SOCE como
la proliferacién y la migraciéon de las CMLYV, asi como el grosor
de la neointima de estas arterias, sugiriendo ser otro componente
clave en la reestenosis [59].

Es por ello, que tanto Orail, como STIM1 y SARAF pueden
sugerirse como dianas terapéuticas para disminuir el remodelado
vascular y la reestenosis. Es importante destacar que, en la clinica,
actualmente, se utilizan stents farmaco-activos que tienen siroli-
mus como antiproliferativo que se ha demostrado capaz de inhi-
bir SOCE [60].

5. Conclusiones

En los dltimos afios se ha empezado a comprender el papel que
desempenia la via de sefializacién SOCE en varios tipos de célu-
las implicadas en las enfermedades cardiovasculares. Los estudios
realizados en células aisladas, incluidas las células musculares lisas

y endoteliales, han sido ttiles para comprender la contribucién de
los canales Orai y las proteinas que les regulan, a la sefializacién
de Ca* en respuesta a diversos agonistas de receptores. Gran parte
de los trabajos anteriores se han centrado en la isoforma canénica
Orail, por ello los estudios futuros deberan diseccionar la con-
tribucién de otras isoformas, incluyendo Orai2, Orai3 y Orailf.
Esto incluye su capacidad de heteromultimerizaciéon y de estar
sujetos a modificaciones post-traduccionales. La contribucién de
las distintas isoformas de Orai, STIM y eventualmente SARAF al
remodelado vascular podria dar esperanzas de que sean objeto de
un tratamiento especifico para ciertas patologias relacionadas con
el remodelado vascular.
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en Estados Unidos. Los resultados de esa etapa tuvieron mucha
aceptacion y una alta repercusion ya que determind un nuevo
mecanismo de regulacién de un canal idénico, que fue publicado
en revistas de alto indice de impacto (como Nature Cell Biology,
JBC, y Molecular Pharmacology). A final del 2004, el doctor Smani
obtuvo un contrato de Investigador Ramoén y Cajal, seguido por el
programa I3, que le sirvi6 para formar un grupo de investigacion
mixto con el doctor Antonio Ordoilez, jefe de servicio de Cirugia
Cardiaca en aquel tiempo. Actualmente, el grupo del doctor Sma-
ni forma parte del Instituto de Biomedicina de Sevilla donde es
Investigador Responsable (IR), estudiando el papel fisiopatologico
de la entrada capacitativa en el sistema cardiovascular. Asimismo,
el doctor Smani desarrolla nuevas lineas de investigacion relacio-
nadas con la proteccién cardiaca y el remodelado cardiovascular.
Ultimamente, su grupo estd muy interesado en el remodelado de
la homeostasis de calcio en relaciéon con el remodelado vascular
y angiogénesis. El doctor Smani cuenta con mas de 70 articulos
cientificos, citados mas de 1695 veces segun Scopus, de los cuales
13 estan publicados en revistas de primer decil y otros 33 en el
primer cuartil de su drea de conocimiento. Su indice H es 23.
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Resumen: El ion calcio (Ca?*) es un mensajero intracelular fundamental que participa en la transduccion de diversas sefiales celulares.
Los incrementos transitorios de la concentracion del Ca** libre en el citoplasma ([Ca*] ) participan en una gran variedad de funciones
celulares, entre ellas, la contraccion de las células de musculo liso vascular o miocitos lisos vasculares (MLVs), los cuales forman parte
de los vasos sanguineos. En la regulaciéon dinamica del Ca** intracelular de los MLV's participa la bomba ATPasa de Ca?* del reticulo
sarco/endoplasmico (RS/RE) o bomba SERCA. Esta proteina transmembranal pertenece a la familia de ATPasas del tipo P (por su ca-
pacidad de auto-fosforilarse en el residuo de dcido aspartico 351) y usa la energia de la hidrolisis del ATP para transportar el Ca** desde
el citoplasma hacia sus reservorios intracelulares, localizados principalmente en el RS de los MLV, por lo que participa activamente en
disminuir la [Ca*]_, para favorecer la vaso-relajacién y, en consecuencia, regular el didmetro arterial. Se han identificado tres genes
en mamiferos (ATP2A1-3) que codifican a las 12 isoformas de la bomba SERCA identificadas hasta el momento, las cuales se originan
principalmente por mecanismos de edicidn alternativa del mRNA (splicing) y se expresan de manera tejido-especifica. Particularmente,
en los MLVs de arterias como la aorta y mesentéricas se ha reportado la expresion de las isoformas SERCA2a, SERCA2b y reciente-
mente de SERCA3. En este capitulo, revisamos la estructura, mecanismo de accion y participacion de la bomba SERCA en la regulacion
del Ca** intracelular en los MLVs de arterias de resistencia en condiciones fisioldgicas y en algunas patologias vasculares que se han
exacerbado en la era post-COVID.

Palabras clave: Bomba SERCA, musculo liso vascular, chispas de Ca**, Ca®* intracelular, receptor de rianodina.

Abreviaturas PDB protein data bank
PKA cinasa de proteinas dependiente de AMPc
aa’s aminodcidos PKC cinasa de proteinas C
BK, canales de K* de alta conductancia dependientes de Ca** y voltaje PKG cinasa de proteinas dependiente de GMPc
[Ca*] , concentracion de Ca** libre en el citoplasma PLC Fosfolipasa C
CaM calmodulina PLN fosfolamban
CML células de musculo liso PMCA bomba ATPasa de Ca*" de la membrana plasmatica
DAG diacilglicerol RE reticulo endopldsmico

DM1 diabetes mellitus tipo 1 ROCK cinasa de proteinas de la via de RhoA-Rho

FKBP proteinas de la familia de inmunofilinas RS§ reticulo sarc‘?P lasn}ico
GPCR  receptores de 7 pases transmembranales acoplados RyR receptor de rianodina
a proteinas G heterotriméricas SERCA bomba ATPasa de Ca** del reticulo sarco/endoplasmico
P . L SHR ratas espontaneamente hipertensas
IP.R receptor de 1,4,5-trisfosfato de inositol . . .
3 . . . SNA sistema nervioso autébnomo
LTCCs canales de Ca** dependientes de voltaje de tipo L SILN sarcolipina
MLC cadena ligera de la miosina SOCE  Store-Operated Ca** Entry
MLCK  cinasa de la cadena ligera de la miosina STIM1 molécula de interaccion del estroma 1
MLCP  fosfatasa de la cadena ligera de la miosina STOCs corrientes salientes, transitorias y espontaneas de K+
MLVs  miocitos lisos vasculares. mmHg milimetros de mercurio STZ estreptozotocina
MP membrana plasmatica TGN tapsigargina
mRNA fiddo r ibo'nucleico mensajero TRPC6 canal receptor de potencial transitorio 6 de la subfamilia C
NCX  intercambiador Na*/Ca** TTCC  canales de Ca** dependientes de voltaje de tipo T
nM nanomolar uM micromolar
ORAIl canal de Ca** activado por la liberacion de Ca** intracelular tipo 1 Vm potencial de membrana en reposo
PA potencial de accion cardiaco WKY  ratas normotensas Wistar Kyoto
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1. Introduccion

El musculo es un tejido que tiene la capacidad de generar movi-
miento al contraerse o relajarse. En mamiferos podemos encon-
trar tres tipos diferentes de musculo: el esquelético, el cardiaco
y el liso. Todos generan fuerza que se traduce en contraccion y
acortamiento, pero difieren en su estructura, localizacion, y en su
funcion [1].

El musculo esquelético se caracteriza por la presencia de un
patron de bandas claras (isotrdpicas, que no alteran la via de la
luz polarizada) y oscuras (anisotrdpicas, porque desvian la luz
polarizada) que se van alternando regularmente de manera per-
pendicular al eje longitudinal de la fibra muscular. Estas bandas
son conocidas como estriaciones y se deben al arreglo altamente
organizado de proteinas en la unidad contractil o sarcémero. Esta
caracteristica la comparte con el musculo cardiaco, en el cual
las células contractiles o cardiomiocitos, también presentan un
patron estriado; mientras que el musculo liso, que forma parte de
los 6rganos huecos y de los vasos sanguineos, carece de estas es-
triaciones. A diferencia de otros tipos musculares, el musculo liso
presenta una asombrosa diversidad estructural y funcional que
dificulta su clasificacién. Sin embargo, de manera general, por su
localizacidn, se ha clasificado como musculo liso visceral al que
forma parte de los 6rganos huecos como el estdmago, el tracto
gastrointestinal, la vejiga y el ttero, y como musculo liso vascular
al que estd en los vasos sanguineos, particularmente en las arterias
que integran el sistema circulatorio [1].

El musculo liso se encuentra bajo el control del sistema nervio-
so autéonomo (SNA), lo que significa que su actividad no se puede
modificar voluntariamente. Basados en el tipo de respuesta que
generan a esta inervacion, los musculos lisos fueron clasificados
por Emil Bozler en unitarios y multiunitarios [2]. Los prime-
ros presentan actividad eléctrica y mecanica sincronizada, lo cual
permite que generen una respuesta coordinada ante un estimulo
neuro-humoral debido a la presencia de uniones comunicantes o
gap junctions entre las células de musculo liso (CML) que lo con-
forman, favoreciendo la propagacion del potencial de accién (PA)
hacia las células vecinas. Algunas CML del tipo unitario funcio-
nan como marcapasos generando PA espontaneos, que controlan
la actividad del musculo liso completo mediante cambios en la
frecuencia de los PA. La contraccién del musculo liso unitario se
puede inducir por estiramiento, como en el estomago, el tracto
gastrointestinal, el utero y algunos vasos sanguineos de pequeiio
calibre [1, 2]. Por otra parte, las CML del tipo multiunitario no
presentan uniones comunicantes, por lo que el muasculo comple-
to estd compuesto por varias unidades contractiles auténomas
inervadas por el SNA cuya contraccion dependera del namero de
CML que se estimulan y de la frecuencia de la estimulacion ner-
viosa. Las hormonas circulantes pueden incrementar o reducir la
actividad contractil, pero el estiramiento no afecta la contraccion de
este tipo de musculo liso. Ejemplos de musculo liso del tipo multi-
unitario son el que forma parte de las vias respiratorias, de las arte-
rias de gran calibre y los miocitos lisos unidos al foliculo capilar [1].

El sistema circulatorio de los mamiferos estd integrado por
dos circuitos interconectados en el corazén: uno corresponde a

la circulacién pulmonar, en el cual la arteria pulmonar transpor-
ta la sangre desoxigenada (proveniente de los tejidos) desde el
ventriculo derecho del corazon hasta los pulmones, con el fin de
realizar el intercambio gaseoso CO,-O,. Posterior a éste, la sangre
retorna a la auricula y ventriculo izquierdo del corazén, para con-
tinuar su paso por el otro circuito que corresponde a la circulacion
sistémica; en el cual se transporta la sangre oxigenada desde el
ventriculo izquierdo hacia la aorta para distribuirse a través de
los vasos sanguineos conocidos como arterias hacia los érganos
que irriga, y retorna de los mismos a través de los capilares y las
venas. El sistema vascular a su vez se divide en macrovasculatura
(que corresponde a las arterias y venas de mayor didmetro, como
la aorta y la vena cava inferior) y microvasculatura (conformada
por las arterias de menor calibre, las arteriolas, los capilares y las
venas de pequeiio calibre).

Las arterias presentan una estructura basica: partiendo del
lumen del vaso hacia el exterior encontramos la capa interna o
tunica intima formada por una monocapa de células endoteliales
adherida a una delgada capa de tejido conectivo; continuamos con
la tinica media constituida principalmente por una capa concén-
trica de CML llamadas también miocitos lisos vasculares (MLVs)
que rodean al lumen del vaso y estin embebidas en una matriz
extracelular de elastina y colageno, que le proporciona una estruc-
tura rigida y contréctil al vaso; y por ultimo, la capa externa o tuni-
ca adventicia, formada por tejido conectivo que funciona como
anclaje del vaso al 6rgano que irriga y contiene a las terminales
nerviosas. Las arterias mds pequenas y las arteriolas son las que
ofrecen la mayor resistencia al flujo de sangre, de ahi su nombre
de arterias de resistencia [3].

2. Caracteristicas y funcion fisiologica
de las arterias de resistencia

Las arterias de resistencia (o arterias miogénicas) son aquellos
vasos sanguineos localizados justo antes de los capilares (vasos
pre-capilares) que distribuyen la sangre a la microcirculacion,
contribuyen pasivamente a la resistencia periférica total y regulan
activamente el flujo sanguineo ante un estimulo fisico u hormonal,
o en condiciones de demanda alterada, como la que se presen-
ta en la respuesta de lucha o huida. Por otro lado, las arterias de
mayor calibre que presentan baja resistencia al flujo sanguineo y
por lo tanto mayor distensibilidad (o arterias de conductancia)
no contribuyen a la resistencia periférica total [3, 4]. De manera
clasica, se han definido a las arterias de resistencia como aquel-
las que tienen un didmetro interno maximo en el rango de 100 a
500 um; sin embargo, este rango no esta ampliamente aceptado
[5]. Las arterias de resistencia tienen una tunica media compues-
ta exclusivamente de dos o mas capas de MLVs que rodean a las
células endoteliales, las cuales estan formando el lumen del vaso.
Se diferencian de las arterias de conductancia como la aorta y las
carétidas, ya que estas ultimas presentan un mayor contenido de
fibras eldsticas en su tinica media, lo que facilita su distensibili-
dad en respuesta al incremento en el flujo sanguineo [5].

El tono miogénico arterial y por lo tanto la respuesta miogéni-
ca son propiedades distintivas de las arterias de resistencia [6]. Un
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Figura 1. Localizacion transversal de los miocitos lisos vasculares en la tiinica media de un segmento de arteria cerebral de rata. Imagenes de luz

transmitida (izquierda) y de fluorescencia (derecha) de un segmento de arteria cerebral de rata, cargado con el indicador de Ca?* fluorescente, Fluo-4.

Los miocitos lisos vasculares se localizan de manera transversal al eje longitudinal de la arteria, de manera que su contraccién reduce el didmetro del

vaso, mientras que su relajacion lo aumenta. En el lumen de la arteria se observan algunos eritrocitos. Las imagenes se obtuvieron en un microscopio
confocal LSM 700 (Zeiss) con un objetivo 63X de inmersion en aceite [11].

pequeno incremento de la presion intravascular induce el estira-
miento y la despolarizacion gradual del potencial de membrana
(Vm) de los MLVs (cercano a -60 mV en reposo) favoreciendo
cierto nivel de contraccién ténica arterial, conocido como tono
miogénico arterial (presente en ausencia de estimulos neuro-hor-
monales) [6, 7]. En otros términos, el tono miogénico arterial es
la contraccién basal que presentan los MLV sobre la cual acttan
las sefiales vasoconstrictoras o vaso-relajadoras como iones, neuro-
transmisores, hormonas, sustancias derivadas del endotelio, y me-
tabolitos locales. Por otra parte, la respuesta miogénica arterial es
el mecanismo autorregulador de la contraccion de los MLVs y del
didmetro arterial, ante un rango cambiante de presiones sistémi-
cas y de estimulos neuro-humorales, que permite mantener el flujo
sanguineo constante. El tono y la respuesta miogénica son indepen-
dientes del endotelio, ya que s6lo participan los MLV's de las arterias
de resistencia, y por lo tanto son los que le proporcionan las propie-
dades mecanicas al vaso en condiciones basales (tono miogénico)
y regulan su didmetro de manera activa (respuesta miogénica) ante
los estimulos neuro-hormonales [5, 6].

La figura 1 muestra imagenes obtenidas en un microscopio
confocal donde se observa la localizacién transversal de los MLV's
en una arteria cerebral pequefia, cargada con el indicador de
Ca?* fluorescente Fluo-4. La contraccion ante diversos estimulos
(mecanicos, neuro-humorales y locales) y la relajacién (en la que
participa activamente la bomba SERCA) son determinadas por
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la concentracion del Ca** libre en el citoplasma ([Caz*]cyt) de los
MLVs, lo que regula de manera activa el didmetro de las arterias y
por lo tanto el flujo sanguineo.

3. Regulacion del Ca?** intracelular en los miocitos
lisos vasculares de las arterias de resistencia

El Ca** es un mensajero intracelular fundamental que participa
en la transduccion de diversas sefiales celulares, entre ellas, las
que participan en la contraccion vy la relajacion de los MLV [8].
El tono vascular estd determinado por el estado contrictil de los
MLVs dentro de la pared de los vasos sanguineos, el cual depende
de la [Ca*]_, en reposo, que en condiciones fisiolgicas se man-
tiene en el rango de 100 nanomolar (nM) [8, 9]. Por otra parte,
los incrementos globales de la [Ca*]_, en el rango de 0.2 a 0.8
micromolar (uM) inducen la contracciéon de los MLVs y la vaso-
constriccion arterial, mientras que la vaso-relajacion depende de
mecanismos que limiten la entrada de Ca** extracelular y que fa-
vorezcan la recaptura de Ca?* hacia los depdsitos intracelulares
para que la [Caz*]Cyt retorne a los valores de reposo [10].

En esta regulacién dindmica del Ca®* intracelular participan
diferentes proteinas, tales como: canales idnicos que permiten la
entrada de Ca** desde el medio extracelular o su liberacién de
los depositos intracelulares, localizados principalmente en el RS;
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bombas de Ca** que participan de manera activa en disminuir la
[Ca®]. 0 intercambiadores de Ca?*, como el intercambiador de
Na+/Ca* (NCX) de la membrana plasmatica (MP); proteinas que
amortiguan y almacenan el Ca** en los distintos compartimentos
subcelulares, y proteinas que participan en la transduccién de la
seial de Ca®* como mensajero intracelular [10, 12-14]. Entre los
canales ionicos que se sitian en la MP de los MLV se encuentran
los canales de Ca** dependientes de voltaje tipo L (LTCCs) cuya
subunidad alC formadora del poro del canal es Ca, 1.2; los cana-
les de Ca* dependientes de voltaje tipo T (TTCCs) cuya subuni-
dad alH formadora del poro del canal es Ca, 3.2, aunque también
se ha reportado Ca, 3.1;los canales de K* de alta conductancia de-
pendientes de Ca* y voltaje (canales BK , conformados por dos
subunidades a y hasta 4 subunidades f1-4); los canales de K* de
baja conductancia (SKCa), asi como la bomba ATPasa de Ca** de
la membrana plasmatica (PMCA). Por otra parte, en la membra-
na del RS se localizan el canal de Ca** intracelular conocido como
receptor de Rianodina (RyR), el receptor de 1,4,5 trisfosfato de
inositol (IP,R), y la bomba ATPasa de Ca** del reticulo sarco/en-
doplasmico (bomba SERCA) [10, 12-14]. Cualquiera alteracion
en la expresion o actividad de estas proteinas puede favorecer una
vasoconstriccion anormal y promover la incidencia de accidentes
cerebrovasculares en patologias como la hipertension [13, 14].

4. Participacion del Ca’* en la contraccion y la relajacion
de los miocitos lisos vasculares

El aumento en la presion intravascular (en el rango de 10 a 80
mmHg) promueve la respuesta miogénica arterial, la cual induce
la despolarizacién de los MLVs por activar principalmente al ca-
nal receptor de potencial transitorio 6 de la subfamilia C (TRPC6)
[15]. Esta despolarizacion incrementa la probabilidad de apertura
de CaV1.2y el influjo de Ca?*. El Ca®* que participa en la contrac-
cién también puede provenir de los reservorios intracelulares en
el RS mediante: 1) la participacion de receptores de siete pases
transmembranales acoplados a proteinas G heterotriméricas
(GPCRs), los cuales activan a la fosfolipasa C. Esta enzima genera
diacilglicerol (DAG) y el segundo mensajero IP,, cuya uni6n a su
receptor, el IP,R, produce la liberacién de Ca®* del RS; 2) la acti-
vacion del RyR, y 3) el mecanismo de entrada de Ca* inducido
por el vaciamiento de los depdsitos intracelulares de Ca** (cono-
cido también como SOCE, por Store-Operated Ca’* Entry), lo que
provoca la agregacion de mondmeros de la molécula de interac-
cion del estroma 1 (STIM1) en la membrana del RS, reclutando al
canal de Ca?* activado por la liberacién de Ca?* intracelular tipo
1 (ORAIIL) en la membrana plasmatica, y permitiendo la entrada
de Ca** al citoplasma. De hecho, diversas fuentes de Ca?* pueden
estar involucradas en promover la contraccién, dependiendo del
mecanismo de excitacion [13, 14].

El incremento en la [Ca™] " activa a la maquinaria contractil
de los MLVs, lo que reduce el lumen de las arterias (fenémeno
conocido como vasoconstriccion), e incrementa la resistencia
vascular. La contraccion de los MLV se induce cuando el Ca** se
une a la proteina calmodulina (CaM) que cuenta con cuatro do-

minios estructurales con alta afinidad por este catiéon (manos EF).
El complejo Ca-CaM activa a la subunidad catalitica de la cinasa
de la cadena ligera de la miosina (MLCK), que como su nombre
lo indica, fosforila a la miosina de 20 kDa (MLC) en la serina
19 (Ser19). Esta fosforilacion induce un cambio conformacional
en el dominio globular de la miosina que aumenta su actividad
ATPasa y le permite interaccionar con la actina para fungir como
un motor molecular [13, 14]. Asi, la proteina transductora de los
incrementos de la [Ca*]_, que activa a la maquinaria contractil
en el musculo liso es la CaM, a diferencia del musculo estriado en
donde esta funcidn la hace la troponina C.

Para que ocurra la relajaciéon es necesario que disminuya la
[Ca*]_, por la actividad de las bombas, principalmente la PMCA
y la SERCA, asi como en menor proporcion por la accion del
NCX; esto desactiva ala MLCK y permite que la MLC sea desfos-
forilada por la fosfatasa de la cadena ligera de la miosina (MLCP)
lo que conduce al desacople de la actina-miosina y favorece la re-
lajacién [16]. De manera interesante, la contracciéon de los MLV's
puede ser inducida por mecanismos independientes de Ca** que
mantienen a la MLC fosforilada. Existen dos vias implicadas prin-
cipalmente, la via de fosfolipasa C (PLC)-DAG proteina cinasa C
(PKC), y la via de RhoA-Rho cinasa (ROCK). En el caso de la via
que involucra a la PKC, ésta fosforila al inhibidor especifico de la
MLCP (CPI-17), favoreciendo su union a esta fosfatasa e inhibi-
endo su actividad. La PKC adicionalmente fosforila a proteinas
de unién a actina, como la calponina y la CaM, que promueven la
interaccién actina-miosina [17,18]. En el caso de la via de ROCK,
posterior a la activacion de los GPCR se promueve la activacion
de la proteina G pequena RhoA, que activa a la cinasa ROCK
quien también inactiva a la MLCP lo que provoca la contraccion
sostenida. Asi mismo, ROCK fosforila a CPI-17, favoreciendo su
union a la MLCP e inhibiendo su actividad [17, 18].

El incremento en la [Ca*]_ también induce un aumento en la
actividad de la bomba SERCA encargada de recapturar el Ca** del
citoplasma hacia los depdsitos intracelulares. A su vez, el incre-
mento momentdneo en el nivel de Ca** del lumen del RS, activa
grupos de RyRs de una forma rédpida y momentanea generando
liberaciones locales y transitorias de Ca** hacia el citoplasma, cono-
cidas como chispas de Ca*, las cuales a su vez activan directa-
mente a los canales BK _, y éstos generan corrientes salientes tran-
sitorias y espontaneas de K* (o STOCs por sus siglas en inglés) que
reducen la probabilidad de apertura de los LTCCs, dando como
resultado la disminucion de la [Ca*]_, y la relajacién del musculo
liso [7,13,19,20]. Este proceso se esquematiza en la figura 2.

La existencia de posibles liberaciones de Ca** locales y transi-
torias fue propuesta en 1986 por Benham y Bolton, al registrar los
STOC:s [21]. Con la introduccién de la microscopia confocal y la
sintesis de indicadores de Ca** que emiten luz en el rango visible fue
posible visualizar y registrar por primera vez estos eventos de Ca**
en MLVs, eventos a los que se les denomind chispas de Ca** [7].
Estudios posteriores determinaron que las chispas de Ca?* ocurren
en sitios restringidos dentro de la célula, denominados sitios de
descarga frecuentes, localizados generalmente en el nanodominio
entre la MP y el RS enriquecido con RyRs [22] (Figura 2).

Los MLVs expresan las tres isoformas conocidas de los RyRs
(RyR1, RyR2 y RyR3), las cuales se distribuyen diferencialmente
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Figura 2. Participacion del Ca* en la contraccion y relajacion de los MLVs. El aumento de la presion intravascular despolariza a los MLVs promo-
viendo la apertura de CaV1.2 y el influjo de Ca** en la membrana plasmdtica (MP) lo que incrementa la [Ca**] | e induce la contracci6n. Este aumento
en la [Caz*]m también activa a las isoformas de la bomba SERCA, SERCA2a y SERCA2b, que recapturan el Ca** hacia los reservorios intracelulares
localizados principalmente en el reticulo sarcoplasmico (RS). El aumento del nivel de Ca** del RS promueve la activacién de grupos de receptores de
rianodina (RyRs), que generan incrementos locales y transitorios de Ca?* conocidos como chispas de Ca?*. Las chispas que se producen en la region
subplasmalemal, en el nanodominio de MP-RS, activan a los canales de K* dependientes de Ca** y de voltaje de conductancia grande de la MP (o cana-
les BK ) generando corrientes de K* transitorias y espontdneas conocidas como STOCs, lo que induce la hiperpolarizacién de la MP. Esto disminuye
la probabilidad de apertura de CaV1.2 y la [Ca*]_, lo que favorece la relajacion. Imagen elaborada con BioRender.com.

entre los diferentes compartimentos subcelulares. Por ejemplo,
en los MLVs de arterias cerebrales se ha reportado que el RyR1
se localiza principalmente en el citoplasma de las células, region
conocida también como extraperinuclear, y en menor proporcién
entre las zonas superficial o subplasmalemal (o nanodominio
MP-RS) y perinuclear. Por otra parte, el RyR2 es la isoforma mas
abundante en estas células y se localiza predominantemente en
el nanodominio MP-RS, seguido por la regién extraperinuclear
y en menor proporcion en la perinuclear. Por tltimo, el RyR3 se
encuentra distribuido predominantemente en la region extraperi-
nuclear y perinuclear y esta practicamente ausente en la subplas-
malemal [23]. La relevancia funcional de la distribucion subcelu-
lar diferencial de las isoformas del RyRs en los MLV's no se conoce
a detalle. Lo que sabemos es que las isoformas involucradas en la
generacion de las chispas de Ca®* son el RyR1 y el RyR2, mientras
que el RyR3 no contribuye de manera significativa [20].

Las chispas de Ca** se estudian mediante el analisis de sus
propiedades espaciotemporales, como la frecuencia (eventos/s),
la duracién (ms), el tamafio (um), el tiempo de subida al pico
(ms) y la amplitud (en unidades de fluorescencia maxima respec-
to a una fluorescencia basal) que dependen del nimero de RyR en
los grupos o clusteres y de su probabilidad de apertura. La acti-
vidad de los RyRs se encuentra regulada por Ca’* (tanto del lado
citoplasmatico como del luminal), por modificaciones post-tra-
duccionales (fosforilacion, oxidacion, y nitrosilacion, entre las
mas importantes) y por proteinas accesorias (localizadas tanto del
lado citoplasmatico como del luminal). En el lado citoplasmatico
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encontramos a las proteinas de la familia de inmunofilinas de 12
y 12.6 kDa (FKBP12 y FKBP12.6), a la CaM, y la sorcina, que
al interactuar con el RyR pueden estabilizar su estado cerrado,
mientras que su disociacion, conduce al incremento en la pro-
babilidad y duracién de apertura del canal i6nico, incidiendo en
cambios en las propiedades espaciotemporales de las chispas de
Ca?* en los MLVs [24-26].

Por otra parte, la fosforilacién del RyR por PKA/PKG incre-
menta la frecuencia de las chispas de Ca* y la actividad de los
STOCs aumentando la vaso-relajacién [27]; mientras que ac-
tivadores de la PKC reducen la frecuencia de las chispas de Ca**
y de los STOCs, disminuyendo la vaso-relajacion [28]. Adicio-
nalmente, la participacién de las chispas de Ca?* en inducir va-
so-relajacion se ha demostrado con inhibidores farmacolégicos
de los RyRs, que bloquean estas liberaciones locales de Ca** y a
los STOC:s asociados, disminuyendo el didmetro arterial [7, 29,
30]. Sin embargo, es importante enfatizar que también se ha re-
portado una correlacion directa entre el contenido de Ca** del RS
y la actividad de la bomba SERCA, con la frecuencia y amplitud
de las chispas de Ca** [31-33], lo que hace relevante determinar
como se regula la expresion y actividad de la bomba SERCA en
los MLVs.
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5. Participacion de la bomba SERCA en el amortiguamiento
del Ca** en el nanodominio MP-RS en los MLV's

La idea de que en los MLV existe un sistema de amortiguamien-
to superficial de Ca**, en donde recientemente se determiné que
participa la bomba SERCA, surgié a partir de las observaciones
iniciales de Devine y cols., quienes en 1972, demostraron median-
te microscopia electronica de barrido la existencia de regiones del
RS superficial muy cercanas a la MP, especialmente en las zonas
de las caveolas [34]. En esta region, también conocida actual-
mente como subplasmalemal o nanodominio MP-RS (Figura 2),
el RS superficial se encuentra a una distancia de entre 10 hasta
100 nm de la MP y desempeiia un papel esencial en la regulaciéon
de la [Ca™]_, debido a la localizacién preferencial de proteinas
de transporte de Ca?* en este nanodominio, entre ellas la bom-
ba SERCA [20, 34, 35]. El nanodominio MP-RS tomo relevancia
funcional con los experimentos de Van Breemen, quien, usando
anillos de aorta de conejo, analizé la contraccién inducida por
noradrenalina o por alto K* y observoé que la adicion de cloruro de
lantano (para bloquear a los canales de Ca?*), durante o posterior
a la aplicacién de la solucién despolarizante, le permitia regular
el influjo de Ca* y la contraccion [36]. Van Breemen también ob-
servo una disociacion entre la velocidad del influjo de *Ca** y
la contracciéon del musculo liso y propuso que el Ca** extracelu-
lar inicialmente incrementaba el nivel de este cation en la region
subplasmalemal y posteriormente en la region citopldsmica [36].
Esta idea de Van Breemen recibi6 el nombre en inglés de super-
ficial buffer barrier o barrera superficial amortiguadora de Ca** y
aunque no se menciono de manera explicita, ésta requiere la par-
ticipaciéon fundamental de la bomba SERCA. Esta hipdtesis plan-
ted la existencia de dominios de Ca** funcionales dentro de los
MLVs, en donde se podian reconocer 1) un dominio contractil,
que abarca la mayor parte del citoplasma y, 2) un nanodominio
subplasmalemal, conformado por el citoplasma entre el RS yla MP,
este ultimo dominio frecuentemente puede llegar a tener la misma
[Ca*], Y incluso mayor que la que presenta el dominio contractil,
sin participar en la contraccién. El gradiente de [Ca*]_ que se es-
tablece entre ambos dominios desempefia un papel esencial en la
captacién de Ca** hacia el RS y la atenuacion de la [Ca*]_, en
la region profunda del citoplasma, debido a la difusién restringida
de Ca?* [35, 37].

Esta teoria considera la existencia de una superficie fenestra-
da del RS muy cercana a la MP (RS subplasmalemal o superficial)
en donde parte del Ca?* entrante es efectivamente extruido por la
PMCA y el NCX antes de llegar al mioplasma profundo. En ese
nanodominio de MP-RS, el Ca** también es recapturado por la
bomba SERCA directamente al RS superficial que actia entonces
como una barrera limitante al influjo de Ca*, de manera que la
contraccion solo ocurre si el Ca** entrante llega al citoplasma pro-
fundo donde se encuentran los miofilamentos de actina-miosina
activados por el complejo Ca/CaM, pero no por el Ca** en el nano-
dominio MP-RS [38, 39]. También predice que es posible disociar
temporalmente la seflal del influjo de Ca** con el desarrollo de la
fuerza contractil; experimentalmente es apoyada por la obser-
vacién de que la salida de Ca** del SR estimula la contraccion antes

que el influjo de Ca** via los LTCCs, retrasando y reduciendo el
desarrollo de la fuerza contractil por el influjo de Ca** [40]. Esta
teoria resalta la participacion de la bomba SERCA y del RS su-
perficial en el control de la [Ca*]_ yla actividad contractil [41].

La contribucién de la bomba SERCA ala carga de Ca** del RS,
la generacion de las chispas de Ca?* y la vaso-relajacion estd res-
paldada por los resultados obtenidos en MLV del ratén transgé-
nico deficiente de fosfolamban (PLN), proteina que regula la acti-
vidad de la bomba SERCA, en donde se observaron aumentos en
la carga de Ca** luminal, en la frecuencia de las chispas de Ca** y
en los STOCs en MLVs de arterias cerebrales [32]. Ademads, la in-
hibicién farmacolégica de los RyRs y la bomba SERCA inhibe la
generacion de chispas de Ca*" y de STOC:s al reducir el contenido
de Ca?" del RS [7, 29].

Recientemente, un trabajo realizado en nuestro laborato-
rio nos permiti6é obtener datos experimentales que sustentan la
existencia de esta barrera superficial amortiguadora de Ca*" en
los MLVs de arterias mesentéricas. Demostramos que la bomba
SERCA limita la entrada de Ca** extracelular en MLV de arterias
mesentéricas, incluso en condiciones en donde el influjo de Ca*
puede estar exacerbado debido a un incremento en la expresion
de Ca, 1.2, inducido por aldosterona, una hormona mineralocor-
ticoide asociada a la hipertension [42].

Todas estas observaciones apoyan la teoria del amortigua-
miento superficial del Ca** en los MLVs y permiten postular a la
bomba SERCA como parte de la unidad funcional que regula la
[Ca?]_,. Adicionalmente, nos permiten postular a la bomba SER-
CA como proteina clave en la recaptura de Ca** hacia los reservo-
rios localizados en el RS superficial y un componente critico en la
modulacién de la frecuencia de las chispas de Ca** y los STOCs
que impactan directamente en la vaso-relajacion [20, 42].

6. La bomba SERCA del musculo liso vascular:
caracteristicas y subtipos

La bomba SERCA es una de las proteinas clave en la homeosta-
sis del Ca** intracelular de los MLVs; participa principalmente
en: 1) restaurar los reservorios de Ca** del RS, necesarios para la
contraccién dependiente de los GPCRs; y aunque parezca contra-
dictorio 2) favorecer la relajacion, mediante la generacion de las
chispas de Ca®* y el mantenimiento de la [Caz*]cyt basal. La bomba
SERCA transporta al Ca** desde el citoplasma hacia el lumen del
RS en contra de su gradiente de concentracion, por lo que utili-
za la energia de la hidrdlisis de ATP para disminuir la [Ca*]_ .
Por cada molécula de ATP hidrolizada, transporta dos iones Ca**,
manteniendo una diferencia de 10,000 veces entre la [Ca**]_ " (que
se encuentra en el rango de nM) y la [Ca**] en el lumen del RS (en
el rango de alto M) en condiciones de reposo [43, 44].

Las bombas SERCA forman parte de la familia de las ATPa-
sas de tipo P, por su capacidad de auto-fosforilarse en el residuo
de acido aspartico 351 (Asp351); esta propiedad la utilizan para
bombear Ca’* al alternar la afinidad y accesibilidad de los sitios de
union a este cation.
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En los mamiferos se han identificado tres genes: ATP2A1, AT-
P2A2y el ATP2A3, que codifican hasta doce isoformas de la bomba
SERCA mediante la edicién y maduracion diferencial de los mR-
NAs codificantes, mecanismo conocido como splicing alternativo
[45]. El gen ATP2A1 genera las isoformas SERCAla y SERCALIb.
Esta tltima se expresa durante las primeras etapas del desarrollo
fetal y su expresion se va sustituyendo por la isoforma SERCAla
durante el crecimiento del feto. La bomba SERCAla se expresa
principalmente en el musculo esquelético de contraccidn rapida,
y también se ha reportado su presencia en el corazén, pero no de
forma predominante [45]. El gen ATP2A2 genera cuatro isofor-
mas: SERCA2a, SERCA2b, SERCA2¢ y SERCA2d. SERCA2a se
expresa principalmente en musculo cardiaco y en menor medida
en musculo esquelético y liso. SERCA2b se expresa de manera ubi-
cua. SERCA2c se encontr6 principalmente en corazon. Por dltimo,
SERCA2d es la isoforma menos estudiada ya que su existencia
como proteina endégena no esta bien establecida. Finalmente, el
gen ATP2A3 produce seis isoformas por el mecanismo ya men-
cionado de splicing alternativo, dando lugar a la familia de SERCA
mas grande conocida: SERCA3a, SERCA3b, SERCA3c, SERCA3d,
SERCA3e, SERCA3(. Se ha determinado que SERCA3a, SERCA3d
y SERCA3f se expresan de manera ubicua y muy frecuentemente
se co-expresan con SERCA2b en un grupo selecto de células o te-
jidos como el del colon, epitelio gastrico, endotelio vascular, célu-
las B-pancredticas, y de Purkinje. Sin embargo, a pesar de que si es
posible detectar mRNA de estas isoformas, muchas veces su ex-
presion proteica es baja e incluso indetectable [45, 46].

Estructuralmente la bomba SERCA estd constituida por una
sola cadena polipeptidica de ~1000 residuos de aminoacidos
(aa’s) y tiene una masa molecular aproximada de 110 kDa. La
primera estructura terciaria reportada fue la de SERCAla, que
se purificé a partir de musculo esquelético de conejo, en el 2000
[43]. Esta isoforma se ha usado para estudiar a detalle su me-
canismo de accién, el cual comparte en gran medida con las otras
isoformas, debido a su alta homologia. En la SERCAla se deter-
minaron cuatro dominios, tres de los cuales se encuentran en la
region citoplasmatica y constituyen la parte superior de la enzi-
ma: el dominio de unién a nucleétido (N), el dominio acciona-
dor (A), y el dominio de autofosforilacién (P), que contiene el aa
auto-fosforilable (Asp351), el residuo de aa que coordina el Mg**
(Asp703) y otros residuos de aa’s de gran relevancia para las AT-
Pasas de tipo P [43]. El cuarto dominio es el transmembranal que
en la mayoria de las isoformas de SERCA consta de diez a-hélices
transmembranales (M1-M10); siendo la excepcién la SERCA2b
que cuenta con once a-hélices transmembranales (M1-M11) y un
asa luminal adicional, la cual incrementa su afinidad por el Ca** y
reduce la velocidad maxima de recambio [44, 47]. En la SERCA1la
hay dos sitios de unién a Ca?* ubicados subsecuentemente, en la
interfase de la membrana del RS. Uno de los sitios de unién a Ca**
estd ubicado en un drea rodeada por las hélices M5, M6 y M8,
mientras que el segundo sitio estd en la hélice M4, parcialmente
desenrollada que proporciona tres carbonilos de la cadena princi-
pal para la coordinacion del Ca?* [43, 48, 49].

Debido a su alta homologia estructural, estos dominios tam-
bién estan presentes en SERCA2a y SERCA2b (Figura 3). Es-
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tas dos isoformas se diferencian entre si por la cantidad de aa’s
que las codifican: la SERCA2a consta de 997 ad’s, mientras que
la SERCA2b contiene 1042 aa’s en su secuencia. Ambas isofor-
mas presentan una identidad muy alta, ya que los primeros 993
aa’s son iguales en ambas, mientras que los dltimos cuatro aa’s
de SERCA2a son sustituidos por 49 aa’s en SERCA2b [50]. Estos
aa’s adicionales en la region C-terminal de SERCA2b le generan
un bucle citosolico extra entre las hélices transmembranales 10 y
11 (L10/11; aa’s de 994 a 1012), una hélice transmembranal extra
(M11; de los aas 1013 a 1030) y una cola de extensién luminal
(LE; aa’s 1031 a 1042), lo que le confiere propiedades funcionales
intrinsecas, debido a las interacciones que se generan con el resto
de la proteina [47] (Figura 3). Por ejemplo, la Phe1018 de la M11
interacciona mediante fuerzas de Van der Wals con el Trp927 del
bucle citosdlico 8/9. Ademas, la Val1029 de M11 tiene interac-
ciones con Leu967, Leu970 y Lys971 de M10 [51]. Mediante anali-
sis de crio-microscopia electrénica, el grupo de Zhang y colabora-
dores identificaron un acercamiento importante de LE hacia M7,
promoviendo interacciones con el bucle luminal formado entre
M7 y M8 (L7/8) [47]. Por lo que M11 y LE estan desempefiando
un papel importante en la estabilizacion de los estados conforma-
cionales de labomba SERCA2b, lo que genera propiedades cinéti-
cas diferentes en esta isoforma respecto a las otras que carecen
de estas dos extensiones estructurales. En andlisis funcionales, el
grupo de Inoue y colaboradores reporté una disminucién de 2.3
vecesenlaV_ de SERCA2b con respecto ala de SERCA2a (SER-
CA2b=1.8x102min"'y SERCA2a=4.2 x 102 min"), y también
observaron un decremento en la Kd para la unién a Ca®* en SER-
CA2b (0.21 uM) respecto a la de SERCA2a (0.35 uM). Por lo que,
SERCA2b presento una actividad menor de ATPasa con una afi-
nidad mayor por Ca**, lo que le confiere propiedades enzimaticas
diferentes, a pesar de compartir una secuencia aminoacidica casi
idéntica con la SERCA2a [51]. Interesantemente, cuando a SER-
CA2a se le adiciond exdgenamente un péptido sintético que emu-
la al fragmento LE de la SERCAZ2Db, éste inhibi6 la actividad ATPa-
sa de la SERCA2a e increment? su afinidad por el Ca*, sugiriendo
que el fragmento LE es capaz de interactuar directamente con la
SERCA2ay es un modulador crucial de su afinidad por Ca** [52].
Por otro lado, la afinidad de las isoformas de SERCA3 por Ca**
es mucho menor que la de SERCA2b y hasta diez veces mas baja
que la de SERCA1a; sugiriendo que las isoformas de SERCA3 se
activan solo a [Ca®]_ muy elevadas; sin embargo, presentan una
velocidad de recambio mas rdpida (alrededor de 100 s™) [45,50].
En el sitio web de Protein Data Bank (PDB, www.rcsb.org) se
pueden contabilizar tres estructuras terciarias de la SERCA2a,
una corresponde a la isoforma de humano (7BT2) [44], mientras
que las otras dos se obtuvieron de la isoforma de corazdén de cerdo
(5MPM, y 6HXB) [53]. En el caso de SERCA2D, se pueden encon-
trar catorce estructuras proteicas provenientes de Homo sapiens
(6]JU, 5ZTF, 6LN5, 6LN6, 6LN7, 6LN8, 6LN9, 6LLY, 6LLE, 7E7S,
TW7T, 7W7U, 7W7V,y 7TW7W)[47, 51, 54], las cuales presentan
los mismos dominios estructurales reportados para la SERCAla.
Precisamente, las isoformas predominantes en los MLV's son
SERCA2a y SERCA2b, siendo la SERCA2b la que se expresa ma-
yoritariamente en estas células (Tabla 1). También en cultivos
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Figura 3. Estructura de las isoformas de la bomba SERCA2a y SERCA2b. Las isoformas SERCA2a y SERCA2b son las mas abundantes en el musculo
liso vascular. Estructuralmente ambas isoformas cuentan con cuatro dominios; de los cuales tres son citoplasmaticos, denominados: 1) dominio de
unién a nucledtido (N), 2) dominio de fosforilacion (P) y 3) dominio accionador (A). El cuarto dominio esta embebido en la membrana del RS y esta
constituido de diez hélices transmembranales (M1-M10) en la SERCA?2a (izquierda) y de once (M1-M11) en la SERCA2b (derecha). La cadena poli-
peptidica de la SERCA2a esta constituida de 997 residuos de aa’s (Uniprot ID: P16615-2) mientras que la de SERCA2b cuenta con 1042 aa’s (isoforma
candnica P16615-1). Ambas isoformas comparten una identidad muy alta (99.6%) debido a que los primeros 993 aa’s son idénticos. Los aa’s adiciona-
les en SERCA2b se encuentran en la region C-Terminal y comprenden 49 residuos que forman un bucle citosdlico extra entre las hélices transmembra-
nales 10 y 11 (L10/11), una hélice transmembranal extra (M11) y finalmente una extension luminal (LE). Estructuras obtenidas en Protein Data Bank
(PDB), para SERCA2a corresponde al PDB ID: 7BT2 [44] y para SERCA2Db corresponde al PDB ID: 6LLY [47].

primarios de MLV de aorta toraxica de rata se detecté SERCA3,
aunque en una cantidad muy baja en comparacién con la SERCA2a
y SERCA2b [55]. En ese mismo trabajo se reporto la expresion
diferencial de SERCA2a (6%), SERCA2b (91%) y SERCA3 (3%), y
de manera interesante, el tratamiento prolongado con tapsigargi-
na (TGN, 0.5 uM, 10 h), un inhibidor muy selectivo de las bombas
SERCA, indujo el vaciamiento de los reservorios intracelulares
de Ca?* del RS, e increment6 los niveles de mRNA de SERCA2b
(4 veces) y SERCA 3 (10 veces), sin alterar los de SERCA2a. Los
autores de este trabajo sugieren que el aumento en los niveles ci-
toplasmaticos de Ca?* induce la expresion de la bomba SERCA
[55]. Sin embargo, se desconoce el mecanismo molecular que
promueve la expresion especifica de una isoforma proveniente
del mismo gen ATP2A2 (en este caso SERCA2b) y no de la otra
(SERCA2a).

Con respecto a la distribucion subcelular de las isoformas de
SERCA que se expresan en MLVs se sabe muy poco. Un trabajo
realizado en MLVs de arteria pulmonar mostrd una localizacion
subcelular diferencial de SERCA2a y SERCA2b, que se relaciond
con una segregacion funcional del Ca** que se puede liberar del RS.

La SERCA2b se localizé principalmente en la region subplasmale-
mal, en el nanodominio MP-RS (~72 %); mientras que la SERCA2a
se restringio a la region perinuclear (~90 %); por lo que se propuso
que tal segregacion confiere la posibilidad de que las reservas de
Ca?* del RS se movilicen de manera estimulo-especifica [58].

Por otra parte, en aortas del ratén transgénico deficiente en
SERCA2a y que solamente expresaba SERCA2b (SERCA2b/b) de-
terminaron que la contraccion inducida por fenilefrina fue mayor
en aortas del raton SERCA2b/b que en aortas del ratén control
(SERCA2a/b), atin en condiciones en las que se bloqued el influ-
jo de Ca?* con diltiazem (antagonista de los canales de Ca®* pert-
eneciente a la subclase de las benzotiazepinas, que bloquea a los
LTCCs en estado de reposo). Este trabajo permitié postular que
la SERCA2b participa de manera importante en el mantenimiento
del acople entre la liberacién de Ca?* intracelular y la contraccién,
lo que coincide con las diferencias en la localizacién subcelular en-
tre SERCA2a y SERCA2b [50].

La actividad de la bomba SERCA también esta regulada prin-
cipalmente por dos proteinas accesorias, fosfolamban (PLN) y
sarcolipina (SLN), ambas altamente conservadas en los vertebra-
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Tabla 1. Isoformas de SERCA en diferentes tipos de arterias, asi como la técnica utilizada para detectarlas.

Tipo de arteria Isoformas de SERCA Método de deteccion Referencia
que expresa
SERCA2a
Aorta SERCA2b Inmunohistoquimica, qPCR, WB [50, 55-57]
SERCA3
SERCA2a . ;.
Arteria pulmonar SERCAZb Inmunohistoquimica, JPCR, WB [58]
SERCA2a
Arteria mesentérica SERCA2b Inmunotinciones [59]
) . SERCA2a Inmunotinciones
Arteria cardtida SERCAZ2b WB [60]
Arteri . SERCA2a Inmunotinciones
rteria mamaria [61]
SERCA2b WB
SERCA2
Arteria femoral SERCA3 WB [57]
WB
Arteria cerebral SERCA2 gPCR [62]

dos. PLN se expresa principalmente en musculo cardiaco y tam-
bién en musculo liso, mientras que SLN se expresa en musculo
esquelético [63]; sin embargo, salvo por el trabajo de Wellman
y colaboradores [32], en el cual la eliminacién genética de PLN
aumento la frecuencia de las chispas de Ca** en MLVs, poco se
sabe acerca de como estas proteinas regulan especificamente la
actividad de las bombas SERCA que se expresan en estas células,
por lo que son tema actual de estudio.

Se ha determinado que la SERCA2 de MLV, también se puede
activar por sefalizacion redox, mediante la cual el 6xido nitrico
y el anién superdxido forman peroxinitrito, que favorece la acti-
vacion de la SERCA2b por la S-glutationilacion reversible de la
cisteina 674 (Cys674), resultando en la relajacién arterial [64]; sin
embargo, hacen falta mas estudios para determinar los mecanis-
mos moleculares involucrados en la regulaciéon de la expresion
y actividad de las isoformas de SERCA en MLVs y los cambios
que se pueden presentar en estas proteinas, en algunas patologias
vasculares.

7. Alteraciones en la expresion y funcion de la bomba
SERCA en algunas patologias vasculares presentes
en la era post-Covid

La disrupcion de la homeostasis del Ca** intracelular se asocia
con una gran variedad de patologias que afectan la funcién vascu-
lar, como en la hipertension, la diabetes y la obesidad; estas ulti-
mas relacionadas con una mayor incidencia de COVID-19 grave.
En el caso particular de la bomba SERCA, no existe informacion

acerca de cdmo la infecciéon con SARS-CoV-2 podria afectar la
expresion o actividad de la bomba SERCA, lo cual valdria la pena
estudiarse en un futuro proximo.

En el caso de patologias relevantes para el desarrollo de
COVID grave como la hipertension, se sabe que la desregulacién
enla [Ca*]_ s asocia con el incremento en el tono miogénico ar-
terial. Por lo que varios grupos de investigaciéon se han enfocado
en estudiar los cambios en la expresion y actividad de la bomba
SERCA relacionados con esta patologia.

En este sentido, Levitsky y colaboradores observaron ligeros
incrementos en la actividad y densidad de la bomba SERCA en
aorta toracica de ratas espontaneamente hipertensas (SHR) con
respecto a las de las ratas normotensas Wistar Kyoto (WKY),
mientras que en aortas abdominales de ratas SHR se encontr6 un
incremento en el nivel del mRNA de las isoformas de la bomba
SERCA2a y SERCA2b en comparacién con las WKY [56]. Adi-
cionalmente, en MLVs cultivados de aortas obtenidas de ratas
macho SHR se observé un aumento en los niveles del mRNA de
la bomba SERCA2 con respecto a los cultivos obtenidos de ratas
WKY [65].

Por otra parte, Zulian y colaboradores proporcionaron eviden-
cia de incrementos en la expresion proteica de la bomba SERCA2
en MLVs de arterias mesentéricas de ratas de la cepa con hiper-
tension de Milan (un modelo de hipertensién en humanos) en
relacién con las de su contraparte normotensas [66].

También se han reportado alteraciones en la actividad y ex-
presion de la bomba SERCA en MLVs en modelos de animales
con diabetes dislipidémica. Mds especificamente, Hill y colabora-
dores, utilizando MLVs de arterias coronarias de cerdos macho de
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Yucatan a los que se les indujo un estado diabético con aloxano
y alimentacion rica en grasas y colesterol (diabetes dislipidémi-
ca), reportaron cambios importantes en la capacidad amortigua-
dora del RS, que se observd incrementada debido al aumento
de la expresion de la bomba SERCA2 [67]. En el mismo modelo
de cerdos diabéticos y dislipidémicos, Witczak y colaboradores
identificaron un incremento en los niveles de expresion de la
isoforma SERCA2b en arterias coronarias, que no fue suficiente
para compensar el incremento en el influjo de Ca** inducido por
despolarizacion, ya que los niveles de [Ca*]_ basales se encon-
traron aumentados [68]. Interesantemente, el ejercicio previno el
incremento en los niveles de expresion de la bomba SERCA2b y
permitié recuperar la [Ca*]_ basal en las arterias coronarias de
los cerdos diabéticos y dislipidémicos [68].

Por otra parte, en ratas de la cepa Sprague-Dawley con diabetes
mellitus tipo 1 (DM1) inducida con estreptozotocina (STZ) y ratas
de la cepa Wistar Bio-Breeding (DR-BB) a las que se les indu-
jo diabetes usando el anticuerpo monoclonal anti-RT6, Searls y
colaboradores identificaron una disminucién del 48% en la expre-
sion de la bomba SERCA2 y un 52% de SERCA3 en MLVs de aortas
de estas ratas DR-BB en comparacion con las no diabéticas, estos
resultados fueron similares a los obtenidos en MLV's de arterias fe-
morales [57]. Contrario a estos resultados, en aortas de ratas dia-
béticas generadas con STZ no encontraron cambios en la expresion
de la bomba SERCA2 en MLVs de aortas, en comparacién con los
controles; en cambio, en las arterias femorales si se observé una
reduccion del 32% de la expresion de la bomba SERCA2 [57], por
lo que el efecto de la DM1 en la expresion de la bomba SERCA que
se expresa en MLV de diferentes tipos de musculo liso vascular no
es consistente y se requiere mas investigacion al respecto.

En modelos de ratas obesas no se han reportado cambios en
la expresion de la bomba SERCA en tejidos vasculares, a pesar
de que existe evidencia de un deterioro en el manejo de Ca*" in-
tracelular en los MLVs [69-71]. Mas especificamente, en aortas
de ratones C57BL/6] con obesidad inducida por dieta [71], asi
como en MLV cultivados de aortas de ratas Zucker obesas [70],
se observo un incremento en la oxidacion de SERCA en la Cys614
y esta oxidacion irreversible bloquea la S-glutationilacién de este
residuo, disminuyendo la actividad de la bomba SERCA [71].

Adicionalmente, en ratas Wistar macho que recibieron una
dieta alta en sal (4% NaCl durante seis semanas) se reportd una
disminucién en la expresion de SERCA2 y SERCA3 en homog-
enados de aorta, lo que disminuy6 la respuesta contréctil a fe-
nilefrina y a cafeina en ausencia de Ca*" extracelular, y redujo
el contenido de Ca*" de los reservorios intracelulares sin alterar
la vasoconstriccion inducida por despolarizacion con alto K*, o
por fenilefrina en presencia de Ca** externo [72]. Los autores de
este trabajo demostraron que la ingesta elevada de sal disminuye
la expresion de la bomba SERCA en arterias, sin embargo, no
proponen un mecanismo molecular que pueda explicarlo [72].
Nuestro grupo de investigacion ha demostrado que en arterias
mesentéricas de rata tratadas por 24 horas con aldosterona induce
el incremento en la expresiéon de la bomba SERCA, lo que nos
permitié postular a la bomba SERCA como proteina clave en la
captacion de Ca?* hacia los reservorios localizados en el RS super-

ficial y un componente critico en la modulacién de la frecuencia
de las chispas de Ca** y los STOCs que impactan directamente en
la vaso-relajacion [42].

Por ultimo, con la idea de recuperar la actividad fisiologica de
la bomba SERCA en las condiciones patoldgicas, se han estudia-
do farmacos con efectos benéficos en el sistema cardiovascular
como el inhibidor del co-transportador de glucosa tipo 2, canagli-
flozina, que disminuye la hipercontractilidad vascular y la presion
arterial en hipertensos. En aorta de conejo, se propuso que es-
tos efectos benéficos son mediados por la bomba SERCA [73].
Al evaluar el posible mecanismo molecular de este farmaco, se
encontrd que la relajacion de arterias inducida por canagliflozina
involucraba la activacion de la bomba SERCA de la aorta, pero no
la de arterias mesentéricas de resistencia, lo cual deja abierto esta
area de investigacion para mas estudios.

8. Conclusiones

La evidencia experimental demuestra la importancia de la bomba
SERCA en los MLVs en condiciones fisiologicas y en patologias
asociadas a la disrupcion en la homeostasis del Ca** intracelu-
lar. Sin embargo, hasta la fecha no se ha descrito si la actividad o
la distribucién subcelular de las isoformas de la bomba SERCA
de los MLV de arterias de resistencia se modifica en patologias
vasculares asociadas a la obesidad, la diabetes y la hipertension.
Estas enfermedades se han visto relacionadas con una mayor in-
cidencia de COVID grave, por lo que consideramos que es muy
importante estudiarlo.
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