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RESUMEN

La sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno o ROS y el estrés oxidativo estan implicados
en la patogénesis de enfermedades cardiovasculares como la aterosclerosis, la hipertension y las
complicaciones vasculares en la obesidad y la diabetes mellitus. Una de las fuentes més importante
de ROS a nivel vascular es la NADPH oxidasa o Nox. En condiciones fisioldgicas, esta enzima

productora de superoxido (O,”) regula funciones vasculares clave como el tono vascular, el

crecimiento, la diferenciacion, la migracion y la proliferacion mediante la activacion de vias de
sefalizacion sensibles a redox. Sin embargo, en presencia de factores de riesgo cardiovascular
aumenta su actividad y la producciéon de ROS, contribuyendo a crear una situacion de estrés
oxidativo, que altera la funcién normal del endotelio y disminuye la produccién de 6xido nitrico
(NO), vasodilatador y protector vascular. La activacion de las vias de sefalizacion de la pared
vascular por ROS conduce a la produccion de fibrosis, remodelacion vascular e inflamacion que
aceleran el dafio vascular. Ademas, la sobreproduccion de O,” por las Nox produce la disfuncion de
otras enzimas vasculares, que van a aumentar aun mas la generacion de ROS y el estrés oxidativo
en los vasos sanguineos.

Los avances en la comprension de la complejidad del estrés oxidativo en la fisiologia y la patologia
y la senalizacion redox en el sistema vascular han aumentado el interés en relacion con las
posibilidades terapéuticas dirigidas a disminuir la produccion de las ROS. Tras el fracaso de las
terapias antioxidantes en la practica clinica, las NADPH oxidasas se han convertido en importantes
dianas terapéuticas para el desarrollo de inhibidores selectivos enzimaticos que frenen el estrés

oxidativo y disminuyan la produccion de ROS y asi prevenir eventos cardiovasculares.

Palabras clave: estrés oxidativo, especies reactivas de oxigeno, NADPH oxidasas, disfuncion

endotelial, hipertension, diabetes, obesidad, antioxidantes, inhibidores selectivos de Nox

INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

El oxigeno (O2) es una molécula abundante en los sistemas bioldgicos. Las células vasculares
obtienen energia mediante reacciones acopladas de oxidacion-reduccion (redox), en el proceso de
reduccion de oxigeno a agua (H20) durante la respiracion aerdbica. En este proceso el Oz es el

responsable de la formacion de especies reactivas de oxigeno o ROS, intermediarios de alta

reactividad con un electron desapareado.! El Oz en su estado fundamental se reduce a O,” al captar
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un electron, formando un radical muy inestable y de una semivida muy corta, que es reducido
rapidamente a perdxido de hidrogeno (H202), més estable y facilmente difusible a través de las
membranas celulares por la accion de la superdxido dismutasa (SOD) al captar otro electron y dos
hidrogenos. El H2Oz al captar otro electron forma el radical hidréxilo (‘*OH) altamente reactivo, que
se reduce a H,O. Las ROS mas importantes se pueden dividir en dos grupos: 1) Radicales libres
(con electrones desapareados) muy reactivos e inestables con una semivida corta como el Oz, OH
y el NO, 2) Especies no radicalarias mas estables, menos reactivas y con una semivida mas larga
como el oxigeno singlete ('O2 ), H202, acido hipocloroso (HCIO), peroxinitrito (ONOO-) e
hidroperoxidos lipidicos (LOOH).! Para neutralizar estas especies reactivas de oxigeno y mantener
el equilibrio redox, las células tienen dos mecanismos antioxidantes: 1) enzimdticos (la SOD
cataliza la dismutacion del O~ para formar H>O: ; la catalasa cataliza la reaccion de H2O2 a H2O y
02 y la glutation peroxidasa reduce el H2O2 y los perdxidos de los lipidos de las membranas a HO
y alcohol lipidico respectivamente) ; 2) no enzimaticos (glutation, ascorbato, y a-tocoferol) ©

A concentraciones fisioldgicas, las ROS actian como segundos mensajeros y modulan vias de

sefializacion sensibles a redox para regular diferentes funciones vasculares.! También intervienen
en muchos procesos fisioldgicos, como la defensa del huésped, la biosintesis de hormonas y la
respiracion.’ Los factores de riesgo cardiovascular como la hipertension, la hipercolesterolemia, la
diabetes mellitus, la obesidad y el tabaquismo estimulan la produccion de ROS en la pared vascular.
En estas circunstancias fisiopatoldgicas, se produce un exceso de ROS que puede desbordar la
capacidad de eliminacién de los sistemas antioxidantes de las células® y alterar las vias de
sefializacion celular, produciendo dafios vasculares.”

Este desequilibrio entre los mecanismos generadores de ROS y los sistemas antioxidantes
defensivos es lo que se conoce como estrés oxidativo. Una de sus principales consecuencias a nivel
vascular es la disfuncion endotelial y la disminucion de la biodisponibilidad de NO.!* Ademas de
producir dafio directo a lipidos, proteinas y ADN, proliferacion celular incontrolada, apoptosis,
muerte celular, inflamacion y remodelacion vascular. Por ello, el estrés oxidativo juega un papel
muy importante en el desarrollo de enfermedades cardiovasculares y es importante desarrollar
estrategias terapéuticas para minimizar la produccion excesiva de ROS y/o reforzar los sistemas de
defensa antioxidantes que mantengan el equilibrio redox con el fin de prevenir y/o tratar estas
enfermedades.”

Existen tres enzimas productoras de ROS que contribuyen de una manera importante en el estrés

oxidativo a nivel vascular y en el desarrollo de enfermedades cardiovasculares: NADPH oxidasa,
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xantina oxidasa (XO) y oxido nitrico sintasa endotelial desacoplada (eNOS).! Estas enzimas
promueven la produccién de ROS de forma considerable y estan implicadas en el desarrollo de la
disfuncién endotelial y el dafio vascular. De todas ellas, la NADPH oxidasa es la principal fuente de
ROS a nivel vascular y se ha demostrado que es la responsable de la disfuncion de la eNOS y la
XO, que van a aumentar alin mas la generacion de ROS vy el estrés oxidativo en los vasos (circulo
vicioso del estrés oxidativo). 12

La NADPH oxidasa es una enzima generadora de ROS que cataliza la reaccion de reduccion del O
a 02~ y/o H20: utilizando como donante de electrones el NADPH. Se identificd por primera vez en
las células fagociticas de la respuesta inmune innata y participa en la “explosion respiratoria”,
generando grandes cantidades de O2~ para destruir a los patdgenos invasores. Hasta hace unos afios
no se ha descubierto que las NADPH oxidasas estdn presentes en otros tipos de células no
fagociticas, a las que se les ha denominado NADPH oxidasas no fagociticas o familia NOX. Esta
familia estd formada por siete isoformas aunque solamente la Nox1, Nox2, Nox4 y Nox5 se
encuentran a nivel vascular en las células endoteliales, musculo liso y fibroblastos.! Estas isoformas
juegan un papel critico en el desarrollo de enfermedades cardiovasculares como ateroesclerosis,
hipertension y complicaciones vasculares en diabéticos! aunque también regulan funciones
fisiologicas vasculares clave como el tono vascular, el crecimiento, la diferenciacion, la migracion y
la proliferacion, como se vera mas adelante.

El resto de isoformas de la familia NOX intervienen en otros procesos fisiolégicos y no estan
relacionadas con el desarrollo de enfermedades cardiovasculares. La Nox3 se encuentra en el oido
interno y se encarga de la funcidn vestibular y DUOXI1 y 2 estan implicadas en la biosintesis de la
hormona tiroidea.

En situaciones fisioldgicas normales, las NADPH oxidasas presentan una actividad baja. Sin
embargo, en respuesta a la accion de diferentes estimulos de forma cronica (angiontensina II,
endotelina-1, citoquinas inflamatorias, shear stress (fuerzas de cizallamiento ejercidas por el flujo
sanguineo en el endotelio vascular), factores de riesgo cardiovascular como hipertension, LDL
oxidadas, hiperglucemia y tabaco) se rompe la homeostasis vascular y se produce una

sobreproduccion de Ox~ Esta situacion va a llevar al aumento de la produccion de ROS por la XO,

el desacoplamiento de la eNOS y la disminucién de la biodisponibilidad de NO en el endotelio, lo
que va a empeorar el estrés oxidativo y la funcion endotelial.

La eNOS es la enzima responsable de la produccion de NO en el endotelio,! en respuesta a la
acetilcolina, la bradicinina,la histamina,la sustancia P y el shear stress. E1 NO tiene un papel

protector vascular, ya que disminuye la agregacion plaquetaria y presenta propiedades
4
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antitromboticas y antiaterogénicas, ademas de Dominio reductasa
ser un potente vasodilatador, al activar la
guanilato ciclasa y aumentar los niveles de
GMPc, lo que produce la relajacion del musculo

liso vascular.? La disminucion de los niveles de

NO esta relacionada con la disfuncion endotelial
y enfermedades cardiovasculares?> La eNOS es Homodimero e

un homodimero que cataliza la transferencia de
Figura 1: estructura de la eNOS y mecanismo
electrones desde el NADPH a la FAD y FMN  catalitico. Adaptado de: Forstermann U, Miinzel T,

2006
del dominio reductasa hasta el hemo-férrico del

dominio oxigenasa, que se reduce y forma

Dominio reductasa ‘

hemo-ferroso, que se une al O.. La L-arginina se
oxida formando L-arginina hidroxilada. La BH4
dona un segundo electron y la L-arginina
hidroxilada se oxida a L-citrulina y *NO.!”-!8 La
BH4 queda oxidada y se forma el radical (BH3").

Durante la funcion catalitica normal, la eNOS se

Dominio oxigenasa

encarga de regenerar la forma oxidada de BHa4. 17
Sin embargo, cuando se produce un aumento Figura 2: desacoplamiento de eNOS. Adaptado de:
de la actividad de la NADPH oxidasa, se Forstermann U, Miinzel T. 2006

generan grandes cantidades de Oz~ que

reaccionan con el *NO, disminuyendo su biodisponibilidad y su efecto vasodilatador y
produciéndose peroxinitrito (ONOQO-). Este es altamente reactivo y oxida a la BH4 generando
productos bioldgicamente inactivos que no se pueden regenerar (radical BH3-).!7-18 Debido a esto el
flujo de electrones se altera, la transferencia de electrones se desvia al O2 en lugar de a la L-
arginina. y se produce ¢l desacoplamiento de la eNOS, proceso por el cual la enzima pasa de
generar NO a producir radicales O2- .Esta transformacion de la eNOS de una enzima protectora a
ser contribuyente del estrés oxidativo se ha observado en pacientes con hipercolesterolemia,
diabetes mellitus, hipertension esencial, hipertensiéon pulmonar, enfermedades renales cronicas,
fumadores cronicos, aterosclerosis y disfuncion endotelial. 7

Otra enzima que se va a ver afectada por la sobreproduccion de O>~de la NADPH oxidasa es la
xantina oxidasa, una enzima importante en el catabolismo de las purinas al catalizar la oxidacion

de hipoxantina a xantina y esta en acido Urico. Esta enzima es una xantina oxidorreductasa (XOR)
5
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con dos subunidades que albergan un cofactor de molibdeno, dos centros de Fe>-Sz, que intervienen
en la transferencia de electrones y una FAD. La XOR contiene dos formas funcionalmente distintas:
la xantina deshidrogenasa (XDH) que utiliza NAD+ y produce NADH y la xantina oxidasa (XO)
que emplea el O2 como aceptor de electrones y produce ROS (O~ principalmente).! La
sobreproduccion de Oz~ por las Nox, transforma a la XDH en XO por procesos de oxidacion de los
grupos tiol del centro activo de la enzima y posterior modificacion proteolitica irreversible. De esta
forma, la actividad de la XO predomina sobre la XDH y se producen altas cantidades de O>~ que
reaccionan con *NO formando ONOQO-, que contribuye junto con las Nox y la eNOS desacoplada
al desarrollo de la disfuncion endotelial.!?

El endotelio vascular es una monocapa de células, que se encuentra en la cara interna de los vasos
sanguineos, que sintetiza sustancias vasoactivas (vasodilatadoras como el NO y la PGl o
vasoconstrictoras como el tromboxano A,y endotelina-1) en respuesta a diferentes estimulos como
factores paracrinos, hormonas circulantes, shear stress y la hipoxia. En condiciones fisiologicas,
tiene un papel protector al regular el tono vascular y presentar una actividad antitrombotica,
anticoagulante y antiagregante, importante para mantener la homeostasis vascular. Esta funcion
endotelial se ve afectada por la sobreproduccion de ROS generada por la NADPH oxidasa, XO y
eNOS desacoplada, que dafa las células endoteliales y produce una pérdida de la funciéon normal
del endotelio vascular o disfuncion endotelial. Esta se caracteriza por: 1) la disminucién de la
biodisponibilidad del NO al reaccionar con el radical O>~ y formar ONOO-; 2) la alteracion de la
vasodilatacion mediada por el endotelio (menor respuesta a la acetilcolina); 3) el aumento de la
secrecion de endotelina-1 y otros vasoconstrictores; 4) mayor expresion de moléculas de adhesion
(ICAM-1, VCAM-1) y sintesis de factores proinflamatorios y quimiotdcticos para macrofagos y
linfocitos; 5) modificacion de la superficie endotelial y transformacion en proagregante y
procoagulante; 6) el aumento de la agregacion plaquetaria y la adhesion de leucocitos y migracion
de monocitos; 7) mayor formacion de trombos; 8) aumento de la produccion de factores de
crecimiento de las células del musculo liso vascular (PDFG). Por lo tanto, el estrés oxidativo
provoca que el endotelio pierda su papel protector y se convierta en una fuente de vasocontrictores
y mediadores proagregantes y aterogénicos. La disfuncion endotelial es una caracteristica comutn de
muchas enfermedades cardiovasculares.

Debido a que las NADPH oxidasas son la principal fuente de ROS en los vasos y son las causantes
de la disfuncion de la eNOS y la XO, que aumentan alin mas la produccion de ROS y el estrés
oxidativo y con ello el desarrollo de la disfuncion endotelial y enfermedades cardiovasculares, el

interés en desarrollar inhibidores selectivos de las Nox ha aumentado en los Gltimos afios y mas atn
6
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tras el fracaso de los antioxidantes en la practica clinica!?. Para el desarrollo de estas nuevas
terapias, es importante entender la estructura, el mecanismo de activacion, las funciones vasculares,

las vias de senalizacion de ROS y la implicacion en la patologia de las NADPH oxidasas.

OBJETIVOS

El objetivo de este trabajo es realizar una revision bibliografica sobre:

1. Las funciones vasculares de las NADPH oxidasas y su implicacion en el desarrollo de
enfermedades cardiovasculares como la hipertension y las complicaciones vasculares en la diabetes.
2. Los ultimos avances en investigacion en el desarrollo de inhibidores selectivos de Nox como

alternativa a las terapias antioxidantes, para frenar la produccion de ROS vy el dafio endotelial.

METODOLOGIA
Se ha realizado una busqueda bibliografica en la base de datos PubMed de los articulos cientificos
publicados en los ultimos cinco afios para obtener la informacidn maés reciente relativa a las
funciones de las NADPH oxidadas a nivel fisiologico y patoldgico y los ultimos avances en

investigacion relativos a la terapias frente al estrés oxidativo.

RESULTADOS Y DISCUSION

Existen 4 isoformas de la familia Nox, presentes a nivel vascular, en las células endoteliales,
musculo liso y fibroblastos: Nox 1, 2, 4 y 5. Todas ellas son proteinas transmembrana con
estructuras muy parecidas, aunque mecanismos de activacion diferentes.

La Nox1 v Nox2 necesitan la asociacion de las subunidades citosolicas con las subunidades de la

membrana para ser activa y producir O,” La p47phox (NOXOI1 en Nox1) es fosforilada por la PKC
y forma un complejo con p67phox (NOXA1 en Noxl) y p40phox (ausente en Noxl). Esta
fosforilacion produce un cambio conformacional que le permite unirse a la subunidad p22phox
transmembrana. La proteina Rac GTPasa se mueve a la membrana y se une a todo el complejo para
la activacién.?

La actividad de Nox 1 y 2 es estimulada por la accion de agonistas especificos acoplados a

proteinas G (angiontensina II, endotelina-1), citoquinas (TNFa, IL-6), factores de crecimiento

7
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(PDGF, EFG, TGF-B), factores metabdlicos
(hiperglucemia, hiperinsulinemia, LDL-oxidada,
acidos grasos libres, productos avanzados de la
glicosilacion o AGE...) y por estimulos mecanicos
(fuerzas de cizallamiento).! Por lo tanto, todos
estos agonistas llevan a la activacion de la Rac o de
la PKC, que a su vez activa a Nox.!? Por ejemplo,
la estimulacion del receptor ATI1 por la

angiotensina II activa a la fosfolipasa C (PLC), que

produce diacilglicerol (DAG) y trifosfato de

Figura 3: Estructura y activacion de las isoformas

inositol (IP3) y aumenta la liberacion de calcio y de Nox presentes a nivel vascular. Adaptado de:
Drummond GR, Selemidis S, Griendling KK,2011

activa a la PKC.!2

La Nox4 es activa de forma constitutiva, no necesita de la unién de las subunidades citosélicas a la

membrana y produce predominantemente H>O> a diferencia del resto de las isoformas que producen

0,” Se cree que en su estructura hay un tercer bucle citosélico adicional que le da tiempo a la

enzima para generar una segunda molécula de O,” y su posterior dismutacion formando H>O». El

H202 es un importante vasodilatador, que promueve la relajacion dependiente del endotelio y
reduce la presion arterial, por lo que se cree que esta isoforma tiene un papel protector. La_Nox5

esta regulada por la uniéon de calcio a su extremo N-terminal-calmodulina y se activa al aumentar

las concentraciones de calcio intracelular para producir radicales O," 8

Vias de seiializacion sensibles a redox activadas por ROS

Las ROS producidas por Nox juegan un papel fisioldgico en la regulacion de la funcion endotelial y

el tono vascular y un papel fisiopatoldgico en la disfuncion endotelial por inactivacion del NO, la

inflamacion, la hipertrofia, la apoptosis, la migracion, la fibrosis, la angiogénesis, la remodelacion
vascular y la reorganizacion de la matriz extracelular.’

Todos estos procesos fisioldgicos y patologicos estdn mediados a través de vias de sefalizacion
sensibles a redox y segundos mensajeros, como las MAPK (proteinas quinasas activadas por
mitoégenos: ERKs, JNKs y p38), MMPs (matriz metaloproteinasas), tirosina quinasas, tirosinas

fosfatasas, genes proinflamatorios, canales i6nicos y calcio. °
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. . . . NAD(. Hepor I:!iperglucemia_
grupos sulfhidrilos de los residuos de cisteina Qxidage Noxt/ [ LR ER O
‘ . p677x e Membrana celular
presentes en muchas enzimas como quinasas OXAM;“XO
(PKC, MAPKs, Akt...), fosfatasas, fosfolipasas NAD(p)mAD(P)++H+
. T sop Catalasa/ Peroxidasa
( fosfolipasa A2), pequefias GTPasas (Rac, 0, 00\2; H?/O2 ——H,0 + %0,
incid - - Moléculas de sefalizacion
Rho), factores de transcripcion (NF-kB, AP-1y e i AGcUlas de seflalization o
o . . 1
HIF_l) y Canales 10Nn1COS (CaICIO y pOtaSIO)' ESta | Crecimiento celular/ Fibrosis Contraccion/Dilatacion Inflamacién I
1}
oxidacion inducida por ROS produce enlaces [ Remodelacion vascular ]

disulfuro intra e intermoleculares, que altera la ~ Figura 4: vias de seializacion sensibles a redox
activadas por ROS. Adaptado de: Paravicini TM,
conformacion de las proteinas, la actividad Touyz RM, 2008
enzimatica y la union al ADN !
Las ROS al oxidar los residuos de cisteina del centro activo de las tirosinas fosfatasas, las inactivan
y esto conduce a la fosforilaciéon y activaciéon de proteinas quinasas como las MAPKs, PKC,
caspasa-3 y PI3K/Akt. Las ROS tiene multiples vias de interaccion con procesos unidos a varios
sistemas de fosforilacion-desfosforilacion. Las ROS también regulan factores de transcripcion a
través de la formacion de enlaces disulfuro entre aminodcidos criticos de los dominios de unién al
ADN!? y estdn implicadas en la activacion de factores de transcripcion como la proteina
activadora-1 (AP-1), que regula la expresion de genes que intervienen en la diferenciacion,
proliferacion y apoptosis, y factores de transcripcion proinflamatorios como el NFkB, que produce
la expresion de genes pro-inflamatorios, citoquinas y quimioquinas y promueve la inflamacién y la
remodelacion vascular. El aumento de la expresion de TNFa e interleucinas, hace que se active aun
mas las Nox y con ello la produccion de ROS. Ademas, el NF-kB esta implicado en la expresion de
la E-selectina y moléculas de adhesion (ICAM-1 y VCAM-1) causando la adhesion de monocitos a
las células endoteliales y aumentando la agregacion plaquetaria, que favorece el desarrollo de
aterosclerosis. La inflamacion y el estrés oxidativo son dos procesos que estan implicados en la
patogénesis de muchas enfermedades y se encuentran en una interaccion constante en la pared del
vaso.> 4
Por ultimo, las ROS estan implicadas en la activacion de las metaloproteinasas de la matriz (MMPs)
que producen la remodelacion vascular (degradacion de colageno y ruptura de placas de ateroma) 12
Las ROS producen dafio oxidativo a macromoléculas (proteinas, lipidos, ADN), inactivan al NO y
promueven la disfuncién endotelial. Ademas a través de estos mecanismos moleculares, oxidan

proteinas quinasas y fosfatasas claves en la sefalizacion celular, activan el factor de transcripcion
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proinflamatorio NF-kB promoviendo la inflamacién y la remodelacion vascular, aumentan la
expresion de moléculas de adhesion y la agregacion plaquetaria y la proliferacion y migracion de
las células del musculo liso vascular (CMLV), regulan y favorecen la apoptosis y la diferenciacion y
activan a metaloproteinasas de la matriz para la remodelacion vascular. Muchas de estos procesos
estan asociadas con cambios patologicos observados en las enfermedades cardiovasculares.? Por lo
tanto, la compresion de los mecanismos moleculares subyacentes en estos procesos e€s un primer
paso en el desarrollo de nuevos tratamientos contra la aterosclerosis, la disfuncion vascular y otras

enfermedades cardiovasculares.!3

Funciones vasculares fisiologicas atofisiologicas de Nox
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Figura 5: regulacion de NADPH oxidasas y vias de
sefalizacion intracelulares activadas por ROS. Adaptado de:
liso vascular, la proliferacion, la Schramm A, Mausig P, Osmenda G, Guzik TJ, 2012

fenotipica de las células del musculo

migracion y la diferenciacion celular.

12 Sin embargo, en condiciones patologicas y en presencia de factores de riesgo cardiovascular, la
actividad y la expresion de las Nox en los vasos se incrementa y la sobreproduccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) generadas por Nox, eNOS desacoplada y xantina oxidasa en las células
endoteliales y musculo liso vascular producen dafio vascular.

» Regulacién del tono vascular

Los efectos sobre el tono vascular dependen del tipo de ROS. La Nox 4 es productora de H2O>,

potente vasodilatador que actia como un EDHF (factor hiperpolarizante derivado del endotelio) y

aumenta la expresion de eNOS.!? La Nox 1 y Nox 2 son fuentes importantes de O, que reaccionan
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rapidamente con el NO y forman ONOO-, que produce el desacoplamiento de la eNOS e inhibe a la
prostaciclina sintasa y a la superoxido dismutasa (SOD). Por lo tanto, el O,” disminuye la

biodisponibilidad y el efecto vasodilatador del NO y actia como un vasoconstrictor.?

» Remodelacion vascular y reorganizacion de la matriz extracelular

La remodelacion vascular es la modificacion que se produce en el didmetro y el grosor de la pared
del vaso por la accion crénica de angiotensina II y ROS. Cuando el vaso estd sometido a una alta
presion, el grosor de la pared aumenta y se produce la acumulacion de colageno y fibronectina en la
matriz extracelular (remodelacion hipertrofica). Esta remodelacion vascular implica la degradacion
y la reorganizacion de las proteinas de la matriz extracelular. La enzima mas importante implicada
en este proceso es la metaloproteinasa de matriz (MMP-2 y MMP-9), que degrada el colageno y la
fibronectina y contribuyen a la desestabilizacion y ruptura de las placas de ateroma. Las ROS
producidas por las Nox aumentan la expresion y la activacion de estas enzimas en las células del
musculo liso vascular (CMLV) y la reorganizacion de las proteinas de la matriz extracelular. Estas
MMPs participan también en la angiogénesis y la metastasis.>*

» Proliferacion y diferenciacion de células de musculo liso vascular

Las células del musculo liso vascular expresan proteinas contractiles como la alfa-actina, calponina
y la cadena larga de miosina, que tienen una actividad proliferativa muy baja. En patologias
cardiovasculares, las CMLV cambian su capacidad de sintesis (fenotipo sintético) y aumenta la
proliferacion y migracion y la produccion de matriz extracelular, predisponiendo a una hipertrofia
vascular y la formacién de una lesion.Los factores de crecimiento como el TGF-B o PDGF,
aumentan la produccion de ROS por la Nox1 y Nox 4, que conducen a la activacion de vias de
sefalizacion sensibles a redox, que a su vez activan a MAPKs (ERK1/2, p38MAPK, JNK, Akt...)
aumentando la expresion de genes implicados en el crecimiento, proliferacion y diferenciacion de
las CMLV. La Nox2 contribuye a la proliferacion celular por un mecanismo que implica p38 MAPK
y Akt en las células endoteliales.>*14

 Migracién

La migracion es un proceso celular natural y es parte integral del desarrollo vascular, asi como la
respuesta de curacidon después de una lesion vascular (cicatrizacion). En condiciones normales, el

NO inhibe la migracion de las CMLV. La produccion de O,” a través de Nox 1 y Nox 4 es critica

para la migracion de las CMLV de la capa media a la intima, proceso importante en la formacion

de la placa fibrosa y es estimulada por Ang II, LDL oxidadas, hipoxia, PDGF e hiperglucemia’*

11
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* Apoptosis y autofagia

La generacion de ROS de manera prolongada, produce dafio oxidativo y muerte celular programada
de células endoteliales y CMLYV, ya que las ROS regulan vias de sefializacion pro-apoptotica como
p38MAPK y JNK. La apoptosis es inducida por homocisteina, TNFa, altas concentraciones de
glucosa y LDL-0x y las isoformas de Nox implicadas son la Nox 2 y Nox 4.4

La importancia bioldgica de Nox 5 a nivel vascular es desconocida, aunque se conoce que esta
implicada en la proliferacion celular, la angiogénesis y la migracion y en el dafio oxidativo en la
aterosclerosis,>*!0 se necesita trabajo adicional para caracterizar sus papeles fisiologicos y

patoldgicos en la pared arterial. '3

Implicacion de las Nox en el desarrollo de algunas enfermedades cardiovasculares:

hipertension arterial v complicaciones cardiovasculares en diabetes mellitus.

1. HIPERTENSION

La hipertension fue una de las primeras patologias en las que se descubri6 la implicacion de las
NADPH oxidasas en la patogénesis de enfermedades cardiovasculares.? La etiologia exacta de la
hipertension es dificil de determinar (sélo en el 5% de los pacientes hipertensos se sabe con
exactitud la causa). El estrés oxidativo no es la Uinica causa de la hipertension pero es un factor
contribuyente importante en el aumento de la presion arterial, junto con otros factores pro-
hipertensivos como el excesivo consumo de sal, la activacion del sistema renina-angiotensina-
aldosterona y la hiperactividad simpatica.'®

La inhibicion de Nox y los antioxidantes disminuyen la produccion de O,” y reducen la presion

sanguinea, mientras que los pro-oxidantes aumentan la presion arterial, por ello las ROS se asocian
de forma casual con la hipertension al menos en modelos animales.!? Todavia no esta claro si el
estrés oxidativo provoca hipertension en los seres humanos, lo que si se sabe es que el estrés
oxidativo desempefia un papel fundamental en los mecanismos moleculares asociados con las
lesiones cardiovasculares y renales en la hipertension.!® Ademas existe evidencia de que el estrés
oxidativo estd incrementado en pacientes con hipertension esencial (aumento de biomarcadores de
estrés oxidativo). ®

La regulacion del tono vascular y la presion arterial es un proceso complejo en la que intervienen
mecanismos intrinsecos o locales como la factores paracrinos derivados del endotelio vascular y del

metabolismo celular y mecanismos extrinsecos como el control nervioso (simpatico, parasimpatico,

12
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reflejo barorreceptor, quimiorreceptor) y el control humoral (catecolaminas circulantes, la
angiotensina II del sistema renina-angiotensina-aldosterona, la vasopresina y el péptido natriurétrico
auricula).b

La angiotensina II es un potente vasoconstrictor que se forma por la accion de la renina liberada de
las células yuxtaglomerulares del rifion a la circulacion cuando disminuye la presion arterial y la
presion de perfusion renal, los niveles de sodio o por estimulacion simpatica del receptor Bi. La
renina actua sobre el angiotensindgeno hepatico para producir angiotensina I, que por accion de la
enzima convertidora de angiotensina (ECA) del endotelio vascular se convierte en angiotensina II.
Esta actia sobre los receptores AT1 en las arterias y produce: 1) vasoconstriccion; 2) aumento de la
actividad adrenérgica simpatica y liberacion de noradrenalina de las terminaciones nerviosas, que
al unirse a los receptores a1 producen vasoconstriccion; 3) aumento de la liberacion de aldosterona
de la corteza adrenal y de la vasopresina de la neurohipofisis, que aumentan el volumen sanguineo y
la presion arterial.

Este receptor AT1 es un receptor acoplado a proteinas Gq, al unirse la angiotensina II se activa la
fosfolipasa C (PLC) generando inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). El IP3 se une a
receptores intracelulares liberando calcio. El DAG y el incremento del Ca?*, activan la PKC,
desencadenando la estimulacion de una amplia red de sefales, como por ejemplo: 1) MAPKs
(proteina-kinasas activadas por mitdgenos), 2) activacion de fosfolipasa Az y liberacion de acido
araquidonico y compuestos derivados del mismo, 3) activacion de factores de transcripcion, que
aumentan la expresion de genes que regulan el crecimiento celular y la sintesis de matriz
extracelular, 4) estimulacion de la NADPH oxidasa unida a la membrana por fosforilacion de la
subunidad p47phox, que tiene un rol primordial en la formacién de especies reactivas de oxigeno
(ROS) y la activacion de vias relacionadas a las MAPK.6

Por lo tanto, la Ang II modula la hipertension a través de la estimulacion de los receptores AT1 en
la pared vascular, que conduce a la activacion de NADPH oxidasas en las células vasculares, de
forma indirecta (como se ha visto anteriormente al fosforilar la p47phox) o de forma directa (la Ang
IT al unirse al receptor AT1 activa a la Rac GTPasa y se transloca a la membrana).b

La activacion de las NADPH oxidasas (Nox 1 y Nox 2) por la angiotensina II conduce a una
sobreproduccion de ROS. Como se ha visto anteriormente, las ROS activan vias de sefializacion
redox sensibles implicadas en procesos que producen un dafio en el vaso (por ejemplo, la

remodelacion vascular). Ademads, la sobreproduccion de O,” reacciona con el NO produciendo

ONOOr, implicado en el desacoplamiento de la eNOS y en la disminucion de la biodisponibilidad

13
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del NO. Todo ello, lleva a una reduccion de los efectos NOX1 N

™
vasodilatadores del NO que conduce a una disfuncion

NO
endotelial y un aumento de la presion arterial. / \%owoo
. . MEJORALA
Hay que destacar que la Nox 4 en el endotelio mejora la e

VASODILATACION
relajacion dependiente del endotelio, debido a la accion

fPRESION
ARTERIAL ARTERIAL

Figura 6: efectos de las ROS
producidas por Nox en la presion

, . ., terial. Adaptado de: Sirker A,
tendria un papel protector frente a la hipertension. ar lelllan 1\2?513(;1 AeM’l;O:{

vasodilatadora de H2O: (factor hiperpolarizante) y una

disminucién de la presion arterial, por lo que esta isoforma

2. DIABETES MELLITUS Y OBESIDAD

Las complicaciones cardiovasculares son la principal causa de mortalidad en pacientes diabéticos.?
El estrés oxidativo y la obesidad juegan un papel importante en el desarrollo de la disfuncion
endotelial, la inflamaciéon cronica de los tejidos y las complicaciones micro y macrovasculares
asociadas a la diabetes mellitus.

La insulina se une al receptor tirosina quinasa en el musculo esquelético y tejido adiposo para
facilitar la translocacion del transportador GLUT4 a la membrana celular y suprimir la produccion
de glucosa hepatica (glucogenolisis y gluconeogénesis) y asi regular los niveles de glucosa en
sangre.’> En las células endoteliales, la insulina activa dos vias de sefializacion: 1) la via PI3K/Akt,
que produce la fosforilacion y activacion de la eNOS y con ello la produccion de NO vasodilatador
y también favorece la captacion de glucosa por GLUT4 y la sintesis de glucdgeno al inactivar la
GSK3 por fosforilacion (enzima encargada de inhibir a la glucdgeno sintasa); 2) la via Ras-Raf-
MAPK, que activa la transcripcion de genes implicados en la proliferacion y diferenciacion y
promueven la producciéon de endotelina-1 (vasoconstrictora) y la expresion de moléculas de
adhesion en el endotelio.’

El tejido adiposo inflamado en individuos obesos produce citocinas proinflamatorias y acidos
grasos libres, que son responsables de la inflamacion, el estrés oxidativo, la disfuncion endotelial y
la resistencia a la insulina (IR) en las células endoteliales.’ Los acidos grasos libres activan a la
PKC, que fosforila e inhibe la via de sefializacion PI3K/Akt, disminuyendo la produccion de NO y
la translocacion de GLUT4; y activan la via MAPK aumentando la produccion de endotelina-1 y
moléculas de adhesion, lo que desencadena una disfuncion endotelial y una situacion de resistencia
a la insulina e hiperglucemia. En estados de resistencia a la insulina, el pancreas intenta compensar
produciendo mas insulina (hiperinsulinemia) que acent@ia alin mas la disfuncion endotelial (mas

activacion de la via MAPK que de la PI3K/Akt). Ademds los acidos grasos libres, activan a la
14
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NADPH oxidasa y aumenta la produccion de ROS, que empeoran atin mas la funcion del endotelio
(al disminuir la biodisponibilidad del NO) y activan al NF-kB, que aumenta la produccion de
citoquinas (TNFa e IL-6), que a su vez activan a las Nox y favorecen el estrés oxidativo y la
inflamacion.’> Los niveles elevados de citoquinas proinflamatorias en sangre también estan
implicadas en el desarrollo de resistencia a la insulina, ya que aumenta la actividad Ser-Thr quinasa
del receptor insulinico.>* También el exceso de acidos grasos libres promueve el desarrollo de la
dislipidemia, al aumentar la produccion hepatica de triglicéridos y disminuir los niveles de HDL.
Debido al estrés oxidativo y la hiperglucemia, aumentan los niveles de LDL oxidadas y
glicosiladas. Este perfil facilita el desarrollo de la aterosclerosis!! y complicaciones mas graves
como angina de pecho ¢ infarto de miocardio- 3

Los tejidos que dependen de la concentracion de glucosa en sangre, en situaciones de hiperglucemia
aumentan la captacién y metabolismo a través de la glucolisis, lo que aumenta el transporte de
electrones a través de la cadena mitocondrial y el estrés oxidativo. Las altas concentraciones de
glucosa activan a las NADPH oxidasas y al NF-kB.!!

Por lo tanto, la hiperglucemia, la resistencia a la insulina, el estrés oxidativo, el aumento de acidos
grasos libres (AGL), la obesidad, el aumento de citocinas proinflamatorias y protromboticas y la
disfuncién endotelial son procesos que promueven la aterosclerosis en la diabetes tipo 2 y las

complicaciones vasculares.

Perspectivas terapéuticas para frenar el estrés oxidativo v complicaciones cardiovasculares:

inhibidores selectivos de Nox

Como se ha visto las NADPH oxidasas vasculares son la fuente principal de ROS (estrés oxidativo)
y contribuyen de una forma importante al desarrollo de la disfuncion endotelial y otros dafios
vasculares que se producen en las enfermedades cardiovasculares. Actualmente, los tratamientos
frente a estas enfermedades reducen el perfil de riesgo cardiovascular del paciente, actian como
antioxidantes indirectos como los IECAs o los ARA-II, etc! para retrasar el desarrollo de las
complicaciones vasculares. Sin embargo, la mayoria de estas terapias no son totalmente eficaces
para frenar y disminuir la progresion de enfermedades vasculares. Por ello, es necesario desarrollar
terapias dirigidas directamente a las enzimas productoras de ROS para disminuir la produccion de
ROS, aumentar la biodisponibilidad del NO, mejorar la funcién endotelial y prevenir eventos

cardiovasculares.!?

15
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La implicacion de las NADPH oxidasas en la patogénesis de enfermedades cardiovasculares, las
convierte en unas interesantes dianas terapéuticas.!3> En general, hay dos formas de eliminar los
radicales libres: 1) la administracion de antioxidantes o la estimulacion de los sistemas
antioxidantes endogenos; 2) la inhibicion de las enzimas que generan ROS (més complejo, pero
interfiere con la causa del estrés oxidativo).

Se ha demostrado que las vitaminas E, C y A tienen propiedades antioxidantes y efectos
beneficiosos tanto in vitro como en investigaciéon con animales, pero no se ha podido demostrar su
eficacia clinica en la prevencion y tratamiento de enfermedades cardiovasculares.!? El fracaso de los
antioxidantes (ROS-scavengers o captadores de radicales) se debe a que no eliminan la
sobreproducciéon de ROS y permiten la progresion de todo el proceso patogénico. Ademas,

reaccionan con los aniones O,” mil millones de veces mas lento que éste con el NO, por lo que la

reaccion del radical O,” con el NO estd favorecida y es mas rapida, lo que lleva a una pérdida de
biodisponibilidad de NO (disfuncion endotelial).!? Para que el antioxidante pudiese reaccionar con
el O, tendria que estar a una concentracion superior a la del NO en la pared del vaso (rango

nanomolar) en un milléon de veces. Esto requeriria una concentraciéon de antioxidante en el rango
milimolar, que es poco probable que se alcance incluso con los niveles de ingesta mas altos. Por lo
tanto, el desarrollo de terapias con inhibidores selectivos de la principal enzima productora de ROS
(NADPH oxidasa) es probable que sean mas eficaces para frenar el estrés oxidativo y la progresion
de enfermedades cardiovasculares que las terapias antioxidantes convencionales, aunque estos
ultimos no hay que omitirlos de la terapéutica, ya que se podrian combinar con los inhibidores

enzimaticos para lograr mejores resultados.

La Nox1 y Nox2 son las isoformas de NADPH oxidasas que mas contribuyen al estrés oxidativo en
la enfermedad cardiovascular, por lo que son las principales dianas terapéuticas.'?> Es importante
tener en cuenta que las estrategias no tienen como objetivo inhibir todas las oxidasas al mismo
tiempo, sino mas bien inhibir isoformas especificas de NADPH oxidasas.!? Un inhibidor selectivo
para la Nox1 y Nox2 no interfiere sobre la accion de las otras isoformas (por ejemplo: equilibrio
postural en Nox3; sintesis de hormona tiroidea en DUOX1 y DUOX2), por lo que se evitan efectos
secundarios no deseados y se alcanza una mayor eficacia terapéutica.'> También hay que tener en
cuenta que los inhibidores selectivos inhiben parcialmente la actividad de las NADPH oxidasas, asi
se evitan las posibles consecuencias que tendria la inhibicion de los efectos extravasculares de la

Nox1 y Nox2, como la afectacion de la funcion inmune del paciente a largo plazo (la Nox 2 esta
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presente en las células fagociticas y tiene un papel crucial en la respuesta inmune innata a

patdgenos invasores) y la afectacion de las vias de sefalizacion de procesos fisiologicos esenciales!3

« Diseno racional de inhibidores selectivos de Nox 1 y Nox 2

Para disefiar un inhibidor selectivo de Nox 1 y Nox 2 hay que conocer las interacciones entre las
subunidades que son comunes a la Nox 1 y Nox 2, pero que no existen en otras isoformas. Varias de
las subunidades reguladoras de Nox1 y Nox2 como p22phox, NOXA1, NOXOI1 y Rac 1 también se
encuentran en otras isoformas como la Nox 3 y la Nox 4.3 La p47phox es la tnica subunidad que
es utilizada especificamente por Nox 2 y Nox 1 y es la necesaria para activar completamente a la
enzima, aunque se puede activar en su ausencia pero con menor eficacia. Como es importante
mantener al menos un poco de actividad para que la funcion inmune y otras funciones fisioldgicas
extravascuslares no se vean afectadas, la p47phox representa un objetivo clinicamente mas seguro
que otras subunidades que son absolutamente necesarios para la actividad enzimatica.!? La p47phox
es la subunidad encargada de unir las subunidades activadoras p67phox de la Nox2 y la NOXAT1 de
la Nox1l a los dominios cataliticos de la membrana. Para hacer esto tiene varios dominios
funcionales que le permiten interactuar simultdneamente con p67phox o NOXAI, p22phox de la
membrana y otras subunidades cataliticas (Racl y p40phox). Una mayor comprension de la
estructura molecular de la p47phox y sus interacciones con otras subunidades de la NADPH

oxidasa y fosfolipidos de la membrana facilita el desarrollo de los inhibidores selectivos!3

a Inactiva b Activa

NOX1/NOX2 p22phox NOX1/NOX2
i S i
HEABBEEAEERRIEIRLE BASAARAAS AR

Dominios de unién a p47phox

PKC/AKT
—_—

Dominio SH

p47phox

Figura 7: estructura molecular de la subunidad p47phox e interacciones con otras subunidades de
la Nox1 y Nox2 en su activacién. Mecanismo de accion de algunos inhibidores de las Nox: apocinina,
DSTAT y PR39.Adaptado de: Drummond GR, Selemidis S, Griendling KK, Sobey CG, 2011
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En su forma inactiva, la p47phox de la Nox 1 y Nox 2 interacciona con el dominio SH3 de la
p67phox/NOXAT1 a través de una region rica en prolina (PRR). Esta interaccion p47phox-PRR con
p67phox/NOXA1-SH3 es importante par unirse a las subunidades de la membrana y se puede
bloquear con inhibidores peptidicos que imiten la region de prolina de la p47phox (paso 1). En
estado de reposo, la p47phox tiene una conformaciéon cerrada debido a las interacciones entre la
region autoinhibitoria (AIR), el dominio PX y el dominio bis-SH3 (paso 2). La activacion de la
p47phox se produce cuando los grupos sulfhidrilo de los residuos de cisteina de AIR son
fosforilados por la PKC o la PI3K/Akt. Esto desestabiliza la interaccion del AIR con el dominio
SH3-bis y la p47phox adopta una conformacion abierta, por lo que el dominio bis-SH3 y PX
quedan libres para interactuar con la region rica en prolina de la p22phox y con los fosfolipidos de
membrana, respectivamente (paso 3 y 4). Si se inhibe la fosforilacion de AIR, la p47phox se
quedaria bloqueada en su conformacién cerrada y no podria interactuar con los componentes de la
membrana, por lo que la Nox no se activaria. Esto se conseguiria al inhibir la actividad de la PKC.
Por ejemplo, el inhibidor selectivo de la PKC-B LY333531 (mesilato de ruboxistaurina) provoca

una disminucion de la produccion de O,” y de la disfuncion endotelial inducida por la

hiperglucemia. La asociacion del complejo citosolico con las subunidades de membrana se
estabiliza adicionalmente por interacciones proteina-proteina directas entre p47phox y otros

dominios de unién de la Nox 1 y Nox 2 (paso 5).

« Posibles mecanismos de accion de alegunos inhibidores de Nox

Nombre del inhibidor Estructura quimica Mecanismo de accion  Ventajas/Desventajas

Profarmaco via oral.Se
activa por oxidacion por
accion de peroxidasas
vasculares que forman

. . 0
Apocinina N

(inhibidor aislado de la Pocos efectos secundarios.

. ) 2 di ti .
Picrorhiza kurroa, planta LMETOB ACLVDS Buen perfil de seguridad en
e AN Modificacion quimica . .
medicinal hepatoprotectora 7~ SOCH, directa de los grupos estudios con animales
de la India, Nepal, Tibety ] m.l ) sulfhidrilo de los residuos .. o,
. .Paklstan) . 4-hidroxi-3-metoxi- de cisteina del AIR e Administracion via oral
Inhibidor no selectivo acetofenona

inhibicionn de la unién de
la p47phox al resto del

complejo de la membrana

Inhibidor de Nox1 y Nox 4

(o)

Sy e nomy . ey o e i
GK-136901 NS A N cree que b % Buena biodisponibilidad
H similar al NADPH podra ,
. via oral
Pirazolopiridina actuar como un antagonista
competitivo
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Nombre del inhibidor

Estructura quimica

Mecanismo de accién

Ventajas/Desventajas

Imita la region

No es completamente
selectiva ,ya que puede

?g&%ﬁéﬁ%ﬁ;ﬁgggg?g aminoacidica proximal de la  unirse a otras proteinas que
PR39 FP PRR-p22phox y seune alos  posean el dominio SH3.
e Lo e S dominios SH3 de la No se administra por via
(inhibidor peptidico Péptido de 39 aminoacidos, subunidad p47phox oral por su cardcter
selectivo) rico en prolma_ y en arginina impidiendo la translocacion peptidico.
aislado del 1(rlltest1n0 de y unio6n a la membrana. No se ha probado su
cerdo seguridad y eficacia en
humanos
[H]-
RKKRRQRRRCSTRIRRQ
L-NH2 Se une a la subunidad EED qstable ,
B8l Bt ] No se administra por via
91ds-tat Péptido sintético compuesto p47phox y evita su ) i
_ sprras-tat por nueve aminoacidos de  interaccion con gp91phox, oral por su caracter
(alinbiclor peptldlco la capa proteica del VIH por lo que inhibe a la Nox1 popidee,
selectivo) No se ha probado su

(fraccion tat, le permite
entrar en la célula)y nueve

y Nox2, pero no a la Nox4
(es p47phox-independiente)

seguridad y eficacia en
humanos

aminoacidos de la
gp91phox.

CONCLUSIONES
Las NADPH oxidasas son las principales enzimas productoras de O,” y/o H202 a nivel vascular. En
condiciones normales, regulan funciones fisioldgicas como el control del tono vasomotor, la
proliferacion y la migracion, entre otros procesos, a través de vias de senalizacion sensibles al
estado redox. Sin embargo, en presencia de diversos factores de riesgo como el aumento de los
niveles de angiotensina II en la hipertension o la hiperglucemia y los niveles elevados de acidos
grasos libres en la diabetes mellitus y la obesidad, la expresion y la actividad de estas enzimas

aumenta. Esto conduce a una sobreproduccion de O,”, que produce la disfuncion de otras enzimas

vasculares (eNOS y XO), que aumentan aun mas la generacion de O,” y el estrés oxidativo en los
vasos. Esta situacion facilita la produccion de una serie de procesos patologicos a nivel vascular
dependientes de vias de sefializacion como la inflamacidn, la apoptosis, la agregacion plaquetaria y
la remodelacion vascular, entre otros. Ademas esta sobreproduccion de ROS, altera la funcion
normal del endotelio al disminuir la biodisponibilidad de 6xido nitrico (vasodilatador y protector
vascular). Esta disfuncion endotelial es comin a muchas enfermedades cardiovasculares y las
NADPH oxidasas, principalmente las isoformas Nox 1 y 2, estdn implicadas de forma importante
en su desarrollo. Tras el fracaso de los antioxidantes en la clinica, ha surgido la busqueda de
inhibidores selectivos de Nox1/2 que actuan sobre la subunidad p47phox, para disminuir la
produccion de ROS, aumentar la biodisponibilidad del NO y mejorar la funcién endotelial. El
siguiente paso seria desarrollar biomarcadores sensibles y especificos que evalten el grado de estrés

oxidativo de los pacientes y probar la eficacia y la seguridad de estos inhibidores en humanos, lo
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que supondria un nuevo enfoque terapéutico para abordar el estrés oxidativo y el tratamiento y

prevencion de enfermedades cardiovasculares.
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