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RESUMEN: La sefalizacion celular es un complejo mecanismo molecular que consiste en la transferencia de
informacién proveniente de un ambiente externo celular, que es recibida, traducida y convertida en una respuesta interna,
permitiendo comunicar a la célula con su entorno y con otras células. A nivel intracelular se generan una cascada de
sefiales que involucra la formacion de mensajeros que tienen por objetivo modificar la expresién génica. Sin embargo,
existen muchos factores que regulan la actividad de estos mensajeros, entre ellos la formacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS). Se ha observado que la produccion de ROS esta asociada a muchas patologias y por lo tanto pueden
afectar una via de sefializacion celular que en condiciones normales esta regulada. No obstante, se ha observado en
los ultimos afios que ROS es fisioldgicamente necesario para que la célula cumpla mucha de sus funciones y que en el
ambiente intracelular esta totalmente regulado existiendo un balance entre oxidantes y antioxidantes, pero que el balance
se pierde cuando existe una deplecion de los sistemas antioxidantes y/o una produccion de radicales libres que conlleva a
un ambiente oxidante. En la presente revision narrativa se hizo un analisis de las principales vias de sefalizacion celular

que son regulados por ROS y como esto podria estar asociado al proceso de cicatrizacion de heridas.
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INTRODUCCION

Las especies reactivas de oxigeno (ROS)
son parte de un complejo grupo de compuestos
denominado radicales libres. Dentro de las ROS
hallamos al anién superéxido, radical hidroxil y al
peroxido de hidrégeno.

Dentro de los procesos fisioldgicos celula-
res existen fuentes de ROS como es la fuga de
electrones, desde la cadena de transporte de elec-
trones a nivel de la mitocondria, ciertos procesos
metabdlicos que faciliten la formacion de estos
compuestos, ya sea para activar una determina-
da via de sefalizacién celular o como parte de los
mecanismos de defensa celular. Si bien vemos
que existe formacion de ROS, existen también
componentes que contrarrestan el efecto deleté-
reo de ROS y mantienen un cierto equilibrio a nivel
celular y corresponden a los sistemas antioxidan-
tes. Existen diversos elementos que forman parte
de los antioxidantes como es el caso de ciertas

enzimas como superoxido dismutasa, catalasa,
glutatiéon peroxidasa, glutation-s-transferasa y sis-
temas no enzimaticos como el glutation, la tiorre-
doxina, la glutarredoxina, entre otras. Todos estos
elementos facilitan el balance del estado redox y
evitan que la célula sea dafada y finalmente sea
encaminada a una necrosis. No obstante ROS es
formado como parte de los procesos celulares
para activar ciertas vias de senalizacion celular
y conllevar a mecanismos de autorregulacion del
mismo ROS o activar ciertas vias independientes.
Para comprender como ROS puede regular la fun-
cion de ciertas proteinas asociadas a vias de se-
Aalizacion celular es necesario tener en conside-
racion, algunas propiedades redox que existen en
algunos aminoécidos.

Segun Ghezzi (2005) y Guttmann (2010),
la oxidoreduccion es una modificacién postra-
duccional que ocurre en proteinas que contienen
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principalmente cisteina como parte de los aminoa-
cidos estructurales. Las cisteinas son 1 de los 2
aminoacidos que son incorporados naturalmente,
que contienen azufre. Este aminoacido es uno de
las mayores fuentes de balance redox en sistemas
bioldgicos. Asi por todo lo anterior, el objetivo del
presente articulo de revisidn narrativa fue describir
las principales vias de sefializacién, sus efectores
y los mecanismos de regulacién que estan aso-
ciados a la presencia de ROS intracelular y como
esta se asocia a procesos fisioldgicos como la ci-
catrizacion de heridas.

DESARROLLO

Principales efectores de vias de sefalizacion
celular regulados por especies reactivas de
oxigeno

1. Fosfatasas

Las fosfatasas son kinasas que tienen por
funcién desfosforilar a proteinas en ciertos ami-
noacidos, ya sea tirosina o serina/treonina, de
acuerdo a las caracteristicas que posea la enzima.
Evidencia reciente propone a las especies reacti-
vas de oxigeno como un “mensajero” que permite
regular la fosforilacion de residuos de tirosina.

Segun Chiarugi & Cirri (2003) y Kamata et
al., (2005), todo comienza cuando un determina-
do ligando se une a un receptor tirosina kinasa e
incrementa su actividad tirosina kinasa intrinse-
ca. Este incremento es regulado por las fosfata-
sas manteniendo un equilibrio de la actividad. Sin
embargo, existen mecanismos que permiten una
actividad tirosina kinasa persistente, modifican-
do ciertas acciones como es la proliferacion, la
apoptosis, entre otras. Este mecanismo consiste
en inactivar a las fosfatasas usando ROS. Se ha
observado que al sobrexpresar catalasa, existe
un bloqueo del receptor del factor de crecimien-
to derivado de plaquetas (PDGF). Es asi como la
inhibicion de las tirosina fosfatasas por medio de
ROS, tiene un rol muy importante en la sefializa-
cion celular de Receptores Tirosina Kinasa (RTK)
y que estas fosfatasas pueden ser rescatadas, uti-
lizando agentes reductores, permitiendo una ma-
yor desfosforilacion del receptor activado. Estos
hallazgos confirman que la regulacion redox de las
tirosina fosfatasas puede ser de significancia fisio-
patoldgica, ya que existe inhibicion del crecimiento
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celular en condiciones basales celulares, pero en
células tumorales existen altos niveles de H,O,,
que favorecerian una sefalizacion celular de los
receptores tirosina kinasa, mas potente. (Figura 1)
Ultimamente se ha observado que ademas de este
ROS intracelular, existen oxidantes extracelulares
que pueden afectar la sefializacion de RTK. Es asi
como la radiacion, la exposicion a metales, agen-
tes alquilantes y particularmente los agentes oxi-
dantes, han sido encontrado como responsables
de la activacién de RTK aun cuando el ligando no
esta presente.

Un caso particular sobre la inactivacion
reversible de fosfatasas es el que ocurre con fos-
fatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa (PTEN).
Lee et al., (2002) describieron el rol de ROS con
esta proteina. Esta fosfatasa tiene por funcion, re-
vertir la accion de fosfoinositol 3-quinasa (PI3K)
por la remocion del fosfato unido al grupo hidroxil
del extremo 3’. Esta funcion le confiere propieda-
des supresoras de tumores. Sin embargo, al apli-
car, H,0O, existe inactivacion reversible de PTEN
a través de la oxidacion del aminoacido Cisteina
presente en la posicion 124 y la formacién de un
puente disulfuro con la cisteina 71. Este efecto es
revertido por Tiorredoxina.

De acuerdo a lo indicado por Zhang et al.,
(2015), la Proteina Tirosina Fosfatasa 1B (PTP1B)

Ligando de
Receptor Tirosina Kinasa

Reducido/activo

Oxidado/inactivo

Fig. 1. Mecanismo de Regulacién de los receptores tirosina
kinasa (RTK), a través de ROS. La activacién de NADPH
Oxidasa estimula la produccion de ROS, oxidando e
inactivando de esta forma a las fosfatasas y permitiendo
a la via de RTK activar a sus efectores. (Modificado de
Chiarugi, P. & Cirri, P. Redox regulation of protein tyrosine
phosphatases during receptor tyrosine kinase signal
transduction). TRENDS in Biochemical Sciences, 28(9):
509 — 514, 20083.
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regula negativamente el proceso cicatrizacién bajo
la presencia de enfermedades crénicas como dia-
betes. Esto se lleva a cabo a través de la des-
fosforilacion por parte de PTP1B del receptor de
tipo 2 del factor de crecimiento vascular endotelial,
lo que significa que el proceso de angiogénesis,
necesario para el proceso de cicatrizacion, se ve
afectado considerablemente.

2. Src

Src es una proteina tirosina kinasa no recep-
tora, presente de manera ubicua en diversos tejidos
y preferentemente en neuronas, plaquetas y os-
teoclastos. Su funcion es contribuir a la mantencion
de la homeostasis celular y regular ciertos procesos
como la proliferacion celular y sobrevida, regulacion
del citoesqueleto, control de la forma celular y man-
tencion de contactos intercelulares. Esta compuesto
por dominios SH3, SH2 ademas del dominio cata-
litico que le confiere su funcion. En el extremo car-
boxilo encontramos un dominio regulatorio negativo,
en donde al estar fosforilado, inactiva a Src. Si bien
existen mecanismos canodnicos de regulacion de
Src, no es la Unica manera que existe actualmente,
ya que se ha observado que esta también puede ser
regulada por el estado redox.

Kemble & Sun (2009) demostraron que
existe una manera de inactivar a Src a través de
oxidacion reversible de cisteinas. Particularmente
se trata de la cisteina 277, que es sensible a oxida-
cion, promueve la formacion de dimeros a través de
puentes disulfuro y que este proceso es conserva-
do en ciertas proteinas tirosina kinasa como es el
receptor tipo 1 del factor de crecimiento fibroblasti-
co (FGFR1). Este proceso no solo es limitado a las
especies reactivas de oxigeno sino también a las
de nitrégeno.

Segun Chiarugi & Cirri, se ha observado
que Src es capaz de incrementar su actividad luego
de ser tratada con agentes que liberan NO. Ade-
mas de incrementar su actividad se ha comprobado
que la oxidacién de Src kinasa induce polimeriza-
cion a través de puentes disulfuro. Esto seria clave
para que Src kinasa alcance un estado totalmente
activado y pueda conferir un fenotipo invasor a las
células por una reorganizacion del citoesqueleto.
Ademas, Segun Giannoni et al., (2010) el estado
redox de Src es capaz de mediar el “cross talk” en-
tre factores de crecimiento e integrinas. Un ejemplo
es lo que ocurre particularmente entre el Receptor

del Factor de Crecimiento Epidermal (EGFR) y la
integrina avp2, en donde Src es activado via liga-
cién de integrinas por componentes de la matriz
extracelular y esto llevando a la fosforilacion por
parte de Src, de la tirosina 485 de EGFR. En este
sentido, la activacion de Src, también puede estar
mediada por oxidacion en respuesta a la genera-
ciéon de ROS. Segun Giannoni et al., (2008), otro rol
de Src esta estrechamente ligado a la sobrevida ce-
lular y anoikis. Se ha descrito a Src como un actor
principal en la resistencia a apoptosis inducida por
desanclaje a la matriz extracelular y su sensibilidad
redox ejerce un rol esencial. Finalmente, segun
Krasnowska et al., (2008), existe una asociacién de
la regulacién redox de Src en la progresion tumoral.
Ya se ha observado que varias células tumorales
en donde la activacion de Src, ha sido detectada,
existen grandes cantidades de ROS. Diversos en-
sayos en donde mutan las cisteinas presentes en el
v-Src (Src viral) logran demostrar que la oxidacion
de v-Src mediada por ROS es requerida para for-
macion de tumores in-vivo. Mas aun, células tra-
tadas con N-acetil-cisteina (NAC) promueven una
reduccion de la actividad de Src. El resumen de las
principales funciones de Src que son reguladas por
ROS se encuentra en la Figura 2.

Se ha observado que Src promueve la mi-
gracion de queratinocitos y la cicatrizacion a través

EGFR)
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Fig. 2. Src es activado completamente por ROS y media
diversas funciones intracelulares. La produccion de ROS
promueve la formaciéon de puentes disulfuro entre los
dominios kinasa y SH2 de Src para activarla complemente
y promover la sobrevida celular, la reorganizacion del
citoesqueleto y la localizacién de la generacion de ROS
en invadopodios. (Modificado de Giannoni, E.; Taddei, M.;
Chiarugi, P. Src redox regulation: Again in the front line).
Free Radic Biol Med, 49: 516 — 527, 2010.
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de la via ERK, la que a su vez regula la expresion
de MMP-2 (Wu et al., 2016). Esto se traduciria en
una disminucioén de la reepitelializacion, la cual es
fundamental para el cierre de la herida.

3. NF-kB

Son un grupo de factores de transcripcién
que poseen un rol esencial en procesos de infla-
macion e inmunidad. Ademas, regula procesos
como crecimiento celular, diferenciacién, desarro-
llo y apoptosis. La proteina en si consiste en ho-
modimeros o heterodimeros que se forman entre
al menos 5 diferentes miembros de estas familias.
Esto permite que NF-kB sea muy diversa y pue-
da promover la expresion de muchos genes. Es
regulada por Inhibidores de kB (IkB) que impide
su unién al DNA y evitando que cumpla su fun-
cién. Por otra parte, la actividad kB es regulada
por IkB quinasa (IKK), que fosforila a IkB y libera a
NF-kB para que viaje al nucleo y puede ejercer su
funcién. No obstante, la regulacién de la actividad
de NF-kB, no solo depende de IKK y IkB sino que
ademas de la produccion de ROS en la célula. No
es sorpresa que ROS module una respuesta de
NF-kB y que los genes blanco de NF-kB puedan
atenuar o promover el ROS intracelular y asi de-
finir el destino de la célula. Es asi que encontra-
mos genes blanco de NF-kB que poseen actividad
antioxidante y otros que promueven la produccion
de ROS, especialmente en los procesos de infla-
macion. Pero ademas de promover transcripcién
génica que afecta a ROS, NF-kB puede ser in-
fluenciado directamente por ROS y asi modificar
su actividad. Se sabe que ROS estimula a NF-kB
cuando este se encuentra en el citoplasma, pero lo
inhibe cuando esta en el nicleo, por lo tanto existe
un comportamiento bifasico de ROS ante NF-kB.
Sin embargo, el antecedente comun en ambos ca-
sos es que la via mas caracterizada en que ROS
afecta la sefializaciéon es a través de su reaccion
con las cisteinas.

La oxidacion directa de NF-kB por ROS es
capaz de inhibir su habilidad de unirse al DNA. Par-
ticularmente, la Cisteina 62 de la subunidad p50
de NF-kB es sensible a oxidacién. Pero no soélo
es afectada por ROS sino que también puede ser
S-nitrosilada por NO a través de i-NOS, la cual es
estimulada por NF-kB y estaria actuando como un
mecanismo autorregulatorio. Este proceso puede
ser inhibido por Redox factor-1 (Ref-1), que a su
vez es estimulado por su interaccién directa con
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TRX1. Otros antecedentes sostienen que ROS y
NAC es capaz de activar a la subunidad catalitica
de la proteina Kinasa dependiente de AMP-cicli-
co (PKAc) y PI3K asi mediar la fosforilacion de la
serina 276 y 536 respectivamente, del homdlogo
A del oncogén viral de reticuloendoteliosis (RelA),
una subunidad de NF-kB que permitiria finalmente
conllevar a la expresién de genes. Pero ROS no
solo actua de de manera directa, sino que también
“rio arriba” de la via de sefializacion y es asi que
existen diversos blancos de ROS que influyen en
la actividad de NF-kB. Es asi que tenemos a IKK
que es activada por ROS cuando promueve la for-
macién de puentes disulfuro entre la cisteina 54 y
la 347. Pero la oxidacion de la cisteina 179 conlle-
va a inactivacion de la misma. Ademas se ha des-
crito que la adicion de H,O,, induce la fosforilacion
alternativa de IkB que liberaria NF-kB y asi poder
iniciar la transcripcién génica.

En el caso de la cicatrizacién de heridas,
Ambrozova et al., (2017) menciona que NF-kB re-
gula la proliferacién y migracion de queratinocitos,
la expresion de metaloproteinasas ademas de la
secrecion y estabilidad de citoquinas y factores de
crecimiento.

4. AMPK

La kinasa dependiente de AMP (AMPK) es
una proteina heterotrimérica compuesta por subu-
nidad alfa catalitica y subunidades beta y gamma
que son regulatorias. Es conocida por ser regulada
por los cambios en la disponibilidad energética de
la célula, siendo inducida por aumentos en la ra-
z6n AMP/ATP, en los requerimientos de ATP y por
deplecién de glucdgeno, principalmente. Esta es
activada por su fosforilacion en T172, mediada por
AMPKK (LKB1, CaMKKbeta). Esta kinasa atipica
se encuentra asociada a muchas funciones celu-
lares y posee efectos protectores para el sistema
cardiovascular y ultimamente se ha observado
que AMPK es sensible a las concentraciones de
ROS. Choi et al., (2001) demostraron que el radio
AMP/ATP es el mayor parametro por el cual AMPK
responde bajo una condicion de stress oxidativo
como es el H,0,, pero que AMPK puede ser regu-
lado en parte por una via dependiente de tirosina
kinasa, el cual es independiente de los niveles de
nucledtidos y que en resumen AMPK por si mismo
no parece ser un blanco directo de ROS sino que
la cascadas de senalizacion celular mediadas por
AMPK son altamente sensibles al stress oxidativo.
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Park et al., (2006) demostraron que bajas
concentraciones de H,0, son capaces de inducir
proliferaciéon celular en células tumorales a través
de la activacion de AMPK. Hou et al., (2010) ob-
servaron que esta activacion es importante para
activar la via de sefializacion AMPK-FOXO3 y asi
permitir una mayor produccion de Tiorredoxina, un
potente antioxidante que podria jugar un impor-
tante rol en evitar dafno endotelial en paciente con
diabetes y sindrome metabdlico. Emerling et al.,
(2009) consideran que AMPK como figura central
del metabolismo, también estd afecto a ROS in-
tracelular y en algunos casos, particularmente del
ROS proveniente de la Mitocondria, como parte de
su procesamiento metabdlico, siendo un mecanis-
mo de activacién independiente de concentracio-
nes de AMP/ATP, que son habitualmente activa-
dores canodnicos de AMPK. Por lo que considerar
a ROS como un activador de AMPK no estaria tan
alejado, mas aun cuando posee cisteinas cerca-
nas en su loop de activacién, que podria jugar al-
gun rol en la regulacion.

Especificamente en cicatrizacion de heri-
das, Zhao et al., (2017) concluyeron que la inhi-
bicion de AMPK por medio del uso de Metformina
acelera el proceso de cicatrizacidon con una epider-
mis mejorada y depdsito de colageno en dermis.
Por su parte Qing et al., (2019) demostraron que
Metformina induce polarizacion de los macrofagos
M2 para acelerar la cicatrizacion de heridas.

5. Akt

La serina/treonina kinasa Akt es un compo-
nente critico de una via de sefializacioén intracelu-
lar que ejerce efectos sobre la supervivencia y la
apoptosis. La forma de Akt no fosforiladas es prac-
ticamente inactiva, y la fosforilacion de Thr-308 y
Ser 473 estimula su actividad. La inactivacion de
Akt también ocurre a través de desfosforilacion de
los dos sitios de fosforilacion de proteinas fosfatasa
2A (PP2A). La activacion de Akt contribuye a la
supervivencia de las células tratadas con peréxido
de hidrégeno (H,0,). A pesar de que H,0, induce la
activacion transitoria de Akt seguido de una desfos-
forilacion y su degradacion, el mecanismo preciso
de desfosforilacion de Akt inducido por H,0,no es
bien entendido. Recientemente se ha observado
que Akt inactivo desarrolla en su loop de activacion,
puentes disulfuro sensibles a redox, lo que sugiere
que Akt es una proteina regulada por redox. Mura-
ta et al., (2003) demostraron que la sobreexpresion

de Glutaredoxina (GRX) protegio a la kinasa Akt de
la oxidacion inducida por H,O, y suprimio el reclu-
tamiento de la proteina fosfatasa 2A a Akt, lo que
resulté en una fosforilacion sostenida de Akt y la
inhibicion de la apoptosis. Este efecto fue revocado
por el cadmio, un inhibidor de la GRX. Ademas un
ensayo in vitro revelé que GRX redujo el Akt oxida-
do en concierto con el glutation, Nicotinamida-Ade-
nina-Dinucledtido-Fosfato (NADPH), y el glutatidon
disulfuro reductasa.

Segun Dan et al., (2008) GRX juega un pa-
pel importante en la proteccion de las células de la
apoptosis mediante la regulacion el estado redox de
Akt, ademas de existir una asociacion entre diversos
componentes sensibles a redox como es NF-kB, en
donde ademas influyen algunos efectores asociados
a metabolismo como RAPTOR o mTor.

En la situacion particular de cicatrizacién de
heridas, Xiao et al., (2017) demostraron que el acei-
te de ozono promueve la cicatrizacion de heridas,
por incremento de la migracion de los fibroblastos a
través de la via de sefializacién PI3K/Akt/mTOR.

6. NRF2

Hemos visto que existen muchos compo-
nentes celulares que son regulados por el estado
redox y ademas existen enzimas expresadas a ni-
veles muy bajos que aumentan ante la presencia
de agentes oxidantes. Sin embargo, existen facto-
res de transcripcion sensibles al estrés quimico y
uno de ellos es NF-E2-related factor 2 (Nrf2) que
actua a través de elementos de respuesta antioxi-
dantes (ARE) para activar la transcripcién génica.
Ademas para ejercer su funcion la proteina debe
estabilizada por muchos genes dependientes de
ARE y ademas debe ser fosforilada, proceso que
puede ser regulado por diversas proteinas kinasas
que derivan de diversas vias de senalizacion celu-
lar, aunque hasta la fecha no se ha podido identi-
ficar a los efectores de este proceso, a excepcion
de PKC que fosforila a Nrf2 en la serina 40. No
obstante, Keap1, una proteina asociada al citoes-
queleto, induce degradaciéon proteosomal de Nrf2
evitando de esta manera su acciéon. Se sabe que
Keap1 es una proteina sensible al estado redox
ya que posee 3 cisteinas (C151, C273, C288) que
son importantes para su actividad.

Segun Ambrozova et al., Nrf2 juega un rol
clave en la resolucion de la etapa inflamatoria pero
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no en la reepitelializacion. Sumado a ello, Long
et al., (2016) indican que en paciente diabéticos
Nrf2 mejora la cicatrizacion, disminuyendo el es-
trés oxidativo, promoviendo la proliferacion y mi-
gracion, disminuyendo la apoptosis y potenciando
la expresion de TGF-1.

CONCLUSION

La cicatrizacion de heridas es un complejo
proceso que permite restaurar la continuidad de la
piel. Para que esto se lleve a cabo correctamen-
te, depende de una serie de factores locales y ge-
nerales. En este ultimo punto, se menciona que
la nutricion es un factor general relevante en el
éxito de la cicatrizacidon, pero poco analizado en
un contexto celular y molecular. Mas aun, se sabe
que la nutricién a través del consumo de antioxi-
dantes puede interferir en ciertas vias de sefaliza-
cion celular, pero hasta ahora pocas revisiones se
han centrado en el rol de las especies reactivas de
oxigeno en el proceso de cicatrizacién, mediada a
través de vias de sefalizacion. En la presente revi-
sién, se analizaron los principales efectores de las
vias de sefalizacion asociadas a especies reacti-
vas de oxigeno, siendo NRF2 uno de los mas men-
cionados en la literatura. Otro efector de relevan-
cia clinica es AMPK. Esto debido a que pacientes
diabéticos tienen heridas crénicas a recurrencia y
por lo tanto el consumo regular de Metformina, un
inhibidor de AMPK, podria apoyar en este proceso
de cicatrizacion, no obstante, esto al parecer no
es suficiente y por lo tanto se deben analizar otros
efectores asociados.

Sin duda, esta revisién sienta las bases
para potenciar la investigacién multidisciplinaria
basico-clinica, en donde se pueda regular el esta-
do redox de un paciente a través de la dieta y de
esta manera optimizar la cicatrizacién, en especial
en pacientes con heridas cronicas.

ORTEGA, N. & ROSAS, C. Cellular signaling associated
with reactive oxygen species and their role in wound hea-
ling. J. health med. sci., 6(3):199-205, 2020.

ABSTRACT: Cellular signaling is a complex
molecular mechanism that consists of the transference of
data from an external cellular environment that is received,
translated and converted into an internal response,
allowing the cell to communicate with the environment and
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other cells. At the intra-cellular level, a torrent of signals
is generated that involves the formation of messengers
which aim to modify the gene expression. However, many
factors regulate the activity of these messengers, such
as the formation of oxygen reactive species (ROS). It has
been noted that the production of ROS is linked to many
pathologies and therefore can affect a cellular signaling
pathway that in normal conditions would be regulated.
However, it has been noted in the past years that ROS
is physiologically needed for the cell to fulfill many of
its functions and that is normalized in the intra-cellular
environment existing a balance between oxidants and
antioxidants, but the balance is lost whenever there is a
depletion of the anti-oxidant systems and /or production
of free radicals leading to an oxidant environment. In the
present narrative review, an analysis of the main cellular
signaling pathways regulated by ROS was made, and how
this could be linked to the wound healing process.

KEY WORDS: ROS, antioxidants, cysteine,
wound healing.
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