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Resumen
Las especies reactivas de oxigeno son moléculas
altamente reactivas que pueden tener efectos nocivos

en las células y en los organismos y su
sobreproduccion se ha asociado a numerosas
patologias y al envejecimiento. Sin embargo,

recientemente se ha sugerido que estas moléculas
participan en la regulacion de la fisiologia celular y de
multiples eventos patofisiologicos. Se sabe que estas
especies reactivas participan en la modulacion de la
respuesta inmune de los neutréfilos y macrofagos, la
regulacion del tono vascular y de la concentracion de
oxigeno, la produccion de oxido nitrico y la muerte
celular programada, entre otros. En el sistema
nervioso central, también se ha sugerido un papel de
las especies reactivas de oxigeno en procesos como la
diferenciacion neuronal, el crecimiento neuritico, la
orientacion axonal, la proliferacion y la muerte celular
programada (apoptosis), entre otros. El objetivo de
esta revision es resumir y discutir los avances en el
estudio de la participacion de estas moléculas en los
diferentes procesos del desarrollo del sistema
nervioso central.

Palabras clave:  especies reactivas de oxigeno,
peroxido de hidrogeno, NOX, sefializacion redox,
sistema nervioso.

Abstract

Reactive oxygen species are highly reactive molecules
that can induce harmful effects in cells and organisms.
Its overproduction has been linked to several diseases
and aging. More recently, it has been shown that these
molecules could participate in the regulation of the cell
physiology and some pathophysiological processes. It
is now accepted that reactive oxygen species regulate
the immune response of neutrophils and macrophages,
the regulation of vascular tone, the regulation of the
concentration of oxygen, nitric oxide production and
programmed cell death, among others. In the central
nervous system, it has also been suggested a role of
these molecules, particularly in most of the
developmental events, including neuronal
differentiation, neuritic growth, axonal guidance,
proliferation and programmed cell death (apoptosis).
Here we review and summarize some of the studies
about the participation of reactive oxygen species in
different events of the central nervous system
development.

Key words:  reactive oxygen species, hydrogen
peroxide, NOX, redox signaling, nervous system.
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Especies reactivas de oxigeno

Las especies reactivas de oxigeno (ERO) son
moléculas que se originan a partir de la reduccion
parcial de la molécula de oxigeno (O>). Estas pueden
dividirse en dos grupos principales: los radicales libres
y las moléculas no radicales. En los sistemas
biologicos existen diferentes ERO; sin embargo, las
mas relevantes son el anién superdxido (O27), el
peroxido de hidrogeno (H20z) y el radical hidroxilo (-
OH); las cuales - en este mismo orden - son
producidas por la reduccion secuencial del oxigeno [1-
3].

Anién superoxido

El anion superdxido se forma por la reduccion
univalente de la molécula de oxigeno a través de
diferentes enzimas dentro de la célula. Es considerado
como una ERO primaria, ya que a partir de ésta
pueden formarse otras ERO. Una vez formado, éste
dismuta rapidamente a peroxido de hidrogeno por
mecanismos no enzimaticos; sin embargo, en
presencia de la enzima superoxido dismutasa, la
velocidad esta limitada solo por el coeficiente de
difusion de la molécula. El poco anion superoxido que
no dismuta es menos reactivo con las proteinas, el
ADN vy los lipidos, y reacciona principalmente con el
oxido nitrico para formar peroxinitrito y con los
metales en transicion, por lo que practicamente solo
reacciona con proteinas que contienen centros hierro-
azufre [3-5].

Radical hidroxilo

El radical hidroxilo tiene una vida media muy
corta (de aproximadamente 1 x 10? s) y practicamente
reacciona con cualquier molécula cercana al sitio
donde se origino. El radical hidroxilo se forma a partir
del peroxido de hidrogeno al reaccionar con un metal
en  transicién,  generalmente  hierro, cuya
disponibilidad en las células es altamente regulada.
También puede formarse cuando el anion superdxido
reacciona con el peroxido de hidrogeno. Debido a su
alta reactividad y baja especificidad, se considera que
el radical hidroxilo es una molécula muy toxica para
las células [4,5].

Peréxido de hidrogeno

El perdoxido de hidrégeno es una molécula que se
forma mayoritariamente por la reduccion secuencial
del Oz por dos electrones. Se forma primero el aniéon
superoxido y posteriormente ocurre una segunda
reduccion del Oz. En las células puede ser formado por
algunas enzimas; sin embargo, la mayor parte del

peroxido de hidrogeno se genera a través de la
dismutacion del anion superoxido. El perdxido de
hidrogeno es mas estable que el anion superoxido y el
radical hidroxilo y puede difundir libremente a través
de las membranas lipidicas aunque su difusion es
favorecida por la presencia de acuaporinas [3, 4, 6].

Los niveles intracelulares de peroxido de
hidrégeno estan fuertemente regulados por diferentes
sistemas antioxidantes, cuya finalidad es degradar al
peroxido de hidrogeno en agua y, por otro lado,
mantener el ambiente reducido de la célula. Existen
diferentes enzimas que se encargan de dismutar al
peroxido de hidrogeno en agua y oxigeno molecular y
cuya distribucion dentro de la célula es especifica,
encontrandose en los peroxisomas la catalasa mientras
que en el citoplasma como en mitocondrias
encontramos a la glutation peroxidasa (GPX) y a la
peroxirredoxina (PRX) [3, 7].

Tanto la glutation peroxidasa como la
peroxirredoxina emplean a las formas reducidas del
glutation (GSH) y de la tiorredoxina (Trx) para
catalizar la dismutacion del peréxido de hidrogeno a
agua. El resultado es la formacion de las formas
disulfuro del glutation (GSSG) y disulfuro de la
tiorredoxina (TrxSz), también llamados glutation
oxidado y tiorredoxina disulfuro, respectivamente.
Tanto el glutation oxidado como la tiorredoxina
disulfuro vuelven a sus formas reducidas a través de
las enzimas: reductasa de glutation (GR) y reductasa
de tiorredoxina (TrxR) [3,4].

Generacion de especies reactivas de oxigeno

En las células, las ERO pueden ser formadas a
través de diferentes mecanismos (Tablal). Uno de
ellos es a través de la cadena de transporte de
electrones de la mitocondria [8-10], en donde los
electrones obtenidos a partir de moléculas reducidas
pasan a un aceptor final que es la molécula de oxigeno,
con la intencién de generar un gradiente de protones
que sera utilizado en la generaciéon de moléculas de
ATP. Durante este proceso, los electrones fluyen a
través de una cadena de complejos enzimaticos I-IV,
en donde al final las moléculas de oxigeno son
reducidas completamente a H20. Sin embargo,
durante dicho proceso puede ocurrir una fuga de
electrones a nivel de los complejos I y III, reduciendo
parcialmente al Oz y produciendo anion superoxido
(O27) [3]. El porcentaje de electrones fugados en las
mitocondrias de mamiferos se ha estimado que esta en
un rango de 0.16% a un 2%. Ademas, dentro de la
mitocondria, las ERO son también generadas por las
enzimas monoamino oxidasas y p66shc [4, 11].
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Por su parte, las NAPDH oxidasas (NOX 1-5) y las
oxidasas duales (DUOX 1-2) son otra fuente
importante de generacion de ERO en las células. Esta
familia de complejos enzimaticos membranales, se
distingue por producir anion superoxido y peroxido de
hidrégeno como su principal funciéon y no como un
subproducto. Se activan en respuesta a una gran
variedad de moléculas como: factores de crecimiento,
citosinas, agonistas de receptores acoplados a
proteinas G, neurotrofinas y  receptores
glutamatérgicos tipo NMDA. Su actividad estd
regulada por las diferentes subunidades acopladoras y
activadoras siendo una de ellas RAC 1 y 2; en el caso
de NOX 4 presenta una actividad constitutiva,
mientras que NOX 5y DUOX 1y 2 son reguladas
por calcio. Se expresan en diferentes tejidos y su
distribucion  subcelular es diversa, pudiéndose
encontrar en nucleo, reticulo endoplasmatico,
endosomas, lamelipodios y en caveolas, asi como en
balsas lipidicas de la membrana plasmatica [12-14].

Senializacion redox

De entre todas las ERO -y debido a su vida media,
reactividad y capacidad de difusion- el peroxido de
hidrogeno constituye la  principal molécula
sefializadora en los procesos de regulacion redox. Por
el contrario, el anion superdxido y el radical hidroxilo
son moléculas con una vida media muy corta, no son
permeables a la membrana plasmatica y tienen una
alta reactividad, por lo que su participacion en la
sefalizacion redox es muy reducida [15-18].

Esta bien documentada la participacion de las ERO
en la modulacion de diversos elementos involucrados
en las vias de sefalizacion. Por ejemplo, se sabe que
el peroxido de hidrogeno induce la activacion de
varias proteinas cinasas de tirosina y proteinas cinasas
de serina/treonina; y por el contrario, es responsable
de la inactivacion de proteinas fosfatasas de tirosina y
proteinas fosfatasas de serina/treonina. Ademas,
modula la actividad de la ATPasa de Ca?", los
receptores IP3 y rianodina, asi como la activacion e
inactivacion de algunos factores de transcripcion
[2,19]. Varios trabajos y revisiones han abordado este
tema [1, 4, 15-17, 20].

Aunque se tiene mucha informacion sobre este
tema, se desconocen los mecanismos moleculares que
median dichos procesos. En este sentido, existe una
serie de condiciones que deben cumplirse para que el
peroxido de hidrogeno pueda actuar en la sefializacion
redox:

- Primero, su produccién debe ser restringida a un
espacio y tiempo especificos. De esta forma el

peroxido de hidrogeno seria capaz de modular
eventos particulares de las vias de sefializacion en
regiones especificas de la célula [12, 21]. Hay que
tener en cuenta que el ambiente de la célula es
altamente reducido, por lo que el perdxido de
hidrégeno no podria viajar largas distancias sin
que ¢éste fuese degradado por una enzima
antioxidante.

- Segundo, su produccion debe ser controlada, de lo
contrario, se produciria un dafio inespecifico a
diversos componentes de la célula a través de la
formacion del radical hidroxilo.

Mecanismos de senializacion

Las modificaciones a las proteinas provocadas por
las ERO varian segun el tipo de reaccion, lo cual
determina a su vez el grado de reversibilidad. Como
se menciond anteriormente, existen basicamente dos
formas en las que el peroxido de hidrogeno
interacciona con las proteinas. La primera es la
oxidacion de determinados aminoacidos, siendo la
cisteina el mas importante, aunque otros aminoacidos
también son susceptibles de ser oxidados como la
tirosina y el triptofano (4). La segunda es la
modificacion de los pares proteina-glutation, proteina-
tiorredoxina y proteina-glutarredoxina [22]. Estas
oxidaciones pueden provocar cambios
conformacionales en las proteinas, modificar las
interacciones entre ellas o con otras proteinas o afectar
los sitios cataliticos de las enzimas [1, 3, 7, 16, 17].

Como se comento, el peroxido de hidrogeno reune
las caracteristicas idoneas para actuar como una sefial
intracelular a través de su interaccion con residuos de
aminoacidos (basicamente de cisteina) de las proteinas
blanco. Para que los residuos de cisteinas de las
proteinas puedan reaccionar con el perdxido de
hidrogeno existen dos consideraciones espaciales que
se deben tener en cuenta. La primera es que los
residuos de cisteina deben ser accesibles al peréxido
de hidrogeno y la segunda es la naturaleza de los
aminoacidos aledafios a la cisteina, ya que si éstos
poseen carga positiva, pueden neutralizar la carga
negativa del grupo tiol de las cisteinas (R-SH), lo que
disminuye su pKa y favorece la forma desprotonada o
tiolato (R-S°); la cual es mucho mas reactiva al
peroxido de hidrogeno que el grupo tiol. Para que esto
ocurra, el pKa de los residuos de cisteina en las
proteinas debe ser mas bajo o alrededor del pH
intracelular [22, 17]. En estas condiciones,
aproximadamente la mitad de los grupos tiol se
encuentran en su forma desprotonada. Por lo anterior,
las proteinas que posean cisteinas expuestas y con
valores de pKa mas bajos a la media (8.0-8.5), seran
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mas susceptibles de una modificacion por el peréxido
de hidrégeno [22].

Tabla 1. Fuentes de generacion de especies reactivas de oxigeno descritas en los distintos tipos celulares del sistema nervioso

Fuente Neuronas Astrocitos Oligodendrocitos Microglia Referencia
Xantina oxidasa X X X [55]
[56]
Monoamino oxidasa x (MAO-A/B) x (MAO-B) x (MAO-B) [57]
[58]
MICAL X x [471
[59]
Citocromos P450 X X X X [60]
Ciclooxigenasa X X X X [56]
[61]
Lipooxigenasa X X X [62]
[63]
NOX1 X X X [64]
[21]
NOX 2 X X X [64]
[21]
NOX 3 X [65]
NOX 4 X X X [64]
[21]
DUOX1 X X [66]
[64]
DUOX2 X X [66]
[64]
Mitocondria X X X X [8]
91

Distintas fuentes de generacion de especies reactivas de oxigeno en la célula. De entre éstas, la mitocondria representa una de las
fuentes mas importantes junto con las NADPH-oxidasas (NOX), cuya unica funcién es producir especies reactiva de oxigeno. MAO-A,

MAO-B, monoamino oxidasa A y B.

Las reacciones entre los grupos tiol con peréxido
de hidrogeno llevan a la formacion de un acido
sulfénico (R-SOH) (Figura 1). A partir de aqui pueden
ocurrir diferentes reacciones en ausencia de glutation,
tiorredoxina y glutarredoxina:

1) algunos aminoécidos adyacentes pueden favorecer
la estabilizacion del intermediario sulfonato (R-
SO-), como ocurre en el caso de las proteinas
OxyR y Orpl; sin embargo, este estado es
inestable y usualmente es finalmente reducido.

2) el acido sulfénico formado es altamente reactivo,
por lo que si en la proteina existe un grupo tiol

3)

4)

adyacente, éste lo reducira y se formara un enlace
disulfuro.

si existiese un nitrogeno proximo al acido
sulfénico se formard una sulfenil amida (R-SN-R’-
R).

el 4cido sulfénico puede ser oxidado nuevamente
por el peroxido de hidrégeno, formando acido
sulfinico (R-SO2H). La formacion de este acido
puede ser importante en la regulacion redox de
algunas proteinas como en la peroxirredoxina. A
pesar de ser estable, este acido puede ser
nuevamente reducido a acido sulfénico por una
familia de proteinas llamadas sestrinas (23).
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5) si el acido sulfinico es oxidado por el peréxido de
hidrégeno, se formara acido sulfénico (R-SOsH).
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Figura 1. Mecanismos de sefializacién redox a través de reacciones de éxido-reduccion de las proteinas. Cuando un grupo tiolato (R-
S-) de una cisteina reactiva reacciona con H>O: se produce acido sulfénico (R-SOH), el cual si vuelve a oxidarse por H2O> forma acido
sulfinico (RSO2H). Una posterior reaccion de este grupo con H2O> forma acido sulfénico (R-SOsH). Todas las reacciones, salvo la tltima,
son reversibles. Tanto las tiorredoxinas como las glutarredoxinas son capaces de reducir los enlaces disulfuro entre las proteinas oxidadas
a través de la formacion de enlaces disulfuro intermoleculares. Estas Gltimas pueden ser disociados por el H202. Modificado de [67].

Por otra parte, el acido sulfénico en presencia de
glutation reducido, forma un enlace disulfuro entre el
glutation y el residuo de cisteina, formando una
proteina glutationilada. Por el contrario, si el glutation
se encuentra oxidado, se puede formar el mismo
enlace con un grupo tiol de un residuo aminoacido de
una proteina. Ademas, los enlaces disulfuro formados
entre cisteinas pueden ser reducidos por tiorredoxina
y glutarredoxina independientemente, formando un
enlace disulfuro entre la proteina y la tiorredoxina (o
entre la proteina y la glutarredoxina, respectivamente).
Ambos procesos ocurren y pueden ser importantes en
la regulacion de la actividad de las proteinas, como es
el caso de Askl y CRMP2. A su vez, los enlaces entre
proteina-tiorredoxina y  proteina-glutarredoxina
pueden ser rotos por el peroxido de hidrogeno,
estableciendo asi una serie de reacciones reversibles
que son controladas por el estado redox general de la
célula o - mas especificamente- en un punto concreto
de la célula [25, 26].

Desarrollo del Sistema Nervioso Central y ERO

El desarrollo del Sistema Nervioso Central (SNC)
comprende diferentes procesos que ocurren de manera
muy organizada en un tiempo y espacio especificos.
Esto incluye la proliferacion, diferenciacion,

migracion, crecimiento y establecimiento de contactos
sinapticos y muerte programada. Estos procesos
continian ocurriendo aun después de haberse
completado el desarrollo. Todos estos eventos son
regulados por diversas moléculas que actuan como
organizadores o indicadores del destino de cada
célula. En particular, se ha demostrado recientemente
en modelos de desarrollo del sistema nervioso que las
ERO actian como moléculas sefial, ya sea
directamente o a través de vias de senalizacion [14-18]

(Figura 2).
Proliferacion

Diferentes evidencias indican que la proliferacion
de células precursoras neurales (CPN) es favorecida
por la generacion de ERO. En CPN derivadas de
hipocampo embrionario, se generan ERO en
condiciones basales. A su vez, estas ERO promueven
la proliferacion de estas células ya que al disminuirlas
con diferentes antioxidantes ¢ inhibidores de la NOX,
se reduce la proliferacion [27]. Cuando estas CPN son
mantenidas en cultivos de baja densidad, se
incrementa tanto la generacion de ERO como la
proliferacion, lo que se revierte por un tratamiento con
antioxidantes [28]. En este sentido, la administracion
in vivo del antioxidante acido a-lipoico reduce la
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proliferacion celular en la zona subgranular dentada
del hipocampo [28].

Figura 2. El peréxido de hidrégeno es producido de manera
diferencial en las distintas partes de la neurona. La micrografia
muestra una neurona transfectada con un sensor de peroxido de
hidrogeno (HyPer). Las flechas indican los sitios de mayor
crecimiento axonal: cono de crecimiento (AGC) y zona dindmica
(DZ). Estos sitios coinciden con las zonas de mayor concentracion
de peroxido de hidrogeno. La barra indica los niveles relativos de
peroxido. El recuadro muestra una amplificacion de una de las
zonas de alto crecimiento (DZ). Modificado de [68].

No so6lo en este modelo las ERO regulan la
proliferacion, en cultivos de neuroesferas obtenidos de
la zona subventricular de embriones y adultos de
raton, una condicion de bajos niveles de ERO favorece
su autorrenovacion. Por el contrario, una disminucion
de la formacion de neuroesferas por Dbajas
concentraciones de factor de crecimiento epidermal
lleva a una reduccion de la generacion de ERO. Si ésta
se restablece por inductores de ERO, la formacion de
neuroesferas  se  restablece  también  [29].
Interesantemente, la mayor parte de las CPN se
encuentran en las neuroesferas provenientes de las
células con mayor cantidad de ERO [29]. En
congruencia con estos estudios, se ha visto que las
células con mayor generacion de ERO poseen una
mayor capacidad de autorrenovacion que las células
con bajos niveles de ERO.

Por otra parte, se ha detectado que la enzima NOX
2 parece tener un papel importante en la proliferacion.
Al adicionar Factor Neurotréfico Derivado de Cerebro
(BDNF) a los cultivos de la zona subventricular, se
incrementan los niveles de ERO y se favorece la
formacion de neuroesferas; si al mismo tiempo se
adiciona un antioxidante o un inhibidor de la NOX, los
niveles de ERO disminuyen y por consiguiente la
formacion de neuroesferas. Consistente con esto, los
cultivos de la zona subventricular de ratones
deficientes de NOX 2, desarrollan una menor cantidad
de neuroesferas y poseen menores niveles de ERO que
los cultivos obtenidos a partir de ratones silvestres
[29].

In vivo, la mayor generacion de ERO esta
concentrada a zonas neurogénicas como la capa
glomerular del bulbo olfatorio, el giro dentado y la
zona subventricular [29, 30]. La inhibicion
farmacoldgica de la NOX disminuye
significativamente la generacion de ERO y la
proliferacion en la zona subventricular. Acorde a esto,
los ratones deficientes de NOX 2, poseen un menor
numero de células proliferando en la zona
subventricular en comparacion con los animales
silvestres. Ademas, la migracion de las células hacia
el bulbo olfatorio también se ve afectada [29].
Ademas, el peroxido de hidrogeno formado induce la
oxidacion de la fosfatasa PTEN en estas células. En
los ratones knock out para PTEN, ni el peroxido de
hidrégeno ni el BDNF estimularon la formacion de
neuroesferas. Asi, el efecto de las ERO en las células
precursoras neuronales parece estar mediado por la
inactivacion redox de PTEN [29]. En este sentido, se
sabe que el peroxido de hidrogeno active la via
PI3K/Akt/mTOR a través de la inactivacion de PTEN
[31].

Diferenciacion neuronal

En diferentes modelos de diferenciacion, las ERO
tienen una participacion clave, ya que si éstas son
inhibidas, el proceso de diferenciacion no se completa.
Uno de los modelos mas utilizados para el estudio de
la diferenciacion es la linea celular PC 12, en donde se
ha observado que cuando la neurotrofina NGF se une
a su receptor TrkA, se desencadena una via de
sefializacion que activa la via RAS-MAPK; esto
conduce a la activacion sostenida de Erk1/2, que es
necesaria para que ocurra el crecimiento neuritico, asi
como la expresion de diferentes marcadores
neuronales. Por otra parte, la activacion del receptor
TrkA también conduce a la activacion de Ila
fosfolipasa C vy, que a su vez activa a la proteina PKC,
lo cual contribuye a la activacion de Erk1/2 via Raf
[20, 32-34].

La activacion de receptores tirosina cinasas como
de Erb 3 y 4 por neurorregulinas o la activacion de
TrkA por NGF, inducen un incremento rapido de ERO
que es esencial para que se lleve a cabo el proceso de
diferenciacion neuronal, ya que si estas ERO son
inhibidas por antioxidantes e inhibidores de la NOX o
por la supresion de esta, no se produce el crecimiento
neuritico ni el aumento de expresion de diversos
marcadores neuronales. Esta generacion de ERO
induce la activacion de TrkA, fosfolipasa C vy, PI3K
[20], RAS, Erk 1/2 [32, 35], aumenta la fosforilacion
de tirosinas y activa al factor de trascripcion AP-1, lo
que a su vez, conduce la expresion de genes
implicados en la diferenciacion neuronal [34].
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Las ERO generadas por el estimulo de NGF, son
producidas especificamente por la enzima NOX, ya
que el dominante negativo de RAC1 (DN RAC) inhibe
la activacion de AP-1 y el crecimiento neuritico [34].
Aunque la generacion de ERO es indispensable para
que se active la via RAS-MAPK, es precisamente la
activacion de RAS otro factor que desencadena una
produccion de ERO, por lo que RAS podria actuar
como un punto de control en cuanto a la generacion de
ERO en las células PC 12 [35].

La induccion de ERO por si sola es suficiente para
desencadenar los procesos de diferenciacion neuronal.
Por ejemplo, en el neuroblastoma SH-SYS5Y, los
acidos retindico y docosahexaenodico inducen la
diferenciacion neuronal, a través de la generacion de
ERO [36, 37]. Estas ERO también pueden producirse
en ausencia de un factor, esto puede lograrse
adicionando oxidantes directamente al cultivo o
modificando las concentraciones de oxigeno. En
condiciones de hiperoxia las concentraciones de ERO
aumentan y a su vez, éstas inducen una activacion
sostenida de la via MAPK, mientras que la presencia
de antioxidantes en estas condiciones inhibe la
diferenciacion neuronal inducida por hiperoxia [38].

No se conoce con exactitud sobre qué puntos
especificos de las vias de sefalizacion estan actuando
las ERO, sin embargo una posibilidad es que sea a
través de la inhibicion de las proteinas fosfatasas de
tirosina, ya que la fosforilacion de tirosinas y la
fosforilacion del receptor TrkA aumentan en respuesta
a las ERO inducidas por NGF y disminuyen en
condiciones antioxidantes. Al mismo tiempo, las ERO
podrian estar activando a una proteina cinasa en
particular. Ambas posibilidades podrian estar
actuando en conjunto.

Por lo anterior, modelos en los que sélo se
adicionan condiciones oxidantes podrian arrojar
informacion sobre los procesos que estan siendo
regulando por las ERO. Cuando se adiciona la enzima
oxidasa de xantina y su sustrato (xantina de sodio) se
generan ERO, especificamente anion superoxido y
peroxido de hidrogeno. Este sistema induce el
crecimiento neuritico de las células PC 12 y el
aumento de expresion de MAP2, GAP 43 y
neurofilamento L. Lo mismo ocurre cuando se
adiciona un catalizador de la oxidacion de proteinas,
el cloruro de cobalto. La induccion de la
diferenciacion neuronal bajo estas condiciones s6lo
puede ser interrumpida por inhibidores de PKC ¢, por
lo que la regulacion redox de esta enzima es
trascendental para que se lleve a cabo el proceso de
diferenciacion [32, 39].

Por otro lado, en cultivos primarios de células
precursoras neurales, parece ser que los niveles de
ERO estan directamente relacionados con el destino
final de la célula. En cultivos de CPN obtenidas de
corteza, las células que poseen altas concentraciones
de ERO se diferencian a neuronas, las cuales poseen
niveles mas altos de ERO que sus células progenitoras
[40]. Lo mismo ocurre en los cultivos de CPN
obtenidas de la zona subventricular en donde si se
produce un aumento de ERO se incrementa
significativamente la formacién de neuronas. Por el
contrario, la inhibicion de la NOX disminuye el
nimero final de neuronas. Ademas, los cultivos
derivados del raton deficiente de NOX 2, producen
significativamente menos neuronas [29].

La participacion de las ERO en la diferenciacion
de las CPN corticales podria estar regulando
diferentes  caracteristicas  del = proceso  de
diferenciacion. Cuando las CPN son seleccionadas por
su baja produccion de ERO, estés producen atrocitos,
oligodendrocitos y neuronas. Estads neuronas son de
dos tipos: a) el tipo 1 es predominante en numero,
poseen morfologia piramidal, multiples neuritas de
tamafio similar y disparan un tnico potencial de
accion. b) el tipo 2 son neuronas con un soma redondo,
poseen pocas neuritas, expresan calretinina en el
nucleo y disparan potenciales de accion repetidos. Las
condiciones antioxidantes invierten la proporcion de
estas células, aumentando el nimero de neuronas tipo
2 [30].

Todas estas evidencias sugieren que existe una
fuerte relacion entre un incremento de las generacion
de ERO y la adquisicion de un fenotipo neuronal. Sin
embargo, resulta dificil discernir que tanto
contribuyen a los incrementos de ERO observados in
vivo los procesos de proliferacion y diferenciacion.
Por otro lado, existe controversia acerca de si las
células progenitoras generan una mayor cantidad de
ERO en comparacion con las células diferenciadas
[28-30, 33, 40, 41]. Una posible respuesta a esto
podria encontrarse en la relacion entre la distribucion
subcelular de la generacion de estas ERO y en los
tiempos en los cuales éstas se generan (Figura 2). Por
ejemplo, en la linea celular PC 12, los estimulos que
producen una exposicion prolongada de ERO, como
la inducida por NGF y neurorregulina, promueven la
diferenciacion neuronal; mientras que inductores que
causan una produccion corta de ERO, como EGF,
promueve proliferacion y no diferenciacion [20, 35,
42].
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Crecimiento y orientacion axonal

El cono de crecimiento axoénico es una estructura
altamente especializada que se encuentra en las puntas
de axones y dendritas, cuya funcién es la orientacion
y el crecimiento axonal y dendritico (figura 3). El cono
de crecimiento axonico se compone de una region
periférica (region P), una region de transicion (region
T) y una region central (region C) (Figura 3a). La

tubulin

region P se compone de filopodios y lamelipodios, la
region T por arcos de actina y la region C, se compone
por haces de microtubulos. Los filopodios y
lamelipodios son estructuras formadas por filamentos
de actina (Figura 3b). Estas estructuras son altamente
dindmicas y sufren continuamente protrusiones y
retracciones, mientras que en la region C se
encuentran las vesiculas y organelos [43].

Figura 3. Estructura del cono de crecimiento y distribucién de NOX2. (a) imagen de un cono de crecimiento de Aplysia mostrando los
dominios central (C), de transicion (T) y periférico (P), asi como lamelipodios y filopodios localizados en la zona P. (b) Imagen superpuesta
de fibras de microtubulos (verde) y de F-actina (rojo) en los filopodios y entre los filopodios en el dominio P. El dominio C es rico en
organelos y microtibulos. (¢) Superposicion de NOX2 (verde) y p40 (subunidad necesaria para activar NOX, rojo). La localizacion de
NOX2 es mas fuerte en el dominio C y el inicio del axén. Se observa poca superposicion de NOX2 y p40 en la periferia del cono de
crecimiento pero mas co-localizacion en el inicio del axon (flecha). Adaptado de [43].

Para que se lleve a cabo el crecimiento axonal, se
requiere que la region P avance, seguida
subsecuentemente del avance de la region C y la
consolidaciéon de un segmento estable del eje
neuritico. Este proceso es altamente regulado por
sefiales extracelulares que orientan y dirigen la
migracion de los axones en crecimiento. El resultado
de estos procesos es el establecimiento de circuitos
neuronales.

La participacion de las ERO en el crecimiento
axonal, es un proceso que se ha estudiado en los conos
de crecimiento axénico de neuronas de Aplysia. En
este modelo, los conos de crecimiento expresan NOX2
(Figura 3c) y poseen altas concentraciones de ERO
principalmente acumuladas en la region C lo que
favorece el crecimiento axonal, ya que si son inhibidas
con antioxidantes o con inhibidores de 1a NOX o de la
lipooxigenasa, el crecimiento axonal se reduce [43,
15].

Las ERO modulan diferentes aspectos de la
dinamica del citoesqueleto de actina. Esta regulacion
esta influida por dos aspectos, los niveles de ERO y la
fuente de generacion, lo cual podria estar relacionada
con la localizacion de la generacion de ERO. En este
sentido se sabe que los niveles fisiolégicos de ERO
promueven el ensamble y protrusion de los filamentos
de actina, mientras que la inhibiciéon de NOX produce

una reduccion del ensamble de actina en los filopodios
y el desensamble de los haces y redes de actina. A su
vez, la inhibicion de la lipooxigenasa no influye en el
ensamble de actina en los filopodios sino en los arcos
de actina, lo que podria estar regulando a
contractibilidad de dichos arcos en la region T [43].

Otra de las proteinas implicadas en la regulacion
del citoesqueleto en respuesta a sefiales extracelulares
es la familia de proteinas MICAL, que son enzimas
que catalizan reacciones redox para controlar la
dinamica del citoesqueleto a través de su actividad de
flavin monooxigenasa [44, 45]. MICAL induce la
generacion de peroxido de hidrogeno en respuesta a
sefales especificas implicadas en el crecimiento
axonal como la semaforina 3A [46, 47].

La orientacion del crecimiento axonal es un
proceso dirigido por sefales extracelulares; en
respuesta a éstas, los conos de crecimiento axoénico
pueden ser atraidos o repelidos. La semaforina 3A es
una molécula que regula el crecimiento repulsivo de
los axones. Esta actia a través de la fosforilacion de
CRMP2 [48, 49]. Interesantemente, la fosforilacion de
CRMP2 es regulada especificamente por ERO en un
mecanismo complejo que involucra a la tiorredoxina
[50-52].
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El peroxido de hidrogeno producido por MICAL
en respuesta a semaforina 3A oxida a CRMP2, lo cual
induce la formacion de un enlace disulfuro entre las
cisteinas 504 de dos CRMP2 [51]. El enlace disulfuro
del homodimero es reducido por la tiorredoxina, lo
cual genera un enlace entre la tiorredoxina y una
molécula de CRMP2 [51]. La formacion de este
complejo es crucial para la fosforilacion de CRMP2
por GSK-3. Una vez fosforilada, CRMP2 induce el
colapso del cono de crecimiento axonico.

Finalmente, es sabido que los niveles de calcio
intracelular en el cono de crecimiento axdénico son
reguladores clave de la movilidad de esta estructura
[53]. La regulacion del calcio intracelular en el cono
de crecimiento axdnico podria estar regulada por
ERO. En neuronas de Aplysia, los niveles de calcio en
el cono de crecimiento axonico se elevan en respuesta
a serotonina en una forma dependiente de Ia
concentracion de ERO producidas por la NOX. Si se
inhibe la produccion de ERO con antioxidantes o si se
inhibe a la enzima con inhibidores o con el dominante
negativo de RACI, no se incrementan los niveles de
calcio en respuesta a serotonina. La elevacion del
calcio en respuesta a serotonina baja estas
condiciones, puede restablecerse si se adicionan
exogenamente bajas concentracion de peroxido de
hidrégeno. La modulacion de las ERO en este modelo
va en funcion de la oxidacion directa de los receptores
IP3 y rianodina en el reticulo endoplasmatico,
disminuyendo su umbral de apertura [53, 54].
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