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1. RESUMEN

La distrofia muscular de Duchenne (DMD) es una enfermedad con un fuerte
componente genético ligado al cromosoma X, en donde la mutacién del gen de la distrofina
produce ausencia de dicha proteina, la cual es fundamental para estabilizar y amortiguar la
contraccion muscular y que, como consecuencia de su ausencia, desencadena alteraciones
musculares, respiratorias y cardiacas progresivas que ocasionan la muerte prematura de quien
padece esta enfermedad. La etiologia de esta distrofinopatia no se encuentra definida por
completo, por lo cual, la busqueda del origen y cura ha sido objeto de muchos estudios. Gran
parte de los individuos con DMD desarrollan miocardiopatia dilatada, y el origen de esto se
ha ligado directamente al desequilibrio oxidativo y a la participacion alterada de la proteina
conexina 43 (Cx43) en el tejido cardiaco. En el corazon con DMD, la Cx43 modifica su
ubicacion, pasando desde los discos intercalares a las membranas laterales de los
cardiomiocitos para formar hemicanales (HCs). En este proceso participan multiples
modificaciones postraduccionales como la fosforilacion, acetilacion y s-nitrosilacion,
ademas de una importante participacion del estrés oxidativo. Estas modificaciones en
conjunto alteran la funcionalidad y expresion de la Cx43 en el corazén, originando
alteraciones cardiacas como arritmia ventricular, insuficiencia cardiaca, miocardiopatia
hipertrofica, entre otras. Por lo tanto, con el presente trabajo se busca presentar un analisis
de la evidencia existente del rol que cumplen los HCs de Cx43 en la distrofia muscular de

Duchenne, haciendo énfasis en los Gltimos 10 afos.

Palabras claves: Distrofia muscular de Duchenne, Conexina 43, hemicanales, mdx,

miocardiopatia.



2. INTRODUCCION

La distrofia muscular de Duchenne es una distrofinopatia con afeccion neuromuscular, la
cual presenta un origen genético autosémico recesivo ligado al cromosoma X, afectando a 1
de cada 3.500 a 6.000 varones nacidos vivos. El origen de esta enfermedad se fundamenta en
la disrupcion del complejo distrofina-glicoproteina, siendo la distrofina una proteina
importante en el tejido muscular estriado y cardiaco ya que ayuda a realizar una correcta
contraccion muscular. Cuando esta proteina presenta una alteracion genética y funcional
podemos evidenciar en la sintomatologia clinica de los pacientes una debilidad muscular,
alteraciones en la marcha, pérdida de masa muscular, desarrollo neuromuscular tardio y
alteraciones a nivel respiratorio y cardiaco. En fases mas avanzadas de esta enfermedad
producto del dafio muscular progresivo, la mayoria de estos pacientes llega a necesitar de una
silla de ruedas para efectuar su traslado e incluso de soporte ventilatorio, lo cual da a entender

la gravedad e importancia de esta patologia.

Es reconocido el impacto negativo que tiene la enfermedad de Duchenne sobre el corazon,
afectando principalmente el tejido cardiaco en aspectos estructurales y funcionales. La
miocardiopatia que desarrollan estos pacientes es una causa importante de morbilidad y
mortalidad, bajo la cual se esconden, como en cualquier miocardiopatia, mecanismos
bastante complejos de perdida de funcion y patologia cardiaca que no logran ser dilucidados
por completo. De igual manera, se ha tratado de identificar las posibles causales de dafio
miocardico en la DMD, encontrando asociaciones genéticas, metabolicas, enzimaticas y
otras, que a pesar de ser muy estudiadas no han sido suficientes para describir el origen exacto
de laenfermedad. En la busqueda de factores que influyen en la fisiopatologia de Duchenne,
se menciona la participacion de la Cx43 en el miocardio, y como ésta, al sufrir ciertos

trastornos puede desarrollar mecanismos de dafio cardiaco.



En condiciones normales la Cx43 forma HCs que pueden interactuar con HCs de células
adyacentes y formar una union gap (GJ) que permite el transporte de sefiales eléctricas, iones
y moléculas pequefas de hasta 1000 Daltons, como el AMPc, GMPc, Ca*? e IP; Alteraciones
en la localizacion celular y apertura desregulada del HC de Cx43 por medio de mecanismos
de modificacion postraduccional, generan dafio en el tejido cardiaco, lo cual se ve potenciado

por muchos factores, como, por ejemplo, el estrés oxidativo.

A través de esta revision bibliografica se busca recopilar informacién que permita conocer
de mejor manera la relacion que existe entre la Cx43 y la distrofia muscular de Duchenne,
incorporando los principales agentes de dafio en esta enfermedad.



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general:

Evidenciar a través de una revision bibliografica de la literatura reciente, el rol de la

conexina 43 en la cardiopatia presente en la distrofia muscular de Duchenne.

3.2 Objetivos especificos:

1.- Definir los aspectos generales de la enfermedad de Duchenne.
2.- Describir el dafio miocardico presente en la enfermedad de Duchenne.
3.- Describir las caracteristicas estructurales y funcionales de la conexina 43.

4.- Relacionar alteraciones estructurales y funcionales de la conexina 43 en la miocardiopatia

presente en la enfermedad de Duchenne, de acuerdo con la literatura reciente.

5.- Relacionar el impacto del estrés oxidativo con la funcionalidad de la conexina 43 en la

miocardiopatia presente en la enfermedad de Duchenne, de acuerdo con la literatura reciente.
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4. METODOLOGIA DE BUSQUEDA

Se realiz6 una revision bibliografica enfocada en la informacion disponible sobre el rol
que tiene la conexina 43 en la miocardiopatia presente en la distrofia muscular de Duchenne.
Para esta revision, se realiz6 una busqueda sistematica en revistas publicadas indexadas para
garantizar que las publicaciones utilizadas cumplan con altos criterios de calidad y brinden
contenido confiable a nivel internacional. Las bases de datos utilizadas fueron: PubMed,
Scielo, Web of Science y ScienceDirect con el propdsito de recopilar informacion referida al

tema, haciendo énfasis en lo publicado en los ultimos 10 afos.
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5. MARCO TEORICO

5.1 Distrofinopatias

Las distrofinopatias son enfermedades neuromusculares de caracter hereditario que
forman parte del grupo de las distrofias musculares y son causadas principalmente por
mutaciones en el gen de la distrofina, las cuales presentan trastornos recesivos ligados al
cromosoma X (1). Afectan especificamente al musculo esquelético causando una
disminucion del nimero y volumen de las fibras musculares, que se manifiesta por una
reduccion evidente del calibre del musculo, una sustitucion de la porcion atrofiada por tejido
conectivo y graso y por la ausencia total, parcial o un déficit funcional de distrofina, quien
participa en la mantencion de la estructura de las células musculares y ademas en el anclaje
de las proteinas musculares citoplasmicas a la membrana celular. Dentro de ellas, se

encuentran la distrofia muscular de Duchenne (DMD) y distrofia muscular de Becker (DMO)

).

Las personas que padecen distrofinopatias pueden manifestar diferentes episodios de
dolor muscular, alteraciones en la marcha, pérdida de masa muscular, desarrollo
neuromuscular tardio, dificultad al respirar, tragar e incluso manifiestan miocardiopatia en
una fase mas avanzada (2). Estos signos y sintomas pueden variar en su grado de severidad
si el paciente presenta alguna patologia de base. Debido al dafio muscular progresivo la

mayoria de estas personas llegan a necesitar traslado mediante silla de ruedas (3).
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5.1.1 Distrofina

El gen de la distrofina, uno de los mas grandes encontrados en el ser humano, da origen a
la proteina distrofina, la cual posee 3.685 aminoacidos y presenta cuatro dominios. Uno de
ellos muestra homologia con las regiones de la union al extremo amino terminal de la a-
actina y de la -espectrina (4). El siguiente dominio posee una serie de 24 repeticiones de
109 aminoé&cidos, los cuales constituyen una estructura helicoidal triple, dentro de la
estructura mencionada se encuentra la presencia de regiones ricas en prolina, lo cual le brinda
flexibilidad a la proteina, teniendo la accion de verdaderas bisagras moleculares. El tercer
dominio tiene gran similitud con la region de union al calcio de la a-actina. El cuarto y ultimo
dominio, esta constituido por 400 aminoacidos y posee la funcion de formar un complejo con

las glicoproteinas de membrana (5).

Es una proteina que se localiza en la superficie intracelular del sarcolema a lo largo de
toda la longitud de las miofibras y su funcion principal es estabilizar y amortiguar la
contraccion muscular al unir la actina a la capa de tejido conectivo que rodea cada fibra
muscular (6). Cuando la distrofina esta presente, la distribucion de las fuerzas mecéanicas se
lleva a cabo de manera coordinada en las células musculares, lo que se conoce como sistema
de fijacion transverso entre miofibrillas y sarcolema (7). Sin embargo, cuando ésta no esta
presente, el musculo pierde el efecto protector y estabilizador otorgado por la distrofina. La
conexion entre el citoesqueleto de actina y el tejido conectivo se pierde, produciendo un dafio
cronico en las fibras musculares durante la contraccion, ademas de inflamacion y sustitucion
de fibras musculares por grasa y tejido fibrotico, lo cual vuelve susceptible al musculo a un
estrés mecanico y a una infiltracion de calcio producto de la debilidad del sarcolema, lo que

conlleva a una debilidad muscular, sintoma principal de la DMD (8).
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Figura 1: Interaccion del complejo distrofina-glicoproteina. La distrofina interactla
mediante sus extremos carboxilos terminales (C) con un complejo glicoproteico (GP)
presente en la membrana del sarcolema y mediante sus extremos amino terminales (N) con

la F-Actina. Fuente: Elaboracion propia.

5.1.2 Distrofia muscular de Duchenne

La DMD es una enfermedad neuromuscular que se caracteriza por la mutacién en el gen
de la distrofina la cual presenta herencia recesiva ligada al cromosoma X, localizando su
defecto en el brazo corto del cromosoma X locus 21 (Xp21) (1). Esta mutacion provoca una
ausencia de distrofina, proteina presente en el interior de la membrana de las células
musculares. Los cambios histologicos se manifiestan desde el nacimiento, pero la

sintomatologia en estos pacientes se evidencia de los 3 a los 5 afios (7).
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La DMD afecta a 1 de cada 3.500 a 6.000 varones nacidos vivos y provoca la muerte en
la segunda o tercera década de vida (7). En mujeres es menos comun la manifestacion de la
enfermedad, sin embargo, se ha reportado en un estudio que aproximadamente el 8% de las
portadoras de DMD manifiestan sintomas de debilidad muscular y miocardiopatia (9). El
impacto de la DMD no esta bien estimado en la poblacion chilena, sin embargo, se manejan
algunos datos estadisticos publicados en una revision sistematica del afio 2014, que indica
que, para Chile, la tasa de prevalencia de DMD en cohorte de varones menores de 30 afios,
fue de 11,51 por cada 100.000 habitantes. Cabe destacar que la mayoria de los pacientes
(85%) que tienen esta enfermedad se atienden en los centros de Teleton, siendo estos los que

manejan mas informacion estadistica sobre esta poblacion (10).

Esta enfermedad condiciona el desarrollo psicomotor del nifio, viéndose afectado en 3
principales areas. En el area respiratoria presentan importantes complicaciones dentro de las
que se destacan la fatiga de los musculos respiratorios, hipoventilacion nocturna, atelectasia,
neumonia e insuficiencia respiratoria, las cuales cuando no son tratadas, los nifios con DMD
pueden llegar a manifestar una disnea grave, ingresos hospitalarios prologados e inclusive la
muerte causada por un paro respiratorio o arritmias cardiacas inducidas por la respiracion
(11, 12). En el area cardiovascular la deficiencia de distrofina en el musculo cardiaco en
estos pacientes puede manifestarse en una miocardiopatia. Cuando esta enfermedad progresa,
el miocardio no cumple con las demandas fisiologicas y se desarrolla una insuficiencia
cardiaca (11). Por otra parte, en el area musculoesquelética los pacientes con DMD
comienzan a manifestar sus sintomas a muy temprana edad, dentro de ellos esta la debilidad
muscular progresiva a nivel axial, debido a que los muasculos proximales contienen fibras
grandes que soportan mas peso y se ven afectadas antes que las fibras de los musculos
distales, manifestandose con el signo de Gowers. Ademas, se ve afectada en gran manera su
marcha debido a que tienen la tendencia de caminar en puntillas perdiendo esta funcion
aproximadamente entre los 12 a los 14 afios lo cual les hace necesitar una silla de ruedas para
su traslado, facilitando la aparicién de complicaciones ortopédicas graves como la escoliosis,
ademas de contracturas, hiperlordosis y acortamiento de la musculatura impactando de

manera negativa en su funcionalidad y tono muscular (13).
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Figura 2: Hiperlordosis en paciente con DMD. Se aprecia la hiperlordosis y disminucion

del tono muscular en un paciente con DMD. Tomado de Vifiet, L. 2018. (14)

El diagnostico de esta enfermedad debe realizarse a muy temprana edad, para que de esta
forma se realice una intervencion precoz en el paciente. Ante una posible sospecha de DMD
el primer andlisis que se realiza en la clinica es la determinacién de los niveles séricos de la
enzima creatinfosfoquinasa (CPK) la cual aumenta de 10-100 veces sobre su valor normal
desde el momento del nacimiento. La DMD es el primer diagndstico que se debe considerar
en un nifio menor a 5 afios con una CPK que estd en un rango muy elevado (15). Dentro del
proceso diagnostico una de las técnicas usadas es la biopsia muscular, proceso altamente
invasivo, la cual a través de microscopia evidencia la pérdida de la integridad de la fibra
muscular, con necrosis, fagocitosis y regeneracién asociada a fibrosis y reemplazo por
tejido adiposo (3). Mediante técnicas de inmunohistoquimica se comprueba la deficiencia
de distrofina y las alteraciones presentes en las estructuras celulares de los tejidos implicados
(13).
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El manejo terapéutico de la DMD es multidisciplinario y se basa principalmente en la
sintomatologia del paciente. El tratamiento tiene como objetivo mejorar la funcionalidad y
la calidad de vida de ellos, tratando las complicaciones causadas por esta enfermedad y
evitando su progresion. Dentro de los tratamientos més comunes en la DMD, esta el
tratamiento farmacoldgico en el cual son utilizados los corticosteroides, especificamente la
Prednisona que tiene un efecto antiinflamatorio y aumenta la fuerza del mdsculo y el
Deflazacort el cual favorece la regeneracion muscular (16). Ambos han demostrado ser
efectivos deteniendo la progresion de la enfermedad y prolongando la esperanza de vida de
estos pacientes hasta la tercera o cuarta década. Sin embargo, gran parte de quienes padecen
la DMD no toleran el uso cronico de corticoides debido a la aparicion de efectos adversos,
mientras que otros no responden a esta terapia de manera satisfactoria (3). Las
cardiomiopatias distroficas se pueden tratar mediante el uso de inhibidores de la enzima
convertidora de angiotensina, bloqueadores B-adrenérgicos y glucocorticoides, los cuales
retrasan la insuficiencia cardiaca. Otra droga que ha sido investigada como beneficiosa en
cardiomiopatia distréfica, especialmente en DMD, es la apocinina, la cual es un agente
desacoplante de las NADPH oxidasas. Al inhibirse la funcidn de estas enzimas, se logra
disminuir la produccién de ROS, y por ende, logra prevenir la apoptosis en células cardiacas,

revirtiendo asi, la remodelacion ventricular (17).

5.2 Miocardiopatia en la enfermedad de Duchenne

La miocardiopatia es una enfermedad del tejido muscular cardiaco, el cual manifiesta
diferentes alteraciones que dan como resultado una disminucion considerable de la funcién
normal del corazon en varios parametros (18). Inicialmente las miocardiopatias eran
asociadas a patologia inflamatoria, pero que luego, con el paso del tiempo se logré asociar
esta enfermedad con multiples desordenes de causa desconocida o con enfermedades
sistémicas que gatillaban la aparicion de dafio en el musculo cardiaco. Actualmente se ha
logrado identificar y responsabilizar a una gran cantidad de agentes etioldgicos genéticos,
pero aun, a pesar de muchos estudios y una intensa investigacion no ha se ha logrado

comprender la totalidad de factores que participan en el desarrollo de la miocardiopatia (19).
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Ya que es imposible negar la importancia de la patologia del miocardio como causa de
deterioro y muerte asociada a la enfermedad del corazon, fue necesario en el proceso
desarrollar una clasificacion de las miocardiopatias, con el fin ordenar y entender el
desarrollo fisiopatoldgico de estas, buscando de esta manera optimizar el enfoque clinico en
el tratamiento paliativo de estas (19). En esta labor de crear una clasificacion ha sido
considerable el esfuerzo investigativo de multiples organizaciones como la American Heart
Association y la European Society of Cardiology, que, a pesar de sus numerosos Yy
contundentes avances, dejan algunas areas de incertidumbre y discrepancias que pueden ser
cuestionadas. Mas recientemente surgi6 la clasificacion de MOGE(S), la cual considera en
mayor medida los descubrimientos en genética molecular y constituye un sistema descriptivo
de nomenclatura y notacion enfocado al diagnostico clinico, aplicando un conocimiento mas
amplio de las bases fisiopatologicas y genéticas de las miocardiopatias existentes. A pesar de
lo anterior una de las clasificaciones méas usadas son las dictadas por organizaciones de gran
peso internacional como la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la World Heart
Federation (WHF) (18, 19).

Tabla 1: Desarrollo cronoldgico de las distintas clasificaciones para las miocardiopatias,

adoptadas en los altimos 60 afios. Tomado y adaptado de Estigarribia, J. 2019. (19)

Afo Definicion / Clasificacion

1956 | Las enfermedades del miocardio se clasifican en dos: miocarditis (enfermedad

inflamatoria) o miocardosis (todas las otras patologias degenerativas asociadas).

1957 | Se propone el termino miocardiopatia para la enfermedad del muasculo cardiaco,

enfatizando en la causa infecciosa de la miocarditis.

1961 | Se definen las miocardiopatias y se clasifican en congestiva, constrictiva y

obstructiva.

Se les da nueva definicion a las miocardiopatias enfatizando en su origen
desconocido y se dividen las enfermedades relacionadas en dos grupos, uno es

1980 | el de las “enfermedades especificas del musculo cardiaco ” con origen conocido
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y no ligado a miocardiopatia y por otro lado el de las “miocardiopatias
inclasificables o latentes .

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la International Society and
Federation of Cardiology (ISFC), definen las miocardiopatias como
1995 | “enfermedades del miocardio asociadas con disfuncion” y cambian la
definicion de “enfermedades especificas del musculo cardiaco” por el de
“miocardiopatias especificas” para las afectaciones del miocardio conocidas.
1998 | La ISFC cambia su nombre a World Heart Federation (WHF)

La American Heart Association (AHA) crea su propia definicion de las
2006 | miocardiopatias y las clasifica en primarias y secundarias segun sea el contexto
clinico de la misma. Considera por primera vez los avances y descubrimientos

geneticos y moleculares.

La European Society of Cardiology (ESC) define a las miocardiopatias como
2008 | “desordenes del miocardio en los cuales el misculo cardiaco es estructural y
funcionalmente anormal”. Ademas, divide las miocardiopatias en dilatada,
hipertrofica, restrictiva, arritmogénica e inclasificadas y las divide también en

familiar y no familiar.

La nosologia WHF — MOGE(S) ofrece una nomenclatura y notacién descriptiva

2013 en base al fenotipo y genotipo con la finalidad de realizar un diagndstico clinico

y realizar investigacion.

Ya comprendiendo a grandes rasgos los conceptos y el desarrollo del conocimiento que
se tiene hasta hoy sobre las miocardiopatias, es imposible evitar la asociacion que tiene la
aparicion de estas en la distrofia muscular de Duchenne, de hecho, mas del 90% de los
pacientes con esta enfermedad desarrollan miocardiopatia la cual se ve acompafiada de
arritmias ventriculares graves, insuficiencia cardiaca y finalmente la muerte, de hecho se
estima que un 40% de los pacientes con DMD mueren a causa de la insuficiencia cardiaca
(20, 21). Es importante considerar, que, de las clasificaciones de miocardiopatias antes
mencionadas, la que desarrolla en mayor medida el individuo con DMD (25 a 90% de los

casos) es la miocardiopatia dilatada, que se caracteriza por la dilatacion (en la mayoria de los
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casos severa y acompafiada de hipertrofia) y disfuncion contractil principalmente del
ventriculo izquierdo o bien de ambos (22). En la miocardiopatia dilatada, desarrollada por
estos pacientes, se destaca la sustitucion evidente del tejido cardiaco normal por tejido graso
y fibroso, lo que altera el funcionamiento adecuado del corazon, manifestandose en
alteraciones medibles en los exdmenes clasicos que evaltan la funcion del corazén como el
electrocardiograma (ECG), lo que es util en el diagnostico de estos pacientes. En el
electrocardiograma de pacientes con DMD las principales alteraciones electrocardiograficas
gue se encuentran son la taquicardia sinusal, acortamiento del intervalo PR, derivaciones
precordiales izquierdas y otras, que en su conjunto sugieren una sobrecarga ventricular (23).
Sumado a lo anterior, la cardiografia eco-Doppler sirve para evaluar la anatomia y
funcionalidad del sistema cardiovascular en estos pacientes, permitiendo diagnosticar
precozmente la disfuncién ventricular izquierda, proporcionando asi informacion para aplicar
tratamiento paliativo en los pacientes. En si las anomalias mas comunes en el ecocardiograma
son los trastornos de contractilidad del tejido muscular del corazon. En conjunto las
anomalias electrocardiograficas y ecocardiograficas son ocasionadas por un proceso
degenerativo que incluye fibrosis y sustitucion del tejido cardiaco normal por tejido graso,

que en etapas finales de la enfermedad puede llevar hasta la muerte (24).

Si bien no se ha logrado identificar el mecanismo puntual que origina la miocardiopatia
en la enfermedad de Duchenne, se han descrito algunos predictores genéticos asociados al
gran y amplio gen de la distrofina, dentro de los cuales tenemos que el exén 12 y mutaciones
del 14 al 17 podrian considerarse factores de riesgo para desarrollar la patologia, mientras
que, por otro lado, mutaciones en los exones 51 y 52 son considerados factores protectores.
Ademas de los ya mencionados, se ha encontrado alteraciones en los exones 31y 42 los que

se encuentran ligados a la forma de inicio de la miocardiopatia (24).

Es importante tener en conocimiento que el dafio miocardico que tienen las personas
afectadas por la enfermedad de Duchenne se encuentra potenciado y asociado a muchos otros
factores, dentro de los cuales ha llamado mucho la atencion la expresion y funcion anormal

de algunas enzimas que generan estrés oxidativo dafiino para el tejido, ya que la elevada
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produccion de especies reactivas del oxigeno desencadena dafio a proteinas, lipidos y otras
macromoléculas presentes en el tejido cardiaco (25). Gracias al mecanismo de dafio antes
mencionado y su asociacion con la proteina conexina 43 que forma uniones comunicantes en
el corazon, se ha logrado generar maltiples hipotesis sobre como estos dos mecanismos en
conjunto generan dafio en el miocardio de pacientes con DMD (17). Sin ir més all4, se ha
hecho evidente que el estrés cardiaco induce estrés oxidativo e hiperactividad de la proteina
quinasa Il dependiente de calcio calmodulina y del receptor 2 de rianodina, lo que
desencadena arritmias ventriculares y desequilibrio en la homeostasis del calcio, lo que a la

larga afecta los potenciales de membrana de las células del musculo cardiaco (21).

5.3 Uniones celulares.

La comunicacion entre las células de los organismos pluricelulares es un proceso
fundamental para mantener un adecuada organizacion y funcionalidad de diversos tejidos y
organos. Las interacciones o uniones celulares actian como verdaderos puentes entre una
célula y otra adyacente y la matriz extracelular, constituyéndose como una via de

sefializacion directa de diversas moléculas, segundos mensajeros, iones y otros (26).

A grandes rasgos las funciones de las uniones celulares podrian resumirse en tres, la
primera de ellas corresponderia a la adhesion o anclaje entre células o entre estas mismas y
la matriz extracelular, lo cual podemos ejemplificar o evidenciar en las uniones adherentes
de la epidermis; la segunda funcion seria de oclusion y aislamiento de diferentes ambientes
celulares, lo que se puede evidenciar en las uniones estrechas del intestino; y finalmente, la
tercera funcién es la de comunicacién o nexo, ejemplificado por las uniones comunicantes
entre las células cardiacas de vertebrados (27). En resumen, de lo anterior podriamos
clasificar las uniones celulares en tres grupos claramente constituidos, los cuales serian las

uniones de oclusion, uniones de anclaje y las uniones comunicantes (28).
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5.3.1 Uniones gap

De acuerdo con lo recientemente mencionado, centraremos nuestra atencion de manera
especial en las uniones comunicantes, también conocidas como uniones GAP. Estas uniones
son fundamentales para todos los animales multicelulares, los cuales necesitan de un enorme
grado de coordinacion entre las células para mantener el funcionamiento correcto del
organismo vivo (29). Las uniones GAP son por proteinas integrales de membrana las cuales
facilitan el intercambio de iones y metabolitos con un peso molecular bajo, todo esto gracias
a la formacion de dos HCs alineados frente a frente entre las células adyacentes, lo que
permite que el citoplasma de una célula se comunique directamente con el de la otra. La
existencia de estas conexiones es vital en el funcionamiento fisiologico animal, participando
desde la propagacion de una sefial eléctrica, hasta la coordinacion de la sefializacion celular

por medio de segundos mensajeros (30).

Las uniones gap se han descrito inicialmente como poros inespecificos entre células
adyacentes, por los cuales se permite el flujo de moléculas de hasta 1 Kilodalton (kDa) de
masa molecular (30). Sin embargo, el desarrollo de maltiples estudios ligados a la estructura,
regulacion, ensamblaje y expresion ha demostrado que estos antes llamados poros, poseen
procesos bastante mas selectivos de lo que se pensaba, considerando no solo el aspecto fisico
de las moléculas, sino que también factores estéricos, de carga y otros (29). A pesar de esto,
los mecanismos fisicos por los cuales se establece el corte de selectividad de estos canales
no se encuentran bien definido, a causa de que existen alrededor de 20 isoformas de
conexinas entre las cuales varian las propiedades de permeabilidad. Sin embargo, si se conoce
que las propiedades de la permeabilidad estan reguladas por modificaciones
postraduccionales reversibles como la fosforilacion y por interacciones proteina-proteina,
que permiten, bajo ciertas circunstancias el paso de iones y moléculas como el ATP, ADP,
Ca*2, AMPc, IP3, glutamato y glutation (30). En resumen, el grado penetracion de diversas
moléculas ha servido experimentalmente para definir el rol fisiolégico, e incluso la

implicancia fisiopatoldgica de las isoformas de conexinas (29).
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Finalmente, es necesario resaltar que los HCs constituidos por diferentes isoformas de
conexinas poseen funciones propias y que no pueden ser remplazados por el funcionamiento
de cualquier otra isoforma. Por ejemplo, el remplazo de la conexina 43 por la conexina 31
probado en un estudio realizado por Zheng-Fischhofer en 2006 (31), gener6 HCs que
condujeron a defectos funcionales y anatémicos en la morfogénesis cardiaca en ratones.
Sumado a lo anterior, un estudio realizado por Winterhager en el 2007 (32), mostr6 que la
sustitucién de la conexina 43 por conexina 26 desencadenaba en ratones, disfunciones en los
6rganos reproductores y una conduccion ventricular mas lenta en el corazon. En resumen,
los HCs poseen funciones vitales en determinados tejidos y no pueden ser remplazados por

HCs constituidos por otras conexinas.

Conexina

== Citoplasma
I Membrana plasmatica

Hemicanales - Medio extracelular
de conexina fr— —=——
Membrana plasmatica
Citoplasma

Fuentes E. 2021

Figura 3: Disposicion de los hemicanales de conexina en la union gap. Dos HCs de
conexina se alinean uno frente al otro para formar la unién gap que comunica los citoplasmas

de dos células adyacentes. Fuente: Elaboracion propia.
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5.3.2 Conexinas

Las conexinas son proteinas de dominio transmembrana presentes en las uniones gap y
que participan en la formacion de los HCs que permiten la comunicacion entre dos células
adyacentes. EI nombre de las diversas isoformas de conexinas viene dado por el peso
molecular que tengan, por ejemplo, la conexina 43 posee un peso molecular aproximado de
43 kDa (30). Estas proteinas estan presentes en muchos tejidos celulares de organismos
vertebrados, mientras que en organismos invertebrados las uniones gap estan constituidas por
innexinas. Sin embargo, algunos vertebrados y otros organismos marinos llamados cordados

poseen homologos de las innexinas, Ilamados pannexinas (33).

La existencia de conexinas en los seres humanos es fundamental. Segun Nielsen en el afio
2012 (30), en el ser humano se reconoce la presencia de 21 conexinas, mientras que Beyer
en el afio 2018 (33), indica la presencia de tan solo 20. Si bien la expresion de estas diversas
isoformas proteicas es bastante universal en los tejidos humanos, es necesario mencionar que
no se encuentran presentes en algunos tejidos, en su mayoria maviles, como los eritrocitos,

espermatozoides maduros y musculo esquelético diferenciado (30).

Un aspecto interesante de considerar es que las células pueden coexpresar mas de una
isoforma de conexina para constituir un canal. En el caso de los HCs heteroméricos, se
expresa mas de una isoforma de conexina, mientras que un canal constituido por solo una
isoforma de conexina recibe el nombre de homomérico. Asi también, cuando las conexinas
idénticas forman HCs célula-célula se denominan homotipicas, mientras que las conexiones
entre células por canales de diferentes composiciones de conexinas se les denomina

heterotipicos (30).
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Figura 4: Posibles composiciones de los canales de conexinas. Se visualizan las posibles
composiciones de los canales de union gap. Las conexiones homoméricas formadas por un
solo tipo de conexina, mientras que las conexiones heteroméricas poseen mas de un tipo de
conexina. Por otro lado, las conexiones célula-célula con la misma composicion de conexinas
se les denomina homotipicas y a las conexiones con diferente composicion de conexinas se

les denomina heterotipicas.

Las conexinas pueden formar las uniones gap y constituir el acoplamiento de maultiples
células, sin embargo, también pueden realizar algunas funciones de no acoplamiento
manifestadas en la membrana plasmatica, estableciendo una estructura llamada hemicanal
(HC), la cual no se acopla a otra célula contigua (34). Al abrirse los HCs pueden ejercer
diversos efectos fisioldgicos que incluyen desde la sefializacion paracrina hasta la regulacion
de la apoptosis celular. Sumado a lo anterior, también las conexinas desempefian funciones
a nivel nuclear y mitocondrial, incluso asociandose a otras proteinas para llevar a cabo estas
diversas funciones, esto demuestra la amplia gama de funciones en las que pueden llegar a

participar las conexinas (30).
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5.3.3 Estructura de las conexinas

Las conexinas son proteinas de dominio transmembrana, el conjunto de seis de ellas
establece la union gap. Sin embargo, es de gran importancia conocer la estructura de una
conexina vista de manera individual. Las conexinas poseen dos bucles extracelulares
denominados E1 y E2, que contienen 31 y 34 aminoécidos respectivamente, conectados por
enlaces disulfuros intramoleculares, los cuales brindan continuidad a la estructura,
conectando en pares los dominios. Estos bucles extracelulares E1 y E2 poseen en todas las
conexinas tres residuos de cisteina conservados, lo que concuerda con los enlaces disulfuros
ya mencionados (35). Un bucle une al dominio TM1 con el domino TM2, mientras que el
segundo bucle extracelular conecta el dominio TM3 con el TM4. Por otro lado, en la cara
citoplasmatica de la membrana se presenta el bucle intracelular o bien bucle citoplasmatico,
especificamente entre los dominios TM2 y TM3 (30). El esquema topoldgico de esta
estructura fue confirmada al estudiar la conformacion basica de conexinas como la 43, 32 y
26 por muchos investigadores y hasta la fecha no se ha descubierto estructuras de conexinas

que hagan excepcion a estos modelos (35).

El grado de conservacion en las secuencias de cada conexina es bastante alto, sobre todo
en los cuatro dominios transmembrana, bucles extracelulares y el extremo N-terminal.
Mientras que, por otro lado, el segmento de las conexinas que presenta mayor grado de
variabilidad en cuanto a su secuencia y tamafio es el bucle extracelular, tanto como el largo

y estado modificado postraduccional del dominio C-terminal (35).
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Figura 5: Estructura representativa de una conexina. Las conexinas conservan alto grado
de homologia entre sus isoformas, manifestando cuatro dominios transmembrana (TM), dos
bucles extracelulares (E1 y E2), un bucle citoplasmatico (CL), un extremo N-terminal (NT)
y uno C-terminal (CT).

5.3.4 Biosintesis, acoplamiento y degradacion de las conexinas

Como proteinas integrales, mediante el ARNm las conexinas comienzan su sintesis a nivel
del reticulo endoplasmatico rugoso (RER), para luego transportarse hasta el aparato de Golgi,
transporte que serd mediado por COP I, un complejo proteico de cubierta vesicular, que se
encarga del transporte de moléculas desde el RER hasta el Golgi, lo cual dependera de la
accion de la GTPasa Sarl, sin embargo, es importante resaltar que la GTPasa involucrada en
este proceso dependera exclusivamente de la isoforma de conexina implicada (30). Una vez

en el aparato de Golgi se realizara el plegado y oligomerizacion de la proteina (36).

Posteriormente, a través la red del trans-Golgi, que consiste en un complejo sistema de
estructuras tubulares y cisternas, luego de realizarse el ensamblaje de las proteinas conexinas,
se procede a realizar el transporte de estas hacia la membrana plasmatica utilizando el
citoesqueleto celular. Una vez en ese lugar, se propaga en la regién de las uniones gap por

una via dependiente de microtibulos, dineina, B-catenina y N-Cadherina (37). El transporte
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de las conexinas hasta la membrana celular en la mayoria de los casos es dependiente de los
microtubulos, como lo es el caso de la conexina 43 (38). Sin embargo, hay algunas conexinas
que no dependen de microtibulos para su transporte como la conexina 26, 30 y 31 (39-41).

Las conexinas tienen una vida corta dentro de la célula, siendo esta de tan solo una a cinco
horas y su degradacion ocurre gracias a la accion de mecanismos lisosomales vy
proteasomales, en donde juega un rol importante la ubiquitinacion y fosforilacion para llevar
a cabo la internalizacion de las placas de union gap y degradacién de conexinas (42). La
direccion de internalizacion y degradacion realizada por los lisosomas se logra mediante la
monoubiquitinacién, mientas que, por otro lado, la poliubiquitinacion se dirige a la
degradacion proteasomal, aunque este ultimo mecanismo también puede ser independiente
de ubiquitina. La importanciay rol proteaosomal fue descubierto gracias al uso de inhibidores
proteosémicos que causaban el aumento de contenido de conexina 43 en 6 veces (43). Se
conoce que la ubiquitinacion, endocitosis y degradacion es realizada en respuesta a EGF,
ésteres de forbol, TNF alfa y otros, los cuales han sido descubiertos en su mayoria mediante
el estudio de la conexina 43. El proteosoma solo degrada las proteinas no plegadas y su rol
en la degradacion de las conexinas aun no es muy claro (30, 44). Finalmente,
complementando a los mecanismos ya mencionados, es importante sefialar que la autofagia
es fundamental en la degradacion de las conexinas en donde se forma una estructura de doble
membrana visible por microscopia electronica convencional, este mecanismo va de la mano
con el mecanismo de degradacion lisosomal, ya que el material que se desea degradar primero
es secuestrado por una membrana de aislamiento, que formara una vesicula de doble
membrana (autofagosoma), que luego se fusiona con el lisosoma y degrada el contenido, esto

es fundamental en la supervivencia celular (42).
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5.3.5 Enfermedades asociadas a conexinas humanas

La mutacién genética de tan solo un gen de conexina puede influir en multiples canales,
lo que se asocia a la gran variedad de enfermedades que se pueden expresar. Sobre todo, al
considerar que son secuencias especificas del dominio E2 las que permiten la compatibilidad
en el acoplamiento entre conexinas, por lo que hace suponer que si mutasen estas secuencias
especificas, pudiera afectar la compatibilidad de la conexina con muchas otras que antes eran
compatibles (45). Lo anteriormente sefialado, se ve potenciado por el hecho de que la funcién
especifica que desempefia una determinada conexina no puede ser remplazada por otra
isoforma, ain mas, el remplazo o sustitucion de una conexina puede llevar al desarrollo de

una determinada enfermedad (31).

Las mutaciones en los genes de conexina humana se han relacionado fuertemente con
enfermedades, a las cuales se le denominan conexinopatias (45). Existe una amplia gama de
enfermedades asociadas a las conexinas, dentro de las que podemos encontrar la sordera
sindromica o no sindromica asociada a conexina 26 y 30, la enfermedad de Charcot Marie
Tooth asociada a conexina 32, displasia y cardiopatias asociadas a conexina 43 e incluso
cataratas ligadas a la conexina 46 y 50. Sin embargo, a pesar de que existe la asociacion
evidente del rol que juegan las conexinas en estas patologia, los mecanismos moleculares no

se encuentran bien identificados en la patogénesis de estas enfermedades (46).
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Fuente: Elaboracion propia Fuentes, E. 2021.

Tabla 2: Principales enfermedades asociadas a mutaciones en conexinas humanas.

Proteina Enfermedad asociada Referencia
alterada

-Sordera sindrémica o no sindrémica.

Conexina 26 | -Hiperqueratosis palmoplantar.
-Sindrome de VVohwinkel. (46-49)
-Sindrome de Bart-Pumpherey.
-Sordera autosomica dominante.

Conexina 30 | -Sordera autosémica recesiva. (45)
-Enfermedad de Charcot-Marie-Tooth.

Conexina 32 | -Atrofia muscular progresiva y perdida sensorial (50, 51)
variable.

Conexina 40 | -Fibrilacién auricular. (45)
-Displasia oculodentodigital.

Conexina 43 | -Distrofia muscular de Duchenne. (45, 52-54)
-Displasia craneometafisaria.
-Fibrilacién auricular.

Conexina 46 y | -Cataratas. (55, 56)
50

-Leucodistrofia hipomielinizante.

Conexina 47 | -Paraplejia espastica. (45, 57)

-Linfedema autosémico recesivo.

-Enfermedad similar a Pelizaeus-Merzbacher 1.
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5.4 Hemicanales

Desde ya varias décadas se ha investigado el rol y funcion que desempefian las uniones
gap en los diferentes tejidos celulares, sin embargo, la atencion sobre los HCs y las funciones
que pueden cumplir es un enfoque mucho mas reciente. A partir de la década del afio 1990
se logré comprender que los que los HC poseen funciones al abrirse, sin la necesidad de que
estuviesen formando un canal gap, lo que da lugar a una forma directa de comunicacion con
el medio extracelular, ampliando de esta manera el concepto funcional que se poseia de las
conexinas (58). Existen numerosas publicaciones acerca de los HC, sin embargo, la mayoria
de estas se centran en el rol de los HC al constituir uniones gap. Con el avance del tiempo se
ha demostrado una expresion normal de los HCs, como, por ejemplo, se ha reportado que los
astrocitos y las células endoteliales no forman uniones gap, sino que las conexinas en los pies
terminales astrociticos pueden funcionar solamente como HC, similar a lo que sucede con la

Cx43 en la microglia (59).

Los HC pueden ser definidos de manera simple como la mitad de un canal gap, o bien una
estructura hexameérica compuesta por proteinas conexinas o pannexinas, las cuales no se unen
a un HC ubicado en una célula contigua. De cierta forma, los HC representan las subunidades
funcionales de las uniones gap, los cuales, luego de ser transportados a su destino en la
membrana, permanecen sin aparear. Es importante mencionar que gran parte del
conocimiento que se tiene sobre los HCs ha sido gracias a estudios iniciales en astrocitos (60-
62).

Aunque la gran mayoria de HC se acoplan para funcionar como uniones gap también se
han publicado articulos que defienden la funcionalidad de los HC sin la necesidad de formar
GJ. Se establece que bajo condiciones fisioldgicas los HC permaneces cerrados y solo se
abren bajo factores de estrés o sefiales especificas. De hecho, la apertura del HC se encuentra
ligado a la pérdida de gradientes idnicos y de metabolitos de pequefio tamafio, aumento de la

osmolaridad celular y al movimiento de calcio (63). A pesar de esto, la apertura de HC
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regulada por sefiales puntuales también ha sido asociado a mecanismos de supervivencia
celular y a la liberacion de permeantes que permiten realizar funciones bioldgicas y
fisioldgicas normales. Dentro de estos permeantes se encuentra el ATP, el cual al ser liberado
participa en la sefializacién purinérgica, interactuando con el receptor P2Y2, P2Y7 y P2X1,
fomentando los procesos inflamatorios, fibroticos y arritmicos, lo cual caracteriza la
fisiopatologia cardiaca (36). También se libera la prostaglandina E2 (PGE2), NAD+ y el
glutamato, los cuales al salir por los HCs pueden originar respuestas fisioldgicas especificas
(36). También se ha visto la participacion de los HCs en la supervivencia de osteoblastos,
remodelacion dsea e incluso en la regulacién de genes asociados a la cicatrizacién de heridas
en fibroblastos gingivales (64). Sin embargo, la liberacion de permeantes de manera
descontrolada o desregulada acelera la muerte celular en diversos eventos patolégicos (65).
A pesar de la evidencia que pretende otorgar un rol fisiologico a los HCs, la asociacion es
mas orientada a la participacion de estos en eventos patologicos, por ende, no esta claro si

los HC poseen alguna funcion fisiologica (66).

A diferencia de las GJ los HC se encuentran normalmente cerrados, excepto en las
mitocondrias, en donde el fuerte campo eléctrico del potencial de membrana mitocondrial
mantiene abierto a los HC. La aperturay cierre de los HC se encuentra fuertemente regulada,
la apertura de estos es mediada por mecanismos de estrés celular como la
hipoxia/reoxigencion y el estrés metabolico, ademas de estimulos de naturaleza eléctrica
(como cambios en el potencial de membrana) o quimica (como cambios en la concentracion
de calcio intra o extracelular) (67). Sumado a lo anterior, la concentracion de calcio
intracelular moderada promueve la apertura de los HCs a través de sefializacion dependiente
de calmodulina, pero en elevadas concentraciones inhibe la apertura al interrumpir la
interaccion de la cola C-terminal con el bucle citoplasmatico (66). En el proceso de apertura
y cierre de los HC es importante comprender que la interaccion CT-CL influye
poderosamente en la funcion de las GJ y HC. En el caso de las GJ se sabe que la ausencia de
interaccion de CT y CL origina su conformacion abierta, mientras que en el caso de los HC
la conformacion seré cerrada. Tras la interaccion de CT con CL, las GJ se cierran, mientras

que los HC se abren (66).

32



E1 E2

E1 Medio

extracelular

Membrana
plasmatica

Citoplasma
L cT
CT
NT

NT

COOH
COOH

Membrana
plasmatica
(Vista superior)

Fuentes, E. 2021

Figura 6: Mecanismo de apertura de un hemicanal de conexina. En el lado izquierdo de
la figura se aprecia un HC cerrado producto de la ausencia de interaccion entre CT y CL. Al

lado derecho de la imagen el HC se encuentra abierto gracias a la interaccion entre CT y CL.
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Tabla 3: Regulacion de la actividad de algunos HCs de conexina. Tomado y adaptado de
Chandrasekhar, A. 2012. (65)

Estimulo Efecto sobre hemicanales
Estimulacion Aumenta la expresion de la superficie y abre los HCs de
mecanica Cx43

pH menor a 6.5 cierra los canales de Cx26 y Cx46, y pH
pH mayor a 7.6 abre canales de Cx26 y Cx46

Concentraciones fisioldgicas e intracelulares muy

elevadas cierra canales de Cx43 y Cx32

Ca*? Concentraciones extracelulares bajas o intracelulares

patolégicamente altas abren canales de Cx43 y Cx32

Cx43 fosforilada generalmente forma canales cerrados y
Fosforilacion la desfosforilacion durante la isquemia se asocia con

canales abiertos

Nitrosilacion Activa la apertura de HCs de Cx43 y Cx46

Infeccion bacteriana | Aumenta la actividad HC de Cx43 en las células

endoteliales

Uno de los mayores obstaculos para definir los HCs y su asociacion con algin evento
bioldgico radica en el hecho de que existen otras proteinas 0 macromoléculas de las cuales
se debe descartar la participacion. Esto debido a que los HCs de conexinas comparten
propiedades biofisicas y reguladoras con pannexinas, receptores CALHM1 y P2X. Ademas,
la inexistencia de inhibidores especificos para estos HCs ha complicado ain maés la
posibilidad de dilucidar la funcién de estos (68). A pesar de esto, con el tiempo se ha logrado
desarrollar algunos péptidos utiles en este asunto, como el péptido L2, Gapl9 y RRNY,
siendo este Ultimo capaz de inhibir potentemente la apertura del HC de Cx 43 en la membrana
plasmatica, sin inhibir las GJ. También se ha reportado el uso de Peptide5 con la capacidad

de inhibir los HCs sin actuar sobre las GJ, cuando es usado en bajas concentraciones (66, 67).

34



Los HCs posibilitan el paso libre de Na™ y K*, lo cual puede ocasionar inflamacion celular
y facultar el ingreso de Ca*? lo que puede originar sobrecarga de este promoviendo el escape
de varias moléculas, como ATP, glutamato, lactato, NAD+, IP3, PGE2 y glutation (69, 70).
También, los HCs permiten la entrada de moléculas, siempre que exista una fuerza impulsora
quimica o electroguimica. Sin embargo, la mayor importancia radica en la salida de
moléculas, ya que se estima segln un estudio realizado por Esseltine y Laird en el afio 2016
que la salida de moléculas desde HC abiertos ronda en varias decenas de miles (71). Esta
salida de moléculas no solo se ha asociado a los estimulos previamente mencionados, sino
que también se ha reportado la participacion de mutaciones que otorgan ganancia de funcién
a los HC, teniendo como ejemplo mutaciones en Cx43 que inducen un aumento en la fuga de
moléculas (66, 72).

Si bien se ha descrito la participacion de los HCs mayoritariamente ligada a la liberacién
de moléculas, es pertinente mencionar que existen estudios que han demostrado la
participacion de los HCs en la adhesion celular, sin la necesidad de formar GJ. Siempre se
ha asociado a las cadherinas con la adhesion celular inicial, sin embargo, se ha reportado que
el acoplamiento de HCs de conexina dirige y estabiliza el contacto celular desde el principio,
observandose que las células con altos niveles de expresion de Cx se unen buscando la
adhesion con aquellas células con niveles de Cx mas bajos. Esta capacidad mencionada no

se correlacion6 con la formacion de uniones gap (73).

Finalmente, es importante mencionar que la apertura anémala de HC se ha asociado
fuertemente a la ocurrencia o desarrollo de multiples enfermedades como la enfermedad
inflamatoria crénica, en donde la apertura del HC genera un gradiente masivo de sefializacion
que juega un papel clave en el edema celular, extensién de la lesion y respuestas inmunitarias
innatas como adaptativas. También se ha reportado la participacién de HCs impulsando la
progresion del cancer de mama mediante regulacién inflamatoria (74). Ademas de otras
enfermedades dérmicas, renales y cardiacas (75, 76). En si, las multiples sefiales patoldgicas
desencadenan la apertura de los HCs, lo que ocasiona que se eleven hasta niveles patologicos

algunos estimuladores inflamatorios extracelulares, dentro de los cuales destaca el ATP, la

35



aparicion de ondas de calcio y cambios en la composicion idnica citoplasmética que lleva a
la apoptosis o a la perdida de la capacidad de la célula para osmorregular, ocasionando dafio
a multiples tejidos asociados a la expresion de HCs (36).

5.5 Principales conexinas expresadas en miocardio

Es de conocimiento que las conexinas (Cx) se expresan en diferente grado segun sea el
tejido implicado. Sin embargo, a nivel del corazén son solo algunas conexinas las que tienen
mayor grado de expresion, dentro de las cuales se puede destacar a 5, que son la Cx30.2,
Cx37, Cx40, Cx43 y Cx45, de las cuales, cada una muestra expresion regional y especifica
del tipo celular y el conocimiento que se tiene de estas ha sido gracias a estudios realizados
en ratones (77). Por otro lado, Coopen en el afio 2003 (78), indica solo tres como las
principales conexinas ligadas a los cardiomiocitos, refiriéndose a las conexinas 40, 43 y 45,

cuya expresion esta regulada esta regulada por el desarrollo.

De las dltimas isoformas mencionadas, la conexina 40 se encuentra expresada en los
miocitos auriculares, nodo auriculoventricular, haz de His y también en el sistema de
conduccion ventricular. La conexina 45 se expresa especialmente en el nodulo sinoauricular
y en el nédulo auriculoventricular. Finalmente, la conexina 43 es la que se expresa en mayor
medida en miocitos auriculares y ventriculares, por lo que la mayoria de estudios y analisis

centran su atencion en esta Ultima proteina transmembrana (37).

La conexina 45 es la primera isoforma en expresarse durante el desarrollo, acompafiando
a las primeras contracciones cardiacas y exhibiendo una expresion ubicua en el tejido
implicado. Otras isoformas de conexinas se expresan mas tarde en el desarrollo, como
conexina 40 y 43 que al aumentar sus niveles de expresion, tienen como consecuencia la

disminucion de los niveles de conexina 45, siendo esta Ultima expresada en muy bajos niveles
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con respecto a las otras conexinas cardiacas, lo que justifica la dificultad para estudiar y

determinar la ubicacion y expresion de esta conexina (79).

Tabla 4: Patrones de expresion de conexinas en el corazon.
Fuente: Elaboracion propia Fuentes, E. 2021.

Tejido Cardiaco Isoformas de conexinas expresadas
Nodo sinoauricular Cx 45, Cx30.2
Atrio derecho Cx43, Cx40, Cx 45
Nodo atrioventricular Cx45, Cx30.2
Ventriculo derecho Cx43, Cx45
Atrio izquierdo Cx43, Cx40, Cx45
Rama superior del haz Cx40, Cx45, Cx30.2
Rama inferior del haz Cx43, Cx40, Cx45, Cx30.2
Ventriculo izquierdo Cx43, Cx45
Fibras de Purkinje Cx43, Cx40, Cx45, Cx30.2

5.6 Generalidades de la conexina 43

De las 21 isoformas de conexina, la conexina 43 es una de las mas expresadas y estudiadas
(80), de hecho, sin ir mas alla, es considerada la principal proteina conexina en los
miocardiocitos ventriculares y al igual en que las otras isoformas, seis proteinas conexinas
43 se retinen y ensamblan para formar HCs situados en el sarcolema, los cuales se uniran a
los HCs opuestos para formar las uniones gap, las que permitiran el paso de pequefias

moléculas, asi como también el paso de sefiales eléctricas entre las células contiguas (81).
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A pesar de que el centro de atencion asociado a la conexina 43 esta en el corazén, es
necesario resaltar que la presencia de esta en los tejidos es de amplia distribucion,
encontrandose en los queratinocitos de la cavidad oral, en las fibras musculares del colon, en
las células B del pancreas, en los astrocitos del cerebro, en los osteoblastos del hueso e incluso

en las células miometriales del Gtero (35).

Tabla 5: Distribucion tisular y celular de conexina 43. Tomado y adaptado de Laird, D. 2006.
(35).

Tejido Tipo de célula
Cardiaco Cardiomiocitos
Cavidad oral Queratinocitos
Estomago Células epiteliales
Pancreas Células B endocrinas
Piel Queratinocitos
Glandula tiroides Células epiteliales tiroideas
Cerebro Astrocitos
Ovario Células de la granulosa
Utero Células miometriales
Pulmén Células epiteliales alveolares
Hueso Osteoblastos
Rifion Células vasculares y glomerulares
Médula 6sea Células estromales
Bazo Células dendriticas foliculares

Esta conexina posee 20 isoformas en ratones y 21 en humanos. Como proteina integral de
membrana lleva a cabo su sintesis en el reticulo endoplasmico rugoso para luego trasladarse
al Golgi para ser plegada y oligomerizada y asi dar formas a los HCs que seran trasladados
mediante via secretora a la membrana plasmaética, sin embargo, la forma o mecanismos por

los cuales las proteinas recién oligomerizadas recién traducidas llegan a su ubicacion final,
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aun se encuentra siendo estudiado, a pesar de esto, se conoce que la propagacion de la Cx 43
en la membrana se realiza gracias a una via dependiente de microtibulos como la dineina,
N-cadherina y B-catenina (36, 37). Ya en su ubicacion en la membrana plasmatica, esta
conexina posee la estructura comdn ya descrita anteriormente de las demés conexinas,
teniendo cuatro segmentos transmembrana que manifiestan una conformacion a-helicoidal,
que terminan con dominios N y C terminales a nivel citoplasmatico. Posee también dos
bucles extracelulares denominado E1 y E2, los que contienen 31 y 34 aminoacidos
respectivamente, estos se conectan covalentemente por tres enlaces disulfuros y una
composicién altamente conservada, la cual es vital en la formacion de las uniones gap (30,
36, 82).

La Cx43 posee una vida media bastante corta, de entre 1 y 2 horas, lo que da luces del
constante recambio que posee esta proteina en los diferentes tejidos, dicho proceso de
reciclaje se realiza de la misma manera que con las otras isoformas de conexinas, mediante

degradacion por proteosomas y lisosomas luego de un evento endocitico (36).

La apertura o activacion de los HCs de Cx43 requiere de una fuerte despolarizacion y es
dependiente de multiples factores como el pH, voltaje, concentracion de calcio, fosforilacion,
estado redox y otros, los que en su conjunto permitiran el paso de moléculas de hasta 1 kDa,
esto gracias a la variacion del tamafio del poro desde 1.8 nm a 2.5 nm (30, 36). Sin ir mas
alla, en base a la conexina 43 fue planteado uno de los modelos de regulacion del cierre de
los poros, denominado modelo de bola y cadena, en el cual inicialmente la puerta constituida
por la cola citoplasmatica de la estructura de la conexina se encuentra alejada del poro, pero
que, bajo un estimulo adecuado, gira hacia la apertura del poro uniéndose a un receptor para

llevar a cabo el cierre (36).

Complementando lo anteriormente descrito, es importante mencionar que la activacion de
la conexina 43 por fosforilacion esta regulada por multiples proteinas quinasas como la

proteina quinasa activada por mitégenos (MAPK), la proteina quinasa C (PKC), la caseina

39



quinasa 1, proteina quinasa A (PKA) y Src. Ademaés, es de utilidad mencionar que, la
fosforilacion se realiza en la serina 368 en las regiones COOH-terminales de la Cx43, lo que
se ha visto involucrado en la rotacion, trafico, degradacion, montaje y desmontaje de los
canales gap (37).

5.7 Hemicanales de conexina 43

Los HCs de Cx43 se enmarcan bajo los mismos conceptos definidos en el capitulo sobre
HCs, de hecho los HCs de Cx 43 son los mas estudiados y expresados en los diferentes
tejidos, por ende, gran parte de la informacion que se maneja sobre los HCs proviene de
estudios realizados en dicha conexina (65). Sin ir mas alla, es considerada la principal

conexina en astrocitos y cardiomiocitos (83).

La Cx43 se asocia fuertemente a la liberacion de muchas moléculas de pequefio tamario,
sin embargo, una de las mas estudiadas y documentadas es el ATP. Existen multiples
modelos celulares sometidos a diferentes condiciones que han permitido demostrar el rol que
juegan los HCs de Cx43 en la liberacion de ATP. Algunos reportes han indicado que la
activacion del receptor purinérgico aumenta la liberacion del ATP por los HCs de Cx43 en
células de glioma C6, células HeLay U373 (84), lo cual se ha visto confirmado por un estudio
electrofisiologico realizado por Kang, J (85). Sumado a esto, se ha demostrado que los HCs
de Cx43 se abren para liberar ATP en respuesta al estrés mecanico, esto observado en la linea
celular MLO-Y4 (86). La inhibicion de los canales de Cx43 mediante bloqueadores

especificos ha sido Gtil para confirmar su participacion en la liberacion de ATP (65).

Los HCs de Cx43 se han visto ligados a mecanismos cardioprotectores, de hecho, se ha
visto que en ratones con ausencia de la Cx43 la tolerancia a procesos isquémicos es menor
tras realizarse el preacondicionamiento isquémico. La fosforilacién en algunos residuos de

la Cx parece participar en la cardioproteccion, en lo cual juegan un papel proteinas quinasas
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como PKC y Src (65, 87). También se ha reportado regulacién del volumen celular y
proteccion mitocondrial asociado a estos HCs, sin embargo, como en la mayoria de los
estudios realizados bajo modelos isquémicos, se necesita mayor evidencia para poder definir
si el balance esté inclinado hacia la proteccion o muerte y dafio celular (65, 88-90).

La regulacion de los HCs de Cx43 esta dado por muchos mecanismos dentro de los cuales
destacan tres. El primero es el pH, en donde se ha visto que los HCs de la conexina en
cuestion se abren frente a condiciones alcalinas extracelulares, induciendo la entrada de
calcio como consecuencia. Por el contrario, la baja de pH en el medio intracelular también
conduce a la apertura de los HCs de Cx43 (36, 69). Un segundo mecanismo es la
concentracion de calcio. La concentracion del calcio intracelular en procesos isquémicos se
ve aumentada, Ilevando a la muerte de la célula. Este aumento se encuentra de la mano con
la previa liberacion de ATP durante la isquemia en miocitos cardiacos, lo cual a su vez se ve
potenciado por la participacion de HCs. Sin embargo, a pesar de que el aumento de calcio
intracelular produce la apertura de estos canales, se ha visto que el aumento excesivo en los
niveles de calcio provoca el cierre de estos (65, 91). Finalmente, el tercer mecanismo
destacado, es la fosforilacion. La Cx43 es una proteina con multiples dominios que pueden
ser fosforilados, sobre todo en su extremo C-terminal. Se ha visto durante procesos de
isquemia con inhibicién metabdlica que, a diferencia de las GJ, los HCs al ser desfosforilados
permanecen abiertos, lo cual se ha evidenciado por estudios que evaltan la permeabilidad de

estos canales utilizando colorantes (63, 65).

5.7.1 Hemicanales de conexina 43 en la miocardiopatia de Duchenne

En el miocardio la conexina 43 se encuentra ubicada en los discos intercalares (DI) y es
responsable, junto a otras isoformas, de mantener la conduccion eléctrica, facilitando la
propagacién de los potenciales de accidn lo que desencadena como resultado una contraccién
sincronica del musculo cardiaco (92). Ademas, Cx43 regula los niveles de potasio en el tejido

cardiaco y participa en el metabolismo energético del corazon. (93, 94).
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Cuando la Cx43 modifica su ubicacion, pasando desde los discos intercalares a otra
ubicacion de los cardiomiocitos genera eventos patoldgicos. Dicho desplazamiento esta
siendo intensamente estudiado y se ha asociado fuertemente a varias patologias cardiacas y
al deterioro del miocardio en personas que padecen DMD. Este fendmeno fue apreciado y
Ilamé la atencidn al ser observado por primera vez en imégenes de corazones enfermos
tefiidos para visualizar Cx43. Dichas imagenes, permitieron comprender que cambios en el
patron de expresion normal de Cx43 y la lateralizacion de esta en el miocardio, estaba
directamente ligado a patologias cardiacas (37, 95).

La remodelacion de la Cx43 consiste en el cambio de ubicacion de la Cx43 en los
cardiomiocitos, pasando de estar ubicada en los discos intercalares a la membrana lateral de
estos. Esté evento es denominado lateralizacion y se sospecha que es responsable de generar
alteraciones en la conduccion de sefiales en los corazones enfermos o lesionados. Esto se ve
respaldado en el hecho de que se ha encontrado expresion anormal y lateralizacion de la
conexina 43 en enfermedades del miocardio como la miocardiopatia hipertrofica,

insuficiencia cardiaca e isquemia (37, 92, 96).

La actividad de la Cx 43 como en las membranas laterales de los cardiomiocitos es
diferente a la que ofrece cuando se encuentra en los discos intercalares, puesto que, en los DI
dicha conexina forma uniones gap que contribuyen al funcionamiento y comunicacion
adecuada de las células. Por otro lado, cuando la Cx43 se posiciona en la membrana lateral
se constituye como un HC que interrumpe el gradiente de iones y contribuye a la perdida de
metabolitos esenciales, sucesos gue traen como consecuencia dafio a los miocitos y muerte
celular (92). En el estudio realizado por Himelman, E se ha demostrado que la remodelacién
de la Cx43 en los cardiomiocitos juega un rol importante en el desarrollo de la patologia
cardiaca en la enfermedad de Duchenne y que la prevencion de este acontecimiento puede

mejorar la progresion de la patologia en el tejido del corazon (92).
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El fendbmeno de remodelacion de Cx43, o bien la lateralizacion de esta desde los DI a la
membrana lateral, no posee un mecanismo Unico y bien definido que lo sustente. Sin
embargo, se ha descrito que la fosforilacion de un triplete de serina, correspondientes a la
serina 325, 328 y 330, mediado por proteinas como calcio calmodulina quinasa Il (CaMKII)
y la caseina quinasa 16 (CK1 §), permiten una localizacion adecuada de la Cx43 en los discos
intercalares, mientras que, en el caso contrario, una hipofosforilacion de dicho triplete genera

el fendmeno de lateralizacion de una manera significativa (92, 97).

Hemicanal de Cx43
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Union gap de Cx43
Fuentez, E. 2021

Figura 7: Lateralizacion de la conexina 43. En los cardiomiocitos la Cx43 se localiza
mayoritariamente en los discos intercalares formando uniones gap. En cardiomiocitos con
DMD, se aprecia un desplazamiento marcado de la Cx43 desde los discos intercalares a la

membrana lateral (lateralizacion), en donde formaran HCs.
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Se ha evidenciado mediante un estudio, que la disminucion de la expresion de Cx43 evita
que ocurran poderosos defectos musculares en modelos mdx, lo cual se puede asociar a una
disminucion en la expresion de HCs en las membranas laterales de los cardiomiocitos. En
resumidas cuentas, al reducir los niveles de Cx43 se previene la remodelacion de esta y su
actividad como HC. Esto es importante, ya que cuando se produce la remodelacion e
internalizacion de esta conexina, se fomenta el desacoplamiento eléctrico y la arritmogénesis.
Por el contrario, se demostrd que al inhibir la actividad de HC de Cx43 mediante el uso del
péptido Gapl9 se reducia considerablemente el dafio cardiaco, esto gracias a disminuir los
fendmenos arritmicos, dafio metab6lico y consecuente apoptosis celular. Por lo tanto, se
puede sefialar que la inhibicion de los HCs y la disminucion de la expresion de la Cx43 podria
desarrollarse como un tratamiento para la miocardiopatia en la enfermedad de Duchenne (92,
96). Lo anteriormente mencionado respalda lo publicado por otro autor que sefialaba que la
normalizacion de los niveles de Cx43 prevenia las alteraciones celulares y funcionales del

tejido cardiaco en modelos de ratones con miocardiopatia distrofica (98).

Finalmente, es importante mencionar un interesante estudio publicado que sefiala que en
los corazones mdx se aprecia un elevado estrés oxidativo proveniente de la actividad de las
enzimas NADPH oxidasas, lo cual va de la mano con un aumento de la nitrosilacion de Cx43
y la consecuente lateralizacion de dicha conexina, promoviendo fendmenos de arritmia y
dafio cardiaco. Ademas, se demostré que el uso de un farmaco llamado apocinina redujo las
alteraciones al inhibir las NADPH oxidasas. Sin embargo, no se aprecié una normalizacion
en la ubicacion de la Cx43 (17). Lo cual sera desarrollado mas detenidamente en capitulos

posteriores.

5.8 Remodelacion de la Cx 43 en la DMD asociada a fosforilacion

La fosforilacion corresponde a la adicidén de un grupo fosfato a una molécula que bien
puede ser una proteina. Dicho proceso es fundamental en las proteinas conexinas, de hecho

todas sus isoformas son capaces de fosforilarse (99). La fosforilacion en las conexinas
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participa en la modificacion y formacion de las uniones comunicantes, en donde proteinas
quinasas pertinentes cumplen un rol fundamental. Esta modificacion se ha relacionado en la
regulacion de la comunicacion por uniones gap en multiples etapas del ciclo de la célula 'y
del propio ciclo de vida de la conexina, como el trafico, montaje y desmontaje, degradacion,
activacion de HCs, entre otras (100).

La regulacion de las conexinas por medio de la fosforilacion predomina en las primeras
etapas de su ciclo de vida, en donde participan varias quinasas, como PKC, PKA, CK1,
MAPK, P34 y otras, las cuales son capaces de conducir a la fosforilacion de la mayoria
de los residuos de serina y algunos de tirosina de la region carboxi terminal de la Cx43 (100,
101).

La constitucion y localizacion de las uniones gap se encuentran ampliamente reguladas
por los eventos del ciclo celular, a través del cual se va aumentando los niveles de
fosforilacion de las conexinas en determinados aminoacidos. Modificaciones en la
fosforilacion pueden tener efectos importantes sobre la localizacion subcelular de la Cx 43,
afectando en consecuencia no solo la regulacion de esta, sino que también otros aspectos

como el crecimiento y proliferacion celular (92, 100).

La Cx43 es la conexina mas ampliamente expresada en mamiferos, lo que la ha
constituido como un modelo de estudio para esta familia de proteinas. Esto no ha sido
diferente para el estudio de la fosforilacion, por el contrario, gracias al estudio de esta
conexina se ha logrado determinar que la fosforilacion no solo participa en el ciclo de vida,
ensamblaje y localizacion de estas, sino que también, cumple un rol importante en el
desensamblaje, internalizacion y degradacion de estas proteinas (102). Sin ir méas alla, existen
estudios que han demostrado que posterior a la fase G2 del ciclo celular e ingreso a la mitosis,
Cx43 mostraba una intensa perdida de acoplamiento y dichas proteinas se encontraban
extensamente fosforiladas, especialmente por la quinasa P34 en los residuos S255 y S262.

Un efecto similar de perdida de ensamblaje es realizado por la PKC sobre el residuo S368 de
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la proteina. El destino de estas proteinas desensambladas e internalizadas es la degradacion
de la Cx43 (35, 101, 102).

El fendmeno de remodelacion de Cx43 se ha asociado a la enfermedad de Duchenne,
puesto que, se ha encontrado que el tejido cardiaco afectado por la DMD posee niveles
aumentados de isoformas de Cx43 sin fosforilacion, produciendo alteraciones en la ubicacion
de la proteina, afectando directamente la regulacion de las uniones gap y generando
problemas de conduccién que dafan al tejido cardiaco (92, 101).

En muchos estudios hechos en ratones mdx, los cuales poseen deficiencia de la proteina
distrofina (los cuales sirven de modelo para estudiar la DMD), es utilizada una droga o
medicamento 1lamado isoproterenol (Iso), el cual estimula receptores B-adrenérgicos. Este
farmaco, es utilizado para afectar los latidos del corazon y poder estudiar la respuesta de este
organo bajo diversas condiciones. En el caso de ratones mdx, al utilizar el Iso, la estimulacion
B-adrenérgica desencadena arritmias graves e incluso la muerte prematura, consecuencias
que se ven potenciadas o facultadas por la lateralizacion de la Cx43 (103). Para confirmar
dicho rol, es necesario disminuir la expresion de dicha conexina o bien bloquear su funcién
mediante péptidos miméticos selectivos por Cx43 como el Gapl9, o bien, por otro lado,
comparar los resultados de ratones mdx frente a ratones de tipo salvaje (WT), los cuales
segun investigaciones no presentan efectos adversos (104). En estudios de este tipo, se ha
demostrado que al bloquear o disminuir la expresién de la Cx43 se evita la arritmogénesis y

la mortalidad consecuente (92).

5.8.1 Fosforilacion de conexina 43 y su implicancia en la DMD

En estudios sobre modelos murinos y sobre tejido humando han permitido identificar
alteraciones en el mecanismo de fosforilacion en la proteina Cx43. En los cardiomiocitos

enfermos con DMD se ha observado una considerable disminucion de la fosforilacion en los
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residuos de serina S325, S328 y S330. Dicha hipofosforilacion genera alteraciones en la
localizacion subcelular de la Cx43 en los cardiomiocitos, los que se desplazan desde los
discos intercalares hasta las membranas laterales, en donde forman HCs que contribuyen a
eventos adversos para la funcion cardiaca (92).

Al sustituir los residuos de serina que mostraban hipofosforilacién en cardiomiocitos
DMD, por algunos miméticos se ha demostrado mejorar la homeostasis del calcio, una menor
produccion de especies reactivas del oxigeno, disminucion de la lateralizacién, mejorando
asi la conduccidn cardiaca. De esta manera, se ve fortalecida la relacion que tiene la Cx43
con la miocardiopatia y las arritmias en pacientes con DMD (92, 96).

5.9 Acetilacion en la remodelacion de Cx43 en Duchenne

El estrés cardiaco producido por fendmenos como la isquemia reperfusion estan
directamente relacionados con la apertura y remodelacion patoldgica de los HCs de Cx43.
Lo cual desencadena de manera rapida y casi inmediata arritmias potencialmente mortales, a

la vez, interrumpiendo la funcidén y comunicacion de los cardiomiocitos (98).

La acetilacion en el extremo N-terminal de un polipéptido es una de las modificaciones
postraduccionales méas reconocidas en diversos organismos bioldgicos. Esta modificacion,
ocurre co-traduccionalmente cuando el emergente polipéptido aun se encuentra unido al
ribosoma. En las proteinas este mecanismo participa regulando su vida media, interacciones
entre proteinas, entre proteina y membrana e incluso la localizacion subcelular de estas, por
lo cual, la acetilaciébn se ha visto involucrada en muchos procesos fisioldgicos y

fisiopatoldgicos (105).
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En los corazones distroficos existe una considerable participacion de la acetilacion, la cual
se involucra en la disociacion de las uniones GAP mediante la separacion de la Cx43 de la
N-cadherina y de la zénula de occludens 1, ademés de la lateralizacion de la Cx43 en los
cardiomiocitos. Sumado a lo anterior, también se han descrito estudios que sefialan que la
Cx43 acetilada disminuye su expresion en la membrana plasmatica, manifestando una mayor

acumulacion a nivel nuclear (106).

En el proceso de acetilacion participan enzimas como la histona acetiltransferasa (HAT),
la cual transfiere un grupo acetilo desde una molécula de acetil-CoA a un residuo de lisina
de una determinada proteina para formar e-N-acetil lisina (107). La Cx43 no es una excepcion
a la regla, sobre esta también se lleva a cabo la modificacion postraduccional de acetilacion.
Sinirmés alla, se ha evidenciado un aumento considerable de los niveles de la enzima histona
acetiltransferasa en corazones mdx, por lo cual, es posible asociar la sobreexpresion de la
enzima a una actividad aumentada, lo que podria tener consecuencias funcionales en la
expresion genica y proteica en los cardiomiocitos de personas con enfermedad de Duchenne
(106).

A traves de estudios se ha demostrado que uno de los principales actores en el proceso de
acetilacion es el estrés oxidativo, el cual induce un aumento considerable de esta
modificacion, lo cual ha sido confirmado al demostrarse que el uso de un antioxidante
denominado N-acetil cisteina disminuia los niveles de acetilacion. Se cree que este efecto es
ejercido aguas arriba en la cascada de sefalizacion que conduce a la acetilacion de las
proteinas (106, 108).

La Cx43 en el corazdn sano se encuentra normalmente asociada con varias proteinas como
la z6nula de occludens (ZO1), cadherinas (CAD) y c-Src. Sin embargo, en el corazén
distrofico se ha reportado una disminucion de la comunicacién de la Cx43 con las proteinas
Z01 y CAD, mientras que la asociacion de la Cx43 acetilada con c-SRC permanece

aparentemente normal (106, 109). Sin embargo, en corazones mdx, se ha visto que la
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acetilacion de c-Src puede afectar en el recambio y funcion de este, influyendo directamente
sobre la fosforilacion (110). También, es necesario mencionar que un miembro de la familia
c-Src llamado c-Abl se ha encontrado acetilado en lisina, desencadenando considerables

consecuencias a nivel de la localizacion y funcion intracelular (111).

Finalmente mencionar, que existen mas enzimas ligadas a la regulacion de la acetilacién
de la Cx43, como, por ejemplo, la histona desacetilasa (HDAC) y la histona acetilasa PCAF
la cual ha mostrado participar activamente en la modificacion postraduccional de un residuo
de lisina de la Cx43. Lo cual, en conjunto a lo ya descrito genera la modificacion en la
ubicacion subcelular de la Cx43 en los cardiomiocitos, haciendo que esta conexina acetilada
se ubique preferentemente en el citoplasma y también, pero en menor medida, en cercania al
nucleo. En si, HDAC y HAT son las principales enzimas reguladoras del proceso y su
desequilibrio impulsado principalmente por estrés oxidativo, afecta la ubicacion de la Cx43,

influyendo en el deterioro del corazon distrofico (106).

5.10 S — nitrosilacion en la conexina 43

La S-nitrosilacion de la Cx43 es otro mecanismo que juega un rol fundamental en la
apertura y regulacion de esta conexina. La ocurrencia de este fendbmeno se ha asociado

mediante estudios, como un factor que participa en la enfermedad de Duchenne (21).
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5.10.1 Oxido nitrico

El 6xido nitrico (NO) es una molécula altamente reactiva, es considerado un gas que posee
maltiples actividades bioldgicas. Esta molécula es producida a partir de la L-arginina por la
accion de la enzima 6xido nitrico sintasa, transformando la L-arginina en L-citrulina (112).
El 6xido nitrico participa en la transduccion de sefiales en las células, principalmente a través
de la S-nitrosilacion de tioles de cisteina alostéricos, ademés de realizarlo en el sitio activo
al interior de las proteinas. En si, el 6xido nitrico proporciona un mecanismo para la

regulacion fisioldgica fundamentada en redox (113, 114).

5.10.2 S — nitrosilacion

La S-nitrosilacion es una modificacion postraduccional de proteinas, la cual se ha
propuesto como un considerable mecanismo de regulacion de sefializacion celular mediada
por el oxido nitrico. Esta reaccidn, se basa en la adicion covalente y reversible de un resto
nitroxilo a grupos tioles de la cadena lateral de residuos de cisteina en los sitios activos y
alostéricos de proteinas, 1o que da origen a s-nitroproteinas (21, 112). Que la reaccion de s-
nitrosilacion sea reversible, mediante la denitrosilacion realizadas por proteinas como la
enzima superéxido dismutasa, permite mantener un balance dindmico en los sistemas
bioldgicos, en lo cual posee una fuerte influencia el estado redox (115). El 6xido nitrico ha
demostrado una gran influencia en la transduccion de sefiales, en gran medida por medio de

la S-nitrosilacion (113).

La S-nitrosilacion se encuentra acoplada a la sintesis enddgena del 6xido nitrico, mediante
la accion de la enzima éxido nitrico sintasa (NOS), de la cual se conocen tres isoformas: NOS
endotelial, NOS neural y NOS inducible (NOSI) (112).
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Al igual que en otras modificaciones postraduccionales como la fosforilacion, la s-
nitrosilacion modula la actividad biologica de muchas proteinas en organismos Vivos.
Sumado a esto, participa en procesos vitales del ciclo celular, como lo es la regulacion de la
transcripcion, reparacion del ADN e incluso en la apoptosis (112).

La s-nitrosilacion no esta libre de desregulacion como mecanismo celular, estas
irregularidades han sido asociadas a numerosos cuadros patoldgicos como el asma,
Parkinson, fibrosis quistica, accidentes cerebrovasculares, aparicion y multiplicacion de
células cancerosas, insuficiencia cardiaca e incluso en la distrofia muscular de Duchenne, por
lo que comprender los mecanismos de dafios asociados a la s-nitrosilacion es de importancia
actualmente (21, 112, 116, 117).

En el cardiomiocito la nitrosilacion tiene efecto sobre proteinas encargadas de regular el
calcio intracelular que participa en los fendmenos de excitacion y contraccion cardiaca.
Proteinas tales como el receptor de rianodina (RyR2) que se encuentra s-nitrosilado
aumentando asi el flujo de calcio, también SERCA que bajo efectos de 6xido nitrico aumenta
la recaptacion de calcio citosolico, llevando a la relajacion cardiovascular y otras que al ser

reguladas por la s-nitrosilacién permiten controlar la funcién cardiaca (118, 119).

5.10.3 S — nitrosilacion de conexina 43 asociado a la enfermedad de Duchenne

Es clara la participacion de la nitrosilacion en aspectos fisioldgicos, y que cuando esta
reaccién ocurre en niveles inadecuados puede desarrollar maltiples patologias como las
previamente mencionadas. Dentro de ellas se encuentra la DMD, enfermedad con un fuerte
componente patologico ligado al corazén. La s-nitrosilacion de la Cx43 en las células

cardiacas enfermas es foco de estudio en modelos de ratones madx (21).
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El 6xido nitrico induce modificaciones postraduccionales sobre los grupos tioles en
residuos de cisteina abundantes en la Cx43, la cual se encuentra lateralizada en corazones
enfermos con DMD (114). Estudios referentes al tema utilizan la estimulacion B-adrenérgica
para evaluar el rol de la nitrosilacion de Cx43 en ratones con enfermedad de Duchenne,
puesto que, dicha estimulacion promueve la produccion del 6xido nitrico, molécula

fundamental en la s-nitrosilacion (21).

En el corazdn con DMD la expresion de las enzimas dxido nitrico sintasas neuronales y
endoteliales se encuentra muy reducida, sin embargo, el grado de expresion de la enzima
oOxido nitrico sintasas inducible estd muy aumentada. Al considerar que la NOS inducible
posee un poder de produccion de 6xido nitrico de 100 a 1000 veces mayor que las isoformas
neuronales y endoteliales, es de imaginarse que, a niveles de 6xido nitrico mucho mas altos,
se produzca una mayor cantidad de reacciones de s-nitrosilacion, y por ende facultar la
posibilidad de que las personas con DMD manifiesten arritmias ventriculares (21). En esto
de las arritmias, el equilibrio de la s-nitrosilacion-redox podria jugar un rol importante, de
hecho, los canales de rianodina (RyR:z), en los corazones de ratones mdx se encuentran
ampliamente nitrosilados, lo que promueve la fuga de calcio descontrolada del reticulo
sarcoplasmico, generando asi procesos de posdespolarizacion retardada y arritmia. Sumado
a lo anterior, es importante considerar que al aumentar los valores de calcio aproximadamente
sobre los 500 Nm faculta la activacion de la Cx43, que causa una despolarizacion de

membrana y consecuente arritmia (21, 120).

La s-nitrosilacion de Cx43 se lleva a cabo en el residuo 271 de cisteina y es sugerida como
un mecanismo regulador de la Cx43. Sin ir mas alla, se ha encontrado altos niveles de Cx43
s-nitrosilada en corazones mdx y se ha demostrado que al inhibir los altos niveles de 6xido
nitrico se reduce la nitrosilacion de la conexina, influyendo favorablemente sobre la arritmia

de corazones mdx (21, 120).
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PTM alteradas

Fosforilacion Acetilacion S-nitrosilacion
Hipofostforilacion en Sobreexpresion de la Sobreexpresion de la
residuos de serina S325, enzima HAT. Elevada enzima NOSi. Elevada s-

S328 y S330. acetilacion de Cx43. nitrosilacion de Cx43.

Lateralizacion de
conexina 43

{

Dafio cardiaco en
individuos con DMD

Fuentes, E. 2021

Figura 8: Modificaciones postraduccionales alteradas implicadas en la lateralizacion de
la Cx43. Se describen las principales modificaciones postraduccionales (PTM) de la Cx43
implicados en la lateralizacion de esta y consecuente dafio cardiaco en individuos con

distrofia muscular de Duchenne.

5.11 Implicancia del estrés oxidativo asociado a conexina 43 en la DMD

El constante cambio de los tratamientos y de la terapia que se aplica en los pacientes con
DMD se debe a que la etiologia no se encuentra completamente definida. Son muchas las
propuestas que se tienen sobre el origen de esta enfermedad, desde causas genéticas asociadas

a multiples mutaciones, alteraciones proteicas, estrés oxidativo y otras.

53



El estrés oxidativo es ampliamente estudiado por el efecto dafiino que ejerce, y su
participacion como posible etiologia de mdaltiples enfermedades cardiacas, renales,
cerebrales, vasculares, entre muchas otras (121).

Existe fuerte evidencia acerca del dafio que ejercen las especies reactivas del oxigeno en
las proteinas y otras macromoléculas. La Cx43 no queda exenta del dafio ocasionado por
estas especies reactivas, las cuales generan efectos directos e indirectos en esta proteina,
ocasionando alteraciones en la funcion y localizacién subcelular de esta (92). Sumado a esto,
al considerar la gran expresion y rol que tiene la Cx43 en la mitocondria es comprensible que
alteraciones en la expresion o funcion de esta conexina, generen también estrés oxidativo de

manera indirecta (122).

Es de destacar que el estrés oxidativo se ha implicado recientemente en la regulacion de
la distribucion y funcién de la Cx43 en el tejido cardiaco. Existe evidencia en estudios, de
que en los corazones mdx, la Cx 43 se encuentra ampliamente lateralizada, producto de la
presencia de un elevado estrés oxidativo en los cardiomiocitos, lo cual reduce el
acoplamiento de los HCs formados por esta conexina, desencadenandose desordenes en la

transmision o propagacion de impulsos eléctricos en el corazén (106).

Existen variados mecanismos por los cuales el estrés oxidativo participa en la patologia
cardiaca en Duchenne, uno de ellos es la oxidacion de una proteina llamada calcio
calmodulina quinasa 1l (CaMKII) la cual participa en la homeostasis del calcio. Por ende, el
estrés oxidativo produce anomalias en el mecanismo normal de esta quinasa, generando
alteracion en los niveles de calcio, lo cual lleva al estrés cardiaco desencadenando episodios
de arritmia. Todo esto se ve potenciado por el hecho de que las especies reactivas del oxigeno
abren los canales de Cx43 y aumentan aun mas la sefializacién en los cardiomiocitos,
fomentando el dafio del tejido del corazon en individuos con DMD. Este efecto se ve
disminuido al utilizar un farmaco llamado Colchicina, el cual disminuye el estrés oxidativo

y aumenta la fosforilacion de conexinas hipofosforiladas (92).
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Otro mecanismo, consiste en el aumento de la acetilacion de la Cx 43 en cardiomiocitos

con DMD producto del elevado estrés oxidativo, lo cual fue descrito anteriormente (106).

Sin embargo, uno de los estudios mas recientes ha mostrado gracias al uso de apocinina
una gran evidencia del rol que juega el estrés oxidativo en Cx43, asociado a la nitrosilacion
y a la lateralizacion de esta Cx. Mediante un modelo de DMD se demostré que en esta
patologia existe una desregulacion de Cx43 que conduce a una disfuncion cardiaca y
apoptosis de cardiomiocitos. En resumidas palabras, al crecer la actividad de las NADPH
oxidasas e implicitamente el estrés oxidativo se produce la nitrosilacion de la Cx43 cardiaca
lateralizada en la membrana de las células del corazon, esta nitrosilacion fomenta la apertura
de los HCs, contribuyendo de esta forma a la disfuncion cardiaca. Sin embargo, no se ha
logrado definir el mecanismo por el cual la actividad de las NADPH oxidasas,
especificamente NOX2, conduce al aumento de la nitrosilacion de Cx43. La mayor limitacion
de este estudio radico en la falta de especificidad como inhibidor de la apocinina por las
enzimas NOX (17).

5.11.1 Especies reactivas del oxigeno y estrés oxidativo

Los radicales libres son comprendidos como cualquier molécula que contiene uno 0 mas
electrones desapareados en su orbital mas externo, esta caracteristica los hace muy inestables
y en gran medida reactivos, extrayendo electrones de las moléculas cercanas generando la
inestabilidad de estas con el fin de alcanzar su propia estabilidad electroquimica. Dentro del
metabolismo propio de los organismos aerdbicos esta incorporada la utilizacién del oxigeno
molecular, el uso de este desencadena inevitablemente la produccién de especies reactivas
que incorporan en su estructura el oxigeno, a las cuales se les ha denominado especies
reactivas del oxigeno (ROS). ROS es un término que incorpora muchos representantes dentro
de los cuales se encuentra el superdxido, peréxido de hidrogeno, radical hidroxilo, oxigeno

singlete, radical peroxilo, radical alcoxilo, hidroperoxido lipidico, peroxinitrito, acido
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hipocloroso y ozono, de los cuales algunos son catalogados como especies radicalarias y otro

no por el hecho de no tener electrones desapareados (123, 124).

Las ROS son moléculas pequefias que en un comienzo se consideraban como
subproductos metabdlicos de las mitocondrias que potenciaban el desarrollo del
envejecimiento y la enfermedad. Sin embargo, con el desarrollo de la ciencia y el estudio de
esta area, se ha hecho cada vez mas claro que préacticamente todas las células poseen enzimas
productoras de ROS, dentro de las cuales destacan las NADPH oxidasas que comprenden
una familia ampliamente estudiada de la cual se desprenden siete isoformas que presentan

diferentes estructuras, productos y distribucion (125).

El papel que desempefian las ROS tiene connotada importancia en procesos fisioldgicos,
pero a la vez se ha descrito la participacion de estas en patologias ligadas al envejecimiento
y deterioro de la salud producto de un estrés oxidativo sostenido en el tiempo en donde los
niveles de ROS superan en creces la capacidad de las defensas antioxidantes. Se ha estudiado
el rol de estas especies reactivas del oxigeno en una amplia gama de patologias como lo es
el cancer, diabetes mellitus, cirrosis, catarata senil e incluso distrofias musculares dentro de
las cuales podemos encontrar las distrofinopatias sobre las que el estrés oxidativo tendra un

alto impacto potenciando la patogénesis cardiovascular (123).

El oxigeno constituye un elemento vital para los organismos que lo utilizan, tanto en el
enfoque respiratorio como en multiples procesos celulares y metabolicos. Este elemento
desemperia la importante funcion de ser el aceptor final de electrones durante el proceso de
respiracion celular, sin embargo, también constituye el punto de partida, mediante el cual se
puede generar especies que producen dafio a nivel de diferentes tejidos organicos. Si bien,
mas del 95% del oxigeno consumido por los organismos aerobios es reducido a H.O durante
el proceso de respiracion mitocondrial, un pequefio porcentaje restante es transformado a

especies semireducidas, conocidas como especies reactivas del oxigeno (25).
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Figura 9: Formacion y descripcion de algunas especies reactivas del oxigeno.
Esquematizacion secuencial de la formacion de las especies reactivas del oxigeno con sus
respectivas descripciones. Comenzando del oxigeno como base oxigeno, se realizan

reacciones de reduccion hasta llegar a la formacion de agua.

El estrés oxidativo se define como el desequilibrio entre la produccion de radicales libres,
principalmente las especies reactivas del oxigeno y del nitrogeno, y los mecanismos de
defensa antioxidantes, lo que genera una disrupcién en sistemas de sefializacion y control a
consecuencia de favorecer procesos prooxidantes y a la vez obstaculizar los mecanismos
antioxidantes. Estas especies reactivas poseen la capacidad de oxidar lipidos, proteinas y
acidos nucleicos, desencadenando de esta forma alteraciones en las estructuras y
funcionamiento de las células, lo que explica a la vez, el por qué el estrés oxidativo ha sido
asociado en multiples investigaciones a dafio de diferentes tejidos y 6rganos, causando

enfermedades cardiovasculares, respiratorias, renales, entre tantas otras (25).

57



5.11.2 Familia de las NADPH oxidasas

Existen muchas enzimas y elementos asociados a la produccion de especies reactivas del
oxigeno que aumentan el estrés oxidativo, como la xantina oxidasa, 6xido nitrico sintasa e
incluso la mitocondria, pero por sobre todas ellas, destaca por su abundancia en el corazon
la familia de las NADPH oxidasas (126).

El descubrimiento de las NADPH oxidasas (NOXs) ha tenido una larga historia, en la
cual, ha sido necesario con el transcurso del tiempo establecer la importancia fisioldgica de
cada una de las isoformas y a la vez comprender que en algunas situaciones se asocian a

eventos patoldgicos (125).

Las NOXs comprenden un complejo enzimatico multiproteico encargado de producir
especies reactivas del oxigeno en diferentes células y tejidos, esta familia enzimatica esta
constituida por siete isoformas, las cuales van desde NOX1 a NOX5 y desde DUOX1 a
DUOX2 (127). Cada isoforma posee un conjunto de subunidades que regulan su expresion y
que tendran diferentes funciones, existen subunidades encargadas de efectuar la actividad
propia de la enzima, formando parte del sitio catalitico, algunas tendran funcion reguladora
y otras se encargaran de estabilizar la NOX correspondiente. Cabe destacar que cada
isoforma de la familia NOX posee una distribucion en tejidos organicos diferentes y que a la
vez cada una de ellas poseerd un nimero distinto de subunidades, que se denominaran con

una nomenclatura distinta y realizaran funciones caracteristicas en cada NOX (125).
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5.11.2.1 NOX2

El fagocito NADPH oxidasa 2, también Ilamado NOX2 fue la primera isoforma de NOX
en ser identificada y a la vez la mas estudiada, sirviendo asi, de modelo para el analisis de las
isoformas que fueron descubiertas posteriormente. Esta enzima se expresa en gran cantidad
en neutrdfilos y macrofagos, sin embargo, también se ha evaluado la presencia de esta en
cardiomiocitos, musculo esquelético, hepatocitos, células endoteliales, entre otras. A nivel
cardiaco NOX2 se ha asociado principalmente al sarcolema, siendo la isoforma predominante
en dicho tejido (17, 125, 128).

NOX2 es la primera enzima de la familia de las NADPH oxidasas en ser estudiado y del
cual se posee mas informacion con respecto a su estructura y funcion. La estructura de NOX2
estd compuesta por 6 subunidades dentro de las cuales se encuentra gp91phox, una
glicoproteina de 91 kDa la cual representa el nucleo catalitico de la enzima y es la encargada
de realizar el transporte de electrones, por otro lado, se encuentra p22phox, la cual desempefia
la funcion de estabilizar el complejo enzimatico de NOX2, esta ultima subunidad logra su
cometido mediante su unién con otra subunidad, la p47phox. Posterior a estos componentes
se encuentra la participacion de p67phox que se desempefia como activadora del complejo
enzimatico. Finalmente se encuentran las dos ultimas subunidades, una de ellas se llama
p40phox y la otra Rac, la primera de estas actia como reguladora del complejo enzimatico y

la Gltima es una proteina de union a GPT (129).
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Figura 10: Estructura de la NADPH oxidasa 2. La estructura de NOX2 estd compuesta
por maltiples proteinas. Se ilustran los componentes proteicos de la NADPH oxidasa 2.
Tomado y adaptado de Zhang, Y. 2020. (126)

En los fagocitos, NOX2 se encuentra presente en los organulos intracelulares como
también en la membrana plasmatica de estos. Dentro de las principales funciones que se le
ha atribuido a NOX2 se encuentra su desempefio en la respuesta inmune innata frente a
patdgenos y cuerpos extrafios que ingresen al organismo, como también la produccion y

regulacion de las especies reactivas del oxigeno (130).

Cuando los neutrdfilos se encuentran en reposo, la enzima presenta sus subunidades
disociadas y organizadas de una manera distinta que cuando se encuentra activado el
fagocito, en la forma inactiva gp91phox y p22phox se encuentran ubicados en la membrana
de los granulos secundarios. Por otro lado, p47phox, p67phox y p40phox se ubican en el

citosol, al igual que el complejo citosélico Rac-GDP (125).
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Una vez que se realiza el proceso de fagocitosis por parte del neutrofilo o fagocito, el
complejo de NOX2 genera una especie de ensamblaje que comprende la fusion del fagosoma
con la membrana de los granulos y la correspondiente asociacion de las subunidades
citosolicas. Se activa Rac y se transloca al fagosoma, donde se afiadira p67phox, proceso que
es dependiente de GTP. Una vez concluido el proceso de ensamblaje de todo el complejo
enzimatico de NOX2 se desencadena la produccion de especies reactivas del oxigeno, las
cuales son fundamentales para ejercer la lisis y destruccion de bacterias y cuerpos extrafios,
siendo asi la defensa del organismo una de las principales funciones de NOX2 (125).

Si bien NOX2 ha sido implicado en multiples procesos fisiologicos, de igual manera se
ha encontrado que participa en varios procesos fisiopatolégicos. La produccion excesiva de
esta enzima genera dafio por medio de las especies reactivas del oxigeno que ya han sido
mencionadas anteriormente. Sin embargo, de igual manera la disminucion o ausencia de la
expresion de NOX2 también desencadena enfermedades dentro de las cuales destaca la
enfermedad granulomatosa cronica (CGD), la cual es una inmunodeficiencia en que por
mutaciones se altera la expresion de alguna de las subunidades como p22phox, p47phox y
p67phox, lo que conduce a una deficiente o ausente NOX2 que desencadena finalmente en
una respuesta oxidante microbicida deteriorada, generando asi infecciones recurrentes en
estos pacientes (131). Existen muchas otras asociaciones en las cuales se ha implicado a
NOX2 como el productor de ROS que genera enfermedades, por ejemplo, en DMD el ROS
derivado de NOX2 altera la funcion del receptor de rianodina, modificando asi, el flujo o

manipulacion de calcio en los cardiomiocitos (17).
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5.11.2.2 NOX4

La enzima NADPH oxidasa 4 (NOX4) es uno de los siete miembros de la familia NADPH
oxidasas, NOX4 fue identificada por primera vez en el rifion en el afio 2001, por lo cual, en
comparacion a NOX2 la informacién que se tiene de esta es bastante méas reducida. Sin
embargo, se ha demostrado que es el Gnico miembro de su familia que produce
constitutivamente peroxido de hidrégeno y a la vez se conoce que esta enzima se ha
encontrado distribuida en gran manera en los tejidos humanos, dentro de los cuales destacan
el tejido renal, el endotelio de los vasos sanguineos, osteoclastos y células del musculo liso.
NOX4 posee una localizacion subcelular caracteristica o especifica de cada tipo de célula,
desde las mitocondrias, nucleo, adherencias focales, reticulo endoplasmatico, entre otros
organulos, se encuentra a esta enzima con una distribucion, grado de expresion y
organizacion diferente. Con el pasar de los afios se ha ampliado el conocimiento que se tiene

a cerca de esta NADPH con respecto a su gen, estructura y funcion (125, 132).

Con respecto a la estructura de NOX4 se sabe que el sitio catalitico estd conformado por
578 aminoacidos y posee una masa molecular de 28 kDa, mientras que la estructura completa
de esta enzima posee un peso de 66,5 kDa y estd conformada por solo dos proteinas que son
NOX4 y p22phox, a diferencia de los otros miembros de la familia. La estructura de esta
NOX4 esta conformada por seis membranas o hélices que estan conectadas a su vez por cinco
bucles, denominados desde la A hasta la E, también existe un dominio deshidrogenasa (DH)
los que brindan el sitio de union para sus dos grupos prostéticos FAD y NADPH y finalmente
un carbono terminal citoplasmatico relativamente largo. Los bucles A, C y E se expresan
hacia el exterior donde son producidos en su mayoria los ROS, mientras que por otro lado
los bucles B y D se ubican hacia el interior o parte citoplasmatica donde también se encuentra
el dominio deshidrogenasa. Dentro de las hélices ya mencionadas es la tercera y la quinta
gue manifiestan cuatro residuos de histidina altamente conservados a los cuales se asocia su
capacidad de reducir el oxigeno molecular y producir peréxido de hidrogeno y no superoxido
como los deméas miembros de su familia. Por otro lado, la funcion de los bucles Ay C adn

no se tiene bien determinada (132).
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Dentro de la estructura de NOX4 se encuentra la presencia de multiples proteinas con
diferentes funciones dentro de las cuales destacan Polidip2 que actia como un regulador de
este NOX dentro de células vasculares, Hsp70 el cual es un regulador negativo de NOX4,
Tks4/5 el cual se une al complejo principal de NOX4 y p22phox, especificamente por medio
de este Gltimo y promueve la activacién del complejo. Sumadas a las proteinas ya
mencionadas se encuentras muchas més como la proteina disulfuro isomerasa (PDI), una
chaperona de la superfamilia de tiorredoxina que regula positivamente la actividad de NOX4
y otras que si bien han sido detectadas no se conoce exactamente el mecanismo mediante el

cual acttian, sin embargo, se encuentran representadas en la figura 2 (125, 126, 132).

POLIDIP2

Figura 11: Estructura de la NADPH oxidasa 4. La estructura de NOX4 estd compuesta

por multiples proteinas. Se ilustran los componentes proteicos de la NADPH oxidasa 4.
Tomado y adaptado de Guo, S. 2015. (132)

La regulacion de la expresion de NOX4 no se encuentra muy bien aclarada, a pesar de
ello existen algunas publicaciones que declaran que esta enzima esta regulada por un grupo

de factores transcripcionales como el micro ARN-25 y el micro ARN-21(132).
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Con respecto al funcionamiento de NOX4 se ha demostrado que no existe necesidad de
la participacion de subunidades citosolicas a diferencia de la mayoria de los miembros de la
familia NADPH oxidasas. La activacion o regulacion positiva de esta enzima ocurre por
varios estimulos, como la hipoxia, hiperoxia, hiperglicemia, esfuerzo fisico y el factor de
crecimiento transformante B1 (TGF B1). Las principales funciones que se asocian a NOX4
son la produccion de peréxido de hidrogeno, lo que se ha implicado en la muerte y
senescencia celular, sumado a esto, bajo ciertas condiciones ha demostrado tener accién
protectora en procesos isquémicos, ya que promueve el proceso de angiogénesis del
endotelio, todo esto mediante la produccién de ROS, también su funcién se ha asociado a
proliferacion y migracion celular (132). De hecho, se ha postulado que la actividad de NOX4
en un circuito extracelular posee accion similar a la super 6xido dismutasa y acelera la
dismutacion espontanea de oxigeno para producir peroxido de hidrogeno. Este ultimo hecho
es estudiado ya que se ha observado que la produccién de H202 conduce a un aumento en la
expresion del factor HIF1 que es un sensor clave de la hipoxia, de lo cual se puede desprender
la asociacion que se le hace a NOX4 como un sensor de hipoxia. Finalmente, otra de las
funciones que se encuentra como foco de estudio en esta NADPH oxidasa es la de ser un
protector cardiaco, evitando procesos ateroescleréticos como un vaso protector en el
endotelio (133, 134).

Los mecanismos fisiopatoldgicos por los cuales se ha asociado a NOX4 son multiples,
pero todos tienen un factor en comun, la produccion de ROS. No podemos olvidar que las
especies reactivas del oxigeno producen dafio a nivel de ADN, lipidos y proteinas, lo que
desencadena finalmente la muerte celular mediante mecanismos como la activacion de MAP
quinasa o bien mediante una muy elevada concentracion de ROS que inhibe la accién de las

caspasas pasando asi de apoptosis a necrosis (125).

De lo anterior se desprende que una elevada produccion de NOX4 se haya asociado a
patologias como la ateroesclerosis, gravedad en accidente cerebro vascular y favorecer el
aneurisma adrtico en la enfermedad de Marfan, la cual es producida por mutaciones que

afectan el tejido conectivo, esquelético y especialmente el vascular, sobre el cual tiene un
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gran efecto las ROS producidas por NOX4 y de ahi viene la asociacién al dafio adrtico en
esta enfermedad (135). Por el lado contrario no se ha descrito deficiencias en humanos ni en

mamiferos de la enzima en cuestion.

La relacion de las NADPH oxidasas con la DMD se ha logrado establecer por la accion
que genera el estrés oxidativo sobre la Cx43, demostrado en el estudio realizado por Vielma,

A en el afio 2020 (17). Lo cual fue desarrollado en capitulos anteriores de esta revision.
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Figura 12: Principales mecanismos implicados en el dafio celular asociado a
hemicanales de Cx43 en la DMD. Se resumen los principales mecanismos que participan
en el dafio de los cardiomiocitos en la DMD, asociado a la apertura de los HCs de Cx43 por
diversos estimulos que desencadenan vias de sefializacion que concluyen en dafio celular y

disfuncion cardiaca.
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6. CONCLUSIONES

En la literatura y estudios analizados se evidencia que las posibles etiologias de la
enfermedad de Duchenne son variadas y por ende no se dispone de un tratamiento curativo.
Sin embargo, es posible mencionar que la Cx43 posee un rol importante en la patologia de la
enfermedad de Duchenne, causando alteraciones cardiacas como la arritmia ventricular,

insuficiencia cardiaca, entre otras.

En la DMD, la Cx43 se encuentra erroneamente en las membranas laterales de los
cardiomiocitos. Asociado a lo anterior, se evidencia un aumento de la nitrosilacion de la Cx43
en el tejido cardiaco con DMD, estudiado en modelos de ratones mdx. Sumado a esto,
también se ha logrado asociar la hipofosforilacion de los residuos de serina 325, 328 y 330
de Cx43 en corazones DMD humanos y de ratones, lo cual coopera en el fendmeno de
remodelacion o lateralizacion de la conexina en cuestion. Finalmente, existe también
asociado a la lateralizacion, participacion de una elevada acetilacion de Cx43 por la enzima
HAT sobreexpresada. Todo esto en conjunto, sumado a la participacion del estrés oxidativo,
genera la apertura desregulada del HC de Cx43, permitiendo el paso irregular de muchas
moléculas como el ATP, potenciando el dafio del tejido cardiaco en las personas con

enfermedad de Duchenne.

Estudios relacionados a los mecanismos alterados de la Cx43 han demostrado que es
posible utilizarla como diana terapéutica en miocardiopatias como la presente en la
enfermedad de Duchenneg, sin embargo, es necesario incrementar la investigacion en esta area

a manera de generar mayor evidencia.
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