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Resumen

Las mitocondrias generan especies reactivas de oxigeno (ERO) que cum-
plen con una multiplicidad de procesos celulares; cuando se producen en
exceso son responsables del estrés oxidativo y de multiples procesos pato-
l6gicos, incluyendo osteoporosis. Los factores de transcripcién FoxO 1, 3y
4 actian como moléculas sensoras de ERO convirtiendo la sefial de estrés
oxidativo en la induccién de mecanismos de proteccion o sefiales apopté-
ticas. La insulina y los factores de crecimiento insulinicos (IGFs) regulan
negativamente a FoxOs en mamiferos. Las ERO estan involucradas en el
remodelamiento éseo a través del efecto que ejercen sobre osteoblastos y
osteoclastos. Los FoxOs controlan la accién de ERO sobre la osteoblasto-
génesis y la osteoclastogénesis. Con la edad, el aumento del estrés oxida-
tivo acelera la adipogénesis a expensas de la osteoblastogénesis, al mismo
tiempo que aumenta la oxidacién de acidos grasos generando compuestos
pro-oxidantes que incrementan el estrés oxidativo. Asimismo, la caida estro-
génica acelera la osteoclastogénesis por via genémica o no genémica. Dada
la importancia de FoxOs y ERO en la fisiologia 6sea y durante el envejeci-
miento, clarificar los eventos celulares y pasos moleculares involucrados en
el control del estrés oxidativo seria vital para entender la regulacién de la
osteoporosis relacionada a la edad.

Palabras clave: especies reactivas de oxigeno * osteohlastos * osteoclastos *
remodelamiento 6seo * factores de transcripcion sensibles a reacciones redox *
estrés oxidativo * osteoporosis

8ummary

Reactive oxygen species (ROS) are key players in oxidative stress, and they
are generated as by-products of cellular metabolism, primarily in the mito-
chondria. ROS are well recognised for playing a dual role as both deleterious
and beneficial species. FoxOs transcription factors are activated in oxidative
stress responses and participate in the regulation of cellular functions, in-
cluding cell cycle arrest, cell death, and protection from stress stimuli. FoxO
activity is inhibited by growth factors and the insulin signaling pathways.
They play a fundamental role in skeletal homeostasis by exerting both ROS
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dependent and independent effects on bone cells. FoxOs modulate osteoblastogenesis and attenuate
osteoclastogenesis through both cell autonomous and indirect mechanisms. With aging there is an inevi-
table increment in oxidative stress that accelerates adipogenesis at the expense of osteoblastogenesis.
There is also an increment in lipid oxidation to form pro-oxidant products that enhance oxidative stress
generation. In addition, the estrogen withdrawal accelerates osteoclastogenesis. Given the importance
of both FoxOs and ROS in aging and bone biology, understanding the cellular events and molecular
pathways that are controlled by FoxOs during aging may be vital to our understanding of the regulation
of age-related osteoporosis.

Key words: reactive oxygen species * osteoblasts * osteoclasts * bone remodeling * redox-sensitive trans-
cription factors * oxidative stress * osteoporosis

Resumo

Mitocéndrias geram espécies reativas de oxigénio (ERO) que cumprem uma grande variedade de pro-
cessos celulares; se produzidas em excesso sao responsaveis pelo estresse oxidativo e por multiplos
processos patoldgicos, incluindo a osteoporose. Os fatores de transcricdo FoxO 1.3 e 4 funcionam como
moléculas sensoras de ERO transformando o sinal de estresse oxidativo na indugdo de mecanismos de
protegdo ou sinais apoptdticos. A insulina e os fatores de crescimento insulinicos (IGFs) regulam em for-
ma negativa Foxos em mamiferos. As ERO est&o envolvidos na remodelagdo dssea através do seu efeito
nos osteoblastos e osteoclastos. Os Foxos controlam a acdo de ERO na osteoblastogénese e na osteoclas-
togénese. Com a idade, o aumento do estresse oxidativo acelera a adipogénese a custa de osteoblasto-
génese; ao mesmo tempo que aumentam a oxidacao de dcidos graxos gerando compostos pré-oxidantes
que incrementam o estresse oxidativo. Além disso, a queda estrogénica acelera a osteoclastogénese por
via genémica ou ndo gendémica. Devido & importancia de FoxOs e ERO na fisiologia dssea e durante o
envelhecimento, esclarecer os eventos celulares e passos moleculares envolvidos no controle do estresse
oxidativo seria vital para a compreensao da regulagdo da osteoporose relacionada com a idade.

Palavras chave: espécies reativas de oxigénio * osteoblastos * osteoclastos * remodelagdo dssea * fatores

de transcrigo sensiveis a reacdes redox * estresse oxidativo * osteoporose

Introduccién

Hacia finales del siglo XIX, Paul Bert demostro el
fenémeno de la toxicidad del oxigeno en animales; sin
embargo, se requirieron varias décadas para darle una
explicacion cientifica. En un principio, dicha toxicidad
fue asociada a las altas tensiones de oxigeno; mas ade-
lante se demostré que aun bajo tensiones normales, al
ser utilizado por las células se generan especies reacti-
vas de oxigeno (ERO) intracelulares, responsables del
efecto detrimental que ocurre en los sistemas biol6gi-
cos. Este hallazgo llevé a la conclusion de que la forma-
cion de ERO es una consecuencia inevitable de la vida
en un ambiente rico en oxigeno (1-3).

Durante la respiracion oxidativa las mitocondrias de
los organismos aerébicos reducen univalentemente al
oxigeno; en dicho proceso se generan ERO debido a
una reduccién incompleta ya que los electrones libres
se unen al oxigeno molecular generando moléculas
reactivas e inestables como ion superoxido (Oy*), pe-
roxido de hidrogeno (H,O,) y radical hidroxilo (HO")
(4-6) (Fig. 1). E1 O," es considerado la fuente primaria
de ERO pero reacciona con otras moléculas generando
especies secundarias mas agresivas y reactivas. El1 H,O,
debido a su mayor estabilidad y concentracién molar
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intracelular es la ERO con mayor actividad oxidativa y,
si bien no es un radical libre, puede difundir a otras lo-
calizaciones celulares dando lugar a HO, extendiendo
asi el dano oxidativo. Otras ERO de probable relevan-
cia producida en menor medida por las mitocondrias
son el radical perhidroxilo (HOy), particularmente
aquellos generados en la cercania de las membranas,
el oxido nitrico (NO) y el oxigeno singulete (102).
Aunque la producciéon de NO mitocondrial es inferior
ala de HQOQ, ambas especies pueden reaccionar entre
si generando otras especies reactivas de nitrogeno mas
potentes, como el peroxinitrito (ONOO"), que también
pueden modificar macromoléculas (7).
Aproximadamente entre el 1% y 3% del oxigeno
consumido por la mitocondria es convertido en ERO lo
cual hace que dicha organela sea la responsable de ge-
nerar el 90% de las ERO intracelulares (8). Sin embar-
go, existen otras fuentes endégenas de menor produc-
cion, entre las que se encuentran los peroxisomas, la
activacion de células fagociticas y la accion de ciertos
sistemas enzimaticos. Los peroxisomas contienen oxi-
dasas que, como aquellas que participan en la
B-oxidacion peroxisomal de los dcidos grasos, tienen
una gran capacidad para generar H,O,. En el sistema
inmunolégico, y en especial en la activacién de las célu-
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Figura 1. Transporte mitocondrial como generador de ERO.

las fagociticas, la actividad de NADPH oxidasa unida a
membranas genera una importante cantidad de H,O,.
La enzima presente en las células no fagociticas es de
naturaleza estructural y genéticamente diferente, por
lo cual apenas genera el 1% de lo que se produce en las
células fagociticas (1) (9-10). Ciertas enzimas como la
xantin oxidasa, el sistema de detoxificacion hepatica del
citocromo P450, la acil CoA oxidasa, las NADPH/NADH
oxidasas y la acil CoA oxidasa son también fuentes endo6-
genas de produccién de Oj y de H,O,. Las ERO, ade-
mas, pueden ser generadas en respuesta a estimulos ex-
ternos, como: citoquinas proinflamatorias, factores de
crecimiento, toxinas ambientales, luz UV, radiaciones
ionizantes, entre otros (2).

Si bien cuando se producen en forma excesiva las
ERO inducen estrés oxidativo y con ello efectos detri-
mentales (5), a bajas concentraciones son beneficiosas
para los seres vivos, ya que participan en diversos aspec-
tos de senalizacion y regulacion intracelular (11). En
este sentido, las ERO pueden regular importantes pro-
cesos fisiologicos dependiendo del tipo de célula, del
oxidante que las genere, de su intensidad y del tiempo
de desequilibrio redox. LLas ERO modulan diversas vias
de senalizacion influenciando la sintesis de enzimas an-
tioxidantes, los procesos de reparacion, la inflamacion y
las transformaciones oncogénicas. En este ultimo caso,

actuando sobre distintos estadios del ciclo celular, con-
trolan la migracién, la proliferacién, la sobrevida y la
apoptosis.

MECANISMOS DE DEFENSA FRENTE A LA
PRODUCCION EXAGERADA DE ERO

La exposicion a una produccion continua de ERO
conduciria a una alteracion en la homeostasis de 6xido-
reduccion intracelular que desencadenaria estrés oxi-
dativo; por ello, las células desarrollan una bateria de
mecanismos de defensa adaptativos de prevencion, re-
paracion y antioxidantes (10). Los mecanismos de de-
fensa antioxidante pueden ser de naturaleza enzimatica
y no enzimatica. Los enzimaticos incluyen a la superoxi-
do dismutasa (SOD), la catalasa (CAT) y la glutation
peroxidasa (GPx) cuya sintesis puede modificarse por
ejercicio, dieta y edad (2). La SOD elimina el O; con-
virtiéndolo en oxigeno y H,O,. Existen diferentes for-
mas de la enzima; aquella que contiene manganeso
(Mn) se encuentra en la matriz mitocondrial y es esen-
cial para la vida. Por si sola la SOD no es un antioxidan-
te porque produce H,O,; la CAT descompone dicha
molécula con alta velocidad y la GPx, conteniendo o no
selenio (Se) en su constitucion, es complementaria de
la CAT, ya que descompone al H2O2 con baja intensidad
pero con alta afinidad. Estas enzimas utilizan al gluta-
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tion (GSH), antioxidante no enzimatico, como agente
reductor generando GSH oxidado (GSSG) que es alta-
mente téxico para la célula. La glutation reductasa
(GSR), otra enzima antioxidante, lo regenera nueva-
mente a expensas de NADPH (12). En células y tejidos
se encuentran presentes otros antioxidantes no enzima-
ticos, ademas del GSH: ubiquinonas (coenzima Q), bili-
rrubina, albumina, ferritina, ceruloplasmina y dcido
arico. Dentro de los antioxidantes no enzimaticos que
se incorporan en el humano por la dieta se pueden
mencionar al f—caroteno o provitamina A; a las vitami-
nas C (acido ascorbico) y E (a-tocoferol); a los polifeno-
les antioxidantes presentes en frutas y verduras (flavo-
noides, acidos fenoélicos y taninos) que colaboran en la
prevencion eliminando radicales libres, y ciertos micro-
nutrientes minerales que actian como cofactores enzi-
maticos (Cu, Se, Mg, Zn).

La presencia de toda esta multiplicidad de antioxi-
dantes tisulares de fuentes tanto endégenas como ex6-
genas ayuda a controlar el estrés oxidativo in vivo. Sin
embargo, dichas defensas no presentan un 100% de
eficiencia, lo que se traduce en la produccién de cierto
nivel de dano oxidativo, ain en ausencia de patologias.
Dichos danos aumentan con la edad y afectan a lipidos,
proteinas y ADN. El aumento del dano oxidativo en las
proteinas se ha demostrado por la presencia de com-
puestos de tipo carbonilicos o de productos de entre-
cruzamiento como ditirosina. Respecto de los lipidos,
las membranas biolégicas son ricas en acidos grasos
poliinsaturados (PUFAs), vulnerables a la peroxidacion
lipidica por accion de radicales libres. Los peroxidos ci-
clicos y radicales hidroperéxidos (HOO-) producidos
dan lugar a una reacciéon de propagaciéon en cadena
que se amplifica por la presencia en el plasma de meta-
les de transicion. Las ERO pueden atacar directamente
al ADN a nivel de sus bases o del azucar-fosfato modifi-
cando la estructura de las purinas y pirimidinas (11).
Todos estos procesos estan limitados debido a la presen-
cia de sistemas de reparacion del dano oxidativo, si bien
debe tenerse en cuenta que la continua generaciéon de
moléculas modificadas puede dar lugar a consecuencias
negativas e irreparables a lo largo de la vida. A modo de
ejemplo, el dano en las proteinas puede repararse por
recambio celular utilizando la codificacion contenida
en el ADN; sin embargo, las mutaciones que en €l ocu-
rran pueden impedir la recuperacién de la informacién
transmitida por la replicacion del ADN mitocondrial
(mtADN) para transformarse en una proteina determi-
nada. La acumulaciéon de mutaciones en el mtADN que
ocurre con el tiempo seria la principal causa de los cam-
bios observados durante el envejecimiento.

El envejecimiento ha sido definido como el resulta-
do de la acumulacién progresiva de efectos deletéreos
que reducen la habilidad del organismo para resistir
situaciones de estrés y que disminuyen la posibilidad
de sobrevida (13). En 1956 Harman D (14) propu-
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so su teoria acerca del envejecimiento segun la cual
las ERO, que se generan endégenamente durante la
respiracion tisular, serian las responsables de dicho
proceso. Asimismo, las ERO también estarian involu-
cradas en varios desérdenes degenerativos asociados
a la edad tales como ciertas enfermedades neurode-
generativas (ej. Parkinson y Alzheimer), aterosclero-
sis, cancer, diabetes, osteoporosis (9) (15). Como en
ausencia de patologias la mitocondria es la principal
fuente de ERO, dicha teoria es conocida como “teo-
ria del envejecimiento de los radicales libres mitocon-
driales” (14).

MECANISMOS DE DEFENSA FRENTE AL ESTRES
OXIDATIVO

En el sitio donde las ERO son generadas existen mo-
léculas sensoras que convierten la senal de estrés oxida-
tivo en la inducciéon de mecanismos de proteccion o
senales apoptoticas. Dichos sensores son activados por
Oé o H,0,, los cuales regulan a diversas enzimas que
contienen hierro (Fe) y grupos sulfhidrilicos (-SH) en
sus centros activos. Los grupos -SH de los residuos de
cisteina (Cis) de los centros activos de diversas fosfata-
sas, quinasas y factores de transcripcion son directa-
mente oxidados en forma reversible por el H,O, (5).

Los FoxOs, factores de transcripcion sensibles a reac-
ciones redox, constituyen una de las moléculas sensoras
de dano oxidativo. Los FoxOs pertenecen a una gran
familia de proteinas que se caracteriza por la presen-
cia de dominios llamados forkhead box de union al ADN
mediante los cuales inician la transcripcion de una
gran cantidad de genes. En mamiferos existen cuatro
miembros de la familia FoxO: 1, 3 y 4, ampliamente
distribuidos y con un patrén de expresion superpuesto
tanto en tejidos en desarrollo como en tejidos adultos
y FoxO6, restringido a estructuras especificas del cere-
bro en desarrollo (16)(17). Estos factores, a través de
la activacion de moléculas de senalizaciéon como la pro-
teina p66°", convierten el estimulo de estrés oxidativo
en programas dinamicos de expresion génica de varios
procesos fisiolégicos y patolégicos (17).

Los FoxOs, como un mecanismo celular de defen-
sa preventivo frente a procesos oxidativos, presentan la
habilidad de regular positivamente la actividad de SOD
y CAT pero también la de genes como Gadd45 involu-
crados en la reparacion del ADN (18). Los FoxOs se
ubican en el nicleo o citoplasma celular, dependiendo
de fosforilaciones activantes o inhibitorias en diferentes
sitios especificos de la molécula llevadas a cabo por una
multitud de quinasas (5). La actividad de dichas quina-
sas se encuentra regulada por las ERO, el receptor de
insulina (RIns) y la via de las proteinas wingless (Wnt).
Otras modificaciones postraduccionales que modifican
la localizacion celular de FoxOs son la acetilacion y la
ubiquitinacién (19-21) (Fig. 3).



REGULACION DE LA ACTIVIDAD DE FoxOs

La insulina y los factores de crecimiento insulinicos
(IGFs) regulan negativamente a FoxO 1, 3 y 4 de mami-
feros. La unioén de dichos factores a su receptor activa, a
través del factor de transcripcion DAF 16, a diversas enzi-
mas incluyendo a la de la via fosfatidil-inositol-3-quinasa
y serina/treonina Akt quinasa (PI-3K/Akt), y a la quina-
sa inducible por glucocorticoides séricos (SGK) (20). La
fosforilaciéon de FoxOs por dichas quinasas favorece su
retencion en el citoplasma donde es captado y degrada-
do por el proteosoma; por ¢j.: Akt fosforila directamente
a FoxOs en tres residuos diferentes que evitan su uniéon
al ADN por lo cual se produce la salida hacia el citoplas-
ma (2) (22-26). La activacién por factores externos de las
ERK-quinasas induce la fosforilacién de FoxOs en mul-
tiples residuos lo que lleva a la ubiquitinacion del factor
y su degradacion proteosomal. Otros reguladores nega-
tivos de la actividad de FoxOs son la quinasa inhibidora
del factor nuclearkB (IIkB) y Pinl (27) (Fig. 2).

Por otra parte, niveles bajos de ERO vy varios estimu-
los pro-apoptéticos rapidamente generan mecanismos
de supervivencia favoreciendo la traslocacion de FoxOs
al nicleo y con ello la transcripcion de diversos genes
(28). La retencion nuclear de FoxOs ocurre mediante
fosforilaciones, monoubiquitinaciones, acetilaciones/
desacetilaciones o la oxidacion de la Cis (19). Las fosfo-
rilaciones son inducidas por la actividad de la c-Jun-N-
terminal-quinasa-(JNK) o por la quinasa Mstl. La JNK
es el mayor inductor de la actividad transcripcional de
ERO ya que, ademas, fosforila al receptor de insulina
y con ello suprime el efecto inhibitorio de insulina/
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factores de crecimiento fibroblasticos (FGFs) evitando
la accién negativa de Atk sobre los FoxOs (29). En el
proceso de acetilacion/desacetilacion participa la ace-
tiltransferasa de las proteinas de unién de CREB y la
deacetilasa Sirtl dependiente de NAD (19) (Fig. 3).

En respuesta a la exagerada produccion de ERO, la
actividad transcripcional de FoxOs puede controlar la ex-
presion de genes involucrados en la resistencia al estrés
oxidativo (MnSOD), en la reparacion del DNA (Gadd45),
en modificaciones del ciclo celular (ciclinas D1y D2), en
el arresto celular (p27kipl), y en la apoptosis (ligandos
Bim y Fas) (5) (17) (20) (27)(28) (30)(31) (Fig. 3).

La presencia de FoxOs en el nucleo permite, ademas,
la interaccién con otros factores de transcripciéon como la
[—catenina, el receptor y activado por el proliferador del
peroxisoma (PPAR) v, el receptor estrogénico (RE) a. o el
receptor androgénico (AR) (32). Al unirse a B-catenina
modifica la formacion 6sea; al unirse a PPARY, los FoxOs
inhiben la adipogénesis en el estadio de preadipocitos
(33). La asociacion directa entre AR y FoxOs bloquea la
union de FoxOs al ADN limitando su actividad y, recipro-
camente, FoxOs suprimen la accién androgénica (32).
FoxOs también interaccionan con REo.y en forma similar
a AR, dicha unién reprime la funcién transcripcional de
FoxOs (33) (Fig. 3).

EFECTO DEL ESTRES OXIDATIVO SOBRE EL
REMODELAMIENTO OSEO

El hueso es un tejido que se renueva continuamente
a través del mecanismo denominado remodelamiento
6seo. Dicho mecanismo esta formado por dos proce-
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Figura 2. Degradacion de FoxOs.

Acta Bioquim Clin Latinoam 2013; 47 (4): 661-74



666  Marotte Cy Zeni SN

ERO

citoplasma

ﬁlcleo

celular

Reparacion de ADN

Modificado de Almeida M. Ref. 27

Detoxificacion de
ERO

Apoptosis

Figura 3. Activacién de FoxOs.

sos, la resorciéon de hueso viejo que es llevada a cabo
por osteoclastos y la formaciéon de hueso nuevo que es
llevada a cabo por osteoblastos. El inicio del remodela-
miento se produce por accion de aquellos osteoblastos
que quedaron inmersos en la matriz que ellos mismos
sintetizaron, denominados osteocitos y, para que se lle-
ve a cabo, osteoclastos y osteoblastos deben encontrarse
interconectados en espacio y tiempo.

Si bien el remodelamiento se inicia por la acciéon
resortiva ejercida por los osteoclastos, la actividad de
dichas células se encuentra regulada por factores se-
cretados por los osteoblastos (Fig. 5) (34). Uno de di-
chos factores es el ligando del receptor activador NF-kB
(RANKL) que al liberarse se une a su receptor especi-
fico RANK, presente en la membrana de progenitores
osteoclasticos, e induce el reclutamiento, la diferen-
ciacién y la actividad de dichas células favoreciendo el
proceso de resorcion. En forma inversa, la osteopro-
tegerina (OPG), también liberada por el osteoblasto,
se interpone en la unién de RANKL-RANK y reduce la
diferenciacion y actividad a la vez que aumenta la apop-
tosis del osteoclasto (Fig. 4).

Los osteoclastos también liberan factores que regu-
lan la proliferacion, diferenciacion y actividad del os-
teoblasto. Las Wnt son una gran familia de glucopro-
tefnas secretadas por el osteoclasto que se unen a su
receptor frizzled (fz) y a los correceptores constituidos
por las proteinas relacionadas al receptor de lipopro-
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teina de baja densidad 5 o 6 (LRP5 o 6), presentes en
la membrana del osteoblasto, favoreciendo su prolife-
racion, diferenciacion y actividad y, en consecuencia, la
formacion 6sea (35-39) (Fig. 4).

El estrés oxidativo esta involucrado en los procesos
de formacién y resorcion a través del efecto que ejercen
las ERO sobre los osteoblastos y osteoclastos (40). En
este sentido, las ERO activan distintas vias y desarrollan
un amplio espectro de respuestas que, dependiendo
del tipo de célula 6sea, puede desencadenar su prolife-
racion y crecimiento, el arresto de su ciclo celular y por
lo tanto su diferenciacién, o su apoptosis (41).

El rol que ejercen FoxOl, 3y 4 sobre el metabolismo
esquelético ha sido recientemente revelado gracias al uso
de ratones transgénicos. La accion de los FoxOs en la
homeostasis esquelética es indispensable ya que ratones
carentes del gen que codifica para FoxO 1, 3 y 4 eviden-
cian un aumento del estrés oxidativo y apoptosis de osteo-
blastos (42). Por otra parte, existen evidencias de que los
FoxOs suprimen la proliferacion y sobrevida de células
endoteliales por lo cual restringen la angiogénesis, y con
ello la llegada de progenitores celulares al sitio de remo-
delamiento 6seo. Estos mecanismos estarian implicados
en la supresién que se produce en la formacién 6sea por
efecto del envejecimiento o por el exceso de glucocorti-
coides, ya que ambas situaciones aumentan la actividad
de FoxOs (17). Se ha demostrado que los FoxOs ejercen
funciones redundantes ya que se unen a una misma se-
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cuencia en el ADN, regulan genes comunes y se compor-
tan bioquimicamente en forma similar (43). FoxO1 es in-
dispensable durante el desarrollo ya que ratones carentes
del gen que codifica para FoxO1 (knock-out) mueren du-
rante la embriogénesis por un defecto en la angiogénesis
(44). FoxO3 es esencial para mantener el pool de células
hematopoyéticas y al igual que FoxO1, participa en el me-
tabolismo de la glucosa (17) (45).

La expresion de FoxO1, 3y 4 en hueso y células 6seas
ejerce efectos autonomos sobre osteoblastos y osteoclas-
tos que incluyen la activacion de los mecanismos de de-
fensa de ambas células o la modulacion en la actividad
de la senal Wnt/f-catenina en el osteoblasto o RANK/
RANKL/OPG/NF-kB en el osteoclasto (46).

EFECTO DE FoxO SOBRE OSTEOBLASTOS

En respuesta a las ERO todas las células osteogéni-
cas, a través de FoxOs, pueden regular la actividad de
enzimas antioxidantes y activar genes como Gadd45b para
reparar ADNy asi protegerse del estrés oxidativo; sin em-
bargo, la accién de las ERO dependera del tipo de célula
y del estadio de diferenciacion celular. En base a ello se
diferencia la accion que ejercen las ERO sobre osteoblas-
tos maduros de aquella que ocurre sobre progenitores
osteoblasticos y sobre precursores mesenquimales.

OSTEOBLASTOS MADUROS

Las ERO generadas dentro de las mitocondrias ac-
tivan quinasas que fosforilan a la proteina de senaliza-
cion p66“h“. Esta proteina fosforilada convierte la senal
oxidativa en apoptosis regulando factores proapoptoti-
cos como Bcl2 y ligando de Fas pero, a su vez, presenta

capacidad para generar ERO en la mitocondria y con
ello amplificar la produccién de H,O, (47). Mediante
este mecanismo se incrementa el estrés oxidativo y se
induce la apoptosis de varios tipos celulares incluyendo
a los osteoblastos maduros.

FOxO3 reduce el estrés oxidativo y promueve la
sobrevida del osteoblasto ya que, bajo el promotor de
osteocalcina, disminuye la fosforilacion de p665h°, lo
que aumenta el namero y disminuye la apoptosis de os-
teoblastos y osteocitos. FoxO1 ejerce el mismo efecto
que FoxO3 a excepcion de que no afecta la apoptosis
del osteoblasto (48). La acciéon que ejercen los FoxOs
sobre osteoblastos maduros sugiere que estos mediado-
res son criticos para la defensa oxidante, contribuyen-
do a la homeostasis esquelética. Por ello, la edad y la
deficiencia estrogénica conducen a un incremento del
dano oxidativo aumentando la apoptosis osteoblastica
y osteocitica.

El factor de transcripcion activante 4 (ATF4) cumple
dos funciones importantes en osteoblastos maduros.
Por un lado regula la expresiéon de osteocalcina y de
RANKL vy, por el otro, promueve la captaciéon de ami-
noacidos asegurando el proceso de sintesis proteica en
el osteoblasto. FoxO1 se une a AFT4, hecho que po-
tencia ambas actividades transcripcionales favorecien-
do la sintesis de glutation y colageno tipo I; al mismo
tiempo, FoxO1 se une al promotor de osteocalcina, lo
cual disminuye su produccién y con ello la fosforilaciéon
de p66ShC (49). Este mecanismo es ademas importante
porque se ha determinado recientemente que el osteo-
blasto actuando como “célula endécrina” controla el
metabolismo de la glucosa y el energético a través de la
secrecion de osteocalcina (Fig. 5).
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Figura 5. Efecto de las ERO y FoxOs sobre osteoblastos.

La osteocalcina es una pequena proteina sintetiza-
da exclusivamente por el osteoblasto en forma vitami-
na K dependiente. Esa proteina contiene tres residuos
de acido glutamico, los cuales se carboxilan por acciéon
de la vitamina D; la osteocalcina carboxilada se libera a
circulacion y rapidamente es captada por el Ca de la hi-
droxiapatita permaneciendo depositada en hueso (34).
Hasta hace unos anos no se conocia exactamente cual
era la funciéon de dicha proteina; en la actualidad se
ha demostrado que la osteocalcina se decarboxila du-
rante el proceso de resorcion gracias a la disminucion
marcada del pH que genera el osteoclasto en la lagu-
na de resorcion. La osteocalcina no carboxilada es una
hormona que, actuando sobre el pancreas, promueve la
proliferacion de las células f3, la secrecion y la sensibili-
dad a la insulina, y el gasto energético (50).

La bioactividad de la osteocalcina esta regulada nega-
tivamente por la proteina tirosina fosfatasa (OST-PTP),
producto del gen Esp, que se expresa en osteoblastos. El
osteoblasto contiene un Rlns del tipo quinasa. La OST-
PTP inactiva al RIns por desfosforilacion; este mecanis-
mo desencadena senales intracelulares que estimulan
la sintesis de OPG y reducen la de RANKL y con ello
la actividad resortiva. FoxO1 incrementa la producciéon
del gen Esp y con ello disminuye la bioactividad de la
osteocalcina induciendo una disminucién en la prolife-
racién de las células 3 del pancreas y en la secrecion y
sensibilidad a la insulina (49). Inversamente, la insulina
actuando sobre su receptor activa la senal PI3/AKT con
lo cual se fosforila y degrada FoxO1l promoviendo la
bioactividad de osteocalcina y controlando la homeos-
tasis de la glucosa (51).

La presencia de FoxOl en las células pancréaticas
regula el metabolismo de los lipidos y de la glucosa. En
respuesta al estrés oxidativo producto de hipergluce-
mia, el FoxO1 presente en las células  del pancreas
activa la expresion de genes que la protegen de dicha
situacién, preservando la secreciéon de insulina y pro-
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moviendo la sobrevida celular (52-53).

En osteoblastos maduros la proteina Sirtl presenta
una accioén similar a FoxOs induciendo efectos positivos
sobre la masa 6sea (54). Un aumento de ERO induce un
incremento en Sirtl debido a una elevada concentracién
de NAD+ con lo cual se estimula la defensa antioxidante
aumentando la produccion de MnSOD y CAT (52).

PROGENITORES OSTEOBLASTICOS

La B-catenina es un coativador transcripcional que
presenta un rol fundamental en la diferenciaciéon de
progenitores pluripotenciales mesenquimaticos (células
madre mesenquimaticas o MSCs) hacia el linaje osteo-
blastico (55) (56). En este sentido, cabe recordar que las
MSCs que se localizan en médula 6sea, musculo y grasa,
de acuerdo a la activacion de distintos factores de trans-
cripcion, pueden diferenciarse hacia una variedad de te-
jidos incluyendo hueso, cartilago, musculo y grasa.

La via canénica de senalizacion Wnt/B-catenina es
un determinante critico de la masa 6sea, ya que aumen-
ta el nimero y previene la apoptosis de progenitores
osteobldsticos (3) (57). La unién de Wnt/fz/LRP5 o 6
inactiva a la glucégeno sintetasa-quinasa 3f (GSK-3p)
evitando la degradaciéon proteasomal de f-catenina,
que se acumula en el citoplasma y puede traslocarse al
nucleo. A nivel nuclear se asocia a la familia de factores
de transcripcion de células T/potenciador de unién lin-
foide (TCF/LE) regulando la expresion de varios genes
implicados en la diferenciacion celular (58-60) (Fig. 5).
Al mismo tiempo que estimula la produccién de varios
marcadores osteoblasticos como Runx2 (core-binding fac-
tor 1I: Cbfal), osterix, colageno tipo I, fosfatasa alcalina
6seo-especifica (FAO) y unidades de formacion de co-
lonias osteoprogenitoras (CFU-O), suprime la actividad
de PPARy y con ello la diferenciaciéon de preadipoci-
tos (17). Por otra parte, la activacién de B-catenina en
osteoblastos estimula la produccion de OPG, potente



inhibidor de la diferenciacion osteoclastica, con lo cual
se induce la disminucién de la osteoclastogénesis y de
la resorcion 6sea (61)(62). Por lo tanto, la via Wnt/p-
catenina aumenta la masa 6sea estimulando la osteo-
blastogénesis y suprimiendo la apoptosis osteoblastica
pero también reduciendo la adipogénesis y la osteoclas-
togénesis (3) (63)(64).

La senal Wnt/f-catenina participa también del me-
canismo por el cual la parathormona (PTH) regula la
actividad osteoblastica. La uniéon de PTH a su recep-
tor PTHIR induce la asociacién entre el correceptor
LRP6 y el PTHRI, mecanismo por el cual se estabiliza
la B-catenina y, consecuentemente, permite su trans-
cripcion que, mediante su unién a TCF/LE, favorece
la osteoblastogénesis y el incremento en la formacion
osea (11).

Se conocen varios antagonistas de la via canoénica
de senalizacion Wnt. Los factores solubles Dickkopfs
(DKkks) liberados por osteoclastos y la esclerostina (Sost)
secretada por los osteocitos se unen a los receptores de
Wnt o se interponen entre ellos activando la fosforila-
cion de la B-catenina y su degradacion proteosomal (3)
(11) (65-67).

Las ERO intracelulares regulan negativamente la
via de las Wnt. En varias células, incluidos los osteo-
blastos, el HQOQ promueve la transcripcion de FoxO,
favoreciendo su asociacion con f-catenina en el nu-
cleo. Este mecanismo, debido a una competencia en-
tre FoxOs y TCF por un pool limitado de f-catenina,
compromete la transcripcion mediada por f-catenina/
TCF y con ello la diferenciacion osteoblastica (68). Se
sugiere que dicha interaccion evitaria la proliferacion
osteoblastica en condiciones patolégicas de estrés oxi-
dativo y explicaria como durante el envejecimiento el
aumento del estrés oxidativo lleva a un déficit en el
numero de osteoblastos. Por otra parte, la activaciéon
de FoxOs también permite evitar indirectamente la os-
teoblastogénesis activando genes implicados en la pro-
duccion de inhibidores de la senal Wnt como son los
factores de transcripcion solubles de receptor frizzled
1y 2 (FRPL, y sFRP2) (69).

Por otra parte, un efecto importante que resulta de
la interaccion B-catenina/TCF es la supresion de la ac-
tividad de PPARy; cuando los ERO interfieren en dicha
interaccion, no solo inducen una disminucién en la ex-
presion de los distintos marcadores de linaje osteoblas-
tico sino que, ademas, incrementan los niveles PPARYy.
El resultado final es una disminucion en la diferencia-
cién osteobldstica, un incremento en la apoptosis de
osteoblastos y un aumento de la lipogénesis.

EFECTO SOBRE CELULAS MESENQUIMALES Y
OSTEOGENESIS

Los precursores osteoblasticos tempranos también
estan sometidos a la accion de las ERO. El efecto de
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los mismos sobre la proliferaciéon osteoblastica estaria
dado por su habilidad para activar una cascada de se-
nales a través del factor proteico p53, el cual se encuen-
tra especificamente ligado al arresto del ciclo celular
(70). FoxO1, mediante su unién a AFT4, reprime la
senalizacion por p53 y con ello mantiene la prolifera-
cion normal y la homeostasis 6sea asegurando el aporte
de aminoacidos y la sintesis proteica. Por otra parte, a
diferencia de lo que ocurre en osteoblastos maduros,
FoxO1 aumenta la produccién de osteocalcina y FAO;
este efecto es mediado por la induccién cooperativa
de genes implicados en la diferenciaciéon osteoblastica
que surge de la uniéon de FoxO1 a Runx2 (49). Por otra
parte, al inhibir la actividad del promotor de PPARy,
los FoxOs antagonizan la transcripcion de dicho fac-
tor en preadipocitos, lo que favorece la adipogénesis a
expensas de la osteogénesis (71). Por ello, los FoxOs
controlan la generaciéon de nuevos osteoblastos a partir
de MSCs modulando tanto la proliferacion y/o diferen-
ciacion a través de sus propiedades antioxidantes como
la actividad de otros factores transcripcionales como [3—
catenina y PPARy.

EFECTO SOBRE LOS OSTEOCLASTOS

Los osteoclastos activos son células méviles multinu-
cleares que presentan alta demanda energética y con-
tienen una gran cantidad de mitocondrias. A través de
la generacién de HQOQ, estas organelas juegan un rol
importante en la proliferacion, diferenciacion y fun-
cion del osteoclasto. Las ERO aumentan el numero y
la actividad de los osteoclastos aumentando la produc-
cion del factor de necrosis tumoral o (TNFa), cito-
quina proinflamatoria que no sélo causa dano celular
sino que también inhibe a la SOD y con ello disminuye
las defensas antioxidantes; asimismo, TNFo actuando
sobre receptores presentes en la membrana del osteo-
blasto estimula la produccién de RANKL y con ello la
resorcion osea (17) (72).

Launion de RANKL a RANK desencadena multiples
senales intracelulares mediante la unién a receptores
de factores asociados a TNF (TRAFs). La asociacion
con TRAF2 activa a las JNK necesarias para la activa-
cion de pasos intracelulares que llevan a la formacion
del anillo de actina; la union con TRAF6 activa al fac-
tor de transcripciéon NF-kB, lo que aumenta la activi-
dad resortiva de los osteoclastos maduros al favorecer
su reclutamiento, diferenciacion, actividad y sobrevida
(73). Por otra parte, en forma de retroalimentacién
positiva el RANKL, a través de la via TRAF6/Racl/
oxidasa Nox1-NADPH asociada a membrana plasmati-
ca, estimula la produccién extra-mitocondrial de ERO
(74). En osteoclastos, RANKL aumenta la expresion
de GPx en los macréfagos de la medula 6sea, mientras
que los estrégenos lo hacen en osteoclastos maduros
(Fig. 6).
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ESTRES OXIDATIVO Y OSTEOPOROSIS

La caida estrogénica que se produce en la mujer
postmenopdusica o en la rata ovariectomizada redu-
ce la masa 6sea debido a un aumento en la velocidad
de remodelamiento 6seo favoreciendo el proceso de
la osteoclastogénesis en forma conjunta con una dis-
minucion en la sobrevida de los osteoblastos (75). El
efecto antiosteoporoético que ejercen los estrogenos se
debe, al menos en parte, a su habilidad para proteger
al hueso frente al estrés oxidativo, tanto en forma ge-
némica como no genémica. Mediante la interacciéon
entre el REay el ADN, los estrégenos aumentan la ac-
tividad de receptor estrogénico (RE) y disminuyen la
fosforilacion de p665h°, con lo cual la generacion de
ERO disminuye. El efecto de los estrégenos sobre el
estrés oxidativo no genémico es producido por la acti-
vacion de ERK citoplasmadticas (76).

Los estrogenos disminuyen la tasa de remodelamien-
to y mantienen un equilibrio entre los procesos de
formacion y resorciéon. Por un lado, controlan la for-
macién 6sea modificando la via de la proteina morfo-
genética 2 (BMP-2), via adicional a la de las Wnt en el
proceso de diferenciacion osteoblastica. Los estrégenos
activan a las ERKs que al fosforilar a Smad 1 favorecen
su degradacion proteosomal y con ello la transcripcion
de la BMP-2 se atenta. Como BMP-2 potencia el efec-
to de RANKL, esta atenuacion disminuye la formacion
y sobrevida del osteoclasto. Los estr6genos, ademas, al
inhibir la fosforilacién de p66*'° reducen la activacién
del factor de transcripcion NF-kB y, en consecuencia, la
produccion de interleuquina 6 (IL-6) y de TNFa, dos
citoquinas proinflamatorias que estimulan la osteoclas-
togénesis y que son las responsables de la pérdida de
hueso por deficiencia estrogénica.
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Osteoclastogénesis
Figura 6. Efecto de las ERO y FoxOs sobre osteoclastos.

La pérdida de hueso que se produce normalmente
por la edad, tanto en humanos como en animales, se
evidencia por un afinamiento de las trabéculas debido
a una disminuciéon en el nimero de osteoblastos y no
en su capacidad biosintética, producto de una osteo-
blastogénesis disminuida o una apoptosis incremen-
tada (11). En este sentido, con la edad se observan
aumentos en la senescencia de la poblacion de células
MSCs y células osteoblasticas, en la acumulacion de da-
nos en el ADN y en la secrecion del factor fenotipico
secretor asociado a senescencia (SASP). Estos hechos
conducen al incremento en la secrecion de citoquinas
proinflamatorias implicadas en la estimulacién de la
osteoclastogénesis (77).

La disminucion en la masa 6sea asociada al enve-
jecimiento estd ligada al estrés oxidativo (78); mode-
los murinos de envejecimiento prematuro y signos
de dano oxidativo muestran caracteristicas osteopo-
réoticas. En hueso de ratones adultos, la expresion
de los genes que se producen por la interaccion de
B-catenina y, al mismo tiempo, TCF disminuye, al mis-
mo tiempo, aumentan aquellos correspondientes a los
factores de transcripcién FoxO (68)(79). De manera
similar, estudios clinicos en mujeres osteoporéticas de-
mostraron una asociacion entre el aumento del estrés
oxidativo tanto con los menores niveles plasmaticos de
antioxidantes como con una disminucion de densidad
mineral 6sea (DMO) (80) (81).

La consecuencia del aumento en los niveles de ERO,
tanto por deficiencia esteroidea como por el envejeci-
miento se traduce en una menor actividad de la GSR en
médula 6sea con el consiguiente incremento en la fosfori-
lacién de p53 'y p665h‘3 (81). Este proceso favorece la fosfo-
rilacién de FoxO, via Akt, y su degradacion. Por otro lado,



las ERO estimulan al factor de transcripcion NF-kB con lo
cual se inhibe a las quinasas IIkB que fosforilan y activan a
FoxO3 con lo cual, al menos en parte, permiten su ubiqui-
tinacién y consiguiente degradacién (78) (82-84).

El estrés oxidativo promueve el desarrollo de osteo-
porosis estimulando ademas la peroxidacion lipidica,
mecanismo por el cual se inhibe a la via de senalizacion
Wnty con ello se induce una disminuciéon en el nimero
de osteoblastos y, por ende, en la formacion 6sea (85).
En este sentido, la pérdida de masa 6sea con la edad
se encuentra asociada al aumento en la expresion de
lipoxigenasas; estas enzimas producen HO" que oxidan
a los PUFAs generando moléculas prooxidantes como
el 4-hidroxinanonal (4-HNE) (86). El incremento de la
oxidacion lipidicay de la produccién de 4-HNE, al igual
que de HQOQ, activa a los FoxOs atenuando la transcrip-
cién mediada por B-catenina/TCF (87). Este mecanis-
mo incrementa los niveles de PPARy que al asociarse
con la f-catenina aumenta su degradacién. La disminu-
cion en el pool de B-catenina desencadena a su vez un
aumento en la expresion de PPARy y con ello un incre-
mento en la adipogénesis a expensas de la osteoblasto-
génesis (88). Este mecanismo explicaria el aumento de
adipocitos que se observa en la médula 6sea tanto de
humanos como de ratones con osteoporosis evolutiva
(86) (Fig. 7). Finalmente, el 4-HNE no es sélo respon-
sable de osteoporosis ya que se ha demostrado que se
encuentra aumentado en pacientes con enfermedad de
Alzheimer (89) (90).

PUFAs

4-HNE

]
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Conclusiones

Una serie de estudios recientes ha determinado la
importancia fisiolégica de las ERO sobre el remode-
lamiento 6seo a través de su accion sobre las distintas
células 6seas. Las ERO desencadenan mecanismos de
control homeostaticos indispensables para la salud
6sea. El mecanismo mas importante es la activacion de
los FoxOs, tendiente a evitar el estrés oxidativo y con
ello el dano celular. La funcién de los FoxOs es ejerci-
da mediante la regulacion en la actividad de enzimas
antioxidantes, de enzimas que reparan el ADN o de dis-
tintos genes involucrados en el ciclo celular, segun el
tipo de célula y su grado de diferenciacion. Los FoxOs
estimulan la produccion de factores vitales para el os-
teoblasto como Runx2, AFT4 y f-catenina. Mediante
dichas acciones FoxOs promueven la osteoblastogéne-
sis o mantienen el pool de progenitores mesenquimales
tempranos, regulan la proliferaciéon/diferenciacion de
precursores osteoblasticos y protegen al osteoblasto ma-
duro del estrés oxidativo. Ademas los FoxOs atenuan,
por acciones directas o indirectas, la osteoclastogénesis.

Con la edad, el aumento del estrés oxidativo dismi-
nuye el nimero de osteoblastos debido a una compe-
tencia entre FoxOs y TCF/LE por un pool limitado de
B-catenina. Este efecto produce a la vez un aumento
en la actividad de los PPARY, con lo cual se acelera la
adipogénesis a expensas de la osteoblastogénesis y al
mismo tiempo la oxidacién de los PUFAs. Este hecho

ERO -
| 4-HNE
Lipidos —
oxidados

FoxOs

PPARy

1

e

Crere)

{1 Osteoblastogénesis
{ Adipogénesis
{+ Apoptosis osteoblastica

{1 Apoptosis osteocitica

Figura 7. Oxidacidn de 4cidos grasos poliinsaturados y estrés oxidativo.
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genera una serie de compuestos pro-oxidantes como el
4-HNE que aumentan el estrés oxidativo. Asimismo, la
caida estrogénica acelera la osteoclastogénesis por via
genoémica o no genémica, aumentando la fosforilacion

de

la proteina p66Shc o activando al factor NF-kB.
Dada la importancia de FoxOs y ERO en la biologia

6sea y durante el envejecimiento, clarificar los eventos
celulares y pasos moleculares involucrados en el control
del estrés oxidativo seria vital para entender la regula-
cion de la osteoporosis relacionada a la edad.
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