Sistema NADPH oxidasa: nuevos retos y perspectivas

Julidn Camilo Arango Rincén'?, Laura Yaneth Gamez Diaz', Juan Alvaro Lopez Quintero'?

Resumen

El sistema NADPH oxidasa es un complejo multiproteico encargado de producir especies
reactivas del oxigeno (ROS, por reactive oxygen species) en diferentes células y tejidos. Es de
gran importancia en las células fagociticas (principalmente neutréfilos y macrofagos) porque
participa en la destruccion de microorganismos patdgenos, mediante la fagocitosis y la formacion
de las trampas extracelulares de neutréfilos (NET, por neutrophils extracelular traps), asi como
en la activaciéon de procesos inflamatorios. Las alteraciones en la producciéon de ROS por parte
de las células fagociticas a causa de defectos genéticos en los componentes del sistema generan
la inmunodeficiencia primaria denominada enfermedad granulomatosa crénica (EGC). Este
es un articulo de revisién sobre los componentes del sistema NADPH oxidasa, su distribucién
celular, mecanismo de activacién y accién, asi como de las funciones que desempefia en otros
tejidos. Ademas, se revisan los defectos moleculares que llevan a la EGC y el tratamiento de esta,
incluyendo la terapia con IFNy, y finalmente las perspectivas para el estudio del sistema.
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SUMMARY

NADPH oxidase system: new challenges and perspectives

The NADPH oxidase system is a multiprotein complex that acts as the main source of reactive
oxygen species (ROS) in different cells and tissues. In phagocytic cells (mainly macrophages and
neutrophils) it is essential for eliminating pathogenic microorganisms, by phagocytosis and the
formation of neutrophil extracellular traps (NETs). It also contributes to inflammatory processes.
Genetic defects in the components of the system cause alterations in the production of ROS by
phagocytic cells, leading to the primary immunodeficiency Rnown as chronic granulomatous
disease (CGD). This is a review article on the components of the NADPH oxidase system, its
cellular distribution, activation, mechanisms of action, and roles in other tissues. The different
molecular defects that lead to EGC are also reviewed, as well as its treatment, including therapy
with IFNy, and the prospects for the study of the system.
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INTRODUCCION

Uno de los principales mecanismos inmunes innatos
con que cuenta nuestro organismo es el complejo enzi-
matico NADPH oxidasa, cuya funcién es generar espe-
cies reactivas del oxigeno (ROS, por la sigla de reactive
oxygen species) encargadas de destruir los gérmenes
fagocitados, durante el proceso de estallido respirato-
rio de las células fagociticas.! La importancia de este
complejo se evidencia en la enfermedad granulomato-
sa cronica (EGC), una inmunodeficiencia primaria en
la cual la escasez de ROS por parte del sistema NADPH
oxidasa ocasiona mayor susceptibilidad a microorga-
nismos oportunistas y al desarrollo de granulomas en
diferentes 6rganos.? Durante las dos tltimas décadas se
ha intensificado el estudio del sistema NADPH oxida-
sa buscando comprender su fisiologia, la interrelaciéon
con otros mecanismos de inmunidad y su asociaciéon
con la EGC. Se han reportado hallazgos interesantes ta-
les como el estado de preactivaciéon (priming) en el sis-
tema NADPH oxidasa, la manifestacién de la EGC por
defectos en p40~"*, el papel de las ROS en la formacién
de trampas extracelulares de los neutréfilos (NET por
la sigla en inglés de neutrophils extracelular traps), un
mecanismo microbicida descrito recientemente, y los
mecanismos moleculares asociados a la terapia con
IFNy en la EGC. Esta revision muestra los principales
avances en estos temas con el propdsito de actuali-
zar los conocimientos acerca del sistema NADPH para
comprender mejor el papel de la inmunidad innata en
la defensa del organismo.

SISTEMA NADPH OXIDASA

Componentes

Entre los mecanismos microbicidas de los neutrofilos
se encuentra la produccién de ROS por parte del sis-
tema NADPH oxidasa, que es un complejo enzimético
multiproteico de cinco subunidades distribuidas en el
citoplasma, las membranas citoplasmaticas y las vesi-
culas fagociticas. Los componentes citoplasmaticos son

las proteinas p40P™™, p47Piory p67Pmox (la denominacion
phox es el acronimo de las palabras inglesas phagocyte
oxidase, y el numero representa el peso aproximado de
cada proteina en KD) que se encuentran formando un
complejo macromolecular, mientras que en la mem-
brana se encuentran las proteinas p22"**y gp91°1* que
conforman un heterodimero llamado flavocitocromo
b_, (tablan.® 1). La activacion del complejo enzimatico
consiste en la translocacion de los componentes cito-
plasmaticos a la membrana de las vacuolas fagociticas
0 a la membrana plasmatica, mediada por estimulos
activadores de la proteina quinasa C (PKC, por la si-
gla en inglés de protein kinase C)y la participacion de
proteinas accesorias como Rac2 (GTPasa) y RAP1 (Ras-
related protein 1A) " (figura n.° 1).

Componentes de membrana
gp91phox

Es el principal componente del flavocitocromo b 558
y ademas forma el esqueleto o matriz sobre el cual se
ensambla el complejo NADPH oxidasa.'” Esta proteina
la codifica el gen CYBB cuya extensién es de 30Rb, se
encuentra en el brazo corto del cromosoma X, regién
Xp21.1 y posee 13 exones. Estd compuesta de 570 ami-
noéacidos con algunas glicosilaciones distribuidas en
forma heterogénea en un tercio de su extension; po-
see seis dominios de hélices alfa transmembrana que
le confieren caracteristicas hidrofdbicas y tiene como
grupos prostéticos dos hemos y un FAD que son im-
portantes para la transferencia de electrones y la union
al NADPH respectivamente.'? Como eje central del
sistema NADPH oxidasa, gp91 P™* estd involucrada en
diferentes procesos celulares entre los que se destacan
la destruccion intracelular de microorganismos fagoci-
tados, la liberacion de NET, la induccién de muerte ce-
Iular por apoptosis, la transcripcion de diversos genes,
el movimiento intermembranal de iones y la secrecion
de citoquinas y sustancias proinflamatorias.®

Recientemente se ha descrito una nueva clasificacién
para gp91 P debido al descubrimiento de seis protei-
nas homologas que se han denominado NOX1, NOX3,
NOX4, NOX5, DUOX1 y DUOX2. La denominacion NOX
corresponde a NADPH oxidasa y DUOX a dual oxidasa.
En general, todas estas moléculas hacen parte de la fa-
milia NOX/DUOX del sistema NADPH oxidasa (incluyen-
do gp91 Prex que corresponde a NOX2) y se caracterizan
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por conservar una estructura y funcion similares a gp91
phox T.a expresion de estos homoélogos ha sido reportada
en diferentes tejidos humanos, en otros mamiferos y en
plantas.*” NOX1se expresa en células del colon, utero,
prostata y musculo [iso, en los cuales se ha informado
una produccion escasa de ROS; sin embargo, moléculas
proinflamatorias pueden modular positivamente su ac-
tividad.® NOX3 se expresa fundamentalmente en el rindn
fetal y el oido interno.*> NOX4, también conocida como

Renox, se expresa principalmente en células epiteliales
del rifdn, asi como en osteoclastos, ovarios y ojo;* fi-
nalmente se encuentra NOX5 que, ademas de tener ho-
mologia estructural con gp91 »* posee en su extremo
amino-terminal un dominio de calmodulina con cuatro
sitios de unidn para el calcio que Ie sirve como elemen-
to regulador® En relacion con el grupo DUOX solo se
han encontrado 2 subtipos (DUOX 1 y DUOX9) caracteri-
zados por su doble funcién oxidasa y peroxidasa.*

Tabla n.° 1. Caracteristicas de las proteinas del sistema NADPH oxidasa

9P91 phox pzz phox p47 phox p67 phox p4o phox
Genylocus CYBB;Xp21.1 CYBA;16g24 NCF-1;7911.23 NCF-2;1925 NCF-4;,22q13.1
Aminoacidos 570 195 396 526 339
Glicosilacion Si No No No No
Fosforilacion No Menor Si Menor Si
Localizaciéon
en los PMN
Granulos
Reposo sz Citosol Citosol Citosol
membrana
plasmatica
Membrana
Estimulados plasmaticay Membrana Membrana Membrana
fagosoma

Mutaciones 65% a 70% 5%

Fagosoma

Microorganismos
jtocromo bggg

p2apror OPILPY

POZEs ' Rac2
Neutréfilo D47!g 2““’ [ J2C

Estado de reposo

./T\
NADPH
NADP* %
o “Rac2y RAP1
=~ Protefnas citoplasmaticas
Neutréfilo

25% a 30% 5%

ROS - _ Fagosoma

b H20;

Microorganismos

Estado activado

Figura n.° 1. Componentes del sistema NADPH oxidasa en estados de reposo y activacion
celular. En reposo las subunidades p40phox, p47phox y p67phox se encuentran en el citoplasma formando un
complejo macromolecular; en el momento de la activacion estas proteinas se translocan a la membrana para
formar un complejo cataliticamente activo. Rac2 y RAP1 también se asocian al complejo, pero su translocacion es

independiente de los demds componentes citoplasmaticos.
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pzzphox

Es el otro componente del flavocitocromo b558
que también se encuentra anclado a la membrana;
la codifica el gen CYBA de 8,5 Kb, que posee seis
exones, ubicado en el brazo largo del cromosoma 16,
regién16q24. La regién promotora de p22P"* contiene
diferentes sitios reguladores como cajas TATA, CCAC
y sitios de unién a Spl, factor nuclear RB y sitios de
regulacion de interferon gamma.? Cuenta con 195
aminoéacidos, un peso aproximado de 22 KD, tres hélices
alfa y un extremo carboxi-terminal orientado hacia la
parte citosoélica, donde se encuentra una region rica en
prolinas que favorece la interaccién con p47P*para la
estabilidad y ensamblaje del complejo.'®!

Componentes citoplasmaticos
p47phox

Esta proteina la codifica el gen NCF-1 ubicado en la
regién 7q11.23 del cromosoma 7, con una longitud
de 15 Kb y 11 exones; tiene 396 aminoacidos y un
peso aproximado de 47 KD. En p47°™* se ha descrito
un pseudogén con una homologia del 97,5%, que co-
rresponde a una copia no funcional caracterizada por
presentar una delecidén de dos nucleétidos (GT) al co-
mienzo del exén 2.! Para cumplir su funcién e interac-
tuar con las otras proteinas del sistema, p47°"°cuenta
con dos dominios SH3 en el centro de la molécula, un
motivo PP en el extremo C-terminal y un domino PX/
PB2 en el N-terminal. Durante la activacion del siste-
ma, p47Piores fosforilada aproximadamente en nueve
sitios,! lo cual genera cambios de conformacion que
le permiten interactuar con p67°° para dar inicio a
la translocacion de los factores citosolicos a la mem-
brana citoplasmatica y de las vacuolas fagociticas.
p47Pior cumple esta funcion porque puede interactuar
simultaneamente con proteinas del citoesqueleto (B-
actina, miosina) y, ademas, cumplir el rol de platafor-
ma acopladora de las proteinas citosélicas con las de
membrana; por esta razon a p47Pi* se le ha dado el
nombre de NOXO (NADPH oxidase organizer).*'?

p67phox

Esta proteina la codifica el gen NCF-2 ubicado en la
region 1q25 del cromosoma 1. Tiene 526 aminoacidos

y un peso de 67 KD. Entre sus regiones mas importan-
tes se encuentran dos dominios de homologia 3 de las
Src (SH3), un dominio PB1 (Phox and Bem1), un moti-
vo rico en prolinas (PP), cuatro motivos de repeticio-
nes tetrapéptidas (TPR) y tres secuencias de repeticion
en tandem que son esenciales para interactuar con las
otras proteinas del sistema y Rac2 (GTPasa necesaria
para la activacién). p67°m°*cumple la funcién de regu-
lar la transferencia de electrones del NADPH al grupo
flavina de gp91~™°* por lo cual ha adquirido el nombre
alterno de NOXA (NADPH oxidase activator).*®

p 4ophox

El daltimo de los componentes citoplasmaticos del
sistema NADPH oxidasa es p40~"* codificada por el
gen NCF-4 de 18 Kb, que tiene 10 exones y estd ubicado
en la region 22q 13.1 del cromosoma 22. Pesa 40 KD
y tiene 339 aminoéacidos; presenta un dominio SH3,
un dominio PC en el extremo C-terminal y uno PX/
PB2 en el N-terminal, similar al de p47°2, con el cual
puede unir fosfoinositol 3 fosfato (PtdIns[3]P) y otros
mediadores importantes en la activaciéon de sistema.
En modelos in vitro se ha visto que p40”" no es
necesaria para la activacion del sistema; sin embargo,
si lo es in vivo para la activaciéon y regulacion. !5

Preactivacion y activacion del sistema

Enestadoinactivolasproteinascitosolicaspermanecen
unidas por las interacciones que se establecen entre
los dominios SH3 unidos a motivos ricos en prolina, y
los dominios PC unidos a dominios PB1. La activaciéon
se caracteriza por un aumento en el consumo de
oxigeno molecular y tiene como objetivo la liberacion
del radical anién superdxido (O%*) dentro de Ila
vacuola fagocitica o al medio extracelular, utilizando
como sustrato el fosfato de nicotinamida-adenina
dinucledtido (NADPH, por su sigla en inglés). Este
fenémeno llamado explosién respiratoria depende
del acoplamiento de las proteinas del sistema por
cambios de conformacién que desenmascaran sitios
de unién y permiten que interactien las unidades
citosOlicas y el flavocitocromo b558. Cuando se
activa el sistema, se producen fosforilaciones en las
tres proteinas citosolicas; estdn mejor documentadas
las que se presentan en el extremo C-terminal de
p47Pr* 2 La activacion del sistema se desencadena por
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senales de patdgenos opsonizados, citoquinas (IL8,
TNFa, endotoxinas [LPS, por lipopolisacarido]), acido
araquidonico, zimozan y factores quimoatrayentes.
Estas sustancias tienen como funcion activar
mediadores secundarios intracitoplasmaticos como
el PI3R (fosfatidil inositol 3 quinasa) y la PKC (proteina
quinasa C), que fosforilan a p47~°%, o cual induce la
translocacién de las subunidades citosdlicas (p40Piox,
p47Phovy p67Pi%) a la membrana.®'® Simultdneamente
se presenta la translocacion de las proteinas Rac2 y
RAP1 indispensables para la activacion.®!’

Por medio de Ia superdxido-dismutasa el O* se trans-
forma en perdxido de hidroégeno (H,O,), que sirve de
sustrato a la peroxidasa para oxidar elementos halo-
genos (CI, Br y I) y producir acidos hipohalogenosos.
El HO, puede ademas participar en la reaccion de
Haber-Weiss metal-dependiente para producir el radi-
cal hidroxilo (OH-).>'"

En conclusién, el concepto de activacion del sistema
NADPH oxidasa se refiere a la fosforilacion, transloca-
cién e interaccion completa de sus subunidades Iue-
go de un solo estimulo agonista, que se evidencia por
la produccién de ROS. En 2008 El-Benna y colabora-
dores? introdujeron el término priming o estado de
preactivacion de las células fagociticas, en el cual el
elemento desencadenante no activa completamente
el sistema NADPH oxidasa, pero si hace a la célula mas
susceptible a una activacién posterior por un segun-
do estimulo, que induce una produccién mucho mas
rapida y fuerte de ROS, debido a que en el momento
de la preactivacion se fosforila parcialmente p47°io*y
se acumulan los componentes citoplasmaticos cerca
de las membranas, lo cual le permite al segundo esti-
mulo inducir una mejor respuesta.

ENFERMEDAD GRANULOMATOSA CRONICA (EGC)

Es una inmunodeficiencia primaria causada por al-
teraciones génicas en cualquiera de las cinco subu-
nidades proteicas del sistema NADPH oxidasa; es ca-
racteristico de los individuos que la padecen el sufrir
infecciones cronicas y granulomas inflamatorios oca-
sionados por microorganismos oportunistas.'® Se cal-
cula que su frecuencia es de 1/250.000 individuos. Los
sitios mas frecuentes de infeccidon en estos pacientes
son: pulmén, nddulos linfaticos, higado y tracto gastro-
intestinal, lo cual genera cuadros clinicos de abscesos
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en la piel, osteomielitis, otitis media, colitis, enteritis
y obstruccion de las vias urinaria y gastrointestinal,
causada precisamente por granulomas; en algunos
casos se pueden hallar hepatomegalia, esplenome-
galia, linfadenitis, anemia, lupus,'® diarrea y sepsis.?*?'
Los principales agentes infecciosos asociados con la
EGC son microorganismos catalasa positiva como
Staphylococcus aureus y Aspergillus fumigatus. Sin
embargo, también son de importancia epidemiologi-
ca en esta enfermedad otros gérmenes como Salmo-
nella spp, Klebsiella spp, Aerobacter spp, Serratia spp,
Pseudomonas spp (Burkholderia cepacia), Aspergillus
nidulans, Candida albicans, Scedosporium apiosper-
numy Chyrosporium zonatum.*

La causa de la EGC es la presencia de mutaciones en
cualquiera delosgenes que codifican para las proteinas
del complejo enziméatico NADPH oxidasa de las células
fagociticas. La EGC sigue dos patrones de herencia,
uno ligado al cromosoma X (en el que la proteina
afectada es gp91 P y otro autosémico recesivo en
caso de alteraciones en los componentes p47°iox,
p2griex, p67Pior v pa0Pies por o que se ha establecido
una clasificacion basada en los defectos moleculares
especificos encontrados. El tipo de herencia se
denomina con las letras A para los casos autosdémicos
y X para los de herencia ligada al sexo. Asi mismo, el
componente defectuoso del sistema NADPH oxidasa
se representa mediante los numeros 91, 22, 47, 67, O
40 correspondientes a los pesos moleculares de las
proteinas afectadas; y los superindices ©, * o = que
representan los niveles de expresién de las proteinas
en cuestion, es decir, proteina ausente, presente o de
expresion reducida, respectivamente. 2

En los pacientes con EGC autosémica (EGC-A) solo
el 5% de las mutaciones se presentan en el gen CYBA
que codifica para la proteina p22°™; esto la convierte
en uno de los casos menos frecuentes de la EGC y
también de los mads leves debido a que los sitios afec-
tados por lo general no danan la funcidén catalitica
del flavocitocromo b 558.'"#"% De los defectos auto-
sdmicos recesivos, el mas comun es la deficiencia de
p47Pro* (mutacidn en el gen NCF-1); se presenta aproxi-
madamente en 30% de los casos.?? A diferencia de la
variabilidad de mutaciones relacionadas con los otros
componentes del sistema, la mayor parte de las muta-
ciones en este gen se le atribuyen a una misma causa:
una delecién de dos nucledtidos GT al comienzo del
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exon 2 del gen NCF-1 (del 95% al 97% de los casos pre-
sentan esta mutacion) lo que trae como consecuencia
un ARNm que produce un codén de parada prematu-
ro en el aminodcido 51.2°3°

Las mutaciones en la subunidad p67°"* son infre-
cuentes en la EGC-A: solo se presentan en el 5% de
los casos;* los defectos asociados al gen NCF-2 se
caracterizan por su gran heterogeneidad [o que pro-
voca inestabilidad en el ARNm y en la proteina. La
subunidad p67”°* es bastante susceptible a sufrir de-
leciones y mutaciones sin sentido (missense) 1o cual
provoca la sustitucién de aminoacidos en su extre-
mo N-terminal; esto dificulta considerablemente el
funcionamiento de la proteina, pues en esta zona se
encuentran sus componentes funcionales y se dan las
principales interacciones con la p47P'*y las proteinas
Rac2 y RAP1.3!32

Hasta hace pocos afilos no se tenia claro el papel de
p40Pior en el funcionamiento del sistema NADPH
oxidasa y no se la habia Ilegado a asociar con Ila
EGC-A. El primer informe de EGC-A por mutaciones
en NCF-4 (que codifica para p40P™) lo publicaron
en 2009 Matute y colaboradores'; se trataba de un
niflo con colitis granulomatosa, cuyos neutrofilos
mostraban un defecto sustancial en la produccién
de aniéon superdxido en los fagosomas, mientras que
la liberacién extracelular de ROS no se encontrd
afectada. EI andlisis genético mostré dos mutaciones,
a saber: una que genera un cambio de sentido que
da origen a un codén de parada prematura, y la otra,
una mutacion sin sentido que induce una sustitucién
R105Q en el dominio PX, que le impide la unién a
dominios PtdIns(3)PR por lo cual no se da la produccién
de ROS en el fagosoma.'*!* Estos hallazgos evidencian
la importancia de p40”™~ en la activacién del sistema
NADPH oxidasa y generan la necesidad de evaluar
no solo la produccion extracelular de ROS, como
lo hacen la mayoria de las técnicas, sino también la
intracelular en el fagosoma.

El patrén ligado al X (EGC-X) es el mas frecuente pues
representa el 60% de los casos de EGC.* EI fenotipo
comun es el X91° y se refiere a la ausencia del cito-
cromo b, y a la actividad nula de NADPH oxidasa.
El fenotipo X91-es menos frecuente y se refiere a una
forma variante de la EGC caracterizada por actividad
baja de NADPH oxidasa, proporcional al nivel de cito-

cromo b, expresado. En el fenotipo X917 el citocromo

b__, se encuentra en el nivel normal, pero su actividad
estd disminuida o ausente.® Las mujeres heterocito-
goticas para la enfermedad presentan un porcenta-
je pequeno de produccion de ROS de 5 a 10% en la
prueba de reduccion del azul de tetrazolio (NBT, por la
sigla en inglés de nitroblue tetrazolium)y en su mayo-
ria son asintomaticas, sin embargo un grupo reducido
de ellas presenta infecciones recurrentes y enferme-
dades autoinmunes, principalmente [upus.'®333

Entre las mutaciones que se presentan en CYBB se
encuentran las asociadas a la regiéon promotora (2%),
las deleciones o inserciones grandes (14%) y las dele-
ciones o inserciones pequenas (26%); el 58% restante
lo constituyen las mutaciones puntuales, las mutacio-
nes sin sentido o con cambio de sentido que pueden
llevar a alteraciones en el procesamiento del ARNm
y las mutaciones que alteran los sitios de empalme
(splicing).*>%

Aunque las alteraciones de la proteina Rac2 no llevan
a EGC, se han informado pacientes con mutaciones
en ella que presentan infecciones recurrentes.®

De otro lado, cabe anotar que un defecto en la
explosién respiratoria causa un bloqueo en Ila
produccién de las trampas extracelulares de los
neutréfilos  (NET), estructuras compuestas por
cromatina y proteinas granulares, cuya funcién es
atrapar extracelularmente bacterias grampositivas,
gramnegativas y hongos, con el fin de promover su
destruccion.*®3" Diferentes autores proponen que las
ROS intervienen como segundos mensajeros para la
sintesis de las NET, por o que se ha planteado que las
consecuencias adversas de la EGC no se deben solo
a la ausencia de capacidad microbicida de las ROS,
sino también a defectos en la produccién de NET.>¢3¢
Bianchi y colaboradores_demostraron la importancia
de las NET en la EGC, pues al hacer terapia génica
no solo consiguieron recuperar la capacidad oxidasa
del sistema sino que, ademas, las células recuperaron
la produccién de NET y la capacidad microbicida.®®
A este respecto se necesitan estudios que permitan
comprender el verdadero papel de las NET en la EGC
y la forma en que se pueda restablecer o modular.

Es importante mencionar que la mayoria de los pa-
cientes con EGC-X tienen mutaciones exclusivas de
sus familias lo cual explica la heterogeneidad clinicay
genética de la enfermedad. En este sentido, el estudio
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bioquimico y molecular de los pacientes con EGC,
ademas de ilustrar la importancia clinica de las ROS,
ha permitido identificar los diversos componentes del
sistema NADPH oxidasa, asi como sus mecanismos de
activacion y las formas posibles de tratamiento.?

DIAGNOSTICO DE LA ENFERMEDAD
GRANULOMATOSA CRONICA

La sospecha de un caso de EGC se basa principalmente
en las sefiales de alerta que, de acuerdo con el PAGID
(por la sigla en inglés de Panamerican Group for Im-
munodeficiencies), consisten en dos o mas episodios
de adenitis que requieran drenaje quirurgico, neumo-
nia por hongos oportunistas, abscesos hepaticos por
S. aureus o Aspergillus, efectos adversos de la vacuna
BCG, infeccién grave por S. aureus, Serratia marces-
cens, B. cepacia, Pseudomonas spp, Aspergillus spp,
Candida spp y Nocardia spp, y una historia familiar de
infecciones repetidas. EI diagnéstico de laboratorio se
fundamenta en pruebas bioquimicas que evaltan la ca-
pacidad de los neutréfilos de producir anién superdxido
y otras ROS; entre ellas se cuentan los ensayos cualita-
tivos como el NBT y las pruebas cuantitativas mediante
citometria de flujo utilizando dihidrorrodamina (DHR)
o reduccién del citocromo C.*-#' Cuando las pruebas
se hacen simultdneamente al paciente y su madre (en
el caso de pacientes hombres) es posible deducir el
patron hereditario de la enfermedad.

Después de confirmar el diagndstico mediante Ias
pruebas mencionadas, se procede a los estudios ge-
néticos de los pacientes y sus familiares; la mayor
parte de las técnicas para la busqueda de mutaciones
se basan en la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) a partir de ADN genémico (ADNg) o de ADN co-
pia (ADNc); se contintia con ensayos de polimorfismo
conformacional de cadena simple (SSCP por la sigla
en inglés de single strand conformation polymor-
phism)y secuenciamiento.’**?

TRATAMIENTO DE LA ENFERMEDAD
GRANULOMATOSA CRONICA

El tratamiento actual de los pacientes con EGC se basa
en el control de los procesos infecciosos y la profilaxis
antimicrobiana.®® La administracién de interferén
gamma humano recombinante (IFNy) estd indicada
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como tratamiento profilactico e inmunomodulador y
con ¢l se ha demostrado una disminucion de la recu-
rrencia y gravedad de las infecciones. Se administra
por via subcutanea tres veces por semana, en dosis de
50 ug/m? de superficie corporal; es capaz de reducir
en un 70% el riesgo relativo de infecciones graves.**

El IFNy induce la expresiéon del gen CYBB y Ila
diferenciacién monocitica de progenitores.** Varios
mecanismos de regulacidn se asocian a esta citoquina;
entre ellos se encuentra que induce la unién de
BID/YY1 (binding increased differentiation, factor
de transcripcion Yin Yang, Yin Yang transcription
factor) a cuatro sitios en la regién —90 a —355 pb del
promotor después de la proteina de desplazamiento
CDP (por la sigla de CCAAT displacement protein) del
gen CYBB;* otro se basa en la union de un complejo
multiproteico no definido (PU.1/HAF-1) localizado a
—53 del promotor “"*; ademads existe un mecanismo,
descrito por Kumatori y colaboradores, que propone
la formacion de un gran complejo compuesto por los
transductores de sefal y activadores de transcripcién
lo. (STAT-1a, por la sigla de signal transducers and
activators of transcription 1a), el factor regulador del
interferon-1 (IRF-1, porlasigla de interferon regulatory
factor-1), el factor de transcripcién que reconoce
secuencias ricas en purinas (PU.1), la proteina de
unién a la secuencia consenso del IFN (ICSBP por la
sigla de IFN consensus-binding protein) y la proteina
fijadora de CREB (CBP por la sigla de CREB-binding
protein) en el promotor proximal de CYBB después
del estimulo con IFN-y.* Que el IFN-y sea capaz de
inducir la expresion del gen CYBB sirvio, en parte, de
base para usarlo clinicamente en la prevencién de
infecciones en pacientes con EGC.*®

El mecanismo de accién del IFN-y no esta totalmente
esclarecido pero se sabe que se basa en la estimulacién
del sistema NADPH oxidasa, principalmente porque
induce una mayor expresion de gp91°"*, Esto explica
su mayor eficacia en las formas ligadas al cromosoma
X'y especificamente en las variantes relacionadas con
el empalme (splicing).* En tal sentido, se ha reportado
que el uso del IFNy mejora la fidelidad del splicing,”
generando transcriptos alternos mediante el fendme-
no de splicing alternativo.’"* Sin embargo, a pesar de
este conocimiento, aun no estan totalmente claros
los mecanismos moleculares desencadenados por el
[FN-y en la regulacion del empalme. >
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Otra de las propuestas para el tratamiento de esta
inmunodeficiencia es el trasplante de médula Osea,
pero hasta el momento no existe acuerdo sobre este
enfoque curativo, porque tiene limitaciones impor-
tantes, entre ellas: la dificultad de encontrar un do-
nante histocompatible, la alta probabilidad de desa-
rrollar enfermedad injerto contra hospedero (EIH) y
la susceptibilidad a microorganismos oportunistas
dada la inmunosupresiéon generada por las condicio-
nes mieloablativas previas al trasplante.®>%

Finalmente, otra opcién curativa para la EGC es la
terapia génica, que constituye un buen modelo para
explorar diversas estrategias en la incorporacién de
transgenes a células mieloides.’” Uno de los principales
ensayos clinicos de terapia génica se hizo en cinco
pacientes con deficiencia de p47°"* de quienes se
obtuvieron células CD34+ movilizadas a la sangre
periférica, a las cuales se les introdujo un vector
retroviral que contenia el ADNc de p47°", para luego
reperfundirlas a los pacientes. Este trabajo mostrd
una restauracion de 6% a 29% de la actividad oxidasa
en células diferenciadas in vitro en granulocitos
obtenidos a partir de las células CD34+ transducidas;
sin embargo, se presentd un bajo porcentaje de
neutréfilos corregidos en sangre periférica, entre
0,004% y 0,05% después de la transfusion de dichas
células.*®*° Este estudio y otros similares reflejan una
baja eficiencia de la transferencia génica mediada por
retrovirus en células progenitoras hematopoyéticas
humanas. Es interesante observar que en estudios
[levados a cabo con modelos animales bajo las
mismas condiciones y con el mismo protocolo, se
obtiene un 5% de células de sangre periférica con
actividad oxidasa después del trasplante, o que
indica que la falla radica en la falta de optimizacion
de los procedimientos de terapia génica aplicados
en células humanas; por lo tanto, se espera que con
nuevas técnicas basadas en liposomas, o mediante
la nanotecnologia, se pueda finalmente corregir, en
forma parcial o total, el gen CYBB.>

PERSPECTIVAS EN EL ESTUDIO DEL SISTEMA
NADPH OXIDASA

Como se dijo anteriormente, el sistema NADPH
oxidasa se expresa y tiene una alta funcionalidad
principalmente en células fagociticas como Ios

neutrofilos; por lo tanto, para su estudio es necesario
usar este tipo de células; infortunadamente los aislados
hematopoyéticos de neutréfilos humanos y murinos
tienen la gran desventaja de ser células maduras
dificiles de conservar y manipular genéticamente.
Con el uso de lineas hematopoyéticas inmortales
ha sido posible estudiarlo, pero en estos modelos
han sido muy reducidos el nivel de produccién de
anién superdxido y la expresidon de las proteinas
transgénicas.®® Otra posibilidad para el estudio del
sistema NADPH oxidasa, que ha generado informacién
importante acerca de las proteinas que lo componen,
es la de usar modelos artificiales o libres de células
pero, como es de suponer, existen grandes diferencias
entre la reconstitucién artificial y el sistema in vivo.®!

El modelo COS-7 consiste en una linea celular origi-
nada de células de rindn de mono verde africano, que
supera las limitaciones de los modelos ya menciona-
das porque es transgénica para las proteinas del siste-
ma NADPH oxidasa, y muestra una alta expresiéon de
estos componentes y produccion significativa de O,
ante estimulos como el forbol miristato acetato (PMA,
por la sigla en inglés de phorbol myristate acetate, y el
acido araquidonico); estas son sustancias que activan
mediadores como la proteina quinasa C (PKC, por Ila
sigla en inglés de protein kinase C)y Rac?, los mismos
que se activan en las células fagociticas. En las célu-
las COS-7 se puede suprimir cualquiera de los genes
participantes en el sistema NADPH oxidasa, para lue-
go transfectar el respectivo gen mutante permitiendo
crear in vitro un modelo alterado del sistema NADPH
que puede informar acerca de su activacion y de la
expresion e interacciones de sus proteinas.'!

CONCLUSION

El estudio del sistema NADPH oxidasa de las células
fagociticas durante los tltimos afios se ha diversifi-
cado con los avances de las técnicas inmunoldgicas
y moleculares, [o cual ha permitido conocer dife-
rentes proteinas homologas del sistema en otros te-
jidos y otros seres vivos, la forma en que interactian
los componentes y [os procesos involucrados en la
preactivacion y activacion del sistema. Ademaés, cada
vez se le atribuyen mds funciones a este sistema que
van desde la generacién de NET hasta la regulacion
de la expresidn génica y la activacidén de algunas vias
de apoptosis. Este conocimiento amplio del sistema
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NADPH oxidasa a su vez ha permitido entender mejor
la patogénesis de la EGC, en la que uno de los hallaz-
gos més interesantes son los defectos en p40°m*, Asi
mismo, la comprensién de las vias moleculares y los
mecanismos de accion del [FNy genera un panorama
alentador en el desarrollo de terapias mas seguras,
eficaces y especificas de cada alteracion.
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