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EFECTO DE LATRANSICIONA -G EN LA POSICION —21 DEL INTRON 10
DEL GEN NCF-2 SOBRE LA EXPRESION DE LA PROTEINA p67-phox

EFFECT OF A-.G TRANSITION AT POSITION —21 OF INTRON 10 Q¥CF-2GEN ON P67-phox EXPRESSION

Idalid RuiZ y Pablo Javier Patifio

Resumen

Las células fagociticas (neutrofilos, eosinéfilos monocitos y macréfagos) producen moléculas reactivas de oxigeno que
tienen una importante accidon microbicida. La generacion de estas moléculas ocurre durante el fendmeno de explosion
respiratoria, el cual depende de la activacion de un sistema enzimatico conocido como NADPH oxidasa. La importancia de
este sistema se ha evidenciado gracias al estudio de la enfermedad granulomatosa crénica, pues en esta enfermedad se
produce un trastorno de este complejo enzimatico, lo cual altera los mecanismos microbicidas y conduce a la aparicion de
infecciones recurrentes. Este defecto es causado por una mutacién en alguno de los genes que codifican para los componentes
del sistema NADPH oxidasa. Ademas de estas mutaciones, se han descrito varios polimorfismos en dichos genes. Sin
embargo, estos cambios nucleotidicos no se han asociado con mayor susceptibilidad a infecciones. Recientemente
describimos la transicién AG en la posicién —21 en el extremo 3" del intrén 10 delNER-2 como un posible
polimorfismo. Puesto que esta regién es necesaria para el procesamiento del pre-mRNAy en un trabajo previo se observé
gue la presencia de dicha transicién se asociaba con la presencia de moléculas de mRNWC#ePgerias que estaba

ausente el exon 11, se analizé la expresion de la proteina de 67 KDa del sistema NADPH oxidasa en individuos que tenian
diferentes genotipog\(A, G/Gy A/G) en la posicién —21 en el extremo 3’ del intrén 10.

Palabras clavecélulas fagociticas, NADPH oxidasa, p67-phox, enfermedad granulomatosa crénica (EGC).

Abstract

Phagocytic cells (neutrophils, eosinophils, monocytes and macrophages) produce reactive oxygen species (ROS) which
have important microbicidal activity. The generation of these molecules occurs during the respiratory burst phenomenon,
which depends upon the activation of an enzymatic system known as NADPH oxidase. The importance of this system has
been shown through the study of chronic granulomatous disease, because with this disease the enzymatic complex is
disrupted, which alters micorbididal mechanisms and leads to recurrent infections. This disorder is caused by mutations in
any of the genes encoding the components of the NADPH oxidase complex. In addition to these mutations, several
polymorphisms have been described for these genes. However, these nucleotide changes have not been associated with a
greater susceptibility to infections. Recently, we described tii& gubstitution at position —21 in the extreme 3’ end of

intron 10 of theNCF-2gene as a possible polymorphism. Because this sequence belongs to the branch point sequence
necessary for pre-mRNA splicing and a previous study showed skipping of exon 11 of the p67-phox mMRNA, we analyzed
the protein p67-phox expression in subjects carrying the different genofypes/G andG/G) in the position —21 of the

3" end of intron 10.
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INTRODUCCION cumplen un papel fundamental en la defensa in-

nata del organismo ante la infeccion gracias a la
Los fagocitos tanto polimorfonucleares, en par- utilizacién del mecanismo conocido como fago-
ticular neutrofilos (PMN), como mononucleares, citosis (Roos y Curnutte, 1999). Cuando la fago-
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citosis se pone en marcha, ocurre un incremento respiratoria después de la fagocitosis y por tanto
en el consumo de oxigeno, fendmeno conocido son incapaces de eliminar eficientemente dichos
como explosién respiratoriaque se acompafia  microorganismos. Hasta el presente todos los pa-
por la generacion de diversos intermediarios reac- cientes con EGC presentan una alteracion en uno
tivos de oxigeno, incluyendo el anién superéxi- de los genes que codifican para las proteinas
do, el peréxido de hidrégeno, el radical hidroxilo gp91-phox, p22-phox, p47-phox o p67-phox
y los hipohalégenos. Varias de estas moléculas (Curnutte, 1993, De Boest al, 1994; Grizotet
pueden tener accion microbicida y constituyen al., 2001).
los mecanismos microbicidas dependientes del
oxigeno (Chanoclet al, 1994; Roos y Curnutte,  Mientras p47-phox parece cumplir un papel criti-
1999; Leto 1999). co en la iniciacion del ensamblaje y activacion del
sistema NADPH oxidasa, se piensa que p67-phox
El complejo enzimético responsable de la explo- tiene un papel directo en la regulacion del flujo de
sion respiratoria estd compuesto de varios ele- electrones gracias a la interaccion directa con el
mentos, tanto de membrana como de citoplasma, flavocitocromo 1358. Ademas, se cree que p67-
los cuales constituyen el sistema NADPH oxida- phox o Rac inducen cambios en el flavocitocro-
sa de las células fagociticas (De Méneeal, mo k., que permiten la union al NADPH. Muchas
1996; Wilsonet al, 1997). Este es un sistema de las mutaciones en p67-phox responsables de
enzimatico que se encarga de transportar elec- EGC estan localizadas en la region N-terminal de
trones desde el NADPH citosolico al, @n el fa- la proteina (residuos 1-213) y este dominio de p67-
golisosoma. El componente de membrana es un phox es esencial para la actividad NADPH oxida-
heterodimero conformado por una glicoproteina sa (Nisimotoet al., 1999; Leuseret al, 1999;
de 91 KDa (gp91-phox) y una proteina de 22 Grizot et al, 2001; Gregonet al, 2001).
KDa (p22-phox), llamado flavocitocromao,d.
En el citoplasma de estas células se encuentranEl gen que codifica para p67-phox, denominado
proteinas de 47 KDa (p47-phox), 67 KDa (p67- NCF-2 esta ubicado en la region cromosémica
phox) y otra de 40 KDa (p40-phox) (Rossal, 1925, tiene una extensién aproximada de 40 kpb
1996; Deleo y Quinn, 1996; Leto, 1999), las cua- y contiene 16 exones que codifican una proteina
les estan formando un complejo citosolico que de 526 aminoacidos (Kennegt al, 1993). En
se transloca a la membrana cuando ocurre la ac-este gen se han descrito varias mutaciones aso-
tivacion de la fagocitosis. Ademas de estas pro- ciadas con el fenotipo de EGC, asi como poli-
teinas existen otras moléculas esenciales para lamorfismos en diferentes regiones de su secuencia.
activacion del sistema oxidasa; una de ellas per- Recientemente, el grupo de inmunodeficiencias
tenece a la familia de proteinas pequefias que primarias de la Universidad de Antioquia encon-
unen GTP, dentro de las cuales la mas sobresa-tr6 algunos cambios no reportados previamente,
liente es la proteina Rac. en regiones no codificadoras del gen p67-phox
(Avendaio y Patifio, 1999). Uno de ellos corres-
La importancia biolégica de los mecanismos mi- ponde a la transicion de una adenina (A) por gua-
crobicidas dependientes de oxigeno se ha evi- nina (G) en el intrén 10, 21 nucle6tidos antes del
denciado por el estudio de lanfermedad inicio del ex6n 11 (IVS10 -21 AG). Aungue
granulomatosa crénicdEGC). La EGC es una  este cambio nucleotidico no se asoci6 con el fe-
inmunodeficiencia primaria caracterizada por la notipo EGC, en algunos de los individuos anali-
presencia de infecciones severas y recurrentes porzados se observaron dos especies de RNA
microorganismos catalasa positivos, muchos de mensajero, uno que incluia el exon 11 (normal)
los cuales normalmente son de baja virulencia, y otro con pérdida completa de ese exon (Patifio
como Staphylococus epidermis, Serratia marces- et al, 1999). Esto se podria explicar porque la
censy Aspergillus spCurnutte, 1993). Las per- adenina en la posicion —21 sea importante para
sonas con EGC no presentan la explosién el procesamiento del RNA al interactuar con el

54



Ruiz | y Patifio PJ Actual Biol24 (77): 53-58, 2002

extremo 5’ del intron 10 que queda libre después heparina y se depositaron en un tubo que conte-
de que éste es cortado del exon precedente (Tanunija Lympho Separation Medium (ICN Biomedi-
gi-Cholley et al, 1995; Bruceet al, 1996; Ma- cals, Inc., Aurora, OH). Después de centrifugar
thew y Van Holde, 1998; Patifiet al., 1999; la muestra a 2.000 rpm/30 min/temperatura am-
Avendafo y Patifio, 1999). biente, se obtuvieron las células mononucleares.
A estas células se les adicionaron 10 ml de PBS a
Los polimorfismos genéticos encontrados en los pH 7.4, se centrifugaron por diez minutos a 2.000
genes del sistema NADPH oxidasa podrian afec- rpm a temperatura ambiente, luego se resuspen-
tar solo de manera parcial la expresion de protei- dieron en 1 ml de PBS para determinar viabili-
nas que hacen parte de este sistema, lo cual podrialad, pureza y nimero de células.
explicar fenomenos de susceptibilidad a infeccio-
nes en ciertas circunstancias y no un fenotipo de Extraccion de proteinas citosolicasPara la ob-
EGC. Por tanto, es importante estudiar el efecto tencion de proteinas citosélicas totales se tomaron
que puede tener la transicion#& en el proce-  cinco millones de células mononucleares, a las que
samiento del mMRNA en los individuos normales se les agregaron 50 ml de tampon de lisis| (90
para la expresion de p67-phox. Con el fin de de- Hepes pH 7.2, 150 mM NaCl, 5 mM NaEDTA, 1
terminar los niveles de expresion de p67-phox mM ortovanadato, 10 mM NPGB, 5% Triton X-
en celulas mononucleares en individuos que po- 100) con inhibidores de proteasas [Leupeptin (ICN)
seian diferentes genotipos para la posicion nu- 100 Mg/ml, PMSF (ICN) 50 nM, Chymostatin
cleotidica —21 del intron 10 del geMCF-2, y (ICN) 10 ng/ml]. El lisado se centrifugd a 14.000
verificar si estos polimorfismos tenian algin efec- rpm/20 seg/temperatura ambiente para obtener el
to en la expresion de la proteina, se analizd su sobrenadante con las proteinas citosolicas totales.
presencia por una inmunodeteccion con un anti- Luego se utilizo el estuche de Pierre BCA protein
cuerpo especifico de p67-phox. Para determinar (PIERCE, Rockford. USA.), para cuantificar las
la intensidad de las bandas obtenidas para p67-proteinas por colorimetria a 562 nm, comparando

phox se hizo un analisis densitomeétrico en 40 |a muestra con una muestra patréon de concentra-
individuos con diferentes genotipos: A9A, 14 cion conocida de proteina.

G/Gy 7 AlG. Para cada una de las concentracio-

nes de proteina utilizadas se compararon entre siElectroforesis y transferencia.Después de de-
los datos obtenidoA(Ay G/G, AIAy AlG, GIGy terminar la concentracién de proteingg/fnl) se
AIG). Este trabajo contribuye a entender los me- tomé el volumen de muestra necesario para ob-
canismos en la regulacion de la expresion y fun- tener 30, 20 y 1Qug de proteina total y se diluy6
cion del sistema NADPH oxidasa; ademas, ayuda en el tampén de carga (1.14 g Tris base, 15 glice-
a esclarecer el papel que tienen los polimorfis- rol, 7.5 mlB-mercaptoetanol, 3.5 g SDS, 50 mg
mos en genes relacionados con la respuesta mi-azul de bromofenol). Los tubos que contenian las
crobicida sobre la capacidad de responder ante diferentes diluciones se colocaron a ebullir por

retos infecciosos. cinco minutos, luego las muestras se sometieron
) a electroforesis en un gel de poliacrilamida al 12%
MATERIALES Y METODOS (SDS-PAGE) durante una hora a 24 mA, lo que

_ S separd las proteinas de acuerdo con su peso mo-
Para este estudio se tomaron 40 individuos (21 |ecular. Después se realizé la transferencia de las

hombres y 19 mujeres) sanos, sin antecedentes deproteinas a una membrana PVDF, por 45 min a
infecciones recurrentes, que habian sido caracte-g.25 mA.

rizados previamente para el genotipo presente en

el nucledtido —21 del intrén 10 del g&ICF-2 Inmunodeteccién de p67-phoxPara lograr la
inmunodeteccién de p67-phox la membrana de
Obtencion de ceélulas mononuclearesSe toma- PVDF se incubd en leche descremada al 5% en

ron 7 ml de sangre periférica anticoagulada con tampén salino-tris (TBS) que contenia 0.1% de
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Tween 20 (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) bandas especificas de p67-phox en cada una de
en agitacion continua por una hora. Luego se in- las muestras analizadas. Luego, a los datos en-
cubd, con agitaciéon, durante una hora con un contrados se les verificé la normalidad por me-
anticuerpo policlonal de cabra contra la region dio de un test de Anova, con el programa Prisma.
carboxi-terminal de la p67-phox (Santa Cruz Bio- Después se procedié a hacer una t de Student para
tecnology), se lavé con TBS-Tween por tres ve- comparar entre grupodAy G/G, AIAy A/G, A/
ces durante cinco minutos cada lavado, en Gy G/G) para cada una de las concentraciones
agitacion. Luego la membrana se expuso duran- de muestra utilizada.
te una hora a un segundo anticuerpo de conejo
contra IgG de cabra marcado con peroxidasa RESULTADOS Y DISCUSION
(Santa Cruz Biotecnology) en agitacion y se lavo
de igual manera que la anterior. Después de estoEn el presente trabajo pretendimos determinar si
se procedié a revelar la reaccion antigeno-anti- la transicion —21 AG en el intron 10 del gen
cuerpo incubando la membrana con una solucion NCF-2 afectaba la expresion de la p67-phox, por
de Luminol (Santa Cruz Biotecnology) y luego lo que se comparé el patron de bandas corres-
exponiéndola a una pelicula radiografica (Kodak pondiente a p67-phox revelada por inmunode-
Eastman Kodak Company, Rochester, NY). En teccion con un anticuerpo especifico de dicha
cada uno de los experimentos se incluy6 al me- proteina (figura 1). Se paso luego a hacer un ana-
nos uno de los individuos con cada fenotipd (  lisis densitométrico para determinar la intensidad
A AIGy G/G). de las bandas obtenidas (figura 2). Sin embargo,
al analizar por densitometria el patrén de bandas
Para determinar el nivel de expresion de p67- entre los individuos que poseian los genotipbs
phox, la pelicula fotografica se sometié a densi- A, G/G y A/IGy comparar entre si para las dife-
tometria usando un sistema analizador de imagenrentes cantidades de proteina (10, 20 y 30 mg),
digital y utilizando el programa Alpha Imager TM no se encontraron diferencias estadisticamente
(Alpha Innotech Corporation, San Leandro, Ca- significativas.
lifornia, USA). Se determiné la intensidad de las

Favor enviar la fig 1 como imagen en
tiff, jpg o gif, ademas de enviar la
muestra,
la imagen del disco no se deja manipular

Figura 1. Inmunodeteccion de la proteina p67-phox en individuos con los genAtigds/G y A/G en la posicion —21 del intrén 10.
Imagen representativa del patron de bandas correspondiente a la proteina p67-phox detectada por inmunodeteccion educisico indivi
diferentes después de una electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) con tres concentraciones diferetiotes de ext
citosélico. Puede apreciarse una banda adicional en uno de los indBifijegfialada con una flecha
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cusiones funcionales importantes para las célu-
las fagociticas (Patifiet al, 1999).

Ademas de lo anterior, podria tener ventaja reali-
zar estos analisis de expresién con PMN en vez
de células mononucleares. Esto se debe a que en
las células mononucleares existen varias pobla-
ciones, unas con actividad fagocitica y que ex-
presan los componentes del sistema NADPH
oxidasa (monocitos), y otras en las que estas pro-
Figura 2. Andlisis densitométrico para la expresion de la proteina teinas no tle.nen exprgsmn y "?‘ p_ro_porC|on entre
p67-phox en individuos/A G/Gy A/G en la posicién —21 del estas poblaciones varia de un individuo a otro, lo
intrén 10 del geMNCF-2.Esta figura corresponde al andlisis de  cual introduce una variabilidad que hace dificil
los valores densitométricos obtenidos en todos los individuos tener homogeneidad en los datos. Aunque con
para las tres concentraciones usadas y su comparacion entre lofgps PMN se tendria una poblacion celular mas
tres.gruposj de |n.d|V|duos estudiados. Se observa un efecto ‘.j,ehomogénea, la presencia de una gran cantidad
dosis en laintensidad de las bandas, pues a mayor concentracion . p
de proteinas los valores densitométricos obtenidos son mayores.de proteasas en los lisosomas de estas células hace
Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre que desde el punto de vista experimental sea bas-
la expresion obtenida para los tres grupos de sujetos. IDV (valor tante dificil tener condiciones apropiadas para
integrado de densidad); [IDV ¥ (valores de cada pixel -  gpalizar la expresion proteica, lo que a su vez
background)] puede llevar también a una gran variabilidad en
los resultados.
Una posible explicacién para estos resultados es
que la sensibilidad del analisis de la proteina por Ademas de analizar expresion de la proteina por
medio de inmunodeteccién puede no ser suficien- medio de la inmunodeteccion por la técnica de
te para evidenciar diferencias en las condiciones Western blot, se podria emplear citometria de flujo
en las que se realizo el estudio. Por tanto, con el utilizando anticuerpos marcados con fluorocro-
fin de evidenciar posibles diferencias en la expre- Mos, con la ventaja de que se podria hacer anali-
sion de la p67-phox es necesario evaluar ademassis diferencial del grupo de poblaciones celulares
aspectos funcionales de las células fagociticas enque puedan estar expresando la proteina p67-
condiciones diversas; por ejemplo, cuantificar la Phox.
produccion de especies reactivas de oxigeno du-
rante la explosion respiratoria en respuesta a di- Como puede apreciarse en la figura 1, uno de los
ferentes estimulos (Olar& al, 1997; Patifio Rt individuos con el fenotip&/G present6 una ban-
al., 1999). Para esto se podria evaluar produc- da adicional. Aunque este es un hallazgo intere-
ciéon de peréxido de hidrégeno utilizando cito- Ssante que podria indicar la expresion de una
metria de flujo con sondas fluorescentes como la proteina de menor peso molecular por un trans-
dihidrorodamina o cuantificar la produccién de cripto con un marco de lectura abierto mas corto,
anién superéxido por medio de la reduccion del también podria ser consecuencia de la degrada-
citocromo C medida por espectrofotometria (Ni- cion de esta proteina durante el proceso de ex-
simotoet al, 1999; Patificet al, 1999). De otro traccion; por tanto, seria importante corroborar
lado, las diferencias en la expresiéon génica en este resultado en varios individuos con el genoti-
los individuos con los distintos genotipos se po- Po G/G. Ademas, se deberian realizar experimen-
drian evidenciar con el anélisis de los niveles de tos utilizando no solo anticuerpos contra la region
las distintas especies de RNAm que se generancarboxi-terminal de la p67-phox, sino contra
como consecuencia de la presencia del polimor- 0tros sitios para evidenciar la posible existencia
fismo; sin embargo, de esta manera no se podriade formas truncadas de esta proteina.
saber si esas posibles diferencias tendrian reper-
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