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Las células fagociticas cumplen un papel fundamen-
tal en la defensa innata del huésped contra la inva-
sion de microorganismos. Luego de ser fagocitados,
uno de los mecanismos utilizados para destruir di-
chos microorganismos es la produccion de
metabolitos intermedios del oxigeno generados a
través del sistema NADPH oxidasa. Los radicales
libres del oxigeno estan al mismo tiempo
involucrados en el dafo tisular, que ocurre en mu-
chas condiciones inflamatorias. La NADPH oxidasa
es un complejo proteico conformado por varios com-
ponentes: gp91-phox y p22-phox, los cuales forman
un heterodimero llamado citocromo b,., que se
encuentra en la membrana de las celulas
fagociticas, y por las proteinas p47-phox, p67-phox
y p40-phox que forman un complejo macromolecular
localizado en e! citoplasma. Durante la activacion
de las células fagociticas los componentes
citosolicos del sistema se translocan a la membra-
na y se unen al citocromo b,.,, conformando asi el
complejo enzimético activo de la NADPH oxidasa
cuya importancia biologica se ha evidenciado en las
altimas cuatro décadas gracias al estudio de la en-
fermedad granulomatosa crénica (EGC). Esta es
una inmunodeficiencia primaria caracterizada por in-
fecciones recurrentes y severas. Todos los casos
de EGC reportados hasta ahora tienen que ver con
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una alteracion en los genes que codifican las pro-
teinas gp91-phox, p22-phox, p67-phox y pA7-phox.
La p67-phox es uno de los componentes del siste-
ma NADPH oxidasa que mas ha llamado la aten-
cion en los ultimos afos, pues tiene un papel fun-
damental en la activacion del flujo de electrones
desde el citoplasma a la vacuola fagocitica. En este
articulo se hace una revision acerca de lo que has-
ta ahora se conoce de la estructura y funcién de la
p67-phox. Ademas se revisaran las diversas muta-
ciones identificadas en su gen, que debido a su alto
grado de heterogeneidad son de gran utilidad para
el entendimiento de la estructura y funcién del sis-
tema NADPH oxidasa.

PALABRAS CLAVE
CELULAS FAGOCITICAS
NADPH OXIDASA

ENFERMEDAD GRANULOMATOSA CRONICA
(EGC)

P67-PHOX

CLAUDIA PATRICIA AVENDARNO, PABLO J. PATINO, Grupo
Patogénesis de las Inmunodeficiencias Primarias, Facultad de Medi-
cina, Universidad de Antioquia, Medellin, Colombia.

45



a fagocitosis es uno de los mecanismos con

que cuentan muchos seres vivos para defen-

derse de organismos presentes en el medio
ambiente donde viven. En los organismos
multicelulares superiores este mecanismo se ha
convertido en una forma especializada de defensa
innata contra la agresién por microorganismos in-
fecciosos, esto gracias a la evoluciéon de una po-
blacion de células que han disefiado toda una serie
de mecanismos microbicidas bastante eficientes. En
los vertebrados las células fagociticas son la pri-
mera linea de defensa contra la infeccién por bac-
terias, hongos, parasitos unicelulares y muchos vi-
rus; gracias a ellas podemos sobrevivir en un me-
dio en el que tenemos contacto permanente con
microorganismos potencialmente infecciosos. Las
células fagociticas —neutréfilos, eosindfilos,
monocitos y macréfagos— presentan una carac-
teristica muy particular y es que gran parte de su
actividad microbicida depende de la produccién de
moléculas reactivas del oxigeno generadas por un
sistema enzimatico conocido como oxidasa de las
células fagociticas o NADPH oxidasa (1,2). Los ra-
dicales de oxigeno y otros agentes intermediarios
que se generan después de iniciada la fagocitosis
y activacion de estas células, actuan en forma co-
ordinada con otros agentes microbicidas presentes
en los lisosomas para destruir aquellos
microorganismos o particulas que han sido
fagocitados. Sin embargo, debido a esa misma
capacidad inespecifica de destruccion, estos agen-
tes reactivos derivados del oxigeno pueden afectar
las moléculas propias del hospedero y por lo tanto
son responsables, en gran medida, del dafio tisular
que acompana a muchas condiciones inflamatorias,
especialmente cuando éstas se hacen cronicas
(1,2).

La activacion de las células fagociticas se acom-
pafia de un incremento significativo en el consumo
de oxigeno, fendmeno que es independiente del
metabolismo mitocondrial. Este proceso, identifica-
do desde hace mas de 40 afios, se conoce como

explosidn respiratoria de las células fagociticas y
durante ella los electrones son transferidos del
NADPH presente en el citoplasma de las células al
oxigeno molecular ubicado en la vacuola fagocitica
lo que genera anion superoxido (O,-). Este radical
de oxigeno es por lo tanto el producto directo de la
activacion de la NADPH oxidasa. El anién
superoxido se convierte rapidamente a peroxido
(H,0,) a través de una reaccion de dismutacion, la
cual puede ocurrir espontaneamente o ser
catalizada por la accion de la enzima superédxido
dismutasa. Luego, en una reaccion que depende de
la mieloperoxidasa (MPO) presente en los granu-
los de los fagocitos, el peréxido de hidrogeno, en
presencia de cloro,se transforma en acido
hipocloroso (HCIO). Durante este mismo fenémeno
se producen radicales hidréxilo (-OH) a través de la
interaccion del anién superéxido y el peréxido de
hidrégeno (reaccién de Haber-Weiss) o por proce-
sos de oxido-reduccion de estos mismos agentes
en presencia de metales de transicidon como el hie-
rro y el cobre (reaccidn de Fenton). El peréxido de
hidrégeno, pero en especial el acido hipocloroso y
el radical hidréxilo son fuertes agentes
microbicidas,responsables en gran medida de la
muerte de los microorganismos en el interior del
fagolisosoma y del dafio tisular ocasionado duran-
te la activacion de las células fagociticas (1,3,4).

La NADPH oxidasa es un complejo enzimatico
compuesto por al menos 5 proteinas diferentes que
son especificas de este sistema. Dos de estos com-
ponentes, una glicoproteina de 91 kDa (gp91-phox)
y otra de 22 kDa (p22-phox), forman un
heterodimero llamado flavocitocromo b, (a 558 nm
este citocromo tiene su pico «« de maxima absor-
cion). Este flavocitocromo es una proteina integral
de la membrana de las células fagociticas y de los
fagolisosomas. El flavocitocromo b,,, contiene dos
centros de 6xido-reduccion en su estructura, los
cuales son responsables del transporte de electro-
nes que tiene lugar durante la explosion respirato-
ria de los fagocitos (3,4). Por otra parte, en el cito-
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plasma de las mismas células se encuentran otros 3
constituyentes del sistema: una proteina de 47 kDa
(p47-phox), una de 67 kDa (p67-phox) y otra de 40 kDa
(p40-phox). Parte de ellas se encuentra formando un
complejo macromolecular en el citosol de las células
no activadas,que es el responsable de permitir el con-
tacto posterior entre los componentes membranales y
citoplasmaticos de la NADPH oxidasa una vez se da
este proceso de activacion. Aunque el papel exacto de
las proteinas citosdlicas en el flujo de electrones de
esta oxidasa es poco entendido, se conoce que la p47-
phoxy la p67-phox son indispensables para la produc-
cion de anion superéxido. Después de la activacion de
las células fagociticas, la p47-phox sufre un proceso
de fosforilacion que induce cambios conformacionales
en el complejo macromolecular citosélico que permi-
ten la interaccion de las proteinas que lo conforman a
través de dominios que antes no se encontraban dis-
ponibles (1,4). Una vez ocurren estos cambios, el com-
plejo conformado por los componentes citosolicos se
transloca a la membrana y se une al citocromo b,,.
Aparentemente, el contacto de la p67-phox con el
flavocitocromo by, es el que da inicio al flujo de elec-
trones desde la NADPH hasta el primer centro de xi-
do-reduccion ubicado en la gp91-phox (4), el cual tie-
ne como aceptor un grupo FAD (de aqui el nombre de
flavocitocromo). Luego los electrones pasan a uno de
los dos grupos heme ubicados en el mismo
flavocitocromo, los cuales finalmente y gracias a su
bajo potencial de oxido-reduccién (Em, =-245 mV)
ceden los electrones directamente al oxigeno molecular
para asi generar O,-(2,4). '

Existe controversia acerca del papel de la p40-
phox en la activacion de la NADPH oxidasa, pues
aunque es claro que esta proteina no es esencial
para la activacion del flujo de electrones (1,4,5), el
hecho de que p40-phox esté unida en el complejo
macromolecular con p67-phox y con p47-phox y que
ademas se transloque a la membrana durante la ac-
tivacion, sugiere una funcion moduladora en el sis-
tema. Algunos investigadores han presentado evi-
dencias que muestran un papel regulador negativo
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de la p40-phox en la NADPH oxidasa (6). En otros
experimentos se ha observado que p40-phox po-
dria ser una proteina adaptadora (7).

Para la activacion de la NADPH oxidasa se re-
quiere ademas la presencia de otras moléculas que
no son exclusivas de este sistema. Una de ellas es
la proteina p21rac que pertenece a las “proteinas
pequefias unidoras de GTP" que a su vez constitu-
yen la superfamilia del protooncogen ras. La
fosforilacion del GDP unido a la p21rac, hace que
ésta pueda mediar la activacién de la NADPH
oxidasa (4). No se conoce exactamente cémo rac
induce la activacion del sistema, pero se ha encon-
trado que esta proteina interactia con p67-phox y
se transloca a la membrana luego de la activacion
del fagocito (4). Este proceso requiere la presen-
cia del citocromo b,, (4,8). Hace poco se demostro
que la translocacion de p21rac depende de la pre-
sencia de p67-phox (4,9).

El complejo NADPH oxidasa se expresa
constitutivamente so6lo en células fagociticas ma-
duras aunque se han observado algunas excepcio-
nes (10). El transcripto de la subunidad gp91-phox
se expresa especificamente en células mieloides,
mientras que el RNA mensajero de p22-phox se
puede encontrar en multiples tejidos; sin embargo,
la proteina no se incorpora a la membrana en au-
sencia de gp91-phox. Algunos estudios muestran
que la expresion de p47-phox y p67-phox esté res-
tringida a células fagociticas y linfocitos B. Obser-
vaciones similares fueron reportadas para p40-
phox. Esta expresién restringida de los componen-
tes del sistema NADPH oxidasa depende de la pre-
sencia de una serie de elementos reguladores que
actlan sobre estos genes. Se ha demostrado que
la regulacién transcripcional del gen de la gp91-
phox depende de elementos presentes en la regién
proximal de su promotor y a su vez éstos son im-
portantes en la diferenciacion terminal de las célu-
las mieloides. Algunos de los factores activadores
de la transcripcién que interactuan con estos ele-
mentos son: HAF-1 (Hematopoietic Associated Fac-
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tor); IRF (IFN-Interferon Regulatory Factor) y BID
(Binding Increased During Differentiation); ademas,
se ha encontrado un factor represor de la transcrip-
cion conocido como CPD (CCAAT Displacement
Protein) (11,12). De otro lado, el factor de transcrip-
cion PU.1 es muy importante para la expresion de p47-
phox y p40-phox en las células mieloides (10).

En el extremo 5 del gen que codifica para la
proteina p67-phox se encontrd recientemente una
secuencia homologa a aquélla identificada en el gen
de la gp91-phox, la cual es el sitio de unién del fac-
tor de transcripcion HAF-1; sin embargo, no se ha
demostrado que esta secuencia cumpla la misma
funcion en la regulacion de la p67-phox (13). Por
otra parte, la proteina p21rac se encuentra en gran
variedad de células, lo cual implica que los meca-
nismos reguladores de su expresion son diferentes
a los usados por los componentes especificos de
la NADPH oxidasa (10).

La importancia del sistema NADPH oxidasa para
la actividad microbicida de las células fagociticas
se ha evidenciado en las ultimas cuatro décadas
gracias al estudio de la enfermedad granulomatosa
cronica (EGC). Esta es una inmunodeficiencia pri-
maria caracterizada por infecciones severas y re-
currentes causadas por bacterias y hongos que se-
rian poco patdgenos en individuos con fagocitos
normales. Esto ocurre como consecuencia de la in-
capacidad de las células fagociticas de estos pa-
cientes para destruir ciertos microorganismos, prin-
cipalmente aquélios que son catalasa positiva (4).
Estas células fagociticas presentan una deficien-
cia severa de la explosion respiratoria y por lo tan-
to tienen incapacidad para producir los metabolitos
intermediarios del oxigeno originados durante esta
respuesta. Todos los casos de EGC reportados has-
ta el presente ocurren como consecuencia de una
alteracion en los genes que codifican las proteinas
gp91-phox, p22-phox, pA7-phox y p67-phox (4,14).

La forma mas comin de EGC se presenta por
una alteracion en el gen de la gp91-phox, la cual
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tiene una herencia ligada al sexo y representa el
60-65% de los casos de EGC. Las formas
autosdmicas recesivas de la enfermedad ocurren
por alteraciones de la proteina p22-phox, encontra-
das en el 5-7% de los casos; por mutaciones en el
gen que codifica la p47-phox que corresponden al
25-30% de los casos y por defectos en el gen de la
p67-phox que son los menos frecuentes y proba-
blemente causan menos del 5% de los casos de
EGC reportados (4,15).

A pesar de ser la forma menos frecuente de EGC,
el estudio de los pacientes con deficiencia de p67-
phox ha llevado a conocer la importancia fundamen-
tal de esta proteina en el sistema NADPH oxidasa,
asi como la estructura molecular de su gen; éste
se localiza en el cromosoma 1q25, tiene una exten-
sion aproximada de 40 kb y contiene 16 exones,
los cuales codifican para una proteina de 526
aminoacidos y predicen un peso molecular de 60,9
kDa (16,17). Esta proteina posee dos dominios
homologos a ia secuencia tipo 3 del oncogén src
(SH3) comprendidos entre los residuos 241-295 y
458-517, asi como una secuencia rica en prolinas
que posiblemente le sirve para interactuar con los
dominios SH3 presentes en otras proteinas o con
los existentes dentro de si misma (1). Los estudios
demuestran que ambos dominios SH3 de la p67-
phox son importantes para permitir la activacion de
la NADPH oxidasa (18). Ademas, en las células no
activadas, el complejo citosélico constituido por
p67-phox, pA7-phox y p40-phox, se forma a través
de la interaccion de los dominios SH3 presentes en
ellas (1).

También-se ha descrito que cuando se activan
las células se presenta un cambio conformacional
en dicho complejo multiproteico que permite que la
region rica en prolinas de la p67-phox entre en con-
tacto con la region central de la p47-phox que asu
vez contiene 2 dominios SH3 (18). Asi, la activa-
cion de la p67-phox podria producir cambios estruc-
turales que le permitirian estar mas disponible para
unirse con la p47-phox o para modificar los sitios
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de dicha interaccién. De esta manera la p67-phox
podria estar dando inicio y regularia la actividad del
sistema NADPH oxidasa (19).

MUTACIONES EN EL GEN DE LA
P67-PHOX Y SU RELACION CON LA
EGC

La caracterizacion de las mutaciones de los pa-
cientes con EGC ha sido fundamental para diluci-
dar la estructura y funcién de varios de los compo-
nentes del sistema NADPH oxidasa. En el caso de
la p67-phox se ha observado un alto grado de he-
terogeneidad genética, lo cual sera de gran utili-
dad para el entendimiento de los mecanismos
involucrados en la regulacién de fa expresién y fun-
¢ion bioquimica de este sistema.

Aunque son pocos los pacientes deficientes de
p67-phox que han sido caracterizados en detalle,
se han descrito en ellos diversas mutaciones. La
primera correspondi6 a una sustitucion
homocigotica del nucledtido guanina en la posicion
233 por adenina (G233—A) en el exon 3, la cual
produjo el cambio del aminoacido glicina por acido
glutamico en la posiciéon 78 de la proteina
(Gly78—>Glu); esto probablemente conduce a una
inestabilidad severa en la p67-phox, pues esta pro-
teina no se detectd en células fagociticas de la pa-
ciente afectada (15). La segunda paciente analiza-
da presentd una transicion homocigotica del
nucleétido timina a citosina en el segundo
nucleétido del intrén 3 (IVS 3 +2 T—>C); este
nucleotido es esencial para el reconocimiento y eli-
minacioén del intrén durante el procesamiento del
RNA mensajero y su modificacién ocasiond una
delecion del exén 3 en el RNA mensajero de la p67-
phox. Ademas, este tipo de mutaciones conduce a
una gran inestabilidad del RNA lo que se asocié con
una reduccion dramatica en la cantidad del
transcripto de este gen (14). El tercer paciente re-
portado fue homocigético para una insercion de los
nucleétidos adenina y guanina en la posicion 399
del exén 5 (399 ins AG), lo cual introdujo un cam-
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bio en el marco del RNA mensajero durante su tra-
duccion a proteina lo que condujo a un codén de
paro prematuro durante la sintesis de la p67-phox,
lo que impide que se sintetice una proteina com-
pleta y funcional (20). En el cuarto paciente se iden-
tificaron dos mutaciones diferentes: en uno de los
alelos se encontr6 una delecion del codén GAA en
el exon 3, (171 del 3) lo cual predice una pérdida
del aminoécido lisina en la posicion 58 de la protei-
na (Del Lys58), mientras que en e! otro alelo se
demostr6 una delecién de 11-13 Kb lo que originé
la pérdida de un gran fragmento del gen de la p67-
phox (4). El quinto caso fue un paciente
homocigético para la sustitucion del nucleétido
guanina por adenina en el primer nucleétido del
intron 9 (IVS 9 +1 G—A); este nucleotido, al igual
que lo descrito en el segundo caso, mencionado pre-
viamente, es esencial para el procesamiento del
RNA mensajero y por lo tanto esta mutacion condu-
jo a un defecto del transcripto de la p67-phox que
se manifestd como una delecion de los exones 8 y
9 del RNA mensajero (21). Un sexto caso de defi-
ciencia de p67-phox reveld dos sustituciones dife-
rentes en el exon 5, las cuales condujeron a los
cambios de lisina por acido glutamico (L160E) y de
acido aspartico por valina (D161V) en las posicio-
nes 160 y 161, respectivamente (22).

Recientemente nuestro grupo ha reportado la
caracterizacion bioquimica y molecular de varios
pacientes deficientes en p67-phox (23). En el pri-
mer caso, la paciente fue homocigética para la tran-
sicion del nucleétido de citosina por timina en la
posicién 304 (C304—T) en el exdn 4, lo que con-
dujo a un cambio del aminoacido arginina por un
codén de paro prematuro en la posicion 102
(R102X); esta mutacion predice una drastica reduc-
cion en el tamafio de la p67-phox pues sélo se sin-
tetiza un péptido de 101 aminoacidos. La segunda
paciente, al igual que su hermana, fue homocigética
para una delecion de cinco nucleétidos en el extre-
mo 3 del exén 13 (1169 del 5), la cual modifica el
marco de lectura produciendo un codén de paro pre-
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maturo y un producto carente de los 0ltimos 126
aminoacidos en el extremo carboxiterminal de la p67-
phox. La misma delecion en el exén 13 se encontrd en
el paciente de la tercera familia. Es interesante anotar
que ambas familias son de origen palestino. La paciente
en la cuarta familia afectada fue homocigética para la
transicion de guanina a adenina en el primer nucleotido
del intron 4 (IVS 4 +1 G—A), lo cual causa un proce-
samiento anormal del RNA mensajero ds la p67-phox
que en este caso llevé a que se presentaran tres es-
pecies de RNA mensajero. En el quinto caso, dos her-
manas fueron heterocigoticas para la transicion G—A
en la posicion +1 del intrén 4, lo que tuvo como conse-
cuencia el procesamiento anormal del ex6n 4; mien-
tras que la mutacion identificada en el segundo alelo
fue una delecion de fa adenina en la posicion 728
(728 del A) del exon 9, lo cual produce un cambio
en el marco de lectura del RNA mensajero durante
su traduccion y conduce a la sintesis de sélo una
porcion de la proteina, en este caso hasta el
aminoacido 270. Finalmente, en el alelo paterno
del sexto caso se observé la mutacién hallada en
las dos familias precedentes: la transicion G—>Aen
el primer nucledtido del intrén 4; por su parte, en el
alelo materno se demostré una deleciéon de 9
nucleétidos en la posicion 55 del exon 2 (55 del 9)
que origind la eliminacion de 3 aminoacidos (Lys19,
Lys20, Asp21) en el extremo aminoterminal de la
p67-phox (23).

Ademéas de las mutaciones descritas se han
identificado varios polimorfismos en el gen de la
p67-phox. Las transiciones de timina por citosina
en la posicion 895 (T895—C) y de adenina por
guanina en el nucleétido 983 (A983—G) se en-
contraron en todos los individuos normales que es-
tudiamos. E! primero predice un cambio sinénimo
del aminoacido leucina (L290L) mientras que el se-
gundo conduce a un cambio conservativo del
aminoacido lisina en la posicion 328 por arginina
(K328R). Otro polimorfismo, la transicion de
adenina por guanina en la posicion 542 (A542—G),
se identifico en alrededor de ia mitad de los sujetos
estudiados; ésta predice una sustitucion conserva-

50

da de la lisina en la posicion 180 de la p67-phox
por arginina (K180R). Estas tres sustituciones de
nucledtidos han sido previamente consideradas
como polimorfismos del gen p67-phox (20). Ademas
de éstas, en nuestro trabajo se encontraron otras
dos sustituciones dentro de la secuencia de DNA
que codifica la p67-phox en dos individuos norma-
les usados como controles. Uno de ellos fue
heterocigotico para la transicion de adenina por
guanina en la posicion 235 (A235—G) en el exon
3, la cual predice el cambio de metionina por valina
(M78V). El otro individuo evidenci6 una transversion
citosina por adenina (C1167—A) en el ex6n 13 que
predice la sustitucion de histidina en la posicion 389
por glutamina (H389Q). Estos dos cambios podrian
obedecer a polimorfismos poco frecuentes en el gen
de p67-phox o indicar un estado portador de un
defecto para p67-phox (23). Finalmente, se en-
contraron otros cambios, no reportados previamen-
te, en regiones no codificadoras del gen de la p67-
phox. La sustitucion de adenina por guanina en el
intron 10, 21 nucledtidos antes del inicio del exon
11 (IVS 10 -21 A—G), se evidencid en tres familias
analizadas y en varios de los individuos controles.
Aunque este cambio nucleotidico no se asocié con
el fenotipo de EGC, en algunos individuos se ob-
servaron varios tipos de RNA mensajero a nivel del
exon 11, lo cual se podria explicar porque la adenina
de la posicion -21 es importante para el procesa-
miento del RNA al interactuar con el extremo 5 del
intron que queda libre después de que éste es cor-
tado del exon precedente. Ademas se encontraron
en forma heterocigética, en el DNA gendmico de
varios miembros de la quinta familia estudiada y de
un sujeto control, tres transiciones en la region 5
reguladora del gen de la p67-phox en los
nucleotidos 184, 180 y 23 antes del sitio de inicio
de la transcripcion: G-185—A , G-181>A y C-
24T. Estas sustituciones no se encuentran ubi-
cadas en ningun motivo conocido implicado en la
regulacion de la transcripcion de este gen y no hay
evidencias que indiquen una alteracién en los niveles
del transcripto para p67-phox en estos individuos.
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Los hallazgos anteriores, en especial aquéllos
en los que se produce un cambio de un aminoacido
por otro o la pérdida de uno o0 mas residuos
aminoacidicos, son bastantes interesantes y nos lle-
van a pensar en regiones o dominios criticos para
la funcion de la p67-phox. Por lo tanto, profundizar
en los cambios producidos por estas mutaciones
sobre la funcion de esta proteina es un objetivo fun-
damental de nuestra linea de investigacion en este
campo. De otro lado, aquellas mutaciones y en
menor medida algunos polimorfismos que modifi-
can la transcripcion o el procesamiento del RNA
mensajero, son muy interesantes y nos podrian dar
informacion valiosa acerca de aspectos basicos en
la regulacion de la transcripcion, asi como de los
mecanismos involucrados en el procesamiento del
pre-RNA mensajero a RNA mensajero.
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