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Resumen. La Enfermedad Granulomatosa Crénica (EGC), es una in-
munodeficiencia primaria caracterizada por una susceptibilidad elevada a
sufrir infecciones por ciertos agentes fungicos y bacterianos, debido a la in-
capacidad en la activacién del estallido respiratorio en los leucocitos fagoci-
ticos. La ausencia de produccion de super6xido es secundaria a un defecto
en la activacion del complejo enzimatico NADPH-oxidasa, debido a mutacio-
nes en cualqwera de sus componentes tanto los que se encuentran en la
membrana (@p91P"%* y p22P"%%) como los ubicados en el citosol (p47P" y
p67p 9%). Este complejo enzimético debe ensamblarse en la membrana para
su activacion y debe interactuar con NADPH, para producir superoxido y
subsecuentemente otros productos con actividad microbicida. La EGC es
una enfermedad hereditaria, de frecuencia variable en el mundo, con dos
formas de transmision, ligada al cromosoma X y autosémica recesiva. Las
ligadas al cromosoma X son las mas frecuentes y se caracterizan por muta-
ciones en gp91p %X mientras que las autosémicas se asocian a mutaciones
en cualqwera de las otras proteinas del complejo (p47P"%%, pe7PhoX
p22p 9%). En este articulo describimos las caracteristicas moleculares y ge-
néticas del complejo NADPH-oxidasa, sus alteraciones en la EGC y resefia-
mos brevemente nuestros hallazgos preliminares en dos familias del estado
Mérida-Venezuela.
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Abstract. Chronic Granulomatous Disease (CGD) is a primary immu-
nodeficiency characterized by an unusual predisposition to develop bacte-
rial and fungal infections due to a failure of phagocytic leukocytes to gener-
ate superoxide, required for the intracellular killing of microorganisms. The
lack of superoxide production is secondary to a defect in the NADPH-
oxidase enzymatic complex activation, as a result of mutations of any of the
components. Both, X-linked and autosomal recessive patterns of inheri-
tance have been demonstrated in this disease, bemg the X-linked the most
frequent and characterlzed by mutations in gp91P"%*, Mutations in p47P"%%,
p67P" and p22P"°% have been shown in the autosomal recessive pattern
The molecular and genetic characteristic of NADPH-oxidase complex and its
pathology in CGD are reviewed along with a brief description of the prelimi-

nary findings in two families from Mérida, Venezuela.

Recibido: 6-7-99. Aceptado: 22-9-99.

INTRODUCCION

Los polimorfonucleares neutro-
filos (PMN) forman parte de los com-
ponentes inespecificos del sistema
inmunoldgico. Estas células estan
involucradas en las diferentes fun-
ciones de la respuesta inmunoldgi-
ca, bien sea como elementos ampli-
ficadores, que en asociaciéon con el
complemento se encargan de elimi-
nar al antigeno (1-5), o como ele-
mentos moduladores del sistema in-
munolégico (6-10). Estas células tie-
nen un papel fundamental en la de-
fensa contra agentes infecciosos,
evidenciado por el hecho de que
ciertos defectos en su funcién, con-
ducen a infecciones severas que po-
nen en peligro la vida del paciente,

tal es el caso de los portadores de la
Enfermedad Granulomatosa Crdénica
(EGC), una inmunodeficiencia pri-
maria caracterizada por una suscep-
tibilidad elevada a sufrir infecciones
por ciertos agentes fangicos y bacte-
rianos, debido a una incapacidad en
la activacién del estallido respirato-
rio en los leucocitos fagociticos.

La frecuencia de esta enferme-
dad es variable desde 1/1.000.000
hasta 1/160.000 individuos (1,11,12).
En Latinoamérica se han reportado
85 casos de EGC, provenientes prin-
cipalmente de Brasil con 36 casos,
Chile con 13 casos, Argentina con
11 casos, México con 10 casos, Cos-
ta Rica con 7 casos, Colombia con 5
casos y Paraguay con 3 casos (13).
En Venezuela no se han publicado
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datos sobre esta enfermedad, sin
embargo, hemos detectado un foco
en dos poblaciones del estado Méri-
da-Venezuela, de pacientes portado-
res sintométicos de EGC. En este
articulo describimos las caracteristi-
cas genéticas de estos pacientes y
detallamos los hallazgos mas recien-
tes sobre el complejo NADPH-oxida-
sa y sus defectos en la EGC.

1. EL COMPLEJO
NADPH-OXIDASA

El complejo NADPH-oxidasa
esté constituido por un componente
proteico distribuido en la membrana
y en el citosol, y un componente no
proteico constituido por NADPH,
FAD y hem (14).

a. Componente proteico de mem-
brana del complejo NADPH-
oxidasa o citocromo bssg

Esta constituido por dos protei-
nas integrales ubicadas en la mem-
brana plasméatica, en la membrana
de los granulos especificos y en la
de las vesiculas secretoras (15), con-
forman una flavo-hem-proteina de-
nominada citocromo bssg, por su es-
pectro Optico, también conocida
como citocromo b24s, por su poten-
cial medio de activacion. Es un he-
terodimero compuesto por dos cade-
nas polipeptidicas de 22 kDa y 91
kDa (16) denominadas subunidad a
y subunidad b respectivamente, dis-
puestas en una relacion 1:1 (17). La
subunidad a (gen CYBA o C|tocromo
b alfa) es denominada p22°"%% (‘p”
por proteina y phox por oxidasa fa-
gocitica) (12), su estructura primaria

fue caracterizada por primera vez
por Parkos en 1988 (18), y la estruc-
tura del gen, localizacion cromoso6-
mica e identificacion de las mutacio-
nes fueron descritas inicialmente en
1990 (19). Esta proteina contiene
dominios similares a las proteinas
de unidén al hem (20) y dominios hi-
drofébicos que le permiten atravesar
dos veces la membrana (21). Aun-
que la funcion precisa de p22P"%* es
desconomda se cree que estabiliza a
gp91P"°* durante el proceso de for-
macioén del heterodimero
gp91PN*/p22PNo% v actiia ,como un
sitio de anclaje para p47P"°* a tra-
vés de su dominio C-terminal rico
en prolina (151-160) (17).

La subunidad b (gen CYBB o
citocromo b beta) denominada
gp91P"%% (“gp” por glicoproteina), tie-
ne un peso molecular entre 76-92
kDa, (12), pertenece a la familia de
las reductasas (reductasa del nu-
cledtido de flavina) ya que contiene
sitios de unidn para NADPH y FAD
(22). El gen que codifica gp91P"
fue el primero del complejo en iden-
tificarse, fue clonado por Pokora
(23). El gen consta de dos secuen-
cias promotoras (CCAAT), en posi-
cion -106 y -124 y una caja TATA. A
las secuencias CCAAT se unen dos
proteinas denominadas: CP1 que fa-
vorece la expresion de la proteina
(21) y CDP que inhibe la transcrip-
cion de este gen (24).

A nivel del extremo N-terminal,
gp91P"%% contiene dominios que le
permiten: la interaccion con p22P"ox
y SU union a: la membrana y a los
grupos hem y FAD. Contiene otros
dominios que le permiten unirse al
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NADPH y sélo es acce5|ble cuando
interactda con p67P"°* lo cual per-
mite la exposicion de un dominio de
20 aminoacidos (Asp484-Treo503)
(25).

La proteina gp91P"°* debe aso-
ciarse con p22P"°% para su madura-
cion final (14), es decir la glicosila-
cién con residuos de manosa de un
precursor de 65 kDa, a una forma
madura glicosilada gp91P". La ex-
presidon de cada cadena es necesaria
para la estabilidad de ambas y para
la estructuracion del citocromo b
(20) asi, la ausencia de una conduce
a la pérdida de la otra (26), sin em-
bargo la incorporacién de carbohi-
dratos ricos en manosa, no depende
del heterodimero. La inhibicion de la
sintesis del hem |nh|be la expresion
de p22P"°* y gp91P" maduro, pero
no deI precursor inmaduro de
gp91P"%% o que sugiere que la esta-
bilidad de ambas proteinas depende
tanto de la incorporacion del hem
como de la formacidén del dimero. El
efecto del hem es post-traduccional
ya que el ARNm de ambas proteinas
no se altera cuando son expuestos
al inhibidor de la sintesis del hem
(27).

Cada citocromo bssg contiene
un hem y un dinucleétido de flavin-
adenina (FAD) (14). El hem se une a
residuos de histidina ubicados en la
posicion 239 y 100-120 de gp91P"ox
y 94 de p22P"°* (12,17). Aparente-
mente el FAD establece interaccion
con la subunidad b, las cantidades
de FAD en la membrana de los pa-
cientes con EGC ligada al cromoso-
ma X, se encuentran considerable-
mente disminuidas en comparacion

con los neutrdéfilos normales y con
los provenientes de pacientes con
EGC autosomlca recesiva por defec-
to de p47P"%% (14).

b. Componente proteico citosolico
del complejo NADPH-oxidasa

La primera demostracion de
gue el componente citosdlico era ne-
cesario para la activacion del com-
plejo NADPH-oxidasa fue hecha a
través de experimentos en sistemas
libres de células, es decir mediante
el uso de membranas celulares y
fraccion citosolica (28-30), después
se establecid la participacion de va-
rias proteinas en la conformacmn
del componente C|tosoI|co pa7Phox,
p67Po* (31), p4oPho* (32) y p21rac
(33).

Las prlmeras tres proteinas
pa7PhoX  pe7PhoX v naoPX  contie-
nen dominios SH3 (homdlogo al do-
minio 3 de las protein klnasas de la
famllla src), dos en p67PM* y
pa7P" v uno p4oP"™ y cada una
tiene ademas regiones ricas en proli-
na (14,21). Una de las funciones de
este dominio es mantener la interac-
cion proteina-proteina, incluyendo
interacciones con las proteinas aso-
ciadas al GTP. Otra de las funciones
de estos dominios SH3, es la unidn
del componente citosélico a la mem-
brana, al citoesqueleto adyacente a
la membrana y a otros componentes
del complejo NADPH-oxidasa. Las
secuencias rlcas en prolina presen-
tes en p67P"%% (227-234), le permi-
ten interactuar con otras proteinas
citosolicas que contienen dominios
SH3 (14), como por ejemplo protei-
nas del citoesqueleto celular (17).
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Ademéas de las secuencias antes
mencionadas, estas proteinas con-
tienen otros dominios que le permi-
ten ejercer otras funciones, por
ejemplo contienen dominios relacio-
nados con la fosfolipasa C, espectri-
na a-no eritrocitaria, actina, protei-
na activadora de GTPasa p21lras
(GAP) (20) y p67°"°% tiene un sitio
adicional de union aI NADPH (34).

El gen de p47°"% (NFC1 o fac-
tor citosdlico del neutrdfilo) fue clo-
nado y secuenciado por Volpp y co-
laboradores en 1989 (35). Este gen
es expresado exclusivamente en las
células mielo-monociticas terminal-
mente diferenciadas, en menor gra-
do en algunos sub-grupos de células
del linaje linfoide y en células B in-
mortalizadas. La regulacion de la ex-
presion del gen no se conoce, pero
se expresa constitutivamente en los
neutroéfilos en reposo y durante la
diferenciacion celular. Dentro de los
factores que regulan su transcrip-
cion esta el acido retinoico, que in-
duce su transcripcion (14). Es 49%
homologa con la proteina activante
de la GTPasa (GAP), lo que refleja su
asociacion funcional con p21'° GAP
(36). A nivel N-terminal tiene un re-
siduo de glicina que provee un posi-
ble sitio de miristilacién que favore-
ce su traslado a la membrana du-
rante la activacion de los PMN (35).

Como consecuencia de la esti-
mulacion celular, p47P"%* es fosfori-
lada en el citosol, luego es traslada-
da a la membrana, se une al citocro-
mo bssg y es fosforilada nuevamente
(37,38), sin embargo la fosforilacion
Nno es un prerrequisito para la acti-
vacion ni para el traslado del com-

ponente citosoélico, ya que el uso del
araquidonato en presencia o ausen-
cia de staurosporina (inhibidor de la
fosforilacién de residuos de serina)
puede inducir la activacion de la
produccion de superOX|do (21) el
traslado de pa7P"™ y pe7P"%X y |a
produccidon de superéxido no son
afectados por la staurosporina ni
por el uso de medios libres de calcio,
cuando son activados con fMLP y
ConA, por lo que la fosforilacién no
parece ser la Unica modificacidon que
promueve el traslado de las protei-
nas citosdlicas (39).

Finalmente p40ph°X, co-inmu-
noprecipita con p67P"%* (40) y tiene
homologia con p47P"%*, sin embargo
su participacion en la activacion del
complejo NADPH oxidasa, aun no
esta bien establecida. Esta proteina
al interactuar con p47P"° a través
del dominio SH3 y con p67°P" con
su extremo C-terminal establllza el
complejo citosolico de las células en
reposo (12) y es probable que actle
como un elemento que disminuye la
activacion del complejo NADPH-oxi-
dasa (41). Las caracteristicas de las
proteinas que conforman el comple-
jo oxidasa se resumen en la Tabla I.

La activacion de este sistema
requiere de su asociacién con pro-
teinas de union de GTP (42-44),
constituida por dos miembros:
p21"2°l y p21"°? |a primera se dis-
tribuye ampliamente en los tejidos y
la segunda esté limitada a las célu-
las del linaje mieloide (14) y linfoide
(17). Recientemente se ha clonado
p21"2°3 tiene capacidad de unirse a
p67P"%% pero su funcién e impor-
tancia es desconocida (45).
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CARACTERISTICAS DE LOS COMPO-II—\IAE?\ILTAEIS DEL COMPLEJO NADPH-OXIDASA
p22phox gpg:I_phox P47phox p67phox P40phox
Gen Locus CYBA CYBB NCF1 NCF2 NCF3
Loc. Cromosoma 16924 Xp21.1 7q11.23 1925
Tamafio 8.5 kb 30 kb 18 kb 40 kb
Exones 5 13 9 16
ARNmM Tamarfio 0.8 kb 4.7 kb 1.4 kb 2.4 kb
Proteina Sinénimos Cadena liviana del Cadena pesada del
citocromo b (cade- citocromo b (cade-
na a) na b)
Amino&cidos 195 570 390 526
Prediccion del peso 20.9 kDa 65 kDa 44.6 kDa 60.9 kDa 37 kDa
molecular
Peso molecular por 22 kDa 76-92 kDa 47 Kda 67 kDa 40 kDa
SDS-PAGE (mancha)
pl 10.0 9.7 9.5 5.8
Localizaciéon en los Membrana celular, Membrana celular, Citoplasma Citoplasma Citoplasma

fagocitos en reposo

Tejidos especificos

Modificacién post-
traslacional

granulos especifi-
cos y vesiculas se-
cretorias

Bajos niveles en to-
das las células y
altos niveles en las
células mieloides

granulos especifi-
cos y vesiculas se-
cretorias

Bajos niveles en
linfocitos B, altos
en las células mie-
loides

Asociacién N-glico-
silacion

Células mieloides y
linfocitos B

Fosforilacion  du-
rante la activacion
de la oxidasa

Células mieloides y
linfocitos B

Fosforilaciéon  du-
rante la activacion
de la oxidasa
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Cuando los neutréfilos estan en
reposo todo el contenido de p40PN%*
y p67P"%* se encuentra asouado con
un tercio o la mitad de p47°"°¥ celu-
lar, formando un complejo de 0240
kDa (46) y quizas con otras protei-
nas adicionales, como elementos del
citoesqueleto (47), p67P"%% y paoPox
son las que establecen contacto con
el citoesqueleto (17).

c. Activacion enzimatica del
complejo NADPH-oxidasa

La activacion del complejo
NADPH-oxidasa es regulada en va-
rios niveles, a saber: receptores en
la membrana plasmatica, que res-
ponden a estimulos generados por
péptidos N-formilados provenientes
de bacterias, Cba, interleukina-8,
factor activador de plaquetas, entre
otros; asi mismo es regulada por re-
ceptores asociados a proteinas de
union al GTP, que median la activa-
cién del metabolismo de los fosfoi-
nositoles, por activacién de la fosfo-
lipasa A (PLA), PLD y PLC, que gene-
ra un incremento rapido del diacil-
glicerol y calcio, activando finalmen-
te a PKC. Finalmente otro nivel de
control, es la disociacion fisica de
este complejo en los componentes
de membrana y citosolico (17). Sub-
secuente a la exposicion al PMA
(sustancia que activa a PKC) se fos-
forilan varias proteinas presentes en
los neutroéfilos cuyos pesos molecu-
lares son: 40, 44, 47, 50, 64, 70 y
90 kDa, este fendmeno ocurre a par-
tir de los 5 segundos después del
estimulo y continGa aumentando
por lo menos hasta los 6 minutos.
En los pacientes con EGC, se ha evi-

denciado un aumento en la fosfori-
lacion de la proteina de 40 kDa (48).
Con la fosforilacion de p47P"X se
produce su traslado a la membrana
y se exponen los residuos SH3 que
estan ocultos en el complejo
pa7Pho*_pe7PNOX_ 40P an |as célu-
las en reposo (12). Este traslado de
aproximadamente el 10% del com-
plejo citosolico a la membrana (17)
permite: que gp91P"™ exponga su
secuencia (484-503) de unlon al
NADPH (12), la unién de p67P" al
citocromo bssg y el flujo de electro-
nes desde el NADPH al FAD, del
FAD al hem y por ultimo hasta el O2
(49,50).

La cantidad del componente ci-
tosélico que se une a la fraccién de
membrana es directamente propor-
cional al tiempo, debido a que des-
pués de la estimulacién, estas pro-
teinas son reclutadas continuamen-
te. Este proceso sélo ocurre en las
células que tienen citocromo b, no
asi en las que carecen del mismo,
probablemente debido a la falta de
una sefal adecuada para iniciar el
traslado o a la falta de anclaje que
conduce su retorno al compartimen-
to citosolico. El traslado de p67P"
no ocurre en celulas defectuosas de
pa7Pho* nero p47PhoX i es traslada-
da en ausencia de p67P"°%. Una vez
trasladadas las proteinas deI com-
ponente citosolico, el componente de
membrana sufre cambios conforma-
cionales que le permiten interactuar
con los componentes citosdlicos
(p47/p67/pa0Ph%) exponer sus do-
minios de unién al NADPH e iniciar
el transporte de electrones y donar-
los al O2 molecular (21). De esta
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manera se produce el anién supero-
xido (O72). Este oxigeno con un elec-
tron extra es liberado fuera de la cé-
lula y en el interior del fagosoma
que contiene al microorganismo in-
gerido y subsecuentemente converti-
do en H202, acido hipocloroso y
otros productos con actividad micro-
bicida (51).

d. Efecto del superoxido sobre
la funcion celular

En general, los radicales libres
inducen modificaciones y dafio a los
nucleodtidos, carbohidratos, lipidos y
proteinas, el anion superdxido en
particular actiia como intermediario
en la actividad de ciertas proteinas
reguladoras del crecimiento celular,
pertenecientes a la familia ras, me-
diando asi en sefiales intracelulares
y produce modificaciones estructu-
rales en ciertas proteinas que ac-
tdan como sefiales nucleares (52).
En los neutrofilos de los pacientes
con EGC se observa inhibicion de la
apoptosis tanto espontanea como
inducida por anticuerpos dirigidos
contra CD95, lo que sugiere que los
metabolitos intermediarios reactivos
del oxigeno (ROI), también median
apoptosis en los neutrdfilos (53). Es-
tos trastornos en la apoptosis po-
drian explicar el desarrollo de enfer-
medades autoinmunes, que apare-
cen con frecuencia en los individuos
portadores de este defecto.

El conocimiento de los fenébme-
nos moleculares que regulan el en-
samble del complejo NADPH-oxidasa
y la generacion subsecuente del
anion superoxido son indispensable
para el entendimiento de los feno-

menos patoldgicos que se presentan
en los pacientes con EGC, por tal
razdn a continuacion se detallara
los aspectos mas resaltantes de las
variantes hasta ahora descritas de
esta enfermedad.

2. BASES MOLECULARES
DE LA ENFERMEDAD
GRANULOMATOSA CRONICA

Es una inmunodeficiencia pri-
maria, clinicamente caracterizada
por presencia de infecciones fungi-
cas y bacterianas, de dificil manejo
y por la formacion de granulomas
constituidos por células gigantes y
macroéfagos repletos de lipidos, que
predominan en los nédulos linfoi-
des, tejidos subcutaneos, pulmon,
higado y huesos. Se asocia también
a manifestaciones gastrointestinales
que incluyen diarrea, abscesos y
obstruccién intestinal causada por
los granulomas (51). Los gérmenes
mas comunes que infectan a estos
pacientes son los gérmenes catalasa
positivos (31), ya que esta enzima
contribuye a destruir el per6xido de
hidréogeno producido por el propio
germen y que en condiciones nor-
males se encarga de autodestruirlo.
En la Tabla Il se describen las infec-
ciones y condiciones crénicas que
mas comunmente se asocian con
esta enfermedad. Adicionalmente se
ha especulado que estos pacientes
pueden presentar algunas alteracio-
nes sutiles de la respuesta inmuno-
l6gica especifica tales como dismi-
nucién del ndmero de linfocitos T
CcD4'/CcD29* y cD8*/CD11b*, tal
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INFECCIONES Y CONDICIONES CRONICAS QUE SE Pgégléﬁ'l'l,!\N EN LA ENFERMEDAD GRANULOMATOSA CRONICA
INFECCIONES % DE MICROORGANISMOS % DE ’CONDICIONES % DE
EPISODIOS INVOLUCRADOS AISLADOS CRONICAS ASOCIADAS CASOS
Neumonia 70-80 Staphylococcus aureus 30-50 Linfadenopatia 98
Linfadenitis 60-80 Aspergillus sp 10-20 Hipergammaglobulinemia 60-90
Infecciones cutaneas/impétigo 60-70 Escherichia coli 5-10 Hepatomegalia 50-90
Hepatitis /absceso perihepatico 30-40 Klebsiella sp 5-10 Esplenomegalia 60-80
Osteomielitis 20-30 Salmonella sp 5-10 Anemia crénica Comun
Abscesos perirectal/fistulas 15-30 Pseud_omona cepaciay 5-10 Bajo peso 70
aeruginosa
Septicemia 10-20 Serratia marcescens 5-10 Diarrea crénica 20-60
Otitis media ro Staphylococcus epidermidis 5 Baja estatura 50
Conjuntivitis ms Streptococcus sp 4 Gingivitis 50
Infecciones entéricas mo Enterobacter sp 3 Dermatitis 35
Infeccién del tracto urinario/ 5-15 Proteus sp 3 Hidronefrosis 10-25
pielonefritis
Sinusitis <10 Candida albicans 3 Estomatitis ulcerativa 5-15
Renal/abscesos perifrénico <10 Nocardia sp 2 Fibrosis pulmonar <10
Absceso cerebral <5 Haemophilus influenzae 1 Esofagitis <10
Pericarditis <5 Pneumocystis carinii <1 Estrechez gastrica antral <10
Meningitis <5 Mycobacterium fortuitum <1 lleocolitis granulomatosa <10
Chromobacterium violaceum <1 Corioretinitis <10
Francisella philomiragia <1 Cistitis granulomatosa <10
Torulopsis glabrata <1 Glomerulonefritis <10
Lupus eritematoso discoide <10
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vez debidas a que NADPH-oxidasa
pudiera estar involucrada en el pro-
cesamiento antigénico (54).

Existen dos formas de herencia
de la EGC: ligada al cromosoma X y
autosomica recesiva. En las formas
asociadas a defectos en el cromoso-
ma X, la media de la edad de inicio
es temprana, alrededor de los 4,5
afios, mientras que las asociadas a
defectos autosémicos recesivos, se
presentan mas tardiamente con una
media de 17,2 afios (11), aunque
hay reportes de inicio hasta los 60
afnos (55). Las formas ligadas al cro-
mosoma X son las mas frecuentes y
se caracterizan por mutaciones en
gp91P"%*  mientras que las formas
autosémicas se distinguen por mu-
taciones en cualquiera de las otras
proteinas del complejo  (p47P"%,
p67PNoX  p22PM9Xy (39)" En Ja Ta-
bla Il se muestra la clasificacion ac-
tual de las diferentes formas de
EGC.

a. Mutaciones asociadas a la
EGC ligada al cromosoma X

Las mutaciones del gen CYBB
ocurren en la mayoria de los casos
de EGC. Estas mutaciones son muy
heterogéneas, en el 90% de los ca-
sos unicas en cada familia descrita
(14,31). Se han identificado alrede-
dor de 220 mutaciones causantes de
EGC ligada al cromosoma X (17), es-
tas mutaciones se han agrupado ar-
bitrariamente en: acortamientos e
inserciones, mutaciones de los sitios
de “splicing”, mutaciones “missense”
y “non-sense”. Los acortamientos e
inserciones ocurren en el 35% de los
casos, el 65% restante corresponden

a substituciones de nucledtidos, que
pueden generar mutaciones en el si-
tio de “splicing” (16%); mutaciones
“nonsense” que causan terminacion
prematura de la sintesis proteica
(26%) y mutaciones “missense” que
generan substitucion de un simple
aminoacido (23%) (12).

Existen tres formas fenotipicas
de las mutaciones del gen CYBB,
x91°% X91" y X91*. La mutacion
x91° se caracteriza por una ausen-
cia total de la proteina, asi como de
la actividad oxidasa. Ocasionalmen-
te se encuentran mutaciones que
conducen a la pérdida parcial de la
expresion de la proteina y del hem,
estos son denominados EGC X91°,
en estos casos la actividad de oxida-
sa esta disminuida, proporcional-
mente a la disminucién del conteni-
do del hem. Finalmente existen po-
cas mutaciones donde la expresion
del gp91P"°* es normal con una au-
sencia virtualmente total de la acti-
vidad de oxidasa, este subtipo es de-
nominado EGC X91" (12). También
se ha reportado la presencia de for-
mas polimérficas de gp91P"™ ejem-
plificado por substitucion al nivel
del nucledtido G11020C, que no
conduce a alteracion funcional de la
proteina (56).

En algunas formas de EGC, los
pacientes conservan cierta actividad
del complejo NADPH-oxidasa, debi-
do a la presencia de un grupo de
neutroéfilos y monocitos, entre el 6 al
12%, con capacidad de producir su-
perdoxido similar a la de un control
normal, esto probablemente se debe
a la presencia de dos subpaoblacio-
nes diferentes de células fagociticas,
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TABLA 111
CLASIFICACION DE LA ENFERMEDAD GRANULOMATOSA CRONICA
COMPONENTE LOCUS  SUBTIPO® FRECUENCIA ESPECTRO DEL COMPONENTE CITOSOLICOP
AFECTADO (% DE TODOS LOS  CITOCROMO B (% DEL NORMAL)

CASOS DE EGC) (% DEL NORMAL)

PRODUCCION
DE O,
(% DEL NORMAL)

gp91P"™*  xp21.1  x91° 56 0
X91° 5 3-30
X91* 3 100
p22Phox 16024 A22° 6 0
A22* 1 100
pa7P"*  7q11.23  A47° 23 100
p67Phox 1925 A67° 6 100

p40
100
100
100
100
100
<100

10-20

pa7
100
100
100
100
100
0

<100

p67
100
100
100
100
100
<100

0

3-30

0]

0]

0]

0-1

0-1

2 Las letras representan el modo de segregacion (X) ligada al cromosoma X y (A) autosémica recesiva, el niumero representa el compo-
nente de complejo oxidasa afectado y el simbolo representa el nivel detectado de la proteina (0) indetectable; (-) disminuida y (+) nor-

mal. ° Analizado por inmunotransferencia.
Adaptado de 17.
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una de las cuales es competente
para producir superoéxido, y contri-
buye a mantener la capacidad resi-
dual de estos pacientes (57).

b. Mutaciones autosémicas
en el componente de membrana
(citocromo b24s negativo)

Mutaciones de p22P"°%: la pri-
mera observacion de la ausencia de
una banda de 23 kDa en pacientes
con X-EGC fue hecha en 1987, lo
que sugirié su asociacién con el ci-
tocromo b. Aunque se han descrito
pocas mutaciones de este gen
(CYBA) las bases moleculares pare-
cen ser tan heterogéneas como las
descrltas para X91. Los defectos de
p22P"°X se presentan como formas
autosémicas de EGC denominadas
A22 EGC, hasta la fecha se han re-
portado 10 defectos diferentes en 9
familias (17). Las mutaciones pue-
den originarse por deleciones, inser-
ciones, mutaciones en el sitio de
“splicing” y mutaciones “missense”.
Algunas mutaciones reportadas con-
sisten en un cambio de histidina
940 arginina, que afecta su unlon al
hem, asociacion con gp91P"* y la
estabilidad de la proteina. Otra mu-
tacion detectada es la substitucion
de prolina en posicién 156 por glu-
tamina dentro de la secuencia rica
en prolina (58), que bIocLuea por
completo la unién con p47P"%* a tra-
vés del dominio SH3, esta es la pri-
mera mutacion que involucra al do-
minio SH3 y la secuencia rica en
prolina en la generacién de una en-
fermedad genética (12,17).

c. Mutaciones autosémicas
en el componente citosoélico
(citocromo b.245 positivo)

Nunoi 1988 y Volpp 1988 fue-
ron quienes por primera vez reporta-
ron la participacion del componente
citosolico en la EGC (59,60). La pri-
mera definicion bioquimica fue la
demostracion de que el defecto auto-
sémico recesivo, se asociaba a la fal-
ta de fosforilacion de una proteina
de 47 kDa, cuando los neutrdfilos
eran estimulados con PMA (48). Las
mutaciones de p47P"° son conoci-
das como la forma autosémica mas
comun (20,61) de la EGC denomina-
da A47, mlentras que las mutacio-
nes de p67°"% (A67) son raras y se
presentan en [5% de los casos (61).

Mutaciones de p47P"°%: el gen
NCF1 que codifica para esta protei-
na tiene 9 exones, en contraste con
la heterogeneldad de gpo1P"x y
p22P"%X 5610 se han reportado 4
mutaciones diferentes que conducen
a EGC (12). Sin embargo existen al-
rededor de 60 individuos en el mun-
do con mutaciones A47° EGC 7).
Las mutaciones de este gen ocurren
en un solo sitio, al nivel de las bases
GTGT ubicadas entre el primer in-
tron y el segundo exon (14,62,63).

Mutaciones de p67P"%%: este
gen (NCF2) fue clonado y secuencia-
do en 1990 (64) y su organizacion
genomica reportada en 1993 (65).
Pocas mutaciones se han caracteri-
zado en el gen que codifica para esta
proteina. Hasta la fecha se han re-
portado 11 mutaciones, distribuidas
en 12 pacientes con A67 EGC (ver
Tabla 1V). La mayoria de los pacien-
tes tienen cantidades normales de

Investigacion Clinica 40(4): 1999
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TABLA IV
MUTACIONES EN EL GEN QUE CODIFICA P67PHOX
CAMBIO DE NUCLEOTIDO MUTACION CAMBIO DE AMINOACIDO TIPO DE EGC REFERENCIA
Cdna
55-63 AAGAAGGAC Deleccién 19-21 LisLisAsp A67° 17
170-172 AGA 0 171-173 GAA o Deleccion Del. 58 Lis A67P 11,69
172-174 AAG
233 GO A Missense 78 GliJ Glu A67° 68
5’ intron 3 gtO gc Sitio de splicing Del. Exon 3 A67° 70
304COT Nonsense 102 ArgQ stop A67° 17
5’ intron 4 gtO at Sitio de splicing Del exon 3y 4; 0 exon 4, o ultimo A67° 17
nucleotido del exon 4
AG después 397 A (0 399 G) Insersion Cambio del marco de lectura A67° 68, *
(frameshift)
479 AUTy 481 AUG Doble missense 160-161 AspLisO ValGlu A67° 71
5’ intron 9 gtO at Sitio de splicing Del exon 8y 9 A67° 72
1169-1173 CTAAG Deleccién Cambio del marco de lectura A67° 17
(frameshift)
1183 COT Missense 395 Arg0 Trp A67° 17

b paciente heterocigoto para la mutacion con deleccion de 11-13 kb en el otro alelo. * Noack D, Rae J, Cross AR, Munoz J, Salmen S,
Mendoza J, Rossi N, Curnutte JT, Heyworth PG. Autosomal recessive chronic granulomatous disease caused by novel mutations in
NCF-2, the gene encoding the p67-phox component of phagocyte NADPH oxidase. Am J Hum Genet (sometido a publicacion).
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ARNmM, pero carecen de la proteina
(12). La primera mutacion reconoci-
da fue una forma homocigota, ca-
racterizada por la substitucion de
G2330A en el exon 3, que predice
un cambio de gllcma789|utamato y
causa inestabilidad de p67P"°* (66).
Otra mutacién corresponde a la in-
sercion de un dinucleétido AG en la
posicion 399-401 en el exon 5 que
conduce a la terminacion prematura
de la sintesis de la p67P"%% lo que
resulta en la formacion de un codon
de finalizacién en la posicion 433,
esta mutacion origina el fenotipo
A67° (67).

3. DIAGNOSTICO

El diagnostico de la EGC se
basa en la demostracién de las ca-
racteristicas clinicas propias de la
enfermedad y la ausencia o dismi-
nucion de la actividad de oxidasa en
los neutrdfilos. Existen muchos mé-
todos disponibles para este propdsi-
to, entre ellos el ensayo de reduc-
cion del nitroazul de tetrazolium
(NBT) y métodos que usan la citome-
tria de flujo para determinar la pro-
duccién de H202. Otros ensayos in-
cluyen la inmunotransferencia para
detectar los componentes citosdlicos
y de membrana del complejo
NADPH, sin embargo debe tenerse
en cuenta cuando se ejecutan estas
pruebas, que existen formas (0), (-) 6
(+) de la enfermedad. Cuando ambas
subunidades del complejo de mem-
brana estdn ausentes esta indicada
la determinacion de la produccion
de superoxido en las madres, por
cuanto podria proporcionar informa-

cion sobre las portadoras del defecto
ligadas al cromosoma X. Si este es
negativo, esta indicado realizar el
analisis mutacional de los genes
CYBA y CYBB. Cuando ambas su-
bunidades del citocromo bssg, asi
como también ambos componentes
citosolicos estan presentes, los en-
sayos libres de células distinguiran
entre un defecto citosélico y uno de
membrana. La deteccién de portado-
res con defectos autosdmicos es difi-
cil, aunque al parecer la capacidad
para producir superoxido en los he-
terocigotos portadores de A47° y
A67° estimulados con PMA, es me-
nor que los controles sanos (12). En
la Fig. 1 se muestra un algoritmo
para el diagndstico de EGC.

4. DESCRIPCION PRELIMINAR
DE UN FOCO DE EGC EN EL
ESTADO MERIDA-VENEZUELA

Nosotros hemos demostrado la
presencia de una mutacién autoso-
mica recesiva en eI gen NCF2 que
codifica para p67°"° y genera alte-
racion en la producciéon de superoxi-
do, en varios miembros de un grupo
familiar procedente de la regién de
Piflango, Estado Mérida, en los An-
des Venezolanos. Los pacientes eran
tres varones de 4 afios, 10 afios y 13
afos de edad, provenientes de una
misma familia, quienes iniciaron su
enfermedad con neumonia e insufi-
ciencia respiratoria, uno de ellos, de
4 afios, murié en una poblacion dis-
tante, los otros dos ingresaron a la
unidad de cuidados intensivos del
Hospital Universitario de Los Andes,
uno de ellos (10 afos de edad), cur-
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Historia clinica (antecedentes personales y familiares)

Aislamiento del germen (infeccion activa)

|

Determinacion de la produccion de superdxido (reduccion del NBT o
citometria de flujo) y fagocitosis

Ausencia de superoxido y
fagocitosis conservada

Western blot negativo para: Western blot, presencia de todas
v las proteinas

Componente Citosolico

(p47]7lmI/p67phux)

PCR-RTy
secuenciamiento del gen en
busca de la mutacion

‘ |

C te de Memb
i omponente de l embrana Ensayos libres de células
Western blot Western blot

(p9 1phox, /pz 2pha.\‘)

PCR-RTy
secuenciamiento del gen en
busca de la mutacion

PCR-RT y secuenciamiento del
componente alterado

Fig. 1. Algoritmo para el diagnostico de la ECG.

s6 ademas con un absceso tiroideo
causado por Nocardia sp y fallecio
por insuficiencia respiratoria. El
otro paciente de 14 afios sobrevivid.
El estudio del arbol genealdgico
(Fig. 2) reveld la existencia de con-
sanguinidad maualtiple con un coefi-
ciente de consanguinidad (F) de
0,012. La produccién de superoxido
de los PMN del paciente de 10 afios
fue de 3.2 mUDO/min cuando se
estimularon con  Immunobeads®
sensibilizadas con fracciéon |l de
Cohn (media activacion via recepto-
res Fcg) y 2,48 mUDO/min cuando
se estimularon con PMA (media acti-
vacion via PKC) y los PMN del pa-
ciente de 14 afios de 3 mUDO/min
para ambos estimulos (control 13,8
con Immunobeads® y 25,2 con
PMA). Estos resultados nos permi-

tieron hacer el diagndstico de EGC.
La evaluacion del resto de los miem-
bros de la familia revel6 que sélo
uno de ellos, no produjo superéxido
con PMA. La inmunotransferencia
revel6 ausencia de reactividad para
p67P"%% y el secuenciamiento del
ADN demostr6 una mutacion por
substitucion de C2830 T en el exon
5, lo cual predice un cambio de Ala-
nina por Valina. Tres individuos son
homocigotos al defecto, mientras
que cuatro miembros de esta familia
son portadores heterocigotos del de-
fecto, esta substitucion no ha sido
reportada hasta ahora en la literatu-
ra y se traduce como A67° (68). La
ausencia de esta proteina altera el
adecuado ensamblaje y activacion
del complejo NADPH-oxidasa y como
consecuencia se perturba el trans-
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Fig. 2. Arbol genealdgico de la familia Pérez-Paredes. Tomado de referencia 68.

porte de electrones hacia el oxigeno
libre, evento clave para generar el
anién superéxido.

En la otra familia procedente
de la poblacién de Lagunillas, Esta-
do Mérida, un paciente masculino
de 19 afios de edad ingresé a la uni-
dad de cuidados intensivos por
bronconeumonia causada por Myco-
bacteriuim sp, este paciente fallecié
por insuficiencia respiratoria. El ar-
bol genealégico (Fig. 3) muestra de
igual manera consanguinidad multi-
ple con un valor de F de 0,06. La
produccion de superéxido del pa-
ciente fue de O, tanto en respuesta a
las Immunobeads® como al PMA. La
evaluacion de los miembros de la fa-
milia del paciente, demostré que
una de sus hermanas de 11 afios, es
negativa para la produccion de su-
peréxido con la funcion fagocitica

conservada. Actualmente se estan
realizando estudios bioquimicos y
genéticos de esta familia.

5. PERSPECTIVAS FUTURAS

La diseccion molecular de los
defectos del sistema NADPH-oxidasa
ha permitido identificar muchos de
los componentes de este complejo,
sin embargo existen aun dudas so-
bre el papel del componente citosoli-
co en la activacion del complejo, el
papel de los miembros de la familia
rac, los elementos que regulan la ac-
tivacion de las proteinas del comple-
jo citosolico, las implicaciones que
tienen estas proteinas en el desarro-
llo, funcionamiento y mecanismos
de muerte celular, independiente-
mente de su funcién en la produc-
cion de superoéxido.

Investigacion Clinica 40(4): 1999
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Fig. 3. Arbol genealégico de la familia Varela-Varela.
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