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Resumen

El anion superéxido producido por € sistema NADPH oxidasa de las células fagociticas es parte de |as especies
reactivas del oxigeno (ROS) involucradas en la defensa contra microorgani smos patdgenos. Su importancia se
evidencia en la enfermedad granulomatosa crénica (EGC), unainmunodeficiencia primaria ocasionada por
mutaciones en |os genes que codifican las proteinas del sistema NADPH oxidasa. L os ratones knock-out para
algunas de | as proteinas del sistema NADPH oxidasa han permitido comprender lafuncién delasROS en la
destruccion de microorgani smos patdgenos, la regulacion del proceso inflamatorio y lafisiologia del sistema
NADPH oxidasa. Se espera que esta clase de model os animales proporcionen avances en la comprension de los
eventos comprendidos en la terapia génica parala EGC, de los nuevos paradigmas acerca del papel de las ROS
en ladefensa del hospedero y en la descripcion de las vias de sefializacion comprometidas con la activacion de
este sistema.

Palabras clave: sistema NADPH oxidasa, enfermedad granulomatosa cronica, ratones knock-out, terapia
geénica, especies reactivas del oxigeno (ROS).

El proyecto del genoma humano ha puesto a nuestra disposicién miles de secuencias genémicasy solo de
algunas de €ellas se conoce su importancia en el funcionamiento celular, por 1o que existe una serie de
enfermedades raras de origen congénito de las cuales alln no se conocen sus mecanismos moleculares y
genéticos. Esto hallevado a que sea necesario implementar model os experimental es que permitan evaluar la
funcién, regulacion e importancia de los genes involucrados. El ratdn es el modelo de mayor uso para el andlisis
genético por su similitud fisiol6gica con el humano; ademas posee un ciclo de vida corto, es fécil de manipular y
al igual que el humano y la Drosophila melanogaster, son |os organismos mas estudiados y caracterizados
genéticamente.1

Unade las principales formas de usar modelos murinos para el estudio de |os genes es la técnica knock-out, 1a
cual consiste en suprimir selectivamente un gen de interés, originando de esta manera alteraciones fisiol0gicas
gue ofrecen informacion con respecto alafuncién in vivo del gen en estudio. Basados en este principio, en €l
raton se pueden generar deficiencias inmunol 6gicas congénitas debidas a alteraciones en uno o varios genes,
este es el caso de la enfermedad granulomatosa (EGC), donde el uso de ratones knock-out ha permitido
comprender el papel delos genesy proteinas del sistema NADPH oxidasa.2, 3

El presente trabajo describe el sistema NADPH oxidasa como el mecanismo inmune aterado en laEGC, la
metodol ogia necesaria para la creacion de ratones knock-out y 10s hallazgos importantes que se han logrado
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gracias a este modelo murino en el entendimiento del sistema NADPH oxidasa.
SISTEMA NADPH OXIDASA Y ENFERMEDAD GRANULOMATOSA CRONICA

El sistema NADPH oxidasa es un compleo enzimético presente en células fagociticas como neutrofilos,
eosindfilos, monocitos y macréfagosy en células no fagociticas como linfocitos B, linfocitos T, fibroblastos,
células de musculo liso, endoteliales, del cuerpo carotideo, de pulmén, de rifion, e inclusive en células
vegetales.4,5 Este sistema se encuentra conformado por 5 subunidades proteicas, 3 de ellas (p40phox, p47phox
y p67phox) se encuentran en e citoplasma formando un complejo macromolecular, mientras que el resto
(gp91phox y p22phox) estan localizadas en |la membrana de |os fagolisosomas y la membrana plasmética, donde
constituyen un heterodimero llamado flavocitocromo b558.5 En €l funcionamiento del sistema NADPH oxidasa
intervienen otras proteinas como Racl y Rac2.6 La activacion del mismo da comienzo al fendmeno [lamado
“estallido respiratorio”, que se caracteriza por laliberacion del anion superoxido (O-2) y otras especies reactivas
del oxigeno (ROS) como €l perdxido de hidrégeno (H202), el radical hidroxilo (OH-) y écidos hipohal 6genos
en lavacuolafagocitica o en el medio extracelular, 1o cual induce la muerte de microorganismos fagocitados.5,
7

La EGC es unainmunodeficiencia primaria 8-10 en la que los individuos af ectados sufren infecciones cronicas
y granulomas inflamatorios causados por microorganismos como Staphylococcus aureus, Salmonella sp,
Klebsiela sp, Aerobacter sp, Serratia sp y microorganiSmos oportunistas. Los signos caracteristicos de la EGC
son la presencia de abscesos en la piel, osteomielitis de huesos cortos, otitis media, colitis, enteritis,
linfoadenitis, microabscesos hepéticos, asi como obstruccion de las vias urinarias y géstrica causadas por
granulomas.9,11 La causa de este sindrome es |a presencia de mutaciones en cualquiera de los genes que
codifican las proteinas del complejo enzimético NADPH oxidasa, excepto en el gen de p40 phox.9, 11 Laforma
mas frecuente de EGC es la causada por mutaciones en el gen de la gp91phox (X-EGC), la cual tiene un patron
hereditario ligado al cromosoma X.12,13 Las demas formas de EGC son de tipo autosémicas recesivas debido a
mutaciones en |os genes de p22phox, p47phox y p67phox.9, 14, 15 Mutaciones en Rac 2 han sido asociadas con
defectos en € estallido respiratorio de las células fagociticas e infecciones recurrentes. 16,17

El mangjo inicia de los pacientes con EGC consiste en evitar las infecciones arepeticion eindicar un
tratamiento agresivo con antibiéticos cuando estas aparecen. De la misma manera, €l tratamiento profilactico
con interferon ? (IFN-?) puede reducir la frecuencia de infecciones en estos pacientes.12,18 La Unica alternativa
de tratamiento curativo parala EGC es € trasplante de médula 6sea, y actualmente se trabaja en laterapia
génica. Sin embargo, esta alternativa terapéutica aln se encuentra en fase experimental.3,12

ESTUDIO DE GENES POR MEDIO DE ANIMALES KNOCK-OUT

Durante gran parte del siglo pasado, €l andlisis genético se realizaba usando model os animales que poseian
mutaciones naturales; tales model os presentaban fenotipos alterados, |os cuales permitieron dilucidar los

mecani Smos genéticos y moleculares de varios defectos génicos.19,20 A finales del siglo XX, con el auge de las
técnicas de biologia molecular, se comenz6 a estudiar la funcién del 1os genes partiendo de |as secuencias
genodmicas hasta |legar a su respectivo fenotipo, proceso que tomo el nombre de “genéticainversa’ y que se ha
valido de las técnicas de manipulacién génica para adicionar, inactivar e incrementar la expresion de ciertos
genes en células, tgjidos y organismos completos, paraluego evaluar |os efectos de dichas alteracionesy asi
entender el papel que desemperian los genes involucrados.2,19,20 La técnica de |os knock-out consiste en
reprimir o inactivar la funcion especifica de un gen remplazandol o por formas mutadas de este en estadios



celulares muy primitivos. 2,21 En € caso de laEGC, se aprovecha el mecanismo de la recombinacion homoéloga
parainactivar algunos de |os genes importantes del sistema NADPH oxidasa generando un modelo murino
knock-out para esta enfermedad.

Para la creacion de ratones knock-out (tabla 1), 2,19-21 inicialmente se disefia un vector que posee una copia
modificada del gen que se deseainactivar, y genes reporteros que permitan confirmar el éxito en el proceso de
incorporacion del vector ala célula madre embrionaria (CME) y |a recombinacién homdloga de este. Los genes
reporteros mas utilizados son €l gen de resistencia ala neomicina (neor) y €l gen de latimidina quinasa del virus
herpes simple (TKHSV).19,21 Con este vector se procede arealizar una transferencia génicaaun grupo de CME
de raton, generalmente de la cepa 129, las cuales previamente fueron aisladas de la capa més interna del
blastocisto conocida como blastocele.19,21,22 En estas células, €l establecimiento del knock-out se logra por
medio del fendmeno de recombinacion homaologa, el cual consiste en el intercambio de secuencias similares
entre crométidas no hermanas de un par de cromosomas homaologos por la accion conjunta de un grupo de
enzimas denominadas recombinasas. Por |0 tanto, la eliminacion de las secuencias de interés depende de que las
recombinasas faciliten la recombinacion homologa entre el vector y secuencias cromosomicas en las CME. 2,20

Tablal. Herramientas necesarias parainactivar de forma selectiva un gen (crear knock-out).

Hombre Funcidn

Wector Transporta los genes necesarios hacia las CME para realizar la
recombinacion genética v crear la  resistencia a antibidticos,

necesaria para una seleccion positva posteriar

Célulaz madre embrionanas (CME)| Estaz células permiten alteraciones genéticas w por su estadio
embrionario posibilitan 1a formacién de un nueva arganismo con la

modificacion genatica

Transferencia génica Fermite la entrada del wvector a las células madre embrionarias,

ejempla: electraparacion, liposomas, micrainyecdan, ete.

Cultives con antibidticos Fosibilitan la identificacion de las células que werdaderaments

incorpararan el material genético insertado con el wectar

Embrién temprana murino Este embridn iene |a capacidad de recibir las CME kmock-owd

hadre sustituta pseudoprefiada Fermite el desarrollo del embridn con el gen krock-owd

Retrocruces Hacen posible recuperar el fondo genético de una determinada cepa
de ratones

Con e proposito de confirmar laincorporacion del vector alas CME, estas son cultivadas en un medio que
permite una primera seleccién (seleccidn positiva), lacua ocurre gracias ala presenciaen el vector de un gen de
resistencia a un antibidtico, por g emplo ala neomicina, como se menciono antes. Posteriormente, para



corroborar €l éxito de la recombinacion homaloga, se realiza una segunda seleccion (seleccion negativa),
mediante la adicion a medio de cultivo de un andlogo de nucledsido como e ganciclovir, que impide la
replicacion del DNA en las células que han incorporado a su genoma el gen TKHSV por procesos de
recombinacion no homologa o heteréloga. 19,21 La recombinacion homologa también se confirma por medio de
técnicas como la PCR y € Southern blot.21,23 Después de la seleccién de las CME que poseen €l gen
inactivado mediante recombinacion homologa, estas se implantan en un blastocisto que carece de CME; por lo
genera se utilizan ratones de la cepa C57BL/6; a su vez este blastocisto es implantado en una madre sustituta
pseudoprefiada de la misma cepa. Este procedimiento genera un raton quimera (129-C57BL/6), del cual se
recupera el fondo genético de la cepa C57BL/6 por medio de cruces consanguineos o retrocruces (figura). 22, 24
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Figura. Procesos involucrados en la generacion de ratones knock-out paralas proteinas del sissema NADPH
oxidasay sus aplicaciones.
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A: el vector con el gen knock-out es transfectado en células madre embrionarias (CME) de raton cepa 129. B:
las CME son cultivadas con neomicina (G418), para seleccionar las células que incorporaron el vector
(seleccion positiva), luego el cultivo es expuesto al ganciclovir, €l cual seleccionalas células que realizaron una
recombinacion homol oga (seleccion negativa). C: las CME knock-out son implantadas en un blastocisto de raton
cepa C57BL6 y este a su vez esimplantado en una madre pseudoprefiada C57BL 6; la descendencia corresponde
aratones quimericos 129/C57BL 6; mediante retrocruces se recupera el fondo genético de lacepa C 57BL6. D:
los ratones knock-out model o de enfermedad granulomatosa cronica son empleados en diferentes tipos de
estudios.

Ratones knock-out como una herramienta para el estudio del sistema NADPH oxidasa

El conocimiento sobre lafuncién y lainteraccion entre los componentes del sistema NADPH oxidasa nos
permite entender |0s mecanismos moleculares implicados en la produccion de las especies reactivas del oxigeno
y la generacion de estrategias relacionadas con la modulacién positiva o negativa de la produccion de estos
agentes reactivos. Estudios previos del ensambley activacion del sistema NADPH oxidasa, han usado células
hematopoyéticas humanasy murinas, o lineas celulares hematopoyéticas inmortalizadas. 25-27 L os neutréfilos
no son faciles de modificar genéticamente y las lineas inmortalizadas tienen limitaciones de manipulacion,
transfeccidn y expresion alargo plazo de proteinas heterdlogas. Otros grupos como € nuestro, han utilizado
sistemas no hematopoyéticos basado en células COS para determinar el efecto de mutaciones en los genes que
codifican paralas proteinas del sistema NADPH oxidasa en la produccion de especies reactivas del oxigeno
(ROS). 28-30 Por otro lado, los sistemas libres de células ofrecen flexibilidad para el uso de proteinas
recombinantes. 31,32

Sin embargo, existen diferencias entre la activacion en un sistema reconstituido libre de células comparado con
el ambiente fisiol6gico que se da en los sistemas donde se usan células completas. De la misma manera, laEGC
es una inmunodeficiencia primaria poco frecuente, lo que dificulta el estudio de su patogénesisy sus
caracteristicas moleculares. Teniendo en cuenta esto, resulta de gran utilidad 1os model os experimentalesin
Vivo, que ademas de responder a esta necesidad, permitan comprender |os procesos bioguimicosy moleculares
asociados con el sistema NADPH oxidasa. Paratales propdsitos se dispone de |os ratones knock-out para
gp91phox p47phox y Rac 2. 3,33-35

Ratones knock-out para gp91phox (gp91phoxK O)

Pollock y colaboradores en 1995 crearon el primer modelo de enfermedad granulomatosa cronicaligada a
cromosoma X (EGC-X) al generar ratones knock-out para gp91phox. Este tipo de ratones ha sido Util para
evaluar el papel gue poseen las ROS en infecciones cronicas, en laregulacion del proceso inflamatorio y como
modelo experimental paralaterapiagénicaenlaEGC-X.3

Cuando los ratones gp91phoxK O son infectados por via aérea con Aspergillus fumigatus, desarrollan necrosis
peribronquia y neumonia alveolar caracterizada por un infiltrado inflamatorio denso con presencia de hifas,
abscesos en higado, rifion y hueso; algunos de estos ratones mueren alas 72 horas después de lainoculacion. A
diferencia de los ratones gp91phoxK O, |os ratones tipo silvestre infectados con este mismo microorganismo
sufren de neumonia peribronquial, que se resuelve 7 dias posinfeccion. El cuadro clinico del ratén gp91phoxKO



mencionado inicialmente es similar a que suelen presentar los humanos con EGC-X, caracterizado por

Con € fin de evaluar laregulacion del proceso inflamatorio en laEGC-X, los ratones gp91phoxK O se
inocularon intraperitonealmente con tioglicolato de sodio. Esta sustanciairritante permite evaluar la quimiotaxis
de neutrdfilos a un determinado sitio sin necesidad de causar unainfeccion con microorganismos. Como
resultado, se evidencid una peritonitis cronicay un infiltrado de neutréfilos de 2 a 3 veces mayor en |os ratones
gp91phoxK O comparado con ratones tipo silvestre alas 18 y 24 horas posinoculacion. Este hallazgo demuestra
gue los mecanismos dependientes del oxigeno, ademas de mediar un papel importante en la destruccion de
microorganismos como A. fumigatus, estan involucrados en la regulacion del proceso inflamatorio ain cuando
el microorganismo ya haya sido eliminado.36

Una caracteristica importante de los ratones gp91phoxK O consiste en que no sufren infecciones espontaneas por
microorganismos propios de su flora normal; algo similar ocurre con los ratones knock-out parala enzima éxido
nitrico-sintasa (NOS2). Estos hallazgos sugieren la existencia de otros mecanismos microbicidas que
compensan ladeficienciade las ROS y |as especies reactivas del nitrégeno (RNS) en la respuesta contra
infecciones por flora normal .37 Para comprobar esta hipétesis, Shiloh y colaboradores crearon un ratén
doblemente deficiente para gp91phox y NOS2. Después de estar en condicion libre de microorganismos
externos, estos ratones desarrollaron infecciones espontaneas por microorganismos de lafloranormal del tracto
digestivo, mientras que |os ratones deficientes para una sola proteina, gp91phox o NOS2, no sufrieron ningun
tipo de infeccidn bajo las mismas condiciones. Esto demuestra que en el modelo murino las ROSy RNS son
esenciales para el control delafloranormal. Sin embrago, existe redundancia entre ambos mecani smos inmunes
en etapas tempranas de la respuesta inmune innata contra estos microorgani smos.37

Deigua manera se evalud la susceptibilidad in vivo de los knock-out doblemente deficientes a cepas virulentas
y no virulentas de Salmonella typhimurium, Listeria monocytogenesy Escherichia coli. Este estudio demostro
gue las ROS y RNS atacaban microorganismos de forma especifica (tabla 2); por gjemplo, las ROS tuvieron
actividad antimicrobicida ante S. typhimurium, mientras que las RNS participaron en laresistencia contra L.
monocytogenes. Adiciona mente se comprob6 que las ROS se consumian més rapido, entre 1y 3 horas,
mientras que las RNS tardaban entre 1 y 3 dias. Con este y otros resultados se ha determinado que p47phox y
gp91phox son esenciales en larespuestaa S. typhimurium, A. fumigatusy S aureus, mientras que laNOS2 es
vital parala proteccion contra microorganismos como Mycobacterium tuberculosis, Leishmania major,

L eismania donovani, que tienen como blanco los fagosomas de | as células fagociticas.37, 38

Tabla 2. Susceptibilidad de ratones gp91phoxKO, NOS2K O y gp91phox/NOS2 KO a S. typhimurium, E. coli y
L. monocytogenes.



Knock-out
Microorganismos gpa 1P NOS2 gpe 1o NOS2

ERTEIEGT Virdlenta Susceptible Suscepiible Altamente suscepfible
Atenuada  ||Susceptible Resistente Altamente susceptible

Lomomacktaogenss [ Wirdlenta Fesistente Susceptihle Medianamente susceptible
Atenuada ||Resistente Resistente Fesistente

E. coli Silvestre Foco resistente Resistente Foco resistente
Laboratario ([Poco resistente Resistente Foco resistente

Ratones knock-out para p47phox (p47phoxK O)

En 1995 Jackson y colaboradores crearon el primer ratdn knock-out deficiente de la proteina p47phox.33 Este
modelo animal de EGC ha posibilitado el estudio del proceso inflamatorio, de la formacién de granulomas en
estaenfermedad y larelacion del sistema NADPH oxidasa con enfermedades como aterosclerosis,
carcinogénesis, dafios por isgquemia-reperfusion y laformacion de cataratas.33

Se ha reportado que |os ratones p47phoxK O desarrollan un infiltrado de leucocitos 2 veces mayor a de los
ratones normales heterocigotos, demostrando una falta de modulacion del proceso inflamatorio durante la
respuesta anti-infecciosa.36

Inicialmente, se pensod gque esta desregulacion se debia a unainfeccion persistente donde €l microorganismo
patégeno sobrevivey continda estimulando la migracion de neutrofilos y macréfagos a sitio de lainfeccién por
la carencia de ROS. 36

Esta hipétesis no era del todo satisfactoria para explicar la desregulacion, ya que los granulomas de algunos
pacientes con EGC eran estériles y que ademas respondian a tratamiento con esteroides sin antibiético, 1o cual
indicaba que la inflamacién persistente causada por el microorganismo no erael principal factor del estimulo
inflamatorio.36 Algunos investigadores postularon que este proceso se debia a una respuesta inmune mediada
por citocinas producidas por linfocitos T disfuncionales. Esta nueva hipotesis se evalu6 usando ratones
p47phoxKO y silvestres, en los cuales se estudi6 la produccion de citocinas Thly Th2 frente ainfecciones con
Mycobacterium aviumy Schistosoma mansoni, respectivamente. Los resultados demostraron que tanto el ratén
silvestre como €l p47phoxK O mostraban un patron de citocinas similar en cada uno de los estimul os. Estos
resultados sugieren que las citocinas producidas por linfocitos T, son normales en individuos con EGC,
descartando la posibilidad antes mencionada. Entonces la explicacién a este fendmeno se fundamento en la
capacidad que poseen las ROS para degradar factores proinflamatorios, de modo que ante la disminucion o
ausenciade ROS, las citocinas y factores quimiotécticos responsables del proceso inflamatorio se acumulan,
provocando la formacién de granulomasy lainflamacién persistente. Dicha teoria es respal dada por ensayos in
vitro en los cual es estos oxidantes pueden inactivar factores proinflamatorios como IL-8, leucotrienos, la
fraccion C5a del complemento y los péptidos N-formilados.

De estaforma, se reafirmo que las ROS, ademés de destruir |os microorgani smos fagocitados, tienen un
importante papel en laregulacién del proceso inflamatorio.36



L os pacientes con EGC presentan una alta susceptibilidad a bacterias y hongos productores de catalasa, a
diferencia de las infecciones por microorganismos catal asa negativos. Usando e modelo knock-out para
p47phox, Chang y colaboradores evaluaron la capacidad de virulencia de |os microorganismos catal asa
negativos frente a los catalasa positivos empleando cepas mutantes de Aspergillus nidulans que carecian de
catalasa A, B o ambas. Con A. nidulans silvestre €l resultado fue unainfeccion fatal con ambas cepas de hongos
en |os ratones knock-out, mientras que |os ratones tipo silvestre resolvieron facilmente lainfeccion por

cual quiera de estos microorganismos. Este experimento demostré que las catalasas de A. nidulans no influyen
en la patogénesis y severidad de las |esiones sobre ratones con EGC, a diferencia de lo que se presenta en
pacientes con EGC, donde aln no esta claro por qué son més frecuentes | as infecciones con microorganisSmos
catalasa positivos.39

Otro aspecto gque se ha evaluado con €l uso de ratones p47phoxK O, es lafuncidn que tienen las ROS en la
infeccion por M. tuberculosis, en los cuales se observd que en etapas tempranas de la infeccion habia un mayor
crecimiento bacteriano comparado con los ratones tipo silvestre; ademas, |os ratones p47phoxK O presentaban
un incremento de neutrofilos en e sitio de inflamacion y la aparicion de granulomas. Estos hallazgos han
corroborado laimportancia de las ROS en las etapas iniciales de una infeccion causada por M. tuberculosis al
menos en |os ratones.40

En el afio 2000, Hsich y colaboradores buscando establecer alguna relacion entre la produccion de ROS por
células endoteliales y las |esiones causadas por aterosclerosis, crearon un raton knock-out doblemente mutado
para apoE (modelo murino de aterosclerosis) y p47phox, en los que se evalud la produccién basal O2- en los
anillos adrticos tanto de los ratones silvestres como los mutados.41 Como resultado, se encontré una baja
produccion de este radical sin diferencia significativa en los niveles de ambos tipos de ratones; de lamisma
forma, a evaluar la patologiay fisiologia vascular, tampoco se encontraron diferencias significativas en €l
tamario de las lesiones adrticas y en los niveles de colesterol. Estos resultados demuestran que existe una
pequefia actividad basal del sistema NADPH oxidasa en € tgjido vascular y que posiblemente las lesiones
causadas por aterosclerosis se deban ala accion de otros mecanismos diferentes a una alta produccion de ROS
en células endoteliales.41

Estudios realizados por Reeves y colaboradores empleando ratones knock-out para p47phox y ensayos fisico-
guimicos, han permitido proponer un papel secundario de las ROS en la eliminacion de |os microorgani smos.
Esta nuevateoria se basa en que el O2- activa sefiales parala entrada de iones K+ alavacuolafagocitica, o que
asu vez permite la generacion de un medio hipertonico y bésico en el fagolisosoma; esta condicion permite la
solubilizacion y activacion de proteinas cationicas y liticas como la catepsina G y la elastasa, que son las
principales mediadoras en la destruccion de 1os microorgani Smos.42

Ratones knock-out para Rac2 (Rac2K O)

Rac2 es una GTPasa necesaria en la activacion del sistema NADPH oxidasa; su importancia en la activacion de
este sistemay su papel en otros procesos fisioldgicos de las células fagociticas ha sido demostrado con €l

empleo de ratones Rac2K 0.6, 34, 35 L os neutrdfilos extraidos de ratones deficientes para esta proteina,
presentaron defectos en la quimiotaxis al ser puestos en contacto con sustancias quimoatrayentes como el formil-
metionil-leucil-fenilalanina (fMLP), IL-8 y leucotrieno B4. Adiciona mente presentaron defectos en la
interaccion con moléculas del endotelio especialmente con la L-selectinay el Glycaml, asi como deficiencias en
la polimerizacion de actinay en la activacion de las proteinas quinasas activadas por mitogenos (MAPK): p42,
p44, ERKY2y p38 en respuesta a quimoatrayentes. 6,35 Estos hallazgos son de gran interés, ya que neutrdéfilos
aislados de pacientes con una mutacién dominante negativa de Rac2 presentan caracteristicas similares.16, 17



Laactividad del sistema NADPH oxidasa en neutréfilos de médula 6sea preactivados con TNF-ay estimulados
con formol-meristato-acetato (PMA), se encontro significativamente disminuida cuando se utilizaron ratones
Rac2K O en comparacion con el control de tipo silvestre bajo las mismas condiciones. Sin embargo, en
neutrofilos Rac2K O de exudado peritoneal estimulados con tioglicolato de sodio la produccion de O2- fue
similar alos controles silvestres. De la misma manera se encontrd gue estos ratones presentaban una
disminucion de lainflamacién, defectos en la quimiotaxis, leucocitosis y neutrofilia, y un incremento en la
mortalidad al ser infectados con A. fumigatus, |o cual demostraba que aunque estos ratones producian ROS, eran
sensibles alainfeccion por A. Fumigatus posiblemente por una disminucion de lamigracion celular a sitio de
infeccion, 1o que conlleva a unareduccion de lainflamacion y a neutrofilia en el torrente sanguineo.35

Li y colaboradores evaluaron la quimiotaxisy la produccion de O2- en neutréfilos provenientes de ratones
Rac2K O-/-, Rac2KO-/+ (heterocigotos), y de ratones silvestres. En neutrofilos obtenidos de ratones Rac2-/- se
observo una baja produccion de anidn superoxido y defectos en la respuesta quimiotécticaa compararse con
ratones tipo silvestre ante diferentes estimulos como el fMLP; asimismo, neutrdéfilos procedentes de ratones
Rac2K O-/+ presentan una actividad intermedia entre |os ratones knock-out para Rac 2 y ratones tipo silvestre.
34 Estos resultados demuestran laimportancia de Rac2 y lafalta de redundancia con otras moléculas en
funciones tales como la movilidad celular y la quimiotaxis; asimismo se comprobo que Rac2 |leva a cabo estas
funciones de una forma “ dependiente de dosis-génica’. 34

También Kimy colaborares investigaron en queé vias de activacion, y ante qué clase de estimulos era esencial la
presencia de Rac2. Al evaluar las principales vias parala activacion del sistema NADPH oxidasa en ratones
Rac2K O, se evidenciaron deficiencias en 3 de ellas. la del receptor Fc?, la de |os receptores de sustancias
guimoatrayentes y lavia de la proteina quinasa C (PKC) inducida por PMA (tabla 3). Estos resultados reflgjan
laimportancia de Rac2 en la activacion de estas vias. Por su parte, lavia de del receptor del complemento 3
(CR3), no resulto6 alterada, o cual indica que hay otros mecanismos que compensan la ausencia de Rac2, o que
Rac2 no es esencial para el funcionamiento de esta via de activacion. En latabla 3 se puede observar que ante el
estimulo con PMA en neutrdfilos de ratones Rac2K O, habia una gran disminucion en la produccion de O2-.
Esto significa que Rac2 esta relacionada con lafosforilacion de quinasas corriente abgjo de laPKC, necesarias
parala activacion del sistema NADPH oxidasa.6

Tabla 3. Importancia de Rac 2 en diferentes vias de activacion
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L os diversos hallazgos en los ratones knock-out para Rac 2 han ayudado a comprender su papel en lafisiologia
de las células fagociticas. Ahora se sabe que Rac2 es una molécula necesaria para la produccion de anion
superéxido solo en determinadas vias, especialmente en respuesta a receptor Fc?. 6 Sin embargo, en situaciones
en las que no se dteralaactividad del sistema NADPH oxidasa o esta es |levada a cabo parcialmente, se cree
gue existen otras moléculas que compensen la funcion de Rac2, por eiemplo Racl, lacua es una proteina que se
expresa en todas la células y posee una homologia en la secuencia de aminoacidos con Rac2 del 92 %. 6,34,35

Terapia génica en ratones knock-out

L os ratones knock-out para p47phox, gp91phox y Rac2, ademas de ser model os para entender la fisiopatologia
delaEGCy 6 funcionamiento bésico del sistema NADPH oxidasa, han sido importantes en € desarrollo de
terapias parala EGC. Unade ellas es laterapia génica, la cual consiste en el remplazo del material genético
alterado en las células de | os pacientes con esta enfermedad. En estudios en los cuales se han empleado ratones
knock-out deficientes de gp91phox como modelos de terapia génica, se ha obtenido una correccion parcial dela
actividad oxidasa entre €l 50 % - 80 % de los neutréfilos de torrente sanguineo, con una duracion hasta de 18
meses. 43,44 En €l caso de ratones p47phoxK O, se ha observado que entre el 8,4y 17,3 % de los neutréfilos de
torrente sanguineo, presentan actividad oxidasa, que perdura hasta un mes después de la transferencia génica;
después de 3 meses el porcentaje se reduce entre el 2,6 y e 10 %.45 Al realizar pruebas funcionales en estos
ratones se observo que 2 de cada 9 ratones manipul ados con terapia génica para p47phox resolvian una
infeccion con B. cepacia, 45 mientras que en |os ratones con terapia génica para gp91phox se evitaba el
desarrollo de neumonia por A. fumigatus. 43

L os ensayos clinicos de terapia génica de fase | en humanos no han sido exitosos, ya que los pacientes X-EGC
solo presentan del 0,004 a 0,05 % de neutrdfilos circulantes con actividad oxidasa.46 Algo similar sucedio con
la terapia génica para p47phox, en la cual los pacientes deficientes de esta proteina presentaron del 0,06 a 0,2 %
de neutrdfilos circulantes con actividad oxidasa.46 Estos resultados preliminares indican que alin son necesarios



mas estudios en esta &rea, y que tal vez con el mejoramiento de | as técnicas de transferencia génica sera posible
lograr un tratamiento adecuado paralos pacientes con EGC. L os ratones knock-out han sido Utiles para eval uar
diversos aspectos relacionados con |a terapia génica, tales como efectos adversos, consecuencias de |os métodos
de reimplante de células progenitoras, efectos de la expresion congtitutiva de transgenes en diferentes tgjidos, €l
efecto fisioldgico del transgen y su grado de expresion.47 Sin embargo, estos resultados no son totalmente
aplicables en humanos, ya que existen multiples diferencias entre |os modelos murinosy el humano en lo
referente a células fagociticas. Por ggemplo, en e humano hay un mayor porcentaje de neutréfilos en el torrente
sanguineo que en el raton, igualmente las vias de sefiaizacion por receptores tipo Toll y la produccion de 6xido
nitrico por macréfagos es diferente entre los ratones y 1os humanos. Como estas, existen otras diferencias en la
inmunidad innata y adquirida que demuestran laimportancia de mangjar estas discrepancias ala horade
interpretar y aplicar los resultados preliminares de la terapia génica obtenida en ratones.43

En resumen, se puede concluir que los ratones knock-out para p47phox, gp91lphox y Rac2 han resultado ser
modelos animales de gran utilidad en la comprension de lafisiologia de las células fagociticas, del sistema
NADPH oxidasay de |os mecanismos patogénicos de la EGC. |gual mente, estos model os animales han
permitido avances significativos en la busqueda de un tratamiento definitivo para esta entidad basado en terapia
genica.

En e futuro se espera que esta clase de model os animal es proporcionen avances importantes en campos
diferentes. El primero es el entendimiento de algunos eventos involucrados en la terapia génica, luego estala
evaluacion de nuevos paradigmas en cuanto a papel de las ROS en la defensa del hospedero contra
microorganismos, y por ultimo, la descripcion de las vias de sefializacion, en las que estan incluidas las
proteinas del sistema NADPH oxidasay las Rac-GTPasas.

Summary

Importance of the knock out mice in the study of the nadph oxidase system

The superoxide anion produced by the NADPH oxidase system of the phagocytic cellsis part of the reactive
oxygen species involved in the defense against pathogenic microorganisms. Itsimportance is evidenced in the
chronic granulomatous disease (CGD), a primary immunodeficiency caused by mutations in the genes that code
the proteins of the NADPH oxidase system. The knock-out mice for some of the proteins of the NADPH
oxidase system have allowed to understand the function of the ROS in the destruction of pathogenic
microorganisms, the regulation of the inflammatory process, and the physiology of the NADPH oxidase system,
It is expected that this class of animal models makes possible to attain advances in the understanding of the
eventsincluded in the genic therapy for the CGD, of the paradigms about the role of the ROS in the defense of
the host, and in the description of the signaling pathways involved in the activation of this system.

Key words. NADPH oxidase system, chronic granulomatous disease, knock-out mice, genic therapy, reactive
oxygen species (ROS).
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