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RESUMEN

La actividad de la NADPH-oxidasa fagocitica constituye una de las fuentes endégenas mas
importantes de especies reactivas del oxigeno en el organismo. Este sistema enzimatico
estd constituido por varias proteinas: flavocitocromo b, Rap1 A, p47-phox, p67-phox, p40-phox y
Rac2, las cuales se encuentran distribuidas en diferentes compartimentos celulares cuando
el leucocito estd en reposo. Durante la activacion leucocitaria, los diferentes componentes
son translocados hacia la membrana plasmatica donde experimentan un proceso de ensam-
blaje que conforma el sistema enzimadtico activo. Se analizaron las caracteristicas de los
diferentes componentes del sistema enzimatico, las etapas e interacciones que permiten el
ensamblaje y el mecanismo de accién enzimdtico. La profundizacion en estos aspectos
ayudard a comprender las alteraciones que se producen en las enfermedades causadas por
déficit o exceso de funcionamiento del sistema.

Descriptores DeCS: ESPECIES DE OXIGENO REACTIVO; NADPH OXIDASA;
NEUTROFILOS; PEPTIDO HIDROLASAS; MECANISMOS DE DEFENSA.

Los leucocitos polimorfonucleares
(PMN) humanos, son movilizados a los si-
tios de inflamacién donde destruyen a los
agentes invasores a través de la liberacion
de especies reactivas del oxigeno (ERO) y
enzimas proteoliticas.! Un defecto en la
funcién de estas células constituye una gra-
ve amenaza para la vida. Tal es el caso de
la enfermedad granulomatosa crénica, en
la que los PMN no pueden producir ERO y

las personas afectadas padecen infecciones
graves.? Sin embargo, las ERO liberadas
por los PMN pueden también provocar
dafio a los tejidos vecinos como se ha des-
crito en varias enfermedades.

Los PMN adquieren la capacidad de
producir ERO cuando experimentan la ac-
tivacion, caracterizada por un aumento del
consumo de oxigeno (O,) no asociado al
transporte electronico mitocondrial, proceso



denominado “estallido respiratorio”, por
la accién del sistema NADPH-oxidasa cuya
afectacion produce la EGC.

La NADPH-oxidasa cataliza la trans-
ferencia de un electrén desde el NADPH
hacia el O, con la formacion de radical
superéxido (0,7)." El1 O, es rdpidamente
convertido en per6xido de hidrégeno, ra-
dical hidroxilo y 4cido hipocloroso. Estos,
junto a los derivados reactivos del nitroge-
no y al contenido de los granulos constitu-
yen el mecanismo fundamental de defensa
de los PMN.!?

La NADPH-oxidasa est4 formada por
varias proteinas que se encuentran distri-
buidas entre el citoplasma y la membrana
plasmética cuando la célula esta inactiva.
En su mayoria, los componentes tienen
que ser translocados desde el citosol a la
membrana plasmatica donde ocurre el en-
samblaje del complejo funcional.'

|. COMPONENTES DEL SISTEMA NADPH-OXIDASA

1. Flavocitocromo b (flavocitocromo
b558): Es un heterodimero que se localiza
en la membrana de los granulos especifi-
cos (= 90 %) y la membrana plasmatica
(= 10 %) cuando el PMN estd en reposo.
Después de 1a activacion, el flavocitocromo b
es transferido desde la membrana de los gra-
nulos especificos hacia la membrana
plasmatica o la de los fagosomas.! Esta
compuesto por 2 subunidades diferentes:
una glicoproteina de 91 kDa (gp91-phox)
y otra proteina no glicosilada de 22 kDa
(p22-phox). Es una flavoproteina que con-
tiene 2 grupos hemo.? Se cree que la
subunidad gp9l-phox posee los sitios de
unién para el FAD y el NADPH.* El fla-
vocitocromo b se considera el componente
central de la NADPH-oxidasa, pues con-
tiene todos los elementos que le permiten
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transportar los electrones! desde el NADPH
hasta el O,.

2. RaplA: Es una proteina de la
superfamilia Ras de proteinas de unién al
GTP. Se asocia estrechamente con el
flavocitocromo b en la activacién. Puede
activar a la proteina quinasa C y participar
asi en la regulacion del complejo.!

3. p47-phox: Se localiza en el citosol
en forma libre y en un complejo de 240 kDa
con otros 2 componentes: p67-phox y
p40-phox. Parece ser el primer componen-
te citosdlico que interactiia con el flavocito-
cromo b durante el ensamblaje. Posee una
regién catiénica con multiples sitios de
fosforilacién de serin/treonin quinasa lo que
se ha relacionado con su funcién
reguladora. La fosforilacién puede alterar
la conformacién o neutralizar la region
catiénica de la proteina, y facilitar el en-
samblaje.’ La desfosforilacién inactiva al
complejo.!

4. p67-phox: Sélo se encuentra en el
citosol unido al complejo de 240 kDa cuan-
do el leucocito estd en reposo. Comparte
la unién al NADPH con gp91-phox.!

5. p40-phox: Es el tercer componente
del complejo citosélico.! Se ha reportado
de forma reiterada que puede regular ne-
gativamente la actividad del complejo® y
se ha demostrado que en la activacion su-
fre varias fosforilaciones que pudieran ex-
plicar dicha acci6n.”

6. Rac2: Es una proteina de unién al
GTP que se encuentra en el citosol durante
el reposo, unida a un factor de intercambio
de nucledtidos de guanina (Rho-GDI). Con
la activacién intercambia GDP por GTP, se
disocia del factor y es translocada a la
membrana plasmatica simultanea e indepen-
dientemente del complejo de 240kDa.! Es esen-
cial para la activacion del sistema y se cree
que estd conectada a las vias de sefializa-
cion tempranas. Desempefia ademas un
importante papel en la quimiotaxis.?



[I. ENSAMBLAJE DEL SISTEMA NADPH-OXIDASA

Tanto en el reposo como durante el
ensamblaje se establecen interacciones en-
tre diferentes componentes del sistema
(fig.). En esto desempefian un importante
papel las interacciones por dominios SH3.
Estas son regiones homologas a las regio-
nes no cataliticas de la familia Src de
tirosin-quinasas, que tienen afinidad por los
residuos de prolina. Como en varios com-
ponentes del sistema existen tantos domi-
nios SH3 como regiones ricas en prolina,
esto facilita las interacciones entre las pro-
teinas del complejo citosolico en el reposo
y entre estas y el flavocitocromo b en la
activacion. En p47-phox existe la posibili-
dad de establecer este tipo de interacciones
de forma intracatenaria en el reposo, lo que
provoca el secuestro de la region cationica
de esta proteina. En la activacidn esta
interaccion se rompe y permite su unién a
las regiones ricas en prolina de p22-phox
en la membrana.' Como las interacciones
SH3 son poco especificas, se cree que su
funcidn sea alinear a las proteinas para el
establecimiento de interacciones no SH3 de
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mayor especificidad. Estas ultimas han sido
identificadas tanto entre los componentes
citos6licos como entre estos y el
flavocitocromo b. Entre ellas se destacan 3 po-
sibles interacciones entre gp9l- y p47-phox. Se
supone que uno de estos sitios en gp91-phox
interactiia con la region catidnica de p47-phox
cuando esta se encuentra altamente
fosforilada.!

Basados en las diferentes interacciones
identificadas entre los componentes del sis-
tema multienziméatico, DeLeo y Quinn' han
elaborado un modelo que explica la forma
y la secuencia en que se produce el en-
samblaje. Este modelo, unido a los resul-
tados de investigaciones recientes, plantea
de forma resumida:

1. En el reposo, el complejo citosolico se
mantiene estabilizado a través de dife-
rentes interacciones incluidas las SH3.
La region catiénica de p47-phox esta se-
cuestrada, lo que impide su interac-cion
con p22-phox en la membrana.

2. Enlaactivacion, p47-phox es fosforilada
y pierde la unién intracatenaria por do-
minio SH3. Esto expone los dominios

Gp9l —phox® ®| P22-phox | membrana plasmatica

citosol

C-t | P47-phox
C-t | P67-phox

SHB-1

Interaccion SHB en el reposo
Interaccion SHB en la activacion
Interaccion no SHB en el reposo
Interaccion no SHB en la activacion

YVYVYY

C-t | P10-phox

Fig. Interacciones proteina-proteina
entre los componentes del sistema
NADPH-oxidasa cuando el leucaci-
to estd en reposo y en la activacion.
Modificado de: J Leukocyte Biol
1996;60:677-91.
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SH3 y la region catidnica, lo que faci-
lita su interaccién con p67-phox inicial-
mente. Después el complejo es
translocado a la membrana y alineado a
través de la interaccién SH3 entre p47-
phox y las regiones ricas en prolina de
p22-phox.’ En este momento la regién
catiénica de p47-phox se libera de su
union a p67-phox y establece un enlace
de alta afinidad con el flavocitocromo b,
lo que puede deberse a una mayor
fosforilacion de p47-phox o la accién de
Rac.!

IIl. MECANISMO DE ACCION

La NADPH-oxidasa cataliza la reac-
cion:

20,+NADPH - 2 0O,"+NADP*+H*

SUMMARY

Durante la transferencia de electrones,
estos pasan desde el NADPH hacia el FAD,
de este a los grupos hemo y de estos alO,."
La liberacién de protones H* hacia el lado
citosélico produce una rapida despolariza-
cién de la membrana y una acidificacion
del medio intracelular. Estos cambios son
compensados por la existencia de un canal
de protones en la propia estructura del siste-
ma enzimatico que permite el escape de es-
tos hacia el lado extracelular. La proteina
que funciona como canal es gp9l. Se sugiere
que el mecanismo de flujo de protones a
través de gp91-phox puede involucrar un ci-
clo de protonacion/despro-tonacion de la His-
115 en la medida en que esta es expuesta
alternativamente hacia el lado interior y ex-
terior de la membrana.’

La profundizacién en los mecanismos
cataliticos y de ensamblaje de este sistema
enzimatico, ayudara a comprender las en-
fermedades causadas por déficit o exceso
en su funcionamiento.

The activity of the phagocyte NADPH-oxidase is one of the most important endogenous sources of reactive
oxygen species in the body. This enzymatic system is made up of several proteins such as flavocytochrome b, Rap1
A, p47-phox, p40-phox and Rac2 which are distributed into different cell compartments when the leukocyte is at
rest. During leukocyte activation, the various components are translocated to the plasmic membrane where they
undergo a process of assembly to build an active enzymatic system. The characteristics of the various components
of this system, the phases and interactions leading to the assembly and the enzymatic mechanism of action were
analyzed Deepening into these aspects will help us to understand the disorders in diseases caused by an under-
functioning or over functioning of the system.

Subject headings: REACTIVE OXYGEN SPECIES; NADPH OXIDASE; NEUTROPHILS; PEPTIDE
HYDROLASES; DEFENSE MECHANISMS.
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