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Resumen

Varios estudios destacan las especies reactivas de oxigeno
y nitrégeno (ERON) como importantes contribuyentes en la
patogénesis de numerosas enfermedades cardiovasculares,
incluyendo hipertensién, aterosclerosis y falla cardiaca. Tales
especies son moléculas altamente bioactivas y con vida corta
derivadas, principalmente, de la reduccién del oxigeno
molecular. El complejo enzimatico de la NADPH oxidasa es
la mayor fuente de esas especies reactivas en la vasculatura.
En condiciones fisiolégicas, la formacién y eliminacién de
esas sustancias aparecen balanceadas en la pared vascular.
Durante el desbalance redox, sin embargo, hay un aumento
en la actividad de la NADPH oxidasa y predominio de
agentes prooxidantes, superando la capacidad de defensa
organica antioxidante. Ademds de ello, tal hiperactividad
enzimdtica reduce la biodisponibilidad del 6xido nitrico,
crucial para la vasodilatacion y el mantenimiento de la
funcién vascular normal. A pesar de que la NADPH oxidasa
se relaciona directamente con la disfuncién endotelial, fue
primeramente descrita por su expresion en fagocitos, en
los que su actividad enzimatica determina la eficacia de
los mecanismos de defensa organica contra patégenos.
Las diferencias sutiles entre las unidades estructurales de
las NADPH oxidasas, dependiendo del tipo celular que
las expresa, pueden tener implicaciones terapéuticas,
permitiendo la inhibicién selectiva del desequilibrio redox
inducido por la NADPH oxidasa, sin comprometer, con
todo, su participacién en las vias fisiolégicas de sefializacion
celular que garantizan la proteccién contra microorganismos.

Introduccion

Varios estudios demuestran que las especies reactivas de
oxigeno y nitrégeno (ERON) contribuyen efectivamente para
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la patogénesis de agravamientos cardiovasculares, como
hipertensién, aterosclerosis, hipertrofia y falla cardfaca, y
reestenosis, ademds de lesiones derivadas de isquemia y
reperfusion. Mdltiples sistemas enziméticos producen ERON
y sus derivados en la vasculatura, incluyendo ciclooxigenasa,
lipoxigenasa, citocromo P450, xantina oxidasa (XO),
mieloperoxidasa (MPO), éxido nitrico sintasa (NOS) y NADPH
oxidasa - esta Gltima una de las mas importantes fuentes
de estas sustancias, tanto en las células endoteliales como
musculares lisas'?2.

Desde las observaciones de Baehner et al** hace cerca de
40 anos - que permitieron el descubrimiento de la NADPH
oxidasa* - varios fueron los estudios desarrollados para
comprender la relacion entre el referido complejo enzimatico
y el desbalance redox (estrés oxidativo). El aumento de
la produccién de anién superéxido ("O,) y otras ERON
esta implicado en la aterosclerosis, hipertension arterial,
proliferacién celular e hipertrofia. No obstante, el papel de la
NADPH oxidasa en tales procesos continGa incierto debido,
principalmente, a la presencia de miltiples isoformas de Nox
(subunidades constituyentes de la NADPH oxidasa) y sus
ligantes, asi como a la falta de inhibidores especificos?>*. El
complejo enzimatico acttia como donante de electrones para
la reduccién del O, a *O,, seglin la reaccién 20, + NAD(P)

2

H & 20, + NAD(P) + H*1016222527,

"0, produccion por la NADPH oxidasa y su
relacion con el NO

Los experimentos pioneros de Furchgott y Zawadzki*®
primero demostraron la existencia de un factor relajante
derivado de endotelio que fue posteriormente identificado
como "NO?%, producido a partir de la L-arginina por la accién
de la 6xido nitrico sintasa endotelial (eNOS)***?en la presencia
de cofactores, principalmente la tetrahidrobiopterina (H,B;
Figura 1). El "NO se difunde hacia las células musculares
lisas vasculares y activa la guanilato ciclasa, promoviendo
la vasodilatacién mediada por el CMP ciclico®-3. En
condiciones normales, el *NO desempena un papel clave
en el mantenimiento de la pared vascular en estado de
quietud por inhibicién de la inflamacion, proliferacion celular
y trombosis, reduciendo el tono vascular, la activacion de
plaquetas y leucocitos, la proliferacién de células musculares
lisas, la deposicién de matriz extracelular y la muerte de
células endoteliales*-=¢. El "NO es también un radical
libre y, cuando se produce conjuntamente con el *O,,
reacciona extremadamente répido para formar una especie
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proinflamatoria altamente reactiva. El anion peroxinitrito
(*ONOO;; vasodilatador menos potente que el *NO). Asi, la
mayor parte de la citoxidasa atribuida al "NO se deriva del
*ONOO™?. Este Gltimo es un importante mediador de la
peroxidacién de lipidos, incluyendo la oxidacién de la LDL,
evento crucial para la aterogénesis®.

Fisiolégicamente, cierta cantidad de *O, intracelular se
requiere para la senalizacién normal desempefada por el
*NO. No obstante, patolégicamente, el aumento extracelular
de la primera especie disminuye la biodisponibilidad del
NO, reduciendo su difusién para el misculo liso vascular®®3°.
En determinadas circunstancias, la produccién crénica de
ERON (aumento de la actividad de la NADPH oxidasa, por
ejemplo) excede la capacidad de los antioxidantes celulares
enzimaticos (como la glutatién peroxidasa-1 - principal
enzima antioxidante en el citosol y en las mitocondrias®>¢ - y
las forma superéxido dismutasa enlazadas a la membrana,
responsables por dismutar el anién superéxido en H,0,) y no
enzimaticos, contribuyendo para la enfermedad vascular por
induccién de la activacién endotelial sostenida®#°. Grandes
cantidades de "O, formadas formadas captan la mayor parte
o todo el *NO, promoviendo la formacién de *ONOO-*4'.
El O, generado puede ademas ser transformado en radical
hidroxilo, que se difunde hacia el musculo liso vascular e
induce la produccién de endoperéxidos vasoconstrictores,
como la prostaglandina H, y prostanoides*', derivados de la
peroxidacién del dcido araquidénico catalizada por radicales
libres, considerados marcadores del aumento sistémico del
desbalance redox in vivo*. El exceso de produccién de *O,,
con la consiguiente disminucién de la biodisponibilidad
del *NO, puede ser promovido ademas por metales de
transicién, tales como hierro, cobre, mercurio y plomo.
Algunos de estos contaminantes ambientales importantes
son capaces de aumentar la produccién de radicales libres
mediante la activacion del complejo enzimdtico NADPH

oxidasa***, siendo este mecanismo una causa probable para
la hipertension inducida por las referidas especies quimicas.

Estudios de Wiggers et al*> demostraron, en ratones, que
la exposicién a bajas concentraciones de mercurio induce
disfuncién endotelial tanto en vasos de conduccién como de
resistencia. Los autores sugieren que este evento se deriva,
probablemente, de la reduccién de la biodisponibilidad del
*NO debido al aumento en la produccién vascular de *O,.
De esta forma, es posible que el tratamiento con el mercurio
afecte la expresién proteica o, mas especificamente, la
actividad de la NADPH oxidasa.

Tal desequilibrio se relaciona a las ERON por el hecho de
ser el O, fundamental para la respiracién celular, habiendo
diversos sistemas enzimdticos que utilizan este sustrato
como un aceptor de electrones'?°. La familia de estas
especies incluye moléculas altamente bioactivas con vida
corta derivadas, principalmente, de la reduccién del O,.
Fisiol6gicamente, la formacion y la eliminacion de las ERON
son balanceadas en la pared vascular®, cuyo papel clave
es desempenado por el endotelio en el mantenimiento del
tono vascular y en la presién sanguinea por la liberacién de
sustancias vasoactivas, como el *"NO¥. El aumento de ERON
debido al desbalance redox fue constatado en aorta, carétida,
mesentérica y coronarias de ratas y ratones viejos, sugiriendo
que este desequilibrio esta asociado al envejecimiento,
con el aumento de la actividad de la NADPH oxidasa*.
Evidencias experimentales indican que el dafio oxidativo
inducido por especies reactivas se deriva del aumento de la
produccién de *O,"y su metabolismo y/o de la reduccién de
la biodisponibilidad de *NO*#. Con todo, a pesar de que
el exceso de ERON es téxico, concentraciones fisiolégicas
de estas especies pueden funcionar como senal mediadora
de diversas respuestas, incluyendo migracién celular y
crecimiento??*%°, ya que, en condiciones normales y en la
mayorfa de las arterias, la produccion de *NO predomina,
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Fig. 1 - Mecanismos de activacion de la NADPH oxidasa y su relacién con el metabolismo del ‘NO.
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de modo que este radical retira pequefias cantidades de "O,°
formado**5153, asegurando el mantenimiento del equilibrio
en el estado oxidativo organico.

La inhibicion no selectiva de la NADPH
oxidasa compromete la senalizacion celular
fisiologica

La NADPH oxidasa mejor caracterizada es la fagocitica,
presente en macréfagos y neutréfilos, siendo un complejo
proteico multimérico con componentes en la membrana
celular y en el citoplasma. El componente asociado a la
membrana es el citocromo b558-oxidasa, formado por una
subunidad mayor, la gp91phox (el término “phox” deriva de
“phagocytic oxidase”)’, y una menor, p22phox. Ademas de
ellas, la enzima comprende tres subunidades citoplasmaticas
(p47phox, p67phox y p40phox) y una pequeia proteina
G reguladora (Rac2). La activacion de la NADPH oxidasa
se inicia por la fosforilacién (en serina) de la subunidad
citoplasmatica p47phox, desencadenando su migracién
hacia la membrana, donde conjuntamente con la Rac se
asocia al citocromo b558, iniciando la actividad catalitica
de la enzima'*7:37:53-58 (Figura 2).

La NADPH oxidasa expresada en las células vasculares
difiere de aquella encontrada en fagocitos, tanto por
su estructura bioquimica como por sus funciones®. Fue
encontrada inicialmente en neutréfilos, que se sabe son
esenciales en la defensa contra microorganismos eliminados
por la combinacién de diversos mecanismos que incluyen la
generacion de O, producido por las subunidades endoteliales

p40phox, p47phox y gp91phox de la NADPH oxidasa*.
Curiosamente, los agrupamientos cataliticos gp91phox,
p22phox, p47phox y p67phox también fueron encontrados
en fibroblastos de la adventicia”'22,

La identificaciéon de subunidades homoélogas a la
gp91phox resultd en la formacion de la familia Nox (de
“Nonphagocytic NADPH Oxidase”), constituida actualmente
por siete miembros (Nox1, Nox2 [formalmente conocida
como gp91phox], Nox3, Nox4, Nox5, Duox1 y Duox2
[Dual oxidase])'****”. Los principales componentes del
complejo enzimdtico NADPH oxidasa, Nox1 y Nox4, son
altamente expresados en las células vasculares y aumentados
durante el proceso de remodelado vascular, como en la
hipertension y la aterosclerosis’. Estas diferencias sutiles en
la expresion estructural ofrecen la oportunidad de desarrollo
de inhibidores especificos de la NADPH oxidasa vascular que
no comprometan la sefializacién fisioldgica y las funciones
fagociticas mediadas por ERON®.

Varias caracteristicas de las NADPH oxidasas son
notables. Primero, la enzima vascular produce "O, en
niveles bajos por largos periodos de tiempo, la mayor
parte intracelularmente, donde desempefa un papel en
la senalizacion celular’>14164650.59 (Figura 3). Segundo, la
gp91phox es generalmente sustituida por Nox1 o Nox4
homélogas, particularmente en el muisculo liso. Tercero,
mientras la Nox homéloga y la subunidad p22phox ligada a la
membrana son esenciales para mantener una unidad estable
que soporte la transferencia electronica para la generacién de
‘O, permanece todavia oscuro el papel de los componentes
citosélicos en la NADPH oxidasa, cuyo dltimo aspecto
muestra implicaciones en la activacién y especificidad de los

gp91phox

p67ehox

NADP*

™~

Medio extracelular

Medio intracelular

NADPH

Fig. 2 - Estructura de la NADPH oxidasa fagocitica. La gp91phox es el ligante de la NADPH con funcién transportadora de electrones en la NADPH oxidasa activa. La
produccion de O, extracelular ocurre por la reduccién de un electron del O, mediante gp91phox, usando B-nicotinamida adenina dinucledtido fosfato reducida (NADPH).

Adaptado de Dusting et al, 2005.
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inhibidores de la referida enzima'>'*%4_Ademas de ello, la
expresion de las subunidades parece variar ademds en células
musculares lisas de diferentes vasos. Células musculares lisas
derivadas de arteria de resistencia humana (HVSMC) parecen
expresar una subunidad gp91phox similar a la neutrofilica®.
El homdlogo de la gp91phox, Nox1, se expresa en células
musculares lisas de ratas (RVSMC) y ratones®' y células
musculares lisas de aorta humana (ASMC), no apareciendo
en arterias de resistencia de humanos®. La Nox1 posee un
56% de homologia con la gp91phox humana y, en conjunto
con la p22phox, es el probable componente funcional del
citocromo b558 en ASMCs y RVSMC®2. Nox4, otro homoélogo
de la gp91phox, se expresa en RVSMC, ASMC y HVSMC.
Células endoteliales expresan principalmente las subunidades
Nox2 y Nox4. La expresiéon de Nox1 es menos prominente
en el endotelio y puede ser aumentada durante el proceso
de adhesion leucocitaria y esfuerzo cortante. Nox2 y Nox4
parecen ser las subunidades funcionales mas importantes en
células endoteliales, contribuyendo de manera similar en la
produccién de especies reactivas®.

También hay evidencias de que la NADPH oxidasa
se encuentra en el nicleo celular, involucrandose en la
expresion génica. Varios grupos identificaron subunidades
de NADPH oxidasa en membranas internas. No obstante,
las consecuencias de la activacion de la NADPH oxidasa en
regiones perinucleares todavia no estan claras®.

Activacion enzimatica: papel central de las
subunidades p47phox y gp91phox

El evento inicial mds relevante para la activacion de la
NADPH oxidasa involucra la fosforilacién de la p47phox y
su consiguiente interaccién con la gp91phox™'®. La unién
entre dominios homdlogos de dos estructuras Src autoinhiben

la unién con la p22phox. Tal interaccién autoinhibidora se
pierde en la fosforilacion, permitiendo el vinculo entre las
subunidades p47phox y p22phox', ocurriendo la activacién
de la NADPH oxidasa. Corroborando, la delecién génica de
la subunidad gp91phox ofrece proteccién con el accidente
vascular cerebral isquémico en ratones, por evitar la disfuncién
de la barrera hematoencefalica®.

Las NADPH oxidasas son activadas y reguladas por diversos
factores, como fuerzas mecanicas, hormonas y citocinas, entre
los cuales se destacan la trombina, el Factor de Crecimiento
Derivado de Plaquetas (PDGF), el Factor de Necrosis Tumoral
o (TNF-a), a lactosilceramida, la Interleucina-1 y la LDL
oxidada (Figura 1). Esta dltima aumenta la produccién de
ERON vy la expresién de Nox4 en el endotelio humano'~.
Macréfagos cultivados acumulan grandes cantidades de
colesterol cuando se exponen a la LDL modificada (receptores
para LDL son abundantes en estas células, indicando que tales
estructuras estarfan involucradas en la formacion de células
espumosas aterosclerdticas)®®°.

En células musculares lisas vasculares, la angiotensina
[l (Ang 1) es un potente estimulador de la actividad de
la NADPH oxidasa. Este péptido angiotensinérgico es un
conocido factor en la patogénesis de la mayoria de los
desérdenes cardiovasculares, pudiendo inducir la formacién
de "O,, en parte por las NADPH oxidasas vasculares®. La
activacién mediada por la Ang Il fue demostrada inicialmente
por Griendling et al®®, destacando la importancia de las
concentraciones de Ang Il en el aumento de la actividad de la
NADPH oxidasa en las células musculares lisas vasculares''>.
A pesar de que la sefializacién por la cual la Ang Il estimula la
NADPH oxidasa no ha sido elucidada por completo, las vias
de la PLD, de la PKC, de la PLA2, PI3Ky tiol oxidorreductasas
parecen estar involucradas®-®. En el masculo liso vascular,
la tirosina quinasa Src regula la actividad de la NADPH

NADPH
oxidasa
fagocitaria

gp9rhex k

NADPH oxidasa vascular

Bloqueo de la
translocacién
de las
subunidades
citosélicas

Mly"
H,0,
Apocinina

Fig. 3 - Mecanismo de inhibicién de la NADPH oxidasa por la apocinina. La inhibicion sélo es efectiva en la presencia de los dimeros de apocinina, condicién posible
cuando se agrega mieloperoxidasa (MPO) en células vasculares desprovistas de esta enzima. Adaptado de Touyz, 2008.
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oxidasa estimulada por la Ang II, induciendo la fosforilacién
y translocacion de la subunidad p47phox'. Ademas de ello,
la Src es esencial para los efectos de la Ang Il en la sintesis de
las subunidades de la NADPH, estimulando el aumento en la
expresion de la gp91phox, p22phox, p47phox y p67phox®.
Sumandose a ello, la fosforilacién de la Src antecede la
activacién de las cascadas ERK1/2 y JNK en el mdsculo
liso vascular, llevando a la migracién, crecimiento celular,
apoptosis y deposicién de colageno”, activando complejos de
adhesion focal, con importante participacion en la respuesta
inflamatoria vascular’'. Esas vias proliferativas e inflamatorias
retroalimentan positivamente la activaciéon de la NADPH
oxidasa en la vasculatura. En el masculo liso vascular, la
transactivacion del receptor EGF parece estar involucrada,
llevando a la activacién de la PI3 quinasa y de la proteina RacG
pequefia minutos después de la activacién del receptor AT1
de angiotensina®'" 141620467273 | 3 Ang Il actda aumentando
la expresion de las subunidades de la NADPH oxidasa en
horas o dias®'"'*'>4_En modelos animales propuestos por
Rajagopalan et al", la produccién de *O, vascular, la actividad
de la NADPH oxidasa y los niveles de expresién de p22phox,
gp91phox, p67phox y Nox1 estaban aumentados (para la
NADPH oxidasa, hubo aumento del 100%).

En la activacién por la Ang Il, el H,O,, generado a partir
del *O, producido por la NADPH oxidasa, es esencial para

la hipertrofia de las células musculares lisas vasculares*,
actuando también como un vasoconstrictor (Figura 4). Sin
embargo, en ciertos lechos vasculares, tanto en humanos
como en ratones, el H,0, endégeno, a bajas concentraciones,
actGia como un factor relajante dependiente de endotelio,
promoviendo hiperpolarizacién y vasodilatacién periféricas,
coronaria y en arterias cerebrales’”>. En cultivo de células
musculares lisas, la Ang Il indujo hipertrofia, mediada por
el H,0, por medio de la activacién de la expresion de
protooncogenes, MAP quinasas y Akt/PKB**. En ratones
con deficiencia en el gen que expresa la gp91phox, la Ang
Il falla la induccién de la hipertrofia cardiaca'’. Ademas de
ello, evidencias experimentales indican que el "NO es un
factor quimioatractivo para la angiogénesis y la inhibicion
de su produccién bloquea la neoformacién vascular®.
Adicionalmente la Ang Il también promueve mecanismos
involucrados en la respuesta inflamatoria, pudiendo estimular
simultdneamente la produccién de *NO e *O, por las células
endoteliales, situacion favorable a la formacion de *ONOO-
1134676 - Curiosamente, la activacion de la NADPH oxidasa
por la Ang Il es atenuada por la Ang-(1-7)", un componente
biolégicamente activo del sistema renina-angiotensina'’*77.
La Ang-(1-7) parece inhibir la fosforilacién de la Src inducida
por la Ang 1I'2, promoviendo vasodilataciéon dependiente de
endotelio por induccién de la liberacién de *NO*. En cuanto
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Fig. 4 - La activacioén de la NADPH oxidasa por la Ang Il promueve aumento de la inflamacién y de la infiltracién de macréfagos en el espacio subendotelial, mecanismos
relacionados a la progresion de la placa ateromatosa. Adaptado de Schiffrin et al, 2003.
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a los mecanismo de activacién humoral, la aldosterona regula
las MAP quinasas y la generacion de O, por parte de la
NADPH oxidasa a través de mecanismos dependientes de
c-Src. Algunas acciones terapéuticas de drogas hipotensoras
(bloqueadores de receptor de angiotensina e inhibidores
de la enzima conversora de angiotensina) se atribuyen a
la inhibicién de la NADPH oxidasa, con la consiguiente
reduccion en la produccion de ERON?. No obstante, todavia
no se sabe si estrategias terapéuticas que tenfan como objetivo
tales especies pueden traer beneficios directos en el manejo
de pacientes hipertensos'®.

Enfermedades cardiovasculares y
neurogenerativas se relacionan con la
actividad aumentada de la NADPH oxidasa

Estudios clinicos demostraron que las ERON desempefian
un importante papel en la hipertensién. La produccion de
estas especies sufre aumento en pacientes con hipertension
esencial, hipertensién renovascular, hipertension maligna y
preeclampsia®. Ademas de ello, la produccién aumentada
de "O, por la NADPH oxidasa en vasos se relaciona con
factores de riesgo para la aterosclerosis (Fig. 1) y perjuicio
de la funcién endotelial en pacientes con enfermedad
coronaria’. La produccién de *O, aparece aumentada en vasos
ateroscleréticos*#*#, contribuyendo para el inicio de eventos
proinflamatorios, con regulacién de la transcripcién génica
de moléculas de adhesién de células vasculares y proteinas
quimioatractivas para monocitos’®. Pacientes con aterosclerosis
presentan tanto disfuncién endotelial como desbalance redox.
No obstante, el mecanismo preciso de asociacién entre esos
dos eventos en humanos todavia es desconocido®.

La disfuncién endotelial se relaciona con el aumento
de la actividad de la NADPH oxidasa (por el aumento de
la expresién de sus subunidades cataliticas'**37%), ya que
lesiones ateroscleréticas en coronarias humanas muestran
intensa expresion de gp91phox en la regién vulnerable de
la placa. Ademas de ello, la Nox4 esta aumentada durante
la fase de formacion del ateroma, cuya aparicion se da en
forma reducida en lesiones avanzadas. Venas safenas magnas
y arterias mamarias internas de pacientes con diabetes mellitus
presentan aumento de la actividad de la NADPH oxidasa y del
a eNOS desacoplada (en este estado, la enzima acttia como
productora de *O," en vez de “NO) al compararlas con el grupo
control, poniendo de manifiesto la relacién existente entre la
NADPH oxidasa y las lesiones aterosclerdticas'.

La suplementacién vitaminica puede reducir el desbalance
redox vascular y mejorar el estado oxidativo total. Como
ejemplo, algunos modelos animales en los cuales las
propiedades antioxidantes de las vitaminas C y E se asocian
a la disminucién en la activacién de la NADPH oxidasa**®
y al aumento de la actividad de la SOD (el mayor sistema
de defensa celular contra el O, en la vasculatura®). Se
postula que la vitamina E, hidrofébica, podria inhibir la
formacion del complejo enzimatico de las subunidades
de la NADPH oxidasa®. A pesar de esas observaciones,
pruebas clinicas con vitaminas antioxidantes no mostraron
beneficios terapéuticos con relacién a la mortalidad en
eventos cardiovasculares?>#°. Ademas de ello, dependiendo

principalmente de la posologia, tales sustancias pueden
presentar propiedades prooxidantes, con interacciones
organicas perjudiciales. Como los datos de grandes estudios
clinicos prospectivos fallaron en demostrar los efectos
benéficos de los antioxidantes®, lo que se recomienda es
el mantenimiento de una dieta balanceada sin suplemento
vitamfnico, visto que los daios potenciales de tal suplemento
todavia no estdn bien definidos.

En la hipertension, el producto de la activacion de la
NADPH oxidasa, el *O,, promueve la oxidacién de la
H,B, ocasionando un aumento en el desacoplamiento de
la eNOS, elevando los niveles de esta especie de oxigeno,
reduciendo la biodisponibilidad del *NO™. Asi, se cree que
la H,B puede estar deficiente en condiciones asociadas a
la funcién endotelial alterada, como hipercolesterolemia,
diabetes, hipertension y tabaquismo. Stroes et al®" mostraron
que el tratamiento con H,B aumenta la vasodilatacion en
humanos con hipercolesterolemia, al tiempo que la remocion
de esta biopterina implica el desacoplamiento de la eNOS*.
Reforzando estos hallazgos, la sobreexpresién de la eNOS
previene el remodelado de la vasculatura pulmonar inducido
por hipoxia crénica®?, ocasionando cambios estructurales y
alteraciones en los procesos celulares que resultan en aumento
de la relacién capa media: lumen vascular®>®.

Otro factor implicado en el aumento del desbalance
redox es la endotoxemia. Durante su curso, la liberacion de
lipopolisacdridos promueve un aumento de la expresion y
de la actividad de xantina oxidasa y de la NADPH oxidasa*.
El aumento de ERON dependientes de NADPH oxidasa
en endosomas es importante para la respuesta inmune
proinflamatoria®®. Neutréfilos activados producen O,
radical hidroxilo ("OH) y 4cido hipocloroso (HOCI), ademas
de péptidos microbicidas y proteasas® responsables por la
respuesta inmune eficaz. La activacion neutrofilica en la
fagocitosis de neumococos induce la produccién de ERON
por la NADPH oxidasa. Ademds de ello, el bloqueo de
la activacion de la NADPH oxidasa durante la meningitis
bacteriana aguda en animales experimentales conlleva una
defensa deficiente contra Streptococcus pneumoniae®.

En cuenta a la produccién del *NO, estudios clinicos
y experimentales demuestran que la administracién de la
L-arginina restablece la sintesis de este radical y la funcién
vascular en varias enfermedades cardiovasculares, sugiriendo
que el perjuicio en la disponibilidad del aminoacido precursor
esta presente en estos agravamientos. Los niveles reducidos
de L-arginina también promueven el desacoplamiento de la
eNOS, resultando en aumento de las ERON3*,

Drogas donantes de "NO (nitrodilatadores) se han usado
en el tratamiento de enfermedad coronaria, hipertensién
y falla cardfaca, presentando acciones antiinflamatorias
en la pared vascular como supresoras de la oxidacién de
lipoproteinas, inhibidoras de la migracién y proliferacion
de células musculares lisas vasculares e inhibidoras de la
agregacion plaquetaria. ActGan ademds como supresoras
de la expresion de moléculas de adhesién y quimiocinas
después de la estimulacion con factores proinflamatorios. Tales
aspectos previenen la infiltracion de células inflamatorias en la
pared vascular, donde también hay oposicién a las acciones
proinflamatorias de las ERON. Ademas de ello, recientemente
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se descubrio que el "NO parece ejercer efecto antiinflamatorio
en la pared arterial por supresion de enzimas generadoras de
ERON, particularmente la NADPH oxidasa®.

Las proteinas Nox se relacionan ademds con otros
numerosos desérdenes orgdnicos, incluyendo céncer,
reabsorcion 6sea y Mal de Alzheimer, por ser expresadas
en diversos tejidos'%%. Evidencias muestran el papel de la
Nox2 en procesos neurodegenerativos, como Enfermedad de
Parkinson, accidente vascular encefdlico, trauma cerebral y
meningitis, debido principalmente, a la neurotoxicidad de las
ERON>7%7. De esa forma, los inhibidores de la Nox presentan
potencial clinico notable, particularmente si no inhibieran la
actividad de los fagocitos'.

Inhibidores de la NADPH oxidasa: potencial
objetivo terapéutico

Inhibidores farmacoldgicos de la NADPH oxidasa que
bloquean directamente la actividad de esta enzima se
han descrito comprendiendo estructuras péptidicas y no
peptidicas. ElI DIP- difenileneiodonio®'® y la 4’-hidroxi-
3-metoxiacetofenona (la apocinina, aislada de la planta
medicinal Picrorhiza kurroa)®® han sido ampliamente utilizados
para bloquear la actividad de la NADPH oxidasa in vitro®.
Actualmente, se sabe que el DIP - difenileneiodonio no
es selectivo y actlia como un oxidante inespecifico®. Ya la
apocinina, a su vez, tiene mltiples acciones biolégicas ademas
de los efectos antioxidantes®, siendo caracterizada como un
inhibidor de la NADPH oxidasa desde la década de 80°.
Estudios de Godbole et al* demostraron que la apocinina
restablece la produccién de nitrito y la vasodilatacion en
arterias femorales comunes de suinos®. Como el DIP no
representa un inhibidor especifico de la NADPH oxidasa,
la apocinina se volvié extremadamente popular®, con 692
registros de publicaciones en el banco de datos de PubMed
hasta el 15 de enero de 2009, de los cuales 571 son especificos
para la clave “apocynin NADPH oxidase inhibition”,
demostrando la fuerte correlacién entre los términos.

Los leucocitos son capaces de mediar el efecto inhibidor
de la apocinina. Se sugiere que la mieloperoxidasa (MPO),
expresada selectivamente en leucocitos, es necesaria para la
ocurrencia del efecto inhibidor de esta sustancia. En células
HEK293, desprovistas de MPO, la formacién de dimeros
de apocinina no ocurre, aun después de la sobreexpresién
de las isoformas Nox®. Cuando se agrega MPO humana, los
dimeros son identificados en las células con sobreexpresién
de isoformas Nox o en las células co-incubadas con H,0,.
En ausencia de H,0, o Nox, la produccién dimérica por
las células HEK293 se inhibe. En leucocitos estimulados,
los dimeros son rapidamente detectables, al tiempo que en
células vasculares estimuladas no ocurre tal produccién, aun
en la presencia de MPO. De esa forma, los autores sugieren
que la apocinina actuarfa como antioxidante y no como
inhibidor de la NADPH oxidasa en células no fagociticas®®,
estando la accién inhibitoria de la NADPH oxidasa restringida
a leucocitos que expresan MPO® (Fig. 3). No obstante, otras
peroxidasas distintas de la MPO pueden influir en la actividad
de la apocinina, siendo posible que células vasculares posean
enzimas peroxidativas capaces de activar este inhibidor. Tal
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hecho es reforzado por hallazgos en células endoteliales,
en las cuales se han identificado dimeros de apocinina,
con la apocinina inhibiendo de forma dependiente de
la concentracién, la actividad de la NADPH oxidasa, la
formacion de ERON y la proliferacion celular®.

Pagano et al® desarrollaron el péptido quimérico gp91ds-
Tat, compuesto por nueve aminodcidos de la capa proteica del
VIH y nueve aminodcidos de la gp91phox''°. Esta sustancia
reacciona con la p47phox e interfiere en la unién de esta
subunidad con la gp91phox. La fraccion “Tat” permite que
el gp91ds-Tat penetre en la célula, siendo un inhibidor efecto
de oxidasas que contienen gp91phox. Con todo, a pesar de
que péptidos como el referido son dtiles en intervenciones
experimentales, los procesos de biotransformacién dificultan
su administracion por via oral, limitando su potencia en la
terapéutica clinica'.

Inhibidores péptidicos de la NADPH oxidasa también se
han descrito, con el antibiético PR-39, secretado en forma
enddgena por células intestinales y neutréfilos de humanos y
suinos. Ademads de actuar en células inmunitarias, inhiben la
actividad de la NADPH oxidasa no fagocitica. Inicialmente,
el PR-39 era visto como inhibidor especifico de la NADPH
oxidasa. No obstante, estudios recientes mostraron que el
antibidtico presentaba varios efectos, en parte porque se une a
dominios SH3 de otras proteinas y en parte porque interacttia
con lipidos de membrana®.

Conclusion

Se identifica que la NADPH oxidasa surgié como una
de las principales estructuras involucradas en el desbalance
redox vascular. Como el "NO también es capaz de suprimir
la actividad de la NADPH oxidasa, se cree que este evento
presente implicaciones directas, no sélo en el desarrollo de la
enfermedad vascular, sino también en la recuperacién aguda
de lalesién de isquemia y reperfusion, en al cual el desbalance
dependiente de NADPH tiene gran contribucion’>.

El desarrollo de inhibidores especificos de oxidasas,
basado en las unidades Nox, puede ofrecer herramientas para
elucidar los papeles de estas enzimas experimentalmente.
También puede ser dtil en el tratamiento de diversas
enfermedades’, principalmente en lo que se refiere a la
inhibicién enzimatica selectiva con el objetivo de reducir el
dano vascular derivado de la produccién excesiva de ERON
sin, sin embargo, comprometer el mecanismo de sefalizacién
celular dependiente de las referidas especies.
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