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CIENCIA AL DIA

INVESTIGACION BASICA Y ENFERMEDADES RESPIRATORIAS

Drs. GISELLA BORZONE TASSARA*®, SERGIO GONZALEZ BOMBARDIERE™

En los dltimos afos se han experimentado importantes
avances en el conocimiento de la patogenia de las enferme-
dades respiratorias cronicas, gracias a un enfoque a nivel
celular de los problemas que éstas representan. Ejemplos de
ello son el rapido desarmollo de los estudios en fibrosis quistica
y el enfoque desde un punto de vista bioguimico de los meca-
nismos de disfuncion diafragmatica azorciada a lag enferme-
dades pulmonares crénicas.

TERAPIA GENETICA EN ENFERMEDADES
RESPIRATORIAS

Si bien la fibrosis quistica es de baja frecuencia en Chile,
los rapidos avances en el conocimiento de sus aspectos
meleculares le confieren gran interés a este tema. Sus com-
plicaciones pulmonares son responsables de mas del 90% de
las muertes por la enfermedad (1), debido a que estos pacien-
tes tienen obstruccion cronica por mucus viscoso y tapones
mucopurulentos en bronquios y bronquiclos, infecciones
bacterianas recidivantes, bronquiectasias e insuficiencia respi-
ratoria. Se ha demostrado que la anormalidad basica estd en
el epitelio respiratorio y consiste en una impermeabilidad al
Cl (2,3). La proteina relacionada con el canal apical de CI,
denominada regulador del transporte transmembrana de fibrosis
quistica (CFTR) funciona en forma deficiente debido a muta-
ciones en el gen que la codifica y que se localiza en el
cromosoma 7 (7g31). La mutacion F508 es la mas frecuente
y esta presente en el 70% de los casos (4).

En los dltimos anos, luego de los notables avances experi-
mentados en el conocimiento de los aspectos genéticos de la
patogenia de la fibrosis quistica, se han aunado esfuerzos
para desarrollar una terapia genética en esta enfermedad. El
objetivo de este tratamiento es introducir un gen normal capaz
de reemplazar al gen defectuoso que participa en la produc-
cion de una proteina deficitaria o anormal. Tanto en fibrosis
quistica como en el déficit de alfa-1-antitripsina se han utiliza-
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do experimentalmente como vectores los retrovirus y los
adenovirus (5-10).

Dos problemas han surgido de los modelos experimenta-
les in wivo realizados hasta hoy: la elevada frecuencia de
variacion genética y la integracion al azar del provirus en el
cromosoma del huésped (6). El adenovirus es un vector que
tiene algunas ventajas evidentes: las células decl cpitelic respi-
ratorio son un blance natural, no se requiere de proliferacion
celular para la expresion de proteinas adenovirales y genes
recombinantes asociados, es rara la recombinacion con los
genes del huésped, no hay asociacion conocida con neoplasias
humanas, el virus vivo se ha utilizado con éxito como vacuna
humana y puede acomodar un cADN exdgeno largo (hasta
7.5 kilobases).

Los estudios in vitro han mostrado que la transferencia de
cADN de CFTR a lineas de células epiteliales derivadas de
individuos con fibrosis quistica permiten a estas células secretar
Cl en respuesta a un aumento intracelular de AMPe. La adi-
cion de una sola copia normal del gen CFTR a células de
fibrosis quistica mejora los defectos de la requlacion del canal
de ClI, tal como se esperaria para una enfermedad recesiva.
En este caso, el uso de retrovirus para transferencia de CFTR-
cADN es ineficiente por el bajo recambio celular del epitelio
respiratorio. El adenovirus recombinante como vector ha mos-
trado mejores resultados y la Unica limitacion en este momen-
to seria la incapacidad del adenovirus para replicarse, de tal
manera que la infeccion estaria limitada a las células inicial-
mente infectadas (7-9).

Extensos estudios preclinicos demostraron que los riesgos
para el hombre de la terapia génica usando adenovirus eran
bajos vy en 1983 se propuso y se inicio el primer estudio en
humanos aprobado por el National Institutes of Health, el que
auin no concluye.

Quedan muchas preguntas sin responder: ;jQué tipo de
célula del epitelio respiratorio es el blanco mds apropiado
para la transferencia genética? Si bien hay estudios que su-
gieren que la instilacion intratraqueal es suficiente para que el
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virus colonice los tipos principales de células del epitelio res-
piratorio (11), se desconoce en qué celulas radica principal-
mente el defecto en la fibrosis quistica. ;Cudles son las con-
secuencias de la expresion o sobreexpresion ectopica de la
proteina CFTR o de A1AT? ;Es posible obtener un efecto
terapéutico si la eficiencia de la transferencia genética es me-
nos del 100%7? ;Cudl sera la mejor estrategia para obtener
una reconstitucion de la funcion estable y eficiente in vivo sin
exponer a los pacientes a un riesgo excesivo?. Las transferen-
cias in vivo en animales de experimentacion han permitido la
producciéon de proteina hasta 90 dias después de la
transfeccién, pero se desconocen efectos secundarios a largo
plazo.

OXIDANTES, ANTIOXIDANTES Y
MUSCULOS RESPIRATORIOS

En la célula viva se producen constantemente radicales
libres y otras especies reactivas derivadas del oxigeno, a par-
tir tanto de procesos metabdlicos esenciales para las células,
como de fenédmenos patoldgicos. Existen, por otro lado, siste-
mas celulares encargados de la proteccion contra oxidantes
(Figura 1) que funcionan en forma coordinada, entre los que
se cuentan sistemas enzimaticos (superoxido dismutasa (SOD),
catalasa, glutation peroxidasa, glutation reductasa) y sistemas
no enzimaticos (vitamina A, vitamina E, glutation (GSH), etcé-
tera). Cuando la produccion de especies reactivas sobrepasa

la capacidad de las defensas antioxidantes, el organismo que-
da expuesto a sufrir dano por oxidantes (12).

En los Ultimos anos ha habido un interés creciente por
investigar la participacion que podrian tener distintos com-
puestos oxidantes en patologia humana. Mdltiples evidencias
apoyan la participacion de especies reactivas derivadas del
oxigeno en diversas enfermedades pulmonares. Debido a su
gran superficie, el aparato respiratorio esta expuesto al efecto
de oxidantes que llegan por la via aérea, como el diéxido de
nitrégeno y el ozono, entre otros. Ademas, en muchas condi-
ciones caracterizadas por acumulacion de células inflamatorias,
el pulmon esta expuesto a oxidantes generados a partir de la
activacion de estas células. Ejemplos de enfermedades
pulmonares en las que se ha documentado la participacion de
especies reactivas derivadas del oxigeno incluyen el sindrome
de distress respiratorio agudo del adulto, el asma, la fibrosis
quistica y el daro pulmonar producido por hiperoxia, por ciga-
rrillo y por bleomicina. Si bien |a investigacion sobre mecanis-
mos de dafo por oxidantes en el pulmon lleva varios anos, el
interés por evaluar la participacion de especies oxidantes en
la disfuncion de los musculos respiratorios es mas reciente.

Se sabe que la fatiga de los musculos respiratorios y en
especial del diafragma, contribuye al desarrollo de insuficien-
cia ventilatoria en pacientes con enfermedades respiratorias
cronicas. Sin embargo, las bases celulares y moleculares de
la disfuncion diafragmatica se desconocen. Las evidencias
directas e indirectas de participacion de radicales libres en el
musculo esquelético de las extremidades sometido a ejercicio
extenuante y a fenomenos de isquemia reperfusion, han esti-
mulado recientemente un notable interés por estudiar el papel
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Figura 1. Pnncipales sistemas celulares de defensa antioxidante.
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que podrian tener los radicales libres derivados del oxigeno
en la fatiga de los musculos respiratorios sometidos a sobre-
carga de trabajo.

Se ha postulado que con un ejercicio extenuante, el au-
mento en |la produccion de radicales libres tiene la potenciali-
dad de danar el tejido muscular y que el entrenamiento y/o la
suplementacion con antioxidantes podria proteger contra este
dano.

Si bien el principal proceso biologico involucrado en la
produccion de radicales libres en las células musculares es el
transporte de electrones a nivel de las membranas
mitocondriales, existen multiples otras fuentes, como las mem-
branas de los microsomas, la membrana nuclear y la mem-
brana plasmatica. De igual modo, una serie de enzimas pre-
sentes en el citosol producen radicales libres como parte del
mecanismo de accién enzimatica que poseen. La auto-oxida-
cion de compuestos como el acido ascorbico y la adrenalina
constituye otra fuente de radicales libres. Los
polimorfonucleares, por otro lado, constituyen una de las fuen-
tes mas importantes de radicales libres en condiciones de
acumulacion y activacion de estas células. Neutrdfilos,
eosindfilos y células mononucleares poseen sistemas
enzimaticos de membrana, que al activarse durante la
fagocitosis, llevan a la produccion de potentes oxidantes como
anion superoxido, peroxido de hidrogeno, radical hidroxilo, acido
hipocloroso y oxido nitrico.

Los radicales libres provenientes de cualquiera de estas
fuentes, son capaces de reaccionar y alterar lipidos, protei-
nas, hidratos de carbono y acidos nucleicos, afectando
grevemente la funcion muscular.

Se ha demostrado que el diafragma es capaz de producir
radicales libres derivados del oxigeno cuando es estimulado
eléctricamente in vitro. Se ha encontrado ademas que el pro-
ceso de fatiga, tanto del diafragma como de otros musculos
esqueléticos estimulados in vitro, se atenia con el uso de
antioxidantes (13,14). También hay evidencias en modelos
experimentales in vivo de insuficiencia respiratoria, que indi-
can que los radicales libres podrian tener un papel importante
en la disfuncion diafragmatica (15-18).

Se trabaja activamente en determinar las caracteristicas
de las defensas antioxidantes de los musculos respiratorios y
los mecanismos de adaptacion de éstas frente a la sobrecar-
ga cronica de trabajo muscular inducida por las enfermedades
pulmonares cronicas.

Tal vez el aspecto mas interesante en el area de los
oxidantes y medicina respiratoria esta en la posibilidad de
disenar terapias antioxidantes para la prevenciéon yfo trata-
miento del dano pulmonar y muscular. Se investiga activa-
mente en diferentes areas como el bloqueo de la generacion
de radicales libres, la inactivacion de éstos una vez formados,
la limitacion de las reacciones de oxidacion en cadena y en
aumentar las defensas antioxidantes tanto localmente, a nivel
del aparato respiratorio como a nivel sistemico.
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