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ANEXO – ABREVIATURAS 

2 

2-OH-E+   2-hidroxietidio. 

3 

3-NO2-Tyr   3-nitrotirosina. 

3-Cl-Tyr   3-clorotirosina. 

4 

4-HNE    4-hidroxinonenal.  

8 

8-oxoG    7,8-dihidro-8-oxo-2’-desoxiguanina. 

α 

aKGDH    a-cetoglutarato deshidrogenasa. 

A 

AA   Antimicina A. 

ACN    Acetonitrilo. 

AV   Anexina-V. 

APx-CcP   Ascorbato citocromo c peroxidasa. 

AQP   Acuaporina. 

  Asc   Ascorbato. 

B 

BHI    Medio de cultivo “brain heart infusion”. 

C 

CO3
•–   Radical carbonato 

CP   Cys peroxidática 

CR   Cys resolutiva 

CaM   Calmodulina. 

cGMP   GMP cíclico. 
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Cit c   Citocromo c. 

CoQ   Coenzima Q.  

complejo I  Complejo NADH:ubiquinona oxidorreductasa. 

complejo II  Complejo succinato:ubiquinona oxidorreductasa.  

complejo III  Complejo ubiquinona:citocromo c oxidorreductasa. 

Complejo IV  Complejo citocromo c oxidasa. 

CPx   Peroxirredoxina citosólica. 

D 

DAPI   4',6-diamino-2-fenilindol. 

DHE   Dihidroetidio. 

dhAsc   Dihidroascorbato. 

DMEM   Medio de cultivo “Dulbecco's Modified Eagle's Medium” 

dPBS   Solución “Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline” 

DUOX   “Dual oxidase” 

E 

E+   Etidio. 

eNOS   Óxido nítrico sintasa endotelial.  

F 

FAD   Flavín adenín dinucleótido. 

FMN   Flavín mononucleótido. 

Fe-SODA   Superóxido dismutasa mitochondrial. 

Fe-SODB   Superóxido dismutasa citosólica. 

FS   Fosfatidil-serina. 

FCCP   Carbonilcianuro-p-trifluorometoxifenilhidrazona. 
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G418   Geneticina. 

GSH   Glutatión. 

GSSG   Glutatión disulfuro. 

Glo I-II   Glioxalasas I y II. 

GPx   Glutatión peroxidasas. 

Grx   Glutarredoxina. 
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H2O2   Peróxido de hidrógeno. 

HCO4
–   Peroximonocarbonato. 

HOCl   Ácido hipocloroso 

HRP   Peroxidasa de rábano picante 

HBSS   “Hanks’ balanced salt solution”. 
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IFN-g   Interferón-gamma. 

IL-1 beta   Interleuquina-1β 

iNOS   Óxido nítrico sintasa inducible. 
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L 

L•   Radical lipídico. 

LOO•   Radical lipoperoxilo. 

LOONO   Ácido graso oxidado y nitrosilado.  

LONO2   Ácidos grasos nitrados. 

L-NAME   Nω-Nitro-L-arginina metil ester. 
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MAC   “Membrane attack complex”. 
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•NO   Óxido nítrico. 

•NO2   Dióxido de nitrógeno. 

NO2
-   Nitrito. 

NO3
-   Nitrato. 

NADH   Nicotin adenin dinucleótido. 

NADPH   Nicotin adenin dinucleótido fosfato. 

NET   Neutrophil Extracellular Trap. 

NF-kB   “Nuclear factor-kB”. 

NOC-18   [2,2ʹ-(hidroxinitrosohidrazino) bis-etanamina]. 
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O2
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RESUMEN 

La enfermedad de Chagas causada por el protozoario Trypanosoma cruzi es considera por la 

OMS como una enfermedad desatendida. A pesar de ser endémica en América Latina, se ha 

propagado y reportado con mayor frecuencia en zonas no endémicas acompañando la 

migración de poblaciones. La OMS ha estimado entre 6–7 millones de personas infectadas. A 

pesar de una respuesta inmune importante, T. cruzi logra evadir la misma persistiendo de 

forma crónica en los tejidos del huésped. Entre 30–40 % de los pacientes infectados 

desarrollan la enfermedad de Chagas crónica presentando trastornos cardíaco, digestivo, 

neurológico o mixtos. Variables como la carga parasitaria durante la fase aguda, el serotipo 

del parásito, la respuesta inmune montada y la presencia o ausencia de reinfección pueden 

influenciar el compromiso cardíaco durante la fase crónica. La cardiomiopatía chagásica se 

caracteriza por la persistencia del patógeno, presencia del infiltrado inflamatorio y 

destrucción progresiva de las células normales del miocardio. Los macrófagos y neutrófilos 

desempeñan un rol fundamental en el control de la proliferación y diseminación parasitaria a 

través de la fagocitosis, producción de especies reactivas y destrucción del parásito 

internalizado. El reconocimiento e internalización de T. cruzi por células fagocíticas determina 

la activación y ensamblaje del complejo enzimático NOX2 con la consiguiente producción 

intrafagosomal de grandes cantidades de radical O2
•–. Asimismo, la infección induce la 

inmunoestimulación mediada por citoquinas proinflamatorias promoviendo la expresión de 

la iNOS con la consecuente producción de •NO. La producción simultanea de los radicales O2
•– 

y •NO lleva a la generación de peroxinitrito (ONOO–/ONOOH), molécula con potente efecto 

citotóxico contra T. cruzi. El establecimiento de la infección dependerá de la capacidad del 

parásito para evadir la respuesta inmune montada por el huésped y sobrevivir al ambiente 

oxidativo, caracterizado por la presencia de H2O2, O2
•−/HO2

•, •NO y peroxinitrito. T. cruzi posee 

un sistema antioxidante altamente eficiente para la detoxificación de especies reactivas, el 

cual se compone por una red de enzimas antioxidantes y tioles de bajo peso molecular. En 

esta tesis, evaluaremos el rol de los oxidantes generados por el huésped vertebrado en el 

control de la proliferación parasitaria y de las enzimas antioxidantes parasitarias Fe-SODA, CPx 

y MPx en la virulencia y persistencia de la infección en modelos celulares (cardiomiocitos y 

macrófagos) y en el modelo murino de la enfermedad de Chagas.
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INTRODUCCIÓN 

Enfermedad de Chagas y formación de 

oxidantes por el huésped vertebrado. 

Enfermedad de Chagas 

La enfermedad de Chagas o tripanomeasis americana es una dolencia potencialmente mortal 

causada por el parásito protozoario flagelado Trypanosoma cruzi (T. cruzi), la cual se describió 

por primera vez hace más de un siglo por el médico e investigador Carlos Chagas 1. A pesar de 

ser una enfermedad endémica en América Latina, se ha propagado y reportado con mayor 

frecuencia en zonas no endémicas como Estados Unidos, Canadá, diversos países europeos y 

asiáticos; acompañando la migración de poblaciones entre América Latina y otros continentes 
2–8. La organización mundial de la salud (OMS) ha estimado entre 6 y 7 millones de personas 

infectadas con T. cruzi 9. La transmisión de la enfermedad puede ser vectorial por insectos 

triatominios (principal vía en regiones endémicas) o no vectorial en pacientes que han recibido 

transfusión de sangre, trasplante de órganos, por vía congénita y vía oral por el consumo de 

alimentos o bebidas contaminados con T. cruzi 10–13. Actualmente, existen dos fármacos 

disponibles para el tratamiento de la enfermedad, nifurtimox (NFX) [(RS)-n-(3-metil-1,1-dioxo-

1,4-tiazinan-4-il)-1-(5-nitro-2-furil) metanimina] y benznidazol (BZ) [n-bencil-2-(2-

nitroimidazol-1-il) acetamida], los cuales se encuentran disponibles comercialmente desde 

hace aproximadamente 50 años 14. Ambos fármacos son indicados tanto para la fase aguda 

como la fase crónica de la enfermedad. No obstante, dichos fármacos presentan una alta 

eficiencia administrados al inicio de la infección, mientras que durante la fase crónica poseen 

una baja eficiencia, deteniendo parcialmente el avance de la enfermedad. Además, dichos 

fármacos pueden generar efectos adversos complejos que llevan a la interrupción del 

tratamiento 14,15. En este contexto, frente a la ausencia de vacuna para la enfermedad de 
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Chagas, la OMS ha propuesto como método preventivo el control vectorial y cribado de sangre 

en transfusiones y donación de órganos 9. 

Fases y progresión de la enfermedad 

La fase aguda de la enfermedad de Chagas se caracteriza por un gran número de parásitos 

circulantes en el torrente sanguíneo (parasitemia), dura aproximadamente de 3–8 semanas y 

generalmente, de forma asintomática o con síntomas leves e inespecíficos (fiebre, dolor de 

cabeza, agrandamiento de ganglios linfáticos, palidez, dolor muscular, dificultad para respirar, 

hinchazón y dolor abdominal o torácico). El 10% de los pacientes pueden presentar miocarditis 

y/o meningoencefalitis severas durante la fase aguda. La respuesta inmune adaptativa 

desencadenada por la presencia del parásito eventualmente controla la fase aguda de la 

infección, pero a menudo falla en la eliminación del parásito. Variables como la carga 

parasitaria durante la fase aguda, el serotipo del parásito, la respuesta inmune y la presencia 

o ausencia de reinfección pueden influenciar el compromiso cardíaco durante la fase crónica 

de la enfermedad de Chagas 16. A pesar de una respuesta inmune importante, T. cruzi logra 

evadir la misma persistiendo de forma crónica en los tejidos del huésped. Luego de 10–20 

años de la primera infección, entre el 30–40 % de los pacientes infectados desarrollan la 

enfermedad de Chagas crónica tanto en su manifestación cardíaca, digestiva como digesto-

cardíaca.  

Patogenia de la enfermedad de Chagas 

El tejido cardíaco es uno de los principales blancos de invasión de T. cruzi, 20–30 % de los 

pacientes presentan miocarditis crónica chagásica. La cardiomiopatía chagásica se caracteriza 

por la presencia de infiltrado inflamatorio y destrucción progresiva de las células del 

miocardio, repercutiendo en la acumulación de colágeno a nivel intersticial y en alteración del 

sistema de conducción especializado 17. Dicha cardiomiopatía es compleja e involucra diversos 

factores dentro de los cuales podemos destacar la evasión parasitaria de la respuesta inmune 

montada por el huésped vertebrado, la interacción patógeno-huésped dependiente de 

factores genéticos (codificados por el huésped y el parásito) y procesos de auto-reactividad 

con generación de auto-anticuerpos 18. Pacientes infectados con tratamiento inmunosupresor 

presentan un gran aumento en la parasitemia demostrando el rol central de los mediadores 
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inmunes generados por el huésped en el control de la proliferación y persistencia parasitaria 
16. Además, se ha observado una correlación positiva entre la inflamación y presencia de T. 

cruzi junto con la ausencia del parásito en zonas sanas del tejido cardíaco, apoyando la 

hipótesis de daño ocasionado por la presencia del patógeno durante la fase crónica de la 

enfermedad. La respuesta inflamatoria asociada a la persistencia parasitaria en bajos niveles 

genera una respuesta autoinmune en el tejido cardíaco debida a la estimulación antigénica 

continua o por miméticos de proteínas cardíacas y no cardíacas del huésped 19,20. En cortes 

histológicos de corazones crónicos chagásicos se puede observar la destrucción de células del 

miocardio, fibrosis difusa, edema, infiltrado de células mononucleares y cicatrización del 

sistema de conducción. La progresión de la destrucción de las fibras cardíacas y la intensa 

fibrosis por reemplazo de miocitos muertos predispone al paciente a la insuficiencia cardíaca 

y arritmias ventriculares 16. 

La manifestación digestiva presente en 15–20 % de los pacientes, se caracteriza por la 

dilatación del tracto gastrointestinal, en particular esófago y colon (principalmente sigmoide 

y recto) y desórdenes funcionales de vaciado gástrico, tránsito intestinal y evacuación de colon 

y vesícula 21. La inflamación crónica del plexo entérico y la degeneración de neuronas 

intestinales conducen a la pérdida del tono y subsecuente dilatación 22,23. 

En suma, la respuesta inmune aguda junto con la persistencia parasitaria son determinantes 

del daño a tejidos y órganos del huésped durante la fase crónica de la enfermedad de Chagas. 

  



Introducción: Enfermedad de Chagas y formación de oxidantes por el huésped vertebrado  

 5 

Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi  

El ciclo de vida de T. cruzi involucra el huésped invertebrado artrópodo hematófago 

triatominio donde el estadio no-infectivo epimastigota prolifera y se diferencia al estadio 

infectivo no-replicativo tripomastigota metacíclico a nivel del recto del insecto. Durante este 

proceso denominado metaciclogénesis, el parásito sufre importantes cambios tanto 

bioquímicos como morfológicos que le permiten adaptarse para invadir y sobrevivir en el 

ambiente hostil del huésped vertebrado. Los tripomastigotas metacíclicos, presentes en las 

heces del huésped triatominio, invaden el huésped vertebrado a través de las mucosas y/o 

heridas producidas en la piel, infectando diferentes tipos celulares incluyendo macrófagos, 

cardiomiocitos, fibroblastos y células musculares entre otras (Figura 1) 24. 

Figura 1. Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi. (Adaptado de Centers for Disease Control and Prevention, CDC). 

  

Estadios	en	humano	s

Tripomastigotas metacíclicos
en el intestino posterior

Multiplicación en
el intestino medio

Epimastigotas
en	el	intestino	
medio

Triatominae se alimenta
de sangre (ingiriendo
tripomastigotas)

Tripomastigotas
pueden infecta r
otras células y
diferenciarse en
amastigotas
intracelular en
un nuevo sitio
de infección

Amastigotas se multiplican por
fisión binaria dentro de las
células del tejido infectado

Amastigotas intracelulares
se diferencian en
tripomastigotas, luego
emergen de las células hacia
el torrente sanguíneo

Tripomastigotas metacíclicos infectan
varias células cercanas al sitio de la
herida provocada por la picadura.
Luego de internalizados sediferencian
en amastigotas intracelulares.

Numerosas especies de mamíferos han sido
reconocidas como reservorio deT. cruzi.

Estadio infectivo

Estadio diagnóstico

Estadios	en	triatominae
Triatominae se	alimenta	de	la	sangre
(pasaje de tripomastigotas metacíclicos
en las heces, tripomastigotas invaden a
través de heridas o membranas
mucosas, comola conjuntiva)
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Establecimiento de la infección en el huésped vertebrado 

Invasión y escape de células fagocitos profesionales 

Los macrófagos residentes en la piel y el tejido sub-mucoso, junto con los neutrófilos 

reclutados al sitio de invasión, forman parte de la primera línea de defensa en la respuesta 

inmune innata del huésped vertebrado 25,26. Inicialmente, T. cruzi se adhiere a la membrana 

celular de fagocitos profesionales, donde se recubre por la membrana celular en el proceso 

de fagocitosis, invadiendo así el citosol dentro de la denominada vacuola parasitófora o 

fagosoma. A continuación, dicha vacuola se fusiona con los lisosomas, resultando en la 

liberación del contenido presente en este último dentro de la vacuola parasitófora 27,28. Luego 

de la invasión, el estadio tripomastigota metacíclico debe sobrevivir y evadir el ambiente 

oxidativo generado dentro del fagolisosoma de los macrófagos activados para poder 

establecer la infección 29. Aquellos parásitos que logren persistir a la acción microbicida de los 

macrófagos y neutrófilos podrán lisar la vacuola parasitófora, diferenciarse al estadio 

amastigota y replicarse en el citosol celular. Esta serie de eventos, liberación de la vacuola y 

diferenciación al estadio amastigota, se encuentra señalizada de manera pH-dependiente a 

través del reclutamiento de lisosomas 27,30–32. La disminución del pH induce la liberación de la 

neuraminidasa de la superficie de T. cruzi, la cual posteriormente remueve los residuos de 

ácido siálico de la membrana vacuolar, convirtiéndola en sensible a la acción de la proteína 

Tc-TOX 33. Esta última, activa a pH bajos (pH 5,5), forma un poro en la membrana fagosomal y 

contribuye junto con otras enzimas secretadas en el escape de T. cruzi hacia el citosol 27,33–36.  
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Invasión y escape de células no-fagocitos profesionales 

T. cruzi es capaz de invadir un amplio rango de células nucleadas, desde fagocitos  

profesionales a células no fagocíticas. No obstante, células no fagocíticas como las musculares 

son el principal blanco durante la colonización del huésped vertebrado. Luego de la 

metaciclogénesis, los tripomastigotas metacíclicos expresan un conjunto de proteínas de 

superficie ausentes en el estadio epimastigota, las cuales resultan esenciales para la infección 

del huésped vertebrado 37. Recientemente, se ha propuesto un modelo de invasión de células 

no fagocíticas por T. cruzi. Dicho modelo propone una serie de pasos o eventos que se 

describen a continuación de forma resumida: i) El estadio tripomastigota de T. cruzi posee en 

la superficie o secreta factores que se unen a receptores presentes en la superficie de la célula 

huésped, conllevando a la transducción de señales que induce la liberación de Ca2+ desde los 

reservorios intracelulares. Simultáneamente, el parásito genera una pequeña herida sobre la 

membrana plasmática de la célula huésped provocando un flujo de Ca2+ desde el medio 

extracelular hacia el citoplasma. ii) El incremento en la [Ca2+] citoplasmática en la célula 

huésped induce el reclutamiento y fusión de lisosomas en el sitio de anclaje de T. cruzi con 

liberación del contenido presente en el lumen lisosomal. iii) Se produce la liberación al medio 

extracelular de la enzima esfingomielinasa ácida, catalizando el clivaje de esfingomielina en 

ceramida, induciendo la endocitosis del parásito. iv) Durante el proceso de endocitosis, T. cruzi 

es internalizado en una vacuola formada por membrana plasmática y posiblemente parte de 

membrana lisosomal. v) En el medio intracelular, la membrana de la vacuola parasitófora se 

fusiona con más lisosomas, resultando la misma recubierta con marcadores lisosomales. 

Luego, T. cruzi permanece temporalmente dentro de la vacuola derivada de la membrana 

lisosomal 38,39. Finalmente, el escape de la vacuola parasitófora hacia el citosol y la posterior 

diferenciación al estadio replicativo amastigota ocurre a través de un mecanismo dependiente 

de la acidificación de la vacuola 31. 
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Respuesta oxidativa del huésped vertebrado  

Respuesta Inmune innata, primera línea de defensa del 

huésped vertebrado. 

Los macrófagos y neutrófilos cumplen un rol fundamental en el control de la proliferación y 

diseminación parasitaria a través de la fagocitosis, producción de especies reactivas y 

destrucción del parásito internalizado 25,26,40,41. Durante el proceso de reconocimiento e 

internalización de T. cruzi por fagocitos profesionales, el complejo enzimático NADPH oxidasa 

2 (NOX2) asociado a la membrana plasmática se ensambla con las subunidades 

citoplasmáticas y se activa llevando a la producción intrafagosomal de grandes cantidades de 

radical superóxido (O2
•–) durante un tiempo sostenido de 60–90 min, a través del proceso 

denominado “estallido respiratorio” 42–45. Además, la infección por patógenos induce la 

estimulación de fagocitos profesionales mediada por citoquinas proinflamatorias (TNF-α, IFN-

g e IL-1𝛽) promoviendo la expresión de la isoforma inducible de la enzima óxido nítrico sintasa 

(iNOS, NOS2) con la consecuente producción de óxido nítrico (•NO) 46–50. En este contexto 

inflamatorio, el radical O2
•– generado puede seguir diferentes vías: i) Dismutar de forma 

espontánea o por acción de las enzimas superóxido dismutasas (SODs) con la consiguiente 

formación de peróxido de hidrógeno (H2O2) 51,52, ii) a pH ácido, protonarse rindiendo el 

correspondiente radical neutro perhidroxilo (HO2
•) capaz de difundir hacia el patógeno 53,54 o 

iii) reaccionar con •NO generando peroxinitrito (ONOO–/ONOOH) (reacción controlada por 

difusión), molécula con potente efecto citotóxico contra T. cruzi 40,42,55. El peroxinitrito puede 

reaccionar con elementos de la superficie del patógeno o difundir dentro de este 

promoviendo su toxicidad 56. El poder citotóxico del peroxinitrito en T. cruzi ha sido 

demostrado por la completa destrucción de la estructura parasitaria (Figura 2), así como la 

detección de oxidación y nitración de residuos de tirosina de proteínas dentro del fagosoma 

de macrófagos murinos inmunoestimulados 55.  
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Figura 2. Microscopía electrónica de macrófagos infectados con T. cruzi. (A) Macrófagos no-inmunoestimulados 
(CTL) y (B) Macrófagos inmunoestimulados con interferón-g y lipopolisacáridos (IFN-g/LPS); 1 h post-infección 
con T. cruzi. Las flechas en el panel derecho indican la interrupción o daño de la integridad de membrana. N y n: 
son el núcleo del macrófago y T. cruzi, respectivamente; k: kinetoplasto; fp: bolsillo flagelar; r: reservosomas. 
(Adaptado Alvarez M.N. et al., 2011) 55. 

En particular, la dosis letal (DL100) para T. cruzi por peroxinitrito (0,6 fmol/parásito) es 

significativamente menor que la reportada para H2O2 (50-100 fmol/parásito) 56. Luego del 

estallido respiratorio, el complejo NOX2 se desactiva, mientras que la producción de •NO por 

la iNOS se mantiene durante varias horas (~24 h) 57. En este contexto, el •NO puede difundir 

dentro del parásito fagocitado reaccionando con blancos parasitarios induciendo toxicidad a 

través de un desbalance energético, inhibición de la síntesis de ADN, formación de S-

nitrosotioles, oxidación de proteínas y finalmente muerte celular del patógeno 56. Los 

macrófagos deficientes en iNOS son altamente susceptibles a la infección por T. cruzi, 

posiblemente debido a la incapacidad de generar peroxinitrito en ausencia de •NO 58. De esta 

manera, el control parasitario previo a la evasión, escape del fagosoma y establecimiento del 

parásito en el citosol celular, depende en gran medida de la producción de especies reactivas 

del oxígeno y del nitrógeno, como: O2
•–/HO2

•, H2O2, •NO y ONOO– (Figura 3)54,55,59,60. 

A)																																																											 B)			
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Figura 3. Producción intrafagosomal de especies reactivas derivadas del oxígeno y nitrógeno por macrófagos 
infectados. (1) La activación de la NADPH oxidasa (NOX) (circulo azul) anclada en la membrana de la vacuola 
parasitófora conlleva a la producción de O2

•–. (2) El O2
•– dismuta a H2O2 o (3) se protona generando HO2

• (radical 
perhidroxilo). (4) La estimulación del macrófago induce la expresión de la iNOS (circulo amarillo) y la consecuente 
producción de •NO. (5) La producción simultanea de los radicales O2

•– y •NO y la reacción controlada por difusión 
entre ambos determinan la generación de ONOO–, el cual se encuentra en equilibrio con la forma protonada 
ONOOH. (6) El ONOO– difunde a través de la membrana parasitaria y reacciona con CO2 generando las especies 
CO3

•– (radical carbonato) y •NO2 (radical dióxido de nitrógeno). (7) Las especies ONOO– y ONOOH promueven la 
oxidación y (8) nitración de proteínas. Las especies O2

•– y ONOO– difunden hacia dentro del parásito a través de 
canales aniónicos (trapecio azul). (Adaptado Piacenza L. et al., 2019) 56. 

 

A continuación describiremos en mayor profundidad las principales características y blancos 
de reacción de las especies reactivas derivadas del oxígeno y del nitrógeno, responsables del 
control parasitario. 

  

NADPH
L-Arginina

NADPH
L-Citrulina

NADPH
Oxidasa
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Especies reactivas del oxígeno y del nitrógeno. 

Las especies reactivas pueden clasificarse en dos grandes grupos denominados especies 

reactivas derivadas del oxígeno (Reactive Oxygen Species, ROS) y del nitrógeno (Reactive 

Nitrogen Species, RNS) (Figura 4). A pesar de ser agrupadas bajo un mismo término ROS o RNS, 

las especies en cuestión difieren en sus propiedades químicas y físicas. Estas especies se 

pueden clasificar como: i) oxidantes fuertes o débiles, ii) radicalarias o no radicalarias, iii) 

cargadas o neutras y iv) de alta o baja permeabilidad de membrana. Además, la capacidad de 

reaccionar con los diferentes antioxidantes varía entre las diferentes especies. Las especies 

radicalarias participan en reacciones de oxidación por un electrón mientras que las no 

radicalarias participan en oxidaciones por dos electrones. Cabe destacar que el impacto 

biológico depende de la especie y del compartimento celular donde se genere la misma 61–63. 

Figura 4. Especies reactivas del oxígeno y nitrógeno producida por células de mamíferos en respuesta a la 
infección por T. cruzi y la estimulación por citoquinas proinflamatorias. NOX: NADPH oxidasa, iNOS: óxido 
nítrico sintasa inducible, SOD: superóxido dismutasa, MPO: mieloperoxidasa, O2: oxígeno, O2

•–: radical 
superóxido, H2O2: peróxido de hidrógeno, •OH: radical hidroxilo, HCO4

–: peroximonocarbonato, HOCl: ácido 
hipocloroso, H2O: agua, RNH2: grupo guanidino de la arginina, •NO: óxido nítrico, RSH: grupo sulfhidrilo, RSOH: 
ácido sulfénico, RSNO: nitrosotiol, NO2

–: nitrito, •NO2: radical dióxido de nitrógeno, NO3
–: nitrato, ONOO–: 

peroxinitrito anión, ONOOH: ácido peroxinitroso, CO2: dióxido de carbono, ONOOCO2
–: nitroso-peroxo-

carboxilato, CO3
•–: radical carbonato. (Adaptado Fang F.C. et al., 2004) 64. 

HCO4
–

Especies	Reactivas	del	
Oxígeno	(ROS)

Especies	Reactivas	del	
Nitrógeno	 (RNS)

NOX iNOS

SOD

H+ CO2

ONOOH                  ONOOCO2
–

H2O        •NO2 + •OH                •NO2 + CO3
•– NO3

–

•–

• •

•[4Fe-4S]2+

Fe3+

•OH

HOCl

Cl–

CO2
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Especies reactivas del oxígeno 

El término ROS abarca un amplio rango de especies reactivas generadas a partir de la 

reducción del oxígeno molecular (O2). El O2 puede aceptar cuatro electrones a través de cuatro 

pasos de reducción por un electrón, rindiendo de manera secuencial los productos: O2
•–, H2O2, 

•OH (radical hidroxilo) y H2O (Figura 5).  

 

 

 

 

Figura 5. Estados de reducción del oxígeno molecular con sus respectivos potenciales de reducción estándar 
(E0’). Radical superóxido (O2

•–), peróxido de hidrógeno (H2O2), radical hidroxilo (•OH) y agua (H2O). (Adaptado 
Imlay J.A. et al., 2013) 65. 

Radical superóxido 

El radical aniónico O2
•– se genera a través de la reducción univalente de O2 (Ecuación 1). 

𝑂# 	+		𝑒– 		
																						
(⎯⎯⎯⎯⎯⎯*			𝑂#•–																									(𝐸𝑐𝑢𝑎𝑐𝑖ó𝑛	1) 

El O2 es un diradical estable que posee dos electrones (e–) desapareados en orbitales pi 

antienlazantes (π*) (Figura 6), los cuales puede interaccionar con electrones desapareados de 

metales de transición o radicales orgánicos llevando a la generación O2
•–. 

Figura 6. Diagrama de orbitales moleculares del O2, 
O2

•–, H2O2 y 1O2 (oxígeno singulete). (Adaptado Imlay 
J.A. et al., 2003) 66. 

 

 

 

 

El O2
•– puede reducirse a H2O2 (E0’(O2

•–/H2O2)= +0,94V) o bien puede actuar como agente 

reductor, oxidándose y rindiendo O2 (E0’(O2/O2
•–)= –0,35V). La carga negativa del O2

•– 

repercute directamente en una baja permeabilidad de membrana. A pesar de que el  O2
•– 

puede atravesar membranas biológicas a través de canales aniónicos dicho proceso es poco 

• 

• • 

Reducción
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eficiente. De esta manera, los principales blancos de reacción quedan limitados a los presentes 

en el sitio de producción 63. 

Radical perhidroxilo 

La especie aniónica O2
•– se encuentra en equilibrio con la forma protonada HO2

• (pKa= 4,69 – 

4,88) 53,67. El HO2
• es un oxidante fuerte y neutro capaz de atravesar las membranas biológicas. 

A pH 7, el HO2
• representa menos del 1 % 68, limitando así su impacto a nivel citoplasmático. 

No obstante, dentro del fagosoma (pH= 5–6) en donde se genera una alta concentración de 

O2
•– producto de la activación de la NADPH oxidasa (como discutiremos posteriormente), la 

concentración de HO2
• se torna relevante 41,69,70. La generación de HO2

• a nivel del fagosoma 

contribuye a la permeación y posterior desprotonación del mismo dando O2
•– dentro del 

citoplasma del patógeno fagocitado 54.  

Fuentes biológicas de radical superóxido 

Los sistemas biológicos pueden generar O2
•– a partir de fuentes exógenas o endógenas. Las 

principales fuentes exógenas son las radiaciones UV e iónicas y xenobióticos con actividad 

redox. Asimismo, el O2
•– se puede generar de manera endógena por enzimas (ej: xantina 

oxidasa) y complejos multienzimáticos especializados (NADPH oxidasas), como producto 

secundario del metabolismo (cadena respiratoria) y asociado a determinadas condiciones 

patológicas 42,63,71–74.  

A continuación describiremos algunas de las fuentes endógenas de O2
•– más relevantes desde 

el punto de vista biológico. 
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Mitocondria 

La mayor parte del O2 consumido por la mitocondria se reduce a H2O por el complejo 

citocromo c oxidasa (complejo IV) de la cadena de transporte de electrones. Sin embargo, la 

respiración celular es una de las principales fuentes fisiológicas de O2
•–. El flujo de formación 

de O2
•– depende de las concentraciones locales del potencial donador de electrones y del O2 

y de la constante de reacción de segundo orden que presentan los mismos 75. 

Figura 7. Producción mitocondrial de radical superóxido. 
La principal fuente de O2

•– es el complejo I (NADH-
ubiquinona oxidorreductasa), representado por una lineal 
roja más gruesa, y en menor medida el radical 
ubisemiquinona (Q•) y como producto de la enzima a-
cetoglutarato deshidrogenasa (aKGDH). La enzima Mn-
SOD cataliza la dismutación del O2

•– generado en la matriz 
mitocondrial, mientras que la Cu/Zn-SOD dismuta el O2

•– 
generado en el espacio intermembrana. (Adaptado 
Winterbourn C.C. et al., 2020) 63. 

 

 

 

Se estima que entre 0,01–0,35 % del O2 consumido en la respiración mitocondrial deriva en la 

formación de O2
•– 76,77. No obstante, en condiciones patológicas se puede observar un 

incremento en la producción de O2
•– a nivel de la matriz mitocondrial, asociado a una 

disfunción mitocondrial 72,78. Existen varios centros a nivel mitocondrial capaces de generar 

O2
•–, uno de los principales sitios es el complejo NADH:ubiquinona oxidorreductasa (complejo 

I) (Figura 7), pero también los complejos succinato:ubiquinona oxidorreductasa (complejo II) 

y ubiquinona:citocromo c oxidorreductasa (III) son capaces de producir O2
•– 76,78,79. La 

producción de O2
•– por transporte reverso de electrones en el complejo I responde a cambios 

en la concentración de O2, la magnitud de la fuerza protón-motriz y del estado redox de los 

pools de NADH (nicotin adenin dinucleótido) y CoQ (coenzima Q) 80.  

  

Espacio
intermembrana

Matriz
mitocondrial
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NADPH oxidasas 

Las enzimas NADPH oxidasas (NOXs) son complejos proteicos asociados a membrana que 

catalizan la transferencia de un electrón proveniente del NADPH al O2, reduciendo este último 

a O2
•–. El flujo de electrones unidireccional desde el NADPH hasta el O2 se produce a través de 

la membrana, y por tanto, el O2
•– se libera al otro lado de la membrana (Figura 8) 81. La familia  

de las enzimas NOX se compone por 5 miembros (NOX1–5) mientras que la familia homóloga 

DUOX (dual oxidase) presenta 2 miembros (DUOX1–2). Los miembros de la familia NOX-DUOX 

se caracterizan por contener citocromo b y una flavoproteína y difieren en las subunidades 

reguladoras, localización celular y mecanismos de activación 82,83 (Figura 7).  

Figura 8. NADPH oxidase 2 ensamblada en la 
membrana de fagocitos profesionales. El complejo 
NOX2 esta constituido por un heterodímero, 
localizado en la membrana, de gp91phox 
(flavocitocromo b558) y p22phox. La activación induce el 
reclutamiento de las subunidades citosólicas (p40 phox, 
p47 phox y p67 phox) hacia la membrana. El NADPH se 
oxida al transferir de a un electrón (2e–/NADPH) a 
través de la membrana vía el FAD y dos Hemos no 
equivalentes. Estos e– son aceptados por el O2, 
reduciéndose a O2

•– en la superficie externa de la 
membrana. (Adaptado Nauseef W.M. et al., 2014) 84. 

 

 

 

Las NOXs participan de diversas funciones fisiológicas dentro de las cuales podemos destacar: 

defensa contra patógenos, procesamiento postraduccional, señalización celular, regulación de 

la expresión génica y diferenciación celular. Además, la deficiencia o aumento en la actividad 

NOX se puede asociar con una amplia variedad de procesos patológicos 71. A pesar de que 

todos los miembros de la familia NOX-DUOX generan O2
•–, NOX4 y DUOX 1–2 reducen el O2

•– 

a H2O2 antes de que sea liberado del sitio activo 85. De esta manera, las diferentes isoformas 

NOXs contribuyen a la generación local de O2
•– y H2O2 en los diferentes compartimentos 

celulares donde pueden desencadenar una respuesta fisiológica o patológica 86. 

  

Hemo

O2						 O2
•–

NADP+ +		H+

Hemo

Hemo
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e-

e-

Citoplasma
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Detoxificación del radical superóxido 

El O2
•– es un radical inusual, a pesar de presentar un gran potencial de reducción, oxida 

relativamente pocos compuestos biológicos 87. Esto se explica parcialmente por la presencia 

de la carga negativa que limita la reacción con centros ricos en electrones y por la rápida 

dismutación tanto espontánea como catalizada por las diferentes isoenzimas de superóxido 

dismutasas (SODs) 88. La reacción de dismutación espontánea ocurre entre los radicales 

superóxido y perhidroxilo, más que entre dos radicales superóxido (Ecuación 2).  

	𝐻𝑂#• 	+	𝑂#•– 	+ 		𝐻7 		
																						
(⎯⎯⎯⎯⎯⎯*			𝐻#𝑂# 	+		𝑂#										(𝐸𝑐𝑢𝑎𝑐𝑖ó𝑛	2) 

Por lo tanto, el O2
•– presenta una mayor velocidad de dismutación espontánea a pH 4,8, 

mientras que a pH > 10 exhibe un tiempo de vida media mayor. A nivel fisiológico, la 

dismutación del O2
•– ocurre principalmente a través de la reacción catalizada por las 

isoenzimas SODs 63.  

Superóxido dismutasas  

Las diferentes isoformas de SODs cumplen un rol esencial protegiendo a la célula de efectos 

deletéreos desencadenados por el O2
•–. Las diferentes isoenzimas catalizan la eliminación de 

O2
•– con la consiguiente generación de H2O2 y O2. Existen 3 familias de SODs, las cuales pueden 

contener centro metálico de Cu/Zn (cobre/zinc), Mn (manganeso) o Fe (hierro) y Ni (níquel) 
89. Las diferentes SODs presentan un mecanismo catalítico similar y una elevada constante de 

reacción de segundo orden (k≈ 2 x 109 M–1.s–1) 51. En mamíferos se encuentran las isoformas 

Cu/Zn-SOD (SOD1) presente en núcleo, citoplasma y espacio intermembrana mitocondrial y la 

Mn-SOD (SOD2) presente en la matriz mitocondrial. La isoforma Fe-SOD, se encuentra ausente 

en vertebrados y presente en microorganismos como por ejemplo E. coli y T. cruzi. De esta 

manera, las isoformas de Fe-SODs resultan ser un interesante blanco quimioterapéutico para 

el diseño de nuevos fármacos para el tratamiento de la enfermedad de Chagas 90,91. No 

obstante, el sitio activo de las Mn-SOD y de las Fe-SOD se encuentra conservado y ambas 

isoformas presentan una alta homología estructural 89,92, lo cuál dificulta la búsqueda de 

inhibidores específicos. 
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Reacción con antioxidantes 

Otra mecanismo de evasión del daño ocasionado por O2
•– es la reacción directa con moléculas 

antioxidantes. A pesar de que el O2
•– presenta una velocidad de reacción considerable con 

ascorbato, la reacción con glutatión reducido (GSH) y otros antioxidantes clásicos es lenta 
63,93,94. 

Efectos citotóxico del radical superóxido 

La gran velocidad de dismutación del radical O2
•– por las SODs limita los blancos biológicos de 

reacción, como mencionamos previamente. Sin embargo, en condiciones patológicas en las 

que se observa un incremento en la producción de O2
•– otras reacciones se pueden tornar 

relevantes. Cabe destacar la reacción con enzimas que presentan clústeres hierro-azufre (Fe-

S) o centros con metales de transición y con otras especies radicalarias 66. 

A continuación describiremos algunas de la reacciones del O2
•– con mayor relevancia biológica 

asociadas a los efectos tóxicos o deletéreos de dicha especie. 

Inactivación de Proteínas con clúster Fe-S  

El O2
•– puede reaccionar con clústeres Fe-S presentes en diferentes deshidratasas como la 

aconitasa y la fumarasa, inactivando rápidamente a dichas enzimas (k≈ 109 M–1.s–1) 95,96. El 

mecanismo de reacción involucra la atracción electrostática del O2
•– al clúster [4Fe-4S]2+ 

expuesto al solvente, la protonación del O2
•– convirtiéndose en un oxidante univalente fuerte 

y la abstracción de un electrón. La oxidación del clúster de Fe-S lo vuelve inestable conllevando 

a la pérdida del átomo de hierro ferroso (Fe2+) que participa en la coordinación del sustrato, 

generando así la especie [3Fe-4S]+ e inactivando a la enzima (Figura 9) 65,97. 

Por otra parte, el Fe2+ liberado puede reaccionar con H2O2 (producto de la dismutación de O2
•–

) generando como producto •OH a través de la denominada reacción de Fenton 62,66,98. En la 

sección correspondiente al H2O2 profundizaremos en la reacción de Fenton y retomaremos la 

inactivación de enzimas con cluster Fe-S. 
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Figura 9. Inactivación de enzimas con clústeres Fe-S por O2
•–. La 

oxidación del clúster [4Fe-4S]2+ por O2
•– determina la  formación de 

H2O2 y la conversión del clúster a la forma inestable [4Fe-4S]3+, el cual 
posteriormente libera un átomo de Fe2+ produciendo la inactivación 
de la enzima deshidratasa. La línea punteada representa los pasos 
involucrados en la reparación del clúster [4Fe-4S]2+. (Adaptado Imlay 
J.A. et al., 2013) 65. 

 

 

 

 

 

 

Reacción con radicales  

El O2
•– reacciona con otros radicales (ej: radical fenoxilo) a una velocidad cercana al límite de 

difusión. La reacción entre especies radicalarias se puede considerar un mecanismo de 

reparación o “quenching” del radical a través del cual se genera el compuesto original (Figura 

10A). Sin embargo, la adición de O2
•– puede generar el hidroperóxido correspondiente como 

producto secundario de oxidación (Figura 10B). La contribución relativa de estas reacciones 

depende de los potenciales reducción de estas 99. 

 

Figura 10. Reacción entre los radicales superóxido y fenoxilo. (A) Reacción de reparación y generación del 
compuesto original. (B) Reacción de adición con formación del hidroperóxido correspondiente. (Adaptado de 
Winterbourn C.C. & Kettle A.J., 2003) 99. 

Actualmente, existen diversas sondas redox diseñadas para la detección de O2
•– basadas en 

reacciones del tipo radical-radical, las cuales profundizaremos en la sección detección de 

radical superóxido. 

  

•

A)

B)
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Reacción con metales de transición, hemo- y metaloproteínas 

Los metales de transición con actividad redox, como hierro y cobre, pueden aceptar o donar 

electrones. Por lo tanto, dichos metales pueden generar o eliminar radicales libres, actuando 

como pro- o anti-oxidantes respectivamente. En este sentido, se ha reportado la reducción 

del hierro en estado férrico (Fe3+) presente en hemoproteínas como citocromo c (cit c) por 

O2
•– 63,100,101. Además, el O2

•– puede reaccionar con varios estados de oxidación de la enzima 

mieloperoxidasa presente en el neutrófilo, así como con la hemoglobina y la catalasa aunque 

las reacción con estas últimas es lenta 41,63. Por último, el O2
•– puede inactivar enzimas no-

redox de E. coli que utilizan el Fe2+ como cofactor catalítico (ej: ribulosa-5-P, 3-epimerasa y 

treonina deshidrogenasa) 102. 

Detección de radical superóxido 

Se han desarrollado sondas de detección de O2
•– como la lucigenina o el dihidroetidio (DHE o 

HE) basadas en el mecanismo de reacción del radical O2
•– 103,104. A pesar de la disponibilidad 

de diferentes sondas para la detección de O2
•–cabe destacar que se debe considerar el sistema 

generador de dicha especie reactiva para seleccionar correctamente la sonda y el método de 

detección a utilizar. En este sentido, existe una amplia bibliografía que destaca la especificidad 

del DHE para la detección de O2
•– en sistemas biológicos con respecto a otras sondas que 

pueden presentar artefactos 105–107. La principal ventaja de utilizar la sonda DHE es la 

formación del producto específico de reacción con O2
•–, denominado 2-OH-etidio (2-OH-E+) 

(Figura 11), el cual se puede detectar por cromatografía líquida de alta eficiencia (HPLC, high 

performance liquid chromatography) o cromatografía líquida acoplado a espectrometría de 

masa (LC-MS, liquid chromatography - mass spectrometry). La reacción del DHE con oxidantes 

de un electrón genera el intermediario radical catiónico DHE•+, el cual puede generar 

diferentes productos dependiendo de las condiciones de reacción. En presencia de O2
•– se 

genera la adición del mismo al intermediario DHE•+ produciendo específicamente 2-OH-E+, 

mientras que en ausencia de O2
•– se genera etidio (E+) o productos diméricos (DHE-DHE, DHE-

E+ y E+-E+) (Figura 11) 108. 
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Figura 11. Vías de oxidación por uno y dos electrones de la sonda dihidroetidio. (Adaptado Michalski R. et al., 
2014) 109. 

Peróxido de hidrógeno 

El H2O2 es una especie no radicalar derivada de la reducción del O2 (ROS) (Figura 4 y 5). A pesar 

de que el H2O2 es un oxidante fuerte de dos electrones presenta una alta energía de activación 

que limita sus blanco biológicos, siendo relativamente estable. Los principales blancos de 

reacción son centros con metales de transición y compuestos o moléculas que contienen 

azufre y selenio 86,110.  

Fuentes biológicas de H2O2 

Las principales fuentes biológicas de H2O2 son la familia de enzimas NOXs y la cadena de 

transporte de electrones, en asociación con las SODs 75,86,111. Además, el H2O2 se puede 

generar por varias oxidasas presentes en diferentes compartimentos celulares, 

principalmente a nivel de retículo endoplasmático y el peroxisoma (Figura 12) 86  
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Figura 12. Generación de O2
•– y H2O2 en los 

diferentes compartimentos celulares. Las 
membranas de los compartimentos limitan 
la difusión de O2

•– y H2O2, por consiguiente 
las concentraciones de dichas especies 
varia entre los diferentes compartimentos 
celulares. La xantina deshidrogenasa 
/oxidasa (XDH/XO) es una enzima del 
hígado que se puede encontrar en sangre, 
la actividad oxidasa puede producir tanto 
O2

•– como H2O2. ACOX: acil-CoA oxidasa, 
CAT: catalasa, CYP: citocromo P450, DAO: d-
aminoácido oxidasa, RE: retículo 
endoplasmático, ERO1: oxidorreductasa 1 
de retículo endoplasmático, ETC: cadena de 
transporte de electrones, AQPs: 
acuaporinas. (Adaptado Sies H. & Jones 
D.P., 2020) 86. 

Detoxificación del peróxido de hidrógeno 

Reactividad con tioles 

La reacción del H2O2 con tioles genera como producto inicial ácido sulfénico, el cual es una 

especie transitoria que generalmente reacciona con otro tiol formando el disulfuro 

correspondiente. Asimismo, el ácido sulfénico se puede oxidar rindiendo progresivamente los 

ácidos sulfínico y sulfónico, respectivamente. El H2O2 presenta una mayor velocidad de 

reacción con la forma aniónica tiolato (RS–) con respecto a la reacción con la forma protonada 

del tiol (RSH). Por lo tanto, a pH fisiológico los tioles con menor pKa presentan una mayor 

reactividad con H2O2. El glutatión (GSH) y la mayoría de los tioles presentan un pKa > 8, pero 

una minoría de tioles proteicos poseen pKa bajos y se encuentran en la forma tiolato a pH 

fisiológico 110. El H2O2 reacciona lentamente con glutatión (GSH), metionina (Met) y cisteína 

(Cys); no obstante, la reactividad del mismo con residuos de Cys de proteínas específicas 

puede aumentar considerablemente (≈107 M–1.s–1) dependiendo de la estructura de la 

proteína y el ambiente 86. La constante de reacción con H2O2 para tioles proteicos con bajo 

pKa se encuentran en el rango de 20–200 M–1.s–1, mientras que las peroxirredoxinas y las 

glutatión peroxidasas presentan una constante de reacción varios órdenes de magnitud mayor 

(106–108 M–1.s–1), lo cual no se puede explicar únicamente por la presencia del grupo tiolato 
110. Estas características determinan la especificidad y selectividad de la señalización redox 

mediada por H2O2 
86, como discutiremos posteriormente. 
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Detoxificación catalítica 

A concentraciones de H2O2 mayores a las fisiológicas (≤ 100 nM) se genera la oxidación 

inespecífica de biomoléculas (ADN, ARN, lípidos y proteínas) que pueden producir daño o 

alteraciones en la respuesta celular de manera reversible o irreversible. En general, estas 

alteraciones se encuentran asociadas al desarrollo de un proceso patológico, el cual puede 

ocasionar la detención del crecimiento y muerte celular (Figura 13) 86. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13 Respuesta celular con respecto a la concentración estimada de H2O2. El rango de concentraciones de 
H2O2 fisiológica intracelular es hasta 100 nM. Los recuadros verdes denotan procesos de señalización redox 
(fisiológico, predominantemente beneficioso), mientras que los recuadros rosados representan procesos 
asociados a estrés oxidativo (deletéreos). Se estima un gradiente de concentraciones desde el medio extracelular 
al intracelular de 100 veces. No obstante, el gradiente varia con el tipo celular, localización dentro de la célula y 
la actividad de enzimas sumideros 112. (Adaptado Sies H. & Jones D.P., 2020) 86. 

Por lo tanto, la detoxificación catalítica de H2O2 llevada a cabo por enzimas altamente 

especializadas denominadas peroxirredoxinas (Prx) y glutatión peroxidasas (GPx) resulta 

esencial para el mantenimiento de la integridad celular 113,114 (Figura 14). Las altas constantes 

de velocidad de reacción con H2O2 (105–108 M–1.s–1) y la localización en los diferentes 

compartimentos celular de Prxs y GPxs contribuyen a mantener la concentración de H2O2 en 

bajos niveles 115. Las Prxs se caracterizan por contener un residuo de cisteína (Cys) esencial 

para el ciclo catalítico denominada Cys peroxidática (CP). Se clasifican en función de la ausencia 

o presencia de un segundo residuo de Cys que participa en la formación del disulfuro con la 

CP, denominado Cys resolutiva (CR). De esta manera, las Prxs de 1-Cys carecen de CR en su 

secuencia aminoacídica, las Prxs atípicas de 2-Cys contienen las CP y CR en la misma subunidad, 

mientras que las Prxs típicas de 2-Cys contiene los residuos de CP y CR en subunidades 
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adyacentes en el oligómero ensamblado. La reducción del disulfuro CP-CR es dependiente del 

sistema Trx/TrxR/NADPH  (tiorredoxina/tiorredoxina reductasa/NADPH) 116 (Figura 14A). 

 

Figura 14. Ciclo catalítico de las peroxirredoxinas y glutatión peroxidasas. (A) Reducción del hidroperóxido 
(ROOH) por la Prx y flujo de electrones asociado a dicho proceso. (B) Ciclo catalítico de Prx: reducción del ROOH 
y oxidación del tiol (RSH) a ácido sulfénico (RSOH), resolución (condensación del RSOH con la CR) y reducción 
dependiente de Trx. En Prx 1-Cys (carentes de CR) la reducción ocurre directamente sobre el RSOH (línea celeste 
punteada). (C) Ciclo catalítico de Se-Cys GPx: Reducción de ROOH y oxidación del selenol (RSeH) a ácido selénico 
(RSeOH) y reducción de este último por 2 moléculas de GSH. Prx: peroxirredoxina, GPx: glutatión peroxidasa, Trx: 
tiorredoxina, Trx reductasa: tiorredoxina reductasa. (Adaptado Zeida A. et al., 2019) 115. 

 

Las GPx pertenecen a la familia tiol/selenocisteína peroxidasas. En mamíferos las GPx1–4 y 

GPx6 en humanos son proteínas que poseen un residuo de selenocisteína (Se-Cys) en el centro 

catalítico, mientras que las GPx5, GPx7 y GPx8 poseen residuos de Cys en lugar de Se-Cys. 

Estas últimas pertenecen a las denominadas CysGPx, las cuales en su mayoría son 

dependientes de reductores redoxinas como Trx en lugar de GSH 115. Además, la 

hemoproteína catalasa contribuye con la remoción H2O2 a través de dos mecanismos 

catalíticos: la dismutación del H2O2 en H2O y O2 (reacción catalítica) o la reducción del H2O2 a 

H2O acoplada a la oxidación de un compuesto dador de hidrógeno (reacción peroxidativa) 
86,117. 

  

Oxidación

Resolución

Reducción

A)

GPx-Se-SG

GPx-SeH

GPx-SeOH

Oxidación

Reducción

Reducción

B) C)



Introducción: Enfermedad de Chagas y formación de oxidantes por el huésped vertebrado  

 24 

Efectos citotóxicos del peróxido de hidrógeno  

Inactivación de proteínas con clúster hierro-azufre  

Al igual que el O2
•–, el H2O2  puede alcanzar el sitio activo de enzimas deshidratasas que 

presentan cluster [4Fe-4S]2+ y oxidar el mismo, probablemente a través de dos pasos de 

reacción. La oxidación del clúster genera la pérdida de un átomo de Fe2+ e inactivación de la 

enzima, como comentamos previamente. 

Figura 15. Inactivación de enzimas con clústeres Fe-S por H2O2. La 
oxidación del cluster [4Fe-4S]2+ por H2O2 genera probablemente la 
especie transitoria oxoferrilo, la cual abstrae un segundo electrón 
del cluster y se libera Fe3+. La línea punteada representa los pasos 
involucrados en la reparación del cluster [4Fe-4S]2+. (Adaptado 
Imlay J.A. et al., 2013) 65. 

 

 

 

 

 

No obstante, cabe destacar que la velocidad reacción del clústeres [4Fe-4S]2+ con H2O2 (k≈ 104 

M–1.s–1) es más lenta en comparación con la reacción con O2
•– 88. Además, el ataque químico 

del cluster [4Fe-4S]2+ por O2
•– y H2O2 origina intermediarios diferentes (Figuras 9 y 15, 

respectivamente) 65. 

Reacción de Fenton y generación de radical hidroxilo (•OH) 

Los centros con metales de transición presentes en complejos de Fe de bajo peso molecular, 

hemoperoxidasas y otras metaloproteínas con actividad redox (ej: proteínas con centros Fe-

S) pueden reaccionar con H2O2 generando especies radicalarias a través de la denominada 

reacción de Fenton. La constante de reacción con H2O2 depende del complejo metálico y en 

general se encuentra en dentro del rango de 5–20 x 103 M–1.s–1 88,118. La oxidación del Fe2+ por 

H2O2 a través de la denominada reacción de Fenton origina los productos Fe3+ y •OH (Ecuación 

3). Finalmente el Fe3+ se debe reducir a Fe2+ para volver a ser activo. 
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𝐻#𝑂# 	+	𝐹𝑒#7 	
																						
(⎯⎯⎯⎯⎯⎯*			𝐹𝑒:7 	+	 𝑂𝐻	

• 	+ 		𝑂𝐻–								(Ecuación	3) 

𝐹𝑒:7 	+	𝑂#•– 				
																						
(⎯⎯⎯⎯⎯⎯*			𝐹𝑒#7 	+	𝑂#																												(Ecuación	4) 

Algunos complejos con Fe3+ se pueden reducir por O2
•– a través de la denominada reacción de 

Haber-Weiss (Ecuación 4), sin embargo, reductores como ascorbato y GSH serían más 

relevantes 88,118. 

Radical hidroxilo 

El radical •OH se caracteriza por ser extremadamente reactivo y por tanto inespecífico 

(E0’(•OH/H2O)= 2,33 V), reacciona a una velocidad cercana al límite por difusión con un gran 

número de moléculas blanco 88,118. La presencia de Fe2+ determina el sitio de producción y por 

lo tanto de toxicidad mediada por •OH 88,118, aunque el mismo también puede ser generado 

por la homólisis de ácido peroxinitroso o nitroso-peroxo-carboxilato, como profundizaremos 

en la sección de especies reactivas del nitrógeno. Considerando la alta reactividad, parece 

improbable que el •OH generado dentro del fagosoma genere un daño selectivo al patógeno 

internalizado 56. Sin embargo, la generación sitio específica de •OH se ha propuesto como 

mecanismo de daño al ADN, iniciador de procesos de peroxidación lipídica y toxicidad 56,86,88. 

Peroximonocarbonato 

La reacción del H2O2/HOO– con dióxido de carbono/anión carbonato (CO2/CO3
2–) genera como 

producto peroximonocarbonato (HCO4
–) (Ecuación 5), el cual se caracteriza por ser una 

especie más reactiva que el H2O2, siendo capaz de reaccionar de forma más rápida con GSH o 

Met 119–121. 

𝐻#𝑂# 	+	𝐶𝑂:#– 			 																								D⎯⎯⎯⎯⎯⎯*			𝐶𝑂E#– 	+			𝐻#𝑂										(Ecuación	5.1) 

HOOJ 	+	𝐶𝑂# 			 																								D⎯⎯⎯⎯⎯⎯*			𝐻𝐶𝑂E–																											(Ecuación	5.2) 

A concentraciones fisiológicas de CO2/HCO3
– un bajo porcentaje de H2O2 se encuentra como 

HCO4
–, sin embargo, el mismo es suficiente para aumentar la velocidad de oxidación de 

blancos biológicos en 2–3 órdenes de magnitud con respecto al H2O2 122. 
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Ácido hipocloroso 

El ácido hipocloroso (HOCl) es sintetizado por la mieloperoxidasa (MPO) de neutrófilos. Dicha 

enzima posee un grupo hemo catiónico y se almacena en los gránulos azurofílicos. La 

activación del neutrófilo induce la liberación de dicha enzima dentro del fagosoma o al medio 

extracelular. La MPO reacciona rápidamente con H2O2 (k= 2 x 107 M–1.s–1) y en presencia de 

haluros de cloro (Cl–) se produce ácido hipocloroso (HOCl) (pKa= 7,4) (Ecuación 6) 41. 

𝐻#𝑂# 	+	𝐶𝑙– 	
											LMN											
(⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯* 			𝐻𝑂𝐶𝑙		 + 			𝑂𝐻–								(Ecuación	6) 

El HOCl es un oxidante fuerte de dos electrones (E0’(HOCl/Cl–)= 1,28 V) 123. Los principales 

blancos de reacción son residuos de Met y Cys, seguidos de aminas, disulfuros y triptófano. 

Asimismo, el HOCl reacciona lentamente con Tyr rindiendo el producto 3-cloro-tirosina (3-Cl-

Tyr) 41. La reacción del HOCl con aminas rinde la correspondiente cloramina, las cuales pueden 

difundir dentro del patógeno y reaccionar con una mayor selectividad que el HOCl con grupos 

tioles de diferentes enzimas 41,124. Una vez depletados los grupos aminos, el HOCl puede 

reaccionar con O2
•– originando •OH. Se ha reportado que el HOCl forma parte de la primera 

línea de defensa oxidativa contra patógenos, de manera directa o vía cloraminas. La mayoría 

de los patógenos fagocitados por neutrófilos mueren por un mecanismo MPO-dependiente. 

No obstante, pacientes deficientes en MPO raramente presentan problemas en el control de 

patógenos. De esta manera, se destaca el sinergismo existente entre los mecanismos de 

defensa oxidativos y no oxidativos. Este último se compone por proteínas citotóxicas y 

enzimas digestivas (defensinas, serin proteasas, lactoferrina) que se encuentran en gránulos 

citoplasmáticos, los cuales son liberados dentro del fagosoma 41,125,126. Además, a nivel 

extracelular se ha descrito para neutrófilos la formación de NETs (neutrophil extracellular 

traps) que consisten en la liberación de gránulos y proteínas con actividad microbicida 

asociados a cromatina 127. 
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Señalización redox mediada por ROS 

La exposición a ROS no implica necesariamente un efecto biológico tóxico o deletéreo. La 

célula puede responder a la presencia de estas especies a través de una vía regulada de 

señalización redox. La respuesta celular que desencadena dicho proceso depende de varios 

factores como: La naturaleza del oxidante, el nivel de producción y el compartimento celular 

donde se originó la especie reactiva. Es importante destacar que la señalización redox se 

genera a concentraciones sub-tóxicas y regula un amplio rango de procesos celulares que 

incluyen la actividad metabólica, crecimiento, diferenciación y muerte celular programada 
86,128–130. 

Peróxido de hidrógeno y radical superóxido – Mediadores redox 

El rol señalizador del H2O2, a concentraciones fisiológicas, implica la oxidación reversible de 

proteínas blanco, induciendo una alteración en la proteína a nivel de la actividad, localización 

e interacciones. El H2O2 participa en la señalización de diferentes procesos celulares que 

incluyen la proliferación, diferenciación, migración y angiogénesis 131,132. Asimismo, el O2
•– 

derivado de la activación de enzimas NOXs puede desencadenar o iniciar la activación de 

procesos de señalización mediado por receptores. A pesar de que frecuentemente el O2
•– se 

considera únicamente precursor del H2O2, la generación específica de O2
•– sugiere una 

participación directa en procesos mediados por señalización redox. A diferencia del H2O2, el 

O2
•– no se caracteriza por ser un oxidante eficiente de tioles, por consiguiente no tendrá un 

rol relevante en los proceso de señalización tiol-dependiente. Sin embargo, existe evidencia 

que vincula directamente al O2
•– en procesos de señalización celular a través de la reacción 

con metaloproteínas con actividad redox 133,134. 

La concentración intracelular de H2O2 se mantiene regulada y a bajos niveles dentro del rango 

1—100 nM. Mientras que la concentración total de O2
•– se mantiene aproximadamente en 

10–11 M, siendo por lo tanto menor a la concentración de H2O2 (≈10–8 M) 117. No obstante, la 

concentración local de O2
•–/H2O2 en los diferentes compartimentos celulares depende de la 

actividad de los sistemas presentes que participan en la generación y eliminación de dichas 

especies. De esta manera, la concentración de H2O2 depende de la generación del mismo 

inducida por un determinado señalizador metabólico, factores de crecimiento o citoquinas 
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(Figura 12) en conjunto con la remoción mediada por sistemas reductores altamente 

eficientes 86. 

Acuaporinas – Canalización de peróxido de hidrógeno. 

Debemos tener presente el rol de la familia de acuaporinas (AQPs), concretamente las AQPs 

3, 8, 9 y 11, para las cuales se ha reportado actividad peroxiporinas. Estas AQPs facilitan el 

transporte y difusión del H2O2 entre los diferentes compartimentos y hacia el exterior de la 

célula 135. Se ha postulado la expresión regulada de AQPs como mecanismo de 

direccionamiento del H2O2, promoviendo así la especificidad en la señalización celular. En este 

sentido, se ha demostrado que las AQPs 3 y 8 facilitan el transporte del H2O2 derivado de la 

NOX2  asociados a procesos de señalización celular 136,137. 

Señalización por reducción e intercambio de tioles 

El rol señalizador redox del H2O2 se ha estudiado y caracterizado ampliamente para la 

oxidación selectiva de residuos de Cys presentes en proteínas que participan en la regulación 

de una vía de señalización 86,110,138–141. Este mecanismo de señalización implica la oxidación de 

grupos tiolato presentes en la proteína blanco, los cuales reaccionan con H2O2 con varios 

órdenes de magnitud mayores que los tioles presentes en otras proteínas 110,115. Los blancos 

fisiológicos susceptibles a oxidación pueden actuar como “switches” moleculares, 

participando en diferentes niveles de regulación celular frente a una respuesta al estrés. Las 

Prx, pueden transferir la oxidación mediada por H2O2 a otras proteínas blanco que reaccionan 

muy lentamente de forma directa con H2O2. Ejemplos de estos son: la reacción de la Prx1 y/o 

2 con el factor de transcripción STAT3, la reacción de Prx2 con la proteína MEKK4 que participa 

en la vía de señalización p38-MAPK y la regulación de la señalización de FOXO3 por Prx1 142–

144. 

  



Introducción: Enfermedad de Chagas y formación de oxidantes por el huésped vertebrado  

 29 

Otros mecanismos de señalización redox 

Se han postulado otros mecanismo de señalización redox a través de la oxidación reversible 

de residuos de Met, selenoproteínas, centros metálicos, y lípidos 145–148. 

Finalmente, se han reportado otras especies reactivas que participan en procesos de 

señalización redox como el óxido nítrico, sulfuro de hidrógeno, peroximonocarbonato y lípidos 

oxidados 86,110.  
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Especies reactivas del nitrógeno  

Al igual que las ROS, el término RNS incluye especies tanto radicalarias como no radicalarias 

dentro de las que podemos destacar: •NO, •NO2, peroxinitrito y nitrosoperoxo-carboxilato 

(ONOOCO2
–) entre otros. 

Óxido nítrico 

El •NO es una molécula pequeña, radicalar, neutra e hidrofóbica, capaz de permear las 

membranas biológicas. A pesar de que el •NO es un oxidante débil (E0’(•NO, H+/HNO)= -0,80 

V), puede dar origen a especies altamente reactivas 149, como discutiremos a continuación. El 
•NO es un mediador fisiológico que ejerce diversas funciones en tejidos y órganos, dentro de 

las que podemos destacar vasodilatador, neurotransmisor y participación en la respuesta 

inmune celular. A nivel del endotelio, la difusión del •NO se puede ver limitada por su rápida 

reacción con la oxihemoglobina, disminuyendo así su concentración en el tejido local 150. 

Producción biológica de óxido nítrico 

La producción de •NO se lleva a cabo principalmente por la presencia de óxido nítrico sintasas 

(NOS, nitric oxide synthase). Existen tres isoformas de la NOS: endotelial (eNOS), neuronal 

(nNOS) e inducibles (iNOS) (Figura 16A) 46,47,50,151,152. Todas las isoenzimas NOS catalizan la 

conversión de L-arginina, NADPH y O2 en los productos L-citrulina, NADP+ y •NO (Figura 16C) 
153. 
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 Figura 16. Óxido nítrico sintasa. (A) Los 
monómeros de las isoenzimas NOS 
poseen dos dominios, uno oxidasa y 
otro reductasa. El dominio oxidasa 
posee un grupo hemo como cofactor 
(rojo), mientras que el dominio 
reductasa se divide en los subdominio: 
sitios de unión de NADPH/FAD y sitio de 
unión de FMN. La calmodulina (CaM) se 
une a un pequeño segmento helicoidal 
presente entre los dominios oxidasa y 
reductasa. La isoforma i NOS carece de 
la hélice autoinhibitoria en el 
subdominio FMN y en la extensión del 
C-terminal (violeta), presentes en las 
isoformas eNOS y nNOS. La nNOS posee 
además un domino PDZ en la extensión 
del N-terminal. (B) Flujo de electrones a 
través de los homodímeros NOS. El 
subdominio NADPH/FAD interacciona 
con el subdominio FMN permitiendo la 
transferencia de electrones entre los 

cofactores de flavina (estado de entrada). El subdominio FMN interacciona con el hemo del domino oxidasa 
permitiendo la transferencia de electrones. (C) Reacción catalizada por las isoenzimas NOS. (Adaptado Campbell 
M.G. et al., 2014) 154. 

Blancos biológicos del óxido nítrico 

El •NO puede regular la función de diferentes proteínas a través de la reacción con grupos 

prostéticos hemos y cofactores metálicos, dando origen al correspondiente complejo nitrosil-

ferroso 155. Dentro de las hemoproteínas blanco podemos destacar a la guanilato ciclasa (GC). 

El •NO se une fuertemente al Fe2+ del grupo hemo de la GC llevando a la producción de GMP 

cíclico (cGMP) como segundo mensajero que activa a proteínquinasas (PKG) en las células 

blanco y es considerado el principal mecanismo de transducción de señal mediado por •NO 
156. De igual manera, el •NO puede inhibir de manera reversible a la citocromo c oxidasa (CIV) 

determinando la inhibición de cadena respiratoria con la generación sitio especifica de O2
•– 

157–159. 

El •NO puede a su vez, detener la propagación de radicales asociada a procesos de 

peroxidación lipídica a través de reacciones de terminación, generando una variedad de 

nitroso- y nitro-ácidos grasos derivados 160. La oxidación de ácidos grasos insaturados 

presentes en membranas biológicas o lipoproteínas se inicia por la abstracción de un electrón 

y la formación del radical lipídico (L•), el cual reacciona rápidamente con O2 rindiendo el 

correspondiente radical peroxilo (LOO•), clave en la propagación de procesos de peroxidación 

lipídica. El LOO• puede reaccionar con otros ácidos grasos insaturados adyacentes (oxidando 

Arginina																			 Nω-hidroxiarginina Citrulina óxido	nítrico

C)

•
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a los mismos) o reaccionar rápidamente con •NO rindiendo el correspondiente ácido graso 

oxidado y nitrosilado (ej: LOONO). Este último intermediario puede evolucionar generando 

una serie de ácidos grasos nitrados (ej: LONO2) 150,161. 

Otros blancos biológicos relevantes para el •NO son las especies radicalares como O2
•–, RS• 

(radical tiílo) y Tyr• (radical tirosilo), con las cuales presenta una constante de velocidad 

cercana al control por difusión (1–10 x 109 M–1.s–1) 162–164. La reacción de terminación del •NO 

con especies radicalarias (ej: RS•) no repara directamente el radical como ocurre con los 

antioxidantes (glutatión, ascorbato, tocoferol), sino que genera un producto intermediario 

transitorio (ej: RS-NO) con una actividad biológica distinta. Frecuentemente, estos productos 

intermediarios pueden ser reparados generando el compuesto original a través de la reacción 

con diferentes antioxidantes 156. 

Peroxinitrito 

La producción simultánea de •NO y O2
•– deriva en la formación de peroxinitrito (ONOO–

/ONOOH) a través de una reacción controlada por difusión (k= 4–16 x 109 M–1s–1) 163,165–167. 

Dicha reacción se caracteriza por ser lo suficientemente rápida para competir con la 

dismutación de O2
•– catalizada por las diferentes isoformas de SODs 168,169. El peroxinitrito es 

un oxidante altamente reactivo, capaz de efectuar oxidaciones por uno o dos electrones 

(E0’(ONOO–/•NO2)= 1,4 V y E0’(ONOO–/NO2
–)= 1,2 V) y presenta una vida media corta. El 

término peroxinitrito engloba tanto la especie ácido peroxinitroso (ONOOH) como su base 

conjugada peroxinitrito anión (ONOO–), debido a que ambas especies se encuentran en 

equilibrio y coexisten a pH fisiológico (pKa= 6,8). No obstante, ONOOH y ONOO– se diferencian 

en estabilidad, permeabilidad de membrana y reactividad 116,170. La formación de peroxinitrito 

y de oxidantes derivados del •NO se ha asociado a diversos procesos fisiopatológicos como 

aterosclerosis, hipertensión, neurodegeneración, cáncer, inflamación y sepsis 116,156,171. Por 

otra parte, se ha descrito la participación del peroxinitrito y la presencia de nitrotirosina en 

proteínas en procesos normales de envejecimiento 156,172,173. 
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Fuentes  biológicas de peroxinitrito 

Previamente mencionamos que la activación simultanea de las enzimas NOS y NOX lleva a la 

formación de los radicales •NO y O2
•–, los cuales pueden reaccionar generando como producto 

ONOO–. Asimismo, otra fuente biológica relevante es la mitocondria como discutiremos a 

continuación. 

Generación mitocondrial de peroxinitrito  

El •NO, al ser un radical neutro, puede difundir a la mitocondria y competir con el O2 por la 

unión al grupo hemo de la citocromo c oxidasa (complejo IV), inhibiendo así de manera 

reversible el complejo IV de la cadena respiratoria. Dicha inhibición desencadena un aumento 

de la fuga de electrones y formación de O2
•–, y por tanto, formación de ONOO– (Figura 17) 

29,174,175. Además, la formación sitio específica de ONOO– determina la oxidación, nitración y 

S-nitrosilación de los complejos I y II, originando simultáneamente la inhibición de los mismos 
150.  

Figura 17. Producción mitocondrial de peroxinitrito. El •NO inhibe el complejo 
citocromo c oxidasa (complejo IV) desencadenando la producción O2

•–. La producción 
simultanea de ambos radicales determina la formación intramitocondrial de ONOO–. 
MME: membrana mitocondrial externa; MMI: membrana mitocondrial interna. 
(Adaptado de Piacenza L. et al., 2013) 176. 

 

 

Homólisis del ácido peroxinitroso 

En solución acuosa, el ONOOH es inestable y en ausencia de blancos moleculares isomeriza a 

nitrato (NO3
–) a través de la formación de los radicales intermediarios •OH y •NO2 que se 

recombinan generando NO3
–  o difunden en solución (Figura 18) 116. 

 

 

 

Figura 18. Homólisis del ácido peroxinitroso. (Adaptado de Ferrer-Sueta G. et al., 2018) 116. 
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El rendimiento para la producción de •OH a partir de la homólisis de ONOOH se estima ≤ 30 

%, mientras que el resto directamente isomeriza a NO3
– 116. Los radicales libres •OH y •NO2 

adquieren un rol importante en la oxidación de membranas biológicas y lipoproteínas, en 

donde los reductores directos de peroxinitrito se vuelven escasos y se favorecen las 

oxidaciones por un electrón a través de procesos en los que participan radicales lipídicos 177. 

Reacción del peroxinitrito anión con HCO3
–/CO2  

En un contexto biológico, el ONOO– reacciona rápidamente con HCO3
–/CO2 (k = 5,8 x 104 M–

1.s–1) generando el aducto transitorio nitroso-peroxo-carboxilato (ONOOCO2
–). La homólisis de 

este aducto genera los radicales CO3
•– y •NO2 con un rendimiento de ≈ 35 % (Figura 19) 116,178. 

En la mitocondria, principal fuente de CO2 (producto del catabolismo), el peroxinitrito puede 

reaccionar y generar de manera sitio especifica los radicales CO3
•– y •NO2. Estos radicales 

pueden reducir el ubiquinol a ubisemiquinona favoreciendo la formación de O2
•– a nivel 

mitocondrial 179. 

 

Figura 19. Reacción entre el anión peroxinitrito y dióxido de carbono. (Adaptado de Ferrer-Sueta G. et al., 2018) 
116. 

 

Debido a la alta concentración de CO2 en sistemas biológicos (1−2 mM) y al equilibrio con 

HCO3
–, el CO2 se considera el principal blanco de reacción para el peroxinitrito 169. No obstante, 

el ONOO− puede difundir y alcanzar el patógeno internalizado dentro del fagosoma de 

macrófagos previo a reaccionar con CO2 42. Dentro del patógeno internalizado, la reacción 

entre ONOO– y CO2 se vuelve relevante y determina la formación de CO3
•– (Figura 3). Este 

último radical participa en reacciones de oxidación por un electrón, por ejemplo en la 

oxidación de tirosina (Tyr) con la consiguiente formación de radical Tyr•, paso clave en la 

nitración 180.  
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Nitrotirosina 

A pesar de que el peroxinitrito no es capaz de reaccionar directamente con residuos de Tyr, 

los radicales secundarios derivados del mismo (u otros oxidantes de un electrón) pueden 

generar el intermediario Tyr•. Este último reacciona con una constante de velocidad cercana 

al límite por difusión con •NO2 rindiendo el producto estable 3-nitrotirosina (3-NO2-Tyr) 150. 

Dependiendo del rol y localización del residuo de tirosina, la incorporación de un grupo nitro 

puede generar cambios en la estructura y función de proteínas relevantes en el contexto de 

una determinada patología 150. La nitración de tirosinas usualmente adiciona una carga 

negativa e incorpora un sustituyente de mayor volumen, afectando así la distribución de carga 

local y/o la conformación de la proteína.  

Además, se ha reportado que la nitración de residuos de tirosina puede producir la pérdida o 

ganancia de función en la proteína. 

 

Figura 20. Formación de 3-nitrotirosina. La oxidación de la tirosina (Tyr) por un oxidante de un electrón (Ox) 
genera el intermediario radical tirosilo (Tyr•), el cual reacción con el radical dióxido de nitrógeno (•NO2) formando 
así el producto estable 3-nitrotirosina (3-NO2-Tyr). La nitración de residuos de Tyr provoca una reducción del pKa 
del grupo OH fenólico de 10,5 a 7−7,5. (Adaptado Radi R., 2018) 150. 

La nitración de tirosinas se considera un biomarcador del estado oxidativo y de la progresión 

de diversas enfermedades 116. En este sentido, se ha reportado la nitración de tirosinas en 

proteínas de T. cruzi mediada por peroxinitrito derivado de macrófagos activados 55. 

Detoxificación de peroxinitrito y radicales secundarios 

Reacción con tioles 

El peroxinitrito reacciona con tioles a través de la oxidación por dos electrones rindiendo el 

correspondiente ácido sulfénico 116. Cabe destacar que el ONOO–reacciona con tioles de bajo 

peso molecular más rápido (tres órdenes de magnitud mayor) que el H2O2 170. La participación 

de los tioles de bajo peso molecular (ej: GSH) en la modulación de reacciones dependientes 

Tyr																																																																		Tyr• 3-NO2-Tyr
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de peroxinitrito como la nitración de Tyr dependen de procesos redox de un electrón como la 

reducción de los radicales •NO2 y Tyr• 116.  

Peroxirredoxinas 

Las peroxirredoxinas de mamíferos y tripanosomátidos poseen un tiol altamente reactivo con 

peroxinitrito 116,181. Las diferentes peroxirredoxinas presentan una constante de reacción de 

segundo orden del rango 106–107 M–1.s–1 (a pH fisiológico), es decir, 3–4 órdenes de magnitud 

mayor que el GSH. Estas enzimas funcionan como óxido-reductasas capaces de reducir por 

dos electrones el peroxinitrito a nitrito (NO2
–), detoxificando y eliminando los efectos 

citotóxicos del mismo. Las tiorredoxinas, proteínas relacionadas y compuestos que presentan 

tioles pueden reducir los tioles oxidados de las peroxirredoxinas a su estado nativo (Figura 

14A-B) 116. 

La alta eficiencias en la detoxificación de peroxinitrito, derivado de macrófagos y neutrófilos 

activados, esencial para la evasión o eliminación de los efectos deletéreos generado por dicho 

oxidante, han llevado a postular a las peroxirredoxinas y peroxidasas de microorganismos 

como  factores de virulencia 55,182. 

Efectos citotóxicos del peroxinitrito y radicales secundarios 

Reacción con proteínas con centros metálicos 

La reacción del peroxinitrito con proteínas que poseen centros con metales de transición es 

compleja y puede generar diversos productos. Las hemoperoxidasas y hemotiolato proteínas 

que contienen el átomo de hierro pentacoordinado tienden a presentar una constante de 

reacción de segundo orden con peroxinitrito en el rango de 105–107 M−1.s−1, mientras que las 

hemoproteínas que contienen el átomo de Fe hexacoordinado o proteínas con metales no 

hemo presenta constantes de reacción menores 116. Dentro de la familia de hemoperoxidasas 

humanas, se ha caracterizado la reacción de la mieloperoxidasa con peroxinitrito, la cual se 

oxida por un electrón rindiendo compuesto II y •NO2. Debido a la elevada velocidad de 

reacción con peroxinitrito y la abundancia en neutrófilos (500 µM), la mieloperoxidasa se 

considerada un excelente blanco para dicho oxidante 169.  



Introducción: Enfermedad de Chagas y formación de oxidantes por el huésped vertebrado  

 37 

Asimismo, se ha descrito la reacción del peroxinitrito con otras proteínas que presentan 

centros con metales de transición como la Cu/Zn, Mn y Fe-SODs, las cuales se nitran en 

residuos de tirosina, causando la inhibición de las mismas 183–185. 

Inhibición de proteínas con clúster hierro-azufre 

El peroxinitrito, al igual que O2
•– y H2O2, puede reaccionar rápidamente con el clúster [4Fe-

4S]2+ presente en deshidratasas. El átomo de hierro (Feα) que no se encuentra coordinado por 

residuos de cisteína, unido únicamente a átomos de azufre inorgánicos se caracteriza por ser 

sensible a peroxinitrito. La ausencia de un cuarto residuo de cisteína ligado al clúster y una 

carga neta positiva (2+) lo hacen accesible y vulnerable a oxidantes aniónicos de un electrón 

como el ONOO–. La reacciona del peroxinitrito con este tipo de clúster Fe-S induce la liberación 

del Feα lábil, generando la disrupción del cluster al estado [3Fe-4S]+ y la inactivación de la 

enzima.  

 

 

 

 

 

Figura 21. Reacción del peroxinitrito con el cluster [4Fe-4S]2+. (Adaptado de Ferrer-Sueta G. et al., 2018) 116. 

 

La aconitasa mitocondrial presenta una constante de velocidad de segundo orden con 

peroxinitrito de 1,4 x 105 M−1.s−1 (pH= 7,6 y 25 °C), mientras que con O2
•– presenta una k≈ 107 

M−1.s−1 116.  

 

A continuación describiremos las características del sistema antioxidantes de T. cruzi y la 

relevancia del mismo en la colonización y establecimiento de la infección en los tejidos del 

huésped vertebrado.

+		ONOO− +	Fe3+ +	OH− +	NO2
−

2+																																																																																																																											 +
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Establecimiento de la infección y relevancia del 

sistema antioxidante de T. cruzi. 

Establecimiento de la infección 

Los parásitos que logran evadir el sistema inmune del huésped posteriormente invaden y 

colonizan otros órganos, como el corazón y tracto digestivo, diseminando la infección y 

favoreciendo la progresión de la misma hacia la fase crónica de la enfermedad.  

Miocarditis crónica Chagásica 

La miocarditis crónica chagásica se caracteriza por la presencia de pseudo-quistes de nidos de 

amastigotas en las fibras cardíacas y por un infiltrado inflamatorio acompañado de la 

presencia de citoquinas y quimoquinas (Figura 22). La presencia de nidos de amastigotas en 

conjunto con la respuesta inflamatoria montada promueven el remodelado del tejido 

cardíaco. 

Figura 22. Micrografía de tejido 
cardíaco de ratones infectados con T. 
cruzi. En (A) y (B) se observan secciones 
de tejido cardíaco de ratón infectado 
con T. cruzi a diferente magnificación. 
En (B) se puede observar el nido a 
amastigotas rodeado por el infiltrado 
inflamatorio. (Adaptado Piacenza L. et 
al., 2009) 59. 

 

Se han reportado alteraciones en proteínas asociadas al citoesqueleto, contractilidad celular, 

homeostasis del Ca2+, uniones gap, uniones adherentes y matriz extracelular. Estas 

alteraciones repercuten directamente en la integridad del tejido así como en el sistema de 

conducción cardíaco, conllevando a una cardiomiopatía arritmogénica 186–188. Esta alteración 

del ritmo cardíaco (arritmia) se puede evidenciar fácilmente a través de un 

electrocardiograma, en el cual se observa una prolongación del potencial de acción asociado 

A)																																																																					B)			
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con alteraciones en la salida de K+  188. Además, se observó para el modelo murino un aumento 

del espesor del tabique interventricular y de la masa ventricular, disminución de la pared 

posterior en ventrículo izquierdo y síntesis de colágeno desproporcionada 189. 

Estrés nitro-oxidativo en cardiomiocitos infectados  

La invasión de cardiomiocito por T. cruzi induce la generación de citoquinas proinflamatorias, 

como el factor de necrosis tumoral α (TNF-α) e interleuquina-1β (IL-1β), responsables de la 

inducción de la iNOS (tanto de forma autocrina como paracrina) con la consecuente 

generación de •NO 190–193. En este contexto, la producción de especies reactivas del oxígeno y 

del nitrógeno generan un estrés nitro-oxidativo a nivel del miocardio que podría desencadenar 

la muerte de cardiomiocitos y la falla cardíaca crónica, observada en pacientes con 

enfermedad de Chagas. Mediante la utilización de ratones knock out se ha demostrado el rol 

esencial del eje IL-12/IFN-g/iNOS y el efecto antagonista de la IL-4 en el control de la infección 

por T. cruzi, carga parasitaria del tejido cardíaco e inflamación, demostrando la importancia 

del •NO en el control de la enfermedad 194,195. Considerando que el •NO es un oxidante débil, 

resulta poco probable que sea el responsable del control parasitario. Sin embargo, esta 

especie puede difundir varios diámetros celulares e interaccionar con blancos parasitarios 

llevando a la inactivación sostenida de diferentes enzimas con centros Fe-S y grupos 

prostéticos hemo involucradas en la bioenergética celular (ej: aconitasa y citocromo c 

oxidasa). Nuestro grupo ha reportado que el •NO tiene la capacidad de inhibir la respiración 

mitocondrial parasitaria a través de la inactivación de la citocromo c oxidasa, favoreciendo la 

producción de radical O2
•− y posteriormente la generación de peroxinitrito de forma sitio 

específica 176,196. 

En pacientes y en el modelo crónico murino de la enfermedad de Chagas se han encontrado 

proteínas nitradas en lesiones cardíacas, así como la formación de aductos de 4-

hidroxinonenal (4-HNE), malondialdehído (MDA) y carbonilo 197–199. Estas modificaciones o 

marcadores estables de la presencia de estrés nitro-oxidativo resultan en la generación de 

antígenos cardíacos que pueden ser reconocidos por el sistema inmune a través de 

anticuerpos, repercutiendo en la patogénesis de la enfermedad 198. Además, se ha reportado 

la presencia de proteínas plasmáticas nitradas y elevados niveles de MPO (enzima capaz de 

llevar a cabo la nitración proteica) en plasma de pacientes con enfermedad de Chagas 200. De 

esta manera, el establecimiento de un estrés nitro-oxidativo en el huésped vertebrado puede 
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ser responsable, en parte, del daño colateral producido en los tejidos infectados. 

Considerando los antecedentes previamente descritos se ha postulado que la patogenia de la 

cardiomiopatía chagásica es resultado de la presencia de nidos de amastigotas en conjunto 

con la respuesta inmune montada por el organismo hospedero. 

Disfunción mitocondrial en cardiomiocitos infectados 

A nivel del miocardio, en el modelo murino y en cardiomiocitos infectados con T. cruzi se ha 

reportado una disfunción mitocondrial caracterizada por la disminución del potencial de 

membrana mitocondrial, aumento en la formación de ROS y de aductos oxidados a nivel 

mitocondrial 189,201. La deficiencia de MnSOD en el modelo murino exacerba la tasa de 

producción de ROS a nivel mitocondrial y el estrés oxidativo en el miocardio, caracterizado 

por un aumento en la producción de H2O2 y de aductos oxidativos 202. Asimismo, se ha 

reportado para cardiomiocitos infectados un aumento en la expresión de la poli(ADP-ribosa) 

polimerasa 1 (PARP1) así como la PARilación de proteínas 203. PARP1 posee diferentes roles 

dentro de los que podemos destacar la participación en procesos de reparación del ADN e 

inflamación vía NF-kB (nuclear factor-kB) 190,204. Sin embargo, se ha postulado que la 

sobreexpresión de PARP-1 se asocia con una disminución del ADN mitocondrial (ADNmt), de 

la expresión de genes codificados por ADNmt y la respiración mitocondrial, promoviendo la 

generación de ROS a nivel mitocondrial 203.  

Por otra parte, se ha postulado la activación temprana de mTOR en cardiomiocitos humanos 

infectados por T. cruzi, acompañada de un aumento en la biogénesis mitocondrial y 

fosforilación oxidativa 205.  
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Sistema antioxidante de T. cruzi – Factores de 
virulencia. 

Factores de virulencia 

En general los factores de virulencia se definen como moléculas producidas por un 

determinado patógeno, cuya perdida altera específicamente la virulencia sin afectar la 

viabilidad 206. Estos factores de virulencia pueden favorecen la invasión, establecimiento y 

desarrollo del patógeno, evasión de la respuesta inmune y eventualmente generar daño en el 

huésped. La virulencia es una propiedad del patógeno expresada únicamente en el huésped 

susceptible, el desenlace de la enfermedad dependerá de la interacción huésped-patógeno. 

Por consiguiente, la virulencia del patógeno no se debe considerar de manera aislada del 

huésped 207,208. 

En la literatura se han descrito diferentes factores de virulencia para T. cruzi,  los cuales 

pueden participar a diferentes niveles en la interacción huésped-patógeno, como: i) La 

sobrevida al ambiente oxidativo generado dentro del fagolisosoma (ej: enzimas antioxidantes, 

tioles no proteicos) 29,56; ii) La reparación de macromoléculas oxidadas (ej: metionina sulfóxido 

(Met-SO) 209,210 y 7,8-dihidro-8-oxo-2’-desoxiguanina (8-oxoG) 211,212; iii) La resistencia y 

evasión de la respuesta inmune (ej: inactivación del sistema complemento, supresión de 

diferenciación de células T, generación de microvesículas); iv) La adhesión e invasión celular 

(ej: cruzipaína, transialidasa, etc.); v) El escape del fagolisosoma (ej: transialidasa, Tc-TOX o 

proteína formadora de poro)) y vi) La diferenciación celular y proliferación (ej: proteosoma, 

calpaína) 213,214.  

El desarrollo de herramientas bioinformáticas y moleculares ha sido esencial para la 

identificación de factores de virulencia en patógenos. En particular, T. cruzi presenta una gran 

variabilidad genética y bioquímica entre diferentes cepas salvajes que determina diferencias 

en la virulencia. La secuenciación del genoma ha mostrado una arquitectura genómica 

compleja en T. cruzi, caracterizada por un alto grado de secuencias repetidas así como 

retrotransposones 215,216. Estas características han limitado el silenciamiento de genes como 

estrategia para la validación de los factores de virulencia. Alternativamente, se han generado 
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parásitos sobreexpresantes de factores de virulencia candidatos mediante la utilización de 

vectores de expresión. 

Sistema antioxidante de T. cruzi 

El establecimiento de la infección por T. cruzi depende de la capacidad del parásito para evadir 

la respuesta inmune montada por el huésped y sobrevivir al ambiente oxidativo, caracterizado 

por la presencia de H2O2, O2
•−, •NO y peroxinitrito. T. cruzi posee un sistema antioxidante 

altamente eficiente en la detoxificación de especies reactivas, el cual se compone por una red 

de enzimas antioxidantes y tioles de bajo pesos molecular 56. 

Tioles de bajo peso molecular 

Los tioles de bajo peso molecular presentes en parásitos tripanosomátidos son: GSH, GSH-

espermidina, ovotiol A (N1-metil-4-mercaptohistidina) y tripanotiona [T(SH)2, N1,N8-bis-

glutationilespermidina], siendo la T(SH)2 el más representado en los diferentes estadios. La 

concentración total de tioles de bajo peso molecular en T. cruzi varía entre diferentes cepas y 

en los diferentes estadios (epimastigota, tripomastigota y amastigota) 217,218. El sistema 

metabólico redox centralizado en T(SH)2 resulta esencial para la sobrevida de parásitos 

tripanosomátidos, razón por la cual ha sido ampliamente estudiada su biosíntesis y utilización, 

así como potenciales blancos para el desarrollo de drogas antiparasitarias 219. En T. cruzi la 

concentración de T(SH)2 en el estadio epimastigotas (cultivados en presencia de poliaminas) 

varía entre 1,5–2,0 mM, mientras que en tripomastigotas y amastigotas es de 0,5 mM y 0,12 

mM, respectivamente 220.  

Tripanotiona 

La T(SH)2 es un ditiol compuesto por dos moléculas de GSH unidas covalentemente a una 

molécula de espermidina 221. La síntesis de T(SH)2 involucra la unión covalente de manera 

secuencial de dos moléculas de GSH a los grupos amino (NH2) de la espermidina (Figura 23). 

Este proceso ocurre en dos pasos catalizados por la misma enzima denominada tripanotiona 

sintasa (TS) e implican el consumo de dos moléculas de ATP 222. Además, T. cruzi posee el gen 
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que codifica la enzima glutationil-espermidina sintasa (GspS) 223. Sin embargo, la reacción 

catalizada por la GspS no sería relevante in vivo 220.  

 

Figura 23. Biosíntesis de tripanotiona. La T(SH)2 se sintetiza a través de dos pasos consecutivos, en los cuales el 
grupo carboxilato de la glicina de cada molécula de GSH se une covalentemente a uno de los grupo amino 
terminal de la espermidina. Dicho proceso consume dos moléculas de ATP y es catalizado por la enzima 
tripanotiona sintasa (TS). GspS: glutationil-espermidina sintasa. (Adaptado Irigoín F. et al., 2008) 220. 

 

La T(SH)2 reemplaza a el GSH en la mayoría de las reacciones de intercambio tiol-disulfuro de 

la célula 220. La mayor reactividad de la T(SH)2 se explica por la presencia del ditiol, cuyos pKa(s) 

coinciden con el pH intracelular (pKa≈ 7,4), mientras que el GSH presenta un pKa= 8,3 224. La 

presencia del ditiol favorece la formación de puentes disulfuro intramoleculares luego de la 

oxidación por uno o dos electrones; previniendo así la formación de radical sulfinilo (RSOO•) 

(en oxidaciones por un electrón), especie capaz de propagar la oxidación a otras moléculas. La 

T(SH)2 puede reaccionar con diferentes moléculas blanco de forma directa y/o indirecta a 

través de reacciones dependientes de triparredoxina (TXN). La tripanotiona se mantiene en 

su estado reducido [T(SH)2] por la flavoenzima dependiente de NADPH, tripanotiona 

reductasa (TR) (Figura 24).  

La T(SH)2 puede donar electrones a diferentes vías; dentro de las que podemos destacar las 

reacciones redox de dos pasos que participan en la descomposición de oxidantes como: H2O2, 

ONOO– y diversos hidroperóxidos (orgánicos de cadena corta, de ácidos grasos y de 

fosfolípidos). En este proceso, la T(SH)2 entrega los equivalentes de reducción a moléculas 

intermediarias como GSSG, dehidroascorbato (dhAsc) o TXN oxidada (TXN-S2), los cuales en su 
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estado reducido puede transferir electrones a diferentes enzimas parasitarias: peroxidasas, 

reductasas, glioxalasas y transferasas (Figura 24)220,225,226. 

Figura 24. Reacciones dependientes de tripanotiona. Reducción de la tripanotiona disulfuro (TS2) catalizada por 
la tripanotiona reductasa (TR) a expensas de NADPH (1). Reducción directa por T(SH)2 de: triparredoxina oxidada 
(TXN-S2) (2),  dihidroascorbato (dhAsc) (3), el ascorbato (Asc) resultante se puede utilizar como sustrato reductor 
de (APxCcP) (4). La T(SH)2 reacciona con  metilglioxal generando un bis-hemitioacetal, el cual puede ser 
metabolizado a lactato por las glioxalasas I y II (Glo I-II) (5) y reduce el glutatión disulfuro (GSSG) (6). TXNs 
catalizan la transferencia de electrones desde la T(SH)2 a diferentes proteínas blanco involucradas en la 
detoxificación de peróxidos por peroxirredoxinas (Prxs) y glutatión peroxidasas-like (GPx-like) (7), permite la 
síntesis de ADN y proliferación vía ribonucleótido reductasa (RnR) (8) y la reparación de proteínas por la 
metionina sulfóxido reductasa (MSR) (9). La reacción directa de la T(SH)2 con radicales libres (R•), actuando como 
scanvenger y/o en reacciones de reparación, determina la formación transitoria de radical tiílo (RS•) en la 
tripanotiona, el cual se combina rápidamente con el tiol vecino rindiendo el radical aniónico disulfuro 
tripanotiona (10). Este último, en presencia de O2 (u otros sustratos oxidantes), evoluciona a la forma estable de 
TS2 con la concomitante producción de O2

•− (11). Las proteínas pueden experimentar S-tripanotiolación (12), 
proceso que podría ser catalizado por la glutarredoxina (Grx). Asimismo, la T(SH)2 tiene un rol central en la 
detoxificación de arsénico, drogas que contienen antimonial y compuestos nitroheterocíclicos a través de 
reacciones complejas que implican catálisis enzimática [tripanotiona S-transferasa (TST) o TXN] (13). T(SH)2 
puede coordinar clúster hierro-azufre y transferirlo a Grxs (14) y en presencia de •NO puede formar complejos 
dinitrosil-hierro tripanotiona o dinitroso tripanotiona (15). (Adaptado Hugo M. et al., 2018) 225.  

 

El pool de tioles de bajo peso molecular juega un rol importante en la defensa antioxidante de 

T. cruzi a través de la reacción directa con especies radicalares como el •NO2 o CO3
•− y en la 

reparación de radicales proteicos como Tyr• y Cys•. A pesar de que los tioles no proteicos 
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pueden reaccionar directamente con oxidantes no radicalares, como el H2O2 y el peroxinitrito, 

la contribución a la detoxificación de los mismos in vivo sería minoritaria teniendo en cuenta 

la alta eficiencia del sistema de enzimas antioxidantes en T. cruzi  220. 

Enzimas antioxidantes 

El control parasitario, previo a la evasión del fagosoma y establecimiento del T. cruzi en el 

citosol celular, depende en gran medida de la producción de especies oxidantes. De ésta 

manera, los niveles de enzimas antioxidantes parasitarias al momento de la invasión serán 

determinantes de la resistencia parasitaria a éstas especies para poder establecer la infección. 

En los últimos años, análisis proteómicos y bioquímicos mostraron la inducción de enzimas 

antioxidantes durante el proceso de metaciclogénesis reforzando la hipótesis de la pre-

adaptación del parásito para una infección efectiva 59,227,228. Asimismo, se ha reportado que 

cepas salvajes de T. cruzi con un mayor contenido de enzimas antioxidantes se correlaciona 

con una mayor carga parasitaria y una mayor virulencia en el modelo agudo de infección a 

ratones 59.  

 

Figura 25. Sistema de antioxidante de T. cruzi. Las defensas antioxidantes de T. cruzi se componen de un 
sofisticado sistema de vías interconectadas en donde los equivalentes de reducción del NADPH son canalizados 
a diferentes sistemas enzimáticos a través de la T(SH)2 mediante el ciclos redox TXN/T(SH)2/TR. El NADPH puede 
derivar de la vía de las pentosas fosfato (PPP), isocitrato deshidrogenasa (IDH), enzima málica (ME) y NAD(P)+ 
transhidrogenasa (TH). (Adaptado Piacenza L. et al., 2019) 56. 
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Las defensas antioxidantes de T. cruzi se componen de un sofisticado sistema de vías 

interconectadas en donde los equivalentes de reducción del NADPH (derivado de la vía de las 

pentosas fosfato) son canalizados a diferentes sistemas enzimáticos a través de la T(SH)2 y las 

triparredoxinas (TXN I y II) (Figura 24-25) 220,225. T. cruzi presenta dos isoformas de TXNs, una 

citosólica (TXN-I) y otra transmembrana (TXN-II) anclada a la superficie del retículo 

endoplasmático y mitocondria  con el dominio redox orientado hacia el citosol 229. Debido a 

las características únicas del sistema antioxidante parasitario en comparación con el huésped 

vertebrado es valorado como un buen blanco quimioterapéutico. 

A continuación, se resumen las principales características del sistema de enzimas 

antioxidantes de T. cruzi, compuesto por Fe-superóxido dismutasas y diferentes peroxidasas 

y su relación con la virulencia parasitaria. 

Peroxidasas  

Se han descrito 5 peroxidasas en T. cruzi que difieren en localización celular, especificidad por 

sustrato y mecanismo de acción.  

Glutatión peroxidasas 

Las glutatión peroxidasas (GPxs) I y II pertenecen a la subfamilia de las hidroperóxido 

fosfolípido glutatión peroxidasas (PHGPx, phospholipid hydroperoxide GPx), carecen de 

selenocisteína y reemplazan este residuo por cisteína en la triada catalítica 230,231. A pesar de 

carecer de la enzima glutatión reductasa, T. cruzi puede restituir esta actividad mediante el 

ciclo redox TXN/T(SH)2/TR (Figura 24) 230,231. La GPx-I se localiza a nivel del citosol y glicosomas, 

mientras que la GPx-II se localiza en el retículo endoplásmico (Figura 25) 232,233. Ambas GPxs 

pueden metabolizar hidroperóxidos de ácidos grasos o fosfolípidos (Figura 24-25) pero no 

H2O2. Además, únicamente la GPx-I puede metabolizar alquil-hidroperóxidos de cadena corta 
231. Ambas pueden utilizar GSH como reductor, mientras que GPx-I puede utilizar además TXN 

(Figura 25), siendo de 8–15 veces más eficiente en la metabolización de peróxidos. De esta 

manera, las GPxs pueden funcionar como scavengers de equivalentes de reducción de 

diferentes sustratos dependiendo del contexto celular 231. La sobreexpresión de las isoformas 

GPx I y II protegen a T. cruzi (estadio epimastigota) frente al agregado exógeno de H2O2 a pesar 

de no detoxificar dicho oxidante de forma directa 231,232. Estos resultados sugieren que la 
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protección conferida por ambas enzimas es mediada por la metabolización de hidroperóxidos 

lipídicos de membrana generados en cadenas de lipoperoxidación 231,233. 

Ascorbato/citocromo c peroxidasa 

T. cruzi posee una hemoperoxidasa híbrida tipo A capaz de utilizar ascorbato y/o citocromo c 

(APx-CcP) como sustratos reductores para la detoxificación de H2O2 234,235. La APx-CcP se 

encuentra localizada en la membrana del retículo endoplasmático y mitocondria en los 

diferentes estadios del ciclo de vida de T. cruzi y en la membrana celular en los estadios 

infectivos (Hugo et al., 2017). Además, los parásitos sobreexpresantes de APx-CcP son más 

resistentes a la toxicidad mediada por H2O2 con respecto a sobreexpresantes de las 

peroxirredoxinas. Sin embargo, no se observó diferencia en la citotoxicidad mediada por 

peroxinitrito con respecto a la cepa salvaje para el estadio epimastigota 228. Parásito knock-

out para la APx-CcP son más sensibles al H2O2 y presentan una disminución significativa en la 

capacidad de infectar células de mamífero. Sin embargo, no se observaron diferencias en la 

susceptibilidad al tratamiento con nifurtimox, así como tampoco en la replicación, 

diseminación o tropismo de tejidos en la fase crónica de la enfermedad para el modelo 

murino. Aunque la APx-CcP no resulte esencial para el establecimiento de la infección en la 

fase crónica 236, parásitos sobreexpresantes de dicha enzima resultan más virulentos en el 

modelo murino durante la fase aguda de la infección 234. 

Peroxirredoxinas 

Las peroxirredoxinas de T. cruzi citosólica (CPx) y mitocondrial (MPx) detoxifican peroxinitrito 

(k = 1,0 x 106 y k = 1,8 x 107 M−1.s−1, respectivamente) y H2O2 (k = 3,0 x 107 y k = 6,0 x 106 

M−1.s−1, respectivamente) y otros hidroperóxidos orgánicos de cadena corta 181,228,237,238. Los 

niveles de expresión de la CPx y MPx aumentan con la diferenciación del estadio epimastigota 

al tripomastigota metacíclico. En el modelo murino se observó una correlación directa entre 

los niveles de peroxirredoxinas presentes en cepas salvajes más virulentas que presentan una 

mayor parasitemia, daño a tejidos y cardiomiopatía sintomática 59,239. Asimismo, parásitos 

sobreexpresantes de peroxirredoxinas presentan una mayor virulencia en modelos de 

infecciones a cultivos celulares de fagocitos profesionales y células no-fagocíticas 240. La 

sobreexpresión de CPx puede neutralizar los efectos citotóxicos del peroxinitrito, 

favoreciendo la sobrevida de T. cruzi en el ambiente oxidativo generado dentro del fagosoma 
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de macrófagos activados 55. La sobreexpresión de CPx lleva a menores niveles de 3-NO2-Tyr 

en los estadios epimastigotas y tripomastigota metacíclicos de T. cruzi expuestos a 

peroxinitrito 228. 

Fe-superóxido dismutasas 

Finalmente, T. cruzi contiene exclusivamente superóxido dismutasas dependientes de Fe 

(isoforma ausente del huésped vertebrado que presenta las isoformas dependientes de Mn y 

de Cu/Zn) que detoxifican el radical O2
•– generado a nivel del citoplasma (Fe-SODB-1), 

mitocondria (Fe-SODA y Fe-SODC) y glicosomas (FeSODB-2) 184,241. La Fe-SODs de T. cruzi 

dismutan rápidamente el O2
•– (k = 4,5 − 7,6 x 108 M−1.s−1 ) 184 favoreciendo la sobrevida del 

parásito en el huésped vertebrado a través de diversos mecanismos, los cuales incluyen: la 

eliminación del efecto citotóxico del O2
•–/HO2

• a nivel mitocondrial y citosólico dentro del 

fagosoma de macrófagos;  Inhibición y/o competencia en la formación de ONOO– en parásitos 

expuesto a •NO; y modulación de la inducción de la muerte celular programada por 

señalización redox 54,242,243. 

A pesar de la gran homología estructural entre las isoformas Fe-SODs de T. cruzi presentan 

diferencias en la susceptibilidad a peroxinitrito. La Fe-SODB citosólica ha demostrado ser 

altamente resistente a la inactivación por dicho oxidante en comparación con la isoenzima 

mitocondrial Fe-SODA 184. Parásitos sobreexpresante de la isoforma citosólica presentan una 

mayor resistencia a la muerte dentro del fagosoma de macrófagos inmunoestimulados, 

potenciando así la proliferación intracelular con respecto a la cepa salvaje. Además, se 

observó que la mayor infectividad presentada por parásitos sobreexpresantes de Fe-SODB con 

respecto a la cepa salvaje desaparece en macrófagos phox−/− (carentes de actividad NOX2) , 

demostrando el rol del O2
•–/HO2

• en el control de la infección 54. 

Resultados previos mostraron que la sobreexpresión de la Fe-SODA protege a T. cruzi de la 

muerte apoptótica dándole un rol central al  O2
•– en la señalización redox del proceso de 

muerte y mostrando el rol central de la Fe-SODA parasitaria como modulador del proceso de 

muerte celular programada (MCP) 243. La interacción del •NO con blancos parasitarios 

mitocondriales puede llevar a la inhibición de la cadena de transporte de electrones con la 

consecuente generación de O2
•– y desencadenar o disparar la inducción de la muerte celular 

parasitaria 29. El estímulo de MCP mediado por suero humano fresco (SHF) produce la 
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externalización temprana de fosfatidil-serina (FS) y la depleción de tioles de bajo peso 

molecular; con un aumento del flujo de glucosa a través de la vía de las pentosas fosfato. El 

ensamblaje del complejo MAC (membrane attack complex) en la superficie del parásitos 

induce la entrada y acumulación de Ca2+ en la mitocondria, perdida del potencial de 

membrana mitocondrial, inhibición de la respiración y aumento de la producción de O2
•–, 

disparador de la MCP 29,243,244. No obstante, parásitos sobreexpresante de Fe-SODA son 

resistentes a la MCP, mostrando de manera fehaciente el rol del O2
•– como inductor del 

proceso 243.  

De esta manera, la capacidad antioxidante parasitaria y en especial la presencia de Fe-SODs 

presentan un rol preponderante en la regulación redox parasitaria determinando el destino 

de los mismos hacia la proliferación o muerte por apoptosis. Por otro lado, la dismutación de 

radical O2
•–  por las Fe-SODs lleva a una menor biodisponibilidad del mismo para la formación 

de ONOOH. 
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OBJETIVO 

Determinar la capacidad del H2O2 y del •NO y especies relacionadas derivados de la célula 

huésped de difundir y reaccionar con blancos parasitarios llevando al control de la infección. 

Definir la importancia de los sistemas antioxidantes de T. cruzi en la virulencia y persistencia 

en modelos celulares (cardiomiocitos y macrófagos) así como en el modelo murino de la 

enfermedad de Chagas. 

Objetivos específicos: 

1. Determinar y caracterizar el estrés oxidativo generado en cardiomiocitos infectados 

con T. cruzi. 

2. Definir la capacidad del H2O2 y el •NO de inducir la MCP en T. cruzi y la relevancia de 

estos oxidantes en el control de la proliferación parasitaria. 

3. Determinar el rol de las enzimas antioxidantes mitocondriales (Fe-SODA y MPx) de T. 

cruzi en el destino parasitario hacia la proliferación o muerte.  

4. Evaluar la asociación existente entre los niveles de enzimas antioxidantes (Fe-SODA, 

MPx y CPx) de T. cruzi con un fenotipo más infectivo en modelos celulares y animal.  
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RESUMEN 

En este trabajo, mostramos que la infección de cardiomiocitos por T. cruzi lleva al 

establecimiento de un estrés oxidativo que se caracteriza por: i) Disfunción mitocondrial 

temprana, ii) Generación de H2O2 y iii) Translocación nuclear del factor de trascripción FOXO3, 

con aumento en la expresión de sus proteínas mitocondriales dianas (Mn-SOD y Prx3). La 

estimulación de cardiomiocitos con citoquinas proinflamatorias (TNF-α/IL-1β) promovió una 

mayor eficiencia en el control de la proliferación de amastigotas intracelulares. Los oxidantes 

generados por el huésped (O2
•–, H2O2 y ONOO–) son capaces de controlar la proliferación 

parasitaria a través de la inducción de la MCP en el estadio amastigota. En este ambiente, 

caracterizado por la formación de oxidantes, se detectó un mayor número de amastigotas 

apoptóticos. No obstante, parásitos sobreexpresantes de las enzimas mitocondriales Fe-SODA 

o MPx presentan un incremento en la proliferación y una disminución de amastigotas 

apoptóticos con respecto a parásitos salvajes (CL-Brener) en infecciones a cardiomiocitos 

estimulados. En infecciones a macrófagos, se observa una mayor proliferación de parásitos 

sobreexpresantes de Fe-SODA mientras que en el modelo murino se observa una disminución 

en la parasitemia en comparación con la cepa salvaje. Para comprender esta discrepancia, se 

evaluó la presencia de fosfatildilserina (FS) en los inóculos infectivos y se observó que los 

tripomastigotas metacíclios sobreexpresantes de Fe-SODA presentaban una menor 

exposición de FS que la cepa salvaje. Una mayor exposición de FS mimetiza a células 

apoptóticas y llevan al macrófago a adoptar un fenotipo resolutivo (anti-inflamatorio, 

mientras que una menor exposición determinan la activación clásica en macrófagos 

(proinflamatoria). En conclusión, los mediadores redox difusibles derivados de cardiomiocitos 

son capaces de controlar la proliferación de amastigotas intracelulares mediante la inducción 

de la MCP. No obstante, sobreexpresantes de Fe-SODA logran evadir la MCP evidenciando el 

rol central del radical O2
•– a nivel mitocondrial en la inducción del proceso de muerte en 

amastigotas de T. cruzi. Finalmente, el grado de exposición de FS en los inóculos infectivos 

(cepa salvaje vs Fe-SODA) podría estar influenciando la respuesta de los macrófagos en el sitio 

de inoculación, favoreciendo la evasión de los parásitos salvajes respecto a los 

sobreexpresantes de Fe-SODA.
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RESULTADOS 

Disfunción mitocondrial y estrés oxidativo en 
cardiomiocitos infectados por T. cruzi 

Se evaluó la función mitocondrial y la generación de oxidantes (en particular H2O2) en 

cardiomiocitos primarios post-infección con T. cruzi a las 24–48 h (relación de infección 

parásito:célula, 5:1). Se evidenció que la infección de cardiomiocitos primarios por T. cruzi 

genera una disfunción mitocondrial en etapas tempranas de la infección, llevando a una 

pérdida del potencial de membrana mitocondrial (DYmm), una disminución de la máxima 

capacidad respiratoria (MRR), una disminución del índice de control respiratorio (RCR) y una 

disminución de la capacidad respiratoria de reserva (SRC). Además, la disfunción mitocondrial 

se acompaño de un aumento en la producción de H2O2. 

Función mitocondrial en cardiomiocitos infectados por T. cruzi 

Se evaluó el DYmm de cardiomiocitos control e infectados utilizando la sonda JC-1 y se analizó 

por microscopía de epifluorescencia. Los cardiomiocitos infectados con tripomastigotas 

salvajes CL-Brener (24 h) presentan una disminución en la fluorescencia mitocondrial roja 

(agregados-J intra-mitocondriales) y un aumento en la fluorescencia verde citoplasmática 

(monómeros-J) con respecto al cultivo de cardiomiocitos no infectados. Esto muestra una 

perdida temprana del potencial de membrana mitocondrial luego de la infección por T. cruzi 

(Figura 26A), como se mostró anteriormente. Además, se evaluó la función mitocondrial de 

cardiomiocitos control e infectados (24 h) utilizando el analizador de consumo de O2 SeaHorse, 

antes y después de la adición de los fármacos (oligomicina, FCCP y AA-Rot) (Figura 26B). Se 

determinó el índice de control respiratorio (RCR) como la relación entre el consumo de O2 en 

presencia de FCCP y de oligomicina. Dicho índice se utilizó como indicador de la función 

mitocondrial en cardiomiocitos 245. Se observó una disminución del RCR en cardiomiocitos 

infectados, siendo aún mayor en cardiomiocitos infectados con parásitos sobreexpresantes 
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de Fe-SODA y MPx con respecto a la cepa salvaje CL-Brener (Figura 26C). De igual manera se 

observó una disminución del SRC y MRR indicativos de una perdida de la reserva bioenergética 

y del DYmm, respectivamente. Por lo tanto, la infección de cardiomiocitos por parásitos 

sobreexpresantes Fe-SODA y MPx genera una disfunción mitocondrial mayor en comparación 

a los infectados con la cepa salvaje. Este resultado sugiere un mayor daño celular 

posiblemente debido a la capacidad de estos parásitos sobreexpresantes de enzimas 

antioxidantes mitocondriales de evadir la muerte celular programada (MCP) y generando 

infecciones más severas. 

Figura 26. Función mitocondrial en cardiomiocitos primarios infectados por T. cruzi. (A) Cardiomiocitos 
primarios se infectaron con T. cruzi (CL-Brener, relación parásito:células, 5:1) durante 24 h y se evaluó el potencial 
de la membrana mitocondrial utilizando JC-1 (5 μM, 30 min) mediante microscopía de fluorescencia (panel 
superior, 400 ×). Se utilizó DAPI (5 µg/ml) para la tinción nuclear de cardiomiocitos (panel inferior). (B) 
Cardiomiocitos primarios se infectaron como en el panel (A) utilizando tripomastigotes de T. cruzi salvajes (CL-
Brener) y sobreexpresantes (Fe-SODA y MPx). La función mitocondrial se evaluó 24 h post-infección utilizando 
un analizador del consumo de O2 (SeaHorse XFe24) frente a la adición de los diferentes compuestos a 37 °C. (C) 
Los parámetros respiratorios [índice de control respiratorio (RCR), capacidad respiratoria de reserva (SRC) y 
capacidad máxima respiratoria (MRR)] de cultivos de cardiomiocitos control e infectados se calcularon como se 
describió en la sección de Materiales y Métodos. (RCR = QO2FCCP/QO2Oligomicina; SRC = QO2FCCP – QO2basal; 
MRR = QO2FCCP). Los resultados son la media de tres experimentos independientes. *, denota diferencia 
estadística con p <0,05. 

En resumen, los resultados indican que en nuestras condiciones experimentales a las 24 h 

post-infección, se produce una disfunción mitocondrial en los cardiomiocitos primarios. 
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Generación de oxidantes en cardiomiocitos infectados por T. 

cruzi 

La producción de oxidantes en cardiomiocitos (H9c2 y/o primarios) se evaluó midiendo la 

acumulación de H2O2 en sobrenadantes de cultivos control e infectados, estimulados o no con 

citoquinas proinflamatorias. La estimulación con citoquinas proinflamatorias incrementó la 

producción de H2O2, siendo aún mayor el incrementó por la infección por T. cruzi, tanto en 

cardiomiocitos de la línea celular H9c2 como en cardiomiocitos primarios (Figura 27A-B). No 

se observaron diferencias significativas en la velocidad de producción de H2O2 en 

cardiomiocitos primarios a las 48 h post-infección con parásitos salvajes o sobreexpresantes 

de Fe-SODA, o por el tratamiento con citoquinas (Figura 27C).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27. Generación de H2O2 por cardiomiocitos 
estimulados con citoquinas proinflamatorias y/o 
infectados con T. cruzi. (A) Cardiomiocitos (H9c2) se 
infectaron con tripomastigotas salvajes (CL-Brener, 
relación parásito:célula 5:1) y se estimularon o no con TNF-
α/IL-1β (25 ng/ml cada una). Se midió el H2O2 presente en 
el sobrenadante a los tiempos indicados utilizando la sonda 
Amplex Red. (B) La producción de H2O2 en cadiomiocitos 
primarios estimulados o no con TNF-α/IL-1β se midió a las 
48 h post-infección con la cepa salvaje de T. cruzi. Los 
resultados son la media de tres experimentos 
independientes. *, denota diferencia estadística con p 
<0,01. (C) Cardiomiocitos primarios se infectaron con 
tripomastigotas CL-Brener y Fe-SODA (como en (A)) y se 
midió la velocidad de producción del H2O2 a las 48 h post-
infección utilizando la sonda diclorohidrofluoresceina 
(H2DCF, 30 μM, λex = 420 nm and λem = 520 nm).  
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Activación del factor de transcripción FOXO 

El establecimiento de un estrés oxidativo, observado en los cardiomiocitos infectados, puede 

inducir una respuesta antioxidante con la activación del factor de transcripción FOXO3 y el 

consiguiente aumento en la expresión de sus genes diana. 

Figura 28. Activación de FOXO3 y expresión de genes blanco en cardiomiocitos primarios infectados. (A) 
Cardiomiocitos primarios se infectaron con tripomastigotas de T. cruzi (CL-Brener, relación parásito:célula, 5:1) 
durante 12 h en ausencia o presencia de TNF-α/IL-1β (25 ng/ml cada una). La inmunolocalización de FOXO3 se 
realizó mediante anticuerpos primario de ratón anti-FOXO3 (Abcam) en conjunto con un anticuerpo secundario 
de cabra anti-ratón conjugado con Alexa-488 (panel central izquierdo, fluorescencia verde). El ADN se visualizó 
con DAPI (primera columna, fluorescencia roja) y merge de las imágenes (panel central derecho, fluorescencia 
amarilla). Las puntas de flecha blancas señalan el ADN del parásito en cardiomiocitos infectados. Las flechas 
blancas indican la localización nuclear de FOXO3 en cardiomiocitos infectados. (B) Análisis de la expresión de 
Mn-SOD y Prx3 por western blot en cardiomiocitos control e infectados por T. cruzi después de 24 h. (C) Aumento 
relativo de la expresión de Mn-SOD y Prx3 con respecto a la condición control utilizando la expresión de β-actina 
como el control de carga. Los resultados son la media ± SD (n =3). ** denota diferencia estadísticamente 
significativa con respecto a *, con p <0,05. 
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Se evaluó la activación y translocación nuclear de FOXO3 en cardiomiocitos infectados por T. 

cruzi mediante microscopía de inmunofluorescencia. A las 12 h post-infección, se observó una 

localización nuclear de FOXO3 en cardiomiocitos infectados con T. cruzi y/o estimulados con 

citoquinas proinflamatorias (Figura 28A). Simultáneamente, se observó un aumento en la 

expresión proteica de las enzimas mitocondriales dianas, manganeso superóxido dismutasa 

(Mn-SOD) y peroxirredoxina-3 (Prx3), en cultivos infectados por T. cruzi (Figura 28B-C). 

Control de la proliferación parasitaria en 
cardiomiocitos. Inducción de la MCP en 
amastigotas intracelulares. 

Rol del H2O2 en el control de la proliferación y MCP de 

amastigotas. 

Los resultados previos muestran el establecimiento de un estrés oxidativo en cardiomiocitos 

infectados con T. cruzi acompañado de la generación de H2O2, el cual sería capaz de difundir 

y alcanzar el amastigota intracelular, controlando de esta manera la proliferación parasitaria. 

Para evaluar esta hipótesis, se infectaron cardiomiocitos primarios estimulados o no con 

citoquinas proinflamatorias. A diferencia de los cardiomiocitos no estimulados, en los 

estimulados con TNF-α/IL-1β se controló parcialmente la infección por parásitos salvajes (CL-

Brener), sin embargo, no lograron controlar la proliferación de amastigotas intracelulares 

sobreexpresantes de Fe-SODA o MPx (Figura 29A). El aumento en la proliferación parasitaria 

y por lo tanto en el número de amastigotas intracelulares podría explicar el mayor 

compromiso de la función mitocondrial descrito anteriormente (Figura 26C). Se evaluó la 

inducción de la MCP en amastigotas intracelulares de la cepa salvaje (CL-Brener, 96 h post-

infección) mediante la técnica TUNEL y se visualizó por microscopía de inmunofluorescencia 

la presencia de amastigotas apoptóticos (Figura 29B). Se observó un aumento de la 

producción de O2
•– por amastigotas intracelulares en cardiomiocitos estimulados con TNF-

α/IL-1β con respecto a los no estimulados (Figura 29C). Estos resultados se podrían explicar 

por el aumento en la producción de H2O2, el cual difundiría alcanzando la mitocondria de los 
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amastigotas intracelulares generando un aumento sitio específico de la producción de O2
•–, 

responsable de inducir la MCP  243. 

Figura 29. Control de la proliferación parasitaria en cardiomiocitos e inducción de la MCP en amastigotas 
intracelulares mediada por H2O2. (A) Cardiomiocitos primarios estimulados o no con TNF-α/IL-1β (25 ng/ml cada 
uno) se infectaron con tripomastigotas salvajes (CL-Brener) o sobreexpresantes Fe-SODA o MPx (relación 
parásito:célula, 5:1) durante 48 h y se evaluó la infección mediante conteo de amastigotas intracelulares (DAPI). 
Los resultados se expresan como amastigotas intracelulares/100 cardiomiocitos; se contaron al menos 1000 
cardiomiocitos. * denota diferencia estadística con p<0,05. (B) La fragmentación del ADN (marcador de 
apoptosis) se evaluó en amastigotas intracelulares de la cepa CL-Brener (72 h post-infección) mediante la técnica 
TUNEL (Click-iT®-TUNEL Alexa fluor 488, Invitrogen, en verde) y se visualizaron los núcleos con DAPI (en rojo) por 
microscopía de fluorescencia. (C) La producción de O2

•– se evaluó en amastigotas intracelulares de la cepa CL-
Brener en cultivo de cardiomiocitos estimulados o no con TNF-α/IL-1β. Las flechas verdes indican amastigotas 
intracelulares.  

Rol del •NO en el control de la proliferación y la MCP de 

amastigotas. 

Evaluamos el rol del •NO como posible mediador redox capaz de desencadenar la MCP en 

amastigotas intracelulales y por tanto, controlar la proliferación parasitaria. Con este fin, 

expusimos cardiomiocitos (H9c2) infectados con T. cruzi a flujos fisiológicamente relevantes 

de •NO mediante el uso de un dador de •NO ([NOC-18]= 0,5 mM; 0,15 µM •NO/min). De igual 

forma a lo observado en cultivos de cardiomiocitos primarios estimulados con TNF-α/IL-1β 
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(Figura 29A), los cardiomiocitos H9c2 expuesto a •NO controlaron la proliferación de la cepa 

salvaje CL-Brener pero fueron ineficientes en controlar la proliferación de sobreexpresantes 

Fe-SODA (Figura 30A). Previamente, nuestro grupo ha reportado que la sobreexpresión de la 

Fe-SODA en el estadio epimastigota de T. cruzi genera resistencia a la inducción de la MCP 

utilizando suero humano fresco (SHF) como estímulo de muerte 243,244. Considerando estos 

antecedentes en conjunto con los resultados previos que muestran que parásitos 

sobreexpresantes Fe-SODA y MPx presentan porcentajes de infección mayores con respecto 

a la cepa salvaje, plateamos la hipótesis de que parásitos Fe-SODA y MPx serían más 

resistentes a la inducción de la MCP. 

Figura 30. Control de la 
proliferación parasitaria en 
cardiomiocitos e inducción de 
la MCP en amastigotas 
intracelulares mediada por 
•NO. (A) Cardiomiocitos H9c2 
se infectaron con 
tripomastigotas CL-Brener o 
sobreexpresante Fe-SODA 
(relación parásito:célula, 5: 1) y 
se expusieron o no a NOC-18 
(0,5 mM) durante 48 h. La 
infección se evaluó por conteo 
de amastigotas intracelulares 
(DAPI). Los resultados se 
expresan como amastigotas 
intracelulares / 100 
cardiomiocitos. Se contaron al 
menos 1000 cardiomiocitos. * 
denota diferencia estadística 
con p<0,05. (B) Imagen 
representativa de amastigotas 
de T. cruzi purificados de 
cultivo de cardiomiocitos. A la 
izquierda se muestra campo 
claro y a la derecha el merge 

con JC-1. (C) El ensayo de TUNEL se analizó por citometría de flujo en amastigotas intracelulares CL-Brener 
purificados de cardiomiocitos H9c2 72 h post-infección en presencia o ausencia de TNF-α/IL-1β (25 ng/ml cada 
uno) o NOC-18 (0,5 mM). El aumento en la población M1 con respecto a la condición en ausencia de citoquinas 
proinfalmatorias y NOC-18 se consideró como TUNEL positivo. (D) Amastigotas intracelulares de CL-Brener y 
sobreexpresantes MPx se purificaron de cultivos de cardiomiocitos infectados (como en (C) en ausencia de •NO 
y TNF-α/IL-1β) y precargaron con MitoSOX (5 µM, 30 min). Posteriormente, se expusieron o no a NOC-18 (0,5 
mM) durante 3 h. La oxidación de la sonda MitoSOX en amastigotas intracelulares se analizó mediante citometría 
de flujo. 

Con el objetivo de evaluar esta hipótesis, se purificaron amastigotas intracelulares a 

homogeneidad a partir de cultivos de cardiomiocitos infectados (Figura 30B) control, 

estimulados con citoquinas proinflamatorias o expuestos a flujos de •NO. Finalmente, se 

realizó el ensayo de TUNEL como marcador de MCP. Amastigotas salvajes CL-Brener 
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purificados de cultivos de cardiomiocitos estimulados con citoquinas proinflamatorias 

presentaron un aumento en la detección de amastigotas TUNEL positivos (15 ± 5 %) con 

respecto al cultivo no estimulado (Figura 30C). Este resultado es consistente con la menor tasa 

de proliferación observada previamente (Figura 29A). Además, se observó un aumento de 

parásitos TUNEL positivos en amastigotas purificados de cultivos de cardiomiocitos expuestos 

a •NO con respecto a los controles (Figura 30C). Por lo tanto, estos resultados demuestran el 

rol del •NO como inductor de la MCP en amastigotas intracelulares. Previamente, nuestro 

grupo ha reportado la capacidad del •NO de inhibir la cadena de transporte de electrones 

mitocondrial y por consiguiente el consumo de oxígeno en el estadio epimastigota 176. 

Considerando este antecedente, amastigotas intracelulares CL-Brener y MPx purificados de 

cultivos de cardiomiocitos (control) se expusieron a •NO (0,5 mM NOC-18; 3 h) y se evaluó la 

oxidación de la sonda MitoSOX mediante citometría de flujo. Se observó un aumento en la 

oxidación de MitoSOX para la cepa salvaje; mientras que sobreexpresantes MPx exhiben una 

menor oxidación de la sonda debido a la detoxificación de ONOO– generado por la producción 

simultanea de •NO y O2
•– (Figura 30D).  

De esta manera, se observó, al igual que para el estadio epimastigota, la capacidad del •NO de 

difundir hasta alcanzar la mitocondria de amastigotas de T. cruzi generando un aumento en la 

producción de O2
•–. No obstante, los sobreexpresantes de Fe-SODA y MPx mostraron ser 

resistentes a la inducción de la MCP, destacando así el rol del O2
•– y/o peroxinitrito derivados 

de la mitocondria en la señalización del proceso en el estadio amastigotas (Figura 31A-B). 

Figura 31. Parásitos 
sobreexpresantes Fe-SODA 
y MPx resisten 
parcialmente la inducción 
de la MCP mediada por 
•NO. (A) Cardiomiocitos 
(H9c2) se infectaron con T. 
cruzi salvaje (CL-Brener) o 
sobreexpresantes (Fe-SODA 
y MPx) (relación 
parásitos:células, 5:1) en 
presencia o ausencia de 
NOC-18 (0,5 mM) durante 
72 h. Los amastigotas 

intracelulares se purificaron y se evaluó la fragmentación del ADN por ensayo de TUNEL mediante citometría de 
flujo. El aumento en la población M1 se tomó como positivo. (B) Amastigotas TUNEL positivos para la cepa salvaje 
(CL-Brener) y sobreexpresantes (Fe-SODA y MPx) (M1 en (A)) en presencia de NOC-18 (0,5 mM). Los resultados 
se expresan como el porcentaje de amastigotas TUNEL positivos y representan la media de tres experimentos 
independientes. * denota diferencia estadística con p<0,05. 
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Inducción de la MCP en T. cruzi por exposición a H2O2: 

Generación intra-mitocondrial de radical O2
•–. 

Los resultados previos muestran que los cardiomiocitos estimulados con citoquinas 

proinflamatorias producen mayores cantidades de H2O2 y son más eficientes en controlar la 

proliferación parasitaria. Por lo tanto, evaluamos la capacidad del H2O2 de inducir la MCP en 

el estadio epimastigota de T. cruzi exponiendo a los parásitos CL-Brener (3 x 108 

epimastigotas.ml–1) a H2O2 (300 μM durante 10 min a 28 °C) en PBS (pH 7,4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 32. Inducción de la MCP en epimastigotas de T. cruzi 
por H2O2. (A) Epimastigotas de T. cruzi (CL-Brener, 3 × 108 
parásitos.ml–1) se trataron o no con H2O2 [300  µM, 10 min en 
PBS (pH 7,4)] y se evaluó el potencial de membrana 
mitocondrial 3 h post-tratamiento con el oxidante, utilizando 
JC-1 (5 µM, 30 min) por citometría de flujo. Se registró el 
incremento en la fluorescencia verde correspondiente a la 
despolarización de la membrana mitocondrial. (B) La 
externalización de fosfatidilserina se evaluó a 3h post-

tratamiento con H2O2 mediante tinción con anexina v-Alexa-488 y se registró por citometría de flujo. (C) La 
integridad de la membrana plasmática de epimastigotas se evaluó mediante la internalización de IP a las 24 h 
post-tratamiento con H2O2. (D, E y F) El ensayo de TUNEL se analizó por citometría de flujo en parásito salvajes 
(CL-Brener, D), sobreexpresantes Fe-SODA (E) y MPx (F) a las 24 h post-tratamiento con H2O2. (F) Epimastigotas 
TUNEL positivos para la cepa salvaje (CL-Brener) y los sobreexpresantes (Fe-SODA y MPx) 24 h post-tratamiento. 
Los resultados se expresan como el porcentaje de epimastigotas TUNEL positivos y representan la media de cinco 
experimentos independientes. * denota diferencia estadística con p<0,05. 
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Inmediatamente después del tratamiento con el oxidante, los parásitos se lavaron e incubaron 

en medio completo (BHI suplementado) o PBS durante diferentes períodos de tiempo (3–24 

h). A tiempos cortos, 3 h post-tratamiento con H2O2, se evidenció una disminución del 

potencial de membrana mitocondrial (DYmm) junto con la externalización de fosfatidilserina 

(FS) sobre la cara externa de la membrana plasmática del parásito con el mantenimiento de 

la integridad de la misma (Figura 32A-C). A las 24 h post-tratamiento, se observó un 

incremento en la población TUNEL positivo en parásitos salvajes (≈30 %) (Figura 32D, G). Estos 

resultados concuerdan con los datos mostrados previamente donde se observó la activación 

de PARPg y la muerte apoptótica en epimastigotas de T. cruzi expuestos a H2O2 en las mismas 

condiciones experimentales 246. Sin embargo, parásitos sobreexpresantes Fe-SODA y MPx son 

capaces de evadir la inducción del estímulos de muerte desencadenado por H2O2, como se 

observó mediante ensayo de TUNEL (Figura 32E-G). Se estudio la función mitocondrial en 

parásitos tratados con H2O2, así como la generación de O2
•-. La función mitocondrial de 

parásitos tratados o no con H2O2 se evaluó a las 4 h post-tratamiento utilizando un analizador 

del consumo de O2 (SeaHorse XFe24) 247. A continuación, se muestra un experimento 

representativo de parásitos CL-Brener después de las adiciones de las diferentes drogas 

(Figura 33A).  

Figura 33. Función mitocondrial en epimastigotas de T. cruzi después del tratamiento con H2O2. (A) 
Experimento representativo de la función mitocondrial en epimastigotas salvajes (CL-Brener) utilizando un 
analizador Seahorse (XFe24) a 4 h post-tratamiento con H2O2 (círculos abiertos) o no (círculos rellenos, control). 
(B) RCR de epimastigotas control y tratados para la cepa CL-Brener y sobreexpresantes Fe-SODA y MPx. El RCR 
se calculó como se describió previamente en la sección de materiales y métodos (QO2FCCP/QO2Oligomicina). Los 
resultados representan la media de tres experimentos independientes. *, denota diferencia estadística con 
p<0,05. 
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A las 4 h post-tratamiento, el valor de RCR en epimastigotas salvajes (CL-Brener) disminuyó 

significativamente, mientras que en parásitos sobreexpresantes de Fe-SODA y MPx no se 

observaron cambios significativos (Figura 33B). Este resultado refuerza aún más la capacidad 

de estos parásitos sobreexpresantes de Fe-SODA y MPx de resistir al daño mitocondrial 

generado por el tratamiento con H2O2 como se observó previamente para el tratamiento con 

SHF 243.  

Se analizó el producto de oxidación específico por O2
•– del dihidroetidio (DHE), el 2-OH-etidio 

(2-OH-E+), mediante la técnica analítica HPLC acoplado con detección fluorescente como se 

describió recientemente 248. A continuación, se muestra un cromatograma representativo de 

parásitos salvajes (CL-Brener) expuestos o no a H2O2 (Figura 34A). 

Figura 34. Generación de radical superóxido en epimastigotas de T. cruzi tratados con H2O2. (A) Epimastigotas 
CL-Brener [3 x 108 parásitos.ml–1 en PBS (pH 7,4)] se precargaron con DHE (50  µM, 30 min a 28 °C) antes del 
tratamiento con H2O2. Después de 3 h de la exposición al oxidante, se realizó la extracción orgánica de los 
productos de oxidación del DHE de extractos de parásitos (tratados o no con H2O2) y se analizó mediante HPLC 
con detección fluorimétrica. Se muestra un cromatograma representativos de parásitos salvajes control (línea 
continua), tratados con H2O2 (línea discontinua) y estándares (inset). (B) Curva de calibración para el estándar 2-
OH-E+ (0–2 µM). (C) Detección de 2-OH-E+ en epimastigotes salvajes (CL-Brener) y sobreexpresantes (Fe-SODA  y 
MPx) tratados y no con H2O2 (3 h post-tratamiento). Los resultados representan la media de cinco experimentos 
independientes. **, *** denota diferencia estadística con p<0,05 y p<0,01, respectivamente. (D) La actividad 
enzimática de la aconitasa en parásitos CL-Brener y Fe-SODA (tratados y no con H2O2 a las 3 h post-tratamiento) 
se determinó espectrofotométricamente siguiendo la disminución de la absorbancia a 240 nm en presencia de 
cis-aconitato (0,5 mM). La actividad se midió en buffer Tris-HCl (50 mM, pH 7,4) a 37 °C. Los resultados 
representan la media de cinco experimentos independientes. * denota diferencia estadística con p<0,01. 
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Se observó un aumento en la detección de 2-OH-E+ a las 3 h post-tratamiento en parásitos 

salvajes (CL-Brener) indicativo de un aumento de la generación O2
•– mitocondrial (Figura 34A, 

C). Cabe destacar que en parásitos sobreexpresantes de Fe-SODA y MPx no se observó un 

aumento significativo en los niveles de 2-OH-E+ luego del tratamiento con H2O2. Además, los 

niveles basales de O2
•– detectados en parásitos CL-Brener son mayores (Figura 34C), 

mostrando la capacidad de los parásitos sobreexpresantes de Fe-SODA y MPx para detoxificar 

O2
•– y H2O2 respectivamente, evadiendo así la inducción de la MCP (Figura 32E-G). 

Finalmente, se determinó la actividad de la enzima mitocondrial sensible a O2
•–, la aconitasa, 

con el fin de evidenciar un aumento en la producción de O2
•– en parásitos tratados con H2O2. 

Después de 3 h post-tratamiento con H2O2, se observó una inactivación significativa de la 

actividad aconitasa total (20 ± 2 %) en parásitos CL-Brener, mientras que la actividad no se 

afectó en parásitos sobreexpresantes Fe-SODA (Figura 34D). La actividad aconitasa 

mitocondrial representa el 60 % de la actividad aconitasa total del parásito y, por lo tanto, la 

inactivación de la aconitasa mitocondrial en estas condiciones experimentales debe ser 

superior al 20 %, posiblemente > 40 % 243. Estos resultados refuerzan la hipótesis de que el 

radical O2
•– adquiera el rol de mediador redox disparador o responsable de la inducción de la 

MCP 243,244. 

MCP en cepas salvajes de T. cruzi y compromiso 
de la función mitocondrial en cardiomiocitos.  

La gran diversidad biológica, bioquímica y genética presente entre diferentes cepas de T. cruzi 

ha determinado que sean clasificadas en seis grupos o unidades discretas de tipificado (DTUs, 

“discrete typing units”) denominadas TcI–TcVI. Algunos autores consideran Tcbat (asilado de 

murciélago) como un séptimo linaje  249–251. Las cepas pertenecientes a las diferentes DTUs 

pueden presentar diferencias en la tasa de infección, cinética de invasión, inducción de 

apoptosis, tropismo, etc. En este sentido, se ha reportado en infecciones a cardiomiocitos que 

la cepa Dm28c (TcI) presenta una mayor proliferación y una menor tinción de amastigotas 

TUNEL positivos con respecto a la cepa Y (TcII). Además, cardiomiocitos infectados por la cepa 
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Dm28c presentan una mayor perdida del potencial de membrana mitocondrial y tinción 

TUNEL positivo con respecto a los infectados por la cepa Y 252. 

Función mitocondrial de cardiomiocitos infectados por cepas 

salvajes TcVI y TcI. 

Nos propusimos evaluar la función mitocondrial de cardiomiocitos primarios infectados por 

las cepas salvajes CL-Brener y Dm28c pertenecientes a diferentes DTUs, TcVI y TcI 

respectivamente. Se evaluó la función mitocondrial en cardiomiocitos primarios control e 

infectados con las cepas salvajes CL-Brener o Dm28c (relación parásito:célula 5:1) a las 24 h 

post-infección utilizando el analizador del consumo de O2 (SeaHorse XFe24), antes y después 

de la adición de los fármacos (oligomicina, FCCP y AA-Rot) (Figura 35A). Se determinó el índice 

de control respiratorio (RCR) y se utilizó como indicador de la función mitocondrial en 

cardiomiocitos. Se observó una disminución del RCR en cardiomiocitos infectados como se 

describió previamente, siendo significativamente mayor en cardiomiocitos infectados con 

parásitos Dm28c (Figura 35B).  

Figura 35. Función mitocondrial en cardiomiocitos primarios infectados por cepas salvajes de T. cruzi. (A) 
Cardiomiocitos primarios se infectaron con T. cruzi (CL-Brener o Dm28c, relación parásito:células, 5:1) y se evaluó 
la función mitocondrial 24 h post-infección utilizando un analizador del consumo de O2 (SeaHorse XFe24) frente 
a la adición de los diferentes compuestos a 37 °C. (B) El índice de control respiratorio (RCR) de cultivos de 
cardiomiocitos control e infectados se calculó como se describió en la sección de Materiales y Métodos. (RCR = 
QO2FCCP/QO2Oligomicina). Los resultados son la media de tres experimentos independientes. *, denota 
diferencia estadística con p<0,05. 

El mayor compromiso en la función mitocondrial de cardiomiocitos infectados por la cepa 

Dm28c se podría explicar por un aumento en la proliferación parasitaria, como se observó 

previamente en cultivos de cardiomiocitos infectados con parásitos sobreexpresantes de Fe-

SODA y MPx (Figuras 26C y 29A). 
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MCP mediada por •NO y H2O2 en cepas salvajes de T. cruzi. 

Se evaluó la fragmentación del ADN como marcador de la MCP en amastigotas intracelulares 

purificados de cardiomiocitos infectados en presencia y ausencia de un dador de •NO (NOC-

18; 0,5 mM) para ambas cepas salvajes. El tratamiento con el dador de •NO genera un 

aumento en la detección de amastigotas TUNEL positivo en ambas cepas. No obstante, 

parásitos Dm28c presentan una menor detección de amastigotas TUNEL positivos con 

respecto a la cepa CL-Brener (Figura 36).  

Figura 36. Inducción de la MCP mediada por •NO en 
amastigotas de cepas salvajes. Cardiomiocitos 
(H9c2) se infectaron con la cepa salvaje CL-Brener o 
Dm28c (relación parásitos:células, 5:1) en presencia 
o ausencia de NOC-18 (0,5 mM). Se purificaron 
amastigotas intracelulares a las 72 h post-infección y 
se evaluó la fragmentación del ADN por ensayo de 
TUNEL mediante citometría de flujo. Se muestra los 
histogramas representativo de tres experimentos 
independientes. 

 

 

 

 

Por otro lado, se evaluó la capacidad del H2O2 de inducir la MCP en epimastigotas de la cepa 

Dm28c, como se describió previamente para CL-Brener. Parásitos Dm28c (3 x 108 

epimastigotas.ml-1) se expusieron a H2O2 [300 μM; 10 min a 28°C en PBS (pH 7,4)]. A las 3 h 

post-tratamiento con H2O2, no se evidenció la externalización de FS sobre la cara externa de 

la membrana plasmática ni la perdida de la integridad de la misma (Figura 37A-B). A las 24 h 

post-tratamiento se observó un incremento en la población TUNEL positivo (≈3 %) (Figura 37C) 

significativamente menor al observado en parásitos salvajes CL-Brener (Figura 32D, G). Cabe 

destacar que el tratamiento con H2O2 induce un aumento en la producción de O2
•– en parásitos 

Dm28c, sin embargo, los niveles detectados son significativamente menores a los observados 

para la cepa CL-Brener (Figura 37D). Estos resultados están de acuerdo con la mayor virulencia 

reportada para la cepa Dm28c con respecto a otras cepas salvajes 252.   
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Figura 37. Inducción de la MCP en 
epimastigotas de T. cruzi Dm28c 
por H2O2. (A) Epimastigotas de T. 
cruzi (Dm28c, 3 × 108 parásitos.ml–1) 
se trataron o no con H2O2 [300  µM, 
10 min en PBS (pH 7,4)]. A las 3 h 
post-tratamiento con el oxidante, se 
evaluó la externalización de FS 
mediante tinción con anexina v-
Alexa-488 utilizando citometría de 
flujo. (B) La integridad de la 
membrana plasmática en 
epimastigotas se evaluó mediante la 
internalización de IP a 24 h post-
tratamiento con H2O2. (C) El ensayo 
de TUNEL se evaluó por citometría 
de flujo en parásitos Dm28c a 24 h 
post-tratamiento. (D) Detección de 
2-OH-E+ en epimastigotes salvajes 
(CL-Brener y Dm28c) tratados y no 
con H2O2 (3 h post-tratamiento). Los 
resultados son la media de cinco 
experimentos independientes. * 
denota diferencia estadística con 
p<0,05. 

Control de la proliferación parasitaria en 
macrófagos. Infección en el modelo murino de 
la enfermedad de Chagas. 

Control de la proliferación por macrófagos inmunoestimulados. 

Los macrófagos junto con los neutrófilos reclutados al sitio de invasión forman parte de la 

primera línea de defensa en la respuesta inmune innata del huésped vertebrado. Estos 

fagocitos profesionales cumplen un rol fundamental controlando la proliferación y 

diseminación parasitaria a través de la fagocitosis y destrucción del parásito internalizado 
24,56,253. El control parasitario, previo a la evasión del fagosoma y establecimiento del parásito 

en el citosol celular, depende en gran medida de la producción de •NO, O2
•– y ONOO– 29,54,55. 

Recientemente, nuestro grupo ha reportado que parásitos sobreexpresante de la isoforma 

citosólica Fe-SODB presentan una mayor resistencia a la muerte dentro del fagosoma de 

macrófagos inmunoestimulados, potenciando así la proliferación intracelular con respecto a 
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la cepa salvaje 54. Nos propusimos evaluar el rol de la sobreexpresión de la Fe-SODA en 

infecciones a macrófagos. Para ello, se infectó la línea celular de macrófagos J774A.1 (ATCC) 

estimulados o no con LPS/IFN-g (relación parásito: célula, 5:1) y se evaluó la proliferación por 

conteo de amastigotas intracelulares (DAPI). A diferencia de lo observado en cultivos de 

cardiomiocitos, no se observó una diferencia significativa en la proliferación por parásitos Fe-

SODA tanto en macrófagos estimulados como no estimulados con respecto a la cepa salvaje 

(Figura 38). 

Figura 38. Control de la proliferación parasitaria por 
macrófagos estimulados. La línea celular de macrófagos 
(J774A.1) control y estimulados para la inducción de la 
enzima iNOS [IFN-g (200u.ml–1)/LPS (3µg.ml–1)] se 
infectaron con tripomastigotas de la cepa salvaje (CL-
Brener) o sobreexpresantes Fe-SODA (relación 
parásito:célula, 2:1) en presencia o ausencia de L-NAME 
(inhibidor de la iNOS) durante 24 horas. Se evaluó la 
proliferación parasitaria por conteo de amastigotas 
intracelulares (DAPI). * denota diferencia estadística con 
p<0,05. 

 

 

Infección en el modelo murino de la enfermedad de Chagas por 

parásitos salvajes y Fe-SODA.  

Se evaluó la infección en el modelo murino (BALB/c) de la enfermedad de Chagas mediante 

determinación de la parasitemia en sangre de ratones infectados con la cepa salvaje (CL-

Brener) y sobreexpresantes Fe-SODA. Se observó un mayor conteo de tripomastigotas 

sanguíneos en el pico de parasitemia para la cepa salvaje con respecto a sobreexpresante Fe-

SODA (Figura 39). Además, se observó una mayor severidad de la enfermedad en ratones 

infectados por la cepa CL-Brener a través de indicadores de estrés como piloerección, ojos 

semicerrados, disminución de la movilidad y muerte prematura, con respecto a ratones 

infectados por los sobreexpresantes Fe-SODA. 
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Figura 39. Parasitemia en ratones BALB/c infectados con T. cruzi. (A) Grupos independientes de 5 ratones 
hembras (6-8 semanas) se infectaron intra-peritonealmente con 2 x 107 tripomastigotas de la cepa salvaje (CL-
Brener) o sobreexpresantes Fe-SODA. La parasitemia se evaluó diariamente por el conteo de tripomastigotas 
presentes en sangre (obtenida de la vena caudal de la cola) utilizando microscopía de campo claro. (B) Grupos 
independientes de 5 ratones machos se infectaron con 1 x 107 tripomastigotas como en (A). Los resultados 
representan la media de cinco ratones para uno de 3 experimentos independientes. * denota diferencia 
estadística con p<0,05 

Exposición de fosfatidilserina en el inóculo infectivo de 

parásitos salvajes y Fe-SODA 

Recientemente, se describió que patógenos intracelulares utilizan el mimetismo apoptótico 

para modular la respuesta inmune del huésped, generando un contexto favorable para el 

establecimiento de la infección. Este mecanismo consiste en la exposición estable de FS en la 

cara externa de la membrana celular del mismo modo que ocurre de forma temprana en el 

proceso de muerte por apoptosis. La exposición de FS en estos patógenos es una “señal” para 

su internalización por parte de macrófagos sin llevarse a cabo la activación clásica y citotóxica 

de los mismos, que constituyen una de las primeras líneas de defensa contra estos patógenos 
254. El mimetismo apoptótico en tripanosomatídeos se reportó por primea vez en amastigotas 

de Leishmania amazoniensis en donde se describió la exposición de FS como estrategia para 

persistir en el macrófago infectado 255. Considerando estos antecedentes en conjunto con los 

resultados previos que muestran que parásitos sobreexpresantes Fe-SODA expuestos a 

oxidantes (•NO, H2O2 y ONOO– ) exhiben menores niveles de FS en la membrana celular 

parasitaria en el estadio epimastigota e inclusive presentan niveles menores de amastigotas 

apoptóticos con respecto a la cepa salvaje (CL-Brener), planteamos la hipótesis de que la 

ausencia o disminución de parásitos apoptóticos y/o miméticos podría determinar una menor 

virulencia en la etapa aguda de la infección a ratones. Se evaluó la exposición de FS en la 

membrana celular de tripomastigotas salvajes (CL-Brener) y sobreexpresantes Fe-SODA 

expuesto o no a SHF mediante la tinción con anexina-V y análisis por citometría de flujo. Se 
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observó una menor exposición de FS en la cara externa de la membrana celular de parásitos 

sobreexpresantes Fe-SODA con respecto a la cepa salvaje luego del tratamiento con SHF 

(Figura 40).  

Figura 40. Exposición de FS en tripomastigotas metacíclicos de T. cruzi salvajes y sobreexpresantes Fe-SODA. 
Epimastigotas (en fase exponencial de cultivo) de la cepa salvaje (CL-Brener) y sobreexpresantes Fe-SODA se 
diferenciaron en tripomastigotas metacíclicos (infectivos) por diferenciación química en medio artificial de orina 
de triatomineo (TAUP-3AAG, 4 días a 28°C). Los tripomastigotas metacíclicos resultantes se expusieron o no a 
SHF (20 % durante 1h a 37 °C). Posteriormente, se evaluó la exposición de FS en la membrana plasmática 
parasitaria mediante el marcaje con anexina-V conjugado a Alexa Fluor 488 y análisis por citometría de flujo. 

 

Por otro lado, se purificaron tripomastigotas del sobrenadante de cultivo de celulares (VERO) 

infectados con la cepa salvaje y se expusieron o no a SHF. Posteriormente, se depletaron los 

parásitos con FS mediante la utilización de un kit comercial conteniendo esferas magnéticas 

conjugadas a anexina-V (Apoptotic cell isolation kit, BioVision) y se confirmó la depleción de 

parásitos del inóculo infectivo mediante citometría de flujo utilizando anexina-V conjugada a 

Alexa Fluor 488 (Figura 41A). Luego, se infectaron ratones BALB/c con tripomastigotas CL-

Brener expuestos a SHF y depletados o no de parásitos que exponen FS (CL-Brener-DFS) y se 

evaluó la infección durante la fase aguda de la enfermedad mediante determinación de la 

parasitemia en sangre. Se observó un mayor conteo de tripomastigotas sanguíneos en el pico 

de parasitemia para la cepa CL-Brener control con respecto a la misma depletada en parásitos 

que exponen FS en el ínoculo infectivo (Figura 41B). Por lo tanto, planteamos la hipótesis que 

la depleción de parásitos que exponen FS del inóculo infectivo generaría una respuesta 

proinflamatoria más aguda repercutiendo en la disminución de la parasitemia en sangre. 

Luego de finalizado el pico de la parasitemia se aislaron macrófagos peritoneales, como fue 
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descrito previamente 256. Se observó, un menor porcentaje de células adherentes 

(eventualmente macrófagos) asiladas del lavado peritoneal de ratones infectados con 

tripomastigotas CL-Brener-DFS con respecto al control (CL-Brener) a las 48hs post-lavado 

peritoneal (Figura 41C). Además, cabe destacar que se observó una disminución en el conteo 

de amastigotas intracelulares en los cultivos celulares asilados de ratones infectados con CL-

Brener-DFS (Figura 41D).  

Figura 41. Infección de ratones BALB/c con T. cruzi CL-Brener control o depletados de FS . (A) Tripomastigotas 
CL-Brener asilados del sobrenadante de cultivo celular (VERO) se expusieron o no a SHF (20 % durante 1h a 37 
°C). El inóculo infectivo (expuesto a SHF) se depletó de parásitos que exponen FS y se confirmó la disminución de 
la exposición de FS por citometría de flujo mediante el marcaje con anexina-V conjugado a Alexa Fluor 488 [azul: 
tripomastigotas sin teñir; negro: tripomastigotas no expuestos a SHF; gris: tripomastigotas expuestos a SHF 
(control); rojo: tripomastigotas expuestos a SHF y depletados en FS]. Media de URF para cada uno de los 
histogramas (inset). (B) Grupos independientes de 5 ratones hembras (6-8 semanas) se infectaron de manera 
intraperitoneal con tripomastigotas (1 x 107) de la cepa CL-Brener control o depletados en parásitos que exponen 
FS en la membrana plasmática (CL-Brener-DFS). La parasitemia se evaluó diariamente por el conteo de 
tripomastigotas presentes en sangre (obtenida de la vena caudal de la cola) utilizando microscopía de campo 
claro. Los resultados representan la media de cinco ratones. * denota diferencia estadística con p<0,05. (C) Se 
realizaron lavados peritoneales de ratones infectados y se aislaron las células adherentes. Se representa el % de 
células adherentes relativo al control para los cultivos celulares obtenidos por lavado peritoneal de ratones 
infectados con CL-Brener y CL-Brener-DFS (48 hs post-purificación). (D) Conteo de amastigotas intracelulares en 
células adherentes (macrófagos) obtenidas de lavados peritoneales (DAPI). 

Estos resultados indicarían que ratones infectados con un inóculo depletado en parásitos que 

exponen FS en la membrana plasmática lograrían controlar parcialmente la infección por T. 

cruzi, destacando la importancia de parásitos apoptóticos o miméticos en el inóculo infectivo 

para el éxito de la infección y persistencia parasitaria.
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DISCUSIÓN  

La etapa crónica de la enfermedad de Chagas se caracteriza por la persistencia de T. cruzi con 

una baja parasitemia y baja carga en tejidos, siendo uno de los más afectados el tejido 

cardíaco. El control de la proliferación y la persistencia  parasitaria depende de la virulencia 

de la cepa y de la respuesta inmune montada por el huésped como se ha demostrado en 

pacientes con tratamiento inmunosupresor 16. A pesar de la respuesta inflamatoria del 

huésped vertebrado, T. cruzi es capaz de evadir la misma y persistir en los tejidos. Los 

mecanismos implicados en el control de la proliferación parasitaria en cardiomiocitos no han 

sido completamente dilucidados, pero podrían implicar la secreción de citoquinas 

proinflamatorias en conjunto con la generación de •NO por células cardíacas, endoteliales o 

del infiltrado inflamatorio presente en el tejido infectado 193,257.  

El aumento en la síntesis de citoquinas por cardiomiocitos infectados podría ser responsable 

del incremento en la generación de oxidantes (como H2O2) producto de la disfunción 

mitocondrial y posiblemente de la activación de la enzima NOX4 190,193,258,259. Asimismo el 

aumento en la actividad NOX4 podría determinar la oxidación de proteínas mitocondriales 

exacerbando la disfunción mitocondrial en cardiomiocitos 260. Estos antecedentes son 

consistentes con los resultados de este trabajo en los que observamos que la infección de 

cardiomiocitos primarios por T. cruzi (CL-Brener) genera una disfunción mitocondrial 

temprana (Figura 26) acompañada de un aumento en la producción de H2O2 (Figura 27). 

Evidenciamos la activación del factor de transcripción FOXO3, producto de la presencia de un 

estrés oxidativo 261,262, así como el aumento en la expresión de las correspondientes enzimas 

antioxidantes mitocondriales dianas, MnSOD y Prx3 (Figura 28). Las especies reactivas del 

oxígeno, particularmente el H2O2, pueden promover la señalización redox celular o la 

citotoxicidad de forma concentración dependiente 86,140. En T. cruzi, se ha mostrado que el 

H2O2 es capaz de modular el desarrollo intracelular, promoviendo o comprometiendo la 

proliferación de amastigotas 243,263–265. En nuestras condiciones experimentales, los 

cardiomiocitos estimulados con citoquinas proinflamatorias son capaces de controlar 

parcialmente la proliferación de amastigotas intracelulares salvajes (CL-Brener). Sin embargo, 

dichos cardiomiocitos son incapaces de controlar la proliferación de parásitos 

sobreexpresantes de las enzimas mitocondriales Fe-SODA y MPx (Figura 29A). Estos resultados 
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muestran que, en un contexto proinflamatorio, caracterizado por un aumento en la 

generación de oxidantes, se puede llevar a la inducción de la MCP parasitaria. En el estadio 

epimastigota (no infectivo) de T. cruzi se ha demostrado que la sobrecarga de calcio y la 

generación intramitocondrial de O2
•– participan en la inducción de la MCP 243,244. Evaluamos 

entonces, la presencia de amastigotas apoptóticos en cultivos de cardiomiocitos infectados 

con la cepa salvaje (Figura 29B) y la producción intramitocondrial de O2
•– en los mismos. Cabe 

destacar que la estimulación con citoquinas proinflamatorias de cultivos de cardiomiocitos 

infectados determinó un aumento en la producción intramitocondrial de O2
•– en el estadio 

amastigota (Figura 29C). Se purificaron amastigotas intracelulares (Figura 30B) y se evaluó la 

MCP. El control de la proliferación de parásitos salvajes observado en cardiomiocitos 

estimulados con citoquinas proinflamatorias (Figura 29A), se acompañó de un aumento en la 

detección de amastigotas intracelulares apoptóticos (Figura 30C). 

De igual forma, se exploró el rol del •NO en el control de la proliferación y en la inducción de 

la MCP en amastigotas. Considerando la baja inducción de iNOS en cardiomiocitos observada 

en nuestras condiciones 266 y que en el tejido cardíaco infectado existen otras fuentes de •NO, 

se recurrió a la adición de flujos externos de •NO. Para ello, expusimos a cultivos de 

cardiomiocitos infectado a flujos fisiológicos de •NO (0.15  µM/min) y se evaluó la 

proliferación de amastigotas salvajes y de Fe-SODA, observándose una disminución 

significativa únicamente para la cepa salvaje (Figura 30A). Más aún, en la cepa salvaje se 

observó un aumento en la detección de amastigotas apoptóticos purificados de cultivos de 

cardiomiocitos expuestos a •NO (Figura 30C).  

Por lo tanto, los resultados obtenidos indican que tanto el H2O2 como el •NO pueden difundir 

y alcanzar el amastigota intracelular llevando a la inducción de la MCP en los mismos. En 

particular, parásitos sobreexpresantes de la Fe-SODA se mostraron más resistencia a la MCP, 

incluso, en presencia de flujos de •NO (Figura 31). Estos resultados confirman el rol del O2
•– 

mitocondrial generado en los parásitos como disparador del proceso de muerte celular, como 

se mostró anteriormente para el estadio epimastigota 243,244. Se observo un aumento en la 

oxidación del MitoSOX luego de la exposición a •NO en parásitos salvajes ausente en los 

sobreexpresantes de MPx lo que indica la generación mitocondrial de O2
•– y peroxinitrito en 

estos amastigotas (Figura 30D). De esta manera, el •NO puede difundir dentro de la 

mitocondria de T. cruzi e inhibir de forma reversible el complejo IV de la cadena respiratoria, 
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determinando la generación sitio específica de O2
•– y la consiguiente formación de ONOO– por 

la presencia simultánea •NO y O2
•– 176. 

La presencia de amastigotas intracelulares apoptóticos se reportó previamente en infecciones 

experimentales in vitro e in vivo con T. cruzi 252,267,268. No obstante, el o los mediadores 

generados por el huésped responsables de la inducción de la MCP del parásito no han sido 

determinados. En este contexto, utilizando cardiomiocitos primarios, mostramos la capacidad 

de dos mediadores redox difusibles derivados del huésped, H2O2 y •NO, de activar la MCP en 

amastigotas intracelulares. Por otro lado, el H2O2 también desencadenó la MCP en el estadio 

epimastigota del parásito (Figura 32) evidenciando el proceso de MCP. La función mitocondrial 

en epimastigotas tratados con H2O2 también se afectó y presento una caída significativa en el 

valor de RCR a las 4 h post-tratamiento con el oxidante (Figura 33). En estas condiciones 

experimentales, se observó además un aumento en la generación de O2
•– mediante la 

detección analítica específica del 2-OH-E+ (Figura 34A,C). Cabe destacar que parásitos Fe-

SODA y MPx se mostraron ser más resistentes a la inducción de la MCP (Figura 32E-G), sin 

presentar una disminución del RCR (Figura 33B) ni aumento de la generación de O2
•– (Figura 

34C) significativos. El hecho de que parásitos Fe-SODA se muestren más resistentes manifiesta 

la participación del O2
•– generado a nivel mitocondrial en T. cruzi en la inducción del proceso 

de muerte. Asimismo, la detoxificación de O2
•– por la Fe-SODA limita la generación de 

peroxinitrito en presencia de •NO y, por lo tanto, disminuye el daño mitocondrial ocasionado 

por este oxidante. La mayor resistencia a la MCP observada en parásitos sobreexpresantes de 

MPx muestra la participación del ONOO– y H2O2 en la inducción de la MCP y en el control de 

la proliferación parasitaria.  

Los blancos celulares de reacción asociados a procesos de señalización inducidos por O2
•–, ya 

sea en células de mamíferos o parásitos, aún son desconocido. No obstante, la contribución 

del O2
•– en la fase de inicio del proceso de muerte celular ha sido reportado 244,269–272. En 

sistemas biológicos, el O2
•– puede actuar como un oxidante univalente con la familia de 

enzimas que contienen clusters [4Fe-4S], siendo su blanco preferencial las deshidratasas 269. 

La oxidación del clúster Fe-S produce la liberación de Fe3+ con la consecuente inactivación de 

la enzima. La reacción posterior del Fe3+ con H2O2 determina la generación de •OH, el cual es 

altamente oxidante y capaz de producir daño oxidativo sitio específico sobre el ADN 

mitocondrial del parásito 51,273. Además, en presencia de •NO, se formará peroxinitrito en las 

mitocondrias parasitarias, produciendo modificaciones oxidativas en proteínas, lípidos y ADN 
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116,150. Previamente, nuestro grupo ha reportado que la inducción de la MCP por exposición a 

SHF en epimastigota de T. cruzi conduce a una inactivación O2
•––dependiente de la aconitasa, 

mientras que sobreexpresantes Fe-SODA atenúan la inactivación de dicha enzima 243. En 

nuestras condiciones experimentales, utilizando H2O2 como inductor de la MCP, también se 

observó la inactivación de la aconitasa (Figura 34D) en parásitos salvajes. Mientras que en 

parásitos Fe-SODA no se afectó la actividad aconitasa y los mismos resultan resistentes al 

estimulo de MCP, destacando el rol del O2
•– generado a nivel mitocondrial en la señalización 

temprana de la MCP en T. cruzi.  

La respuesta redox desencadenada durante la infección de cardiomiocitos pueden diferir 

entre cepas de T. cruzi, las cuales pueden ser muy variables en infectividad y tropismo tisular 
24,263. En particular, evaluamos la respuesta de cardiomiocitos infectados por cepas salvajes 

pertenecientes a diferentes DTUs, CL-Brener (TcVI) y Dm28c (TcI). Se observó que la cepa 

Dm28c genera un compromiso mayor de la función mitocondrial en cardiomiocitos (Figura 

35). Asimismo, parásitos Dm28c se mostraron más resistentes a la inducción desencadenada 

por mediadores redox difusibles, •NO H2O2, en los estadios amastigota (Figura 36) y 

epimastigotas (Figura 37) de T. cruzi. Estos resultados son consistentes con reportes previos 

que atribuyen una infectividad y resistencia a la apoptosis substancialmente mayor para la 

cepa Dm28c con respecto a otras cepas salvajes (Y) 252.  

La secuencia de eventos propuesta luego de la invasión/infección de T. cruzi CL-Brener en 

cardiomiocitos y la relevancia del contenido mitocondrial de Fe-SODA y MPx en el balance 

redox parasitario, determinantes de la muerte celular o proliferación, se ilustran en la Figura 

42. En resumen, los resultados obtenidos anteriormente esclarecen los posibles mecanismos 

involucrados en el control de la proliferación de amastigotas de T. cruzi en cardiomiocitos, 

identificando al H2O2 y/o al •NO como mediadores redox difusibles de la MCP en el parásito. 

En este contexto oxidativo, parásitos sobreexpresantes Fe-SODA y MPx capaces la detoxificar 

O2
•– y H2O2/peroxinitrito respectivamente (o limitando la formación de peroxinitrito) se 

muestran más resistentes a la inducción de la MCP. Por lo tanto, los niveles de Fe-SODA y MPx 

presentes en T. cruzi podrían contribuir a la supervivencia y virulencia del parásito en el tejido 

cardíaco durante la fase crónica de la enfermedad de Chagas.  
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Figura 42. Control de la proliferación de T. cruzi en cardiomiocitos. Secuencia de eventos propuesta para el 
control de la proliferación parasitaria en infecciones de cardiomiocitos por T. cruzi: (1) Interacción, invasión e 
infección de tripomastigotas de T. cruzi en cardiomiocitos induce la síntesis y secreción de citoquinas 
proinflamatorias (TNF-α e IL-1β 193) que pueden actuar de forma autocrina y paracrina. (2) Alteración del 
metabolismo mitocondrial en cardiomiocitos mediada por citoquinas proinflamatorias 201. (3) Generación de O2

•–

, producto de la disfunción mitocondrial, y posteriormente de H2O2. (4) Inducción de la actividad NOS mediada 
por citoquinas proinflamatorias en cardiomiocitos e incremento de la producción de •NO. El •NO puede inhibir la 
cadena de transporte de electrones mitocondrial a nivel de la citocromo c oxidasa, aumentando la producción 
de O2

•– por este orgánelo 176. (5) Tanto el •NO como H2O2 son moléculas neutras y difusibles capaces de alcanzar 
y alterar el metabolismo mitocondrial de los amastigotas intracelulares de T. cruzi. (6) Ambos mediadores redox, 
H2O2 y •NO, determinan un incremento en la producción de O2

•– mitocondrial, disparador de la MCP en T. cruzi 
243,244. En presencia de •NO, mediante una reacción controlada por difusión con el O2

•– se formará ONOO– de 
manera sitio especifica en las mitocondrias del parásito y contribuirán a la muerte parasitaria. (7) Finalmente, en 
amastigotas de T. cruzi se induce la MCP  o (8) evaden dicho proceso a través de la detoxificación de O2

•–/ONOO– 
a nivel mitocondrial por la Fe-SODA y MPx respectivamente. 

 

Previamente, nuestro grupo describió que la sobreexpresión de la Fe-SODB citosólica lleva a 

estos parásitos a tener una mayor resistencia a la muerte dentro del fagosoma de macrófagos 

estimulados, favoreciendo la proliferación de amastigotas 54. Sin embargo, no se observó una 

diferencia significativa en la proliferación de amastigotas Fe-SODA en infecciones a 

macrófagos estimulados con respecto a la cepa salvaje (Figura 38). A pesar de la gran 

homología estructural entre amabas isoformas, las Fe-SODs presentan diferencias en la 

susceptibilidad a la inactivación por peroxinitrito, siendo la Fe-SODB altamente resistente en 

comparación con la Fe-SODA 184. Estos antecedentes, podrían explicar parcialmente que no se 

hallan observado diferencias significativas en parásitos que sobreexpresan a la Fe-SODA con 
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respecto a la cepa salvaje. Nos propusimos evaluar el rol de la Fe-SODA en el modelo murino 

de la enfermedad de Chagas durante la fase aguda. De forma inesperada, se observó una 

disminución en el pico de parasitemia en ratones infectados con Fe-SODA respecto a la cepa 

salvaje (Figura 39).  

De forma reciente, se ha descrito que patógenos intracelulares utilizan el mimetismo 

apoptótico (exposición de FS) para modular la respuesta inmune del huésped, generando un 

contexto favorable para el establecimiento de la infección 254,255. La exposición de FS en estos 

patógenos es una “señal” para su internalización por parte de macrófagos llevando a su 

activación alterna anti-inflamatoria 254,274–276. Considerando estos antecedentes en conjunto 

con los resultados obtenidos, que muestran a parásitos sobreexpresantes Fe-SODA son 

capaces de inhibir el proceso de muerte, se evaluó la presencia de amastigotas apoptóticos 

y/o miméticos en el inóculo infectivo utilizado en infecciones a ratón. Se observó que parásitos 

Fe-SODA presenta niveles menores de exposición de FS en la cara con respecto a la cepa 

salvaje (Figura 40). Esto podría determinar una modulación diferencial de la respuesta de 

macrófagos frente a la infección por la cepa salvaje y Fe-SODA, consistente con una menor 

parasitemia en el modelo murino observada en los parásitos Fe-SODA. Es interesante destacar 

que la exposición a suero fresco aumenta la exposición de FS en tripomastigotas de cultivo, 

observación que no se había realizado anteriormente. Se observó que la depleción de 

parásitos que exponen FS en la membrana plasmática del inóculo infectivo para la cepa CL-

Brener (CL-Brener-DFS) genera una disminución en la parasitemia durante la fase aguda de la 

enfermedad (Figura 41). Los resultados obtenidos son congruentes con la utilización del 

mimetismo apoptótico por T. cruzi como estrategias de evasión de la respuesta inflamatoria, 

asociada a eventos iniciales que determinan el establecimiento de la infección. 

Finalmente, planteamos que las diferentes isoformas de Fe-SODs tendrán distintos roles 

durante la fase aguda y crónica de la enfermedad. La isoforma Fe-SODB favorecería la evasión 

de la respuesta inmune, caracterizada por una extensa producción de oxidantes, a través de 

la detoxificación de O2
•– y/o peroxinitrito 54. Mientras que la Fe-SODA, más sensible a 

oxidantes, podría estar involucrada en mecanismos de señalización de la MCP en la fase 

crónica de la enfermedad. 
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RESUMEN 

La cepa de T. cruzi asilada de humano, denominada C8C3 se ha mantenido desde su 

aislamiento por más de 30 años a través de pasajes por infecciones a ratón (C8C3hvir) o en 

medio axénico (C8C3lvir); repercutiendo en la perdida del fenotipo virulento por esta última. 

Recientemente, se ha reportado que el clon de alta virulencia (C8C3hvir) posee mayores 

niveles de expresión de cruzipaína (principal cisteín proteasa de T. cruzi), proteína reguladora 

del complemento (CRP) y transialidasa con respecto al clon de baja virulencia (C8C3lvir). 

Considerando el rol de dichas enzimas en la interacción huésped-patógeno (evasión de la 

respuesta inmune, adhesión e invasión celular y escape del fagolisosoma) han sido 

consideradas como factores de virulencias determinantes del fenotipo más virulento 

presentado por el clon C8C3hvir. En un contexto oxidativo, como el fagosoma, el contenido 

antioxidante de T. cruzi resulta determinante para el éxito de la infección tanto en modelos 

celulares de cultivos de macrófagos y cardiomiocitos como en el modelo murino de la 

enfermedad de Chagas. Por lo tanto, se evaluaron los niveles de enzimas antioxidantes para 

las variantes de alta y baja virulencia de la cepa C8C3. Se observó un aumento en la expresión 

de las peroxirredoxinas mitocondrial (MPx) y citosólica (CPx) en la variante C8C3hvir con 

respecto a la C8C3lvir. Con el objetivo de definir si el aumento en la expresión de 

peroxirredoxinas (en particular la isoforma citosólica) determina o contribuye a un fenotipo 

más virulento se transfectó el clon C8C3lvir con el plásmido pTREX conteniendo la secuencia 

codificante de la CPx. Finalmente, comprobamos que la sobreexpresión de CPx restablece 

parcialmente el fenotipo virulento en el clon C8C3lvir tanto en infecciones a cardiomiocitos y 

macrófagos como durante la fase aguda de la enfermedad de Chagas.
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RESULTADOS 

Virulencia en diferentes clones de la cepa de T. 
cruzi C8C3  

En colaboración con el Dr. Jorge González de la Universidad de Antofagasta (Chile), 

comenzamos a trabajar con la cepa de T. cruzi C8C3 aislada de humano 277, la cuál se ha 

mantenido en pasajes por ratón (C8C3hvir) y de forma axénica (C8C3lvir) desde su aislamiento 

hace más de 30 años 278. Se evaluó y comparó la capacidad infectiva tanto en modelos 

celulares como en el modelo animal de la enfermedad de Chagas para ambos clones de la 

cepa C8C3.  

Infecciones en el modelo murino de la enfermedad de Chagas. 

Se infectaron ratones de la cepa BALB/c (grupos independientes de 5) de forma 

intraperitoneal con tripomastigotas (2 x 107) obtenidos del sobrenadante de cultivo de células 

VERO, de los clones de alta (C8C3hvir) y baja (C8C3lvir) virulencia. La infección se evaluó 

mediante conteo de parasitemia en sangre y curva de supervivencia. Se observó una 

disminución en el pico de la parasitemia de la cepa C8C3lvir con respecto al clone C8C3hvir 

(Figura 43A). Además, el 80 % de los ratones infectados por el clone C8C3hvir se murieron a 

los 11 días post-infección (Figura 43B), mientras que el 100 % de los ratones infectados por el 

clon de baja virulencia permanecieron vivos hasta el momento de la eutanasia (25 días). De 

esta manera, confirmamos que los cultivos de T. cruzi mantenidos mediante pasaje en medio 

axénico (C8C3lvir) perdieron su virulencia con respecto a los mantenidos por pasajes en ratón 

(C8C3hvir), como fue descrito de forma reciente 278.  
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Figura 43. Virulencia de los clones de T. cruzi C8C3hvir vs C8C3lvir en infecciones del modelo murino. Grupos 
independientes de 5 ratones machos BALB/c (6-8 semanas) se infectaron  de manera intraperitoneal con 2 x 107 
tripomastigotas de la cepa C8C3hvir vs C8C3lvir. (A) La parasitemia se evaluó diariamente por el conteo de 
tripomastigotas presentes en sangre (obtenida de la vena caudal de la cola) mediante microscopía de campo 
claro. Los resultados representan la media de cinco ratones por grupos independientes. (B) Curva de 
supervivencia para los ratones infectados como se describió previamente. * denota diferencia estadística con 
p<0,05.  

Niveles de enzimas antioxidantes en los clones  de alta y baja 

virulencia de la cepa C8C3 

Se cuantificaron los niveles de enzimas antioxidantes: Fe-superóxido dismutasas mitocondrial 

(Fe-SODA) y citosólica (Fe-SODB), peroxirredoxinas mitocondrial (MPx) y citosólica (CPx), 

tripanotiona reductasa (TR) y Ascorbato-citocromo c peroxidasa (APxCcP); en extractos 

parasitarios procedentes de los diferentes estadios de T. cruzi (epimastigotas, tripomastigotas 

y amastigotas) para los clones de alta y baja virulencia de la cepa C8C3 mediante técnicas de 

western blot utilizando anticuerpos específicos para cada una de las diferentes enzimas 

disponibles en el laboratorio. Posteriormente, se revelaron por técnicas infrarrojas utilizando 

anticuerpos secundarios conjugados a IRE800-IRE600 (Odyssey) (Figura 44A).  Se observó un 

aumento en los niveles de enzimas antioxidantes en los estadios infectivos del clon C8C3hvir 

con respecto al C8C3lvir.  En particular, se observó un aumento en las peroxirredoxinas CPx y 

MPx (Tabla 1). 
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Figura 44. Enzimas antioxidantes en los clones C8C3hvir y C8C3lvir. (A) Western Blot de las enzimas 
antioxidantes en los diferentes estadios parasitarios (epimastigota, tripomastigota y amastigota) para los clones  
C8C3hvir y C8C3lvir. (B) Membrana de nitrocelulosa teñida con Ponceau. APxCcP: Ascorbato-citocromo c 
peroxidasa; MPx: peroxirredoxina mitocondrial; CPx: peroxirredoxina citosólica; Fe-SODA: Fe-superóxido 
dismutase mitocondrial; Fe-SODB: Fe-superóxido dismutasa citosólica; TR: tripanotiona reductasa.  

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 1. Niveles de expresión de enzimas antioxidantes en los diferentes estadio para los clones C8C3hvir y 
C8C3lvir. Análisis del armamento de enzimas antioxidante en T. cruzi C8C3hvir y C8C3lvir por western blot y 
detección infrarroja. La carga de proteína se normalizó por tinción de Ponceau. Los niveles de expresión se 
expresan relativos al clone C8C3lvir. Los resultados son la media de tres experimentos independientes.  

  

 Ratio de enzimas antioxidantes (hvir/lvir) 

Estadio APxCcP CPx MPx Fe-SODA Fe-SODB TR 

Amastigota 0,6 1,7 1,9 0,6 1,1 1,0 

Tripomastigota 0,5 1,4 1,2 0,3 1,1 0,9 

Epimastigota 1,3 1,3 0,3 0,9 1,3 1,2 

APxCcP

MPx

TR

CPx

hvir lvir hvir lvir hvir lvir

Amastigota	 	Tripomastigota	 	Epimastigota
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Fe-SODB
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Recuperación del fenotipo virulento en el clon 
C8C3lvir por la sobreexpresión de CPx. 

Generación de parásitos C8C3lvir sobreexpresantes de CPx 

Considerando los resultados descritos previamente, se realizó la transfección por 

electroporación de la cepa C8C3lvir con el plásmido pTREX conteniendo la secuencia 

codificante de CPx fusionada al epítope 9E10 de c-Myc. Los epimastigotas sobreexpresantes 

de CPx se seleccionaron por la presencia en el medio de cultivo (BHI) del antibiótico geneticina 

(G418, 250 μg/mL) como marcador de selección. Luego, se caracterizó la sobreexpresión de 

CPx en epimastigotas transfectados mediante western blot utilizando anticuerpos anti-CPx 

disponibles en el laboratorio y se reveló por técnicas infrarrojas utilizando anticuerpos 

secundarios conjugados a IRE800-IRE600 (Odyssey). Se observó un aumento de ≈ 2,2 veces en 

la expresión de CPx por epimastigotas transfectados y se confirmó que la expresión de otras 

enzimas antioxidantes no se afectó (Figura 45). 

Figura 45. Generación de epimastigotas C8C3lvir sobreexpresantes de 
CPx. Western blot  para las enzimas antioxidantes (CPx, MPx y Fe-SODB) 
en epimastigotas C8C3lvir y transfectados con el plásmido pTREX-CPx-
9E10(cMyc) seleccionados por la presencia de G418 (250 μg/ml) en el 
medio de cultivo (BHI). 

 

 

 

 
  

T.	cruzi C8C3lvir

Salvaje

CPx-cMyc
kDa
25

20

MPx

CPx

Fe-SODB

pTREX
-CPx



Resultados capítulo 2: Restablecimiento del fenotipo virulento en modelos de infección celular 
y animal por la sobreexpresión de CPx en T. cruzi 

 84 

Incremento en la proliferación de parásitos CPx 

sobreexpresantes en modelos celulares. 

Nos propusimos evaluar el rol de la sobreexpresión de CPx en la recuperación del fenotipo 

virulento en la cepa de T. cruzi C8C3lvir en infecciones a macrófagos. Para ello, se infectó la 

línea celular de macrófagos J774A.1 (relación parásito: célula, 5:1) estimulados o no con 

LPS/IFN-g para la inducción de la expresión de la iNOS y se evaluó la proliferación por conteo 

de amastigotas intracelulares (DAPI). La sobreexpresión de CPx determinó un aumento en la 

proliferación de amastigotas intracelulares tanto en cultivos estimulados como no 

estimulados (Figura 46A). El control parasitario, previo a la evasión del fagosoma y 

establecimiento del parásito en el citosol celular, depende en gran medida de la producción 

de ONOOH. De esta manera, los niveles de CPx al momento de la invasión resultan 

determinantes para la evasión del fagosoma y establecimiento en el citosol celular, como fue 

descrito previamente 55. 

Figura 46. Proliferación de amastigotas intracelulares en infecciones in vitro a macrófagos y cardiomiocitos. 
(A) Macrófagos de la línea celular J774A.1 (2 x 105 células) se infectaron (relación parásito:célula; 5:1) con 
tripomastigotas de T. cruzi C8C3lvir o sobreexpresantes CPX. (B) Cardiomiocitos H9c2 (1 x 105 células) se 
infectaron con tripomastigotas de T. cruzi C8C3hvir, C8C3lvir o sobreexpresantes CPX como se describió en (A). 
El número de amastigotas intracelulares se determinó mediante tinción con DAPI. Los resultados se expresan 
como el número de amastigotas cada 100 células. *, denota diferencia estadística con p< 0,05. 

Luego, realizamos infecciones en cultivos de cardiomiocitos de la línea celular H9c2 utilizando 

tripomastigotas de cultivo de los diferentes clones y se evaluó la capacidad infectiva (24 h 

post-infección) mediante conteo de amastigotas intracelulares para parásitos salvajes 

(C8C3hvir y C8C3lvir) y sobreexpresantes CPx. Se observó que la sobreexpresión de CPx en 

parásitos C8C3lvir recupera el fenotipo virulento alcanzando niveles de proliferación similares 

a los observados por el clon de alta virulencia (C8C3hvir) (Figura 46B). 

Salvaje CPx C8C3hvir
0

50

100

150

%
 In

fe
cc

ió
n

(a
m

as
tig

ot
as

/1
00

 c
ar

di
om

io
ci

to
s)

C8C3lvir

*

+ LPS/IFN-γ + LPS/IFN-γ
0

10

20

30
70

80

%
 In

fe
cc

ió
n

(a
m

as
tig

ot
as

/1
00

 m
ac

ró
fa

go
s)

C8C3lvir CPx

*

A                                                                       B
*

*

*
*



Resultados capítulo 2: Restablecimiento del fenotipo virulento en modelos de infección celular 
y animal por la sobreexpresión de CPx en T. cruzi 

 85 

CPx factor de virulencia en infecciones al modelo murino.  

Finalmente, nos propusimos investigar el rol de la enzima antioxidante CPx como factor de 

virulencia capaz de rescatar el fenotipo virulento en la cepa mantenida mediante pasajes en 

medio de cultivo axénico (C8C3lvir). Se evaluó en la fase aguda de la enfermedad mediante la 

infección intraperitoneal de ratones C57BL/6 (grupos independientes de 5) con 

tripomastigotas de cultivo (2 x 107) de la cepa salvaje (C8C3lvir) y sobreexpresantes CPx. Se 

observó un mayor conteo de tripomastigotas sanguíneos en el pico de parasitemia para los 

parásitos sobreexpresante CPx con respecto a la cepa salvaje (Figura 47).  

Figura 47. Virulencia de T. cruzi C8C3lvir salvaje y 
sobreexpresantes CPx en infecciones a ratón. 
Grupos independientes de 5 ratones machos 
C57BL/6 (6-8 semanas) se infectaron  de manera 
intraperitoneal con tripomastigotas (2 x 107) de la 
cepa salvaje (C8C3lvir) y sobreexpresantes CPx. La 
parasitemia se evaluó diariamente por el conteo de 
tripomastigotas presentes en sangre (obtenida de la 
vena caudal de la cola) mediante microscopía de 
campo claro. Los resultados representan la media de 
cinco ratones por grupos independientes. * denota 
diferencia estadística con p<0,05.  Tiempo (días)
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DISCUSIÓN 

En T. cruzi se han descrito diversos factores de virulencia que participan a diferentes niveles 

en la interacción huésped—patógeno favoreciendo el éxito de la infección y la persistencia 

parasitaria en los tejidos durante años. Estos factores de virulencia pueden estar directamente 

asociados a: Adhesión e invasión celular, escape del fagolisosoma, resistencia y evasión de la 

respuesta inmune, detoxificación de especies oxidantes, reparación de macromoléculas 

oxidadas, diferenciación celular y proliferación 56,209–214. Las diferencias observadas para los 

clones C8C3 mantenidos mediante pasajes por ratón (C8C3hvir) y por medio de cultivo axénico 

(C8C3lvir) muestran la gran plasticidad  que presenta T. cruzi. La perdida del fenotipo virulento 

observada por el clon C8C3lvir en el modelo murino durante la fase aguda con respecto al clon 

C8C3hvir (Figura 43) se ha adjudicado a una disminución en los niveles de expresión de 

cruzipaína (Czp), proteína reguladora del complemento (CRP) y transialidasa 278. Estas 

proteínas participan en los procesos de adhesión e invasión celular (Czp y transialidasa), 

escape del fagolisosoma (transialidas) y resistencia y evasión del sistema inmune (CRP) 

determinando un fenotipo más virulento 214. Además de estos factores, la capacidad 

antioxidante parasitaria es fundamental para poder sobrevivir y escapar del fagosoma. Se 

cuantificaron los niveles de enzimas antioxidantes en ambos clones para los tres estadios 

parasitarios (Figura 44). El clon C8C3hvir presenta niveles de expresión mayores para las 

enzimas CPx y MPx con respecto a C8C3lvir (Tabla 1). En estudios previos se observó que 

tripomastigotas metacíclicos de cepas salvajes de alta virulencia presentan mayores niveles 

de peroxirredoxinas con respecto al mismo estadio de cepas salvajes atenuadas 59. Por 

consiguiente, nos planteamos validar la expresión de CPx en el clon C8C3lvir como factores de 

virulencia capaz de recuperar el fenotipo virulento observado para el clon C8C3hvir. 

Inicialmente, se generaron parásitos C8C3lvir sobreexpresantes de CPx (Figura 45). La 

sobreexpresión de CPx en el clon C8C3lvir  determinó un aumento en la proliferación de 

amastigotas intracelulares tanto en infecciones a cultivos de cardiomiocitos como de 

macrófagos estimulados o no estimulados (Figura 46). La sobreexpresión de CPx aumenta la 

virulencia parasitaria debido a la neutralización de los efectos citotóxicos del peroxinitrito, 

favoreciendo la sobrevida de T. cruzi dentro del fagosoma de macrófagos estimulados 55.  
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Finalmente, en infecciones al modelo murino de la enfermedad se observó que la 

sobreexpresión de CPx genera un aumento en la parasitemia durante la fase aguda de la 

enfermedad con respecto a la cepa sin transfectar C8C3lvir (Figura 47). Estos resultados se 

encuentran de acuerdo con los descritos previamente en donde se describió una correlación 

directa entre los niveles de peroxirredoxinas en cepas salvajes más virulentas con la 

parasitemia, daño a tejidos y cardiomiopatía sintomática 59,239. Por lo tanto nuestros 

resultados confirman a la CPx como factor de virulencia en T. cruzi, capaz de reestablecer el 

fenotipo virulento en el clon de baja virulencia C8C3lvir, tanto en infecciones a modelos 

celulares como al modelo animal. La recuperación del fenotipo virulento, mediada por la 

sobreexpresión de CPx, puede deberse a un aumento en la capacidad de detoxificación de 

peroxinitrito, H2O2 y otros hidroperóxidos orgánicos de cadena corta 181,228,238 y/o a la 

actividad holdasa (chaperona) reportada previamente para la CPx de T. cruzi 279 así como para 

la peroxirredoxina de Leishmania, perteneciente a la misma familia 280.  
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 

En este trabajo, identificamos a dos mediadores derivados del hospedero (H2O2 y •NO) como 

responsables del control de la proliferación intracelular de amastigotas intracelulares. Dicho 

control se da, en parte, por la inducción del programa de muerte parasitario, y en este 

contexto, parásitos con un mayor contenido de Fe-SODA y/o MPX resultaron ser resistentes 

generando infecciones más severas. Por otra parte, comenzamos los estudios de la relevancia 

que presenta el mimetismo apoptótico con la exposición de FS para el proceso de infección. 

Se observó una menor presencia de exposición de FS en tripomastigotas Fe-SODA lo que se 

podría relacionar con la menor parasitemia observada en la fase aguda de la enfermedad. Este 

mecanismo, sería dependiente de la modulación del fenotipo de fagocitos profesionales en el 

sitio de invasión. En este sentido, la menor exposición de FS haría que los fagocitos adopten 

un fenotipo proinflamatorio controlando la proliferación parasitaria. Esta hipótesis también 

se corroboró con la cepa salvaje en donde se eliminaron los parásitos que exponían FS, 

resultando también en una menor parasitemia.  

Nos planteamos como perspectiva determinar el rol de la exposición de FS a nivel parasitario 

(parásitos apoptóticos o con mimetismo apoptótico) en el establecimiento de la infección 

dependiente de la evasión de la respuesta mediada por macrófagos reclutados en el sitio de 

infección a nivel peritoneal. Asimismo, pretendemos definir si cambios en el número de 

parásitos con FS externalizada en su membrana plasmática en el inóculo infectivo llevan a una 

modulación de la respuesta fagocítica desde una activación clásica citotóxica a una activación 

alterna favorable para la proliferación parasitaria en las etapas iniciales de la infección. En 

estas etapas iniciales, la modulación de la respuesta del macrófago sería crucial para que T. 

cruzi pueda evadir la respuesta inmune del huésped y así poder diseminarse y establecer la 

infección.  

Por otra parte, logramos restablecer de forma parcial la virulencia de la cepa de T. cruzi C8C3 

atenuada mediante la expresión de la peroxirredoxina citosólica CPx tanto en infecciones 

celulares (cardiomiocitos y macrófagos) como en el modelo murino de la enfermedad. Estos 

resultados, en conjunto con una menor expresión de ambas peroxirredoxinas en la cepa 
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atenuada, confirmar en rol de estas como factores de virulencia como se había descrito 

previamente. 

Nos planteamos como perspectiva transfectar el clon C8C3lvir con el plásmido pTREX 

conteniendo la secuencia que codifica para la MPx para posteriormente evaluar dicha enzima 

como factor de virulencia capaz de reestablecer el fenotipo observado por el clon C8C3hvir. 

 

En suma, el control de la proliferación de T. cruzi es dependiente de mecanismos redox que 

determinan la proliferación o MCP a través de la producción de mediadores derivados de la 

célula huésped (H2O2, •NO y especies relacionadas), capaces de difundir y alcanzar blancos 

parasitarios. El destino parasitario (proliferación vs muerte) se encuentra estrechamente 

relacionado con los niveles de enzimas antioxidantes presentes en T. cruzi.  



Materiales y métodos 

 90 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Reactivos 

Medios de Cultivo  

BHI (Brain Heart Infusion) y Leibovitz (L-15) se adquirieron de Sigma. DMEM (Dulbeccoʹs 

Modified Eagleʹs Medium) se adquirió de Gibco. 

Antibióticos  

Penicilina, estreptomicina y geneticina (G418) se adquirieron de sigma. 

Citoquinas  

TNF-α (factor de necrosis tumoral α), IL-1β (interleuquina 1β) e IFN-g (interferón g) se 

adquirieron de Sigma. 

Sondas  

DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol), JC-1, Amplex®-Red, MitoSOX, kits APOBrdU-TUNEL y Click-

iT®TUNELAlexaFluor®488, anexina-V (AV) conjugada con Alexa Fluor® 488, ioduro de propidio 

(IP) y DHE (dihidroetidio) se adquirieron de Invitrogen. 

Enzimas  

Tripsina–EDTA (solución 10 X), colagenasa II y peroxidasa de rábano picante (HRP) se 

adquirieron de sigma. 

Oxidantes 

H2O2 (peróxido de hidrógeno) se adquirió de Mallindckrodt. El dador de •NO, NOC-18 [2,2ʹ-

(hidroxinitrosohidrazino) bis-etanamina] se adquirió de sigma. 



Materiales y métodos 

 91 

Anticuerpos primarios 

 Anticuerpos monoclonales de ratón anti-FoxO-3A y anti-Prx3 se adquirieron de Abcam. 

Anticuerpo monoclonal de ratón anti-MnSOD se adquirió se Santa Cruz. Anticuerpo policlonal  

de conejo anti-β-actina se adquirió de Sigma. Los anticuerpos anti-Fe-SODA, anti-CPx y anti-

MPx se produjeron en ratón y conejo en colaboración con el bioterio de la Facultad de 

Medicina. 

Anticuerpos secundarios 

 IgG anti-ratón (conjugado a IR Dye-680 o -800 ) y IgG anti-conejo (conjugado a IR Dye-680 o -

800) se adquirieron de LI-COR Biosciences. Anti-ratón de cabra conjugado con Alexa Fluor 488 

se adquirió en Invitrogen. 

Otros reactivos  

Inhibidores de proteasas, fibronectina, Optiprep, lipopolisacárido (LPS), oligomicina (oligo), 

carbonilcianuro-p-trifluorometoxifenilhidrazona (FCCP), antimicina A (AA) y rotenona (ROT) 

se adquirieron de sigma. Suero fetal bovino (SFB) se adquirió de Gibco. Apoptotic cell isolation 

kit se adquirió de Bio Vision. 
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Cultivo de parásitos y diferenciación en el 
estadio infectivo 

Cultivo de parásitos 

Loa epimastigotas de T. cruzi se cultivaron a 28 °C en medio de infusión de cerebro-corazón 

(BHI: Infusión de cerebro y corazón 33 g/L, triptosa 3 g/L, KCl 0.4 g/L, Na2HPO4 4 g/L, hemina 

0,02 g/L, 10 % de suero fetal bovino (SFB), glucosa 0,3 g/L, estreptomicina 0,2 g/L y penicilina 

200.000 U), como se describió anteriormente 281. El Dr. Shane Wilkinson (Queen Mary 

University of Londres, Reino Unido) proporcionó amablemente los parásitos CL-Brener 

salvajes y modificados genéticamente para la sobreexpresión de la superóxido dismutasa 

mitocondrial dependiente de hierro (Fe-SODA) o la peroxirredoxina mitocondrial (MPx) 238,282. 

El Dr. Jorge González (Universidad de Antofagasta, Chile) cedió amablemente las variantes de 

alta (hvir) y baja (lvir) virulencia de la cepa C8C3 278. La variante C8C3lvir se transfectó por con 

un plásmido pTREX conteniendo la secuencia codificante de la peroxirredoxina citosólica (CPx) 

para la sobreexpresión de la misma. Epimastigotas C8C3lvir  en fase exponencial de 

crecimiento (5 x 107 parásitos/mL) se lavaron y resuspendieron en HBS (Hepes 21 mM; NaCl, 

137 mM; KCl, 5 mM; glucosa, 6 mM, pH 7,4). El plásmido pTREX-CPx (100 µg) se agregó a 400 

µL de dicha suspensión en una cubeta de electroporación y se transfectaron los epimastigotas 

mediante dos pulsos de 450 V, 50 µF y 25 Ω utilizando el electroporador ECM 630 Electro Cell 

Manipulator (BTX) System. Las células transfectadas se resuspendieron en 10 mL de BHI y 24 

h después se adicionó geneticina (G418) al medio de cultivo (250 µg/mL). Los parásitos 

transfectados (Fe-SODA, MPx y CPx) se seleccionaron mediante la presencia de G418 (250 

µg/ml) en el medio de cultivo. Luego de la selección, se caracterizó la sobreexpresión en los 

parásitos por técnicas de western blot utilizando anticuerpos específicos y se mantuvieron en 

medio axénico en presencia de G418. Las secuencias codificantes de Fe-SODA, CPx y MPx 

poseen una etiqueta en el C-terminal del epítope 9E10 derivado de la proteína c-Myc.  
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Diferenciación en tripomastigotas metacíclicos 

Epimastigotas de 5 días de cultivo (fase exponencial) de las cepas salvajes (CL-Brener, C8C3hvir 

y C8C3lvir) y los correspondientes sobreexpresantes de enzimas antioxidantes (Fe-SODA, MPx 

o CPx) se colectaron por centrifugación a 800 g durante 10 minutos a temperatura ambiente. 

Luego, los epimastigotas se utilizaron para la obtención de tripomastigotas metacíclicos 

infectivos, mediante transformación química en medio artificial de orina de triatomineo 

(TAUP-3AAG, 96 horas a 28 °C) como se describió previamente 55,59,283. Los tripomastigotas 

metacíclicos resultantes se utilizaron para infectar células VERO confluentes a 37 °C en una 

atmósfera de 5 % CO2 y posterior obtención de tripomastigotas de cultivo en el sobrenadante 

de infección. 

Western blot de enzimas antioxidantes  

Los extractos de parásitos de T. cruzi se obtuvieron a partir de 6 x 108 parásitos/mL utilizando 

el buffer de lisis [Tris-HCl 10 mM, EDTA 1mM y Triton X-100 0,5 %(v/v); pH 8,0] conteniendo 

inhibidores de proteasa (sigma) durante 15 min en hielo. Se sonicaron los extractos y se 

centrifugaron a 13.000 g durante 30 min a 4 °C. Se suplementó el sobrenadante con buffer de 

carga [Tris–HCl 30 mM, SDS 1 %(m/v) y glicerol 5 %(v/v); pH 6,6]. Los extractos resultantes 

(~50 µg) se mantuvieron a –80 °C hasta su utilización. Las muestras proteicas obtenidos de 

los 4 estadios parasitarios se separaron mediante SDS-PAGE (15 %) y se transfirieron a la 

membrana de nitrocelulosa. A continuación, las membranas de nitrocelulosa se tiñeron con 

rojo Ponceau (Applichem) como control de carga y se bloquearon con leche en polvo sin grasa 

[3 %(m/v) en PBS pH 7,4] durante 1 h a temperatura ambiente en agitación. Las membranas 

se incubaron con anticuerpos específicos para las diferentes enzimas antioxidantes 

disponibles en el laboratorio, en una dilución 1:2.000 en Tween-20 [0,1 %(v/v) en PBS pH 7,4] 

y se incubaron durante 1h a temperatura ambiente en agitación. Luego, las membranas se 

lavaron con Tween-20 [0,1 %(v/v) en PBS] y se incubaron durante 1 h con anticuerpos 

secundarios conjugados a  IRDye 800 o 680  (LI-COR Biosciences) diluido 1:15000. Después del 

lavado de las membranas, las proteínas inmunoreactivas se visualizaron con un sistema de 

detección de fluorescencia infrarroja (Odyssey, LI-COR Biosciences) 184. 
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Cultivo de cardiomiocitos e infección por T. 
cruzi 

Purificación y cultivo de cardiomiocitos 

Cardiomiocitos derivados de rata (H9c2, ATCC®) se cultivaron en DMEM suplementado con 

penicilina, estreptomicina (100 U/ml y 100 μg/ml respectivamente), NaHCO3 (1,8 g/L) y 10 % 

SFB a 37 °C en una atmósfera de 5 % CO2, hasta alcanzar 80 % de confluencia. 

Los cardiomiocitos primarios se obtuvieron a partir de 15 neonatos de ratón BALB/c (1–3 días). 

Dichos neonatos se sacrificaron por decapitación, los corazones se extrajeron de forma 

aséptica y se mantuvieron en solución salina equilibrada de Hanks (Hanks’ balanced salt 

solution; HBSS: NaCl 8 g/l, KCl 0,4 g/l, KH2PO4 0,06 g/l, K2HPO4 0,048 g/l, glucose 1 g/l, MgSO4 

0,098 g/l, CaCl2 0,14 g/l and NaHCO3 0,35 g/l; pH 7,4) en hielo. Se lavaron 6 veces con HBSS 

frío, se aislaron los ventrículos y se cortaron en pequeños fragmentos. A continuación, se 

disoció el tejido cardíaco durante la noche a 4 °C (con agitación longitudinal) en 7 ml de 

0,5%(m/v) tripsina–EDTA 0,2%(m/v) (sigma), diluido en HBSS. Seguidamente, el tejido 

parcialmente disgregado se sometió a una segunda etapa de disociación en una solución  de 

5 ml de colagenasa-II (1 mg/ml), disuelta en medio Leibovitz (L-15), a 37 °C durante 40 minutos 

con agitación longitudinal. Las células en suspensión se filtraron (70 µm) y centrifugaron a 300 

g durante 5 min a temperatura ambiente. El pellet se resuspendió en DMEM suplementado y 

las células se pre-plaquearon durante 2 horas a 37 °C con 5 % de CO2 para eliminar fibroblastos 

y otras células no musculares. Posteriormente, se colectó el sobrenadante enriquecido en 

cardiomiocitos y se sembró 1–5 × 105 células/pocillo, en pocillos pre-recubiertos con 

0,05%(v/v) fibronectina–gelatina 0,02%(m/v), en portaobjetos con cámaras (Lab-Tek) o en 

placas de 24 pocillos (Nunc). Los cardiomiocitos se mantuvieron a 37 °C en atmósfera húmeda 

conteniendo 5 % CO2 durante 72 h para permitir la adhesión celular antes de los 

procedimientos experimentales 284. 
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Infección a cardiomiocitos por T. cruzi  

Tripomastigotas derivados del sobrenadante de células VERO salvajes (CL-Brener, C8C3hvir 

C8C3lvir) y sobreexpresantes (Fe-SODA, MPx y CPx) se utilizaron para infectar cultivos de 

cardiomiocitos primarios y/o de la línea celular (H9c2) nativos o estimulados con citoquinas 

proinflamatorias (TNF-α, 25 ng/ml; IL-1β, 25 ng/ml) plaqueados en portaobjetos con cámaras 

(Lab-Tek, relación parásito:célula de 5:1 o 10:1). Después de 2 h, los parásitos no 

internalizados se eliminaron por lavando con PBS (dos veces) y las células se incubaron en 

DMEM suplementado durante 24–48 h a 37 °C en atmósfera húmeda conteniendo 5 % CO2. 

Las células se fijaron en una solución de paraformaldehído (PFA) fresca [4 %(v/v) en PBS] 

durante 1 h a temperatura ambiente, se lavaron con PBS que contenía glicina (100 mM) y se 

permeabilizaron durante 5 minutos con Triton X-100 [0,1 %(v/v) en PBS]. El número de 

parásitos por cardiomiocitos se determinó mediante tinción con DAPI (5 µg/ml). Los 

preparados se analizaron utilizando un microscopio (Nikon Eclipse TE-200) a un aumento de 

1.000X y se registraron fotografías digitales de las células infectadas. Se contaron al menos 

1.000 células de tres experimentos independientes. Los resultados se expresan como el 

número de amastigotas por 100 células y representan la media de tres experimentos 

independientes. 

Potencial de membrana mitocondrial en cardiomiocitos 

infectados por T. cruzi  

El potencial de membrana mitocondrial (DYmm) se determino utilizando el catión lipofílico JC-

1. Consiguientemente, cardiomiocitos primarios se cultivaron en placas de 24 pocillos (fondo 

de vidrio) y se infectaron o no (control) con tripomastigotas de T. cruzi CL-Brener salvajes 

durante 24 horas. Se añadió JC-1 (0,5 µM) y DAPI (5 µg/ml) en cada pocillo, se incubaron las 

células a 37 °C en atmosfera con 5 % CO2 durante 1 h y se lavaron con buffer de Krebs—

Henseleit (NaHCO3 15 mM, KCl 5 mM, NaCl 120 mM, Na2HPO4 0,7 mM y NaH2PO4 1,5 mM; pH 

7,3). Las células se visualizaron mediante microscopio de fluorescencia (Nikon Eclipse TE 200), 

equipado con una cámara digital, a un tiempo de exposición fijo. La fluorescencia de los 

agregados de JC-1 se observó utilizando un cubo de filtro con un filtro de excitación (longitud 

de onda/paso de banda) de 540/25 nm, un filtro de emisión de 605/55 nm y un divisor de haz 
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a 565 nm. Simultáneamente, el monómero se observó usando un cubo de filtro con un filtro 

de excitación de 480/30 nm, un filtro de emisión de 535/40 nm y un divisor de haz a 505 nm. 

 Consumo de oxígeno en cardiomiocitos infectados por T. cruzi 

El consumo de oxígeno mitocondrial de cardiomiocitos se evaluó utilizando un analizador de 

flujo extracelular Seahorse XF24 (Agilent technology) de acuerdo con las instrucciones del 

fabricante con la siguientes modificaciones. Los cardiomiocitos primarios se sembraron (5 x 

104 células/pocillo) en placas de cultivo de células XF24 (Seahorse Bioscience) recubiertas con 

0,05 %(v/v) fibronectina–gelatina 0,02 %(m/v) y se mantuvieron en DMEM complementado a 

37 °C en atmosfera de 5 % CO2 durante 72 h, como se detallo previamente. Posteriormente, 

las células se infectaron o no con tripomastigotes de T. cruzi CL-Brener o sobreexpresantes Fe-

SODA o MPx (relación parásito:célula 5:1). Después de 24 h de infección, el medio de cultivo 

se descartó y reemplazó por medio DMEM modificado (NaCl 1,85 g/l, rojo fenol 15 mg/l, 

piruvato de sodio 1 mM, glucosa 10 mM y L-glutamina 2 mM). Cada ciclo de medición consiste 

en un tiempo de mezcla de 3 min y un período de adquisición de datos de 3 min. La velocidad 

de consumo de O2 (QO2) se midió y registró antes y después de la adición de los siguientes 

compuestos: oligomicina (oligo, 5 µM), carbonilcianuro-p-trifluorometoxifenilhidrazona 

(FCCP, 5 µM) y antimicina A (AA, 5 µM) más rotenona (ROT, 1 µM). Después de restar la 

respiración no mitocondrial (consumo de oxígeno en presencia de AA-ROT) a cada set de 

datos, los QO2 se reportaron como pmolO2/min/5x104 células. Se realizaron al menos tres 

experimentos independientes con cinco réplicas biológicas. El RCR (índice de control 

respiratorio) se calculó como el consumo de O2 después de la adición de FCCP dividió el 

consumo de O2 después de oligomicina (QO2(FCCP) / QO2(Oligomicina)). El RCM (máxima capacidad 

respiratoria se calculó como el consumo de O2 después del agregado de FCCP (QO2(FCCP)). La 

capacidad respiratoria de reserva se calculo como el consumo de O2 después del agregado de 

FCCP menos el el consumo de O2 basal (QO2(FCCP) – QO2(basal)) 245. 
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Producción de H2O2 por cardiomiocitos infectados con T. cruzi 

Cardiomiocitos primarios se infectaron o no con tripomastigotas CL-Brener salvajes (relación 

parásito:célula 5:1), se colectaron los sobrenadantes de cultivo a diferentes tiempos post-

infección (0–4 días) y se almacenaron a - 80 °C hasta su utilización. La concentración de H2O2 

en sobrenadantes de cultivos se determinó utilizando el reactivo Amplex® Red (50 µM, 

Invitrogen) y la peroxidasa de rábano picante (HRP, 0,1 U/ml) en buffer de Krebs-Ringer (NaCl 

145 mM, Na3PO4 5,7 mM, KCl 4,86 mM, CaCl2 0,54 mM, MgSO4 1,22 mM, glucosa 5,5 mM; pH 

7,35). El producto fluorescente rojo, resorufina, se midió en un lector de placa de 

fluorescencia a 37 °C (Varioskan Flash, Thermo Scientifics) a las longitudes de onda de λex = 

568 nm y λem = 581 nm. Los valores de fluorescencia obtenidos se compararon contra una 

curva de calibración de H2O2 (0–250 µM) en las mismas condiciones experimentales y los 

resultados se expresaron como nmol H2O2/105 cardiomiocitos. 

Respuesta antioxidante en cardiomiocitos 
infectados por T. cruzi. 

Activación del factor de transcripción FOXO 

La activación por estrés oxidativo del factor de transcripción FOXO-3A se evaluó por 

microscopía de fluorescencia. Cardiomiocitos primarios se sembraron en portaobjetos con 

cámaras (Nunc® Lab-Tek®) y se infectaron o no con tripomastigotas de T. cruzi CL-Brener 

salvajes en presencia y ausencia de citoquinas proinflamatorias como se describió 

anteriormente durante 12 h. Posteriormente, las células se fijaron con PFA fresco [4 %(m/v)] 

durante 1 h a temperatura ambiente, se lavaron con PBS (pH 7,4) y permeabilizaron con Triton 

X-100 [0,1 %(v/v) en PBS] contiendo seroalbúmina bovina [1 %(m/v)] durante 1 h. La 

inmunodetección de la activación y translocación nuclear de FOXO-3A se realizó utilizando un 

anticuerpo de ratón anti-FOXO-3A (1:50) (Abcam) en Tween-20 [0,1 %(v/v) en PBS] durante la 

noche a 4 °C. Después de repetidos lavados, los portaobjetos se incubaron durante 1 h con un 

anticuerpo secundario anti-ratón de cabra conjugado con Alexa-Fluor-488 (Invitrogen) diluido 

1:100 en Tween-20 [0,1 %(v/v) en PBS]. El ADN se visualizó con DAPI (5 μg/ml). Las células se 
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analizaron utilizando el microscopio de fluorescencia descrito previamente. El procesamiento 

de imágenes se realizó con el programa ImageJ 1.36B (Wayne Rasband, Institutos Nacionales 

de la Salud, http: //rsb.info.nih.Gov/ij/). 

 

Expresión de los genes diana de FOXO 

Los niveles de expresión de proteína de MnSOD  y Prx-3 mitocondriales (ambos diana de 

FOXO-3) se evaluaron mediante western blot. En resumen, los cardiomiocitos se infectaron 

como se describió anteriormente y se lisaron en buffer Tris-HCl [50 mM, pH 7,4; conteniendo 

NaCl 150 mM, nonidet P-40 1 %(v/v), desoxicolato de sodio 0,25 %(m/v) y EDTA 1 mM]. Las 

muestras se separaron mediante SDS-PAGE (15 %), se transfirieron a la membrana de 

nitrocelulosa y se bloquearon con leche en polvo sin grasa [3 %(m/v) en PBS pH 7,4] durante 

1 h. Las membranas se incubaron con anticuerpo monoclonal anti-Prx3 (Abcam) o anticuerpo 

monoclonal anti-MnSOD (Santa Cruz) junto con un anticuerpo policlonal de conejo anti-β-

actina (Sigma). Los anticuerpos primarios se utilizaron en una dilución 1:2.000 en Tween-20 

[0,1 %(v/v) en PBS pH 7,4] y se incubaron durante la noche a 4 °C en agitación. Luego, las 

membranas se lavaron con Tween-20 [0,1 %(v/v) en PBS] y se incubaron con IgG anti-ratón 

(conjugado a IR Dye-800) y IgG anti-conejo (conjugado a IR Dye-680) (LI-COR Biosciences) 

diluido 1:15.000 durante 1h a temperatura ambiente en agitación. Después del lavado de las 

membranas, las proteínas inmunoreactivas se visualizaron con un sistema de detección de 

fluorescencia infrarroja (Odyssey, LI-COR Biosciences). 

Muerte celular programada en T. cruzi 

Purificación de amastigotas intra-cardiomiocitos 

Cardiomiocitos H9c2 se utilizaron para la purificación de amastigotas intracelulares debido a 

una mayor eficiencia en el número de amastigotas obtenidos, necesarios en los experimento 

realizados posteriormente. Brevemente, los cardiomiocitos se infectaron con tripomastigotas 

de T. cruzi CL-Brener o sobreexpresantes Fe-SODA o MPx (relación parásito:célula, 5:1) 
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durante 48–72 h en presencia o ausencia de citoquinas proinflamatorias (TNF-α e IL-1β, 25 

ng/ml cada una) y/o del dador de •NO (NOC-18; 0,5 mM). Los amastigotas se purificaron 

utilizando un gradiente de densidad con Optiprep (Sigma). Brevemente, los cultivos celulares 

se lavaron dos veces en PBS frío (pH 7,4) y se levantaron mecánicamente con scraper en PBS 

frío conteniendo una mezcla de inhibidores de proteasa (Sigma). La suspensión celular se 

centrifugó a 300 g durante 5 min a temperatura ambiente, y cada pellet se resuspendió en 

PBS frío conteniendo inhibidores de proteasa. Luego, las células se rompieron mediante 

pasajes por jeringa (27Gx1/2” 0.4×13 mm) y la suspensión resultante enriquecida en 

amastigotas se vertió lentamente sobre 1 volumen de Optiprep [16 %(v/v) en PBS] y se 

centrifugaron a 800 g durante 15 min. Finalmente, los amastigotas purificados (presentes en 

el pellet) se evaluaron mediante microscopía de campo claro y se utilizaron para las diferentes 

condiciones experimentales. 

Fragmentación del ADN y producción de radical superóxido en 

amastigotas intra-cardiomiocitos 

Se evaluó la fragmentación del ADN en amastigotas purificados mediante tinción de TUNEL 

utilizando el kit APO-BrdU TUNEL (Invitrogen) siguiendo las recomendaciones del fabricante. 

Los parásitos con tinción de TUNEL se analizaron mediante citometría de flujo (Beckton 

Dickson) y los resultados se expresaron como el aumento en la población M1 en comparación 

con amastigotas purificados de cardiomiocitos no tratados. Simultáneamente, se evaluó la 

producción mitocondrial de radical O2
•– usando MitoSOX (Invitrogen). Para ello, amastigotas 

purificados se cargaron con MitoSOX (5 μM) durante 30 min, se lavaron tres veces en PBS y se 

incubaron a 37 °C en presencia o ausencia de NOC-18 (0,5 mM) durante 3 h. La oxidación de 

MitoSOX intraparasitaria se evaluó mediante citometría de flujo como se describió 

anteriormente 29. 

Además, se determino la presencia de amastigotas intra-cardiomiocitos apoptóticos y la 

producción de O2
•– mediante microscopía de fluorescencia utilizando Click-iT® TUNEL Alexa 

Fluor® 488 (Invitrogen) y MitoSOX respectivamente, siguiendo las recomendaciones del 

fabricante. Las células se analizaron utilizando el microscopio de fluorescencia descrito 

previamente. El procesamiento de imágenes se realizó con el programa ImageJ 1.36B (Wayne 

Rasband, Institutos Nacionales de la Salud, http: //rsb.info.nih.Gov/ij/). 
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Inducción de la MCP en epimastigotas de T. cruzi tratados con 

H2O2 

Epimastigotas (3 x 108 células) en la fase exponencial de crecimiento (5 días) de las cepas de 

T. cruzi CL-Brener y sobreexpresantes Fe-SODA y MPx se incubaron en PBS estéril (pH 7,4) y 

se expusieron a H2O2 (300 μM) durante 10 min a 28 °C o suero humano fresco (SHF) 243,246. 

Después de la incubación, los parásitos se centrifugaron a 800 g durante 10 min a temperatura 

ambiente, se lavaron dos veces en PBS y se resuspendieron en PBS y/o BHI a una densidad 

celular de 1 x 107 células/ml. Luego se analizaron diferentes marcadores característicos de la 

MCP que se detallan a continuación. 

Exposición de fosfatidil-serina e integridad de la membrana plasmática  

Se evaluó la exposición de fosfatidil-serina (FS) y la integridad de la membrana plasmática 

después de 3 a 24 horas de tratamiento con H2O2 o SHF. Para ello, epimastigotas (1 × 106 

células) se incubaron con anexina-V (AV) conjugada con Alexa Fluor® 488 (Invitrogen) de 

acuerdo con las recomendaciones del fabricante en presencia de ioduro de propidio (IP, 1 

µg/ml). Posteriormente, se analizaron las células mediante citometría de flujo (FACS-Calibur, 

Becton Dickinson).  

Fragmentación del ADN 

La fragmentación del ADN en epimastigotas se evaluó después de 24 h de exposición a H2O2 

o SHF mediante tinción con TUNEL utilizando el kit APO-BrdU TUNEL (Invitrogen) de acuerdo 

con las instrucciones del fabricante. A continuación, se analizaron las células mediante 

citometría de flujo (FACS-Calibur, Becton Dickinson). 

Potencial de membrana mitocondrial 

El potencial de la membrana mitocondrial (DYmm) se evaluó después de 3 h de tratamiento 

con H2O2 o SHF utilizando la sonda JC-1 (Invitrogen). Epimastigotas (1 x 107 células) se 

incubaron con JC-1 (5 µM) durante 30 min a 28 °C y se lavaron dos veces con PBS (pH 7,4). La 

fluorescencia verde y roja de JC-1 se evaluó mediante citometría de flujo.  
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Consumo de oxígeno en epimastigotas de T. cruzi tratados con H2O2 

El consumo de oxígeno a nivel mitocondrial se evaluó utilizando el analizador Seahorse XF24 

(Agilent Technology) a 4 h post-tratamiento con H2O2. Las microplacas XF24 se recubrieron con 

gelatina [2 %(m/v) en PBS] y se incubaron durante 1 h a 28 °C en una incubadora sin CO2. Los 

parásitos tratados o no con H2O2 se resuspendieron a una densidad celular de 5 x 107 

epimastigotas/ml en medio DMEM modificado. Se sembraron a una densidad celular de 5 x 

106 epimastigotas/pocillo (100 µl) en microplacas XF24 precubiertas con gelatina, se 

centrifugaron a 800 g durante 5 min y se incubaron a temperatura ambiente durante 15 min. 

La homogeneidad de la monocapa de parásitos se comprobó mediante microscopía óptica. 

Cada ciclo de medición consistió en un tiempo de mezcla de 30 s con un período de adquisición 

de datos de 2 min. La velocidad de consumo de O2 (QO2) se midió antes y después de la adición 

de oligomicina (5 µM), FCCP (1 µM) y AA más ROT (1 µM cada una), y los diferentes parámetros 

se calcularon como se describió anteriormente. 

Producción de radical superóxido en epimastigotes tratados 

con H2O2 

Detección de 2-OH-etidio por HPLC 

La producción de O2
•– mitocondrial después del tratamiento con H2O2 se evaluó en parásitos 

CL-Brener y sobreexpresantes Fe-SODA a través de la detección por HPLC del producto 

específico 2-OH-E+ 248. Brevemente, epimastigotas (3 x 108 células) se precargaron con DHE 

(50  µM, Invitrogen) durante 30 minutos a 28 °C y se lavaron tres veces con PBS para eliminar 

la sonda no incorporada. Luego se incubaron los parásitos con H2O2 como se describió 

anteriormente y, después de 3 h, las células se lisaron en Triton X-100 [0,1 %(v/v) en PBS pH 

7,4] mediante pasaje por jeringa (27Gx1/2” 0,4 × 13 mm) de 100 veces. Luego, los lisados se 

mezclaron con 1 volumen de acetonitrilo (ACN) utilizando vórtex, y las proteínas se 

precipitaron durante 2 h a 4 °C. Las muestras se centrifugaron a 16.000 g durante 1 h a 4 °C, y 

la fase orgánica se removió y secó con un rota-evaporador (Rapid Vap, LABCONCO). Una vez 

secas las muestras, se resuspendieron en 20 µl de una mezcla de fase móvil [H2O/ACN/ácido 

trifluoroacético (TFA); 89,9/10/0,1 %], y se analizaron 2 µl por HPLC utilizando una columna 

de fenil-hexilo Supelco Ascentis Express (5cm x 4,6mm; 2,7 µm; Sigma). Las muestras se 
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eluyeron isocráticamente con una fase móvil que contenía H2O/ACN/TFA (64,9/35/0,1 %). Se 

generó el estándar 2-OH-E+ incubando DHE (50 µM) en buffer fosfato (50 mM, pH 7,4) durante 

1 h con xantina (200 mM), xantina oxidasa (50 mU/ml) y catalasa (0,2 mg/ml) a temperatura 

ambiente, y la concentración se calculó utilizando el coeficiente de extinción a 470 nm (1,2 × 

104 M-1 cm-1) como se reporto previamente 285,286. La concentración 2-OH-E+ en las diferentes 

condiciones experimentales se calculó utilizando una curva estándar para 2-OH-E+ (0–2 µM). 

Los productos se analizaron por HPLC con detección fluorimétrica como se describió 

previamente 248. 

Actividad aconitasa 

Epimastigotas se trataron o no con H2O2 durante 10 minutos como se describió previamente. 

Se lavaron tres veces y se resuspendieron en PBS a la misma concentración. Después de 3 h, 

se obtuvo el extracto total de parásitos mediante tres ciclos de congelación y descongelación 

(1 min a 100 °C y 1 min en nitrógeno líquido) en 0,5 ml de buffer Tris-HCl (50 mM, pH 7,5; 

conteniendo MnCl2 0,6 mM y fluorocitrato 2 µM). Después de la lisis celular, la fracciones 

insolubles se eliminaron mediante centrifugación a 13.000 g durante 30 minutos a 4 °C. Se 

midió la actividad aconitasa en los sobrenadantes siguiendo la absorbancia a 240 nm en 

presencia de cis-aconitato (0,5 mM). La actividad se expresa como el porcentaje relativo a la 

condición de control (sin tratamiento con H2O2). 

Cultivo de macrófagos e infección por T. cruzi 

Cultivo de macrófagos 

Macrófagos murinos (J774A.1, ATCC®) se cultivaron en medio DMEM suplementado con 

penicilina, estreptomicina (100 U/ml y 100μg/mL respectivamente), NaHCO3 (1,8 g/L) y 10 % 

SFB a 37 °C en una atmósfera de 5 % CO2. Los macrófagos J774A.1 se estimularon con IFN-g 

(800 U/mL, Sigma) y LPS (16 µg/mL, Sigma) durante 5 h para la inducción de la iNOS 57. La 

activación de la NOX2 asociada a membrana, el reclutamiento de las subunidades citosólicas 

y ensamblaje del complejo se induce durante el proceso de reconocimiento e internalización 
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de T. cruzi por macrófagos 55. En algunas condiciones, previo a la infección, se adicionó Nω-

Nitro-L-arginina metil ester (L-NAME, 10 mM, Sigma) al medio de cultivo para inhibir la iNOS. 

Infección a macrófagos por T. cruzi  

Macrófagos J774A.1 (2 x 105 células) plaqueados en portaobjetos con cámaras (Lab-Tek) 

inmunoestimulados (IFN-g/LPS) o no para la inducción de la iNOS se infectaron (relación 

parásito:célula de 2:1 o 5:1) con tripomastigotas de las cepas de T. cruzi salvajes (CL-Brener, 

C8C3hvir, C8C3lvir) o los correspondientes sobreexpresantes (Fe-SODA y CPx), como se 

describió previamente en la sección “infección a cardiomiocitos por T. cruzi”. Después de 2 h, 

los parásitos no internalizados se eliminaron por lavando con PBS (dos veces) y las células se 

incubaron en DMEM suplementado durante 24–48 h a 37 °C. Las células se fijaron en una 

solución de PFA fresca [4 %(v/v) en PBS] durante 1 h a temperatura ambiente, se lavaron con 

PBS que contenía glicina (100 mM) y se permeabilizaron durante 5 minutos con Triton X-100 

[0,1 %(v/v) en PBS]. El número de parásitos por macrófagos se determinó mediante tinción 

con DAPI (5 µg/ml). Los preparados se analizaron utilizando un microscopio (Nikon Eclipse TE-

200) a un aumento de 1000X, y se registraron fotografías digitales de las células infectadas. Se 

contaron al menos 1000 células de tres experimentos independientes. Los resultados se 

expresan como el número de amastigotas por 100 células y representan la media de tres 

experimentos independientes. 

Infección experimental a ratones 

Ratones de las cepas BALB/c y C57BL/6 machos de 8–12 semanas se utilizaron como modelo 

agudo de la enfermedad de Chagas 234,287. Los ratones (grupos independientes de 5) se 

infectaron de forma intra-peritoneal con 1–2 x 107 tripomastigotas de cultivo de las diferentes 

cepas salvajes de T. cruzi (CL-Brener, C8C3lvir y C8C3hvir) y los correspondientes 

sobreexpresante (Fe-SODA y CPx). Las infecciones se evaluaron mediante conteo de 

parasitemia en sangre. Se extrajo sangre periférica (3 µL de la vena caudal de la cola) cada día 

durante 7–15 días (hasta finalización del pico de parasitemia, fase aguda) y se contaron los 

tripomastigotas sanguíneos en cámara de Neubauer a un aumento de 400x.  
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Ética en el uso de animales en el laboratorio 

Los ratones neonatos se proporcionaron por el bioterio DI.LA.VE—MGAP y se retiraron en el 

bioterio de Facultad de Medicina. Los ratones adultos se proporcionaron y se mantuvieron en 

el bioterio de Facultad de Medicina. Los experimentos con animales se realizaron según lo 

dictado por la ley uruguaya (Nº 18.611) y los protocolos para el uso de animales en el 

laboratorio se aprobaron por el comité de ética de la Facultad de Medicina (Exp. Nº 070153-

000119-15, Exp. Nº 070153-000179-13). La manipulación de los animales se realizó por 

investigadores avalados de categorías A o B según la Comisión Honoraria de Experimentación 

Animal (CHEA). 

Análisis de los datos 

Todos los experimentos se realizaron al menos tres veces en días independientes. Los 

resultados se expresan como media ± error estándar de la media (SEM). El test t-Student se 

realizó para la comparación entre dos grupos y el ANOVA se utilizó para la comparación entre 

más de dos grupos. Para el análisis post hoc, se realizó el método de diferencia menos 

significativa. Un valor de p <0,05 fue considerado significativo.
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