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RESUMEN

Trypanosoma cruzi (T. cruzi) es un protozoario flagelado causante de la patologia conocida como
Enfermedad de Chagas. Este pardsito tiene un ciclo de vida complejo, atravesando varios
estadios que alternan entre un insecto hematéfago que actia como vector y un hospedero
vertebrado, como el humano. En el marco de la respuesta inmune innata, los macréfagos son
uno de los principales tipos celulares en actuar para eliminar al pardsito, y dentro de los
mecanismos citotéxicos de estas células, se destaca la produccion de oxidantes como una de las
herramientas responsables del control de la infeccién. La fagocitosis de T. cruzi desencadena el
ensamblaje y activacion de la enzima NADPH oxidasa 2 (Nox2), responsable de la produccién de
grandes cantidades de radical anidnico superdxido (O2"~) hacia el interior del fagosoma vy
durante un tiempo limitado. El ambiente pro-inflamatorio que acompafa la infeccion es
responsable, por otro lado, de la produccién de éxido nitrico (*NO) debido a la induccion de la
enzima 6xido nitrico sintasa 2 (NOS2). La produccién simultanea de estas especies lleva a la
formacién de peroxinitrito asi como otras especies derivadas en la vacuola fagocitica. En general
son oxidantes fuertes capaces de reaccionar con centros metdlicos y generar modificaciones
nitro-oxidativas en proteinas y lipidos que pueden afectar su estructura y funcién, y se vinculan
directamente con la toxicidad o muerte celular. En este trabajo, se utiliz6 como modelo a los
ratones gp91°"*-/-, que no expresan la Nox2 de forma de evaluar el rol del O,"~ durante la
infeccidon con T. cruzi. En la infeccién de macréfagos aislados a partir de estos animales se
evidencio su participacién en el control de la infeccidn a nivel celular, resultando en un aumento
de hasta 10 veces en el nimero de parasitos por macrofago infectado. La recomposicion del
fenotipo salvaje en estas células, tanto desde el punto de vista bioquimico como genético,
permitié confirmar la participacién de la Nox2 en la respuesta efectora del macréfago. En el
modelo in vivo de infeccidn, se observé un marcado aumento de la mortalidad de los animales
gp91Phox-/- con respecto a los wt, a pesar de no encontrar diferencias en la curva de parasitemia,
como ya habia sido descrito por otros autores. La detecciéon de ADN de T. cruzi en musculo y
corazén de animales infectados permitié demostrar que en los ratones gp91°"*-/- la carga
parasitaria y por lo tanto la proliferacion de los parasitos en los tejidos es mayor. Esta
observacién también fue realizada usando técnicas de imagenologia in vivo, para lo que se
infectd con pardsitos que expresan la enzima luciferasa y se midid la bioluminiscencia de los
animales durante varios dias para seguir la evolucion de la infeccién. En suma, los resultados
obtenidos con el modelo gp91P°*-/-, demuestran el rol central del O,"~ formado por la Nox2, en
el control de la proliferacion de T. cruzi. La ausencia de la Nox2 permitio por otro lado evidenciar

la expresidn e induccidon en macrofagos de otra isoforma de la NADPH oxidasa, la Nox1, que no
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habia sido descrito hasta el momento. La actividad de la enzima Nox1 es mucho menor que la
de Nox2 pero se sostiene por varias horas. Si bien el producto de la reaccién es el mismo, es
interesante destacar que en ausencia de Nox2, la induccidn de la Nox1 durante la infeccién
resulté en una proliferacion adn mayor de los parasitos intracelulares. En la misma linea,
experimentos in vitro mostraron que la exposicion a concentraciones bajas de perdxido de
hidrégeno (H,0,) tiene un efecto pro-proliferativo en T. cruzi, como en otros tipos celulares. En
este trabajo se logré determinar cuales son las rutas del O,°~ durante la infeccién con T.cruzi,
comprobando el rol central de la Nox2 en el control de la infeccién y evidenciando la presencia

de otra fuente de 0,7, la Nox1, con efecto contrapuesto.
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1- ANTECEDENTES

l. Macrdéfagos en la respuesta: primeros reportes

Hacia fines del siglo XIX un microbiélogo ruso, llamado Elie Metschnikoff, describié por primera
vez el proceso de fagocitosis. Mientras estudiaba el proceso digestivo en organismos primitivos
y su relacion con la evolucidn, observé que algunas células de organismos superiores (a las que
llamaria fagocitos) eran capaces de incorporar particulas y lo vinculd por primera vez con un
mecanismo de defensa. Si bien sus ideas fueron polémicas al principio y parecian contraponerse
a la teoria de la inmunidad humoral, décadas después recibiria el premio Nobel por sus trabajos
en inmunologia (1). A partir de esas observaciones, muchos cientificos se abocaron al estudio
de los mecanismos que subyacen a este proceso y permiten al hospedador defenderse de la
invasién de microorganismos. Se describieron los fendmenos de quimiotaxis y opsonizacion, que
permiten a los fagocitos detectar y migrar hacia la particula extrafna y a su vez reconocer
“marcas” moleculares derivadas del hospedador que representan una sefial de peligro sobre la
particula (2,3). Por otro lado, en 1932, Baldridge y Gerard observaron que los leucocitos
expuestos a distintos patdgenos aumentaban su tasa de consumo de oxigeno transitoriamente,
fendmeno que denominaron como “extra respiration” y mds tarde seria reconocido como
“estallido respiratorio” (4). Algunas décadas después, comenzé a relacionarse dicho consumo
de oxigeno aumentado con una actividad oxidasa dependiente de NADPH capaz de formar
perdéxido de hidrégeno y que serviria de mecanismo de defensa frente a patdgenos como
Escherichia coli (5,6). Gracias a los trabajos de Bernard Babior en los afios 70’ se conocid la
verdadera naturaleza de la especie formada por la “NADPH oxidasa” de neutréfilos, cuando
identificaron que se producian grandes cantidades del anidn radical superdxido (O,°~ ) durante
el estallido respiratorio (7,8). Estos descubrimientos cobran gran importancia en el drea de la
medicina cuando se identifica que la ausencia de estallido respiratorio es la causa de una
patologia descrita por primera vez en 1957, la Enfermedad Granulomatosa Crénica (CGD) (9).
Los pacientes con CGD presentan una gran susceptibilidad a infecciones bacterianas y fungicas
desde temprana edad, lo cual se debe a la deficiencia congénita en la enzima NADPH oxidasa y

a la concomitante respuesta deficitaria de macrofagos y neutréfilos en la respuesta inmune (10).

Otro hito en el conocimiento de la actividad citotéxica de los fagocitos fue el descubrimiento de
la formacién de 6xido nitrico ("NO) por parte de los macréfagos. Este hallazgo ocurrié por la

convergencia de dos lineas de investigacion hasta el momento independientes. Por un lado, la
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observacién en 1981 de que ratones libres de gérmenes excretaban mas nitrato que el que
ingieren, llevd al surgimiento de la idea de que algun tipo celular era capaz de producir éxidos
inorganicos de nitrégeno (11). Luego, Stuher y Nathan demostraron que los macréfagos
expuestos a lipopolisacarido bacteriano (LPS) o activados con citoquinas eran capaces de
producir grandes cantidades de nitrito, el cual deriva, como se determinaria mas adelante, de la
oxidacion del grupo guanidinio de la arginina (12,13). En esos trabajos iniciales se vio que el *NO
producido por los macréfagos es capaz de inhibir la respiracidén y la proliferacién de células
tumorales asi como de inhibir la multiplicacion de una gran cantidad de microorganismos

(14,15).

Casi al mismo tiempo, en el campo de la fisiologia vascular, se descubre la formacién de una
entidad con mayor poder oxidante que sus precursores (0,°~ vy °*NO), el peroxinitrito (ONOO™).
Mientras no se conocia la naturaleza quimica del “factor relajante derivado del endotelio” (EDRF
por su sigla en inglés), se observd que la presencia de enzimas superdxido dismutasas (SODs)
aumentaban la vida media de este agente y disminuian el dafio oxidativo que se observaba en
modelos de injuria reperfusién. Estas y otras observaciones permitieron determinar que el 0"~
es un blanco importante del EDRF y ayudaron a identificar al “"NO como el agente vasodilatador
producido en el endotelio (16,17). En 1990 se propuso que el producto de reaccion entre *“NO y
02", el ONOO™, se forma en sistemas bioldgicos y es capaz de generar oxidaciones en distintas
biomoléculas (18-20). Dos afios mas tarde, se describe por primera vez la formacién de ONOO™
en macroéfagos (21) y a partir de ese momento surge una gran cantidad de evidencias sobre el
rol de esta especie en el contexto de la respuesta frente a distintos patdgenos y otros procesos

inflamatorios (22).

Al dia de hoy, mas de un siglo después de los hallazgos de Mestchnikoff, se conocen las bases
moleculares de la fagocitosis, donde células especializadas son capaces de internalizar
patdgenos y agentes extrafios para su eliminacién. Son diversos los mecanismos de destruccion
con los que cuentan estas células y cada patdgeno induce una respuesta especifica sobre el
fagocito. Las células dendriticas, los neutréfilos y los macrdéfagos conforman el grupo de
fagocitos profesionales y constituyen la primera linea de defensa contra microorganismos
patdgenos. Este trabajo se centra en la respuesta montada por los macréfagos frente a
diferentes estimulos, en particular en aquellos mecanismos citotdxicos dependientes de

oxidantes.
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II- Mecanismos citotoxicos dependientes de oxigeno en
macroéfagos

Como otros fagocitos profesionales, los macréfagos son capaces de internalizar particulas
relativamente grandes (>5 um) permitiendo su destruccién y a su vez de participar de un
fenédmeno esencial para el desarrollo de la inmunidad adaptativa, la presentacion de antigenos.
La fagocitosis lleva al encapsulamiento del microorganismo en el fagosoma, una vacuola
derivada de la invaginacién de la membrana plasmatica a partir de su interaccion a través de
receptores con la particula u organismo a ingerir. Este compartimiento sufre un proceso de
“" HFE4 ” HFE4 ’ .

maduracién”, tras la fusién endosomas tempranos, endosomas tardios y finalmente con

lisosomas celulares, lo que le confiere algunas de las propiedades citotdxicas (23).

Una de los principales eventos que acompaiian la maduracién del fagosoma es su acidificacidn,
dependiente del transporte activo de H* hacia el lumen de este compartimento por parte de la
familia de V-ATPasas. Estas enzimas tienen un dominio V3, con sitios de unién a ATP, ADP y Piy
un dominio Vo transmembrana por donde se translocan los H* hacia el interior del fagosoma. Su
funcionamiento es similar al descrito para las F-ATPasas que actuan en la fosforilacién oxidativa,
solo que en el caso de las V-ATPasas, la hidrdlisis del ATP impulsa el transporte electrogénico de
H*, proceso inverso al que ocurre en la sintesis de ATP mitocondrial (24). La acidificacion ocurre
tempranamente, luego de 30 minutos de la interaccidn con el agente extrafio se alcanzan pHs
<6, como se observa en macréfagos humanos (25), y en el caso del fagosoma de la linea celular
J774A.1 de macréfagos murinos conteniendo T. cruzi, se ha determinado en nuestro laboratorio
que el pH es de 5,3 £ 0,1 en el mismo tiempo (26). La acidificacidon tiene efectos directos sobre
el metabolismo de ciertos microorganismosy, a su vez, activa las enzimas hidroliticas que acttdan
Optimamente a pHs acidos. En el caso de T. cruzi, el pH acido favorece la diferenciacién de
tripomastigota a amastigota y el escape de la vacuola fagocitica hacia el citosol algunas horas

después de la infeccién (27).

Por otro lado, el fagosoma también se enriquece con una bateria de proteinas y péptidos
antimicrobianos que limitan el crecimiento o bien afectan directamente la viabilidad de los
microorganismos. En el primer grupo encontramos por ejemplo a la proteina de macréfagos 1
asociada a la resistencia natural (NRAMP-1 por su sigla en inglés), una proteina transmembrana
capaz de remover cationes divalentes (Zn?*, Mn?*y Fe?*) del interior del fagosomay limitar asi la
biodisponibilidad de nutrientes esenciales para la sobrevida de distintos patdgenos (23). En el

segundo grupo de proteinas con actividad antimicrobiana encontramos las defensinas vy
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catelicidinas, asi como enzimas liticas (lipasas, lisozima, endo- y exopeptidadasas entre otras)
que actlan permeabilizando las paredes celulares bacterianas y degradando distintos
componentes microbianos. Muchos de estos péptidos y proteinas han sido descritos
principalmente en neutrdfilos, pero también se han encontrado en macréfagos y monocitos
humanos, e incluso se propone que existe un intercambio de proteinas defensinas entre

neutrdéfilos y macréfagos (28,29).

El otro grupo importante de mecanismos citotdxicos con los que cuentan los macréfagos
comprende a las enzimas formadoras de especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno,
responsables del dafio oxidativo asociado al control de la infeccidn. El rol de estas enzimas

constituye el centro de este trabajo y se discuten en las secciones a continuacion.

a) Oxido nitrico sintasa inducible

La familia de éxido nitrico sintasas (NOS) se compone de 3 isoformas caracterizadas hasta el
momento: neuronal (nNOS), endotelial (eNOS) e inducible (iNOS). Mas alla de su nomenclatura,
la expresion de estas enzimas se ha descrito en muchos tejidos y cumplen diversos roles. Como
su nombre lo indica, son responsables de la sintesis de *“NO a expensas de NADPH, O,, y arginina.
El mecanismo de reaccién consiste en dos mono-oxigenaciones secuenciales de la arginina, con
la formacién de un intermediario N-OH-arginina (Figura 1-1). En el proceso participan 4 grupos
prostéticos: FAD, FMN, un grupo hemo y tetrahidrobiopterina (BH.). El NADPH cede electrones
al grupo FAD y este al grupo FMN. Estos equivalentes de reduccidn se transfieren luego al hierro
hémico, permitiendo que pueda unir O, y formar un intermediario Fe?*-dioxi, cuya naturaleza
aun se discute. Luego la BH,4 actua reduciendo a este compuesto y formando la especie capaz de
hidroxilar a la arginina. La formacién de citrulina y *NO a partir de N-OH-arginina requiere de un

compuesto Fe?*-dioxi diferente, también activado por BH, (30).
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Todas las NOS dependen de la unién a calmodulina (CaM) para su actividad. Sin embargo, el
requerimiento de Ca%* para promover la unién de CaM a la enzima es muchisimo menor en el
caso de la iNOS, lo que implica que para concentraciones normales de Ca?* citosélico la enzima
estd unida a CaM. Es por eso que a veces se refiere a esta enzima como Ca?*-independiente,
aunque no es estrictamente correcto, ya que el complejo con CaM se requiere para el correcto

plegamiento de la proteinay para el intercambio de electrones desde el NADPH hacia las flavinas

(31).

(|300 i clzoo 1 (ljoo
HSI'\I—(lj—H Hsﬁl—(lj—H HN— C—H
?Hz NADPH + H, 0, (|3Hg INADPH, O, ‘|3Hz
| !
(|3H2 | NADP',H,0 (le2 |\ INADP*, H,0 (|:H2
\ 1 \ 4
CH, / CH, CH.
CH, N H, N4 | o
NH NH NH Nitric
| 4 | | oxide
C=NH, C=N—O0H C=
| | |
NH, L NH, NH,
Arginine Hydroxyarginine Citrulline

Figura 1-1. Sintesis de *NO. En una primera etapa la L-arginina es hidroxilada en una reacciéon que consume
NADPH y O,. Luego el intermediario OH-arginina es oxidado a L-citrulina, consumiendo una segunda molécula
de O,y 0,5 equivalentes de NADPH, al tiempo que se libera *"NO como producto. Esquema tomado del libro
Principles of Biochemistry, 6% Ed.

En particular, los macrofagos expresan la isoforma iNOS o NOS2, capaz de formar grandes
cantidades de *NO de forma sostenida en el tiempo (32). Desde el punto de vista estructural, es
un homodimero, donde cada mondmero cuenta con un dominio oxidasa y un dominio
reductasa. En este Ultimo, ocurre el pasaje de electrones desde el NADPH hacia el FAD y el FMN,
y luego son transferidos al grupo hemo del dominio oxidasa del otro mondmero. En esta regién
de la enzima se une la arginina y se da oxidacién en 2 pasos de este aminodcido para generar
*NO. Hasta el momento no se ha podido elucidar la estructura cristalografica de la holoenzima,
si bien existen reportes de estructuras de los dominios separados. Sin embargo, estudios de
microscopia electrénica permitieron conocer aspectos de la formacién del dimero de la iNOS y
la dindmica de la proteina durante la catalisis. En el trabajo de Campbell y col. (33) se determiné
que los dominios oxidasa de cada mondémero se unen de forma antiparalela y los dominios
reductasa se encuentran en los “extremos” del dimero. Para que ocurra la transferencia
electronica del dominio reductasa al dominio oxidasa de otro mondmero se da un gran

movimiento de la enzima, acercando ambas regiones de la proteina (ver Figura 1- 2)(33).
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Intermediate Output Figura 1-2. Posible estructura y dinamica
(calmodulin docked) de la iNOS. Los dominios oxidasa de cada
monodmero se unen de forma antiparalela,
unidos a calmodulina y con los dominios
reductasa orientados hacia los extremos. El
estado llamado “input” corresponde a la
estructura necesaria para la interaccién
entre los subdominios NADPH/FAD y FMN.
Para transferir los electrones al dominio
oxidasa, la enzima sufre un gran cambio
conformacional que acerca el subdominio
FMN hacia el grupo hemo, alcanzando el
estado llamado “output”. Tomado de

v 7 v v v « Campbell y col. PNAS, 2014.

En cuanto a su regulacidn, la iNOS se regula a nivel transcripcional y por estabilizacion del ARNm,
a diferencia de las otras isoformas, la endotelial y la neuronal, las cuales son reguladas
principalmente por la concentracion de Ca?* intracelular. Este fendmeno se ha descrito en
detalle en el modelo murino, donde se sabe que tanto citoquinas proinflamatorias (IFN-y, TNF-
a, IL-1B) como motivos moleculares presentes en los patdgenos son capaces de activar la
transcripcién del gen. En particular, el interferédn- y (IFN-y) interacciona con su receptor en la
membrana del macrdéfago, activando la fosforilacidon y dimerizacion del factor STAT1-q, el cual
activa a nivel nuclear la transcripcion del factor de respuesta a interferén 1 (IRF1). Tanto STAT1a
como IRF1 se unen a regiones reguladoras del gen de iNOS promoviendo su transcripcién (34).
Ademas, algunos de los llamados “patrones moleculares asociados a patégenos” (PAMPs, por
su sigla en inglés), como el lipopolisacarido bacteriano (LPS) o proteinas del parasito T. cruzi,
activan la via de NFk-B a través de la interaccidn con el receptor tipo Toll-4 (TLR4) y actuan
sinérgicamente con las citoquinas proinflamatorias en la induccidn de la expresidon de INOS (ver
Figura 1-3) (35-37). Por el contrario, las citoquinas antiinflamatorias, como IL-4 e IL-13
producidas por linfocitos T reguladores, activan al factor de transcripcién STAT6a y bloquean la
transcripcién del gen (38,39). Otros supresores de su expresion, como el TGFB-1 actian a través

de la desestabilizacion del ARNm e impiden su traduccién a proteina(40).
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Figura 1-3. Regulacion de la expresion de iNOS en macréfagos. El
En cuanto a su localizacién reconocimiento de PAMPs llevan a la migracién del factor NFk-B hacia
el nucleo, el cual se une a regiones reguladoras del gen codificante
para iNOS y promueve su expresion. A su vez, la sefializacidn por IFNy
activa la via de JAK/STAT, en particular desencadena la fosforilacion
del factor STAT1a, el cual estimula directamente la transcripcion de la
encuentra en vesiculas iNOS y a través del factor IRF-1. Citoquinas antiinflamatorias como la

IL-4 0 13 bloquean la expresion de la iNOS a través del factor STAT6a.
intracelulares de 50-80 nm de Extraido de Prolo y col., Biofactors 2014.

horas)(32).

subcelular, se ha descrito que al

menos parte de la iNOS se

diametro, mientras que el resto

esta distribuida en el citosol celular en macrdfagos primarios y de linea (41,42). Las vesiculas
conteniendo la proteina serian reclutadas a las cercanias de los fagosomas recién formados para
direccionar la produccién de *NO o incluso fusionarse con la membrana fagosomal. Este proceso
es dependiente del tipo de microorganismo internalizado y algunos como Mycobacterium
tuberculosis interfieren en el reclutamiento de la iNOS hacia el fagosoma (42,43). De cualquier
forma, el "NO es un radical pequefio capaz de atravesar membranas y difundir varios diametros
celulares, por lo que puede alcanzar la vacuola fagocitica mas alla de la localizacidn subcelular

de la enzima que lo produce (44).

El rol de la iNOS en la respuesta inmune innata ha sido ampliamente estudiado en el modelo
murino. Se sabe que la deficiencia genética de esta proteina en los ratones iNOS-/-, asi como su
inhibicion farmacoldégica, conllevan una mayor susceptibilidad a infecciones por distintos
patogenos (bacterias, hongos, parasitos y virus) (31). En humanos también se conoce su
relevancia en distintos procesos inflamatorios o infecciosos, ya que se detecta una mayor
expresion de iNOS en macréfagos obtenidos de pacientes con tuberculosis, placas de ateroma,
entre otros y a su vez el uso de inhibidores especificos disminuye la capacidad microbicida en
estas células (31,45,46). Si bien es posible inducir la enzima en condiciones experimentales en

células epiteliales humanas y hepatocitos (entre otros) expuestos a citoquinas proinflamatorias
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(47,48), hasta el momento no se ha logrado estimular su expresidon en macréfagos humanos in
vitro. Esta dificultad metodoldgica probablemente se explique por condiciones o mecanismos
de sefalizacidn que operan in vivo pero estan ausentes en cultivos celulares o aun no han sido
identificados (49). Existe un Unico caso reportado hasta el momento de una deficiencia
hereditaria en el gen iINOS-/-, la cual se cree que provocé la muerte de un paciente por infeccion
con citomegalovirus. Se trata de una variante muy poco frecuente con herencia autosémica
recesiva y origina una proteina truncada no funcional. Este reporte es muy importante porque
se trata de la primera asociaciéon de una deficiencia natural completa en esta proteina y una

respuesta inmune deficiente (47).

La produccién de *“NO dependiente de iNOS en macréfagos también juega un papel importante
en la respuesta frente a amenazas extracelulares, como son las células tumorales. Ya en los
primeros estudios sobre la activacion de macrdéfagos con IFN-y y LPS se observé la potencia
tumoricida que posee el *NO (50). Este fendmeno ha sido estudiado en diversos tipos de
tumores, y en muchos de ellos se evidencia que los inhibidores especificos de iNOS promueven
el crecimiento de células cancerigenas. Sin embargo, en otros modelos, dependiendo de la
cantidad de *NO formado y el tipo de tumor, se le ha adjudicado un rol pro-tumorigénico a la

induccion de la iNOS (51,52).

b) NADPH Oxidasa

La familia de las NADPH oxidasas (Nox) comprende un grupo de enzimas con dominios
transmembrana capaces de formar especies parcialmente reducidas del O, a expensas de
NADPH. La primera de ellas fue caracterizada en células fagociticas como se mencioné
anteriormente y se conoce como Nox2. Luego se describieron otras isoformas en otros tipos
celulares y que cumplen funciones importantes de sefializacidon. La mayoria de estas enzimas
cuenta con varias subunidades reguladoras que forman un complejo a nivel de las membranas
bioldgicas y pueden variar entre las distintas isoformas, siendo el componente transmembrana
el mas conservado desde el punto de vista estructural (Figura 1-4). Los miembros de esta familia
mas recientemente caracterizados son las Duox 1y 2 (del inglés, dual oxidase) que contienen un
dominio peroxidasa. Se cree que estas enzimas son capaces de oxidar sustratos a partir del H,0»

formado en la misma proteina (53,54).
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Figura 1-4. Isoformas de la NADPH oxidasa. La familia de las NADPH oxidasas comprende un grupo de enzimas
de membrana capaces de generar O,°- o H;0,. Cada miembro de esta familia se compone de distintas
subunidades y cofactores. La Nox4 tiene actividad constitutiva, mientras que las isoformas 1-3 requieren de la
activacion por parte de subunidades reguladoras y las restantes son dependientes de Ca?*. Las isoformas 1,2,3 y
5 generan Oy°-, mientras que la Nox4 y las Duox generarian H,0,. En particular este ultimo tipo de enzima
presenta un dominio tipo peroxidasa que seria capaz de modificar distintos blancos proteicos a partir del H,0,
formado en la enzima. Extraido de Lambeth y Neish, Annu. Rev. Pathol. Mech. Dis.2014.

Nox2

Los macréfagos cuentan con la isoforma mas estudiada de la familia de las NADPH oxidasas. Se
trata de la Nox2, tipica de fagocitos profesionales. Esta enzima fue descrita en la segunda mitad
del siglo XX, como la responsable del lamado estallido respiratorio, el cual consiste en un gran
consumo de O, y formacion de O,°~ por parte de macréfagos y neutréfilos tras la fagocitosis de

agentes extrafios (53).

La Nox2 es un complejo multienzimatico formado por 2 subunidades ubicadas en la membrana
plasmatica y 3 subunidades que permanecen en el citosol cuando la célula esta en reposo. Las
proteinas de membrana gp91°"* y p22°P"* forman un heterodimero conocido como
flavocitocromo bsss, donde se encuentra el sitio catalitico de la enzima. En particular, la
subunidad gp91P"°* tiene todos los cofactores necesarios para la sintesis de 0,"~. El extremo N-
terminal se compone de 6 hélices transmembrana, mientras que el extremo C-terminal se
orienta hacia el citosol y contiene sitios de unién para FAD y NADPH, ademas de 2 grupos hemo

idénticos unidos no covalentemente. La proteina p22°'* presenta 3 hélices transmembrana y

11
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en su dominio citosélico contiene un motivo de tipo PRR (regién rica en prolina), clave para la
interaccion con los componentes solubles de la NADPH oxidasa (55). Las restantes subunidades
pA0Phox, p67PM* y pA7PM%%, tienen un rol regulatorio y en condiciones basales se encuentran

formando complejos con estequiometria 1:1:1 en el citosol (56).

Frente a un estimulo fagocitico o en presencia de agonistas solubles pro-inflamatorios se
desencadenan 3 mecanismos que llevan al ensamblaje del complejo a nivel de la membrana
plasmatica: fosforilacidn de subunidades citosdlicas, activacién del metabolismo lipidico e

intercambio GDP por GTP en la pequefia GTPasa Rac1/2 (Figura 1-5)(54).

Microorganisms and
inflammatory mediators

p22phox
Cell activation
Extracellular
C XOC JOOOOOO0OO0 OOOOO0O
gp97phox l PtdinsP |_’ Lipid metabolism
OOCOOPIKIOOOOOO OO0
Intracellular
-

Activation
Protein domain

/ kinases

Phosphorylation

Flavocytochrome bssg

Cytosolic
regulatory Membrane
proteins binding

Autoinhibitory
conformation

exchange

o
GDP/  Guanine-nucleotide

Figura 1-5. Activacién y ensamblaje del complejo NADPH oxidasa 2. En una célula en reposo, las subunidades
de membrana gp91rhoxy p22prhox permanecen separadas de las subunidades citosdlicas p40rhox, p67rhox y p47rhox,
Tras estimulos fagociticos o activacidn por distintos agonistas ocurre la fosforilacién de las proteinas citosélicas
hacia la membrana formando el complejo completamente activo. La estabilizacidon del complejo depende de
interacciones entre p47rhoxy p22rhox y de p4Qrhox/p4a7rhox con fosfatidilinositoles de la bicapa lipidica. En paralelo,
se requiere de la activacidén y migracion de Rac-GTP para que se dé la activacion completa del complejo. Extraido
de Lambeth, y col., Nat Rev Immunol 2004.

Por un lado, el reconocimiento de patégenos lleva a la activacidon de la fosfolipasa CB y la
concomitante hidrdlisis del inositol bifosfosfato (PIP;). Los productos de esta reaccion, inositol
3 fosfato (IPs) y diacilglicerol (DAG) promueven la activacion de la protein quinasa C (PKC). La
accion de esta y otras quinasas celulares, como Akt, llevan a la fosforilacién de las subunidades
citosdlicas. En particular, la fosforilacion de p47°'* lleva a la liberacién de 2 dominios de
homologia SHC 3 (SH3) de su unién a una region auto inhibitoria (AIR) dentro de la proteina (57).
Una vez expuestos, los dominios SH3 son capaces de interactuar con la regién PRR de p22°ho

(55). La migracién hacia la membrana estaria relacionada con la interaccién de un dominio PX
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(“phox homology”) presente tanto en p47°" como en p40P"* y una proteina del citoesqueleto,
la moesina (58). A su vez, el mismo dominio participa del anclaje de dichas subunidades a
fosfatidilinositoles fosforilados de la bicapa lipidica (59). También las subunidades p40°" y
p67°" son blanco de fosforilacién en distintos residuos, aunque el rol de esta modificacién no
estd tan claro. La activacion de p47°'* es un requisito necesario para la migracion de las otras

subunidades citosélicas (55).

En paralelo, otro complejo formado por la pequefia GTPasa Rac (1 o 2) y el inhibidor de la
disociacion de GDP para Rho (RhoGDI) migra hacia la membrana plasmatica y contribuye a la
activacion de la NADPH oxidasa (Figura 1-5). Cuando Rac intercambia GDP por GTP es capaz de
unirse e inducir un cambio conformacional en p67°"*. Esta modificacién seria una condicién

necesaria para iniciar el flujo de electrones a través del flavocitocromo bsss (60).

Por ultimo, la activacion de la NADPH oxidasa no es un proceso binario de “encendido” o
“apagado”, sino que ciertos estimulos como el factor de necrosis tumoral (TNFa) o el LPS pueden
aumentar la respuesta del complejo enzimatico, un proceso conocido como “priming”. En
particular se ha visto que este tipo de agonistas pueden promover la fosforilacién de algunas
subunidades, preparando a la oxidasa para una mayor activacion frente a un estimulo fagocitico

(61).

La reaccién catalizada por la Nox2 consiste en la reduccion del O, a expensas de electrones

provenientes del NADPH:
20+ NADPH = 2 0"~ + NADP* Ec. 1-1

La transferencia electrdnica ocurre desde el NADPH hacia el grupo FAD, y luego a través de un
grupo hemo hacia el 0,. La orientacidn de la enzima determina que el producto de la reaccién
se forme hacia el exterior de la membrana plasmatica, o tras la invaginacién de la misma para

formar el fagosoma, hacia el interior de esta vacuola (62,63).

En cuanto a la cantidad de O,"~ formado por la Nox2, existen una serie de reportes obtenidos
con distintas técnicas en macroéfagos y neutréfilos y en general se obtienen flujos en el orden de
pmoles/min/10° células para los primeros y de nmoles/min/10° células para los ultimos. En
cuanto a los valores precisos de flujos de formacion de O,"~ se observa cierta variabilidad, lo

cual podria explicarse por la distinta sensibilidad de las técnicas de deteccion utilizadas.
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Nox1

La isoforma Nox1l fue identificada por primera vez en 1999 en células no fagociticas,
principalmente en células de musculo liso vascular (VSMC) y colonocitos (64). Desde su
descubrimiento se ha estudiado fuertemente su rol en la proliferacion celulary en el crecimiento
tumoral (65). Los animales deficientes en esta enzima son viables y no muestran ningun fenotipo
espontaneo, aunque presentan ciertas alteraciones en la regulacion de la presion sanguinea

(66).

De forma similar a la Nox2, la isoforma 1 requiere de la GTPasa Rac y de subunidades citosodlicas
analogas para su actividad. NOXO1 es conocida como la subunidad “organizadora” del complejo
y comparte gran homologia con p47°", aunque carece de la region AIR. NOXA1 cumple una
funcién andloga a p67°"*, activando el flujo de electrones a través de Nox1, mientras que

estructuralmente difieren en que presenta un solo dominio SH3 (67).

En cuanto a su regulacién, existe un control transcripcional de la cantidad de enzima ademas de
la regulacién de su actividad, mientras que la isoforma fagocitica se expresa constitutivamente.
Ademas, los niveles de formacién de O,°~ por Nox1 son mucho menores a los que se forman en
el estallido respiratorio, lo cual sugiere un rol seiializador, mas que citotdxico para esta actividad
(65). Se ha visto que existe un aumento de la expresion de Nox1 en tumores de pacientes con
cancer de colon asociado a mutaciones en el oncogén Ras (68), y se cree que el O,°~ generado
por la enzima media la oxidacidn (via H,0,) de proteinas clave de control del ciclo celular (65).
Mas recientemente se ha descrito la expresién de Nox1 en macréfagos, la cual aumenta por
exposicién a LPS bacteriano. Esta regulaciéon depende de factores downstream del receptor TLR-
4 como IRAK-1 (interleukin-1 receptor associated kinase-1), que media tanto la induccién del gen
de Nox1, como la activacidn de la enzima a través de la pequefia GTPasa Racl (69-71). Incluso
se ha demostrado que existe una induccidon de la enzima en macréfagos aislados de ratones
tratados con LPS en modelos de artritis y endotoxemia (72,73). Si bien se ha estudiado la
participacién de la Nox1 en la diferenciacion, necrosis, respuesta aterogénica de macréfagos
(74-76), entre otros, el rol que cumple enzima durante la activacién por PAMPs como el LPS alin
no se conoce. En cuanto a su localizacién, algunos reportes apuntan a que se encuentra en
vesiculas intracelulares, otros la detectan en la membrana plasmatica asociada a las caveolas,

pero su ubicacién especifica no se encuentra totalmente definida atin (77-79).

A pesar de que no constituye un mecanismo citotéxico establecido, la Nox1 se incluyd en esta

seccion dado que, en el marco de este trabajo, se identificé una asociacién entre la activacion
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de los macréfagos por la infeccion con T. cruziy la expresion de esta enzima, aunque la funcién

de esta actividad como parte de la respuesta citotdxica alin requiere mas investigacién.

Modelos para el estudio de la actividad NADPH oxidasa

Como se discutio en la seccidén anterior, la isoforma tipica fagocitica, Nox2, ha sido la mas
estudiada y sobre la que se conocen mas detalles de su regulacidn y activaciéon. Al tratarse de
un complejo multienzimatico y cuyo core catalitico esta en una proteina integral de membrana,
no es posible purificarla a partir de los tradicionales sistemas de expresidn procariotas o
eucariotas. Muchos de los detalles sobre su actividad, provienen de aproximaciones donde se
busca recomponer el complejo enzimatico en solucién, a partir de fragmentos de membranas
de células conteniendo la glicoproteina de membrana y las proteinas organizadoras y

reguladoras solubles (80).

A la hora de explorar aspectos especificos de alguna de las isoformas en el contexto celular, la
informacidn mas valiosa proviene de modelos modificados genéticamente, donde se suprime la
expresion de una de las variantes en particular. Esto se debe a que la mayoria de los inhibidores
disponibles actuan de forma no selectiva, inhibiendo todas las NADPH oxidasas, e incluso otras
enzimas con mecanismos de accion similares. Ademads, algunos de los inhibidores disponibles
presentan cierta reactividad con especies derivadas del oxigeno, dificultando la interpretacién

de los resultados.

Probablemente el difenileniodonio (DPI, por su nombre en inglés) es el inhibidor mas
ampliamente utilizado para inhibir la actividad NADPH oxidasa. Sin embargo, se trata de una
molécula orgdnica capaz de reaccionar y formar aductos covalentes con las flavinas de varias
enzimas. Dependiendo de la concentracién utilizada, el DPI puede inhibir otras enzimas ademas
de la Nox, como el citocromo-P450, la enzima xantina oxidasa, iNOS, succinato deshidrogenasa,
entre otras (81-83). Otros inhibidores disponibles presentan problemas de especificidad entre
las distintas isoformas de NADPH oxidasa (Ver Tabla 1-1). Mas recientemente se han
desarrollado péptidos con analogia de secuencia con el objetivo de aumentar la selectividad de
la inhibicién con resultados prometedores. Se unen a regiones especificas de la enzima vy

funcionan como inhibidores competitivos en el ensamblaje del complejo activo (84).
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Tabla 1-1. Inhibidores de NADPH oxidasa mas utilizados. Tomado de Gonzalez-Perilli, L, Prolo C, Alvarez
MN; Bioactive lipids in health and disease, Cap. 6.

Inhibitor

Diphenylene-
iodonium
(DPI)

Nox2 ds-tat

Nitro-
arachidonic
acid
VAS2870

MLI171

GKT137831

Description
Iodonium
compound

Peptide containing
a fragment
analogue to B-loop
of Nox2

Nitrated form of
arachidonic acid

Triazolo-
pyrimidine

2-acetyl-
phenotiazine
Pyrazolo-
pyrimidine

Mechanism
Generate
phenyl radical
that reacts with
flavins

Blocks the
interaction
between p47rhor
and Nox2
Blocks NADPH
oxidase
assembly

NK

NK

NK

ICs,. Ki cell | ICs, intact

free assay | cells
5.6 pM* 0.9 pM®

0.74 yM*  |ND

ND 4.1 pMe
10.6 pMe | 0.08 pM*
5 uMe =10 pM*

1.7 pMe ND

Comments
Non-specific. Inhibits
mitochondrial complex
I, xanthine oxidase,
NOS and others.

No inhibition of Nox1
and Nox4

Reacts with
nucleophiles

Also inhibits Nox1 and
Nox4 and exerts
off-target thiol
alkylation

Potent inhibitor of
Noxl

Inhibits other Nox
isoforms (1 and 4)

En muchos casos, el uso de ratones knock out (KO) para una enzima permite inferir (en

complemento con otras estrategias) su rol en determinado proceso. La supresién de la expresion

de alguna de las isoformas de Nox conlleva un fenotipo observable, mientras que en otros casos

no existe una afectacién obvia, ver Tabla 1-2 (85). En el caso de los animales gp91P"°*-/-, que no

expresan Nox2, se observa una mayor susceptibilidad a la infeccién por distintos patégenos y de

hecho la ausencia natural de esta actividad en humanos da origen a la enfermedad

granulomatosa crénica (CGD) como ya se menciond (10). Este modelo esta disponible en nuestro

Tabla 1-2. Fenotipo de ratones KO para cada isoforma de Nox

Principal tejido donde se

Isoforma Fenotipo del raton KO
expresa
MNox1 C:olon Y Felulas de Ninguno
muscula liso vascular
Principalmente en
Nox2 ) CGD
fagocitos
Nox3 Oido interno Defectos en el balance
Moxd Celulas epiteliales Ninguna
Nox5 Bazo y testiculos No exlste_modelo
murino
Duoxl Tiroides Ninguno
Duox2 Tiroides Hipatiroidismo
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laboratorio y es central en el desarrollo de trabajo como estrategia para esclarecer el papel de

la formacidn de O,°~ derivado de Nox2 durante la infeccién por T. cruzi.

I1lI- Quimica del radical superodxido, el oxido nitricoy
peroxinitrito

a) Radical superdxido

El radical superdxido (O,"~) se forma por la reduccién univalente (Figura 1-6) del oxigeno
molecular (O3). Su caracter de radical libre, implica que posee un electrén desapareado y que
tiene existencia independiente. En sistemas bioldgicos se forma como producto secundario de
algunos procesos (por ejemplo, la cadena respiratoria), pero también existen enzimas

especializadas para su produccion (NADPH oxidasas) (86).

e- e, 2H* e, 2H" e, H*
O, \T: Oy~ \,.\..4..' H,0, ;’ HO';’ OH"~
Uib vV +.H4 +J.30 V +2.33V

Figura 1-6. Estados de oxidacion del O, y sus potenciales de reduccion estandar (E°). O,*, radical superéxido;
H,0,, perdxido de hidrégeno; HO®, radical hidroxilo; OH-, anidn hidroxilo. Extraido de Imlay, J. Annu. Rev. Biochem.
2008.
El superdxido puede existir en la forma anidnica (0,°~) o la forma protonada: el radical
perhidroxilo (HO;*, pKa = 4,8). Desde el punto de vista del potencial redox, el O,°~ puede actuar
tanto como agente oxidante (y formar H,0,) o como reductor (dando O3) (87). El HO;® es un
oxidante mas fuerte que el O,"~ y puede ser relevante en ambientes con pHs acidos como el
fagosoma (26). Sin embargo, su importancia en la mayoria de los fluidos bioldgicos es

relativamente menor, ya que constituye el 1% de la especie a pH neutro (87).

A pesar de su alto potencial de reduccién (0,°~, 2H*/H,0, = +0.94V), el O,"~ es capaz de oxidar
un nimero reducido de biomoléculas ya que la carga negativa impide su reactividad con centros
nucleofilicos. Sin embargo, productos derivados del O,°~ pueden tener un impacto importante
sobre diferentes biomoléculas. También por causa de la carga negativa, presenta una
permeabilidad reducida en membranas bioldgicas, determinando que sus efectos sean mas

importantes en el sitio donde se genera (87).
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Uno de los principales efectos directos de la accion del O, es la inactivacion de proteinas con
centros ferro-sulfurados, como el caso de la enzima aconitasa (88,89). También es capaz de
reaccionar con centros metalicos, como los grupos hemo (90) o con otros radicales libres, como

el °NO, reaccién que se discutird mas adelante en este trabajo.

La reaccién de dismutacion del O,°~ da lugar a la formacidn de una especie no radical: el H,0,.
Se trata de un proceso espontaneo que ocurre rapidamente a pH=4,8 y se enlentece en medios

mas alcalinos ya que involucra la reaccién de un O;°~ y un HO,°(91,92):
02"+ HO2" + H* > H,0,+ O, Ec.1-2

Sin embargo, en sistemas bioldgicos la dismutacién del O~ ocurre fundamentalmente a través
de la accién de las enzimas SODs (93), que catalizan esta reaccién con constantes de velocidad
mucho mayores (10° para la reaccién espontanea vs 10° M~'s? para la reaccion catalizada a

pH=7,4) (92,94):
0"+ 02~ +2H* 5 H;0,+ O, Ec.1-3

La accion de las distintas SODs y la reaccidn con radicales libres explican en gran parte la corta

vida media del radical 02"~ en un contexto bioldgico (ti/2 <1 ms).

Perdxido de hidrégeno (H203)

El H,0; es otro de los productos de reduccién parcial del oxigeno (Figura 1-6), pero en este caso
se trata de una especie neutra, no radical y relativamente estable (95). La produccién de H,0,
se da por la dismutacidn descrita previamente o por diferentes oxidasas, muchas de las cuales
actuan en tipos celulares y en compartimentos subcelulares especificos, como la xantina oxidasa

(X0), monoamina oxidasa (MAOQ), o D-aminodacido oxidasa (DAQ), entre otras (96).

A diferencia de las otras especies reactivas derivadas del O,, presenta una permeabilidad a
través de membranas relativamente similar a la del agua (H,0) y una mayor vida media en la
célula, lo cual permite su difusion a través de diferentes compartimentos alejados del sitio de

produccién (97).

Desde el punto de vista de su reactividad, se trata de un oxidante moderado, capaz de participar
en oxidaciones por dos electrones de diferentes moléculas. Los principales blancos
intracelulares del H,0, son los tioles (-SH) altamente reactivos de las enzimas peroxirredoxinas,

responsables de su detoxificacion y de la transmisidn de sefiales oxidativas en la célula (98).
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Otro blanco relevante del H,0; es la reaccidon con centros metalicos, conocida como reaccion de

Fenton (99):
Fe®* + H,0, > Fe* + OH" + OH' Ec. 1-4

De la reaccién del H,0, con el metal surge un oxidante fuerte como lo es el radical hidroxilo
(*OH), aunque en ciertos casos el oxidante que se forma consiste en una forma activada del
centro metélico. Estrictamente, la reaccion de Fenton involucra un d&tomo de Fe?*, pero existe

una quimica similar para la reaccién con Cu®* (95).

Radical hidroxilo (*OH)

La formacion biolégica del *OH depende principalmente de la quimica de Fenton
mencionada anteriormente. Otra fuente alternativa puede ser la descomposiciéon del

peroxinitrito, un proceso que se describe en la seccién c).

El *OH es un oxidante muy fuerte (Figura 1-6) (100), capaz de reaccionar con diversas
biomoléculas a velocidades controladas por difusion (k > 10° Ms-1). Cuenta con una vida media
extremadamente corta (10°s) y, por ende, su capacidad de difusion en la célula es muy limitada.
A pesar de su gran reactividad, el "OH presenta una toxicidad relativa. Esto se explica porque al
reaccionar de forma inespecifica con un gran nimero de blancos moleculares, es poco probable

gue provoque la oxidacion de residuos criticos en las enzimas, por ejemplo.

Un caso donde existe cierta especificidad en el dafio es la reaccién del H,0; con Cu* complejado
al ADN en una reaccién andloga a la de Fenton. En este caso la generacidn sitio-especifica de
*OH posibilita la oxidacién del ADN formando 8-oxoguanina, cual puede resultar en mutaciones
en el ADN y/o muerte celular. El radical *OH también es capaz de iniciar reacciones en cadena
de peroxidacién lipidica. La acumulaciéon de hidroperdxidos lipidicos dafa la membrana
alterando su funcién, y ademds éstas especies generan aldehidos derivados altamente

citotoxicos (101).

Como se ha descrito en esta seccion, las especies reactivas del oxigeno se forman en condiciones
fisiolégicas en las diferentes células. La presencia ubicua de enzimas capaces de detoxificar O,*~
y H.0, muestra que es necesario prevenir el desbalance en la produccién de oxidantes que
llevaria a la modificacidon de componentes celulares. Esto quedd demostrado tempranamente,
cuando se generaron bacterias de Escherichia coli deficientes en actividad SOD o

catalasa/peroxidasa sufrian defectos de crecimiento (102).
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b) Oxido nitrico

El °NO es un radical libre sintetizado enzimaticamente como se describié en la seccion 1.llI-a. Se
conocen numerosas funciones asociadas a esta especie: regulacidon del tono vascular, agregacion
plaquetaria, proliferacion celular, neuromodulacidn, entre otras (103-105). En este trabajo, se
hard foco en la funcidn citotdxica que presenta el *°NO, fundamentalmente en el contexto de la

activacion de los macréfagos por exposicion a patégenos.

En cuanto a sus propiedades, el coeficiente de difusién (D = 350 p2s?) (106) y la alta solubilidad
en membranas (coeficiente de permeabilidad, Pm = 93 cm™?) (44) del *NO, determinan que la
bicapa lipidica no sea una barrera efectiva para este pequefio radical. Por otro lado, reacciona
lentamente con la mayoria de las biomoléculas y es capaz de difundir varios didmetros celulares

ejerciendo efectos paracrinos (107).

El grupo hemo de la hemoglobina constituye un blanco muy importante para el *NO, con el cual
reacciona rapidamente (k = 8.0 x 107 Ms?), dando nitrato y metahemoglobina. En la
vasculatura, la ti» del *NO se ve fuertemente disminuida por la alta concentracién de
oxihemoglobina (20 mM) dentro de los glébulos rojos (107,108). La reactividad con centros de
Fe?* también media la activacidn de la enzima guanilato ciclasa por parte del *‘NO y su efecto
vasodilatador, uno de los principales roles conocidos de este radical (109,110). El °NO es capaz
de reaccionar también con tioles proteicos, formando S-nitrosocisteinas, un tipo de modificacion

reversible involucrada en los mecanismos de regulacion enzimatica (111).

Por otro lado, el *NO es capaz de reaccionar con O, (~ 10° Ms) generando varias especies
intermedias (Ec.1-5 a 9), algunas de ellas con relevancia en la nitracion y oxidacién de
biomoléculas. Entre las especies intermedias reactivas que se forman, estd el radical diéxido de
nitrégeno (*NO;), el éxido de nitrégeno (l11) (N20s) y el éxido de nitrégeno (1V) (N204), llegando
a productos finales mas estables como el nitrito (NO,7) y el nitrato (NO3~)(112). Este proceso,
conocido como autooxidacién, cobra mayor importancia en membranas debido a la mayor

concentracién de las especies involucradas (113).

2°'NO+02 — 2°NO k=2.4x10°M?s? Ec. 1-5

2°NO; — NyO4 k=4.5x 108 M's? Ec.1-6
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N,O4 + HO — NO; +NOs; +2H* k=1x10%s? Ec. 1-7
‘NO +°NO; — Ny03 k=2 x10° Ms? Ec. 1-8
N,Os+H,O0 — 2NO, + 2H* k=1.6x10°s™ Ec. 1-9

Los efectos deletéreos del *NO se deben principalmente a la formacién de especies derivadas,
como ser el *°NO; (mencionado previamente) o el ONOO ™, formado por la reacciéon de *“NO con
0,"". El *NO; es un radical con poder oxidante moderado (*"NO,/NO,= 0.9 V) y participa en
reacciones de recombinacién con otros radicales (k > 10° M s), adicién a dobles enlaces,
transferencia de electrones y de abstraccién de dtomos de hidrégeno en enlaces carbono—
hidrégeno por ejemplo en compuestos fendlicos (114). Entre las reacciones de recombinacion
se encuentran las reacciones con radicales lipidicos y proteicos que llevan a la formacién de
compuestos nitrados, cuya deteccion es quizas la forma mas utilizada para evidenciar dafno

nitro-oxidativo en muestras bioldgicas (115-117).

Por su parte, el ONOO™ es altamente oxidante y la reactividad de esta especie con distintas

biomoléculas se abarca en la siguiente seccion.

c) Peroxinitrito y su relevancia como agente citotdxico

Como se menciond previamente, el peroxinitrito (ONOO™) se forma por la reaccién entre los

radicales "NO y O,°~ a velocidades controladas por difusién (Ec. 1-10, k ~ 10%-10%° Ms?) (118).

0" +°'NO — ONOO~™ Ec. 1-10

La forma anidnica (ONOO™) estd en equilibrio con su acido conjugado, el acido peroxinitroso
(ONOOH, pKa = 6.8 (119)), Ec. 1-11. A pH fisiolégico predomina la forma anidnica (80%), sobre
la forma acida (20%) y para simplificar, se utiliza el término peroxinitrito para hacer referencia a

ambas especies, ONOO~ y ONOOH.

ONOO™ + H* <> ONOOH Ec. 1-11
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El ONOOH puede difundir libremente a través de las membranas bioldgicas (Pm ~1x 103 cm s
1), mientras que el anién ONOO™, requiere de canales anidnicos para atravesar la bicapa lipidica

(120).

Desde el punto de vista de su reactividad, el ONOO™ es un potente oxidante y un nucledfilo
fuerte, que puede generar oxidaciones en distintas biomoléculas por uno o dos e~, con
potenciales de reduccion de E°onoo- /eno2 = 1.6 V ¥ E® onoo-/noz-= 1.3 'V, respectivamente
(121,122). El gran numero de blancos disponibles limita drasticamente la t1/; del peroxinitrito en
medios biolégicos (~10-20 ms), fendmeno que histéricamente ha dificultado el estudio de los
efectos de esta especie en distintos procesos (123). Sin embargo, el desarrollo tecnolégico ha
permitido mejorar los métodos de deteccion de peroxinitrito en sistemas bioldgicos, a pesar su
naturaleza efimera, y conocer asi con detalle el rol de esta especie en procesos fisiolégicos y

patolégicos (124).

Reactividad

La quimica del peroxinitrito es compleja, presenta dependencia con el pH y puede involucrar
reacciones directas o radicalares. En el primer caso, el ONOO™ puede actuar como nucledfilo
fuerte o participar en oxidaciones por un e~ con metales de transicién ; y por su parte el ONOOH
puede oxidar diferentes sustratos por dos e, ver reacciones | y Il de la Figura 1-7 (125). Por otro
lado, el ONOOH puede sufrir homdlisis, generando los radicales *OH y *NO,. La velocidad de
descomposicion del ONOOH depende del pH con una k de 0.9 s a pH 7.4 y 37°C (125). Sin
embargo, otras reacciones directas del peroxinitrito hacen que la homdlisis en las células sea
poco relevante. De hecho, el principal blanco del peroxinitrito en sistemas bioldgicos es el CO,,
que también originard una ruta radicalar, ver reaccidn lll de la Figura 1-7. De la reaccidn del
peroxinitrito y el didxido de carbono (COy, k = 5,8 x 10* Ms? a 37°C) surge un intermediario
inestable, el nitrosoperoxocarboxilato (ONOOCO,), que decae a dos radicales libres: radical
carbonato (COs"~) y °NOz con un rendimiento de 35% (126). Ambos intermediarios son

responsables de gran parte de los efectos bioldgicos del peroxinitrito.
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Figura 1-7. Reactividad del peroxinitrito. (I) reaccién directa con metales de transicion; (ll)
reaccion de oxidacion de sustratos por dos electrones; (Ill) formacion de nitrosoperoxocarboxilato
y su descomposicidn; (1V) homolisis del acido peroxinitroso y (V) rearreglo a nitrato. Tomado de
Radi, y col., FRBM 2001.

Formacion enddgena de peroxinitrito

Los precursores para la formacién de peroxinitrito son radicales libres de corta vida media en un
contexto bioldgico y cuentan con blancos importantes que los mantienen en un bajo estado
estacionario (127). En condiciones fisioldgicas la

abundancia de enzimas superodxido dismutasas

H20;
(~10-20 uM) tanto a nivel citosdlico (CuZnSOD),
mitocondrial (MnSOD) como extracelular (EC-
—
SOD), lleva a la répida dismutacion (k ~ 10° Ms
1) del O,"~ para dar H,0, (128). El *°NO es la Unica
ONOO especie capaz de competir con esta reaccidn

Figura 1-8 Competencia entre la SOD y el *NO por la (Figura 1-8). Sin embargo, el "NO puede difundir

reaccion con 0,°—. Tomado de Radi R, PNAS 2018. . .,
varios diametros celulares y al alcanzar un vaso

sanguineo es consumido rapidamente por la reaccion con oxihemoglobina (107,108). Para que
la reaccion entre ambos tenga lugar, es necesario que se coincidan temporal- y espacialmente y
a su vez que exista un aumento en la concentracién de *“NO para competir a la reaccién de

dismutacion del O, (129). Dada la carga negativa del O,°~ y su limitada difusidn, es de esperar
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que el peroxinitrito se forme principalmente en el sitio de produccion de O,°~ (por ejemplo: en

fagosomas de macrdéfagos, matriz mitocondrial y citosol).

Desde la publicacion de los primeros trabajos que senalaban la formacién de peroxinitrito en
sistemas bioldgicos (18), se ha demostrado su papel en escenarios fisiologicos y patoldgicos,
como inflamacién, envejecimiento, hipertensién, neurodegeneracion, entre otros (129). A su
vez, el uso de sondas reporteras, cada vez mas selectivas, ha permitido cuantificar la produccién
de peroxinitrito en distintos modelos bioldgicos a pesar de su naturaleza elusiva (Ver tabla 1-

3)(124,130).

Tabla 1-3. Flujos de formacion de peroxinitrito determinado en distintos modelos. Tomado de Rios, Ny
col., Nitric Oxide 2016.

Cell typelline Stimulus  Peroxynitrite Peroxynitrite flux * Detection
production method
Primary rat alveolar PMA Extracelular 0.1 nmel 10° cellmin™  HPA-nitration
macrophages[34]
J7T4.2 LPS Extracellular ~0.0045 nmol 10° cell min™ DHR
macrophages[37]
JTT4A.1 IFMy-LPS, Extracelullar 0.13 nmal 10F cell min™"® DCFH:
macrophages [60] PMA
- o -
JTT44.1 IFNy-LPS, Extracellular  0.08-D.12 nmol 10° cell min™ CBA
PMA
Macrophages [147]
BAECs [130] Basal Intracellular 0.6 pM. min™ FI-B
BAECs [17] Basal Mitochondria 180 pM. m in” Theoretical®
JTT4A1 -
macrophages IFH?_LP“.‘" Phagosome 12 pM. min”’ FI-B
[130] T. cruzi

Efectos bioldgicos

El peroxinitrito es capaz de oxidar tioles criticos en proteinas, llevando a la inactivacion o
modificaciéon de la actividad de enzimas como se ha demostrado para la gliceraldehido-3-fosfato

deshidrogenasa (GAPDH) y creatina quinasa, entre otras (19,131,132). Sin embargo, los tioles
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mas reactivos son los presentes en las enzimas peroxirredoxinas que reaccionan a velocidades
muy altas (k ~ 105-10” Ms?), en comparacidn con otros grupos tioles méas abundantes como el
del GSH (133,134). Estas enzimas protegen del posible dafio oxidativo por peroxinitrito y
constituyen factores de virulencia en organismos patégenos como T. cruzi que deben
enfrentarse al ataque oxidativo en la infeccion a mamiferos (135,136). Sin embargo, se postula
que a su vez la oxidacién de tioles en las peroxirredoxinas se relaciona con eventos de
sefializacion dependientes de perdxidos (129). Por otro lado, el peroxinitrito reacciona con
centros metdlicos en las proteinas y se conocen ejemplos de enzimas inactivadas de esta forma

(por ejemplo, citocromo c y aconitasa) (134).

Otros efectos bioldgicos del peroxinitrito son dependientes de los radicales COs*~ y "NO; que se
forman a partir de la reaccién con CO,. La modificacién mas estudiada es la nitracion de tirosinas
proteicas, donde un oxidante fuerte abstrae un e~ generando un radical tirosilo, que luego se
combina con °*NO; para formar 3-nitrotirosina (3-NO»-Tyr). Ademas de las consecuencias
bioldgicas de esta modificacién (pérdida o ganancia de funcion enzimatica), la deteccion de
residuos nitrados de tirosina ha servido tradicionalmente como huella de la formacién de
peroxinitrito (134). Las proteinas no son las Unicas susceptibles al dafio por peroxinitrito, sino
gue éste es capaz de generar oxidacion y nitracion en bases nitrogenadas del ADN, asi como

cadenas de lipoperoxidacion y nitracion de lipidos de membrana (137-140).

Las modificaciones mencionadas anteriormente, explican la gran toxicidad del peroxinitrito
hacia distintos organismos patdgenos. Esto puede evidenciarse por la exposicidén in vitro de
distintos organismos a adiciones Unicas o de forma continua, pero también a partir de modelos
de generacion bioldgica de peroxinitrito. Prototipicamente, los macréfagos son un modelo ideal
de formacidn de este oxidante, mediante la activacion de la produccion simultanea de *NO y
02"~. La modulacién farmacoldgica y/o manipulacion genética de la formacién de radicales
precursores en células y animales ha permitido demostrar la relevancia de la formacién de
peroxinitrito en distintos modelos de infeccién por organismo patégenos. Como parte de este
trabajo se realizé un relevamiento de la evidencia disponible en la literatura que relaciona la
formacién de peroxinitrito con la eliminacién de distintos tipos de patégenos, datos que fueron
analizados en una revision (22). Mas adelante se discutird el rol del peroxinitrito especificamente

en el contexto de la infeccién por Trypanosoma cruzi.
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IV- Interaccion macréfago-Trypanosoma cruzi

a) Enfermedad de Chagas y Trypanosoma cruzi

Enfermedad de Chagas

El “mal” o enfermedad de Chagas (también conocida como tripanosomiasis americana) es una
patologia infecciosa endémica en América Latina principalmente, aunque en expansion a otras
areas del planeta (Figura 1-9). Se estima que al menos 7 millones de personas se encuentran
infectadas con este parasito y que otros 28 millones de personas se encuentran en riesgo de
infeccion (141,142). Los paises con mayor prevalencia de infectados son Bolivia, Argentina,
Paraguay y Ecuador. El agente etioldgico de esta enfermedad es el parasito Trypanosoma cruzi
(T. cruzi). La forma principal de transmision es el contacto entre los humanos y las heces u orina
de los insectos triatomineos, su principal vector. Otras vias de contagio son: vertical, por
transfusiones, trasplantes de drganos y por consumo de alimentos contaminados con heces de
triatomineos infectados. Por las caracteristicas de la transmision, la patologia se presenta
principalmente en regiones rurales y con condiciones de vivienda precarias. Sin embargo, en las

ultimas décadas se ha evidenciado que la mayoria de los diagndsticos se han dado en regiones

Global distribution of cases of chagas disease, based on official estimates, 2006-2010

Estimated number of T. cruzi-infected cases

Key: [ <so00 500-89 999 90000-8999%9 [ =200 000 Officially no cases reported

Figura 1-9. Distribucién geografica de la prevalencia de la infeccién por Trypanosoma cruzi.
Extraido de Pérez, Cy col., Trends in Parasitology, 2015.
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urbanas, y se atribuye este fendmeno a la migracidn y gran movilidad propia de estos tiempos,

tomando importancia las rutas de transmisidn no vectoriales (143).

La infeccidn con T. cruzi se caracteriza por una fase aguda, que comienza poco tiempo después
de la infeccidn, con presencia de pardsitos circulantes en sangre. Esta etapa puede ser
asintomatica o presentar sintomas leves: reaccién local en el sitio de infeccidn (chagoma), signo
de Romania (conjuntivitis e inflamacidn perioribital por contacto de la mucosa ocular con el
pardsito), fiebre, hepatomegalia y esplenomegalia. Luego se establece una respuesta inmune
capaz de disminuir la parasitemia, aunque T. cruzi permanece alojado “silenciosamente” en
algunos tejidos, y los pacientes ingresan en lo que se conoce como fase crénica. El 70 % de los
pacientes infectados permanecen asintomaticos en una forma “indeterminada” de la
enfermedad, mientras que el 30% restante desarrollardn patologias cardiacas o digestivas
después de 10 a 30 afios de la infeccidn. Los trastornos mas comunes son la cardiopatia dilatada
y megaformaciones como megacolon y megaesdfago principalmente. Se desconocen hasta el
momento cudles son los factores particulares, propios del pardsito o del hospedero, que
determinan el destino hacia la fase crénica sintomatica (144). En general, se acepta que el
balance entre la resistencia del parasito y la respuesta inmune del hospedero es crucial para el
desarrollo de la patologia. Las evidencias muestran que la inflamacién asociada la infeccién
juega un rol fundamental en el progreso de la enfermedad, ya que en los pacientes con
cardiopatia chagasica predomina el perfil pro-inflamatorio de citoquinas y otros marcadores,
mientras que en pacientes asintomaticos se observa una respuesta inmune de tipo reguladora

(143).

Los tratamientos disponibles hasta el momento son etioldgicos y son mas efectivos durante la
fase aguda de la infeccidn. Se trata de las drogas nifurtimox y el benznidazol, cuyo mecanismo
de accién no se conoce en detalle a pesar de décadas de investigacion (145). Ambos muestran
ser eficaces para eliminar el pardsito en esta etapa inicial de la enfermedad y en pacientes
menores de 14 afios, pero presentan importantes efectos secundarios. El benznidazol
generalmente es mejor tolerado, mas eficaz y tiene mayor penetracién en los tejidos que el
nifurtimox, pero aun asi, el tratamiento debe ser discontinuado en un 9- 29% de los casos debido

a sus efectos secundarios (143).
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Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi es un protozoario flagelado perteneciente a la familia de tripanosomatideos

en el cual también se clasifican otros protozoarios como Leishmania spp y otros Trypanosoma

spp.

El ciclo de vida de Trypanosoma cruzi (Figura

1-10) requiere de un insecto vector y un @
hospedero mamifero. El llamado ciclo ’@g‘@ I 9

selvatico comprende la transmision desde

Epimastigote

Trypomastigote
insectos hematdfagos triatomineos a

pequeiios  vertebrados salvajes. La

transmisién al ser humano es altamente

dependiente de las condiciones de vida que

permitan la convivencia del vector con el

Amastigote &__/ Metacyclic

hombre, que dan lugar al llamado ciclo Trypomastigote

doméstico (146). En particular en América

Figura 1-10. Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi.

del Sur, Triatoma infestans (“vinchuca”) ha
Tomado de chagasfound.org.

sido la principal especie de insecto

involucrada en la transmision de Trypanosoma cruzi (147). El parasito es capaz de replicarse por
fision binaria en el tracto digestivo de la vinchuca en la forma epimastigota, para luego
diferenciarse a la forma infectiva, tripomastigota, en un proceso llamado metaciclogénesis.
Cuando el insecto pica a un humano, también deposita sus heces conteniendo parasitos en la
zona cercana a la herida. El contacto de las heces con la herida o alguna mucosa del organismo
permite la entrada de T. cruzi a su hospedero mamifero. Los tripomastigotas son capaces de
invadir diferentes células y se transforman en amastigotas intracelulares replicativos. Luego
sufren la transformacion a tripomastigotas y producen la lisis de la célula hospedera, liberando
formas infectivas que diseminaran la infeccién por el organismo. El ciclo se completa cuando un

triatomineo pica a un paciente infectado (146).

La especie T. cruzi en realidad comprende un grupo muy heterogéneo de cepas, con evoluciéon
clonal e hibridizaciones, y esto ha complejizado la nomenclatura y clasificacion en la literatura.
Actualmente se acepta que existen 6 grupos filogenéticos principales denominados DTUs
(Discrete typing units), donde se agrupan cepas que se relacionan mas entre si que con todas las
otras existentes, siendo identificables por distintos marcadores (genéticos, moleculares,

inmunolégicos, geograficos) (148). Las cepas circulantes mas prevalentes pertenecen a los DTU
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Iy 1, que equivalen a los grupos Tc.l y Tc.ll de la clasificacion anterior: Tc. I, con ciclos selvaticos
y domésticos y que comprende cepas como Dm28c, Sylvio X10, G, Tulahuen, entre otrasy T.cll,
que tiene origen doméstico e incluye a las cepas Esmeraldo, Y, etc. La excepcidon mas importante
la constituye la cepa CL-Brener de circulacion doméstica, que antes pertenecia al grupo Il y ahora
se clasifica en el DTU VI. De hecho, se determind que CL-Brener es una cepa hibrida, proveniente

de los DTUs Tc.ll y 11l (149,150).

b) Reconocimiento y fagocitosis

La interaccién patdégeno-hospedero que tiene lugar en la infeccidn de macréfagos por T. cruzi
implica una importante respuesta citotéxica dependiente de oxidantes y como contraparte, un
sofisticado sistema antioxidante en el pardsito. En esta seccién se discutiran los aspectos

especificos que se conocen sobre esta interaccién.

Se han descrito una gran cantidad de moléculas presentes en la superficie de los tripomastigotas
de T. cruzi que participan de la interacciéon con la célula hospedera. Las mds abundantes son las
glicoproteinas de tipo mucina (representan el 1% del genoma) y las transialidasas, responsables
de transferir residuos de acido sidlico desde la superficie de la célula a glicoconjugados del
parasito (como las mucinas). A nivel de la célula hospedera también se han descrito varios
receptores que participan del reconocimiento como el receptor de manosa, receptor de Fc, TLRs,

receptor scavenger entre otros)(151).

La interaccion con el pardsito lleva a la fosforilacién de tirosinas clave, mediada principalmente
por la quinasa del 3-fosfatidilinositol (Pl 3-K) y PKC desencadenando la internalizacion del
pardsito por fagocitosis, movilizacién de lisosomas para su fusion con el fagosomay la activacion
de la Nox2 (151-154). Durante la fagocitosis, la célula emite pseuddpodos a partir de la
membrana plasmatica, englobando completamente al patégeno, un proceso que requiere de
activacion de la polimerizacion de la actina y remodelacion del citoesqueleto. Luego de sellada
la membrana que envuelve al patégeno se forma la vacuola parasitéfora y ocurre el proceso de
maduracién de la misma, por fusién con endosomas y lisosomas hasta formar el fagolisosoma

(151).

Por otro lado, en macrdfagos infectados con T. cruzi se da la induccion de citoquinas pro-
inflamatorias (IL-12, TNF-a), mediada principalmente por mucinas del parasito a través de la

activacion de las vias de NF-kB y MAPK (155). La iniciacion de estas cascadas de sefalizacion
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depende de la activacién a través de los receptores TLR2 y TLR4 (36,156). En particular, el
aumento del IFN-y ha sido descrito en numerosos trabajos y se ha vinculado con el control de la
infeccidn por T. cruzi (157). Este contexto inflamatorio dependiente de IFN-y lleva, entre otras

cosas, a la induccién de la iNOS por vias de sefializacién discutidas anteriormente.

¢) Biologia redox en el fagosoma

El O,°~ derivado de Nox2 se forma hacia el interior del fagosoma y el *NO difunde desde el
citosol, dando lugar a la formacién de ONOO~ dentro de la vacuola (Ver Figura 1-11). El escaso
espacio entre la membrana del fagosoma y el parasito (<20 nm), lleva a que se formen altas
concentraciones de peroxinitrito en esta zona (rango milimolar), capaces de promover
oxidaciones en la superficie del parasito de forma directa o dependientes de radicales derivados
(158). La presencia de CO; no evita que el peroxinitrito sea capaz, incluso, de difundir y oxidar
blancos intracelulares de T. cruzi (158,159). A su vez, se ha determinado que aun en presencia
de °NO, parte del O, intrafagosomal es capaz de difundir hacia el interior de T. cruzi y
reaccionar con el *°NO que alcanza el citosol del pardsito. Esto implica que se forma ONOO™ tanto

en el lumen del fagosoma como en el interior del patégeno (26).

Por otro lado, el pH 4cido del fagosoma de T. cruzi (pH = 5,3) determina que cerca de un 30 %
del O,°"se encuentre como HO;", especie con mayor capacidad de difundir y oxidar blancos
intracelulares en el parasito (26). También, por efecto de la captacion de SOD extracelular en el
fagosoma o de la propia Fe-SOD de T. cruzi (160,161), el O,°~ puede dismutar en el lumen de la

vacuola formando H,0,, el cual también tiene efectos citotodxicos.
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Figura 1-11. Reacciones en el fagosoma de T. cruzi. La Nox2 se ensambla en la membrana del fagosoma y dirige la
produccién de O,°— hacia el interior de la vacuola. Este puede dismutar a H,0; por accién de la SOD, y generar asi
dafio oxidativo en el pardsito. Tanto el radical anidnico O,*~como la forma protonada HO,* son difunden a través
de la membrana de T. cruzi. A su vez, el *NO es capaz de difundir desde el citosol y reaccionar rapidamente con el
0,°— para formar ONOO— en el lumen del fagosoma o en el citosol del pardsito. El ONOO~ es capaz de oxidar
directamente blancos moleculares o a través de los radicales derivados de la reaccidn con CO,. El *NO por su parte
también tiene efectos citotdxicos sobre T. cruzi. Tomado de Piacenza, L y col. JEM, 2019.

d) Evidencias sobre la relevancia de los oxidantes en el ataque a

Trypanosoma cruzi

Tanto la induccién de la expresidn de la iNOS como la activacion de la Nox2 estan fuertemente
relacionadas con la eliminacién del parasito en macréfagos. Estd demostrado que ratones
deficientes en IFN-y (IFN-y -/-) son incapaces de controlar la infecciéon, debido a que presentan
una respuesta inflamatoria deficiente y no pueden inducir la produccion de *NO por la iNOS
(162). A su vez, la inhibicion farmacoldgica o la ablacién genética de la iNOS lleva a que los
ratones no controlen la proliferacién del parasito, evidencias que, en conjunto con la toxicidad
del °NO observada in vitro, resaltan la importancia de esta enzima en el contexto de la infeccidn

(163,164).
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En la infeccién de macréfagos se ha demostrado que la activacion de la Nox2 en simultdneo con
la produccién de "NO en los primeros 30-90 minutos de la fagocitosis resulta en un mayor control
de la infeccidn que si se estudia su toxicidad individual, subrayando que la formacion de ONOO™

es importante en la eliminacion de T. cruzi (158).

Por otro lado, la manipulacién de los componentes del sistema antioxidante de T. cruzi ha
contribuido a determinar la relevancia de la formacién de O,"~, *NO y sus derivados (H,0; y
ONOO™. Por ejemplo, la infeccién de macréfagos con una cepa de T. cruzi sobreexpresante de
Fe-SODB (isoforma de SOD predominante en el citosol), muestra que la mayor detoxificacién de
02"~ lleva a una proliferacion descontrolada del pardsito (26). De la misma manera, la

sobreexpresidon de las peroxiredoxinas de T. cruzi, capaces de detoxificar tanto H,O, como

ONOO™, aumenta la virulencia de los parasitos tanto in vitro como in vivo (158,165).

Sin embargo, la evidencia acerca del papel de la Nox2 en el contexto de la infeccién por T. cruzi
se ha visto cuestionada en los ultimos tiempos. En los primeros estudios de infeccion a
macroéfagos, se observd que clonas de células incapaces de formar O,°~ tras la fagocitosis de T.
cruzi no lograban controlar la infeccidn, y este resultado se revertia al agregar una fuente
exogena de H,0, (glucosa oxidasa)(166,167). De esta forma se demostraba que, al igual que en
otros modelos de infeccidon por patégenos, la actividad Nox2 se relaciona con el control de la
proliferacién y/o sobrevida. Estudios mas recientes realizados con el modelo de ratones
gp91P"**-/- que no expresan la Nox2, muestran resultados que se contraponen a la hipdtesis de
que esta enzima contribuye en la respuesta contra T. cruzi. Si bien los animales KO mueren de
forma prematura por la infeccion, se observan parasitemias (cantidad de pardsitos en sangre)
similares a las que se encuentran en los ratones wt (168-170). Incluso en un trabajo se reportan
menores parasitemias en los animales gp91°P"*-/-y se le atribuye un rol contraproducente a la
formacién de oxidantes en el contexto de la infeccidon por T. cruzi (171). También se ha
estudiado la invasién en los tejidos de ratones wt y gp91°"*/-y no se han observado diferencias
significativas (170). En cuanto a la infeccidn in vitro, se reporta que macrofagos peritoneales y
de médula dsea gp91°P"*-/- con parasitos de las cepas Y y CL-Brener se infectan en menor
proporcién que los wt (170,171), en contraste con lo esperado segun los antecedentes acerca

del rol de la produccién de O,"~ y derivados como agentes citotoxicos.

Este tipo de resultados, ha llevado a plantear el concepto de que el O,°~ no es importante en la
inhibicidon de la proliferacién o destruccion del parasito en la fase aguda de la infeccidon. Sin
embargo, esta vision deja abierta la pregunta de por qué los ratones gp91P"*/- son mas

susceptibles a la infeccidn por T. cruzi y mueren de forma prematura. Algunos plantean que la
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ausencia de 0;°~, elimina uno de los blancos importantes del *"NO, aumentando los niveles de
estado estacionario de este ultimo y generando una vasodilatacién exacerbada. Sin embargo,
este factor no explica la mayor mortalidad, dado que el restablecimiento de la presién arterial
no previene del colapso del animal (170). Ademas se ha reportado que el exceso de *NO en
ratones gp91°"*-/- puede promover un fenotipo pro-arritmogénico en cardiomiocitos y
contribuir a la patologia cardiaca (169). En otro modelo de animales deficientes en Nox2
(p47Po*-/-) se observa mayor colonizacién de los tejidos por parte de T. cruzi y menor sobrevida
del ratdn. Los autores describen que existe una respuesta de linfocitos TCD8* deficiente, con un
perfil de citoquinas alterado, dando cuenta de la mayor mortalidad de los animales infectados

(172).

Si bien es posible que todos los mecanismos contribuyan a la susceptibilidad aumentada en
animales deficientes en Nox2, la bibliografia disponible es contradictoria con respecto al rol que
tienen los oxidantes en el ataque a T. cruzi. La hipdtesis que guid este trabajo es que la formacién
de O,°~ y "NO es muy relevante en el control de la infeccidén por T. cruzi, dadas las evidencias
obtenidas tanto in vitro como in vivo mediante el uso de cepas sobreexpresantes de SOD o
peroxirredoxinas, y que la ausencia de estas actividades lleva a una peor evolucién del

hospedero por la proliferacidn descontrolada del parasito.
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2- OBJETIVOS

Objetivo general

Contribuir a determinar el rol del superéxido en el control de la infeccién de macréfagos por

Trypanosoma cruzi.

Objetivos especificos

1- Caracterizar la produccion de especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno en cultivos de

macréfagos derivados de médula ésea de ratones iNOS-/- y gp91Pox-/-,

2-Determinar la relevancia de las enzimas iNOS y gp91°"* en la respuesta citotdxica de

macrofagos infectados con Trypanosoma cruzi

3-Evaluar los mecanismos superodxido-dependientes que operan in vivo para controlar la

infeccidn por Trypanosoma cruzi en ratones wt y gp91so-/-,
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3- MATERIALES Y METODOS

Modelos animales

Se adquirieron cepas de animales modificados genéticamente en The Jackson Lab que presentan
una deficiencia de la enzima Nox2 o iNOS: C57BL/6.12956.Cybb, llamados gp91P'*-/- y
CByJ.129P2(B6)-Nos2, llamados iNOS -/-. Estas colonias fueron mantenidas en la Unidad de
Animales Transgénicos y de Experimentacion (UATE) del Instituto Pasteur de Montevideo en
condiciones SPF (“specific pathogen free”) y luego trasladados a la Unidad de Reactivos y
Biomodelos de Experimentacion de la Facultad de Medicina (URBE) para realizar los

experimentos.

Cultivos celulares

Cultivos de macrdfagos de linea celular J774A1.1. Las células se obtuvieron en la empresa ATCC
y se cultivaron en medio Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) suplementado con 10%
suero bovino fetal inactivado (SBF) por calor y los antibidticos estreptomicina y penicilina
(100mg/L). Habitualmente se realizaron 2 pasajes semanales y para los experimentos se

utilizaron cultivos 80 % confluentes crecidos en placas de multiples pocillos.

Obtencidn de cultivos primarios de macrofagos derivados de médula ésea de ratén (BMDM). Los
macréfagos se obtuvieron a partir de la diferenciacion de células precursoras de médula dsea
de los ratones de cepa salvaje o KO. El procedimiento de purificacién de médula dsea consiste
en sacrificar a los ratones por dislocacion cervical e inmediatamente disecar las tibias y fémures
en condiciones de esterilidad, abriendo a nivel de las epifisis y perfundiéndolos con medio RPMI
(Roswell Park Memorial Insitute). Luego se centrifuga el contenido y las células obtenidas se
plaguean en un medio condicionado (30% v/v) que contiene el factor estimulante de colonias
macrofagicas (M-CSF) que favorece la diferenciacion de los macrofagos. Este medio se obtiene
del sobrenadante de un cultivo de células de la linea de fibroblastos L929. Luego de 7 dias de
cultivo se descartan las células no adherentes y las no viables, obteniéndose una poblacién pura

y homogénea de macroéfagos(173).

Caracterizacion fenotipica del cultivo de macrdfagos derivados de médula dsea. Luego de siete
dias de la extraccidn de médula ésea se recuperaron las células adherentes y se resuspendieron
en PBS frio (4°C) en una densidad de 5x10° células/ml. Se procedié de la misma manera con las
células no adherentes y estas servirdn como control negativo. Posteriormente, se incubaron con

el anticuerpo anti-F4/80 conjugado con Alexa 488 (Rat-anti-mouse Alexa 488, Invitrogen) en una
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dilucion 1/400 durante 30 minutos en oscuridad. Se lavaron las células con PBS y luego se

analizaron por citometria de flujo. Los macréfagos son positivos para F4/80 (173,174).

Obtencion de cultivos primarios de macrdfagos peritoneales. Los ratones wt y gp91°*-/- fueron
sacrificados y se removié la piel abdominal para exponer el peritoneo. Luego se inyectaron 5 mL
de PBS frio en la cavidad peritoneal y se masajed suavemente para despegar las células
adheridas. Se extrajo la suspension celular mediante el uso de una jeringa y se realizaron 2
lavados con PBS. Luego se resuspendieron las células en medio RPMI y se plaquearon en
portaobjetos con 8 divisiones (2 x 10 > células por pocillo). Los experimentos se realizaron

inmediatamente luego de que las células se adhirieron al portaobjetos.

Induccion de la iNOS. La induccién de la expresion de la iNOS se llevé a cabo seglin protocolos
definidos en trabajos previos de nuestro grupo de investigacién para cultivos de macréfagos de
linea (32). El procedimiento consiste en la exposicidn de las células a 400U/ml de IFN-y y 8ug/ml
de LPS durante 4-5hs. Como inhibidores de la produccién de °NO se utilizaron: N-
monometilarginina (N-MMA), y la aminometilpiridina (AMPyr), conocidos inhibidores de la

isoforma inducible de la NOS.

Activacion del estallido respiratorio. El estallido respiratorio en los macréfagos puede
desencadenarse por estimulos fagociticos y por activadores de la Nox2 que no dependen de la
fagocitosis. En este trabajo se utilizé el desafio con tripomastigotas metaciclicos (la forma
infectiva de T. cruzi) como estimulo fagocitico y el éster de forbol PMA (4 pug/mL), que al ser
analogo del diacilglicerol activa directamente a PKC provocando la fosforilaciéon y ensamblaje de

la NADPH oxidasa (175).

Induccion de Nox1. Para promover el aumento de la expresion de Nox1 se utilizé LPS como
inductor, tratando a los macréfagos durante 24 horas con una dosis de 4 pg/mL, una

concentracién menor que la utilizada para inducir la iNOS.

Cultivo de epimastigotas, tripomastigotas metaciclicos y tripomastigotas de Trypanosoma cruzi.
Los epimastigotas de las cepas CL-Brener, Dm28c, CL- Luc:mNeon (176) (cedidos por el Dr.
Martin Taylor, London School of Hygiene and Tropical Disease), y CL-Brener sobreexpresantes
de las peroxirredoxinas citosélica y mitocondrial (CPX y MPX, conteniendo los vectores
PTEXTcCPX-9E10 y pTEX-TcMPX-9E10, cedidos por el Dr. Shane Wilkinson de Queen Mary
University of Londres, Reino Unido) fueron mantenidos en un medio BHI (infusidon de cerebro-

corazdn 33g/l, hemina 0.02 g/l, KCl 0.4 g/l y Na,HPO, 4 g/l), suplementado con SBF inactivado
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por calor (10%), glucosa (0.3 g/1), estreptomicina (0.2 g/l) y penicilina (200,000 U/l). En el cultivo
de los epimastigotas CL-Luc:Neon se adiciond el antibidtico de seleccidn higromicina (Sigma, 150
pg/ml). Los epimastigotas CPX y MPX fueron mantenidos por adicidn del antibidtico geneticina
(G418) al medio de cultivo (250 pg/ml). Para inducir la metaciclogénesis quimica los
epimastigotas de cultivo fueron centrifugados y resuspendidos en una densidad de 3-5 x 108
cél/ml en un medio denominado orina de triatomineo artificial (TAU) compuesto por NaCl 190
mM, KCl 17 mM, MgCl; 2 mM, CaCl, 2 mM en buffer fosfato 8 mM, con 0.035 % de NaHCOs, pH
6.0. Seincubaron 2 horas en estufa a 28 °C en medio TAU y luego se resuspendieron en TAU3AAG
(TAU adicionado con prolina 10 mM, L-glutamato 50 mM, L-aspartato 2 mM y glucosa 10 mM)
en una densidad de 3-5 x 108 cél/ml, y se incubaron durante 72-96 horas a 28° C. Durante la
transformacion, parte de los pardsitos mueren (aproximadamente 30-40%) y los que se
transforman se colectan del sobrenadante del cultivo (177). Los tripomastigotas de T. cruzi se
obtuvieron infectando células no fagociticas. Para eso usamos las células Vero, una linea celular
epitelial derivada de rifién de mono, adquirida en ATCC (American type culture collection). La
monocapa de células Vero son expuestas a los tripomastigotas metaciclicos (relacion 20:1)
durante 12 horas. Luego se lava el cultivo y se mantiene hasta la aparicién de los nidos de
amastigotas (4-5 dias). El medio (DMEM suplementado con SBF 1%) se cambia diariamente hasta
observar la salida de los tripomastigotas cuando se lisan las células Vero. Los parasitos
recuperados del sobrenadante del cultivo fueron usados para nuevas infecciones de células Vero

con el objetivo de mantener la forma infectiva y para experimentos de infeccién en macréfagos.

Infeccion en macrdéfagos por Trypanosoma cruzi. Macréfagos plaqueados en porta-objetos, sin
activar o activados con IFN-y y LPS (inductores de la iNOS), se incubaron con tripomastigotas de
T.cruzi (en relaciones parasito/macréfago 5:1) durante 2 horas. Luego de lavados los cultivos se
fijaron en este punto para evaluar la capacidad invasiva en las distintas cepas de macrdfagos, o
bien se incubaron durante 24hs en DMEM suplementado con 10% SBF decomplementado, a
37°C, 5% CO, para evaluar el control de la infeccidn. Finalizada la incubacidn, los cultivos se
fijaron con formaldehido al 3,7% durante 10 min y se permeabilizaron con tritén al 0.1%. Para
tefiir los nucleos de los macréfagos y de los parasitos internalizados se incubd a los preparados
con una solucién de 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI 10 uM, Invitrogen) en PBS. Luego se evalud
por microscopia de epifluorescencia el porcentaje de macréfagos infectados (con al menos un
pardsito) y la relacion del nimero de nucleos de pardsitos con respecto a los nucleos de
macréfagos como indice de infeccion (N° de nucleos de parasitos/N° de ndcleos de
macréofagos*100). En otra serie de experimentos, en vez de fijar el cultivo, se contabilizé la

cantidad de parasitos extracelulares en el sobrenadante del cultivo 6 dias después de infectado
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con CL-Brener. Para ello se recuperd el medio de cultivo, se centrifugd para concentrar la

suspension y se realizé el conteo de parasitos en cdmara de Neubauer.

Curvas de crecimiento de epimastigotas. Epimastigotas de distintas cepas, en una densidad de
3x108/ml, fueron tratados durante 1 hora con distintas concentraciones de H,0; (0, 5, 10, 20, 50
y 100 uM) en buffer PBS modificado de Dulbecco’s (dPBS: NaCl, 137 mM; KCl, 2.7 mM; NazHPOQ,,
8 mM; KH;PO,, 1.45 mM; CaCl;, 0.9 mM; MgCl;, 0.5 mM; glucosa, 5.5 mM; L-arginina, 1 mM),
luego se lavaron por centrifugacién y fueron cultivados en una densidad inicial de 1x10%/ml en
medio BHI. El crecimiento de cultivo se analizd por espectrofotometria, midiendo turbidez a 600

nm diariamente.

Deteccion de proteinas

Inmunocitoquimica. Macréfagos de médula dsea de ratones wt se cultivaron en portaobjetos de
8 divisiones y fueron tratados con LPS (4 pg/mL) durante 24 horas. Luego se fijaron las células
con formaldehido al 3,6 % v/v durante 10 min y se permeabilizaron las células con tritén 0.1%
por otros 15 minutos. Se agrego solucién de bloqueo conteniendo 0.1% BSA y 0.01 % Tween
durante 1 hora. Luego se realizd el marcaje con un anticuerpo primario anti-Nox1 (1:500,
overnight), DAPI (10 uM, 15 min) y un anticuerpo secundario conjugado a Alexa-488 (2 horas),
intercalando lavados con Tween 0.1% entre el anticuerpo 1° y 2°. Se montd el preparado
utilizando gel de montaje (Gel Mounting, Sigma) y las imagenes se analizaron por microscopia

de fluorescencia confocal.

Western blot. Para evaluar la expresion de distintas enzimas presentes en los macréfagos BMDM
y J774A-1 se utilizd la técnica de western blot. Para ello se prepararon muestras a partir 1 x 10°
células (como minimo) incubadas con buffer de lisis (Tris-HCI 20 mM, NaCl 150 mM, tritén 0.1%,
inhibidor de proteasas). Luego se sonicaron las muestras y finalmente se calenté a 90°C durante
5 minutos. Se agregd buffer de la muestra y se realizé6 una electroforesis en condiciones
desnaturalizantes, sembrando aproximadamente 100 ug de proteina total. Se realizd la
transferencia de las proteinas a una membrana de nitrocelulosa en la modalidad “humeda”
overnight. Se bloqued la membrana con leche al 3% en PBS durante 30 min y luego se incubd los
anticuerpos primarios (anticuerpo policlonal anti-iNOS de Alexis; anticuerpo policlonal anti-

Nox1 de Sigma-Aldrich; anti Nox2 de Abcam, anti-GAPDH, todos ellos en una dilucién 1:1000 en
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PBS-Tween 0,1%) desde 2 hasta 16 horas dependiendo el caso. Se lavé el exceso de anticuerpo
con PBS-Tween 0.5%. Los anticuerpos secundarios se incubaron durante una hora en presencia
de Tween 0.5%. Para el revelado se utilizaron dos sistemas diferentes: anticuerpos secundarios
conjugados a peroxidasa de rdbano y anticuerpos secundarios con fluoréforos que emiten en el
infrarrojo cercano. En el primer caso se reveld con el sustrato SuperSignal West Femto (Thermo)
en placa fotogréfica y en el otro mediante un detector de fluorescencia NIR ("near infra red"),

marca LI-COR, modelo ODYSSEY.

Deteccion de especies reactivas del nitrégeno

Para los ensayos de formacidn de oxidantes (con excepcion de la técnica de Griess), el medio de
cultivo se sustituyd por dPBS, que contiene sustratos necesarios para mantener viables las
células y para las actividades enzimaticas fundamentales en este trabajo, al tiempo que se evita

la interferencia del rojo fenol o el buffer bicarbonato en las medidas.

Técnica de Griess. La produccién de *NO se evalud por la técnica colorimétrica de Griess, que
mide la acumulacién de NOy, producto estable de la oxidacidn del *NO (178). El sobrenadante
de cultivos de macroéfagos activados con IFN-y y LPS u otros tratamientos se incuba con el
reactivo de Griess, el cual se prepara mezclando volumenes iguales de agua, una soluciéon 0.1%
(m/v) de N-naftiletilendiamina en 60 %v/v de 4cido acético glacial y una solucién de 1% de
sulfanilamida en 30% v/v de acido acético glacial. La base de la técnica es la reaccidon del triéxido
de dinitrégeno (N2Os, generado a partir de la autooxidacién del *NO o de la acidificacién del
nitrito) con la sulfanilamida, produciendo un derivado diazonio que reacciona con N-
naftietilendiamina para dar el diazo producto coloreado que absorbe a 540 nm. Se incubd una
mezcla con proporciones de 1/3 de muestra y 2/3 de reactivo durante 10 minutos y se midid la

absorbancia a 540 nm. Como referencia se realizd una curva de calibracion con NaNO; (0-50

uM).

Deteccion de ONOO™. Para la deteccion de peroxinitrito se utilizé el 4cido cumarin-7-bordnico
(CBA), el cual reacciona con la forma aniénica del peroxinitrito (ONOO™) con una constante de
velocidad lo suficientemente alta como para competir con otros blancos intracelulares (1,1x10°
®Ms?), generando un producto fluorescente (Figura 3-1)(179). El CBA se incubd con los

macréfagos en una concentracion final de 100 uM en dPBS y el producto de la oxidacion de la

39



Tesis de Doctorado en Ciencias Biologicas-PEDECIBA |Materiales y métodos

sonda se detectd en un fluorimetro de placas (Aexc=330, Aem=450) en forma continua o se

determind la concentracion alcanzada al final de la incubacion.

Hz 05 Figura 3-1. Oxidacion de CBA. El
or acido (CBA) o el éster (CBE)
| = /i ONOO- | = i borénico derivados de la cumarina
R = 0 0 HO = 0 O reaccionan con .Hzozl o c.on
ONOO~ para dar hidroxicumarina
non-fluorescent fluorescent (COH) fluorescente como
o D"Bf COH p_roducto. La reaccién con Ol}lOO‘
_ “‘B/ ] tiene una constante de velocidad 1
R= HCI.‘J or ﬁ' o millén de veces mayor que la de la
reaccion con H,0,. Tomado de

CEA CBE Zielonka, J, y col. JBC, 2010.

Deteccion de especies reactivas del oxigeno

Reduccién de citocromo ¢**. El O," es capaz de reducir al citocromo ¢* (Ec. 3-1) originando un
cambio espectral que se traduce en un aumento de la absorbancia a 550 nm (&€ssonm=21 mM cm’

1)(93).

Cytc—Fe* +0,- - Cytc—Fe*+0, Ec. 3-1

Para medir el estallido respiratorio se determiné la concentracién de citocromo ¢ reducido luego
de dos horas de incubacidn de una monocapa de 2,5 x10° macréfagos con citocromo ¢ (20 uM)
a 37°C. Como control, se incluyé una condicién con el agregado de SOD. La fraccién de citocromo

reducido que no se forma en presencia de SOD se atribuye a la reaccién con 0;"".

Oxidacion de Amplex Red. Para medir la formacién de O,°~ se utilizd también una técnica
indirecta basada en la deteccion de su producto de dismutacidn, el H,0,. El método consiste en
el uso de una sonda fluorogénica, el Amplex Red, que en presencia de la peroxidasa de rabano
(HRP) y H;0, genera un producto fluorescente (Figura 3-2), la resurfina (Aexc=530 nm,

Aem=590nm)(180).

Amplex® Red Resorufin Figura 3-2. Oxidacion de Ila
Peroxidase HO sonda Amplex Red. La reaccién

HO _~_ 0, -OH 0 o
U p/ — = \(I g del H202 con la peroxidasa es
e -~
C=CH
i 3 \
@ y

capaz de generar un radical en la
enzima (compuesto 1) y este
luego oxida al Amplex Red,
g generando un producto
fluorescente, la resurfina.

HaO 8]

2"z
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El mecanismo de reaccidn implica la formacién de un radical en la peroxidasa (compuesto I) por
la reaccién con H,0,. Luego, el compuesto | es capaz de formar un radical fendlico intermedio
en la sonda, que finalmente re-arregla dando el producto fluorescente, resurfina. En las
ecuaciones I-1ll se describe el mecanismo propuesto para las sondas fendlicas (ROH) como el

Amplex Red (181).

HRP3* + H,0, > Compuesto | Ec. |
Compuesto | + AR-OH - Compuesto Il + AR-O° + H* Ec.ll
AR-O® + AR-O°-> resurfina Ec. 1l
AR + Compuesto Il > AR® + HRP** Ec. IV

Para medir el estallido respiratorio en macréfagos se incubo a las células con Amplex Red (50
uM) en dPBS (Dulbecco’s PBS) en presencia de HRP (10 pg/ml) durante 1 hora y se siguio la

oxidacion de la sonda en un fluorimetro de placas con monocromador (Varioskan).

Reduccion de NBT. El azul de nitro-tetrazolio (NBT) es reducido por el O,"a formazan, que
precipita y tiene un color azul oscuro (86), lo que permite identificar facilmente el sitio de
formacién del radical por microscopia. Los macréfagos plagueados en portaobjetos fueron
expuestos a los tripomastigotas (con una relacion de 10 pardsitos por macréfago) en una
solucién de NBT (5 mg/ml) en dPBS. Luego de 15 minutos se lavaron los cultivos con PBS para
retirar el NBT y los pardsitos no fagocitados, se fijaron incubando en 4% de formaldehido en PBS
durante 10 minutos. La presencia de fagosomas con precipitados de formazan fue analizada por

microscopia de contraste de fases (Nikon Eclipse TE200).

Oxidacion de Dihidroetidio. El Dihidroetidio (DHE) es la sonda mas utilizada para la deteccion de
02"~ en sistemas bioldgicos, con aplicacién desde cultivos celulares hasta su uso en animales. En
presencia de O,"~, DHE se oxida a 2-hidroxietidio (2-OH-E*), un producto caracteristico de la
reacciéon con este radical (Figura 3-3). Dado que la reaccion con otras especies reactivas del
oxigeno puede generar otros productos fluorescentes (como el etidio, E*), es necesario realizar

una separacién de los productos por HPLC (104,182,183).

Figura 3-3. Oxidacion de DHE (o HE) por
0,°—. La reaccién genera un producto
especifico, 2-OH-E*.
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Macréfagos de médula dsea wty gp91°"*-/- cultivados en frascos de 25 cm? se trataron con LPS
(4 pg/mL) por 24h. Posteriormente se incubaron con DHE (50 pM) durante 40 minutos a 37°C.
Luego se lavd 3 veces con PBS para retirar el excedente de sonda no incorporado y se agregé
PMA (4 pg/ml) durante 2 horas adicionales. Finalizada esa incubacion, se colectaron las células
y resusupendieron en tritdn 0.1%. Se realizaron 50 pasajes por jeringa (27Gx1/2” 0.4 x 13 mm)
para la disrupcion mecdnica de las células. Luego se llevd a cabo la precipitacién proteica y
extraccién de los productos de oxidacién del DHE con acetonitrilo (100 uL) durante 2 h a 4°C. Se
centrifugaron las muestras a 13.000 g durante 5 min y se recuperd la fase orgdnica, la cual se
sec6 en evaporador de vacio (Rapid vap, LABCONCO) a 40°C, 100 mbar, 40 rpm durante 24 horas.
Finalmente, se resuspendieron las muestras en 100 plL de buffer de muestra (90% agua, 10%
acetonitrilo y 0.1% acido trifluoroacético). Para la deteccidn de los productos de oxidacion de la
sonda se utilizé un equipo HPLC (Agilent) equipado con detectores en el espectro UV-visible. La
columna empleada para separar el Et*, 2-OH-E* y el DHE es una C-18 de fase reversa (250 x 4.6
mm, 2.7 um) equilibrada con 10% Acetonitrilo/0.1% acido trifluoroacético (TFA). La separacidon
se llevd a cabo incrementando la concentracidén de ACN desde 10 a 65 % (0.5 mL/min). La elucion
de los componentes de la mezcla se siguié mediante la deteccidn de fluorescencia (Aexe=510 nm;
Aem=595 nm)(184). Se realizé una curva de calibracién con estandar de 2-OH-Et* (0-2uM) para

cuantificar la concentracion de este producto en las muestras (y= 14.62uM x -0.879, R=0.9965).

Oxidacion di-hidro-diclorofluoresceina La sonda di-hidro-diclorofluoresceina (DCFH;) no
reacciona con una Unica especie oxidante. El mecanismo de reaccidn general es una abstraccion
por oxidantes fuertes de un electrén (*NO,, COs*~, *OH), produciendo un intermedio radicalar
anidnico (DCF*~), que luego se oxida para dar estructuras resonantes responsables del aumento
de la emisidn de fluorescencia (DCF)(185). El H,0; que se genera a partir de O,°~, en presencia

de hierro, hemo o radicales derivados del ONOO™ puede oxidarla y generar sefial (186), Figura

Figura 3-4. Oxidacién de DCFH,. El mecanismo implica dos pasos, primero se genera un intermediario radical
(DCF*) y luego la especie con mayor fluorescencia (DCF). Tomado de Wardman, P y col, Methods in Enzimology,
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Macréfagos de médula dsea gp91°"°*-/- fueron cultivados en placas de 24 pocillos y se pre-
trataron con LPS (4 ug/mL) o infectaron con tripomastigotas de T. cruzi durante 24 horas previas
al ensayo. Luego se cambid el medio de cultivo por dPBS con DCFH; 50 uM, en algunos casos se
agregd PMA (4 ug/mL) como activador y se midio la oxidacion de la sonda en un fluorimetro de

placas durante 1,5 horas a 37 °C, (Aexc=480 nm; Aem=520 nm).

Reconstitucién del fenotipo salvaje en BMDM gp91Phox-/-,

Generacion de vectores lentivirales conteniendo la secuencia de gp91°". En el laboratorio
contamos con los plasmidos necesarios para generar lentivirus de 32 generacion (cedidos por la
Dra. Celia Quijano) donde el genoma viral se encuentra dividido para aumentar la seguridad en
el trabajo con estos vectores (pCMV-dR8 y pCMV-VSV-G). También adquirimos los plasmidos
conteniendo los genes gp91°"*, gp91°"°* + GFP y el plasmido control pLV (Addgene, #30480, #
30476 y # 12262)(187). Los mismos fueron obtenidos a partir de un cultivo de 250 ml de
bacterias E. Coli cultivadas en medio LB en presencia de ampicilina (50 pg/mL) a 37 °C. Se
purificaron los pldsmidos mediante un kit comercial de midi-prep (Invitrogen). Para generar las
particulas lentivirales se siguieron los protocolos generales del Broad Institute RNAi Consortium
(104). Brevemente, se cultivaron células 293T a un 50 % de confluencia en placas de 10 cm y se
incubaron con todos los plasmidos (pCMV-dRS, 3 ug; pCMV-VSV-G 0.375 pg; pLV, pLV.gp91phox,
y pLV.gp91phox.GFP 3 ug) en presencia de DMEM y Turbofect (18 pl). Se cambié el medio a las
24 horas y se colectaron los sobrenadantes con particulas lentivirales a las 48 y 72 horas. Se
removieron células muertas por centrifugacién (2000 rpm) y luego se filtré la suspensidn con
filtro estéril de 0.45 um. Finalmente, se concentraron las particulas por centrifugacién en tubos
con filtro (punto de corte 30.000 KDa, Amicon) a 1600 g a 4°C durante 30 min (a partir de 30 mL
de sobrenadante cultivo provenientes de 3 placas de 10 cm se obtiene 1 mL de una suspension
concentrada). Se estimd el numero de particulas virales infectando células 293T con distintas
diluciones de la suspensidn obtenida y contando la proporcion de células que expresan el gen

reportero, obteniéndose un titulo promedio de 1 x 10 7 unidades transformantes/mlL.

Transfeccion del gen de gp91°'"* en BMDM. Se ensayaron distintos momentos para la
transfeccion con lentivirus en los macréfagos de médula ésea (2, 6 y 7 dias post extraccion),
determinando que la condiciéon que mejor funcioné fue 48 h post extraccion, es decir durante el
proceso de diferenciacién y sin agentes para la transfeccion como el Polybrene (188). Para ello,

se incubaron las células con la suspensién concentrada de lentivirus (50-500 plL dependiendo de
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la cantidad de macrdéfagos, relaciéon particulas lentivirales:macréfagos de 2:1) hasta el final del
periodo de diferenciacién (7° dia post extraccion). Luego se evalud la expresién de gp91°" por
PCR tradicional y PCR en tiempo real. También se utiliz6 PMA como activador clasico del estallido

respiratorio para hacer medidas de H,0; por Amplex Red.

Deteccion de ARNm de Nox1 y 2 por RT-PCR. A partir de 2 x 10° macréfagos por condicidon se
realizd la disrupcién mecanica de las células con jeringa en presencia de buffer de lisis. Luego se
extrajo el ARN total por medio de un kit comercial (Invitrogen). Para generar el ADN copia se
utilizé el kit comercial “Superscript Ill first strand synthesis system for RT-PCR” (Invitrogen).
Brevemente, se prepard una mezcla con 10 uL del ARN extraido, 0.5 mM de dNTPs y 50 ng de
hexdameros aleatorios. Se incubd durante 5 min a 65°C y luego 1 min en hielo. Luego se realizé
una mastermix acorde a las instrucciones del kit (buffer de reacciéon, DTT 10 mM, RNAsa OUT
40U/uL, retrotranscriptasa (200 U). Se transfirieron 10 plL de la mezcla a la solucidon de ARN y se
incubo primero 10 min a 25°C y luego 50 min a 50°C. Se termina la reaccion a 85°C durante 5
minutos. Finalmente se agrega RNAsa H para degradar el ARN y se incuba 20 minutos a 37°C.
Para la PCR se utilizaron 5 pg de ADNc (cuantificado en un equipo NanoDrop) y se realizé una
mezcla en el tubo de reaccion conteniendo: la polimerasa Taq Platinum (Invitrogen), buffer 10X,
dNTPs, MgCl2, F-primer y R-primer. Para Nox 2 se utilizd el siguiente programa: 94°C 1min, 40
ciclos de 94°C 30s, 61°C 30s, 72°C 1 min, y 10 min 72°C. Para la amplificacién de Nox1 se utilizd
un ciclado de: 94°C 1min, ciclos de 94°C 30s, 59°C 30s, 72°C 1 min, y 10 min 72°C).

Infeccion de macrdfagos con Trypanosoma cruzi en presencia de xantina oxidasa. Se realizaron
infecciones en macréfagos gp91°"°*-/- en presencia de una fuente exégena de O™, la enzima
xantina oxidasa (XO). De forma de limitar la produccidon de esta especie en el interior del
fagosoma, se procurd que la proteina fuera fagocitada junto con los parasitos. Para ello, 1,8 x
10’ tripomastigotas Dm28c fueron incubados con la enzima XO (150 mU/ml) durante 20 min y
luego se realizé un lavado con PBS. Se reservaron alicuotas de la suspensién para medir el flujo
de Oy~ dependiente de XO antes y después de la incubacién con los pardsitos mediante
reduccidn de citocromo c**. Finalmente, se realizd la infeccién en los BMDM durante dos horas.
Tras retirar los parasitos no internalizados se agregd medio de cultivo conteniendo xantina (150
KMM) y se evalud el resultado de la infeccién a las 24 horas contando nucleos de macréfagos y

pardasitos tefiidos con DAPI.

Infeccion de macrofagos con Trypanosoma cruzi en presencia de glucosa oxidasa. Macrofagos
de médula dsea gp91°P™*-/- (2x10°) fueron infectados con tripomastigotas Dm28 (5:1) en

presencia de distintas concentraciones de glucosa oxidasa para generar flujos de H,0;, entre O y
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50 nM/min. Luego de 2 horas de incubacién se lavo el exceso de parasitos y enzima. A las 24

horas se evalué el indice de infeccidn, fijando el cultivo y tifiendo los ntcleos con DAPI.

Silenciamiento de Nox1

SiRNA. Se adquirieron 2 tipos de siRNA comerciales disefiados para silenciar la Nox1 murina. Se
trata del Silencer Selected siRNA y una serie de 3 siRNA del sistema Stealth, ambos producidos
por la empresa Invitrogen. También se adquirié un control negativo conjugado a fluoréforo

como control de transfeccion (Silencer™ Cy™3-labeled Negative Control siRNA).

Transfeccion por lipofeccion. Se prepard una suspension de Lipofectamine conteniendo 500 pL
de Optimem y 1-5 uL del reactivo. Luego se agregaron los siRNA (5-200 nM) y se incubaron 20
min para permitir que se formen los complejos Lipofectamine-ARN. Luego se transfirid esta
mezcla a macréfagos cultivados en placas de 6 pocillos (2 x108 células por condicién) que fueron
lavados previamente con medio sin antibidticos. Luego de 18 horas se retird la mezcla y se
agregd medio DMEM 10% SBF. Se traté con LPS (4 ug/ml) y tras 24 horas de incubacion se evalud
el silenciamiento por western blot o RT-PCR. En algunos experimentos, se realizé la induccién

con LPS previo a la transfeccién con los siRNA.

Transfeccion por electroporacion. Una de las estrategias utilizadas para la incorporacién del
siRNA en los macréfagos fue la electroporacion. Para ello se colocaron 2x10° macréfagos (j774A-
1y BMDM inmediatamente luego de la extraccion o al final de la diferenciacion) suspendidos en
50 pL de medio Optimem por condicion, en celdas de 2 mm, y luego se agregaron 50 uL de
Optimem contiendo el siRNA (1-3 uM). Se ensayaron distintas condiciones de electroporacion
(200-400 V, 100-200 Q, 25-50 F)(188). Después del pulso se diluyeron las células en 1 ml de
medio DMEM 10% SBF. Luego de 24 horas se cambié el medio y se tratd las células con LPS
(4mg/ml) para inducir Nox1. Tras 24 horas adicionales se evalud el silenciamiento por western

blot o RT-PCR.

Infeccion in vivo con Trypanosoma cruzi

Inoculacion de Trypanosoma cruzi en ratones. El protocolo de infeccién fue avalado por la CEUA,

con N° de expediente: 070153-000119-15. Se utilizaron 2 grupos (uno por cada cepa) con 5
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ratones cada uno. El dia “0” del experimento se inocularon 1 x 107 tripomastigotas de
Trypanosoma cruzi de cepas Dm28c o CL-Luc:Neon (obtenidos de cultivos de células VERO como
se describe anteriormente) suspendidos en 300 puL de DMEM + 10% SBF de forma
intraperitoneal. Los experimentos de infeccién con CL-Luc:Neon fueron realizados en su
totalidad en la Unidad de animales transgénicos y de experimentacién del Instituto Pasteur de

Montenvideo (UATE).

Parasitemias. Se realizaron parasitemias diarias de los ratones infectados entre los dias 3y 8
post-infeccion. Para ello se tomaron muestras de sangre por puncion en la punta de la cola de
los ratones (1 gota). Luego se contabilizaron en cdmara de Neubauer los tripomastigotas

presentes por mL de sangre.

Evaluacion de carga parasitaria por PCR en tiempo real. Para evaluar el grado de invasion de
pardsitos a nivel tisular en los ratones luego de 10 dias de infeccidn se aislé tejido muscular
cardiaco y esquelético (100 mg). Se utilizd un homogeneizador de vidrio y el reactivo para
aislamiento gendmico DNAzol (Life Technologies). A partir de 100 ng de ADN total se realizé una
PCR en tiempo real, utilizando el kit SYBRgreen (Applied Biosystems) y primers especificos para
una regién de ADN satelital de T.cruzi AATTATGAATGGCGGGAGTCA (forward),
CCAGTGTGTGAACACGCAAAC (reverse) que amplifican una region de 195 pb (189). Para la
cuantificacion relativa se utilizdé como referencia el gen de GAPDH murino (5'-
CTGAGAACGGGAAGCTTGTC-3’ (forward) and 5’-CCTGCTTCACCACCTTCTTG-3’ (reverse). Cada
reaccion (20 pL) de PCR contenia: SYBR Green SuperMix 2X (10 pL), 0.5 uM de cada primer, y
ADN (100 ng). El programa utilizado fue: 50 °C (10 min); 94 °C (3 min); 40 ciclos de 94 °C (45 s),
68 °C (1 min), y 72 °C (1 min); y un ultimo paso de 72 °C (10 min). La curva de “melting” se analizé
midiendo la fluorescencia entre 95 y 55 °C. El cambio relativo se calculé como 2722%, donde ACt
es la diferencia entre Ct de T. cruzi y GAPDH; y AACt es la diferencia entre los ACt de muestras

gp91Piox- /-y wt.

Visualizacion de bioluminiscencia in vivo y ex vivo. Se realizaron infecciones con la cepa CL-
Luc:Neon, en grupos de 5 ratones (un grupo con ratones C57BL/6 y otro con ratones gp91°P"o*-/-
). Se inocularon 1 x 107 tripomastigotas por animal de forma intraperitoneal. Para la
visualizacidn de los animales se utilizé un equipo multi-modal de imagenologia in vivo (In Vivo
Xtreme, Bruker) disponible en la UATE del Instituto Pasteur y con la colaboracion de los doctores
Marcelo Comini y Diego Benitez. Se registré la bioluminiscencia cada 2 o 3 dias dependiendo de
la fase de la infeccion. Para ello se inyectd una solucién de D-luciferina (150 mg/Kg) via

intraperitoneal, se anestesi6 a los animales con isoflurano 2.5% v/v en oxigeno e
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inmediatamente se analizaron en el detector de bioluminiscencia, acumulando la sefal durante
5 minutos. También se adquirieron radiografias de rayos X cada vez. Luego de la adquisicién de
las imagenes los animales fueron recuperados y devueltos a sus cajas. Para los estudios ex vivo
se inyecto a los ratones con D-luciferina (150 mg/Kg) y luego de 7 minutos se los sacrificd por
sangrado bajo anestesia terminal (pentobarbital 100mg/kg). Luego los animales fueron
perfundidos a través del corazén con D-luciferina (0.3mg/ml). Finalmente se disecaron los
tejidos y drganos y se colocaron en placa de Petri embebidos con D-luciferina (0.3mg/mL) en
PBS-glucosa 1% a 37°C para el registro de luminiscencia en el equipo de imagenologia. Se
analizaron las imagenes en el programa Fiji de Image J. Para determinar la intensidad total de
sefal en cada ratén se utilizdé el pardmetro “integrated density”, considerando un area de
95*270 pixeles y se corrigid sustrayendo el background, obtenido en un area oscura de igual
tamanfio dentro de la imagen. El cambio relativo en la intensidad de la sefial se calculé tomando

como referencia la imagen obtenida el dia 3 para cada animal.

Parasitismo en bazo. Se cuantificd la invasidén por T. cruzi en los bazos de ratones infectados a
los 10 dias luego de la inoculacién con parasitos CL-Luc:Neon. Para ello se aisld el tejido, se
disgregd mecdnicamente mediante el uso de una malla metalica hasta obtener una suspension
homogénea de células. Luego se midid la fluorescencia de los parasitos (que expresan la proteina
mNeonGreen) en un fluorimetro de placas (Aem = 480, Aex =520) y se normalizé en base a la

cantidad de proteinas totales.

Analisis estadistico

Los datos se expresan como la media + SEM. Se utiliz6 el test estadistico test t de Student para
comparar dos grupos y ANOVA para mas de dos grupos. Un valor p < 0.05 se considerd
significativo. Los experimentos se realizaron al menos 3 veces y por duplicado o triplicado en

cada oportunidad.

47



Tesis de Doctorado en Ciencias Bioldgicas-PEDECIBA |Resultados y discusién

4- RESULTADOS y DISCUSION

I. Caracterizacion de la produccion de especies reactivas
del oxigeno y del nitrégeno en cultivos de macréfagos
derivados de médula 6sea de ratones iNOS-/- y gp91rheox

_/-.

a) Diferenciacion de células de médula dsea

Las células obtenidas a partir de la médula ésea de los ratones se diferencian en macréfagos
luego de la exposicidn al factor M-CSF (del inglés macrophage colony-stimulating factor) (173).
La identificacidén de la poblacion de células adherentes obtenidas a lo largo del tratamiento se
realizé analizando por citometria la expresion del marcador de membrana caracteristico de
macréfagos murinos, F4/80, con un anticuerpo especifico conjugado a FIT-C (Figura 4-1). Se
observé que a los 5 dias existen dos poblaciones con diferente expresidén, mientras que luego de
7 dias todo el cultivo expresa el marcador F4/80. Estos resultados estdn en linea con los
protocolos de obtencién de BMDM (del inglés, bone marrow derived macrophages) disponibles
en la literatura (173). A partir del dia 7 post-extraccidon de las células, el cultivo primario de
macroéfagos ofrece un plazo de entre 2 y 3 dias para realizar experimentos, luego de ese tiempo
se observa una disminucion importante en el nimero de células adheridas. Los macréfagos
utilizados en este trabajo fueron obtenidos a partir de la diferenciacidon de células precursoras
de la médula 6sea de ratones de cepa salvaje (C57BL/6 y Balb/c) y de las cepas modificadas
genéticamente: iNOS /- y gp91P"-/-. Los animales iNOS-/-, son KO para la enzima iNOS
(CByJ.129P2(B6)-Nos2), por lo que no expresan la enzima en respuesta a un contexto pro-
inflamatorio y, por lo tanto, no producen °NO, siendo mas susceptibles frente a diferentes
agentes infecciosos (31). Los ratones gp91P*-/- (C57BL/6.12956.Cybb) presentan una mutacién
en el locus Cybb, que origina la deficiencia completa de actividad Nox2 y son incapaces de
montar un estallido respiratorio a nivel de fagocitos profesionales. Estos animales constituyen
un modelo de la forma mas comun de la CGD (ligada al cromosoma X), la cual se caracteriza por
mayor susceptibilidad a distintas infecciones. Salvo los aspectos relacionados al sistema inmune,
la apariencia, histologia o desarrollo de los ratones iNOS-/- y gp91P"°*-/- son similares a los de la

cepa salvaje (190,191).
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Figura 4-1. Caracterizacion fenotipica de macrofagos obtenidos de médula 6ésea.
Macréfagos diferenciados a partir de médula 6sea de un ratén C57BL-6 fueron incubados con
el anticuerpo conjugado a FIT-C anti-F4-80 y analizados por citometria luego de 5y 7 dias de
incubacién con el medio de diferenciacion. Como control negativo se utilizaron células L1210
(linea celular de leucemia linfoide de ratén) y como control positivo se usaron macréfagos de

linea J774A-1 (no mostrado).

b) Produccién de *NO en BMDM de ratones iNOS-/- y gp91P"o*-/-

Una vez establecida la técnica de
extraccién y diferenciacion de BMDMs
estudiamos la expresidon de la iNOS en
estas células, asi como la produccién de
*NO y de O;". La expresion de iNOS se
analizé tanto en células wt, gp91P"°*-/- e
iNOS-/- tras la incubacidn clasica de 5
horas con IFN-y y LPS (31,32). La expresidn
de la iNOS luego de la inducciéon con
citoquinas es similar en macréfagos wt y
gp91P"°*-/-, mientras que no se evidencia
presencia de la proteina en las células

obtenidas a partir de ratones iNOS-/-

(Figura 4-2).

wt iNOS-/- gp91rhox. /.

IFNy/LPS

Ctl IFNy/LPS Ctl IFNy/LPS

iNOS

Figura 4-2. Expresion de iNOS. Western blot
realizado con lisados de macréfagos de médula dsea
de ratones C57BL-6 (wt); iNOS -/- y gp91prhox-/-) y
revelado con un anticuerpo anti-iNOS. Se analizé la
expresion de la proteina en condicién control (sin
tratamiento) y en presencia de inductores de la iNOS
(IFN-y/LPS).
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Se determind la formacién de "NO por macréfagos derivados de las cepas iNOS-/- y gp91°Phox-/-
midiendo NO,~, producto estable de la oxidacién del *NO (178). La produccion de *NO en los
macréfagos gp91P"°*-/- fue suprimida casi completamente por un inhibidor de la iNOS, la
aminometilpiridina (AMPyr), mientras que no se detecté NO,™ en los sobrenadantes de los
cultivos de macréfagos derivados de ratones iNOS-/-. Cabe destacar que la produccién de *NO
en las células gp91P"*-/- es similar a la determinada en los macréfagos salvajes, no existiendo
aparentemente una respuesta modulada por la ausencia de la enzima responsable del estallido

respiratorio (Figura 4.3).

Figura 4-3. Produccion de °NO por -

macréfagos iNOS -/- 'y gp91rhox. /. 80 . iNOS -/-
Macréfagos derivados de médula dsea fueron
cultivados en placas de 24 pocillos y tratados
con IFN-y/LPS durante 24 horas. Ademas, se
agregd el inhibidor AMpyr (100 puM) en
algunas condiciones. Luego se colectd el
sobrenadante 'y se determiné la
concentracion de NO, (derivado del *NO) por
la técnica de Griess. “*“ indica p<0.05

¢) Produccion de 02"~ en BMDM de ratones iNOS-/- y gp91P"**-/-

La produccidn de O,°~ en los BMDMs se estudid por medio de diferentes técnicas que se basan
en fundamentos distintos o presentan diferencias en la sensibilidad. Entre ellas se incluyen: la
reduccion de citocromo ¢** (cit ¢**), de NBT o de DHE por reaccién directa con el 0", y la
oxidacion de sondas fluorescentes por el H,0; u otras especies derivadas del O,°~ como la DCFH;
o Amplex red. Los resultados obtenidos confirmaron la ausencia de actividad del tipo “estallido
respiratorio” en células gp91”"°*-/- y una actividad comparable a la de los wt en los macréfagos

iNOS -/- tras la activacidn clasica con PMA (Figura 4-4).
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57 . iINOS -/- Figuraj 4-4.. Produccién de O~ por
ohox macréfagos iNOS -/-, gp91phox-/- y wt.
—~ 47 . gp9l -/- Macréfagos derivados de médula dsea
2 wt (2.5 x106 por pocillo) se incubaron con una
! 3 1 solucion de cit ¢3* oxidado 20 uM en dPBS
X durante 2 horas. Luego se colecto el
© 24 sobrenadante y midié la concentracién de
E citocromo c registrando la absorbancia a
1 * 550 nm (€=21 mM?1 cml). “*” indica
p<0.05.

Control PMA

De la misma manera, la deteccidon por microscopia de cristales de formazan, productos de la
reduccion de azul de nitro-tetrazolio por O,°~, mostrdé que no existe actividad Nox2 promovida
por estimulos cldsicos, como PMA o la exposicidn a T. cruzi, en macréfagos gp91°'*-/- (Figura 4-

5.).

gpo1°hox-/-

Figura 4-5. Reduccion de NBT por macréfagos derivados de médula 6sea de ratones wt y gp91rhox-
/-. Los macrdfagos de médula dsea se incubaron con PMA o parasitos de Trypanosoma cruzi en
presencia de NBT (5mg/ml) durante 30 min. Posteriormente se fijaron los cultivos con formaldehido
y se visualizé al microscopio de campo claro la presencia de depdsitos de color oscuro,
correspondientes a la formacion de cristales de formazan en el sitio de produccién de O,*".

Se contemplé la posibilidad de que exista una fuente alternativa de O>"~ que juegue un rol
durante la infeccidn en los macréfagos (y ratones) KO con T. cruzi, a modo de compensacion por
la ausencia de Nox2. Existen algunos reportes de la expresién de otra isoforma de la NADPH
oxidasa en macréfagos ademas de la tipica isoforma fagocitica, Nox2 (69-71). Se trata de la Nox1,

muy estudiada a nivel de VSMCy que, si bien comparte algunas subunidades con la isoforma 2,
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el core catalitico se encuentra en una proteina diferente a gp91°", denominada Nox1 (64). La
regulaciéon o activacion de Nox1l en macréfagos ha sido escasamente explorada hasta el
momento. Los reportes existentes muestran que existe una induccién de la expresién de la Nox1

por exposicion a LPS y una activacion directa dependiente de la pequefia GTPasa Racl (69,70).

Para evaluar la presencia de esta isoforma y un posible rol de compensacion en la produccién
de O;°"en ausencia de la Nox2, se evalud la produccién de 0,°~ y H,0; bajo incubaciones
prolongadas con LPS en BMDM gp91°"**-/-. Como se menciond previamente no es posible
detectar producciéon de O,"~ en macréfagos BMDM gp91°P°*-/- con estimulos cldsicos, como el
tratamiento con PMA o infeccién con T. cruzi. Tampoco el tratamiento con LPS durante 24 horas
lleva a una actividad detectable por la técnica de reduccién de NBT en estas células. Sin
embargo, la combinacién de un tratamiento con LPS durante 24 h y luego la infeccion con T.
cruzi, o el estimulo con PMA (Figura 4-6) llevan a la aparicion de cristales de formazan, producto

de la reaccion del O,°~ con NBT.

Figura 4-6. Produccién de O,°— en macréfagos gp91rhox-/-. Macréfagos derivados de médula ésea fueron cultivados
en portaobjetos de 8 divisiones y tratados con LPS (4 ug/mL) o tripomastigotas de T. cruzi (5:1) durante 24 horas.
En algunos casos luego de 24 horas de exposicidn a LPS se agregaron tripomastigotas o PMA (4 pug/ml) en presencia
de NBT en el medio (2mg/ml). Tras 20 minutos se lavé el cultivo y se visualizé en un microscopio dptico la formacion
de depdsitos de formazan de color oscuro.

También se estudié la produccién de

- Control . ..
oxidantes en estas condiciones en
0 pva
0.010 7 ,
Bl s 2an macréfagos gp91°"°*-/- por una
5,008 B ps24n/pmaA
T erozi técnica menos especifica pero mas
o .
g oooc H T.cruzi/pma sensible, como es la oxidacion de la
~
[T
S o0.0047 DCFH,. Esta sonda reacciona con
0.002 distintos radicales dando DCF como
0.000 producto. Si bien la DCFH, no

Figura 4-7. Produccién de oxidantes por macréfagos gp91rhox-
/-. Macréfagos de médula dsea (5x10° por pocillo) fueron
tratados con LPS (4 pg/ml) o infectados con T. cruzi (5:1) durante el H,03 (producto de su dismutacién)
24 horas. Luego se midio la oxidacion de la sonda DCFH; (50 uM)

por parte de estos macréfagos en un fluorimetro de placas en presencia de hierro, o bien el
(Varioskan Flash, Aexc=480 nm; Aem=520 nm) en ausencia o
presencia de PMA (4 pg/ml) durante 1,5 h.

reacciona con 0, en forma directa,

ONOO™~ generan radicales capaces

de oxidarla (186). Esta técnica
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permitid evidenciar que los BMDM que no expresan Nox2 conservan cierta capacidad de
producir oxidantes por la activacion con PMA si previamente se expuso a esas células a LPS o

pardsitos de T. cruzi durante las 24 horas (Figura 4-7).

La oxidacion de DHE a 2-hidroxietidio (2-OH-Et*) corresponde exclusivamente a la reaccion de la
sonda con 0O,*-y permite detectar este radical de formainequivoca en un analisis por HPLC (184).
Por medio de esta técnica, se determiné que en los cultivos de macréfagos gp91°°*-/- tratados
con LPS durante 24 h y luego activados con PMA, existe formaciéon de 0,"~, pero que
despreciable con respecto a los niveles que se alcanzan en el “estallido respiratorio” de los

macréfagos wt, (0,1 vs 2,8 pmol/min/10° células, Figura 4-8).

A B
— wt g 4
i 67 2-OH-etidio =
e — gp91P"o/- 2
L e
w44 . w9
pr etidio I ~—
- o £
T ~ E
Z 2 =
v [¢]
& £
20 T T . — DA
26 28 30 32 wit gpglphox_/_

Tiempo (min)

Figura 4-8. Produccién de O,°- en BMDM wt y gp91rhox- /- Macrdfagos de médula dsea (5 x 10°) fueron tratados
con LPS (4 ug/ ml) durante 24 h. Luego fueron incubados con la sonda DHE (50 uM) durante 40 min y se lavo el
excedente. Se activo a las células con PMA (4 ug/mL) y después de 2 horas se procedié a lisar las células para
realizar la extraccion organica y analizar por HPLC los productos fluorescentes obtenidos (Aexc=510 nm; Aem=595
nm). A) En el grafico se muestran cromatogramas representativos con los picos correspondientes al 2-OH-Et+
(especifico de la reaccion con 0O,°-) y el Et*. B) Se obtuvo el drea bajo la curva del pico correspondiente a 2-OH-
Et* en mardfagos activados y se corrigid sustrayendo la sefial en macréfagos control. Luego se calculé la
concentracion de este compuesto con una curva de calibracion realizada con un estandar (0.-2uM). “*” = p<0.02

La cuantificacién de la produccion de O,°~ por Nox2 y Nox1 permite analizar el posible rol de
ambas enzimas durante la activacion macrofdgica. Las técnicas usadas presentan distintas
limitaciones, pero pueden ser usadas en forma combinada para analizar cada tipo celular y
condicidn de activacidn. La velocidad de formacion de O,"~ determinada por la formacion de 2-
OH-Et* puede representar una subestimacidn del valor real, debido a la competencia entre la
sonda y otros blancos del O,°, asi como a la pérdida de producto durante la extraccion. En
cambio, la técnica de reduccién de cit ¢+, implica la medida directa del producto de oxidacion en
el sobrenadante del cultivo sin procedimientos adicionales. Los resultados obtenidos en nuestro
laboratorio, asi como datos relevados de la literatura fueron sistematizados en |la Tabla 4-1, de

forma de poder comparar las diferentes condiciones.
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Tabla 4-1. Flujos de O,*— reportados en macréfagos y neutrofilos. ¥ RAW 264.7y J774A son lineas celulares
de macrdfagos; **En algunos casos se convirtio el dato original asumiendo 1 mg de proteina ~ 2 x 10°
células.

pmol/min/108

Tipo celular Estimulo Técnica células** Ref.
RAW 264.7 PMA DHE 5 (192)
BMDM PMA DHE 2,8 Este trabajo
BMDM gp91rhox. /- PMA DHE 0,1 Este trabajo
BMDM PMA Reduccidn de cit ¢3* 12 Este trabajo
1774A.1 PMA Reduccién de cit ¢3* 150 (32)
J774A.1 PMA Amplex Red 60 Este trabajo
J774A.16 PMA NBT 200 (167)
J774A.16 T. cruzi NBT 60 (167)
Macrof;
acrotagos PMA Scopoletina 4000 (193)
peritoneales
Neutréfilos PMA Reduccién de cit ¢3* 15x 103 (63)

Existe una gran variabilidad en los valores de velocidad de formacién de O,"~ reportados en
macrofagos. Esto puede explicarse por las diferencias en las técnicas y en los tipos de
macroéfagos utilizados. Por ejemplo, se observa que en los macrofagos de linea celular (J774A-1)
se determinaron flujos mayores de O,°~ por exposicion a PMA que en los cultivos primarios

obtenidos a partir de médula dsea.

d) Nox1 en macréfagos gp91P">-/-

Dado que se evidencié formacién de 0"~ en macréfagos gp91°P"°-/- con estimulos similares a
los reportados para inducir la expresion de Nox1, se estudiaron los cambios en la cantidad de
esta proteina en macréfagos de médula dsea. Al analizar su expresidn por western blot en lisados
de BMDMs, se ve que el tratamiento con LPS lleva a un aumento de la cantidad de Nox1 (Figura
4-9). El curso temporal de la expresidon de la proteina muestra que el incremento de la proteina
comienza a ser detectable por esta técnica luego de 6 horas de exposicidén a LPS. Se obtienen

resultados similares con macrofagos J774A-1.
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Figura 4-9. Curso temporal de la expresion de Nox1 en BMDM tratados con LPS. Macréfagos de médula ésea
cultivados en placas de 6 pocillos fueron tratados con LPS (4 ug/ml) durante 2, 4, 6, 18 y 24 horas y luego lisados
con buffer de lisis celular. Se realizd una electroforesis desnaturalizante y después se transfirieron las proteinas a
una membrana para western blot. Se utilizaron anticuerpos comerciales anti-Nox1 y anti-GAPDH murinas. Para el
revelado se utilizaron anticuerpos secundarios conjugados a fluoréforos que emiten en el infrarrojo y la
fluorescencia se analiz6 en el Oddysey Infrarred Imaging (Licor).

Si bien el estimulo con LPS no es suficiente para activar la produccion de O,°~como se describié
en la seccion anterior, es posible que un efecto de “priming” sobre la enzima, aumentando su

expresién y luego un segundo estimulo lleve a la activacién de la misma.

Por otro lado, algunos autores detectan especies reactivas del oxigeno en macréfagos wt
tratados con LPS durante tiempos muy cortos (15 a 120 min), atribuyéndolas a la actividad Nox1
(70,71). En concreto, proponen que existe una interaccion entre IRAK-1 y Racl tras la
estimulacién con LPS, llevando a la activacidn de ésta ultima y, por consiguiente, de la enzima
Nox1 (70). Sin embargo, en dichos articulos los autores no discriminan entre otras posibles
fuentes de oxidantes como la propia Nox2 o la mitocondria. En el presente trabajo, no fue
posible detectar O,°~ producido por macréfagos tratados sélo con LPS por ninguna de las

técnicas utilizadas, sino que se requiere un segundo estimulo.

Ademas de los efectos sobre la expresion y actividad, la estimulacién con LPS parece influir en
la localizacién de la enzima. En la inmunocitoquimica realizada con macréfagos BMDM wt se
observa, ademds de un aumento, una redistribucién de la sefial, pasando de ser difusa a
acumularse en algunas zonas discretas (Figura 4-10). La localizacidn subcelular de esta enzima
aun no se encuentra claramente establecida y debe seguir investigdndose. En el marco de este

trabajo se utilizaron marcadores de membrana plasmatica, lisosomas y mitocondrias y no se
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obtuvo co-localizacién con la sefial correspondiente al marcaje con anticuerpo especifico para

Nox1.

Como se menciond anteriormente, la induccidn de la expresién de Nox1 por LPS fue descrita en
macrofagos previamente y se propone que la sefial transcurre a través de la via TLR-4 > IRAK-1
> NfkB. En este sentido, evaluamos la expresiéon de Nox1 en BMDM infectados con T. cruzi, dado

que es sabido que estos pardsitos presentan agonistas de los receptores TLR4 (194).

Figura 4-10. Expresion de Nox1l en
macréfagos BMDM. Macréfagos de
médula 6sea fueron tratados con LPS
(4 pg/mL) durante 24 horas. Luego se
fijaron las células y se realizd una
inmunocitoquimica con un
anticuerpo primario anti-Nox1 y un
anticuerpo secundario conjugado a
Alexa-488. Las imagenes  se
analizaron por microscopia de
fluorescencia confocal. Verde: nox1;
Azul: DAPI.

LPS 24 h

Como se observa en la Figura 4-11, la infeccién con tripomastigotas de T. cruzi provoca también
un incremento en la expresion de la enzima Nox1, algo que no se habia descrito hasta el

momento.

gp91rhox. /. wt
Ctl Tcruzi LPS Ctl Tcruzi LPS
= Nox 1

GAPDH

Figura 4-11. Expresion de Noxl. Se infectaron macréfagos de médula dsea wt y gp91rhox-/- con
tripomastigotas de T. cruzi Dm28c (5:1) durante 24 horas y se trataron otros cultivos con LPS (4ug/ml) por el
mismo tiempo. Luego se realizdé una electroforesis desnaturalizante con lisados preparados a partir de esos
cultivos, se transfirieron las proteinas a una membrana para western blot. Se marcaron las proteinas Nox1y
GAPDH con anticuerpos comerciales y se reveld la membrana con anticuerpos secundarios conjugados a
fluoréforos de emisidn en el infrarrojo. Se detectd la sefial fluorescente en el equipo Odissey Infrarred Imaging
(Licor).

La deteccién del ARNm de Nox1 en BMDM wt también muestra que el tratamiento con LPSo T.
cruzi durante 24 horas llevan a un aumento en la cantidad del mensajero, Figura 4-12, lo cual es

consistente con la regulacién transcripcional de la enzima descrita en otros trabajos. Cabe
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mencionar que el producto de PCR obtenido fue secuenciado en la UBM del Instituto Pasteur,

confirmando la identidad del fragmento de Nox1.

LPS  T.cruzi T.cruzi

Ctl 24 h 2h 24h Figura 4-12. Expresion de ARNm de

Nox1. Se realizd la extraccién de ARN

500- total a través de un kit comercial
400- (Invitrogen) a partir de lisados de
macréfagos incubados con LPS (4

300 pug/mL) o T. cruzi (5:1) por 24 horas.
— — Nox 1 Luego se gener6 el ADN copia por retro-

200 transcripcion in vitro y finalmente se

amplificéd un fragmento de la secuencia
codificante de Nox1 por PCR tradicional.
Tamano esperado del fragmento:237pb

100

Como estrategia para evaluar el rol que tiene la induccion de la Nox1 durante la infeccion con T.
cruzi se buscé silenciar la expresién de la proteina por la técnica de pequefios ARNs de
interferencia (siRNA). La metodologia se basa en el sistema de interferencia propio de las células,
donde un ARN doble hebra es procesado en fragmentos pequenos por la proteina Dicer. Luego
dichos fragmentos son reconocidos por el complejo RISC que remueve una de las hebras.
Finalmente, es la cadena anti-sentido la que se une al ARNm blanco y guia su degradacién por
el complejo RISC (195). En particular, se trabajé con dos tipos de siRNA comerciales (Stealth
siRNA y Silencer Selected siRNA de Invitrogen) y dos estrategias para la incorporacion del acido
nucleico en el citoplasma de las células (lipofeccién y electroporacion). Sin embargo, no fue
posible disminuir la expresidn de la enzima significativamente tanto en macréfagos de médula
6sea como en J774A-1 (datos representativos en Figura 4-13). Los niveles de Nox1 se estudiaron
a nivel de la proteina y del ARNm. Como control de la transfeccién se utilizé un siRNA no
codificante conjugado a un fluoréforo (Silencer™ Cy™3-labeled Negative Control siRNA) que
permite seguir la incorporacién en las células mediante microscopia de fluorescencia. Si bien se
observa que la mayoria de las células contienen el acido nucleico marcado, esto no se vio
reflejado en la eficiencia del silenciamiento de la proteina de interés. A su vez, se vario la
concentracién de silenciador utilizado, la concentracién de agente de lipofeccion, las
condiciones de electroporacion, pero sin obtener mayor éxito. Incluso se varié el momento de

la transfeccién de los BMDM, realizdndose inmediatamente después de la extraccion de las
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células o luego de su diferenciacidon a macréfagos y también antes o después de la induccién con

LPS.

C
100 KDa
Nox1 70 KDa
55 KDa
Actina
40 KDa

Figura 4-13. Silenciamiento de Nox1 en macréfagos BMDM. Macréfagos de médula dsea (2.5 x 106) luego de
7 dias de diferenciacion fueron re-suspendidos en medio Optimem y electroporados (125 V, 200 Q, 50 uf) con
50 pmoles totales de 3 siRNA diferentes del sistema Stealthy (siRNA 1, 2 y 3) y un siRNA control negativo
fluorescente (Cy3*). Luego las células se cultivaron en placas de 6 pocillos y tras 24 horas se cambio el medio
y se observo la fluorescencia del cultivo (panel A). En ese momento se agregd LPS (4 ug/ml) y a las 48 horas
desde la transfeccidn se evalud la expresidn de Nox1 por western blot (panel C). En otro experimento similar,
pero utilizando ademas otro siRNA del sistema Silencer Selected (SS), se evalud el silenciamiento por RT-PCR
(panel B).

e) Produccién de ONOO™ en BMDM:s derivados de ratones gp91°P"o*-/-

La produccion de ONOO™ en macroéfagos capaces de generar 02"~y "NO en forma simultdnea ha
sido extensamente estudiada en nuestro laboratorio. La deficiencia en una de las enzimas

responsables de estas especies induce a pensar que no se formara ONOO™ en estas células.

La detecciéon de ONOO" en sistemas bioldgicos ha sido siempre un desafio desde que se evidencié
su relevancia in vivo, ya que su medida directa en ese tipo de entornos no es posible. Por otro
lado, la gran reactividad del ONOO" con distintos blancos presentes normalmente en cualquier
célula o fluido bioldgico hacen que su cuantificacidn sea dificultosa. Tradicionalmente, se han
desarrollado sondas fluorescentes (o luminiscentes) que al reaccionar con ONOO" forman una
especie estable y detectable por fluorimetria. La mayoria de estas estrategias se basan en la
reaccion entre los radicales derivados del ONOO™ (*OH, COs™ y *NO>) con sondas fluorogénicas,

como es el caso de la dihidrorodamina (DHR) y DCFH; entre otras, ampliamente usadas en el
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campo del estudio de los oxidantes (185). La gran desventaja que presentan estos métodos es
que otros radicales que se forman normalmente en procesos bioldgicos pueden llevar a cabo las
mismas oxidaciones e interferir con la deteccion (124). Sin embargo, en la ultima década han
surgido nuevas moléculas capaces de reaccionar directa- y selectivamente con ONOO", como
son los derivados boronados. Los ésteres o acidos bordnicos son grupos electrofilicos que
presentan una gran reactividad hacia nucledfilos como los peréxidos HOO", ClIO"y sobre todo
ONOO" (192,196,197). Un tercer grupo de sondas desarrollados mas recientemente son los
acidos borinicos, que han demostrado reaccionar rapidamente con H,O, y son compuestos

prometedores para su uso en la deteccién de ONOO—(198).

En particular en este trabajo se realizaron ensayos con el boronato de cumarina (CBA), sonda
que reacciona rapidamente con ONOO™ (1.1 x 10° M1s?) y lo detecta en forma selectiva (179),
permitiendo evidenciar formacién de ONOO™ en macréfagos gp91°°*-/-. Cuando estas células
son activadas luego de una incubacién prolongada con LPS se evidencia oxidacion de la sonda
(Figura 4-14.A). Esta sefial se inhibe completamente en presencia de un inhibidor de Ila
formacién de °*NO, lo cual demuestra que la oxidacidn de la sonda es dependiente de ONOO™.
Indirectamente estos resultados confirman la presencia de O,°~ en macréfagos sin Nox2, ya que
este es un precursor necesario para la oxidacién de las sondas derivadas de boronato. Cabe
destacar que la velocidad de formacién de ONOO™ es un orden de magnitud menor en los
macroéfagos gp91°1°%-/- con respecto a los wt (Figura 4-14.B), lo que coincide con las diferencias

determinadas en la formacién de O,°~ con el DHE en la seccidon anterior.
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Figura 4-14. Formacion de peroxinitrito en macréfagos gp91rhox-/-. A) Macrdfagos gp91Phox-/- fueron
tratados con LPS (4 pg/mL) durante 24 horas. Luego se agregaron inductores de la iNOS (IFNy 400U/mL,
LPS 8 pg/mL) por 4 horas. Finalmente se activd con PMA en presencia de CBA (100 uM) y se siguid la
fluorescencia en el fluorimetro de placas (Aexc=330 nm; Aem=450 nm) En una de las condiciones se agregd
el inhibidor amino-metil-piridina (100 uM).B) Macréfagos wt y gp91rhox-/- fueron tratados igual que en A)
y se evalud la oxidacion de CBA de la misma forma.
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En definitiva, los macroéfagos obtenidos de ratones deficientes de la subunidad catalitica de Nox2
y de la iNOS son buenos modelos para estudiar la relevancia de la formacion de cada uno de los
oxidantes en la respuesta tipica del macrdfago durante su activacion farmacoldgica o la infeccion
con T. cruzi, ya que la deficiencia en una de estas especies no afecta la produccion de la otra. Por
otro lado, se evidencié que los macréfagos gp91°"*-/- conservan una minima capacidad de
formar O,"~ (y ONOO™), dependiente de otra isoforma de Nox que se induce frente a estimulos
prolongados con agonistas de TLR-4, pero que no alcanza los niveles alcanzados por la Nox2 en

macrofagos wt.

II. Rol del 0;°~ y el °NO en la infeccion de macrofagos
por T. cruzi

En lainfeccion de macréfagos por T. cruzi, la formacion de ONOO™ dependiente de la produccion
de O, por parte de la Nox2 y de *NO por la iNOS, es responsable de disminuir en un 60% el
numero de amastigotas que se encuentran 24 horas después de realizada la infeccidn. La
modulacién farmacoldgica de las enzimas confirma que la condicién de mayor toxicidad sobre
el parasito implica la produccién de ambas especies en forma simultdnea. Asimismo, el control
de la infeccidn varia con la cepa de parasitos ya que el contenido de enzimas antioxidantes es
variable. En la infeccidon con parasitos sobreexpresantes de la peroxirredoxina citosodlica (Cpx),
enzima capaz de detoxificar el ONOO™, la activacion de los macréfagos no lleva a una
disminucién de la infeccién, en acuerdo con que la toxicidad depende de la formacién de

ONOO—(158).

En este trabajo se utilizaron principalmente dos cepas de T. cruzi, originalmente aisladas y
descriptas a partir de fuentes diferentes. Se trata de la cepa Dm28c, perteneciente al DTU | de
T. cruzi, aislada en primer lugar en zariglieyas en Venezuela; y por otro lado la cepa hibrida CL-
Brener, de origen brasilefio, perteneciente al grupo (DTU) VI con transmision mayormente

domeéstica y aislada de vinchucas (149).
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a) Infeccion de macrdéfagos iNOS-/-

La induccion de la iNOS provoca un aumento de la produccién de *NO y como consecuencia un
mayor control de la infeccion por T. cruzi, lo cual se relaciona directamente con la formacién de

peroxinitrito en este contexto (158).

La infeccidn con T. cruzi en macrofagos iNOS-/- muestra que existe un aumento de casi 4 veces
en la proliferacion de parasitos con respecto a lo que se observa en los wt (Figura 4-15.A). A su
vez, la reconstitucidn del fenotipo salvaje por adicidon de una fuente externa de *NO, genera una
reduccion en el nimero de parasitos dentro de las células (Figura 4-15.B). Esto confirma los
resultados obtenidos previamente por nuestro grupo con otras estrategias y recapitula lo
reportado en la literatura para la infeccidn in vitro e in vivo (158,163,171,199), que muestran
gue el *NO tiene un rol citotéxico muy importante en la respuesta a T. cruzi, ya sea actuando

directamente o a través de la formacién de especies derivadas (como el peroxinitrito).
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Figura 4-15. Infeccién de macréfagos iNOS-/- con Trypanosoma cruzi. A) Macréfagos de médula
Osea de ratones wt e iINOS-/- plaqueados en portaobjetos fueron tratados con IFN-y (400 u/mL) y
LPS (8 ug/mL) por 5 horas y luego se incubaron con tripomastigotas de T. cruzi CL-Brener en relacién
5:1 (parasitos:macroéfagos) durante 2 horas. Se lavd para retirar los parasitos no internalizados.
Luego de 24 h se fijo el cultivo con formaldehido y se tifieron los nucleos con DAPI para determinar
el indice de infeccidn por microscopia de epifluorescencia. B) Macréfagos de médula sea iNOS-/-
sin tratar o estimulados con IFN-y y LPS fueron infectados como en A). En una de las condiciones se
agrego el dador de "NO NOC18 (10 uM). Los resultados se expresan en términos de parasitos
intracelulares cada 100 macréfagos. * = p<0.05

b) Infeccion de macréfagos gp91°Pr*-/-

Como se muestra en la Figura 4-16, la deficiencia de la enzima Nox2 también provoca una falla

en el control de la infeccidn por T. cruzi in vitro tanto con la cepa CL-Brener como Dm28c. Se
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Figura 4-16. Infeccion de BMDM con Trypanosoma cruzi. Macrofagos de médula dsea de ratones de cepa salvaje y
gp91rhox-/- plaqueados en portaobjetos se incubaron con tripomastigotas de T. cruzi CL-Brener o Dm28c en relacién
5:1 (parésitos:macrdfagos) durante 2 horas. Luego se lavé para retirar los pardsitos no internalizados y se mantuvo
el cultivo en estufa por 24 horas adicionales. Finalmente se fijo el cultivo con formaldehido y se tifieron los nucleos
con DAPI para determinar el indice de infeccidon por microscopia de epifluorescencia. A) Imagen representativa de la
infeccion donde se ven los nucleos de macréfagos y parasitos en azul. Las flechas indican algunos de los parasitos
intracelulares. B) Resultados expresados como cantidad de amastigotas cada 100 macréfagos. C) Resultados en
términos de proporcién de macréfagos que contenian al menos un parasito. * = p<0.05.

observa un aumento en el nimero de
macroéfagos infectados, y en el nimero
de parasitos totales en relacidn al de
macroéfagos, que es entre 2 y 3 veces
mayor en macréfagos gp91P'°*-/- con
respecto a los wt. Estos datos
evidencian la importancia de la enzima
Nox2 en la respuesta citotdxica del
macréfago. Cabe destacar que los
efectos observados luego de 24 horas
de infeccidn, no se deben a cambios en

el proceso de invasidn, porque luego
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Figura 4-17. Invasién de T.cruzi en BMDM wt y gp91rhox. /-,
Macréfagos de médula dsea de ratones wt y gp91prhox-/-
plagueados en portaobjetos se incubaron con tripomastigotas
de T. cruzi Dm28 relacion 5:1 (parasitos:macrofagos) durante
2 horas. Luego se lavd para retirar los parasitos no
internalizados y se fijo el cultivo con formaldehido y se tifieron
los ntcleos con DAPI para determinar el indice de infeccién por
microscopia de epifluorescencia.

wt gp91l
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tripomastigotas no se observan diferencias significativas en el numero de parasitos
intracelulares (Figura 4-17). El aumento en el nimero de amastigotas en el cultivo de
macréfagos gp91°o*-/- después de 24 horas se asocia, por lo tanto, a una mayor sobrevida del
pardsito dentro de la célula. El mismo patrén se obtuvo cuando se infectaron macroéfagos
peritoneales de ratones deficientes en Nox2, con un aumento aun mayor del nimero de
pardsitos por célula (Tabla 4.2), lo cual constituye un control importante, dadas las diferencias

gue pueden existir entre los macroéfagos de distintos tejidos.

Tabla 4.2. Infeccion de macréfagos
peritoneales con Trypanosoma cruzi. Se
obtuvieron macrofagos de lavado peritoneal de
ratones de cepa salvaje y gp91rhox-/- y se
incubaron con tripomastigotas de T.cruzi
wt 125+2 Dm28c en relacion 5:1 (parasitos:macroéfagos)
durante 2 horas. Luego se lavo para retirar los
parasitos no internalizados y se fijo el cultivo 24
gp91””°"-/- 97+3 horas después. Se tifieron los nlcleos con DAPI
y se contabilizé el n° de amastigotas cada 100
macroéfagos por microscopia de

epifluorescencia.

T.cruzi/100 macréfagos

La susceptibilidad aumentada que se observa en macréfagos gp91°"*-/- es consistente con lo
que ocurre con otros modelos de infeccién por patégenos. Sin embargo, los resultados se
contraponen a algunos trabajos publicados en los Ultimos afios como se discutid en la seccidon

“Antecedentes”.

Dado que los resultados obtenidos con los macréfagos iNOS -/- son congruentes con los reportes
disponibles en la literatura, se decidié profundizar en la infeccién en la cepa gp91°"*-/-, con el
objetivo de aportar datos sobre el rol del estallido respiratorio en la infeccién aguda por T. cruzi

en el contexto de una aparente controversia en este aspecto.

¢) Reconstitucién del fenotipo wt en BMDM gp91P"°*-/- e infeccién con

T. cruzi

En el modelo celular de infeccién de macréfagos con T. cruzi, se determiné que la ausencia de la
subunidad catalitica de Nox2 resulta en un control deficiente de la infeccidn. Para descartar la
posibilidad de que la modificacidon genética en los macréfagos gp91°'°*-/- tenga otro efecto

adicional a la pérdida de la capacidad de formar O,°~ intrafagosomal, se procuré recomponer el
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fenotipo salvaje en los BMDM gp91°"*-/- mediante el agregado de una fuente exdgena de 0,"~

dentro del fagosoma durante la infeccion por T. cruzi y evaluar el efecto sobre la infeccién.

Para la reconstitucidn se desarrollaron dos estrategias experimentales. En la primera se utilizé a
la enzima xantina oxidasa (XO), la cual cataliza la oxidacidn de xantina a acido urico, generando
H,0,y O, . Para lograr localizar la produccion de O,°~ en el interior del fagosoma, de forma de
simular lo que ocurre durante la activacién de Nox2, los tripomastigotas fueron incubados con
la enzima procurando que la proteina se adhiera a la superficie del pardsito. Finalizada la
incubacioén, los parasitos fueron lavados para retirar el exceso y fueron usados para la infeccion
de macréfagos. Para determinar la produccion de 02~ se midid la actividad enzimatica en la
suspension de XO antes y después de incubar con los tripomastigotas. Esta medida determind
gue la suspension de parasitos preserva aproximadamente el 50% de la actividad original de la
suspension (5 x 10 mol de 0~ /min). Considerando el nimero de tripomastigotas y
asumiendo una distribucion homogénea de la enzima, se puede estimar una actividad de
formacion de 0,"~ de 2.6 x 10'*® moles/min por tripomastigota. Este flujo de O,"~ estd en el
orden de lo que puede formar un macréfago wt por fagosoma si tomamos en cuenta la velocidad
determinada por oxidacion de DHE (Tabla 4-1) y asumimos un promedio de 3 fagosomas por
célula (~1x10® moles de 0,"~/fagosoma). Finalmente, se realiz6 la infeccidon con estos
tripomastigotas en los BMDM por dos horas y luego de cambiar el medio se agregé el sustrato
de la enzima (xantina). La presencia de XO disminuyé el indice de infeccién (evaluado a las 24
horas) en los BMDM gp91°P"*-/-, recuperandose parcialmente el control de la infeccién que
presentan los BMDM wt (~60%, Figura 4-18). De esta manera, se reafirma la importancia de la

formacién de O,°~ en la respuesta a la infeccién por T. cruzi.

Figura 4-18. Reconstitucion del 0~

* intrafagosomal durante la infeccion por T. cruzi en

BMDM gp91rhox./- A una suspension de 1,8 x 107

tripomastigotas/mL se le agregd la enzima XO (150

mU/ml) y se incubd durante 20 min. Se lavéd el

1001 exceso con PBS y luego se realizé la infeccidn en los

BMDM durante dos horas. Tras retirar los pardsitos

no internalizados se agregd medio de cultivo

conteniendo xantina (150 pM). Se evalud el

resultado de la infeccién a las 24 horas contando

nlcleos de macrofagos y parasitos tefiidos con

wt - X0 + X0 DAPI. “**” indica diferencia significativa con
respecto a “*” con p<0.05.
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La segunda estrategia usada en el presente trabajo como prueba de concepto, fue la de
recomponer el fenotipo salvaje de los macréfagos introduciendo el gen de gp91°"° a través de
vectores lentivirales. Antecedentes del grupo de Didier Trono, quienes desarrollaron un método
para restituir la actividad NADPH oxidasa en fagocitos de ratones con la mutacién X-CGD. En
esos trabajos, los autores transfectan células pluripotenciales de médula ésea con vectores
lentivirales conteniendo la proteina gp91°"* y/o GFP como gen reportero y luego realizan un
trasplante de médula 6sea a ratones X-CGD, logrando un nivel considerable (40-50%) de
recuperacion de actividad NADPH oxidasa en granulocitos y macréfagos circulantes (187). En
vista de esos resultados, se adaptd la estrategia al modelo de BMDMs, determinando que la
transfeccion es mas eficiente si se realiza durante el periodo de diferenciacién de las células de
médula ésea a macréfagos y con una suspensidon de particulas lentivirales concentradas por
ultra-filtracion. Esto se determind utilizando lentivirus que ademads de la proteina gp9l,
codifican para GFP y de esta manera, puede seguirse la incorporacion del material genético por
medio de la fluorescencia (Figura 4.19). En las condiciones mencionadas, aproximadamente un
60 % de los BMDM gp91P°*-/- presentan sefial fluorescente, indicando que la mayoria expresan
la proteina reportera

codificada en el vector.

A su vez, es posible

detectar la expresion del pLVgpS1F
ARNm de Nox2 (Figura 4-

20.A) en macréfagos

transfectados con el |

pLV.gp91rhox.GFP

vector lentiviral

pLV.gp91Po*  (187). Se

utilizé la técnica de PCR

Figura 4-19. Transfeccion de particulas lentivirales en BMDM.

Macréfagos de médula dsea (2x10° células) fueron incubados con 100 pL

de particulas lentivirales concentradas pLV.gp91rhox-/- o pLV.gp91rhox-/-

.GFP desde el dia 2 post extraccion hasta el final del periodo de

relativa la expresion diferenciacion (7 dias). Luego se analizé la fluorescencia de GFP en un
microscopio de epifluorescencia.

en tiempo real para

cuantificar de forma

gp91°h* pero por este
método no se
encontraron diferencias significativas en la expresion del mensajero en los macréfagos tratados
o no con el vector lentiviral, si bien se observa un pequefio aumento (Figura 4-20.B). No ha sido
posible evaluar hasta el momento la expresion y localizacidén de gp91 por no disponer de buenos

anticuerpos comerciales para la deteccién de la proteina por western blot o inmunocitoquimica.
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Figura 4-20. Expresion del ARNm de gp91rhox, Macréfagos de médula dsea (2x107) en proceso de diferenciacion
(2 dias post extraccion) fueron incubados con 200 plL de una suspension de vectores lentivirales conteniendo el
gen gp91rhox Luego 5 dias (dia 7 post extraccion) se evalud la expresion del ARNm por PCR convencional (A)
utilizando primers especificos para gp91°P"ox y por PCR en tiempo real (B).

Por otro lado, se evalud la actividad NADPH oxidasa indirectamente mediante la oxidacion de
Amplex Red y se vio que estas células recuperan parcialmente la capacidad de formar O," tras
la activacién con PMA, aunque en niveles mucho menores que los macréfagos wt (~35 veces
menos, Figura 4-21. Ay B). Consistentemente con los niveles bajos de actividad Nox2 obtenidos,
existe una leve recuperacion de la capacidad de controlar la infeccidn por T. cruzi (Figura 4-21.C)
y una vez mas, permite relacionar la formacién de O,°~ intrafagosomal con la citotoxicidad sobre
el parasito. Luego de probar diferentes condiciones para optimizar la expresion del gen gp91P">
a través de los vectores lentivirales no fue posible aumentar la actividad Nox2 en los BMDM. En
el trabajo de Barde et al, donde se desarrollan y describen los vectores lentivirales con gp91°ho
también hay una discordancia entre el nimero de células (granulocitos y macréfagos) GFP-
positivas y las que son capaces de producir especies reactivas (medido como oxidacién de DHR).
Es decir que la expresion y/o la funcionalidad de la proteina gp91 probablemente sea menor que
la del gen reportero. Esto podria explicarse por plegamiento y/o localizacion incorrectos de la
subunidad catalitica de Nox2 o bien alteraciones de fenédmenos de sefalizacion en las células KO
que impidan la activacion del complejo. Cabe destacar que la relacién particulas
lentivirales:macréfagos utilizada en este trabajo se ajusta a lo recomendado para este tipo

celular(188).
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d) Liberacién de amastigotas en cultivos de macréfagos gp91°ho*-/-

infectados con T. cruzi.

La infeccion de T. cruzi a nivel celular involucra las siguientes fases: 1) infeccion por
tripomastigotas, 2) escape de la vacuola parasitéfora, 3) diferenciacion en amastigota 4)
multiplicacion de la forma amastigota, 5) diferenciacion a tripomastigotas, 6) lisis de la célulay
liberacion al medio extracelular donde podrdn infectar nuevas células. En las infecciones in vitro,
puede observarse la aparicidn de tripomastigotas en el sobrenadante de cultivo debido a la lisis
celular luego de 4-10 dias (dependiendo del tipo celular, el inéculo, etc.). En experimentos de
infeccion a macréfagos de médula dsea gp91P"°*-/- observamos que luego de 6 dias de la
infeccién se observan mayoritariamente formas amastigotas extracelulares, mientras que en el
sobrenadante del cultivo de macréfagos wt son tripomastigotas (Figura 4-22). Esta observacién
podria explicarse por al menos 2 factores: que la ausencia de O,"~ lleve a un defecto en la
diferenciacidn a tripomastigotas y por eso no se complete el proceso o bien que la proliferacion

masiva de los parasitos intracelulares lleve a una lisis celular prematura, antes de que la
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diferenciacidon se haya producido. También se sabe los amastigotas son capaces de infectar

células localmente y perpetuar asi la infeccién en los tejidos (200,201). Esta caracteristica puede

tener implicancias en la diseminacién de la infeccién en los tejidos in vivo.
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Figura 4-22. Liberacién de amastigotas en macréfagos gp91rhox-/- infectados con Trypanosoma cruzi.
Macrdéfagos de médula 6sea wt y gp91rhox-/- fueron incubados con pardasitos de la cepa CL-Brener durante 2 horas
en relacion 5:1 y luego se lavé para retirar los pardsitos no internalizados. Luego de 6 dias de cultivo se colecté el
sobrenadante y se contabilizaron los parasitos extracelulares en el microscopio invertido con un aumento de 400X.
A) Imagen representativa de los cultivos de macréfagos luego de 6 dias de infeccidn (flechas normales indican
tripomastigotas, fechas redondas indican amastigotas. B) Cuantificacion de los parasitos extracelulares en cdmara

de Neubauer. * y ** = p<0.05.

e) Induccion de Nox1 durante la infeccion por Trypanosoma cruzi

Para evaluar la participacidn de la Nox1 en el control de la infeccidn se indujo su expresidn previo

a la infeccion. Para ello, se tratd a los macréfagos con LPS 24 horas antes de infectar con los

tripomastigotas. Sorprendentemente, la induccidn previa de Nox1 en lugar de resultar en una

disminucién del nimero de pardsitos, genera un aumento. Este fendmeno se observa tanto en

macréfagos wt como gp91°"°*-/- como se puede apreciar en la Figura 4-23. Incluso en

condiciones donde se activd también la iNOS (datos no mostrados), el tratamiento con LPS 24

horas previas a la infeccion provocé un aumento marcado en el nimero de parasitos por

macroéfago cuantificado luego de 24 horas de infeccion. Es decir, que el aumento de actividad

de la Nox1 en lugar de colaborar en la eliminacidn del parasito, estaria actuando favoreciendo

la multiplicacion de T.cruzi.
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Figura 4-23. Infeccion en macréfagos wt y gp9lrhox-/-
induciendo previamente la Nox1. Macrofagos de médula
Gsea fueron incubados durante 24 h con LPS (4ug/mL) y luego
infectados con T.cruzi (Dm28c) en una relacion 5:1. Se evalué
el resultado de la infeccion luego de 24 h contando el nimero
de nucleos de parasitos y de macréfagos tefiidos con DAPI. *
y **=p<0.05

Si bien la exposicién a LPS puede
tener otros efectos sobre los
macréfagos, nuestra hipdtesis para
explicar estos resultados es que la
produccién de dosis sub-letales de
0,"~ por Noxl y su consecuente
dismutacién a H,0,, podria tener un
efecto pro-proliferativo en T.cruzi.
Esta propiedad pro-proliferativa de
pequeiias concentraciones de H,0,
se ha observado en un gran nimero
de tipos celulares incluidos los

tripanosomas (202,203).

En este sentido, estudiamos el

efecto del H,0; en la forma replicativa de T.cruzi, los epimastigotas. Para ello, se expuso a la

forma replicativa de T. cruzi, los epimastigotas, a dosis entre 0 y 100 uM de H,0, durante una

hora y luego se evalud su proliferacién por varios dias. Para este estudio se utilizaron distintas

cepas con diferentes niveles de infectividad y de contenido de enzimas antioxidantes (CL-Brener,

Dm28, CPX, MPX).

Las dosis entre 5-30 uM resultaron pro-proliferativas para los epimastigotas de todas las cepas,

mientras que dosis mayores a esos valores fueron tdxicas para estos parasitos (Figura 4-24).
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Figura 4-24. -Exposicion de
epimastigotas de CL-Brener a
H,0,, Epimastigotas en una
densidad de 3x10%/ml fueron
tratados con distintas
concentraciones de H,0, (0, 5, 10,
20, 50 y 100 puM), luego se lavaron
y fueron cultivados en una
densidad inicial de 1x10%/ml. El
crecimiento de cultivo se analizd

9 por espectrofotometria, midiendo
100 turbidez a 600 nm. En el grafico se

muestra la turbidez alcanzada en
cada cultivo al dia 6.
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El flujo de H,0; “umbral” (a partir del cual se observo
toxicidad) fue diferente para cada cepa de parasito, lo
cual probablemente esté relacionado con el contenido de
enzimas antioxidantes de cada uno. Frente a una mayor
capacidad para detoxificar H,0,, se requiere mayor
concentracién para observar dafio (Tabla 4-3). Para
evaluar si la presencia de bajas concentraciones de H,0,
favorece la  proliferacion de los amastigotas
intracelulares, se realizaron infecciones en macréfagos
gp91P'*-/- en presencia de flujos exdgenos de esta

especie. Se utilizd la enzima glucosa oxidasa como fuente

Tabla 4-3. Dosis maxima de Hz0:
que tiene efecto pro-proliferativo
para distintas cepas de T. cruzi.

Cepa H:0:

CL-Brener 10 puM

Dm28c 20 pM
CPx 30 uM
MPx 20 pM

guimica de H,0; variando la concentracion de proteina para regular el flujo. En la figura 4-25

puede observarse que un flujo de H,0, de 10 0 30 nM/min durante el periodo de la infeccidn (2

251
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Figura 4.25. Infeccion de macréfagos gp91rhox-/- con T. cruzi
en presencia de un sistema dador de H,0,. Macréfagos de
médula désea (2x10°) fueron infectados con tripomastigotas
Dm28 en presencia de distintas concentraciones de glucosa
oxidasa para generar flujos de H,0, entre 0 y 50 nM/min.
Luego de 2 horas de incubacion se lavo el exceso de parasitos
y enzima. A las 24 horas se evalud el indice de infeccion
tifiendo los nucleos con DAPI.

horas) lleva a un aumento del numero de
amastigotas  detectados 24 horas
después. En cambio, que un flujo de 50
nM/min no tiene ese efecto pro-

proliferativo sobre el pardsito.

En definitiva, es posible que la formacion
de Oy~ y H,0; en bajas concentraciones
por la Nox1 en forma sostenida, luego de
transcurrido el estallido respiratorio,
pueda contribuir a la proliferacion de los
pardsitos que sobreviven al ataque

oxidativo del fagosoma en estas células.

La infeccion de macrofagos deficientes en las enzimas iNOS y Nox2 permitieron demostrar la

importancia de estas enzimas en el control de proliferacion de T. cruzi. Es importante destacar

que el papel del 0,°~ derivado de Nox2 ha sido cuestionado en la literatura, por lo que las

evidencias presentadas suman argumentos en favor del rol de esta especie en el contexto de la

infeccion de macrdfagos por T. cruzi. La reconstitucion genética y bioquimica de la actividad

Nox2 en macréfagos gp91P"-/- resulté en una recuperacion de la citotoxicidad acorde al nivel

de restauracion del fenotipo. A su vez, se evidencio un vinculo entre la infeccion por T. cruzi y el
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aumento de la expresion de la Nox1. Esta isoforma produce O;°~ en niveles mucho menores que
la Nox2 y esta actividad favorece la proliferacion los pardsitos intracelulares, aumentando la

infeccion.

IIl. Rol de la Nox2 in vivo: infeccion con T. cruzi en el modelo
murino

a) Sobrevida y parasitemia

Para estudiar la relevancia de la formacién de O,"~ por la Nox2 a nivel sistémico en la fase aguda
de la infeccién por T. cruzi, realizamos infecciones en ratones de cepa salvaje y gp91°"-/. La
infeccién fue realizada de forma intraperitoneal, 1x107 tripomastigotas de la cepa Dm28c. El
numero de parasitos utilizado es alto debido a que las cepas se encuentran en cultivo hace varios

afios lo que determina que su virulencia esté atenuada (204).

Las infecciones fueron realizadas en paralelo en las dos cepas de ratdn con una duracién maxima
de 12 dias debido a que los animales gp91”"°*-/- mueren de forma prematura por la infeccion
(Figura 4-26.A). Esto ya habia sido reportado por otros autores (170,171) y resulta esperable por
la deficiencia de una enzima clave en la respuesta inmune innata frente a muchos patégenos
(205,206). Sin embargo, en la determinacion de parasitos en sangre, método clasico para el
seguimiento y evaluacién de la infeccidn con T. cruzi en el modelo murino, no se encontraron

diferencias significativas (Figura 4.26.B).
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Figura 4.26. Infeccién de ratones wt y gp91rhox-/- con Trypanosoma cruzi. Animales de 6-8 semanas de edad
de las cepas C57BI-6J y gp91rhox-/- fueron inoculados con 1x107 tripomastigotas de la cepa Dm28c por via
intraperitoneal. A) Curva de sobrevida representativa. B) Parasitemia. A partir del dia 4 se realiz6 la extraccion
de sangre y conteo de pardsitos en cdmara de Neubauer.
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b) Evaluacion de la carga parasitaria

Para evaluar de otra forma el control de la infeccion por parte de los ratones, determinamos la
carga parasitaria en tejidos de animales infectados mediante la deteccién de ADN de T.cruzi.
Para ello, comparamos 3 juegos de primers especificos reportados en la literatura.
Seleccionamos los que presentaron mayor sensibilidad y especificidad en la PCR de tiempo real,
que amplifican una regidn de ADN satélite del parasito y son ampliamente utilizados con estos

fines (189).

Como se observa en la Figura 4.27, hay un claro incremento de la carga parasitaria en el tejido
cardiaco y musculo esquelético de ratones gp91°"-/- con respecto a los wt. Estos resultados
van en linea con la hipdtesis de que la falta de la actividad Nox2 favorece la sobrevida y
multiplicacion de T. cruzi dentro del hospedero, como se observa en otros modelos de
deficiencia de esta enzima (p47P"°*-/-, tratamiento con apocinina) (172,207). Lo anterior permite
inferir que la formacion de 0"~ es importante en el curso de la respuesta inmune

desencadenada frente a la infeccidn por el parasito.
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Figura 4.27. Carga parasitaria en tejido de ratones infectados con Trypanosoma cruzi. Animales de 8 semanas
de edad de las cepas C57BL/6 y gp91rhox-/- fueron inoculados con 1x107 tripomastigotas de la cepa Dm28c por
via intraperitoneal. Luego de 11 dias se sacrificaron los animales y se aislé tejido muscular esquelético
(cuadricep) y muscular cardiaco. Se realizé la extraccion de ADN con el reactivo DNAzol (Life technologies) y
luego se cuantificd la cantidad de ADN parasitario por PCR en tiempo real utilizando primers especificos de una
region de ADN satelital de Trypanosoma cruzi en un equipo lllumina. *= p<0.05.
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c) Andlisis de la infeccion por bioluminiscencia in vivo

Otra estrategia utilizada para evaluar el efecto de la deficiencia de Nox2 en la infeccién por T.
cruzi fue visualizacidn in vivo de la invasion de los parasitos en los ratones, lo cual permite
obtener una perspectiva global del animal. Para ello utilizamos una cepa de T. cruzi modificada
genéticamente que expresa una variante de la proteina fluorescente amarilla (mNeonGreen) y
la enzima luciferasa con emisién desplazada hacia el rojo (CL-Luc:Neon), la cual permite detectar
los principales focos de infeccidn en el animal ya sea por fluorescencia o mediante la inyeccion
de luciferina y posterior deteccion de bioluminiscencia. Esta cepa fue desarrollada y cedida

gentilmente por el Dr. Martin Taylor (176).

La infeccidn con estos parasitos se realizd en la Unidad de animales transgénicos y de
experimentacion del Instituto Pasteur de Montevideo en colaboracion con el Dr. Marcelo Comini
y el Dr. Diego Benitez del Laboratorio de Biologia Redox de Trypanosomas. Se trabajé con grupos
de 5 ratones y se inocularon 1 x 107 tripomastigotas de CL-Brener LucNeon a cada ratén, de
forma intraperitoneal. A partir de las 24 horas post infeccién y durante 10 dias (a intervalos de
48 o 72 h) se realizé el analisis de la bioluminiscencia in vivo en un equipo que permite la
adquisicion de datos de luminiscencia, radiografia de rayos X y reflectancia de hasta 5 ratones a
la vez (Bruker, In vivo Xtreme). En la Figura 4-28.A, se muestran las imagenes de luminiscencia
superpuestas con las radiografias de rayos X de los ratones wt y gp91°"**-/- en los dias 3, 5, 7 y
10 post- infeccidn y en la Figura 4-28.B la cuantificacién de la sefial de cada ratén. Los animales
presentan una localizacion principalmente abdominal de la infecciéon, aunque en algunos
individuos se ve una invasion generalizada. Puede observarse que la intensidad de la sefial
aumenta en el grupo wt hasta el dia 5 (coincidente con el pico de parasitemia, Figura 4-26) y
luego empieza a disminuir notoriamente, mientras que en los gp91°P"*-/- permanece elevada.
Esto indica un control deficiente de la infeccion por parte de los animales KO, lo que estd en
linea con la muerte de los animales a partir del dia 10 post infeccidn (al dia 11 post infeccion
habian muerto 3 animalesy los otros dos fueron sacrificados por su grave estado), al tiempo que
los wt sobrevivieron a todo el experimento. El dia 11 post infeccion se realizo la visualizacidon de
la luminiscencia de los drganos ex vivo en un animal de cada grupo. En este andlisis (Figura 4-
29) puede verse que en los gp91°P"*-/- se distingue sefial bioluminiscente en todos los tejidos
extraidos, pero principalmente en bazo, tejido adiposo y tubo digestivo. A su vez puede verse
claramente la diferencia de intensidad de la sefial entre las cepas, lo cual se relaciona con la
mayor invasiéon de parasitos en los ratones KO, en linea con los resultados obtenidos por PCR en

tiempo real.
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Figura 4-28. Analisis de bioluminiscencia in vivo en ratones infectados con T. cruzi CL- Luc:Neon. Los ratones
wt y gp91rhox-/- (5 animales por grupo) fueron inoculados con 1x107 tripomastigotas de cultivo via
intraperitoneal. A partir del dia 3 se registrd la bioluminiscencia in vivo en un equipo In vivo Xtreme Bruker tras
la inyeccién de luciferina (150mg/Kg) intraperitoneal bajo anestesia. A) Imagenes adquiridas acumulando 5
minutos de exposicion. B) Aumento relativo de la intensidad total de luminiscencia de cada ratdn con respecto
al dia 3. *=p<0.05.

Como se ve en las imagenes de bioluminiscencia de los animales de cepa salvaje, luego del pico
de parasitemia, los animales comienzan a controlar la infeccidn y la seiial disminuye. Mientras
que en los animales gp91°P"*-/- alin en el dia 10 se observa una sefial bastante generalizada. Por
otra parte, llama la atencién la gran colonizacion hallada en el bazo en los animales KO, siendo
el principal sitio de infecciéon al dia 11. Gracias a la expresidn del reportero mNeonGreen, fue
posible determinar la fluorescencia proveniente de T. cruzi en el lisado total del bazo,
constatandose la diferencia de sefial en este érgano entre las dos cepas de ratones, con un valor
casi 10 veces mayor en la cepa KO. (Figura 4-30). Esto es interesante, ya que algunos autores

proponen que el colapso del bazo es la causa de la muerte en animales infectados con cepas
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Figura 4-29. Bioluminiscencia ex vivo en tejidos de ratones wt y gp91rhox-/- infectados con T.cruzi CL-Brener.
Luego de 11 dias post infeccidn, se selecciond un ratdn de cada grupo para la visualizacién ex vivo (tercer ratén en
las imagenes de cada grupo, dia 10, figura 4-28). Se inyectd luciferina via IP 150 mg/Kg y luego de 7 min se sacrificd
al animal por desangrado a través del corazén bajo anestesia en dosis letal. Finalmente, se disecaron los 6rganosy
fueron dispuestos en una placa de Petri sumergidos en luciferina 0.3 mg/Kg para su visualizacion en el equipo
Bruker, In vivo Extreme II.

virulentas. Se propone que ocurre una destruccidn masiva de macréfagos infectados en el bazo

y la liberacion de factores inflamatorios asociados llevaria al colapso del animal (208).

Es llamativo que a pesar de la mayor carga parasitaria detectada en los tejidos de ratones

25017 Figura 4-30. Parasitismo en bazos de ratones
© * wt y gp91rhox./- 10 dias post infeccidn, se
aislo el bazo de ratones infectados con la
cepa Cl-Luc:Neon. Tras la disrupcidon
mecanica del tejido se obtuvo una
suspensioén con la totalidad de las células del
tejido. Se cuantificé la fluorescencia (Aexc=485
nm; Aem=520 nm) en un lector de placas y se
normalizé por la cantidad de proteinas
determinada por el método acido

50

wt gp9 1phox-/- bicinconinico.

gp91°hox-/- infectados, la parasitemia sea similar a la de los animales wt. Si bien este indicador
se usa generalmente para evaluar el curso de la infeccidn, la parasitemia no reflejé el grado de
invasién a nivel tisular en este caso. Los resultados que se muestran en la Figura 4-22 podrian
explicar por qué no hay mayor cantidad de tripomastigotas circulantes en los animales KO, ya
que se observa que existe liberacién de amastigotas a partir de macréfagos gp91°"°*-/-, capaces
de infectar localmente las células vecinas. La ocurrencia de este fendmeno in vivo podria
determinar una gran invasién de los tejidos, sin que exista un importante aumento de

tripomastigotas en sangre en animales gp91Pox-/-,

Los resultados obtenidos en la infeccién in vivo de ratones gp91P"*-/- demuestran el rol

citotéxico del O>°"en el marco de la respuesta inmune. Como se discutié previamente en la
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seccion 4.11-e, flujos menores de oxidantes como el H,O; tienen efectos pro-proliferativos sobre
T.cruzi (202,203,209), e incluso son capaces de promover un incremento en la expresion de
enzimas antioxidantes (210), confiriéndoles una ventaja durante la infeccion. Sin embargo, los
flujos de formacién de 0,"-, H0;, y ONOO~ que forman los macréfagos en una respuesta
inflamatoria son elevados y resultan en concentraciones muy altas, en particular cuando se
calcula el valor alcanzado en un espacio de volumen reducido como lo es el fagosoma

(26,196,211).

Las observaciones obtenidas en el marco de este trabajo coinciden con antecedentes de
modelos in vivo que reportan la susceptibilidad que confiere a los ratones la deficiencia en la
enzima Nox2 frente a la infeccion por T. cruzi. También se reafirma que no existen diferencias
significativas en las parasitemias durante la fase aguda de la infeccién con respecto a los ratones
wt. Lo novedoso es que se pudo evidenciar un importante aumento en la invasion de los tejidos
en los animales KO con respecto a los de cepa salvaje, lo cual va en linea con la hipétesis de que

los macréfagos gp91°1°*-/- son menos eficientes en su respuesta oxidativa y citotdxica.

Por medio de infecciones in vivo en ratones gp91P"-/-, se pudo evidenciar la marcada
susceptibilidad debido a la ausencia de Nox2 frente a la infeccion por T. cruzi, reflejada en la
mayor mortalidad de este grupo. Por medio de técnicas de biologia molecular e imagenologia in
vivo fue posible determinar la gran colonizacion de tejidos en animales KO. Estos resultados
reafirman la importancia de la formacion de O, en los fagocitos profesionales para controlar

la proliferacion del pardsito.
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5- CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

En este trabajo se caracterizé la formacion de oxidantes en macrdéfagos de médula dsea de
ratones deficientes en las enzimas iNOS y Nox2 y se vio que frente a estimulos cldsicos son
incapaces de formar *NO y O,°~ respectivamente, al tiempo que la deficiencia de una de las
enzimas no impacta en la actividad de la otra. La ausencia de producciéon tanto de *NO como de
02" "en el contexto de la infeccidn por T. cruzi aumenta considerablemente la susceptibilidad de
los macréfagos, un fendmeno que se revierte parcialmente cuando se restaura la formacién de
oxidantes por fuentes exdgenas. De esta forma, demostramos que la respuesta oxidativa de los

macrofagos es muy importante para el control de la infeccién por T. cruzi.

Por otro lado, los macréfagos deficientes de Nox2 conservan una minima capacidad de producir
0.~ cuando se realizan combinaciones de estimulos como el LPS y el PMA. Esta actividad se
observa concomitantemente con un aumento de la expresion de la isoforma Nox1 de la NADPH
oxidasa, reportada anteriormente en macréfagos. Por primera vez se estudié la relacidon entre
esta enzima y la interaccién con T. cruzi, observandose una induccidn de la proteina tras la
infeccidn. Sin embargo, aun resta conocer el rol de esta proteina en la respuesta del macréfago,
ya gque se evidencid que la expresion de la proteina correlaciona negativamente con el control
de la infeccidn. Seria importante profundizar en el estudio del rol de Nox1 durante la infeccidn
y determinar si esta enzima favorece la proliferacién de T. cruzi in vivo, ya que es un aspecto no
explorado de la interaccion con el hospedero vertebrado. Las posibles estrategias para abordar
este aspecto son la evaluacion de la expresidon de la proteina en lavado peritoneal y bazo y

eventualmente realizar infecciones en ratones Nox1-/-.

En el modelo in vivo se pudo demostrar que la Nox2 es un factor clave en el control de la
proliferacién de T. cruzi en ratones infectados, ya que su ausencia conlleva a una mayor
colonizacion de tejidos y a la muerte prematura de los animales. Estos resultados estan en
acuerdo con lo observado en el modelo in vitro de infeccidn por T. cruzi y también en otros
modelos de infeccidon por patdgenos. Sin embargo, hay aspectos que aun requieren mayor
investigacion, como por ejemplo qué factores determinan que las parasitemias de ratones
gp91°hox-/- infectados no sean mayores que las de los animales wt. Algunos indicios obtenidos
en este trabajo, conducen a pensar que podria existir una diseminacion diferente en los ratones
gp91°hox-/-, dependiente de amastigotas que se liberan e infectan localmente sin afectar la

cantidad de tripomastigotas circulantes. En este sentido, es importante estudiar el curso

77



Tesis de Doctorado en Ciencias Bioldgicas-PEDECIBA |Conclusiones y perspectivas

temporal de la diferenciacién y liberacién de los parasitos en macréfagos gp91°"*-/-. Por otro
lado, seria interesante investigar si existe una mayor retencidn de parasitos a nivel del bazo de
animales gp91”"°*-/-, que permita explicar la gran colonizacién de este tejido observada en

animales infectados con T. cruzi.

Por otro lado, es importante comprender qué es en definitiva lo que lleva a la muerte del animal,
un punto aun en discusidn en la literatura. Se plantea evaluar si la proliferacidon descontrolada
del T. cruzi determina que existan diferencias en la respuesta inflamatoria (produccién de
citoquinas, infiltrado inflamatorio, etc.) o si es directamente la invasion de los tejidos por parte

del parasito la que causa el colapso del animal.
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6- PUBLICACIONES
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8- ABREVIATURAS
A

AMPyr: Amino-metil-piridina

B

BHI: medio Brain heart infusion

BMDM: Bone marrow derived macrophage

C

cit ¢3*: citocromo ¢ 3*
CaM: calmodulina

CPX: peroxirredoxina citosdlica de T. cruzi

D

DAPI: 4 ',6-diamidino-2-fenilindol

DCFH;: dihidro-dicloro-fluoresceina

DHE: Di-hidroetidio

DMEM: Dulbecco’s modified Eagle’s medium
dPBS: Dulbecco’s phosphate-buffered solution
DPI: Difenileniodonio

Duox: Dual oxidase

DTU: Discrete typing unit

E
Et*: Etidio

eNOS: Oxido nitrico sintasa endotelial

F

FAD: Dinucledtido de flavina y adenina
FIT-C: fluorescein isothiocyanate

FMN: mononucledtido de flavina

G
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GFP: green fluorescein protein

GAPDH: Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa

H

HRP: peroxidasa de rdbano

IFNy: Interferédn-gamma

IL: Interleuquina

iNOS: Oxido nitrico sintasa inducible
IP3: Inositol 3-fosfato

IRF-1: interferon response factor 1

K

KO: knock out

L

LPS: lipopolisacarido

M

MPX: peroxirredoxina mitocondrial de T. cruzi

MCS-F: macrophage colony-stimulating factor

N

NADPH: Nicotinamida adenina dinucledtido fosfato
NBT: Nitroblue-tetrazolium

NFk-B: Nuclear factor k-B

nNOS: Oxido nitrico sintasa neuronal

NOS2:0xido nitrico sintasa 2 (inducible)

Nox1: NADPH oxidasa 1

Nox2: NADPH oxidasa 2

o)

2-OH-Et*: 2-hidrohietidio
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P

PAMP: Pathogen associated motif pattern
PBS: phosphate buffered-saline

PKC: protein quinasa C

PMA: phorbol myristate acetate

PRR: proline-rich region

R

RPMI: medio de cultivo Roswell Park Memorial Institute

S

SBF: Suero bovino fetal

SH3: Src homology 3

siRNA: short interference ribonucleic acid
SOD: Superdxido dismutase

STAT: Signal transducer and activator of transcription

T

T. cruzi: Trypanosoma cruzi
TGF-B: Factor de crecimiento tumoral B
TLR: Toll-like receptor

TNF-a: Factor de necrosis tumoral a

W

wt: wild type

X

XO: Xantina oxidasa
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