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RESUMEN 

Trypanosoma cruzi (T. cruzi) es un protozoario flagelado causante de la patología conocida como 

Enfermedad de Chagas. Este parásito tiene un ciclo de vida complejo, atravesando varios 

estadios que alternan entre un insecto hematófago que actúa como vector y un hospedero 

vertebrado, como el humano. En el marco de la respuesta inmune innata, los macrófagos son 

uno de los principales tipos celulares en actuar para eliminar al parásito, y dentro de los 

mecanismos citotóxicos de estas células, se destaca la producción de oxidantes como una de las 

herramientas responsables del control de la infección. La fagocitosis de T. cruzi desencadena el 

ensamblaje y activación de la enzima NADPH oxidasa 2 (Nox2), responsable de la producción de 

grandes cantidades de radical aniónico superóxido (O2
•―) hacia el interior del fagosoma y 

durante un tiempo limitado. El ambiente pro-inflamatorio que acompaña la infección es 

responsable, por otro lado, de la producción de óxido nítrico (•NO) debido a la inducción de la 

enzima óxido nítrico sintasa 2 (NOS2). La producción simultánea de estas especies lleva a la 

formación de peroxinitrito así como otras especies derivadas en la vacuola fagocítica. En general 

son oxidantes fuertes capaces de reaccionar con centros metálicos y generar modificaciones 

nitro-oxidativas en proteínas y lípidos que pueden afectar su estructura y función, y se vinculan 

directamente con la toxicidad o muerte celular. En este trabajo, se utilizó como modelo a los 

ratones gp91phox-/-, que no expresan la Nox2 de forma de evaluar el rol del O2
•― durante la 

infección con T. cruzi. En la infección de macrófagos aislados a partir de estos animales se 

evidenció su participación en el control de la infección a nivel celular, resultando en un aumento 

de hasta 10 veces en el número de parásitos por macrófago infectado. La recomposición del 

fenotipo salvaje en estas células, tanto desde el punto de vista bioquímico como genético, 

permitió confirmar la participación de la Nox2 en la respuesta efectora del macrófago. En el 

modelo in vivo de infección, se observó 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 había sido descrito por otros autores. La detección de ADN de T. cruzi en músculo y 

corazón de animales infectados permitió demostrar que en los ratones gp91phox-/- la carga 

parasitaria y por lo tanto la proliferación de los parásitos en los tejidos es mayor. Esta 

observación también fue realizada usando técnicas de imagenología in vivo, para lo que se 

infectó con parásitos que expresan la enzima luciferasa y se midió la bioluminiscencia de los 

animales durante varios días para seguir la evolución de la infección. En suma, los resultados 

obtenidos con el modelo gp91phox-/-, demuestran el rol central del O2
•― formado por la Nox2, en 

el control de la proliferación de T. cruzi. La ausencia de la Nox2 permitió por otro lado evidenciar 

la expresión e inducción en macrófagos de otra isoforma de la NADPH oxidasa, la Nox1, que no 
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había 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 reacción es el mismo, es 

interesante destacar que en ausencia de Nox2, la inducción de la Nox1 durante la infección 

resultó en una proliferación aún mayor de los parásitos intracelulares. En la misma línea, 

experimentos in vitro mostraron que la exposición a concentraciones bajas de peróxido de 

hidrógeno (H2O2) tiene un efecto pro-proliferativo en T. cruzi, como en otros tipos celulares. En 

este trabajo se logró determinar cuáles son las rutas del O2
•― durante la infección con T.cruzi, 

comprobando el rol central de la Nox2 en el control de la infección y evidenciando la presencia 

de otra fuente de O2
•―, la Nox1, con efecto contrapuesto. 
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1- ANTECEDENTES 

 

I. Macrófagos en la respuesta: primeros reportes 

 

Hacia fines del siglo XIX un microbiólogo ruso, llamado Elie Metschnikoff, describió por primera 

vez el proceso de fagocitosis. Mientras estudiaba el proceso digestivo en organismos primitivos 

y su relación con la evolución, observó que algunas células de organismos superiores (a las que 

llamaría fagocitos) eran capaces de incorporar partículas y lo vinculó por primera vez con un 

mecanismo de defensa. Si bien sus ideas fueron polémicas al principio y parecían contraponerse 

a la teoría de la inmunidad humoral, décadas después recibiría el premio Nobel por sus trabajos 

en inmunología (1). A partir de esas observaciones, muchos científicos se abocaron al estudio 

de los mecanismos que subyacen a este proceso y permiten al hospedador defenderse de la 

invasión de microorganismos. Se describieron los fenómenos de quimiotaxis y opsonización, que 

permiten a los fagocitos detectar y migrar hacia la partícula extraña y a su vez reconocer 

“marcas” moleculares derivadas del hospedador que representan una señal de peligro sobre la 

partícula (2,3). Por otro lado, en 1932, Baldridge y Gerard observaron que los leucocitos 

expuestos a distintos patógenos aumentaban su tasa de consumo de oxígeno transitoriamente, 

fenómeno que denominaron como  “extra respiration” y más tarde sería reconocido como 

“estallido respiratorio” (4). Algunas décadas después, comenzó a relacionarse dicho consumo 

de oxígeno aumentado con una actividad oxidasa dependiente de NADPH capaz de formar 

peróxido de hidrógeno y que serviría de mecanismo de defensa frente a patógenos como 

Escherichia coli (5,6). Gracias a los trabajos de Bernard Babior en los años 70’ se conoció la 

verdadera naturaleza de la especie formada por la “NADPH oxidasa” de neutrófilos, cuando 

identificaron que se producían grandes cantidades del anión radical superóxido (O2
•― ) durante 

el estallido respiratorio (7,8). Estos descubrimientos cobran gran importancia en el área de la 

medicina cuando se identifica que la ausencia de estallido respiratorio es la causa de una 

patología descrita por primera vez en 1957, la Enfermedad Granulomatosa Crónica (CGD) (9). 

Los pacientes con CGD presentan una gran susceptibilidad a infecciones bacterianas y fúngicas 

desde temprana edad, lo cual se debe a la deficiencia congénita en la enzima NADPH oxidasa y 

a la concomitante respuesta deficitaria de macrófagos y neutrófilos en la respuesta inmune (10). 

Otro hito en el conocimiento de la actividad citotóxica de los fagocitos fue el descubrimiento de 

la formación de óxido nítrico (•NO) por parte de los macrófagos. Este hallazgo ocurrió por la 

convergencia de dos líneas de investigación hasta el momento independientes. Por un lado, la 
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observación en 1981 de que ratones libres de gérmenes excretaban más nitrato que el que 

ingieren, llevó al surgimiento de la idea de que algún tipo celular era capaz de producir óxidos 

inorgánicos de nitrógeno (11). Luego, Stuher y Nathan demostraron que los macrófagos 

expuestos a lipopolisacárido bacteriano (LPS) o activados con citoquinas eran capaces de 

producir grandes cantidades de nitrito, el cual deriva, como se determinaría más adelante, de la 

oxidación del grupo guanidinio de la arginina (12,13). En esos trabajos iniciales se vio que el •NO 

producido por los macrófagos es capaz de inhibir la respiración y la proliferación de células 

tumorales así como de inhibir la multiplicación de una gran cantidad de microorganismos 

(14,15). 

Casi al mismo tiempo, en el campo de la fisiología vascular, se descubre la formación de una 

entidad con mayor poder oxidante que sus precursores (O2
•―   y •NO), el peroxinitrito (ONOO―). 

Mientras no se conocía la naturaleza química del “factor relajante derivado del endotelio” (EDRF 

por su sigla en inglés), se observó que la presencia de enzimas superóxido dismutasas (SODs) 

aumentaban la vida media de este agente y disminuían el daño oxidativo que se observaba en 

modelos de injuria reperfusión. Estas y otras observaciones permitieron determinar que el O2
•―   

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 reacción entre •NO y 

O2
•―, el ONOO―, se forma en sistemas biológicos y es capaz de generar oxidaciones en distintas 

biomoléculas (18-20). Dos años más tarde, se describe por primera vez la formación de ONOO― 

en macrófagos (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 patógenos y otros procesos 

inflamatorios (22). 

Al día de hoy, más de un siglo después de los hallazgos de Mestchnikoff, se conocen las bases 

moleculares de la fagocitosis, donde células especializadas son capaces de internalizar 

patógenos y agentes extraños para su eliminación. Son diversos los mecanismos de destrucción 

con los que cuentan estas células y cada patógeno induce una respuesta específica sobre el 

fagocito. Las células dendríticas, los neutrófilos y los macrófagos conforman el grupo de 

fagocitos profesionales y constituyen la primera línea de defensa contra microorganismos 

patógenos. Este trabajo se centra en la respuesta montada por los macrófagos frente a 

diferentes estímulos, en particular en aquellos mecanismos citotóxicos dependientes de 

oxidantes. 
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II- Mecanismos citotóxicos dependientes de oxígeno en 

macrófagos  

 

Como otros fagocitos profesionales, los macrófagos son capaces de internalizar partículas 

relativamente grandes (>5 μm) permitiendo su destrucción y a su vez de participar de un 

fenómeno esencial para el desarrollo de la inmunidad adaptativa, la presentación de antígenos. 

La fagocitosis lleva al encapsulamiento del microorganismo en el fagosoma, una vacuola 

derivada de la invaginación de la membrana plasmática a partir de su interacción a través de 

receptores con la partícula u organismo a ingerir. Este compartimiento sufre un proceso de 

“maduración”, tras la fusión endosomas tempranos, endosomas tardíos y finalmente con 

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

Una de los principales eventos que acompañan la maduración del fagosoma es su acidificación, 

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 V1, con sitios de unión a ATP, ADP y Pi y 

un dominio V0 transmembrana por donde se translocan los H+ hacia el interior del fagosoma. Su 

funcionamiento es similar al descrito para las F-ATPasas que actúan en la fosforilación oxidativa, 

solo que en el caso de las V-ATPasas, la hidrólisis del ATP impulsa el transporte electrogénico de 

H+, proceso inverso al que ocurre en la síntesis de ATP mitocondrial (24). La acidificación ocurre 

tempranamente, luego de 30 minutos de la interacción con el agente extraño se alcanzan pHs 

<6, como se observa en macrófagos humanos (25), y en el caso del fagosoma de la línea celular 

J774A.1 de macrófagos 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 acidificación tiene efectos directos sobre 

el metabolismo de ciertos microorganismos y, a su vez, activa las enzimas hidrolíticas que actúan 

óptimamente a pHs ácidos. En el caso de T. cruzi, el pH ácido favorece la diferenciación de 

tripomastigota a amastigota y el escape de la vacuola fagocítica hacia el citosol algunas horas 

después de la infección (27). 

Por otro lado, el fagosoma también se enriquece con una batería de proteínas 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 proteína de macrófagos 1 

asociada a la resistencia natural (NRAMP-1 por su sigla en inglés), una proteína transmembrana 

capaz de remover cationes divalentes (Zn2+, Mn2+ y Fe2+) del interior del fagosoma y limitar así la 

biodisponibilidad de nutrientes esenciales para la sobrevida de distintos patógenos (23). En el 

segundo grupo de proteínas con actividad antimicrobiana encontramos las defensinas y 
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catelicidinas, así como enzimas líticas (lipasas, lisozima, endo- y exopeptidadasas entre otras) 

que actúan permeabilizando las paredes celulares bacterianas y degradando distintos 

componentes microbianos. Muchos de estos péptidos y proteínas han sido descritos 

principalmente en neutrófilos, pero también se han encontrado en macrófagos y monocitos 

humanos, e incluso se propone que existe un intercambio de proteínas defensinas entre 

neutrófilos y macrófagos (28,29). 

El otro grupo importante de mecanismos citotóxicos con los que cuentan los macrófagos 

comprende a las enzimas formadoras de especies reactivas del oxígeno y del nitrógeno, 

responsables del daño oxidativo asociado al control de la infección. El rol de estas enzimas 

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

 

a) Óxido nítrico sintasa inducible   

 

La familia de óxido nítrico sintasas (NOS) se compone de 3 isoformas caracterizadas hasta el 

momento: neuronal (nNOS), endotelial (eNOS) e inducible (iNOS). Más allá de su nomenclatura, 

la expresión de estas enzimas se ha descrito en muchos tejidos y cumplen diversos roles. Como 

su nombre lo indica, son responsables de la síntesis de •NO a expensas de NADPH, O2, y arginina. 

El mecanismo de reacción consiste en dos mono-oxigenaciones secuenciales de la arginina, con 

la formación de un intermediario N-OH-arginina (Figura 1-1). En el proceso participan 4 grupos 

prostéticos: FAD, FMN, un grupo hemo y tetrahidrobiopterina (BH4). El NADPH cede electrones 

al grupo FAD y este al grupo FMN. Estos equivalentes de reducción se transfieren luego al hierro 

hémico, permitiendo que pueda unir O2 y formar un intermediario Fe2+-dioxi, cuya naturaleza 

aún se discute. Luego la BH4 actúa reduciendo a este compuesto y formando la especie capaz de 

hidroxilar a la arginina. La formación de citrulina y •NO a partir de N-OH-arginina requiere de un 

compuesto Fe2+-dioxi diferente, también activado por BH4 (30). 
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Todas las NOS dependen de la unión a calmodulina (CaM) para su actividad. Sin embargo, el 

requerimiento de Ca2+ para promover la unión de CaM a la enzima es muchísimo menor en el 

caso de la iNOS, lo que implica que para concentraciones normales de Ca2+ citosólico la enzima 

está unida a CaM. Es por eso que a veces se refiere a esta enzima como Ca2+-independiente, 

aunque no es estrictamente correcto, ya que el complejo con CaM se requiere para el correcto 

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

(31).  

 

En particular, los macrófagos 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 homodímero, donde cada monómero cuenta con un dominio oxidasa y un dominio 

reductasa. En este último, 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 monómero. En esta región 

de la enzima se une la arginina y se da oxidación en 2 pasos de este aminoácido para generar 

•NO. Hasta el momento no se ha podido elucidar la estructura cristalográfica de la holoenzima, 

si bien existen reportes de estructuras de los dominios separados. Sin embargo, estudios de 

microscopía electrónica permitieron conocer aspectos de la formación del dímero de la iNOS y 

la dinámica de la proteína durante la catálisis. En el trabajo de Campbell y col. (33) se determinó 

que los dominios oxidasa de cada monómero se unen de forma antiparalela y los dominios 

reductasa se encuentran en los “extremos” del dímero. Para que ocurra la transferencia 

electrónica del dominio reductasa al dominio oxidasa de otro monómero se da un gran 

movimiento de la enzima, acercando ambas regiones de la proteína (ver Figura 1- 2)(33).  

Figura 1-1. Síntesis de •NO. En una primera etapa la L-arginina es hidroxilada en una reacción que consume 

NADPH y O2. Luego el intermediario OH-arginina es oxidado a L-citrulina, consumiendo una segunda molécula 

de O2 y 0,5 equivalentes de NADPH, al tiempo que se libera •NO como producto. Esquema tomado del libro 

Principles of Biochemistry, 6ta Ed. 
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En cuanto a su regulación, la iNOS se regula a nivel transcripcional y por estabilización del ARNm, 

a diferencia de las otras isoformas, la endotelial y la neuronal, las cuales son reguladas 

principalmente por la concentración de Ca2+ intracelular. Este fenómeno se ha descrito en 

detalle en el modelo murino, donde se sabe que tanto citoquinas proinflamatorias (IFN-γ, TNF-

α, IL-1β) como motivos moleculares presentes en los patógenos son capaces de activar la 

transcripción del gen. En particular, el interferón- γ (IFN-γ) interacciona con su receptor en la 

membrana del macrófago, activando la fosforilación y dimerización del factor STAT1-α, el cual 

activa a nivel nuclear la transcripción del factor de respuesta a interferón 1 (IRF1). Tanto STAT1α 

como IRF1 se unen a regiones reguladoras del gen de iNOS promoviendo su transcripción (34). 

Además, algunos de los llamados “patrones moleculares asociados a patógenos” (PAMPs, por 

su sigla en inglés), como el lipopolisacárido bacteriano (LPS) o proteínas del parásito T. cruzi, 

activan la vía de NFκ-B a través de la interacción con el receptor tipo Toll-4 (TLR4) y actúan 

sinérgicamente con las citoquinas proinflamatorias en la inducción de la expresión 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 transcripción STAT6α y bloquean la 

transcripción del gen (38,39). Otros supresores de su expresión, como el TGFβ-1 actúan a través 

de la desestabilización del ARNm e impiden su traducción a proteína(40). 

Figura 1-2. Posible estructura y dinámica 

de la iNOS. Los dominios oxidasa de cada 

monómero 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 interacción 

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 

Campbell y col. PNAS, 2014. 
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La inducción in vitro de la iNOS 

en macrófagos por IFN-γ y LPS 

se ha caracterizado en detalle y 

son necesarias 4-5 horas de 

exposición a estos estímulos 

para evidenciar la producción 

de •NO. Luego de ese período la 

actividad se sostiene hasta la 

degradación de la enzima 

(aproximadamente 16  

horas)(32). 

En cuanto a su localización 

subcelular, se ha descrito que al 

menos parte de la iNOS se 

encuentra en vesículas 

intracelulares de 50-80 nm de 

diámetro, mientras que el resto 

está distribuida en el citosol celular en macrófagos primarios y de línea (41,42). Las vesículas 

conteniendo la proteína serían reclutadas a las cercanías de los fagosomas recién formados para 

direccionar la producción 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 pequeño capaz de atravesar membranas y difundir varios diámetros 

celulares, por lo que puede alcanzar la vacuola fagocítica más allá de la localización 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 proteína en los ratones iNOS-/-,  así como su 

inhibición farmacológica, conllevan una mayor susceptibilidad a infecciones por distintos 

patógenos (bacterias, hongos, parásitos y virus) (31). En humanos también se conoce su 

relevancia en distintos procesos inflamatorios o infecciosos, ya que se detecta una mayor 

expresión de iNOS en macrófagos obtenidos de pacientes con tuberculosis, placas de ateroma, 

entre otros y a su vez el uso de inhibidores específicos 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 

Figura 1-3. Regulación de la expresión de iNOS en macrófagos. El 

reconocimiento de PAMPs llevan a la migración del factor NFκ-B hacia 

el núcleo, el cual se une a regiones reguladoras del gen codificante 

para iNOS y promueve su expresión. A su vez, la señalización por IFNγ 

activa la vía de JAK/STAT, en particular desencadena la fosforilación 

del factor STAT1α, el cual estimula directamente la transcripción de la 

iNOS y a través del factor IRF-1. Citoquinas antiinflamatorias como la 

IL-4 o 13 bloquean la expresión de la iNOS a través del factor STAT6α. 

Extraído de Prolo y col., Biofactors 2014. 
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(47,48), hasta el momento no se ha logrado estimular su expresión en macrófagos humanos in 

vitro. Esta dificultad metodológica probablemente se explique por condiciones o mecanismos 

de señalización que operan in vivo pero están ausentes en cultivos celulares o aún no han sido 

identificados (49). Existe un único caso reportado hasta el momento de una deficiencia 

hereditaria en el gen iNOS-/-, la cual se cree que provocó la muerte de un paciente por infección 

con citomegalovirus. Se trata de una variante muy poco frecuente con herencia autosómica 

recesiva y origina una proteína truncada no funcional. Este reporte es muy importante porque 

se trata de la primera asociación de una deficiencia natural completa en esta proteína y una 

respuesta inmune deficiente (47). 

La producción de •NO dependiente de iNOS en macrófagos también juega un papel importante 

en la respuesta frente a amenazas extracelulares, como son las células tumorales. Ya en los 

primeros estudios sobre la activación de macrófagos con IFN-γ y LPS se observó la potencia 

tumoricida que posee el •NO (50). Este fenómeno ha sido estudiado en diversos tipos de 

tumores, y en muchos de ellos se evidencia que los inhibidores específicos de iNOS promueven 

el crecimiento de células cancerígenas. 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 

inducción 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 O2 a expensas de 

NADPH. La primera de ellas fue caracterizada en células fagocíticas como se mencionó 

anteriormente y se conoce como Nox2. Luego se describieron otras isoformas en otros tipos 

celulares y que cumplen funciones importantes de señalización. La mayoría de estas enzimas 

cuenta con varias subunidades reguladoras que forman un complejo a nivel de las membranas 

biológicas y pueden variar entre las distintas isoformas, siendo el componente transmembrana 

el más conservado desde el punto de vista estructural (Figura 1-4). Los miembros de esta familia 

más recientemente caracterizados son las Duox 1 y 2 (del inglés, dual oxidase) que contienen un 

dominio peroxidasa. Se cree que estas enzimas son capaces de oxidar sustratos a partir del H2O2 

formado en la misma proteína (53,54). 
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Nox2 

Los macrófagos cuentan con la isoforma más estudiada de la familia de las NADPH oxidasas. Se 

trata de la Nox2, típica de fagocitos profesionales. Esta enzima fue descrita en la segunda mitad 

del siglo XX, como la responsable del llamado estallido respiratorio, el cual consiste en un gran 

consumo de O2 y formación de O2
•― por parte de macrófagos y neutrófilos tras la fagocitosis de 

agentes extraños (53).  

La Nox2 es un complejo multienzimático formado por 2 subunidades ubicadas en la membrana 

plasmática y 3 subunidades que permanecen en el citosol cuando la célula está en reposo. Las 

proteínas de membrana gp91phox y p22phox forman un heterodímero conocido como 

flavocitocromo b558, donde se encuentra el sitio catalítico de la enzima. En particular, la 

subunidad gp91phox tiene todos los cofactores necesarios para la síntesis de O2
•―. 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 unión para FAD y NADPH, además de 2 grupos hemo 

idénticos unidos no covalentemente. La proteína  p22phox presenta 3 hélices transmembrana y 

Figura 1-4. Isoformas de la NADPH oxidasa. La familia de las NADPH oxidasas comprende un grupo de enzimas 

de membrana capaces de generar O2
•_ o H2O2. 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 

activación por parte de subunidades reguladoras y las restantes son dependientes de Ca2+. Las isoformas 1,2,3 y 

5 generan O2
•_, mientras que la Nox4 y las Duox generarían H2O2. En particular este último tipo de enzima 

presenta un dominio tipo peroxidasa que sería capaz de modificar distintos blancos proteícos a partir del H2O2 

formado en la enzima. Extraído de Lambeth y Neish, Annu. Rev. Pathol. Mech. Dis.2014. 
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en su dominio citosólico contiene un motivo de tipo PRR  (región rica en prolina), clave para la 

interacción con los componentes solubles de la NADPH oxidasa (55). Las restantes subunidades 

p40phox, p67phox y p47phox, tienen un rol regulatorio y en condiciones basales se encuentran 

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

Frente a un estímulo fagocítico o en presencia de agonistas solubles pro-inflamatorios se 

desencadenan 3 mecanismos que llevan al ensamblaje del complejo a nivel de la membrana 

plasmática: fosforilación de subunidades citosólicas, activación del metabolismo lipídico e 

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

 

Por un lado, el reconocimiento de patógenos lleva a la activación de la fosfolipasa Cβ y la 

concomitante hidrólisis del inositol bifosfosfato (PIP2). Los productos de esta reacción, inositol 

3 fosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG) promueven la activación de la protein quinasa C (PKC). La 

acción de esta y otras quinasas celulares, como Akt, llevan a la fosforilación de las subunidades 

citosólicas. En particular, la fosforilación de p47phox lleva a la liberación de 2 dominios de 

homología SHC 3 (SH3) de su unión a una región auto inhibitoria (AIR) dentro de la proteína (57). 

Una vez expuestos, los dominios SH3 son capaces de interactuar con la región PRR de p22phox 

(55). La migración hacia la membrana estaría relacionada con la interacción de un dominio PX 

Figura 1-5. Activación y ensamblaje del complejo NADPH oxidasa 2. En una célula en reposo, las subunidades 

de membrana gp91phox y p22phox permanecen separadas de las subunidades citosólicas p40phox, p67phox y p47phox. 

Tras estímulos fagocíticos o activación por distintos agonistas ocurre la fosforilación de las proteínas citosólicas 

hacia la membrana formando el complejo completamente activo. La estabilización del complejo depende de 

interacciones entre p47phox y p22phox  y de p40phox/p47phox con fosfatidilinositoles de la bicapa lipídica. En paralelo, 

se requiere de la activación y migración de Rac-GTP para que se dé la activación completa del complejo. Extraído 

de Lambeth, y col., Nat Rev Immunol 2004. 
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(“phox homology”) presente tanto en p47phox como en p40phox y una proteína del citoesqueleto, 

la moesina (58). A su vez, el mismo dominio participa del anclaje de dichas subunidades a 

fosfatidilinositoles fosforilados de la bicapa lipídica (59). También las subunidades p40phox y 

p67phox son blanco de fosforilación en distintos residuos, aunque el rol de esta modificación no 

está tan claro. La activación de p47phox es un requisito necesario para la migración de las otras 

subunidades citosólicas (55).  

En paralelo, otro complejo formado por la pequeña GTPasa Rac (1 o 2) y el inhibidor de la 

disociación de GDP para Rho (RhoGDI) migra hacia la membrana plasmática y contribuye a la 

activación de la NADPH oxidasa (Figura 1-5). Cuando Rac intercambia GDP por GTP es capaz de 

unirse e inducir un cambio conformacional en p67phox. Esta modificación sería una condición 

necesaria para iniciar el flujo de electrones a través del flavocitocromo b558 (60). 

Por último, la activación de la NADPH oxidasa no es un proceso binario de “encendido” o 

“apagado”, sino que ciertos estímulos como el factor de necrosis tumoral (TNFα) o el LPS pueden 

aumentar la respuesta del complejo enzimático, un proceso conocido como “priming”. En 

particular se ha visto que este tipo de agonistas pueden promover la fosforilación de algunas 

subunidades, preparando a la oxidasa para una mayor activación frente a un estímulo fagocítico 

(61). 

La reacción catalizada por la Nox2 consiste en la reducción del O2 a expensas de electrones 

provenientes del NADPH: 

2O2 + NADPH → 2 O2
•― + NADP+         Ec. 1-1 

La transferencia electrónica ocurre desde el NADPH hacia el grupo FAD, y luego a través de un 

grupo hemo hacia el O2. La orientación de la enzima determina que el producto de la reacción 

se forme hacia el exterior de la membrana plasmática, o tras la invaginación de la misma para 

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

En cuanto a la cantidad de O2
•― formado por la Nox2, existen una serie de reportes obtenidos 

con distintas técnicas en macrófagos y neutrófilos y en general se obtienen flujos en el orden de 

pmoles/min/106 células para los primeros y de nmoles/min/106 células para los últimos. En 

cuanto a los valores precisos de flujos de formación de O2
•― se observa cierta variabilidad, lo 

cual podría explicarse por la distinta sensibilidad de las técnicas de detección utilizadas. 
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Nox1  

 

La isoforma Nox1 fue identificada por primera vez en 1999 en células no fagocíticas, 

principalmente en células de músculo liso vascular (VSMC) y colonocitos (64). Desde su 

descubrimiento se ha estudiado fuertemente su rol en la proliferación celular y en el crecimiento 

tumoral (65). Los animales deficientes en esta enzima son viables y no muestran ningún fenotipo 

espontáneo, aunque presentan ciertas alteraciones en la regulación de la presión sanguínea 

(66). 

De forma similar a la Nox2, la isoforma 1 requiere de la GTPasa Rac y de subunidades citosólicas 

análogas para su actividad. NOXO1 es conocida como la subunidad “organizadora” del complejo 

y comparte gran homología con p47phox, aunque carece de la región AIR. NOXA1 cumple una 

función análoga a p67phox, 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 regulación, existe un control transcripcional de la cantidad de enzima además de 

la regulación de su actividad, mientras que la isoforma fagocítica se expresa constitutivamente. 

Además, los niveles de formación de O2
•― por Nox1 son mucho menores a los que se forman en 

el estallido respiratorio, lo cual sugiere un rol señalizador, más que citotóxico para esta actividad 

(65). Se ha visto que existe un aumento de la expresión de Nox1 en tumores de pacientes con 

cáncer de colon asociado a mutaciones en el oncogén Ras (68), y se cree que el O2
•― generado 

por la enzima media la oxidación (via H2O2) de proteínas clave de control del ciclo celular (65). 

Más recientemente se ha descrito la expresión de Nox1 en macrófagos, la cual aumenta por 

exposición a LPS bacteriano. Esta regulación depende de factores downstream del receptor TLR-

4 como IRAK-1 (interleukin-1 receptor associated kinase-1), que media tanto la inducción del gen 

de Nox1, como la activación de la enzima a través de la pequeña GTPasa Rac1 (69-71). Incluso 

se ha demostrado que existe una inducción de la enzima en macrófagos aislados de ratones 

tratados con LPS en modelos de artritis y endotoxemia (72,73).  Si bien se ha estudiado la 

participación de la Nox1 en la diferenciación, necrosis, respuesta aterogénica de macrófagos 

(74-76), entre otros, el rol que cumple enzima durante la activación por PAMPs como el LPS aún 

no se conoce. En cuanto a su localización, algunos reportes apuntan a que se encuentra en 

vesículas intracelulares, otros la detectan en la membrana plasmática asociada a las caveolas, 

pero su ubicación específica no se encuentra totalmente definida aún (77-79).  

A pesar de que no constituye un mecanismo citotóxico establecido, la Nox1 se incluyó en esta 

sección dado que, en el marco de este trabajo, se identificó una asociación entre la activación 
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de los macrófagos por la infección con T. cruzi y la expresión de esta enzima, aunque la función 

de esta actividad como parte de la respuesta citotóxica aún requiere más investigación. 

 

Modelos para el estudio de la actividad NADPH oxidasa 

Como se discutió en la sección anterior, la isoforma típica fagocítica, Nox2, ha sido la más 

estudiada y sobre la que se conocen más detalles de su regulación y activación. Al tratarse de 

un complejo multienzimático y cuyo core catalítico está en una proteína integral de membrana, 

no es posible purificarla a partir de los tradicionales sistemas de expresión procariotas o 

eucariotas. Muchos de los detalles sobre su actividad, provienen de aproximaciones donde se 

busca recomponer el complejo enzimático en solución, a partir de fragmentos de membranas 

de células conteniendo la glicoproteína de membrana y las proteínas organizadoras y 

reguladoras solubles (80).  

A la hora de explorar aspectos específicos de alguna de las isoformas en el contexto celular, la 

información más valiosa proviene de modelos modificados genéticamente, donde se suprime la 

expresión de una de las variantes en particular. Esto se debe a que la mayoría de los inhibidores 

disponibles actúan de forma no selectiva, inhibiendo todas las NADPH oxidasas, e incluso otras 

enzimas con mecanismos de acción similares. Además, algunos de los inhibidores disponibles 

presentan cierta reactividad con especies derivadas del oxígeno, dificultando la interpretación 

de los resultados. 

Probablemente el difenileniodonio (DPI, por su nombre en inglés) es el inhibidor más 

ampliamente utilizado para inhibir la actividad NADPH oxidasa. Sin embargo, se trata de una 

molécula orgánica capaz de reaccionar y formar aductos covalentes con las flavinas de varias 

enzimas. Dependiendo de la concentración utilizada, el DPI puede inhibir otras enzimas además 

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). Más recientemente se han 

desarrollado péptidos con analogía de secuencia con el objetivo de aumentar la selectividad de 

la inhibición con resultados prometedores. Se unen a regiones específicas de la enzima y 

funcionan como inhibidores competitivos en el ensamblaje del complejo activo (84). 
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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 supresión de la expresión 

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

no existe una afectación obvia, ver Tabla 1-2 (85).  En el caso de los animales gp91phox-/-, que no 

expresan Nox2, se observa una mayor susceptibilidad a la infección por distintos patógenos y de 

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

granulomatosa crónica (CGD) como ya se mencionó (10). Este modelo está disponible en nuestro 

Tabla 1-1. Inhibidores de NADPH oxidasa más utilizados. Tomado de Gonzalez-Perilli, L, Prolo C, Álvarez 

MN; Bioactive lipids in health and disease, Cap. 6. 

Tabla 1-2. Fenotipo de ratones KO para cada isoforma de Nox 
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laboratorio y es central en el desarrollo de trabajo como estrategia para esclarecer el papel de 

la formación de O2
•― derivado de Nox2 durante la infección por T. cruzi. 

 

III- Química del radical superóxido, el óxido nítrico y 

peroxinitrito 

 

a) Radical superóxido  

El radical superóxido (O2
•―) se forma por la reducción univalente (Figura 1-6) del oxígeno 

molecular (O2). Su carácter de radical libre, implica que posee un electrón desapareado y que 

tiene existencia independiente. En sistemas biológicos se forma como producto secundario de 

algunos procesos (por ejemplo, la cadena respiratoria), pero también existen enzimas 

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

El superóxido puede existir en la forma aniónica (O2
•―) o la forma protonada: el radical 

perhidroxilo (HO2
•, pKa = 4,8). Desde el punto de vista del potencial redox, el O2

•― puede actuar 

tanto como agente oxidante (y formar H2O2) o como reductor (dando O2) (87). El HO2
• es un 

oxidante más fuerte que el O2
•―  y puede ser relevante en ambientes con pHs ácidos como el 

fagosoma (26). Sin embargo, su importancia en la mayoría de los fluidos biológicos es 

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

A pesar de su alto potencial de reducción (O2
•―, 2H+∕H2O2 = +0.94V), el O2

•― es capaz de oxidar 

un número reducido de biomoléculas ya que la carga negativa impide su reactividad con centros 

nucleofílicos. Sin embargo, productos derivados del O2
•― pueden tener un impacto importante 

sobre diferentes biomoléculas. También por causa de la carga negativa, presenta una 

permeabilidad reducida en membranas biológicas, determinando que sus efectos sean más 

importantes en el sitio donde se genera (87).  

Figura 1-6. Estados de oxidación del O2 y sus potenciales de reducción estándar (E°). O2
•-, radical superóxido; 

H2O2, peróxido de hidrógeno; HO•, radical hidroxilo; OH-, anión hidroxilo. Extraído de Imlay, J. Annu. Rev. Biochem. 

2008. 
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Uno de los principales efectos directos de la acción del O2
•― es la inactivación de proteínas con 

centros ferro-sulfurados, como el caso de la enzima aconitasa (88,89). También es capaz de 

reaccionar con centros metálicos, como los grupos hemo (90) o con otros radicales libres, como 

el •NO, reacción que se discutirá más adelante en este trabajo. 

La reacción de dismutación del O2
•― da lugar a la formación de una especie no radical: el H2O2. 

Se trata de un proceso espontáneo que ocurre rápidamente a pH=4,8 y se enlentece en medios 

más alcalinos ya que involucra la reacción de un O2
•― y un HO2

•(91,92):  

O2
•―+ HO2

• + H+ → H2O2 + O2       Ec. 1-2  

Sin embargo, en sistemas biológicos la dismutación del O2
•― ocurre fundamentalmente a través 

de la acción de las enzimas SODs (93), que catalizan esta reacción con constantes de velocidad 

mucho mayores (105 para la reacción espontánea vs 109 M–1s-1 para la reacción catalizada a 

pH=7,4) (92,94): 

O2
•― + O2

•― + 2H+ → H2O2 + O2       Ec.1-3 

La acción de las distintas SODs y la reacción con radicales libres explican en gran parte la corta 

vida media del radical O2
•― en un contexto biológico (t1/2 <1 ms).  

 

Peróxido de hidrógeno (H2O2) 

El H2O2 es otro de los productos de reducción parcial del oxígeno (Figura 1-6), pero en este caso 

se trata de una especie neutra, no radical y relativamente estable (95). La producción de H2O2 

se da por la dismutación descrita previamente o por diferentes oxidasas, muchas de las cuales 

actúan en tipos celulares y en compartimentos subcelulares específicos, como la xantina oxidasa 

(XO), monoamina oxidasa (MAO), o D-aminoácido oxidasa (DAO), entre otras (96). 

A diferencia de las otras especies reactivas derivadas del O2, presenta una permeabilidad a 

través de membranas relativamente similar a la del agua (H2O) y una mayor vida media en la 

célula, lo cual permite su difusión a través de diferentes compartimentos alejados del sitio de 

producción (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 H2O2 son los tioles (-SH) altamente reactivos de las enzimas peroxirredoxinas, 

responsables de su detoxificación y de la transmisión de señales oxidativas en la célula (98). 
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Otro blanco relevante del H2O2 es la reacción con centros metálicos, conocida como reacción de 

Fenton (99): 

Fe2+ + H2O2 → Fe3+ + OH• + OH-                                                                                         Ec. 1-4 

De la reacción del H2O2 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 metálico. Estrictamente, la reacción de Fenton involucra un átomo de Fe2+, pero existe 

una química similar para la reacción con Cu2+ (95). 

 

Radical hidroxilo (•OH) 

La formación biológica del •OH depende principalmente de la química de Fenton 

mencionada anteriormente. Otra fuente alternativa puede ser la descomposición del 

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

El •OH es un oxidante muy fuerte (Figura 1-6) (100), capaz de reaccionar con diversas 

biomoléculas a velocidades controladas por difusión (k > 109 M-1s-1). Cuenta con una vida media 

extremadamente corta (10-9 s) y, por ende, su capacidad de difusión 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 inespecífica con un gran número de blancos moleculares, es poco probable 

que provoque la oxidación de residuos críticos en las enzimas, por ejemplo.  

Un caso donde existe cierta especificidad en el daño es la reacción del H2O2 con Cu+ complejado 

al ADN en una reacción análoga a la de Fenton. En este caso la generación sitio-específica de 

•OH posibilita la oxidación 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 peroxidación lipídica. La acumulación de hidroperóxidos lipídicos daña la membrana 

alterando su función, y además éstas especies generan aldehídos derivados altamente 

citotóxicos (101). 

Como se ha descrito en esta sección, las especies reactivas del oxígeno se forman en condiciones 

fisiológicas en las diferentes células. La presencia ubicua de enzimas capaces de detoxificar O2
•― 

y H2O2 muestra que es necesario prevenir el desbalance en la producción de oxidantes que 

llevaría a la modificación de componentes celulares. Esto quedó demostrado tempranamente, 

cuando se generaron bacterias de Escherichia coli deficientes en actividad SOD o 

catalasa/peroxidasa sufrían defectos de crecimiento (102). 
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b) Óxido nítrico  

 

El •NO es un radical libre sintetizado enzimáticamente como se describió en la sección 1.II-a. Se 

conocen numerosas funciones asociadas a esta especie: regulación del tono vascular, agregación 

plaquetaria, proliferación celular, neuromodulación, entre otras (103-105). En este trabajo, se 

hará foco en la función citotóxica que presenta el •NO, fundamentalmente en el contexto de la 

activación de los macrófagos por exposición a patógenos. 

En cuanto a sus propiedades, el coeficiente de difusión (D = 350 μ2s-1) (106) y la alta solubilidad 

en membranas (coeficiente de permeabilidad, Pm = 93 cm-1) (44) del •NO, determinan que la 

bicapa lipídica no sea una barrera efectiva para este pequeño radical. Por otro lado, reacciona 

lentamente con la mayoría de las biomoléculas y es capaz de difundir varios diámetros celulares  

ejerciendo efectos parácrinos (107).  

El grupo hemo de la hemoglobina constituye un blanco muy importante para el •NO, con el cual 

reacciona rápidamente (k = 8.0 x 107 M-1s-1), dando nitrato y metahemoglobina. En la 

vasculatura, la t1/2 del •NO se ve fuertemente disminuida por la alta concentración de 

oxihemoglobina (20 mM) dentro de los glóbulos rojos (107,108). La reactividad con centros de 

Fe2+ también media la activación 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-nitrosocisteínas, un tipo de modificación 

reversible involucrada en los mecanismos de regulación enzimática (111). 

Por otro lado, el •NO es capaz de reaccionar con O2 (~ 106 M-1s-1) generando varias especies 

intermedias (Ec.1-5 a 9), algunas de ellas con relevancia en la nitración y oxidación de 

biomoléculas. Entre las especies intermedias reactivas que se forman, está el radical dióxido de 

nitrógeno (•NO2), el óxido de nitrógeno (III) (N2O3) y el óxido de nitrógeno (IV) (N2O4), llegando 

a productos finales más estables como el nitrito (NO2
—) y el nitrato (NO3

—)(112). Este proceso, 

conocido como autooxidación, cobra mayor importancia en membranas debido a la mayor 

concentración de las especies involucradas (113). 

 

2 •NO + O2     →    2 •NO2                    k= 2.4 x 106 M-2 s-1                    Ec. 1-5 

2 •NO2       →    N2O4                                                        k= 4.5 x 108 M-1s-1              Ec. 1-6             
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N2O4  + H2O  →    NO2‾ + NO3‾ + 2H+                         k= 1 x 103 s-1               Ec. 1-7 

•NO + •NO2     →    N2O3                                                 k= 2 x109 M-1s-1                       Ec. 1-8 

N2O3 + H2O   →    2 NO2‾   +   2H+                                 k= 1.6 x 103 s-1              Ec. 1-9 

 

Los efectos deletéreos del •NO se deben principalmente a la formación de especies derivadas, 

como ser el •NO2 (mencionado previamente) o el ONOO―, formado por la reacción de •NO con 

O2
•—. El •NO2 es un radical con poder oxidante moderado (•NO2/NO2

-= 0.9 V) y participa en 

reacciones de recombinación con otros radicales (k  109 M-1 s-1), adición a dobles enlaces, 

transferencia de electrones y de abstracción de átomos de hidrógeno en enlaces carbono–

hidrógeno por ejemplo en compuestos fenólicos (114). Entre las reacciones de recombinación 

se encuentran las reacciones con radicales lipídicos y proteicos que llevan a la formación de 

compuestos nitrados, cuya detección es quizás la forma más utilizada para evidenciar daño 

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

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

biomoléculas se abarca en la siguiente sección. 

  

c) Peroxinitrito y su relevancia como agente citotóxico 

 

Como se mencionó previamente, el peroxinitrito (ONOO―) se forma por la reacción entre los 

radicales •NO y O2
•― a velocidades controladas por difusión (Ec. 1-10, k ~ 109-1010 M-1s-1) (118). 

 

O2
•— + •NO →    ONOO―

  
                                                     Ec. 1-10 

 

La forma aniónica (ONOO—) está en equilibrio con su ácido conjugado, el ácido peroxinitroso 

(ONOOH, pKa = 6.8 (119)), Ec. 1-11. A pH fisiológico predomina la forma aniónica (80%), sobre 

la forma ácida (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 biológicas (Pm ~ 1 x 10-3 cm s-

1), mientras que el anión ONOO—, requiere de canales aniónicos para atravesar la bicapa lipídica 

(120). 

Desde el punto de vista de su reactividad, el ONOO— es un potente oxidante y un nucleófilo 

fuerte, que puede generar oxidaciones en distintas biomoléculas por uno o dos e—, con 

potenciales de reducción de E°´ONOO– /•NO2 = 1.6 V y E°´ONOO–/NO2–= 1.3 V, respectivamente 

(121,122). El gran número de blancos disponibles limita drásticamente la t1/2 del peroxinitrito en 

medios biológicos (~10-20 ms), fenómeno que históricamente ha dificultado el estudio de los 

efectos de esta especie en distintos procesos (123). Sin embargo, el desarrollo tecnológico ha 

permitido mejorar los métodos de detección de peroxinitrito en sistemas biológicos, a pesar su 

naturaleza efímera, y conocer así con detalle el rol de esta especie en procesos fisiológicos y 

patológicos (124). 

 

Reactividad 

La química 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 nucleófilo 

fuerte o participar en oxidaciones por un e— con metales de transición ; y por su parte el ONOOH 

puede oxidar diferentes sustratos por dos e—, ver reacciones I y II de la Figura 1-7 (125). Por otro 

lado, el ONOOH puede sufrir homólisis, generando los radicales •OH y •NO2. La velocidad de 

descomposición del ONOOH depende del pH con una k de 0.9 s-1 a pH 7.4 y 37°C (125). Sin 

embargo, otras reacciones directas del peroxinitrito hacen que la homólisis en las células sea 

poco relevante. De hecho, el principal blanco del peroxinitrito en sistemas biológicos es el CO2, 

que también originará una ruta radicalar, ver reacción III de la Figura 1-7. De la reacción del 

peroxinitrito y el dióxido de carbono (CO2, k = 5,8 x 104 M-1s-1 a 37°C) surge un intermediario 

inestable, el nitrosoperoxocarboxilato (ONOOCO2), que decae a dos radicales libres: radical 

carbonato (CO3
•―) y •NO2 con un rendimiento de 35% (126). Ambos intermediarios son 

responsables de gran parte de los efectos biológicos del peroxinitrito.  
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Formación endógena de peroxinitrito 

Los precursores para la formación de peroxinitrito son radicales libres de corta vida media en un 

contexto biológico y cuentan con blancos importantes que los mantienen en un bajo estado 

estacionario (127). En condiciones fisiológicas la 

abundancia de enzimas superóxido dismutasas 

(~10-20 μM) tanto a nivel citosólico (CuZnSOD), 

mitocondrial (MnSOD) como extracelular (EC-

SOD), lleva a la rápida dismutación (k ~ 109 M-1s-

1) del O2
•― para dar H2O2 (128). El •NO es la única 

especie capaz de competir con esta reacción 

(Figura 1-8). Sin embargo, el •NO puede difundir 

varios diámetros celulares y al alcanzar un vaso 

sanguíneo es consumido rápidamente por la reacción con oxihemoglobina (107,108). Para que 

la reacción entre ambos tenga lugar, es necesario que se coincidan temporal- y espacialmente y 

a su vez que exista un aumento en la concentración de •NO para competir a la reacción de 

dismutación del O2 (129).  Dada la carga negativa del O2
•― y su limitada difusión, es de esperar 

Figura 1-8 Competencia entre la SOD y el •NO por la 

reacción con O2
•―. Tomado de Radi R, PNAS 2018. 

Figura 1-7. Reactividad del peroxinitrito. (I) reacción directa con metales de transición; (II) 

reacción de oxidación de sustratos por dos electrones; (III) formación de nitrosoperoxocarboxilato 

y su descomposición; (IV) homólisis del ácido peroxinitroso y (V) rearreglo a nitrato. Tomado de 

Radi, y col., FRBM 2001. 
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que el peroxinitrito se forme principalmente en el sitio de producción de O2
•― (por ejemplo: en 

fagosomas de macrófagos, matriz mitocondrial y citosol). 

Desde la publicación de los primeros trabajos que señalaban la formación de peroxinitrito en 

sistemas biológicos (18), se ha demostrado su papel en escenarios fisiológicos y patológicos, 

como inflamación, envejecimiento, hipertensión, neurodegeneración, entre otros (129). A su 

vez, el uso de sondas reporteras, cada vez más selectivas, ha permitido cuantificar la producción 

de peroxinitrito en distintos modelos biológicos a pesar de su naturaleza elusiva (Ver tabla 1-

3)(124,130). 

 

 

Efectos biológicos 

El peroxinitrito es capaz de oxidar tioles críticos en proteínas, llevando a la inactivación o 

modificación 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 

Tabla 1-3. Flujos de formación de peroxinitrito determinado en distintos modelos. Tomado de Ríos, N y 

col., Nitric Oxide 2016.  
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más reactivos son los presentes en las enzimas peroxirredoxinas que reaccionan a velocidades 

muy altas (k ~ 106-107 M-1s-1), en comparación con otros grupos tioles más abundantes como el 

del GSH (133,134). Estas enzimas protegen del posible daño oxidativo por peroxinitrito y 

constituyen factores de virulencia en organismos patógenos como T. cruzi que deben 

enfrentarse al ataque oxidativo en la infección a mamíferos (135,136). Sin embargo, se postula 

que a su vez la oxidación de tioles en las peroxirredoxinas se relaciona con eventos de 

señalización dependientes de peróxidos (129). Por otro lado, el peroxinitrito reacciona con 

centros metálicos en las proteínas y se conocen ejemplos de enzimas inactivadas de esta forma 

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

Otros efectos biológicos del peroxinitrito son dependientes de los radicales CO3
•― y •NO2 que se 

forman a partir de la reacción con CO2. La modificación más estudiada es la nitración de tirosinas 

proteicas, donde un oxidante fuerte abstrae un e― generando un radical tirosilo, que luego se 

combina con •NO2 para formar 3-nitrotirosina (3-NO2-Tyr). Además de las consecuencias 

biológicas de esta modificación (pérdida o ganancia de función enzimática), la detección de 

residuos nitrados de tirosina ha servido tradicionalmente como huella de la formación de 

peroxinitrito (134). Las proteínas no son las únicas susceptibles al daño por peroxinitrito, sino 

que éste es capaz de generar oxidación y nitración en bases nitrogenadas del ADN, así como 

cadenas de lipoperoxidación y nitración de lípidos de membrana (137-140). 

Las modificaciones mencionadas anteriormente, explican la gran toxicidad del peroxinitrito 

hacia distintos organismos patógenos. Esto puede evidenciarse por la exposición in vitro de 

distintos organismos a adiciones únicas o de forma continua, pero también a partir de modelos 

de generación biológica de peroxinitrito. Prototípicamente, los macrófagos son un modelo ideal 

de formación de este oxidante, mediante la activación de la producción simultánea de •NO y 

O2
•―. La modulación farmacológica y/o manipulación genética de la formación de radicales 

precursores en células y animales ha permitido demostrar la relevancia de la formación de 

peroxinitrito en distintos modelos de infección por organismo patógenos. Como parte de este 

trabajo se realizó un relevamiento de la evidencia disponible en la literatura que relaciona la 

formación de peroxinitrito con la eliminación de distintos tipos de patógenos, datos que fueron 

analizados en una revisión (22). Más adelante se discutirá el rol del peroxinitrito específicamente 

en el contexto de la infección por Trypanosoma cruzi. 
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IV- Interacción macrófago-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 

patología infecciosa endémica en América Latina principalmente, aunque en expansión a otras 

áreas del planeta (Figura 1-9). Se estima que al menos 7 millones de personas se encuentran 

infectadas con este parásito y que otros 28 millones de personas se encuentran en riesgo de 

infección (141,142). Los países con mayor prevalencia de infectados son Bolivia, Argentina, 

Paraguay y Ecuador. El agente etiológico de esta enfermedad es el parásito Trypanosoma cruzi 

(T. cruzi). La forma principal de transmisión es el contacto entre los humanos y las heces u orina 

de los insectos triatomíneos, su principal vector. Otras vías de contagio son: vertical, por 

transfusiones, trasplantes de órganos y por consumo de alimentos contaminados con heces de 

triatomíneos infectados. Por las características de la transmisión, la patología se presenta 

principalmente en regiones rurales y con condiciones de vivienda precarias. Sin embargo, en las 

últimas décadas se ha evidenciado que la mayoría de los diagnósticos se han dado en regiones 

Figura 1-9. Distribución geográfica de la prevalencia de la infección por Trypanosoma cruzi.  

Extraído de Pérez, C y col., Trends in Parasitology, 2015. 
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urbanas, y se atribuye este fenómeno a la migración y gran movilidad propia de estos tiempos, 

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

La infección con T. cruzi se caracteriza por una fase aguda, que comienza poco tiempo después 

de la infección, con presencia de parásitos circulantes en sangre. Esta etapa puede ser 

asintomática o presentar síntomas leves: reacción local en el sitio de infección (chagoma), signo 

de Romaña (conjuntivitis e inflamación perioribital por contacto de la mucosa ocular con el 

parásito), 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 crónica. El 70 % de los 

pacientes infectados permanecen asintomáticos en una forma “indeterminada” de la 

enfermedad, mientras que el 30% restante desarrollarán patologías cardíacas o digestivas 

después de 10 a 30 años de la infección. Los trastornos más comunes son la cardiopatía dilatada 

y megaformaciones como megacolon y megaesófago principalmente. Se desconocen hasta el 

momento cuáles son los factores particulares, propios del parásito o del hospedero, que 

determinan el destino hacia la fase crónica sintomática (144). En general, se acepta que el 

balance entre la resistencia del parásito y la respuesta inmune del hospedero es crucial para el 

desarrollo de la patología. Las evidencias muestran que la inflamación asociada la infección 

juega un rol fundamental en el progreso de la enfermedad, ya que en los pacientes con 

cardiopatía chagásica predomina el perfil pro-inflamatorio de citoquinas y otros marcadores, 

mientras que en pacientes asintomáticos se observa una respuesta inmune de tipo reguladora 

(143). 

Los tratamientos disponibles hasta el momento son etiológicos y son más efectivos durante la 

fase aguda de la infección. Se trata de las drogas nifurtimox y el benznidazol, cuyo mecanismo 

de acción no se conoce en detalle a pesar de décadas de investigación (145). Ambos muestran 

ser eficaces para eliminar el parásito en esta etapa inicial de la enfermedad y en pacientes 

menores de 14 años, pero presentan importantes efectos secundarios. El benznidazol 

generalmente es mejor tolerado, más eficaz y tiene mayor penetración en los tejidos que el 

nifurtimox, pero aun así, 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 tripanosomatídeos 

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 mamífero. El llamado ciclo 

selvático comprende la transmisión desde 

insectos hematófagos triatomíneos a 

pequeños vertebrados salvajes. La 

transmisión al ser humano es altamente 

dependiente de las condiciones de vida que 

permitan la convivencia del vector con el 

hombre, que dan lugar al llamado ciclo 

doméstico (146). En particular en América 

del Sur, Triatoma infestans (“vinchuca”) ha 

sido la principal especie de insecto 

involucrada en la transmisión de Trypanosoma cruzi (147). El parásito es capaz de replicarse por 

fisión 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 parásitos 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 mamífero. Los tripomastigotas son capaces de 

invadir diferentes células y se transforman en amastigotas intracelulares replicativos. Luego 

sufren la transformación a tripomastigotas y producen la lisis de la célula hospedera, liberando 

formas infectivas que diseminarán la infección por el organismo. El ciclo se completa cuando un 

triatomíneo pica a un paciente infectado (146). 

La especie T. cruzi en realidad comprende un grupo muy heterogéneo de cepas, con evolución 

clonal e hibridizaciones, y esto ha complejizado la nomenclatura y clasificación en la literatura. 

Actualmente se acepta que existen 6 grupos filogenéticos principales denominados DTUs 

(Discrete typing units), donde se agrupan cepas que se relacionan más entre sí que con todas las 

otras existentes, siendo identificables por distintos marcadores (genéticos, moleculares, 

inmunológicos, geográficos) (148). Las cepas circulantes más prevalentes pertenecen a los DTU 

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

Tomado de chagasfound.org. 
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I y II, que equivalen a los grupos Tc.I y Tc.II de la clasificación anterior: Tc. I, con ciclos selváticos 

y domésticos y que comprende cepas como Dm28c, Sylvio X10, G, Tulahuen, entre otras y T.c II, 

que tiene origen doméstico e incluye a las cepas Esmeraldo, Y, etc. La excepción más importante 

la constituye la cepa CL-Brener de circulación doméstica, que antes pertenecía al grupo II y ahora 

se clasifica en el DTU VI. De hecho, se determinó que CL-Brener es una cepa híbrida, proveniente 

de los DTUs Tc.II y III (149,150).  

 

b) Reconocimiento y fagocitosis 

 

La interacción patógeno-hospedero que tiene lugar en la infección de macrófagos por T. cruzi 

implica una importante respuesta citotóxica dependiente de oxidantes y como contraparte, un 

sofisticado sistema antioxidante en el parásito. En esta sección se discutirán los aspectos 

específicos que se conocen sobre esta interacción. 

Se han descrito una gran cantidad de moléculas presentes en la superficie de los tripomastigotas 

de T. cruzi que participan de la interacción con la célula hospedera. Las más abundantes son las 

glicoproteínas de tipo mucina (representan el 1% del genoma) y las transialidasas, responsables 

de transferir residuos de ácido siálico desde la superficie de la célula a glicoconjugados del 

parásito (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 interacción con el parásito lleva a la fosforilación de tirosinas clave, mediada principalmente 

por la quinasa del 3-fosfatidilinositol (PI 3-K) y PKC desencadenando la internalización del 

parásito por fagocitosis, movilización de lisosomas para su fusión con el fagosoma y la activación 

de la Nox2 (151-154). Durante la fagocitosis, la célula emite pseudópodos a partir de la 

membrana plasmática, englobando completamente al patógeno, un proceso que requiere de 

activación de la polimerización de la actina y remodelación del citoesqueleto. Luego de sellada 

la membrana que envuelve al patógeno se forma la vacuola parasitófora y ocurre el proceso de 

maduración de la misma, por fusión con endosomas y lisosomas hasta formar el fagolisosoma 

(151). 

Por otro lado, en macrófagos infectados con T. cruzi se da la inducción de citoquinas pro-

inflamatorias (IL-12, TNF-α), mediada principalmente por mucinas del parásito a través de la 

activación de las vías de NF-κB y MAPK (155). La iniciación de estas cascadas de señalización 
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depende de la activación a través de los receptores TLR2 y TLR4 (36,156). En particular, el 

aumento del IFN-γ ha sido descrito en numerosos trabajos y se ha vinculado con el control de la 

infección por T. cruzi (157). Este contexto inflamatorio dependiente de IFN-γ lleva, entre otras 

cosas, a la inducción de la iNOS por vías de señalización discutidas anteriormente. 

 

c) Biología redox en el fagosoma 

El O2
•― derivado de Nox2 se forma hacia el interior del fagosoma y el •NO difunde desde el 

citosol, dando lugar a la formación de ONOO― dentro de la vacuola (Ver Figura 1-11). El escaso 

espacio entre la membrana del fagosoma y el parásito (<20 nm), lleva a que se formen altas 

concentraciones de peroxinitrito en esta zona (rango milimolar), capaces de promover 

oxidaciones en la superficie del parásito de forma directa o dependientes de radicales derivados 

(158). La presencia de CO2 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 aún en presencia 

de •NO, parte del O2
•― intrafagosomal es capaz de difundir hacia el interior de T. cruzi y 

reaccionar con el •NO que alcanza el citosol del parásito. Esto implica que se forma ONOO― tanto 

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

Por otro lado, el pH ácido del fagosoma de T. cruzi (pH = 5,3) determina que cerca de un 30 % 

del O2
•―se encuentre como HO2

•, especie con mayor capacidad de difundir y oxidar blancos 

intracelulares en el parásito (26). También, por efecto de la captación de SOD extracelular en el 

fagosoma o de la propia Fe-SOD de T. cruzi (160,161), el O2
•― puede dismutar en el lumen de la 

vacuola formando H2O2, el cual también tiene efectos citotóxicos. 
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d) Evidencias sobre la relevancia de los oxidantes en el ataque a 

Trypanosoma cruzi 

Tanto la inducción de la expresión de la iNOS como la activación de la Nox2 están fuertemente 

relacionadas con la eliminación del parásito en macrófagos. Está demostrado que ratones 

deficientes en IFN-γ (IFN-γ -/-) son incapaces de controlar la infección, debido a que presentan 

una respuesta inflamatoria deficiente y no pueden inducir la producción de •NO por la iNOS 

(162). A su vez, la inhibición farmacológica o la ablación genética de la iNOS lleva a que los 

ratones no controlen la proliferación del parásito, evidencias que, en conjunto con la toxicidad 

del •NO observada in vitro, resaltan la importancia de esta enzima en el contexto de la infección 

(163,164).  

Figura 1-11. Reacciones en el fagosoma de T. cruzi. La Nox2 se ensambla en la membrana del fagosoma y dirige la 

producción de O2
•― hacia el interior de la vacuola. Éste puede dismutar a H2O2 por acción de la SOD, y generar así 

daño oxidativo en el parásito. Tanto el radical aniónico O2
•―como la forma protonada HO2

• son difunden a través 

de la membrana de T. cruzi. A su vez, el •NO es capaz de difundir desde el citosol y reaccionar rápidamente con el 

O2
•― para formar ONOO― en el lumen del fagosoma o en el citosol del parásito. El ONOO― es capaz de oxidar 

directamente blancos moleculares o a través de los radicales derivados de la reacción con CO2. El •NO por su parte 

también tiene efectos citotóxicos sobre T. cruzi. Tomado de Piacenza, L y col. JEM, 2019. 
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En la infección de macrófagos se ha demostrado que la activación de la Nox2 en simultáneo con 

la producción de •NO en los primeros 30-90 minutos de la fagocitosis resulta en un mayor control 

de la infección que si se estudia su toxicidad individual, subrayando que la formación de ONOO― 

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

Por otro lado, la manipulación de los componentes del sistema antioxidante de T. cruzi ha 

contribuido a determinar la relevancia de la formación de O2
•―, •NO y sus derivados (H2O2 y 

ONOO―. Por ejemplo, la infección de macrófagos con una cepa de T. cruzi sobreexpresante de 

Fe-SODB (isoforma de SOD predominante en el citosol), muestra que la mayor detoxificación de 

O2
•― lleva a una proliferación descontrolada del parásito (26). De la misma manera, la 

sobreexpresión de las peroxiredoxinas de T. cruzi, capaces de detoxificar tanto H2O2 como 

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

Sin embargo, la evidencia acerca del papel de la Nox2 en el contexto de la infección por T. cruzi 

se ha visto cuestionada en los últimos tiempos. En los primeros estudios de infección a 

macrófagos, se observó que clonas de células incapaces de formar O2
•― tras la fagocitosis de T. 

cruzi no lograban controlar la infección, y este resultado se revertía al agregar una fuente 

exógena de H2O2 (glucosa oxidasa)(166,167). De esta forma se demostraba que, al igual que en 

otros modelos de infección por patógenos, la actividad Nox2 se relaciona con el control de la 

proliferación y/o sobrevida. Estudios más recientes realizados con el modelo de ratones 

gp91phox-/- que no expresan la Nox2, muestran resultados que se contraponen a la hipótesis de 

que esta enzima contribuye en la respuesta contra T. cruzi. Si bien los animales KO mueren de 

forma prematura por la infección, se observan parasitemias (cantidad de parásitos 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 gp91phox-/- y se le atribuye un rol contraproducente a la 

formación de oxidantes en el contexto de la infección por T. cruzi (171).  También se ha 

estudiado la invasión en los tejidos de ratones wt y gp91phox-/- y no se han observado diferencias 

significativas (170). En cuanto a la infección in vitro, se reporta que macrófagos peritoneales y 

de médula ósea gp91phox-/- con parásitos de las cepas Y y CL-Brener se infectan en menor 

proporción que los wt (170,171), en contraste con lo esperado según los antecedentes acerca 

del rol de la producción de O2
•― y derivados como agentes citotóxicos. 

Este tipo de resultados, ha llevado a plantear el concepto de que el O2
•― no es importante en la 

inhibición de la proliferación o destrucción del parásito en la fase aguda de la infección. Sin 

embargo, esta visión deja abierta la pregunta de por qué los ratones gp91phox-/- son más 

susceptibles a la infección por T. cruzi  y mueren de forma prematura. Algunos plantean que la 
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ausencia de O2
•―, elimina uno de los blancos importantes del •NO, aumentando los niveles de 

estado estacionario de este último y generando una vasodilatación exacerbada. Sin embargo, 

este factor no explica la mayor mortalidad, dado que el restablecimiento de la presión arterial 

no previene del colapso del animal (170). Además se ha reportado que el exceso de •NO en 

ratones gp91phox-/- puede promover un fenotipo pro-arritmogénico en cardiomiocitos y 

contribuir a la patología cardíaca (169). En otro modelo de animales deficientes en Nox2 

(p47phox-/-) se observa mayor colonización de los tejidos por parte de T. cruzi y menor sobrevida 

del ratón. 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 bibliografía disponible es contradictoria con respecto al rol que 

tienen los oxidantes en el ataque a T. cruzi. La hipótesis que guió este trabajo es que la formación 

de O2
•― y •NO es muy relevante en el control de la infección 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 evolución del 

hospedero por la proliferación descontrolada del parásito. 
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2- OBJETIVOS 

 

Objetivo general  

Contribuir a determinar el rol del superóxido en el control de la infección de macrófagos por 

Trypanosoma cruzi.  

 

Objetivos específicos 

1- Caracterizar la producción de especies reactivas del oxígeno y del nitrógeno en cultivos de 

macrófagos derivados de médula ósea de ratones iNOS-/- y gp91phox-/-. 

2-Determinar la relevancia de las enzimas iNOS y gp91phox en la respuesta citotóxica de 

macrófagos infectados con Trypanosoma cruzi 

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

infección por Trypanosoma cruzi en ratones wt y gp91phox-/-. 
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3- MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Modelos animales 

Se adquirieron cepas de animales modificados genéticamente en The Jackson Lab que presentan 

una deficiencia de la enzima Nox2 o iNOS: C57BL/6.129S6.Cybb, llamados gp91phox-/- y 

CByJ.129P2(B6)-Nos2, llamados iNOS -/-. Estas colonias fueron mantenidas en la Unidad de 

Animales Transgénicos y de Experimentación (UATE) del Instituto Pasteur de Montevideo en 

condiciones SPF (“specific pathogen free”) y luego trasladados a la Unidad de Reactivos y 

Biomodelos de Experimentación de la Facultad de Medicina (URBE) para realizar los 

experimentos.  

Cultivos celulares 

Cultivos de macrófagos de línea 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 antibióticos estreptomicina y penicilina 

(100mg/L). Habitualmente se realizaron 2 pasajes semanales y para los experimentos se 

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

Obtención de cultivos primarios de macrófagos derivados de médula ósea de ratón (BMDM). Los 

macrófagos se obtuvieron a partir de la diferenciación de células precursoras de médula ósea 

de los ratones de cepa salvaje o KO. El procedimiento de purificación de médula ósea consiste 

en sacrificar a los ratones por dislocación cervical e inmediatamente disecar las tibias y fémures 

en condiciones de esterilidad, abriendo a nivel de las epífisis y perfundiéndolos con medio RPMI 

(Roswell Park Memorial Insitute). Luego se centrifuga el contenido y las células obtenidas se 

plaquean en un medio condicionado (30% v/v) que contiene el factor estimulante de colonias 

macrofágicas (M-CSF) que favorece la diferenciación de los macrófagos. Este medio se obtiene 

del sobrenadante de un cultivo de células de la línea de fibroblastos L929. Luego de 7 días de 

cultivo se descartan las células no adherentes y las no viables, obteniéndose una población pura 

y homogénea de macrófagos(173). 

Caracterización fenotípica del cultivo de macrófagos derivados de médula ósea. Luego de siete 

días de la extracción de médula ósea se recuperaron las células adherentes y se resuspendieron 

en PBS frío (4⁰C) en una densidad de 5x105 células/ml. Se procedió de la misma manera con las 

células no adherentes y estas servirán 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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dilución 1/400 durante 30 minutos en oscuridad. Se lavaron las células con PBS y luego se 

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

Obtención de cultivos primarios de macrófagos peritoneales. Los ratones wt y gp91phox-/- fueron 

sacrificados y se removió la piel abdominal para exponer el peritoneo. Luego se inyectaron 5 mL 

de PBS frío en la cavidad peritoneal y se masajeó suavemente para despegar las células 

adheridas. Se extrajo la suspensión 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 5 células por pocillo). Los experimentos se realizaron 

inmediatamente luego de que las células se adhirieron al portaobjetos. 

Inducción de la iNOS. La inducción de la expresión de la iNOS se llevó a cabo según protocolos 

definidos en trabajos previos de nuestro grupo de investigación para cultivos de macrófagos de 

línea (32). El procedimiento consiste en la exposición de las células a 400U/ml de IFN-γ y 8μg/ml 

de LPS durante 4-5hs. Como inhibidores de la producción de •NO se utilizaron: N-

monometilarginina (N-MMA), y la aminometilpiridina (AMPyr), conocidos inhibidores de la 

isoforma inducible de la NOS.  

Activación del estallido respiratorio. El estallido respiratorio en los macrófagos puede 

desencadenarse por estímulos fagocíticos y por activadores de la Nox2 que no dependen de la 

fagocitosis. En este trabajo se utilizó el desafío con tripomastigotas metacíclicos (la forma 

infectiva de T. cruzi) como estímulo fagocítico y el éster de forbol PMA (4 μg/mL), que al ser 

análogo del diacilglicerol activa directamente a PKC provocando la fosforilación y ensamblaje de 

la NADPH oxidasa (175).  

Inducción de Nox1. Para promover el aumento de la expresión de Nox1 se utilizó LPS como 

inductor, tratando a los macrófagos durante 24 horas con una dosis de 4 µg/mL, una 

concentración menor que la utilizada para inducir la iNOS. 

 

Cultivo de epimastigotas, tripomastigotas metacíclicos 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 citosólica 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 (infusión de cerebro-

corazón 33g/l, hemina 0.02 g/l, KCl 0.4 g/l y Na2HPO4 4 g/l), suplementado con SBF inactivado 
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por calor (10%), glucosa (0.3 g/l), estreptomicina (0.2 g/l) y penicilina (200,000 U/l). En el cultivo 

de los epimastigotas CL-Luc:Neon se adicionó el antibiótico de selección higromicina (Sigma, 150 

µg/ml). Los epimastigotas CPX y MPX fueron mantenidos por adición del antibiótico geneticina 

(G418) al medio de cultivo (250 µg/ml). Para inducir la metaciclogénesis química los 

epimastigotas de cultivo fueron centrifugados y resuspendidos en una densidad de 3-5 x 108 

cél/ml en un medio denominado orina de triatomíneo artificial (TAU) compuesto por NaCl 190 

mM, KCl 17 mM, MgCl2 2 mM, CaCl2 2 mM en buffer fosfato 8 mM, con 0.035 % de NaHCO3, pH 

6.0. Se incubaron 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 106 cél/ml, y se incubaron durante 72-96 horas a 28° C. Durante la 

transformación, parte de los parásitos 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 fagocíticas. Para eso usamos las células Vero, una línea celular 

epitelial derivada de riñón de mono, adquirida en ATCC (American type culture collection). La 

monocapa de células Vero son expuestas a los tripomastigotas metacíclicos (relación 20:1) 

durante 12 horas. Luego se lava el cultivo y se mantiene hasta la aparición de los nidos de 

amastigotas (4-5 días). El medio (DMEM suplementado con SBF 1%) se cambia diariamente hasta 

observar la salida de los tripomastigotas cuando se lisan las células Vero. Los parásitos 

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 infección en macrófagos.  

Infección en macrófagos por Trypanosoma cruzi. Macrófagos plaqueados en porta-objetos, sin 

activar o activados con IFN-γ y LPS (inductores de la iNOS), se incubaron con tripomastigotas de 

T.cruzi (en relaciones parásito/macrófago 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 macrófagos, o 

bien se incubaron durante 24hs en DMEM suplementado con 10% SBF decomplementado, a 

37°C, 5% CO2 para evaluar el control de la infección. Finalizada la incubación, los cultivos se 

fijaron con formaldehído al 3,7% durante 10 min y se permeabilizaron con tritón al 0.1%. Para 

teñir los núcleos de los macrófagos y de los parásitos internalizados se incubó a los preparados 

con una solución de 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI 10 μM, Invitrogen) en PBS. Luego se evaluó 

por microscopía de epifluorescencia el porcentaje de macrófagos infectados (con al menos un 

parásito) y la relación del número de núcleos de parásitos con respecto a los núcleos de 

macrófagos como índice de infección (N° de núcleos de parásitos/N° de núcleos de 

macrófagos*100). En otra serie de experimentos, en vez de fijar el cultivo, se contabilizó la 

cantidad de parásitos extracelulares en el sobrenadante del cultivo 6 días después de infectado 
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con CL-Brener. Para ello se recuperó el medio de cultivo, se centrifugó para concentrar la 

suspensión y se realizó el conteo de parásitos en cámara 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 H2O2 (0, 5, 10, 20, 50 

y 100 µM) en buffer PBS modificado de Dulbecco’s (dPBS: NaCl, 137 mM; KCl, 2.7 mM; Na2HPO4, 

8 mM; KH2PO4, 1.45 mM; CaCl2, 0.9 mM; MgCl2, 0.5 mM; glucosa, 5.5 mM; L-arginina, 1 mM), 

luego se lavaron por centrifugación y fueron cultivados en una densidad inicial de 1x106/ml en 

medio BHI. El crecimiento de cultivo se analizó por espectrofotometría, midiendo turbidez a 600 

nm diariamente.  

 

Detección de proteínas 

 

Inmunocitoquímica. Macrófagos de médula ósea de ratones wt se cultivaron en portaobjetos de 

8 divisiones y fueron tratados con LPS (4 µg/mL) durante 24 horas. Luego se fijaron las células 

con formaldehído al 3,6 % v/v durante 10 min y se permeabilizaron las células con tritón 0.1% 

por otros 15 minutos. Se agrego solución de bloqueo conteniendo 0.1% BSA y 0.01 % Tween 

durante 1 hora. Luego se realizó el marcaje con un anticuerpo primario anti-Nox1 (1:500, 

overnight), DAPI (10 μM, 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 montó el preparado 

utilizando gel de montaje (Gel Mounting, Sigma) y las imágenes se analizaron por microscopía 

de fluorescencia confocal.  

 

Western blot. Para evaluar la expresión de distintas enzimas presentes en los macrófagos BMDM 

y J774A-1 se utilizó la técnica de western blot. Para ello se prepararon muestras a partir 1 x 106 

células (como mínimo) incubadas con buffer de lisis (Tris-HCl 20 mM, NaCl 150 mM, tritón 0.1%, 

inhibidor de proteasas). Luego se sonicaron las muestras y finalmente se calentó a 90°C durante 

5 minutos. Se agregó buffer de la muestra y se realizó una electroforesis en condiciones 

desnaturalizantes, sembrando aproximadamente 100 µg de proteína total. Se realizó la 

transferencia de las proteínas a una membrana de nitrocelulosa en la modalidad “húmeda” 

overnight. Se bloqueó la membrana con leche al 3% en PBS durante 30 min y luego se incubó 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 dilución 1:1000 en 
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PBS-Tween 0,1%) desde 2 hasta 16 horas dependiendo el caso. Se lavó 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 rábano y anticuerpos secundarios con fluoróforos que emiten en el 

infrarrojo cercano. En el primer caso se reveló con el sustrato SuperSignal West Femto (Thermo) 

en placa fotográfica y en el otro mediante un detector de fluorescencia NIR ("near infra red"), 

marca LI–COR, modelo ODYSSEY. 

 

Detección de especies reactivas del nitrógeno 

 

Para los ensayos de formación de oxidantes (con excepción de la técnica de Griess), el medio de 

cultivo se sustituyó por dPBS, que contiene sustratos necesarios para mantener viables las 

células y para las actividades enzimáticas 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 producción de •NO se evaluó por la técnica colorimétrica de Griess, que 

mide la acumulación de NO2
-, producto estable de la oxidación del •NO (178). El sobrenadante 

de cultivos de macrófagos activados con IFN-γ y LPS u otros tratamientos se incuba con el 

reactivo de Griess, el cual se prepara mezclando volúmenes iguales de agua, una solución 0.1% 

(m/v) de N-naftiletilendiamina en 60 %v/v de ácido acético glacial y una solución de 1% de 

sulfanilamida en 30% v/v de ácido acético glacial. La base de la técnica es la reacción del trióxido 

de dinitrógeno (N2O3, generado a partir de la autooxidación del •NO o de la acidificación 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 incubó una 

mezcla con proporciones de 1/3 de muestra y 2/3 de reactivo durante 10 minutos y se midió la 

absorbancia a 540 nm. Como referencia se realizó una curva de calibración con NaNO2 (0-50 

μM). 

Detección de ONOO―. Para la detección de peroxinitrito se utilizó el ácido cumarín-7-borónico 

(CBA), el cual reacciona con la forma aniónica del peroxinitrito (ONOO—) con una constante de 

velocidad lo suficientemente alta como para competir con otros blancos intracelulares (1,1x10-

6M-1s-1), generando un producto fluorescente (Figura 3-1)(179). El CBA se incubó con los 

macrófagos en una concentración final de 100 µM en dPBS y el producto de la oxidación de la 
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sonda se detectó en un fluorímetro de placas (λexc=330, λem=450) en forma continua o se 

determinó la concentración alcanzada al final de la incubación.   

 

Detección de especies reactivas del oxígeno 

 

Reducción de citocromo c3+. El O2
•- es capaz de reducir al citocromo c3+ (Ec. 3-1) originando un 

cambio espectral que se traduce en un aumento de la absorbancia a 550 nm (ε550nm=21 mM cm-

1)(93).  

Cyt c – Fe3+ + O2
•_   →   Cyt c – Fe2+ + O2        Ec. 3-1 

 

Para medir el estallido respiratorio se determinó la concentración de citocromo c reducido luego 

de dos horas de incubación de una monocapa de 2,5 x106 macrófagos con citocromo c3+ (20 µM) 

a 37°C. Como control, se incluyó una condición con el agregado de SOD. La fracción de citocromo 

reducido que no se forma en presencia de SOD se atribuye a la reacción con O2
•-. 

Oxidación de Amplex Red. Para medir la formación de O2
•— se utilizó también una técnica 

indirecta basada en la detección de su producto de dismutación, el H2O2. El método consiste en 

el uso de una sonda fluorogénica, el Amplex Red, que en presencia de la peroxidasa de rábano 

(HRP) y H2O2 genera un producto fluorescente (Figura 3-2), la resurfina (λexc=530 nm, 

λem=590nm)(180).  

  

Figura 3-2. Oxidación de la 

sonda Amplex Red. La reacción 

del H2O2 con la peroxidasa es 

capaz de generar un radical en la 

enzima (compuesto I) y este 

luego oxida al Amplex Red, 

generando un producto 

fluorescente, la resurfina. 

Figura 3-1. Oxidación de CBA. El 

ácido (CBA) o el éster (CBE) 

borónico derivados de la cumarina 

reaccionan con H2O2 o con 

ONOO— para dar hidroxicumarina 

(COH) fluorescente como 

producto. La reacción con ONOO— 

tiene una constante de velocidad 1 

millón de veces mayor que la de la 

reacción con H2O2. Tomado de 

Zielonka, J, y col. JBC, 2010. 
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El mecanismo de reacción implica la formación de un radical en la peroxidasa (compuesto I) por 

la reacción con H2O2. Luego, el compuesto I es capaz de formar un radical fenólico intermedio 

en la sonda, que finalmente re-arregla dando el producto fluorescente, resurfina. En las 

ecuaciones I-III se describe el mecanismo propuesto para las sondas fenólicas (ROH) como el 

Amplex Red (181). 

HRP3+ + H2O2 → Compuesto I              Ec. I 

Compuesto I + AR-OH → Compuesto II + AR-O• + H+                                                                      Ec.II 

AR-O• + AR-O•→ resurfina                                                                                                                  Ec. III 

AR + Compuesto II → AR• + HRP3+                                                                                                    Ec. IV 

Para medir el estallido respiratorio en macrófagos se incubo a las células con Amplex Red (50 

µM) en dPBS (Dulbecco’s PBS) en presencia de HRP (10 µg/ml) durante 1 hora y se siguió la 

oxidación de la sonda en un fluorímetro de placas con monocromador (Varioskan).  

Reducción de NBT. El azul de nitro-tetrazolio (NBT) es reducido por el O2
•-a formazán, que 

precipita y tiene un color azul oscuro (86), lo que permite identificar fácilmente el sitio de 

formación del radical por microscopía. Los macrófagos plaqueados en portaobjetos fueron 

expuestos a los tripomastigotas (con una relación de 10 parásitos por macrófago) en una 

solución de NBT (5 mg/ml) en dPBS. Luego de 15 minutos se lavaron los cultivos con PBS para 

retirar el NBT y los parásitos no fagocitados, se fijaron incubando en 4% de formaldehído en PBS 

durante 10 minutos. La presencia de fagosomas con precipitados de formazán fue analizada por 

microscopía de contraste de fases (Nikon Eclipse TE200). 

Oxidación de Dihidroetidio.  El Dihidroetidio (DHE) es la sonda más utilizada para la detección de 

O2
•― en sistemas biológicos, con aplicación desde cultivos celulares hasta su uso en animales. En 

presencia de O2
•—, DHE se oxida a 2-hidroxietidio (2-OH-E+), un producto característico de la 

reacción con este radical (Figura 3-3). Dado que la reacción con otras especies reactivas del 

oxígeno puede generar otros productos fluorescentes (como el etidio, E+), es necesario realizar 

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

 

Figura 3-3. Oxidación de DHE (o HE) por 

O2
•―. La reacción genera un producto 

específico, 2-OH-E+. 
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Macrófagos de médula ósea wt y gp91phox-/- cultivados en frascos de 25 cm2 se trataron con LPS 

(4 µg/mL) por 24h. Posteriormente se incubaron con DHE (50 µM) durante 40 minutos a 37°C. 

Luego se lavó 3 veces con PBS para retirar el excedente de sonda no incorporado y se agregó 

PMA (4 µg/ml) durante 2 horas adicionales. Finalizada esa incubación, se colectaron las células 

y resusupendieron en tritón 0.1%. Se realizaron 50 pasajes por jeringa (27Gx1/2’’ 0.4 × 13 mm) 

para la disrupción mecánica de las células. Luego se llevó a cabo la precipitación proteica y 

extracción de los productos de oxidación del DHE con acetonitrilo (100 μL) durante 2 h a 4°C. Se 

centrifugaron las muestras a 13.000 g durante 5 min y se recuperó la fase orgánica, la cual se 

secó en evaporador de vacío (Rapid vap, LABCONCO) a 40°C, 100 mbar, 40 rpm durante 24 horas. 

Finalmente, se resuspendieron las muestras en 100 µL de buffer de muestra (90% agua, 10% 

acetonitrilo y 0.1% ácido trifluoroacético). Para la detección de los productos de oxidación de la 

sonda se utilizó 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 μm) equilibrada con 10% Acetonitrilo/0.1% ácido trifluoroacético (TFA). La separación 

se llevó a cabo incrementando la concentración de ACN desde 10 a 65 % (0.5 mL/min). La elución 

de los componentes de la mezcla se siguió mediante la detección de fluorescencia (λexc=510 nm; 

λem=595 nm)(184). Se realizó una curva de calibración con estándar de 2-OH-Et+ (0-2µM) para 

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

Oxidación di-hidro-diclorofluoresceína La sonda di-hidro-diclorofluoresceína (DCFH2) no 

reacciona con una única especie oxidante. El mecanismo de reacción general es una abstracción 

por oxidantes fuertes de un electrón (•NO2, CO3
•—, •OH), produciendo un intermedio radicalar 

aniónico (DCF•—), que luego se oxida para dar estructuras resonantes responsables del aumento 

de la emisión de fluorescencia (DCF)(185). El H2O2 que se genera a partir de O2
•―, en presencia 

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

3-4.  

 

Figura 3-4. Oxidación de DCFH2. 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, 

2008. 
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Macrófagos de médula ósea gp91phox-/- fueron cultivados en placas de 24 pocillos y se pre-

trataron con LPS (4 µg/mL) o infectaron con tripomastigotas de T. cruzi durante 24 horas previas 

al ensayo. Luego se cambió el medio de cultivo por dPBS con DCFH2 50 µM, en algunos casos se 

agregó PMA (4 µg/mL) como activador y se midió la oxidación de la sonda en un fluorímetro de 

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

 

Reconstitución del fenotipo salvaje en BMDM gp91 phox-/-.  

 

Generación de vectores lentivirales conteniendo la secuencia de gp91phox. En el laboratorio 

contamos con los plásmidos necesarios para generar lentivirus de 3a generación (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 plásmidos 

conteniendo los genes gp91phox, gp91phox + GFP y el plásmido 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 µg/mL) a 37 °C. Se 

purificaron los plásmidos mediante un kit comercial de midi-prep (Invitrogen). Para generar las 

partículas 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 plásmidos (pCMV-dR8, 3 µg; pCMV-VSV-G 0.375 µg; pLV, pLV.gp91phox, 

y pLV.gp91phox.GFP 3 µg) en presencia de DMEM y Turbofect (18 µl). Se cambió el medio a las 

24 horas y se colectaron los sobrenadantes con partículas lentivirales a las 48 y 72 horas. Se 

removieron células muertas por centrifugación (2000 rpm) y luego se filtró la suspensión con 

filtro estéril de 0.45 µm. Finalmente, se concentraron las partículas por centrifugación 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 suspensión 

concentrada). Se estimó el número de partículas virales infectando células 293T con distintas 

diluciones de la suspensión obtenida y contando la proporción de células que expresan el gen 

reportero, obteniéndose un título promedio de 1 x 10 7 unidades transformantes/mL. 

Transfección del gen de gp91phox en BMDM. Se ensayaron distintos momentos para la 

transfección con lentivirus en los macrófagos de médula ósea (2, 6 y 7 días post extracción), 

determinando que la condición que mejor funcionó fue 48 h post extracción, es decir durante el 

proceso de diferenciación y sin agentes para la transfección como el Polybrene (188). Para ello, 

se incubaron las células con la suspensión concentrada de lentivirus (50-500 µL dependiendo de 
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la cantidad de macrófagos, relación partículas lentivirales:macrófagos de 2:1) hasta el final del 

período de diferenciación (7° día post extracción). Luego se evaluó la expresión de gp91phox por 

PCR tradicional y PCR en tiempo real. También se utilizó PMA como activador clásico del estallido 

respiratorio para hacer medidas de H2O2 por Amplex Red.  

Detección de ARNm de Nox1 y 2 por RT-PCR. A partir de 2 x 106 macrófagos por condición se 

realizó la disrupción mecánica 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 

utilizó el kit comercial “Superscript III first strand synthesis system for RT-PCR” (Invitrogen). 

Brevemente, se preparó una mezcla con 10 µL del ARN extraído, 0.5 mM de dNTPs y 50 ng de 

hexámeros aleatorios. Se incubó durante 5 min a 65°C y luego 1 min en hielo. Luego se realizó 

una mastermix acorde a las instrucciones del kit (buffer de reacción, DTT 10 mM, RNAsa OUT 

40U/µL, retrotranscriptasa (200 U). Se transfirieron 10 µL de la mezcla a la solución de ARN y se 

incubó primero 10 min a 25°C y luego 50 min a 50°C. Se termina la reacción 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 µg de ADNc (cuantificado en un equipo NanoDrop) y se realizó una 

mezcla en el tubo de reacción conteniendo: la polimerasa Taq Platinum (Invitrogen), buffer 10X, 

dNTPs, MgCl2, F-primer y R-primer. Para Nox 2 se utilizó 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 amplificación de Nox1 se utilizó 

un ciclado de: 94°C 1min, ciclos de 94°C 30s, 59°C 30s, 72°C 1 min, y 10 min 72°C).  

Infección de macrófagos con Trypanosoma cruzi en presencia de xantina oxidasa. Se realizaron 

infecciones en macrófagos gp91phox-/- en presencia de una fuente exógena de O2
•_, la enzima 

xantina oxidasa (XO). De forma de limitar la producción de esta especie en el interior del 

fagosoma, se procuró que la proteína fuera fagocitada junto con los parásitos. Para ello, 1,8 x 

107 tripomastigotas Dm28c fueron incubados con la enzima XO (150 mU/ml) durante 20 min y 

luego se realizó un lavado con PBS. Se reservaron alícuotas de la suspensión para medir el flujo 

de O2
•_ dependiente de XO antes y después de la incubación con los parásitos mediante 

reducción de citocromo c3+. Finalmente, se realizó la infección en los BMDM durante dos horas. 

Tras retirar los parásitos no internalizados se agregó medio de cultivo conteniendo xantina (150 

µM) y se evaluó el resultado de la infección a las 24 horas contando núcleos de macrófagos y 

parásitos teñidos con DAPI. 

Infección de macrófagos con Trypanosoma cruzi en presencia de glucosa oxidasa. Macrófagos 

de médula ósea gp91phox-/- (2x105) fueron infectados con tripomastigotas Dm28 (5:1) en 

presencia de distintas concentraciones de glucosa oxidasa para generar flujos de H2O2 entre 0 y 
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50 nM/min. Luego de 2 horas de incubación se lavó el exceso de parásitos y enzima. A las 24 

horas se evaluó el índice de infección, fijando el cultivo y tiñendo los núcleos con DAPI. 

 

 

Silenciamiento de Nox1 

 

siRNA. Se adquirieron 2 tipos de siRNA comerciales diseñados 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 adquirió un control negativo conjugado a fluoróforo 

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

Transfección por lipofección. Se preparó una suspensión de Lipofectamine conteniendo 500 µL 

de Optimem y 1-5 µL 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 transfirió esta 

mezcla a macrófagos cultivados en placas de 6 pocillos (2 x106 células por condición) que fueron 

lavados previamente con medio sin antibióticos. Luego de 18 horas se retiró la mezcla y se 

agregó medio DMEM 10% SBF. Se trató con LPS (4 µg/ml) y tras 24 horas de incubación se evaluó 

el silenciamiento por western blot o RT-PCR. En algunos experimentos, se realizó la inducción 

con LPS previo a la transfección con los siRNA. 

Transfección por electroporación. Una de las estrategias utilizadas para la incorporación del 

siRNA en los macrófagos fue la electroporación. Para ello se colocaron 2x106 macrófagos (j774A-

1 y BMDM inmediatamente luego de la extracción o al final de la diferenciación) suspendidos en 

50 µL de medio Optimem por condición, en celdas de 2 mm, y luego se agregaron 50 µL de 

Optimem contiendo el siRNA (1-3 µM). Se ensayaron distintas condiciones de electroporación 

(200-400 V, 100-200 Ω, 25-50 Ƒ)(188). Después del pulso se diluyeron las células en 1 ml de 

medio DMEM 10% SBF. Luego de 24 horas se cambió el medio y se trató las células con LPS 

(4mg/ml) para inducir Nox1. Tras 24 horas adicionales se evaluó el silenciamiento por western 

blot o RT-PCR.  

 

Infección in vivo  con Trypanosoma cruzi  

Inoculación de Trypanosoma cruzi en ratones. El protocolo de infección 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 día “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 µL de DMEM + 10% SBF de forma 

intraperitoneal. Los experimentos de infección con CL-Luc:Neon fueron realizados en su 

totalidad en la Unidad de animales transgénicos y de experimentación del Instituto Pasteur de 

Montenvideo (UATE). 

Parasitemias. Se realizaron parasitemias diarias de los ratones infectados entre los días 3 y 8 

post-infección. Para ello se tomaron muestras de sangre por punción en la punta de la cola de 

los ratones (1 gota). Luego se contabilizaron en cámara de Neubauer los tripomastigotas 

presentes por mL de sangre. 

Evaluación de carga parasitaria por PCR en tiempo real. Para evaluar el grado de invasión de 

parásitos a nivel tisular en los ratones luego de 10 días de infección se aisló tejido muscular 

cardíaco y esquelético (100 mg). Se utilizó un homogeneizador de vidrio y el reactivo para 

aislamiento genómico DNAzol (Life Technologies). A partir de 100 ng de ADN total se realizó una 

PCR en tiempo real, utilizando el kit SYBRgreen (Applied Biosystems) y primers específicos para 

una región de ADN satelital de T.cruzi AATTATGAATGGCGGGAGTCA (forward), 

CCAGTGTGTGAACACGCAAAC (reverse) que amplifican una región de 195 pb (189). Para la 

cuantificación relativa se utilizó como referencia el gen de GAPDH murino (5’-

CTGAGAACGGGAAGCTTGTC-3’ (forward) and 5’-CCTGCTTCACCACCTTCTTG-3’ (reverse). Cada 

reacción (20 μL) de PCR contenía: SYBR Green SuperMix 2X (10 μL), 0.5 μM 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 último paso de 72 °C (10 min). La curva de “melting” se analizó 

midiendo la fluorescencia entre 95 y 55 °C. El cambio relativo se calculó como 2−ΔΔCt, donde ΔCt 

es la diferencia entre Ct de T. cruzi y GAPDH; y ΔΔCt es la diferencia entre los ΔCt de muestras 

gp91phox-/- y wt. 

Visualización 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 gp91phox-/-

). Se inocularon 1 x 107 tripomastigotas por animal de forma intraperitoneal.  Para la 

visualización de los animales se utilizó un equipo multi-modal de imagenología in vivo (In Vivo 

Xtreme, Bruker) disponible en la UATE del Instituto Pasteur y con la colaboración de los doctores 

Marcelo Comini y Diego Benitez. Se registró la bioluminiscencia cada 2 o 3 días dependiendo de 

la fase de la infección. Para ello se inyectó una solución de D-luciferina (150 mg/Kg) vía 

intraperitoneal, se anestesió a los animales con isoflurano 2.5% v/v en oxígeno e 
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inmediatamente se analizaron en el detector de bioluminiscencia, acumulando la señal durante 

5 minutos. También se adquirieron radiografías de rayos X cada vez. Luego de la adquisición de 

las imágenes los animales fueron recuperados y devueltos a sus cajas. Para los estudios ex vivo 

se inyectó a los ratones con D-luciferina (150 mg/Kg) y luego de 7 minutos se los sacrificó por 

sangrado bajo anestesia terminal (pentobarbital 100mg/kg). Luego los animales fueron 

perfundidos a través del corazón con D-luciferina (0.3mg/ml). Finalmente se disecaron los 

tejidos y órganos 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 imagenología. Se 

analizaron las imágenes en el programa Fiji de Image J. Para determinar la intensidad total de 

señal en cada ratón se utilizó el parámetro “integrated density”, considerando un área de 

95*270 píxeles y se corrigió sustrayendo el background, obtenido en un área oscura de igual 

tamaño dentro de la imagen. El cambio relativo en la intensidad de la señal se calculó tomando 

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

Parasitismo en bazo. Se cuantificó la invasión por T. cruzi en los bazos de ratones infectados a 

los 10 días luego de la inoculación con parásitos CL-Luc:Neon. Para ello se aisló el tejido, se 

disgregó mecánicamente mediante el uso de una malla metálica hasta obtener una suspensión 

homogénea de células. Luego se midió la fluorescencia de los parásitos (que expresan la proteína 

mNeonGreen) en un fluorímetro de placas (λem = 480, λex =520) y se normalizó en base a la 

cantidad de proteínas totales. 

 

Análisis estadístico 

 

Los datos se expresan como la media ± SEM. Se utilizó el test estadístico test t de Student para 

comparar dos grupos y ANOVA para más de dos grupos. Un valor p ≤ 0.05 se consideró 

significativo. Los experimentos se realizaron al menos 3 veces y por duplicado o triplicado en 

cada oportunidad.
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4- RESULTADOS y DISCUSIÓN 

 

I. Caracterización de la producción de especies reactivas 

del oxígeno y del nitrógeno en cultivos de macrófagos 

derivados de médula ósea de ratones iNOS-/- y gp91phox 

-/-. 

 

a) Diferenciación de células de médula ósea 

Las células obtenidas a partir de la médula ósea de los ratones se diferencian en macrófagos 

luego de la exposición al factor M-CSF (del inglés macrophage colony-stimulating factor) (173). 

La identificación de la población de células adherentes obtenidas a lo largo del tratamiento se 

realizó analizando por citometría la expresión del marcador de membrana característico de 

macrófagos murinos, F4/80, con un anticuerpo específico conjugado a FIT-C (Figura 4-1). Se 

observó que a los 5 días existen dos poblaciones con diferente expresión, mientras que luego de 

7 días todo el cultivo expresa el marcador F4/80. Estos resultados están en línea con los 

protocolos de obtención de BMDM (del inglés, bone marrow derived macrophages) disponibles 

en la literatura (173). A partir del día 7 post-extracción de las células, el cultivo primario de 

macrófagos ofrece un plazo de entre 2 y 3 días para realizar experimentos, luego de ese tiempo 

se observa una disminución importante en el número de células adheridas. Los macrófagos 

utilizados en este trabajo fueron obtenidos a partir de la diferenciación de células precursoras 

de la médula ósea de ratones de cepa salvaje (C57BL/6 y Balb/c) y de las cepas modificadas 

genéticamente: iNOS /- y gp91phox-/-. 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 más susceptibles frente a diferentes 

agentes infecciosos (31). Los ratones gp91phox-/- (C57BL/6.129S6.Cybb) presentan una mutación 

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 más común 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, histología o desarrollo de los ratones iNOS-/- y gp91phox-/- son similares a los de la 

cepa salvaje (190,191). 
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b) Producción de •NO en BMDM de ratones iNOS-/- y gp91phox-/- 

 

Una vez establecida la técnica de 

extracción y diferenciación de BMDMs 

estudiamos la expresión de la iNOS en 

estas células, así como la producción de 

•NO y de O2
•―. La expresión de iNOS se 

analizó tanto en células wt, gp91phox-/- e 

iNOS-/- tras la incubación clásica de 5 

horas con IFN-γ y LPS (31,32).  La expresión 

de la iNOS luego de la inducción con 

citoquinas es similar en macrófagos wt y 

gp91phox-/-, mientras que no se evidencia 

presencia de la proteína en las células 

obtenidas a partir de ratones iNOS-/- 

(Figura 4-2). 

Figura 4-2. Expresión de iNOS. Western blot 

realizado con lisados de macrófagos de médula ósea 

de ratones C57BL-6 (wt); iNOS -/- y gp91phox-/-) y 

revelado con un anticuerpo anti-iNOS. Se analizó la 

expresión de la proteína en condición control (sin 

tratamiento) y en presencia de inductores de la iNOS 

(IFN-γ/LPS). 

Figura 4-1. Caracterización fenotípica de macrófagos obtenidos de médula ósea. 

Macrófagos diferenciados a partir de médula ósea de un ratón C57BL-6 fueron incubados con 

el anticuerpo conjugado a FIT-C anti-F4-80 y analizados por citometría luego de 5 y 7 días de 

incubación con el medio de diferenciación. Como control negativo se utilizaron células L1210 

(línea celular de leucemia linfoide de ratón) y como control positivo se usaron macrófagos de 

línea J774A-1 (no mostrado). 
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Se determinó la formación de •NO por macrófagos derivados de las cepas iNOS-/- y gp91phox-/- 

midiendo NO2
―, producto estable de la oxidación del •NO (178). La producción de •NO en los 

macrófagos gp91phox-/- fue suprimida casi completamente por un inhibidor de la iNOS, la 

aminometilpiridina (AMPyr), mientras que no se detectó NO2
― en los sobrenadantes de los 

cultivos de macrófagos derivados de ratones iNOS-/-. Cabe destacar que la producción de •NO 

en las células gp91phox-/- es similar a la determinada en los macrófagos salvajes, no existiendo 

aparentemente una respuesta modulada por la ausencia de la enzima responsable del estallido 

respiratorio (Figura 4.3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

c) Producción de O2
•― en BMDM de ratones iNOS-/- y gp91phox-/- 

La producción de O2
•― en los BMDMs se estudió por medio de diferentes técnicas que se basan 

en fundamentos distintos o presentan diferencias en la sensibilidad. Entre ellas se incluyen: la 

reducción de citocromo c3+ (cit c3+), de NBT o de DHE por reacción directa con el O2
•―, y la 

oxidación de sondas fluorescentes por el H2O2 u otras especies derivadas del O2
•― como la DCFH2 

o Amplex red. Los resultados obtenidos confirmaron la ausencia de actividad del tipo “estallido 

respiratorio” en células gp91phox-/- y una actividad comparable a la de los wt en los macrófagos 

iNOS -/- tras la activación clásica con PMA (Figura 4-4).  

 

 

Figura 4-3. Producción de •NO por 

macrófagos iNOS -/- y gp91phox-/-. 

Macrófagos derivados de médula ósea fueron 

cultivados en placas de 24 pocillos y tratados 

con IFN-γ/LPS durante 24 horas. Además, se 

agregó el inhibidor AMpyr (100 µM) en 

algunas condiciones. Luego se colectó el 

sobrenadante y se determinó la 

concentración de NO2
- (derivado del •NO) por 

la técnica de Griess. “*“ indica p<0.05 
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De la misma manera, la detección por microscopia de cristales de formazán, productos de la 

reducción de azul de nitro-tetrazolio por O2
•―, mostró que no existe actividad Nox2 promovida 

por estímulos clásicos, como PMA o la exposición a T. cruzi, en macrófagos gp91phox-/- (Figura 4-

5.).  

Se contempló la posibilidad de que exista una fuente alternativa de O2
•― que juegue un rol 

durante la infección en los macrófagos (y ratones) KO con T. cruzi, a modo de compensación por 

la ausencia de Nox2. Existen algunos reportes de la expresión de otra isoforma de la NADPH 

oxidasa en macrófagos además de la típica isoforma fagocítica, Nox2 (69-71). Se trata de la Nox1, 

muy estudiada a nivel de VSMC y que, si bien comparte algunas subunidades con la isoforma 2, 

Figura 4-5. Reducción de NBT por macrófagos derivados de médula ósea de ratones wt y gp91phox-

/-. Los macrófagos de médula ósea se incubaron con PMA o parásitos de Trypanosoma cruzi en 

presencia de NBT (5mg/ml) durante 30 min. Posteriormente se fijaron los cultivos con formaldehido 

y se visualizó al microscopio de campo claro la presencia de depósitos de color oscuro, 

correspondientes a la formación de cristales de formazán en el sitio de producción de O2
•-. 

 

Figura 4-4. Producción de O2
•_ por 

macrófagos iNOS -/-, gp91phox-/- y wt. 

Macrófagos derivados de médula ósea 

(2.5 x106 por pocillo) se incubaron con una 

solución de cit c3+ oxidado 20 µM en dPBS 

durante 2 horas. Luego se colectó el 

sobrenadante y midió la concentración de 

citocromo c registrando la absorbancia a 

550 nm (Ꜫ=21 mM-1 cm-1). “*” indica 

p<0.05. 
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el core catalítico se encuentra en una proteína diferente a gp91phox, denominada Nox1 (64). La 

regulación o activación de Nox1 en macrófagos ha sido escasamente explorada hasta el 

momento. Los reportes existentes muestran que existe una inducción de la expresión de la Nox1 

por exposición a LPS y una activación directa dependiente de la pequeña GTPasa Rac1 (69,70).  

Para evaluar la presencia de esta isoforma y un posible rol de compensación en la producción 

de O2
•―en ausencia de la Nox2, se evaluó la producción de O2

•― y H2O2 bajo incubaciones 

prolongadas con LPS en BMDM gp91phox-/-. Como se mencionó previamente no es posible 

detectar producción de O2
•― en macrófagos BMDM gp91phox-/- con estímulos clásicos, como el 

tratamiento con PMA o infección con T. cruzi. Tampoco el tratamiento con LPS durante 24 horas 

lleva a una actividad detectable por la técnica de reducción de NBT en estas células. Sin 

embargo, la combinación de un tratamiento con LPS durante 24 h y luego la infección con T. 

cruzi, o el estímulo con PMA (Figura 4-6) llevan a la aparición de cristales de formazán, producto 

de la reacción del O2
•― con NBT.  

También se estudió la producción de 

oxidantes en estas condiciones en 

macrófagos gp91phox-/- por una 

técnica menos específica pero más 

sensible, como es la oxidación de la 

DCFH2. Esta sonda reacciona con 

distintos radicales dando DCF como 

producto. Si bien la DCFH2 no 

reacciona con O2
•― en forma directa, 

el H2O2 (producto de su dismutación) 

en presencia de hierro, o bien el 

ONOO― generan radicales capaces 

de oxidarla (186). Esta técnica 

Figura 4-6. Producción de O2
•― en macrófagos gp91phox-/-. Macrófagos derivados de médula ósea fueron cultivados 

en portaobjetos de 8 divisiones y tratados con LPS (4 µg/mL) o tripomastigotas de T. cruzi (5:1) durante 24 horas. 

En algunos casos luego de 24 horas de exposición a LPS se agregaron tripomastigotas o PMA (4 µg/ml) en presencia 

de NBT en el medio (2mg/ml). Tras 20 minutos se lavó el cultivo y se visualizó en un microscopio óptico la formación 

de depósitos de formazán de color oscuro. 

Figura 4-7. Producción de oxidantes por macrófagos gp91phox-

/-. Macrófagos de médula ósea (5x105 por pocillo) fueron 

tratados con LPS (4 µg/ml) o infectados con T. cruzi (5:1) durante 

24 horas. Luego se midió la oxidación de la sonda DCFH2 (50 µM) 

por parte de estos macrófagos en un fluorímetro de placas 

(Varioskan Flash, λexc=480 nm; λem=520 nm) en ausencia o 

presencia de PMA (4 µg/ml) durante 1,5 h. 
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permitió evidenciar que los BMDM que no expresan Nox2 conservan cierta capacidad de 

producir oxidantes por la activación con PMA si previamente se expuso a esas células a LPS o 

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

La oxidación de DHE a 2-hidroxietidio (2-OH-Et+) corresponde exclusivamente a la reacción de la 

sonda con O2
•_ y permite detectar este radical de forma inequívoca en un análisis por HPLC (184). 

Por medio de esta técnica, se determinó que en los cultivos de macrófagos gp91phox-/- tratados 

con LPS durante 24 h y luego activados con PMA, existe formación de O2
•―, pero que 

despreciable con respecto a los niveles que se alcanzan en el “estallido respiratorio” de los 

macrófagos wt, (0,1 vs 2,8 pmol/min/106 células, Figura 4-8). 

La cuantificación de la producción de O2
•― por Nox2 y Nox1 permite analizar el posible rol de 

ambas enzimas durante la activación macrofágica. Las técnicas usadas presentan distintas 

limitaciones, pero pueden ser usadas en forma combinada para analizar cada tipo celular y 

condición de activación. La velocidad de formación de O2
•― determinada por la formación de 2-

OH-Et+ puede representar una subestimación del valor real, debido a la competencia entre la 

sonda y otros blancos del O2
•―, así como a la pérdida de producto durante la extracción. En 

cambio, la técnica de reducción de cit c3+, implica la medida directa del producto de oxidación en 

el sobrenadante del cultivo sin procedimientos adicionales. Los resultados obtenidos en nuestro 

laboratorio, así como datos relevados de la literatura fueron sistematizados en la Tabla 4-1, de 

forma de poder comparar las diferentes condiciones. 

 

Figura 4-8. Producción de O2
•_ en BMDM wt y gp91phox-/-. Macrófagos de médula ósea (5 x 106) fueron tratados 

con LPS (4 µg/ ml) durante 24 h. Luego fueron incubados con la sonda DHE (50 µM) durante 40 min y se lavó el 
excedente. Se activó a las células con PMA (4 µg/mL) y después de 2 horas se procedió a lisar las células para 
realizar la extracción orgánica y analizar por HPLC los productos fluorescentes obtenidos (λexc=510 nm; λem=595 
nm). A) En el gráfico se muestran cromatogramas representativos con los picos correspondientes al 2-OH-Et+ 
(especifico de la reacción con O2

•_) y el Et+. B) Se obtuvo el área bajo la curva del pico correspondiente a 2-OH-
Et+ en marófagos activados y se corrigió sustrayendo la señal en macrófagos control. Luego se calculó la 
concentración de este compuesto con una curva de calibración realizada con un estándar (0.-2µM). “*” = p<0.02 
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Existe una gran variabilidad en los valores de velocidad de formación de O2
•― reportados en 

macrófagos. Esto puede explicarse por las diferencias en las técnicas y en los tipos de 

macrófagos utilizados. Por ejemplo, se observa que en los macrófagos de línea celular (J774A-1) 

se determinaron flujos mayores de O2
•― por exposición a PMA que en los cultivos primarios 

obtenidos a partir de médula ósea. 

 

d) Nox1 en macrófagos gp91phox-/-  

 

Dado que se evidenció formación de O2
•― en macrófagos gp91phox-/- con estímulos similares a 

los reportados para inducir la expresión de Nox1, se estudiaron los cambios en la cantidad de 

esta proteína en macrófagos de médula ósea. Al analizar su expresión 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 expresión de la proteína muestra que el incremento de la proteína 

comienza a ser detectable por esta técnica luego de 6 horas de exposición a LPS. Se obtienen 

resultados similares con macrófagos J774A-1. 

Tipo celular* Estímulo Técnica 
pmol/min/106 

células** 
Ref. 

RAW 264.7 PMA DHE 5 (192) 

BMDM PMA DHE 2,8 Este trabajo 

BMDM gp91phox-/- PMA DHE 0,1 Este trabajo 

BMDM PMA Reducción de cit c3+ 12 Este trabajo 

J774A.1 PMA Reducción de cit c3+ 150 (32) 

J774A.1 PMA Amplex Red 60 Este trabajo 

J774A.16 PMA NBT 200 (167) 

J774A.16 T. cruzi NBT 60 (167) 

Macrófagos 
peritoneales 

PMA Scopoletina 4000 (193) 

Neutrófilos PMA Reducción de cit c3+ 15 x 103 (63) 

     

Tabla 4-1. Flujos de O2
•― reportados en macrófagos y neutrófilos. * RAW 264.7 y J774A son líneas celulares 

de macrófagos; **En algunos casos se convirtió el dato original asumiendo 1 mg de proteína ~ 2 x 106 

células.  
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Si bien el estímulo con LPS no es suficiente para activar la producción de O2
•―como se describió 

en la sección anterior, es posible que un efecto de “priming” sobre la enzima, aumentando su 

expresión y luego un segundo estímulo lleve a la activación de la misma.  

Por otro lado, algunos autores detectan especies reactivas del oxígeno en macrófagos 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 interacción entre IRAK-1 y Rac1 tras la 

estimulación con LPS, llevando a la activación de ésta última y, por consiguiente, de la enzima 

Nox1 (70). Sin embargo, en dichos artículos 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 O2
•― producido por macrófagos tratados sólo con LPS por ninguna de las 

técnicas utilizadas, sino que se requiere un segundo estímulo. 

Además de los efectos sobre la expresión y actividad, la estimulación con LPS parece influir en 

la localización de la enzima. En la inmunocitoquímica realizada con macrófagos BMDM wt se 

observa, además de un aumento, una redistribución de la señal, pasando de ser difusa a 

acumularse en algunas zonas discretas (Figura 4-10). La localización subcelular de esta enzima 

aún no se encuentra claramente establecida y debe seguir investigándose. En el marco de este 

trabajo se utilizaron marcadores de membrana plasmática, lisosomas y mitocondrias y no se 

Figura 4-9. Curso temporal de la expresión de Nox1 en BMDM tratados con LPS. Macrófagos de médula ósea 

cultivados en placas de 6 pocillos fueron tratados con LPS (4 µg/ml) durante 2, 4, 6, 18 y 24 horas y luego lisados 

con buffer de lisis celular. Se realizó una electroforesis desnaturalizante y después se transfirieron las proteínas 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 fluoróforos que emiten en el infrarrojo y la 

fluorescencia se analizó en el Oddysey Infrarred Imaging (Licor). 
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obtuvo co-localización con la señal correspondiente al marcaje con anticuerpo específico para 

Nox1.  

Como se mencionó anteriormente, la inducción de la expresión de Nox1 por LPS fue descrita en 

macrófagos previamente y se propone que la señal transcurre a través de la vía TLR-4 > IRAK-1 

> NfκB. En este sentido, evaluamos la expresión de Nox1 en BMDM infectados con T. cruzi, dado 

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

Como se observa en la Figura 4-11, la infección con tripomastigotas de T. cruzi provoca también 

un incremento en la expresión de la enzima Nox1, algo que no se había descrito hasta el 

momento.  

 

 

La detección del ARNm de Nox1 en BMDM wt también muestra que el tratamiento con LPS o T. 

cruzi durante 24 horas llevan a un aumento en la cantidad del mensajero, Figura 4-12, lo cual es 

consistente con la regulación transcripcional de la enzima descrita en otros trabajos. Cabe 

Figura 4-11. Expresión de Nox1. Se infectaron macrófagos de médula ósea wt y gp91phox-/- con 

tripomastigotas de T. cruzi Dm28c (5:1) durante 24 horas y se trataron otros cultivos con LPS (4µg/ml) por el 

mismo tiempo. Luego se realizó una electroforesis desnaturalizante con lisados preparados a partir de esos 

cultivos, se transfirieron las proteínas a una membrana para western blot. Se marcaron las proteínas Nox1 y 

GAPDH con anticuerpos comerciales y se reveló la membrana con anticuerpos secundarios conjugados a 

fluoróforos de emisión en el infrarrojo. Se detectó la señal fluorescente en el equipo Odissey Infrarred Imaging 

(Licor). 

Figura 4-10. Expresión de Nox1 en 

macrófagos BMDM. Macrófagos de 

médula ósea fueron tratados con LPS 

(4 µg/mL) durante 24 horas. Luego se 

fijaron las células y se realizó una 

inmunocitoquímica con un 

anticuerpo primario anti-Nox1 y un 

anticuerpo secundario conjugado a 

Alexa-488. Las imágenes se 

analizaron por microscopía de 

fluorescencia confocal. Verde: nox1; 

Azul: DAPI. 
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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.  

Como estrategia para evaluar el rol que tiene la inducción de la Nox1 durante la infección con T. 

cruzi se buscó silenciar la expresión de la proteína por la técnica de pequeños ARNs de 

interferencia (siRNA). La metodología se basa en el sistema de interferencia propio de las células, 

donde un ARN doble hebra es procesado en fragmentos pequeños por la proteína 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 guía su degradación por 

el complejo RISC (195). En particular, se trabajó con dos tipos de siRNA comerciales (Stealth 

siRNA y Silencer Selected siRNA de Invitrogen) y dos estrategias para la incorporación del ácido 

nucleico en el citoplasma de las células (lipofección y electroporación). Sin embargo, no fue 

posible disminuir la expresión de la enzima significativamente tanto en macrófagos de médula 

ósea como en J774A-1 (datos representativos en Figura 4-13). Los niveles de Nox1 se estudiaron 

a nivel de la proteína y del ARNm. Como control de la transfección se utilizó un siRNA no 

codificante conjugado a un fluoróforo (Silencer™ Cy™3-labeled Negative Control siRNA) que 

permite seguir la incorporación en las células mediante microscopía de fluorescencia. Si bien se 

observa que la mayoría de las células contienen el ácido nucleico marcado, esto no se vio 

reflejado en la eficiencia del silenciamiento de la proteína de interés. A su vez, se varió la 

concentración de silenciador utilizado, la concentración de agente de lipofección, las 

condiciones de electroporación, pero sin obtener mayor éxito. Incluso se varió el momento de 

la transfección de los BMDM, realizándose inmediatamente después de la extracción de las 

Figura 4-12. Expresión de ARNm de 

Nox1. Se realizó la extracción de ARN 

total a través de un kit comercial 

(Invitrogen) a partir de lisados de 

macrófagos incubados con LPS (4 

µg/mL) o T. cruzi (5:1) por 24 horas. 

Luego se generó el ADN copia por retro-

transcripción in vitro y finalmente se 

amplificó un fragmento de la secuencia 

codificante de Nox1 por PCR tradicional. 

Tamaño esperado del fragmento:237pb 



Tesis de Doctorado en Ciencias Biológicas-PEDECIBA |Resultados y discusión 
 

58 
 

células o luego de su diferenciación a macrófagos y también antes o después de la inducción con 

LPS. 

 

e) Producción de ONOO- en BMDMs derivados de ratones gp91phox-/- 

La producción de ONOO― en macrófagos capaces de generar O2
•―y •NO en forma simultánea ha 

sido extensamente estudiada en nuestro laboratorio. La deficiencia en una de las enzimas 

responsables de estas especies induce a pensar que no se formará ONOO― en estas células.  

La detección de ONOO- en sistemas biológicos ha sido siempre un desafío desde que se evidenció 

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 biológico hacen que su cuantificación sea dificultosa. Tradicionalmente, se han 

desarrollado sondas fluorescentes (o luminiscentes) que al reaccionar con ONOO- forman una 

especie estable y detectable por fluorimetría. La mayoría de estas estrategias se basan en la 

reacción entre los radicales derivados del ONOO- (•OH, CO3
-• y •NO2) con sondas fluorogénicas, 

como es el caso de la dihidrorodamina (DHR) y DCFH2 entre otras, ampliamente usadas en el 

Figura 4-13. Silenciamiento de Nox1 en macrófagos BMDM. Macrófagos de médula ósea (2.5 x 106) luego de 

7 días de diferenciación fueron re-suspendidos en medio Optimem y electroporados (125 V, 200 Ω, 50 µƑ) 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 cambió el medio 

y se observó la fluorescencia del cultivo (panel A). En ese momento se agregó LPS (4 µg/ml) y a las 48 horas 

desde la transfección se evaluó la expresión de Nox1 por western blot (panel C). En otro experimento similar, 

pero utilizando además otro siRNA del sistema Silencer Selected (SS), se evaluó el silenciamiento por RT-PCR 

(panel B). 
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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 biológicos pueden llevar a cabo las 

mismas oxidaciones e interferir con la detección (124). Sin embargo, en la última década han 

surgido nuevas moléculas capaces de reaccionar directa- y selectivamente con ONOO-, como 

son los derivados boronados. Los ésteres o ácidos borónicos son grupos electrofílicos que 

presentan una gran reactividad hacia nucleófilos como los peróxidos HOO-, ClO- y sobre todo 

ONOO- (192,196,197).  Un tercer grupo de sondas desarrollados más recientemente son los 

ácidos borínicos, que han demostrado reaccionar rápidamente con H2O2 y son compuestos 

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

En particular en este trabajo se realizaron ensayos con el boronato de cumarina (CBA), sonda 

que reacciona rápidamente con ONOO― (1.1 x 106 M-1s-1) y lo detecta en forma selectiva (179), 

permitiendo evidenciar formación de ONOO― en macrófagos gp91phox-/-. Cuando estas células 

son activadas luego de una incubación prolongada con LPS se evidencia oxidación de la sonda 

(Figura 4-14.A). Esta señal se inhibe completamente en presencia de un inhibidor de la 

formación de •NO, lo cual demuestra que la oxidación de la sonda es dependiente de ONOO―. 

Indirectamente estos resultados confirman la presencia de O2
•― en macrófagos sin Nox2, ya que 

este es un precursor necesario para la oxidación de las sondas derivadas de boronato. Cabe 

destacar que la velocidad de formación de ONOO― es un orden de magnitud menor en los 

macrófagos gp91phox-/- con respecto a los wt (Figura 4-14.B),  lo que coincide con las diferencias 

determinadas en la formación de O2
•― con el DHE en la sección anterior. 

 

Figura 4-14. Formación de peroxinitrito en macrófagos gp91phox-/-. A) Macrófagos gp91phox-/- fueron 

tratados con LPS (4 µg/mL) durante 24 horas. Luego se agregaron inductores de la iNOS (IFNγ 400U/mL, 

LPS 8 µg/mL) por 4 horas. Finalmente se activó con PMA en presencia de CBA (100 µM) y se siguió la 

fluorescencia en el fluorímetro de placas (λexc=330 nm; λem=450 nm) En una de las condiciones se agregó 

el inhibidor amino-metil-piridina (100 µM).B) Macrófagos wt y gp91phox-/- fueron tratados igual que en A) 

y se evaluó la oxidación de CBA de la misma forma. 
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En definitiva, los macrófagos obtenidos de ratones deficientes de la subunidad catalítica de Nox2 

y de la iNOS son buenos modelos para estudiar la relevancia de la formación de cada uno de los 

oxidantes en la respuesta típica del macrófago durante su activación farmacológica o la infección 

con T. cruzi, ya que la deficiencia en una de estas especies no afecta la producción de la otra. Por 

otro lado, se evidenció que los macrófagos gp91phox-/- conservan una mínima capacidad de 

formar O2
•― (y ONOO―), dependiente de otra isoforma de Nox que se induce frente a estímulos 

prolongados con agonistas de TLR-4, pero que no alcanza los niveles alcanzados por la Nox2 en 

macrófagos wt. 

 

II. Rol del O2
•― y el •NO en la infección de macrófagos 

por T. cruzi 

 

En la infección de macrófagos por T. cruzi, la formación de ONOO― dependiente de la producción 

de O2
•― por parte de la Nox2 y de •NO por la iNOS, es responsable de disminuir en un 60% el 

número de amastigotas que se encuentran 24 horas después de realizada la infección. La 

modulación farmacológica de las enzimas confirma que la condición de mayor toxicidad sobre 

el parásito implica la producción de ambas especies en forma simultánea. Asimismo, el control 

de la infección varía con la cepa de parásitos ya que el contenido de enzimas antioxidantes es 

variable. En la infección con parásitos sobreexpresantes de la peroxirredoxina citosólica (Cpx), 

enzima capaz de detoxificar el ONOO―, la activación de los macrófagos no lleva a una 

disminución de la infección, en acuerdo con que la toxicidad depende de la formación 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 I de 

T. cruzi, aislada en primer lugar en zarigüeyas en Venezuela; y por otro lado la cepa híbrida CL-

Brener, de origen brasileño, perteneciente al grupo (DTU) VI con transmisión mayormente 

doméstica y aislada de vinchucas (149). 
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a) Infección de macrófagos iNOS-/-  

La inducción de la iNOS provoca un aumento de la producción de •NO y como consecuencia un 

mayor control de la infección por T. cruzi, lo cual se relaciona directamente con la formación de 

peroxinitrito en este contexto (158).   

La infección con T. cruzi en macrófagos iNOS-/- muestra que existe un aumento de casi 4 veces 

en la proliferación de parásitos con respecto a lo que se observa en los wt (Figura 4-15.A). A su 

vez, la reconstitución del fenotipo salvaje por adición de una fuente externa de •NO, genera una 

reducción en el número de parásitos 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 infección in vitro e in vivo (158,163,171,199), que muestran 

que el •NO tiene un rol citotóxico muy importante en la respuesta a T. cruzi, ya sea actuando 

directamente o a través de la formación de especies derivadas (como el peroxinitrito).  

 

b) Infección de macrófagos gp91phox-/- 

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

en el control de la infección por T. cruzi in vitro tanto con la cepa CL-Brener como Dm28c. Se 

Figura 4-15. Infección de macrófagos iNOS-/- con Trypanosoma cruzi. A) Macrófagos de médula 

ósea de ratones wt e iNOS-/- plaqueados en portaobjetos fueron tratados con IFN-γ (400 u/mL) y 

LPS (8 μg/mL) por 5 horas y luego se incubaron con tripomastigotas de T. cruzi CL-Brener en relación 

5:1 (parásitos:macrófagos) durante 2 horas. Se lavó para retirar los parásitos no internalizados. 

Luego de 24 h se fijó el cultivo con formaldehido y se tiñeron los núcleos con DAPI para determinar 

el índice de infección por microscopía de epifluorescencia. B) Macrófagos de médula ósea iNOS-/- 

sin tratar o estimulados con IFN-γ y LPS fueron infectados como en A). En una de las condiciones se 

agregó el dador de •NO NOC18 (10 μM). Los resultados se expresan en términos de parásitos 

intracelulares cada 100 macrófagos. * = p<0.05 
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observa un aumento en el número de 

macrófagos infectados, y en el número 

de parásitos totales en relación al de 

macrófagos, que es entre 2 y 3 veces 

mayor en macrófagos gp91phox-/- con 

respecto a los wt. Estos datos 

evidencian la importancia de la enzima 

Nox2 en la respuesta citotóxica del 

macrófago. Cabe destacar que los 

efectos observados luego de 24 horas 

de infección, no se deben a cambios en 

el proceso de invasión, porque luego 

de 2 horas de incubación con los 

Figura 4-16. Infección de BMDM con Trypanosoma cruzi. Macrófagos de médula ósea de ratones de cepa salvaje y 

gp91phox-/- plaqueados en portaobjetos se incubaron con tripomastigotas de T. cruzi CL-Brener o Dm28c en relación 

5:1 (parásitos:macrófagos) durante 2 horas. Luego se lavó para retirar los parásitos no internalizados y se mantuvo 

el cultivo en estufa por 24 horas adicionales. Finalmente se fijó el cultivo con formaldehido y se tiñeron los núcleos 

con DAPI para determinar el índice de infección por microscopía de epifluorescencia. A) Imagen representativa de la 

infección donde se ven los núcleos de macrófagos y parásitos en azul. Las flechas indican algunos de los parásitos 

intracelulares. B) Resultados expresados como cantidad de amastigotas cada 100 macrófagos. C) Resultados en 

términos de proporción de macrófagos que contenían al menos un parásito. * = p<0.05. 
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Figura 4-17. Invasión de T.cruzi en BMDM wt y gp91phox-/-. 

Macrófagos de médula ósea de ratones wt y gp91phox-/- 

plaqueados en portaobjetos se incubaron con tripomastigotas 

de T. cruzi Dm28 relación 5:1 (parásitos:macrófagos) durante 

2 horas. Luego se lavó para retirar los parásitos no 

internalizados y se fijó el cultivo con formaldehido y se tiñeron 

los núcleos con DAPI para determinar el índice de infección por 

microscopía de epifluorescencia. 
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tripomastigotas no se observan diferencias significativas en el número de parásitos 

intracelulares (Figura 4-17). El aumento en el número de amastigotas en el cultivo de 

macrófagos gp91phox-/- después de 24 horas se asocia, por lo tanto, a una mayor sobrevida del 

parásito dentro de la célula. El mismo patrón se obtuvo cuando se infectaron macrófagos 

peritoneales de ratones deficientes en Nox2, con un aumento aún mayor del número de 

parásitos por célula (Tabla 4.2), lo cual constituye un control importante, dadas las diferencias 

que pueden existir entre los macrófagos de distintos tejidos. 

 

 

 

 

 

 

La susceptibilidad aumentada que se observa en macrófagos gp91phox-/- es consistente con lo 

que ocurre con otros modelos de infección por patógenos. Sin embargo, los resultados se 

contraponen a algunos trabajos publicados en los últimos años como se discutió en la sección 

“Antecedentes”. 

Dado que los resultados obtenidos con los macrófagos iNOS -/- son congruentes con los reportes 

disponibles en la literatura, se decidió profundizar en la infección en la cepa gp91phox-/-, con el 

objetivo de aportar datos sobre el rol del estallido respiratorio en la infección aguda por T. cruzi 

en el contexto de una aparente controversia en este aspecto. 

 

c) Reconstitución del fenotipo wt en BMDM gp91phox-/- e infección con 

T. cruzi 

 

En el modelo celular de infección de macrófagos con T. cruzi, se determinó que la ausencia de la 

subunidad catalítica de Nox2 resulta en un control deficiente de la infección. Para descartar la 

posibilidad de que la modificación genética en los macrófagos gp91phox-/- tenga otro efecto 

adicional a la pérdida de la capacidad de formar O2
•― intrafagosomal, se procuró recomponer el 

 T.cruzi/100 macrófagos 

wt 12,5 ± 2 

gp91phox-/- 97 ± 3 

Tabla 4.2. Infección de macrófagos 

peritoneales con Trypanosoma cruzi. Se 

obtuvieron macrófagos de lavado peritoneal de 

ratones de cepa salvaje y gp91phox-/- y se 

incubaron con tripomastigotas de T.cruzi 

Dm28c en relación 5:1 (parásitos:macrófagos) 

durante 2 horas. Luego se lavó para retirar los 

parásitos no internalizados y se fijó el cultivo 24 

horas después. Se tiñeron los núcleos con DAPI 

y se contabilizó el n° de amastigotas cada 100 

macrófagos por microscopía de 

epifluorescencia.  



Tesis de Doctorado en Ciencias Biológicas-PEDECIBA |Resultados y discusión 
 

64 
 

fenotipo salvaje en los BMDM gp91phox-/- mediante el agregado de una fuente exógena de O2
•― 

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

Para la reconstitución se desarrollaron dos estrategias experimentales. En la primera se utilizó a 

la enzima xantina oxidasa (XO), la cual cataliza la oxidación de xantina a ácido úrico, generando 

H2O2 y O2
•―. Para lograr localizar la producción de O2

•―  en el interior del fagosoma, de forma de 

simular lo que ocurre durante la activación de Nox2, los tripomastigotas fueron incubados con 

la enzima procurando que la proteína se adhiera a la superficie del parásito. Finalizada la 

incubación, los parásitos fueron lavados para retirar el exceso y fueron usados para la infección 

de macrófagos. Para determinar la producción de O2
•― se midió la actividad enzimática en la 

suspensión de XO antes y después de incubar con los tripomastigotas. Esta medida determinó 

que la suspensión de parásitos preserva aproximadamente el 50% de la actividad original de la 

suspensión (5 x 10-11 mol de O2
•―/min).  Considerando el número de tripomastigotas y 

asumiendo una distribución homogénea de la enzima, se puede estimar una actividad de 

formación de O2
•― de 2.6 x 10-18 moles/min por tripomastigota. Este flujo de O2

•― está en el 

orden de lo que puede formar un macrófago wt por fagosoma si tomamos en cuenta la velocidad 

determinada por oxidación de DHE (Tabla 4-1) y asumimos un promedio de 3 fagosomas por 

célula (~1x10-18 moles de O2
•―/fagosoma). Finalmente, se realizó la infección con estos 

tripomastigotas en los BMDM por dos horas y luego de cambiar el medio se agregó el sustrato 

de la enzima (xantina). La presencia de XO disminuyó el índice de infección (evaluado a las 24 

horas) en los BMDM gp91phox-/-, recuperándose parcialmente el control de la infección que 

presentan los BMDM wt (~60%, Figura 4-18). De esta manera, se reafirma la importancia de la 

formación de O2
•― en la respuesta a la infección por T. cruzi.  

Figura 4-18. Reconstitución del O2
•―  

intrafagosomal durante la infección por T. cruzi en 

BMDM gp91phox-/-. A una suspensión de 1,8 x 107 

tripomastigotas/mL se le agregó la enzima XO (150 

mU/ml) y se incubó durante 20 min. Se lavó el 

exceso con PBS y luego se realizó la infección en los 

BMDM durante dos horas. Tras retirar los parásitos 

no internalizados se agregó medio de cultivo 

conteniendo xantina (150 µM). Se evaluó el 

resultado de la infección a las 24 horas contando 

núcleos de macrófagos y parásitos teñidos con 

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 macrófagos introduciendo el gen de gp91phox 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 mutación X-CGD. En 

esos trabajos, los autores transfectan células pluripotenciales de médula ósea con vectores 

lentivirales conteniendo la proteína gp91phox y/o GFP como gen reportero y luego realizan un 

trasplante de médula ósea a ratones X-CGD, logrando un nivel considerable (40-50%) de 

recuperación de actividad NADPH oxidasa en granulocitos y macrófagos circulantes (187). En 

vista de esos resultados, se adaptó la estrategia al modelo de BMDMs, determinando que la 

transfección es más eficiente si se realiza durante el período de diferenciación de las células de 

médula ósea a macrófagos y con una suspensión de partículas lentivirales concentradas por 

ultra-filtración. Esto se determinó utilizando lentivirus que además de la proteína gp91, 

codifican para GFP y de esta manera, puede seguirse la incorporación del material genético  por 

medio de la fluorescencia (Figura 4.19). En las condiciones mencionadas, aproximadamente un 

60 % de los BMDM gp91phox-/- presentan señal fluorescente, indicando que la mayoría expresan 

la proteína reportera 

codificada en el vector. 

A su vez, es posible 

detectar la expresión del 

ARNm de Nox2 (Figura 4-

20.A) en macrófagos 

transfectados con el 

vector lentiviral 

pLV.gp91phox (187). Se 

utilizó la técnica de PCR 

en tiempo real para 

cuantificar de forma 

relativa la expresión 

gp91phox, pero por este 

método no se 

encontraron diferencias significativas en la expresión del mensajero en los macrófagos tratados 

o no con el vector lentiviral, si bien se observa un pequeño aumento (Figura 4-20.B). No ha sido 

posible evaluar hasta el momento la expresión y localización de gp91 por no disponer de buenos 

anticuerpos comerciales para la detección de la proteína por western blot o inmunocitoquímica.  

Figura 4-19. Transfección de partículas lentivirales en BMDM. 

Macrófagos de médula ósea (2x105 células) fueron incubados con 100 µL 

de partículas lentivirales concentradas pLV.gp91phox-/- o pLV.gp91phox-/-

.GFP desde el día 2 post extracción hasta el final del período de 

diferenciación (7 días). Luego se analizó la fluorescencia de GFP en un 

microscopio de epifluorescencia. 
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Por otro lado, se evaluó la actividad NADPH oxidasa indirectamente mediante la oxidación de 

Amplex Red y se vio que estas células recuperan parcialmente la capacidad de formar O2
•― tras 

la activación con PMA, aunque en niveles mucho menores que los macrófagos wt (~35 veces 

menos, Figura 4-21. A y B). Consistentemente con los niveles bajos de actividad Nox2 obtenidos, 

existe una leve recuperación de la capacidad de controlar la infección por T. cruzi (Figura 4-21.C) 

y una vez más, permite relacionar la formación de O2
•― intrafagosomal con la citotoxicidad sobre 

el parásito.   Luego de probar diferentes condiciones para optimizar la expresión del gen gp91phox 

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 gp91phox 

también hay una discordancia entre el número de células (granulocitos y macrófagos) GFP-

positivas y las que son capaces de producir especies reactivas (medido como oxidación de DHR). 

Es decir que la expresión y/o la funcionalidad de la proteína gp91 probablemente sea menor que 

la del gen reportero. Esto podría explicarse por plegamiento y/o localización incorrectos de la 

subunidad catalítica de Nox2 o bien alteraciones de fenómenos de señalización en las células KO 

que impidan la activación del complejo. Cabe destacar que la relación partículas 

lentivirales:macrófagos utilizada en este trabajo se ajusta a lo recomendado para este tipo 

celular(188). 

Figura 4-20. Expresión del ARNm de gp91phox. Macrófagos de médula ósea (2x107) en proceso de diferenciación 

(2 días post extracción) fueron incubados con 200 µL de una suspensión de vectores lentivirales conteniendo el 

gen gp91phox. Luego 5 días (día 7 post extracción) se evaluó la expresión del ARNm por PCR convencional (A) 

utilizando primers específicos para gp91phox y por PCR en tiempo real (B). 
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d) Liberación de amastigotas en cultivos de macrófagos gp91phox-/- 

infectados con T. cruzi. 

 

La infección de T. cruzi a nivel celular involucra las siguientes fases: 1) infección por 

tripomastigotas, 2) escape de la vacuola parasitófora, 3) diferenciación en amastigota 4) 

multiplicación de la forma amastigota, 5) diferenciación a tripomastigotas, 6) lisis de la célula y 

liberación al medio extracelular donde podrán infectar nuevas células. En las infecciones in vitro, 

puede observarse la aparición de tripomastigotas en el sobrenadante de cultivo debido a la lisis 

celular luego de 4-10 días (dependiendo del tipo celular, el inóculo, etc.). En experimentos de 

infección a macrófagos de médula ósea gp91phox-/- observamos que luego de 6 días de la 

infección se observan mayoritariamente formas amastigotas extracelulares, mientras que en el 

sobrenadante del cultivo de macrófagos wt son tripomastigotas (Figura 4-22). Esta observación 

podría explicarse por al menos 2 factores: que la ausencia de O2
•― lleve a un defecto en la 

diferenciación a tripomastigotas y por eso no se complete el proceso o bien que la proliferación 

masiva de los parásitos intracelulares lleve a una lisis celular prematura, antes de que la 

Figura 4-21. Recuperación del fenotipo salvaje en 

BMDM gp91phox-/-. A) Células de médula ósea de 

ratones gp91phox-/- (5x105 células) fueron incubadas 

con 150 µL de suspensión de partículas lentivirales 

pLV.gp91phox-/- durante la diferenciación (desde el día 2 

al 7 post extracción). Luego se activaron los macrófagos 

transfectados y PMA (4 µg/mL) en presencia de Amplex 

Red (50 µM) y HRP (10 µg/mL). Se siguió la oxidación de 

la sonda en un fluorímetro de placas durante 1 hora 

(λexc= 530 nm; λem=590nm). B) Macrófagos wt y KO 

transfectados con vectores pLV.gp91phox fueron 

activados con PMA y se midió la oxidación de Amplex 

Red como en A). C) Células gp91phox-/- transfectadas 

como en A) fueron infectadas con tripomastigotas de 

T.cruzi (Dm28c, 5:1) y se evaluó la relación 

parásito/macrófagos luego de 24 horas, mediante el 

conteo de núcleos teñidos con DAPI. 
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diferenciación se haya producido. También se sabe los amastigotas son capaces de infectar 

células localmente y perpetuar así la infección en los tejidos (200,201). Esta característica puede 

tener implicancias en la diseminación de la infección en los tejidos in vivo. 

 

 

e) Inducción de Nox1 durante la infección por Trypanosoma cruzi 

Para evaluar la participación de la Nox1 en el control de la infección se indujo su expresión previo 

a la infección. Para ello, se trató a los macrófagos con LPS 24 horas antes de infectar con los 

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

disminución del número de parásitos, genera un aumento. Este fenómeno se observa tanto en 

macrófagos wt como gp91phox-/- como se puede apreciar en la Figura 4-23. Incluso en 

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

horas previas a la infección provocó un aumento marcado en el número de parásitos por 

macrófago cuantificado luego de 24 horas de infección. Es decir, que el aumento de actividad 

de la Nox1 en lugar de colaborar en la eliminación del parásito, estaría actuando favoreciendo 

la multiplicación de T.cruzi.  

Figura 4-22. Liberación de amastigotas en macrófagos gp91phox-/- infectados con Trypanosoma cruzi. 

Macrófagos de médula ósea wt y gp91phox-/- fueron incubados con parásitos de la cepa CL-Brener durante 2 horas 

en relación 5:1 y luego se lavó para retirar los parásitos no internalizados. Luego de 6 días de cultivo se colectó el 

sobrenadante y se contabilizaron los parásitos extracelulares en el microscopio invertido con un aumento de 400X. 

A) Imagen representativa de los cultivos de macrófagos luego de 6 días de infección (flechas normales indican 

tripomastigotas, fechas redondas indican amastigotas. B) Cuantificación de los parásitos extracelulares en cámara 

de Neubauer. * y ** = p<0.05. 
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Si bien la exposición a LPS puede 

tener otros efectos sobre los 

macrófagos, nuestra hipótesis para 

explicar estos resultados es que la 

producción de dosis sub-letales de 

O2
•― por Nox1 y su consecuente 

dismutación a H2O2, podría tener un 

efecto pro-proliferativo en T.cruzi. 

Esta propiedad pro-proliferativa de 

pequeñas concentraciones  de H2O2 

se ha observado  en un gran número 

de tipos celulares incluidos los 

tripanosomas (202,203). 

En este sentido, estudiamos el 

efecto del H2O2 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 µM de H2O2 durante una 

hora y luego se evaluó su proliferación por varios días. 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 µM resultaron pro-proliferativas para los epimastigotas de todas las cepas, 

mientras que dosis mayores a esos valores fueron tóxicas para estos parásitos (Figura 4-24).  

 

Figura 4-23. Infección en macrófagos wt y gp91phox-/- 

induciendo previamente la Nox1. Macrófagos de médula 

ósea fueron incubados durante 24 h con LPS (4µg/mL) y luego 

infectados con T.cruzi (Dm28c) en una relación 5:1. Se evaluó 

el resultado de la infección luego de 24 h contando el número 

de núcleos de parásitos y de macrófagos teñidos con DAPI. * 

y **= p<0.05 
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Figura 4-24. -Exposición de 

epimastigotas de CL-Brener a 

H2O2.  Epimastigotas en una 

densidad de 3x108/ml fueron 

tratados con distintas 

concentraciones de H2O2 (0, 5, 10, 

20, 50 y 100 µM), luego se lavaron 

y fueron cultivados en una 

densidad inicial de 1x106/ml. El 

crecimiento de cultivo se analizó 

por espectrofotometría, midiendo 

turbidez a 600 nm. En el gráfico se 

muestra la turbidez alcanzada en 

cada cultivo al día 6. 
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El flujo de H2O2 “umbral” (a partir del cual se observó 

toxicidad) fue diferente para cada cepa de parásito, lo 

cual probablemente esté relacionado con el contenido de 

enzimas antioxidantes de cada uno. Frente a una mayor 

capacidad para detoxificar H2O2, se requiere mayor 

concentración para observar daño (Tabla 4-3). Para 

evaluar si la presencia de bajas concentraciones de H2O2 

favorece la proliferación de los amastigotas 

intracelulares, se realizaron infecciones en macrófagos 

gp91phox-/- en presencia de flujos exógenos de esta 

especie. Se utilizó  la enzima glucosa oxidasa como fuente 

química de H2O2 variando la concentración de proteína para regular el flujo. En la figura 4-25 

puede observarse que un flujo de H2O2 de 10 o 30 nM/min durante el período de la infección (2 

horas) lleva a un aumento del número de 

amastigotas detectados 24 horas 

después. En cambio, que un flujo de 50 

nM/min no tiene ese efecto pro-

proliferativo sobre el parásito.  

En definitiva, es posible que la formación 

de O2
•_ y H2O2 en bajas concentraciones 

por la Nox1 en forma sostenida, luego de 

transcurrido el estallido respiratorio, 

pueda contribuir a la proliferación de los 

parásitos que sobreviven al ataque 

oxidativo del fagosoma en estas células.  

 

La infección de macrófagos deficientes en las enzimas iNOS y Nox2 permitieron demostrar la 

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

que el papel del O2
•― 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 

infección de macrófagos por T. cruzi. La reconstitución genética y bioquímica de la actividad 

Nox2 en macrófagos gp91phox-/- resultó en una recuperación de la citotoxicidad acorde al nivel 

de restauración del fenotipo. A su vez, se evidenció un vínculo entre la infección por T. cruzi y el 

Figura 4.25. Infección de macrófagos gp91phox-/- con T. cruzi 

en presencia de un sistema dador de H2O2. Macrófagos de 

médula ósea (2x105) fueron infectados con tripomastigotas 

Dm28 en presencia de distintas concentraciones de glucosa 

oxidasa para generar flujos de H2O2 entre 0 y 50 nM/min. 

Luego de 2 horas de incubación se lavó el exceso de parásitos 

y enzima. A las 24 horas se evaluó el índice de infección 

tiñendo los núcleos con DAPI.  
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aumento de la expresión de la Nox1. Esta isoforma produce O2
•― en niveles mucho menores que 

la Nox2 y esta actividad favorece la proliferación los parásitos intracelulares, aumentando la 

infección. 

 

III. Rol de la Nox2 in vivo: infección con T. cruzi en el modelo 

murino 

 

a) Sobrevida y parasitemia  

 

Para estudiar la relevancia de la formación de O2
•― por la Nox2 a nivel sistémico en la fase aguda 

de la infección por T. cruzi, realizamos infecciones en ratones de cepa salvaje y gp91phox-/. La 

infección fue realizada de forma intraperitoneal, 1x107 tripomastigotas de la cepa Dm28c. El 

número de parásitos utilizado es alto debido a que las cepas se encuentran en cultivo hace varios 

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

Las infecciones fueron realizadas en paralelo en las dos cepas de ratón con una duración máxima 

de 12 días debido a que los animales gp91phox-/- mueren de forma prematura por la infección 

(Figura 4-26.A). Esto ya había 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 patógenos 

(205,206). Sin embargo, en la determinación de parásitos en sangre, método clásico para el 

seguimiento y evaluación de la infección con T. cruzi en el modelo murino, no se encontraron 

diferencias significativas (Figura 4.26.B).  

Figura 4.26. Infección de ratones wt y gp91phox-/- con Trypanosoma cruzi. Animales de 6-8 semanas de edad 

de las cepas C57Bl-6J y gp91phox-/- fueron inoculados con 1x107 tripomastigotas de la cepa Dm28c por vía 

intraperitoneal. A) Curva de sobrevida representativa. B) Parasitemia. A partir del día 4 se realizó la extracción 

de sangre y conteo de parásitos en cámara de Neubauer. 
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b) Evaluación de la carga parasitaria  

 

Para evaluar de otra forma el control de la infección por parte de los ratones, determinamos la 

carga parasitaria en tejidos de animales infectados mediante la detección de ADN de T.cruzi. 

Para ello, comparamos 3 juegos de primers específicos reportados en la literatura. 

Seleccionamos los que presentaron mayor sensibilidad y especificidad en la PCR de tiempo real, 

que amplifican una región de ADN satélite del parásito 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 

cardíaco y músculo esquelético de ratones gp91phox-/- con respecto a los wt. Estos resultados 

van en línea con la hipótesis de que la falta de la actividad Nox2 favorece la sobrevida y 

multiplicación de T. cruzi dentro del hospedero, como se observa en otros modelos de 

deficiencia de esta enzima (p47phox-/-, tratamiento con apocinina) (172,207). Lo anterior permite 

inferir que la formación de O2
•― es importante en el curso de la respuesta inmune 

desencadenada frente a la infección por el parásito. 

 

 

 

 

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 gp91phox-/- fueron inoculados con 1x107 tripomastigotas de la cepa Dm28c por 

vía intraperitoneal. Luego de 11 días se sacrificaron los animales y se aisló tejido muscular esquelético 

(cuádricep) y muscular cardíaco. Se realizó la extracción de ADN con el reactivo DNAzol (Life technologies) y 

luego se cuantificó la cantidad de ADN parasitario por PCR en tiempo real utilizando primers específicos de una 

región de ADN satelital de Trypanosoma cruzi en un equipo Illumina. *= p<0.05.  
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c) Análisis de la infección por bioluminiscencia in vivo 

Otra estrategia utilizada para evaluar el efecto de la deficiencia de Nox2 en la infección por T. 

cruzi fue visualización in vivo de la invasión de los parásitos 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 proteína fluorescente amarilla (mNeonGreen) y 

la enzima luciferasa con emisión desplazada hacia el rojo (CL-Luc:Neon), la cual permite detectar 

los principales focos de infección en el animal ya sea por fluorescencia o mediante la inyección 

de luciferina y posterior detección de bioluminiscencia. Esta cepa fue desarrollada y cedida 

gentilmente por el Dr. Martin Taylor  (176). 

La infección con estos parásitos se realizó en la Unidad de animales transgénicos y de 

experimentación del Instituto Pasteur de Montevideo en colaboración con el Dr. Marcelo Comini 

y el Dr. Diego Benitez del Laboratorio de Biología Redox de Trypanosomas. Se trabajó con grupos 

de 5 ratones y se inocularon 1 x 107 tripomastigotas de CL-Brener LucNeon a cada ratón, de 

forma intraperitoneal. A partir de las 24 horas post infección y durante 10 días (a intervalos de 

48 o 72 h) se realizó el análisis de la bioluminiscencia in vivo en un equipo que permite la 

adquisición de datos de luminiscencia, radiografía 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 imágenes de luminiscencia 

superpuestas con las radiografías de rayos X de los ratones wt y gp91phox-/- en los días 3, 5, 7 y 

10 post- infección y en la Figura 4-28.B la cuantificación de la señal de cada ratón. Los animales 

presentan una localización principalmente abdominal de la infección, aunque en algunos 

individuos se ve una invasión generalizada. Puede observarse que la intensidad de la señal 

aumenta en el grupo wt hasta el día 5 (coincidente con el pico de parasitemia, Figura 4-26) y 

luego empieza a disminuir notoriamente, mientras que en los gp91phox-/- permanece elevada. 

Esto indica un control deficiente de la infección por parte de los animales KO, lo que está en 

línea con la muerte de los animales a partir del día 10 post infección (al día 11 post infección 

habían muerto 3 animales y los otros dos fueron sacrificados por su grave estado), al tiempo que 

los wt sobrevivieron a todo el experimento. El día 11 post infección se realizó la visualización de 

la luminiscencia de los órganos ex vivo en un animal de cada grupo. En este análisis (Figura 4-

29) puede verse que en los gp91phox-/- se distingue señal bioluminiscente en todos los tejidos 

extraídos, pero principalmente en bazo, tejido adiposo y tubo digestivo. A su vez puede verse 

claramente la diferencia de intensidad de la señal entre las cepas, lo cual se relaciona con la 

mayor invasión de parásitos en los ratones KO, en línea con los resultados obtenidos por PCR en 

tiempo real.  
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Como se ve en las imágenes de bioluminiscencia de los animales de cepa salvaje, luego del pico 

de parasitemia, los animales comienzan a controlar la infección y la señal disminuye. Mientras 

que en los animales gp91phox-/- aún en el día 10 se observa una señal bastante generalizada. Por 

otra parte, llama la atención la gran colonización hallada en el bazo en los animales KO, siendo 

el principal sitio de infección al día 11. Gracias a la expresión del reportero mNeonGreen, fue 

posible determinar la fluorescencia proveniente de T. cruzi en el lisado total del bazo, 

constatándose la diferencia de señal en este órgano 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 

Figura 4-28. Análisis de bioluminiscencia in vivo en ratones infectados con T. cruzi CL- Luc:Neon. Los ratones 

wt y gp91phox-/- (5 animales por grupo) fueron inoculados con 1x107 tripomastigotas de cultivo via 

intraperitoneal. A partir del día 3 se registró la bioluminiscencia in vivo en un equipo In vivo Xtreme Bruker tras 

la inyección de luciferina (150mg/Kg) intraperitoneal bajo anestesia. A) Imágenes adquiridas acumulando 5 

minutos de exposición. B) Aumento relativo de la intensidad total de luminiscencia de cada ratón con respecto 

al día 3. *=p<0.05. 
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virulentas. Se propone que ocurre una destrucción masiva de macrófagos infectados en el bazo 

y la liberación de factores inflamatorios asociados llevaría al colapso del animal (208).  

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

gp91phox-/- infectados, la parasitemia sea similar a la de los animales wt. Si bien este indicador 

se usa generalmente para evaluar el curso de la infección, la parasitemia no reflejó el grado de 

invasión a nivel tisular en este caso. Los resultados que se muestran en la Figura 4-22 podrían 

explicar por qué no hay mayor cantidad de tripomastigotas circulantes en los animales KO, ya 

que se observa que existe liberación de amastigotas a partir de macrófagos gp91phox-/-, capaces 

de infectar localmente las células vecinas. La ocurrencia de este fenómeno in vivo podría 

determinar una gran invasión de los tejidos, sin que exista un importante aumento de 

tripomastigotas en sangre en animales gp91phox-/-. 

Los resultados obtenidos en la infección in vivo de ratones gp91phox-/- demuestran el rol 

citotóxico del O2
•―en el marco de la respuesta inmune. Como se discutió previamente en la 
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Figura 4-30. Parasitismo en bazos de ratones 

wt y gp91phox-/- . 10 días post infección, se 

aisló el bazo de ratones infectados con la 

cepa CL-Luc:Neon. Tras la disrupción 

mecánica del tejido se obtuvo una 

suspensión con la totalidad de las células del 

tejido. Se cuantificó la fluorescencia (λexc=485 

nm; λem=520 nm) en un lector de placas y se 

normalizó por la cantidad de proteínas 

determinada por el método ácido 

bicinconínico. 

Figura 4-29. Bioluminiscencia ex vivo en tejidos de ratones wt y gp91phox-/- infectados con T.cruzi CL-Brener. 

Luego de 11 días post infección, se seleccionó un ratón de cada grupo para la visualización ex vivo (tercer ratón en 

las imágenes de cada grupo, día 10, figura 4-28). Se inyectó luciferina vía IP 150 mg/Kg y luego de 7 min se sacrificó 

al animal por desangrado a través del corazón bajo anestesia en dosis letal. Finalmente, se disecaron los órganos y 

fueron dispuestos en una placa de Petri sumergidos en luciferina 0.3 mg/Kg para su visualización en el equipo 

Bruker, In vivo Extreme II.  
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sección 4.II-e, flujos menores de oxidantes como el H2O2 tienen efectos pro-proliferativos sobre 

T.cruzi (202,203,209), e incluso son capaces de promover un incremento en la expresión de 

enzimas antioxidantes (210), confiriéndoles una ventaja durante la infección. Sin embargo, los 

flujos de formación de O2
•_, H2O2, y ONOO― que forman los macrófagos 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 infección por T. cruzi. También se reafirma que no existen diferencias 

significativas en las parasitemias durante la fase aguda de la infección con respecto a los ratones 

wt. Lo novedoso es que se pudo evidenciar un importante aumento en la invasión de los tejidos 

en los animales KO con respecto a los de cepa salvaje, lo cual va en línea con la hipótesis de que 

los macrófagos gp91phox-/- son menos eficientes en su respuesta oxidativa y citotóxica.  

 

Por medio de infecciones in vivo en ratones gp91phox-/-, se pudo evidenciar la marcada 

susceptibilidad debido a la ausencia de Nox2 frente a la infección por T. cruzi, reflejada en la 

mayor mortalidad de este grupo. Por medio de técnicas de biología molecular e imagenología in 

vivo fue posible determinar la gran colonización de tejidos en animales KO. Estos resultados 

reafirman la importancia de la formación de O2
•― en los fagocitos profesionales para controlar 

la proliferación del parásito. 
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5- CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 

 

En este trabajo se caracterizó la formación de oxidantes en macrófagos de médula ósea de 

ratones deficientes en las enzimas iNOS y Nox2 y se vio que frente a estímulos clásicos son 

incapaces de formar •NO y O2
•― respectivamente, al tiempo que la deficiencia de una de las 

enzimas no impacta en la actividad de la otra.  La ausencia de producción tanto de •NO como de 

O2
•―en el contexto de la infección por T. cruzi aumenta considerablemente la susceptibilidad de 

los macrófagos, un fenómeno que se revierte parcialmente cuando se restaura la formación de 

oxidantes por fuentes exógenas. De esta forma, demostramos que la respuesta oxidativa de los 

macrófagos es muy importante para el control de la infección por T. cruzi. 

Por otro lado, los macrófagos deficientes de Nox2 conservan una mínima capacidad de producir 

O2
•― cuando se realizan combinaciones de estímulos como el LPS y el PMA. Esta actividad se 

observa concomitantemente con un aumento de la expresión de la isoforma Nox1 de la NADPH 

oxidasa, reportada anteriormente en macrófagos. Por primera vez se estudió la relación entre 

esta enzima y la interacción con T. cruzi, observándose una inducción de la proteína tras la 

infección. Sin embargo, aún resta conocer el rol de esta proteína en la respuesta del macrófago, 

ya que se evidenció que la expresión de la proteína correlaciona negativamente con el control 

de la infección. Sería importante profundizar en el estudio del rol de Nox1 durante la infección 

y determinar si esta enzima favorece la proliferación de T. cruzi in vivo, ya que es un aspecto no 

explorado de la interacción con el hospedero vertebrado. Las posibles estrategias para abordar 

este aspecto son la evaluación de la expresión de la proteína 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 

proliferación de T. cruzi en ratones infectados, ya que su ausencia conlleva a una mayor 

colonización de tejidos y a la muerte prematura de los animales. Estos resultados están en 

acuerdo con lo observado en el modelo in vitro de infección por T. cruzi y también en otros 

modelos de infección por patógenos. Sin embargo, hay aspectos que aún requieren mayor 

investigación, como por ejemplo qué factores determinan que las parasitemias de ratones 

gp91phox-/- infectados no sean mayores que las de los animales wt. Algunos indicios obtenidos 

en este trabajo, conducen a pensar que podría existir una diseminación diferente en los ratones 

gp91phox-/-, dependiente de amastigotas que se liberan e infectan localmente sin afectar la 

cantidad de tripomastigotas circulantes. En este sentido, es importante estudiar el curso 
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temporal de la diferenciación y liberación de los parásitos en macrófagos gp91phox-/-. Por otro 

lado, sería interesante investigar si existe una mayor retención de parásitos a nivel del bazo de 

animales gp91phox-/-, que permita explicar la gran colonización 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 aún en discusión en la literatura. Se plantea evaluar si la proliferación descontrolada 

del T. cruzi determina que existan diferencias en la respuesta inflamatoria (producción de 

citoquinas, infiltrado inflamatorio, etc.)  o si es directamente la invasión de los tejidos por parte 

del parásito la que causa el colapso del animal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Tesis de Doctorado en Ciencias Biológicas-PEDECIBA |Publicaciones 
 

79 
 

6- PUBLICACIONES 

 

Artículos originales asociados al desarrollo de esta tesis : 

 

1- Nitric oxide diffusion to red blood cells limits extracellular, but not intraphagosomal, 

peroxynitrite formation by macrophages. Carolina Prolo, María Noel Álvarez, Natalia Ríos, 

Gonzalo Peluffo, Rafael Radi y Natalia Romero. Free Radical Biology and Medicine. DOI: 

10.1016/j.freeradbiomed.2015.06.027.  

2- NOX2-derived superoxide radical is crucial to control acute Trypanosoma cruzi infection. 

Carolina Prolo, Damián Estrada, Lucía Piacenza, Diego Benitez, Marcelo Comini, Rafael Radi y 

María Noel Álvarez. Redox Biology, 2021. DOI: 10.1016/j.redox.2021.102085 

 

Artículos de revisión y capítulos de libro publicados vinculados al 

tema de la Tesis: 

 

1- Fluorescence and chemiluminescence approaches for peroxynitrite detection. Carolina 

Prolo-Natalia Ríos, Lucia Piacenza, María Noel Álvarez y Rafael Radi. Free Radical Biology & 

Medicine, 2018. (Revisión). DOI: 10.1016/j.freeradbiomed.2018.02.017 

2- Peroxynitrite Formation and Detection in Living Cells. Natalia Ríos-Carolina Prolo, María Noel 

Álvarez, Lucia Piacenza y Rafael Radi. Nitric Oxide 3rd Edition, Editado por Louis J. Ignarro Elsevier 

2017. (Capítulo de Libro). DOI: 10.1016/B978-0-12-804273-1.00021-1 

3- Arachidonic acid and nitroarachidonic: effects on NADPH oxidase activity. Lucía Gonzalez-

Perilli, Carolina Prolo y María Noel Álvarez. Bioactive lipids in Health and Disease, Editado por 

Andres Trostchansky y Homero Rubbo, Springer Nature 2019. (Capítulo de libro). DOI: 

10.1007/978-3-030-11488-6_6. 

 

Participación en otros artículos relacionados 

1- Sensitive detection and estimation of cell-derived peroxynitrite fluxes using fluorescein-

boronate. Natalia Rios, Lucía Piacenza, Madia Trujillo, Alejandra Martínez, Verónica Demicheli, 

Carolina Prolo, María Noel Álvarez, Gloria V. López y Rafael Radi. Free Radical Biology and 

Medicine 2016 . DOI: 10.1016/j.freeradbiomed.2016.08.033 

2- Cytosolic Fe-superoxide dismutase safeguards Trypanosoma cruzi from macrophage-

derived superoxide radical. Alejandra Martínez, Carolina Prolo, Damián Estrada, Natalia Rios, 

María Noel Álvarez, María Dolores Piñeyro, Carlos Robello, Rafael Radi, Lucía Piacenza.                  

Proceedings of the National Academy of Sciences (PNAS),2019. DOI: 10.1073/pnas.1821487116. 

 

https://doi.org/10.1016/j.freeradbiomed.2018.02.017
http://dx.doi.org/10.1016/B978-0-12-804273-1.00021-1
http://dx.doi.org/10.1016/j.freeradbiomed.2016.08.033
https://doi.org/10.1073/pnas.1821487116


Tesis de Doctorado en Ciencias Biológicas-PEDECIBA |Agradecimientos 
  

80 
 

7- AGRADECIMIENTOS 

 

Quiero agradecer en primer lugar a las personas vinculadas directamente con esta tesis: 

A Noel, por ser mi guía en este trabajo y en la vida, por siempre estimularme a pensar, por 

mostrarme lo que realmente es importante y lo que no, y, sobre todo, por su protección, 

dedicación y amistad. 

A Rafael, por la oportunidad de ser parte de este grupo, por el apoyo y la confianza, por 

plantearme nuevos desafíos siempre y por contagiar el entusiasmo por la ciencia 

A Lucía (P), porque es parte de cada resultado de esta tesis, porque es mi referente y amiga. 

A Nati (Romero) y Gonza, con quienes trabajé al principio de esta tesis, me enseñaron mucho y 

me divertí aún más. 

A Damián, Ale y Gaby, compañeros incondicionales de los tripos y el bioterio, siempre presentes 

para discutir un resultado, contar una infección o tomar un mate. 

A Pao, por su ayuda cuando le tenía miedo a los ratones, por los medios a último momento y 

por su compañía siempre. 

A Mariela, Marcelo y Martín de URBE, por su ayuda constante con los ratones. 

A Nati Rios, por cederme sus sondas maravillosas para detectar peroxinitrito. 

A Marcelo Comini y Diego Benitez, con quienes realicé los experimentos de bioluminiscencia. 

A Natalia Lagos, que me ayudó con procedimientos con los ratones en la UATE. 

A Celia Quijano, quien amablemente me cedió los plásmidos para los lentivirus y me enseñó a 

trabajar con ellos. 

A los miembros de la CAS, Leonor Thomson, Marcelo Comini y Patricia Cassina por el 

seguimiento durante el desarrollo del trabajo y al tribunal: Leonor Thomson, Adriana Parodi y 

María Laura Chiribao por aceptar corregir esta tesis. 

En segundo lugar, quiero agradecer a personas que indirectamente hicieron posible el desarrollo 

de este trabajo: 

A Clarita, por aguantarme mientras escribo esta tesis. 

A mis amigos con “muchos problemas”, que son mi sostén y diversión día a día y me rescatan 

siempre. 

A todos mis compañeros y amigos del CEINBIO, que hacen de este lugar, el mejor para trabajar. 

A mi madre, luchadora incansable, que me dio todo para que estudie y crezca con todas las 

posibilidades. A mi padre, que me motivó siempre a buscar la excelencia y me hubiese 

encantado que viera esta defensa. A Marce, mi hermano, científico de alma, siempre 

desafiándome con preguntas y al que nunca convenzo fácilmente, y a Marcos, mi otro hermano, 

culpable de que haya conocido la bioquímica. 



Tesis de Doctorado en Ciencias Biológicas-PEDECIBA |Agradecimientos 
  

81 
 

A Nacho, Isabella y Leandro, mi equipo, mis amores, que padecieron esta tesis y me ayudaron 

infinitamente. 

Y para finalizar agradezco a las instituciones que de una u otra forma hicieron posible este 

doctorado: 

A la Facultad de Medicina, que se convirtió en mi segunda casa. 

A las agencias financiadoras: la Comisión Académica de Posgrado, CAP, que me otorgó becas de 

maestría, doctorado y finalización de doctorado; a la Agencia Nacional de Investigación e 

Innovación, ANII, y Comisión sectorial de investigación científica, CSIC, que financiaron 

proyectos de investigación y desarrollo a María Noel Álvarez; al Sistema Nacional de 

Investigadores, SNI, al cual pertenezco hace varios años ; al Programa de desarrollo de las 

ciencias básicas, PEDECIBA, por las alícuotas de estudiante; y Espacio interdisciplinario, EI, por 

su apoyo al CEINBIO. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Tesis de Doctorado en Ciencias Biológicas-PEDECIBA |Abreviaturas 
  

82 
 

8- ABREVIATURAS 

A 

AMPyr: Amino-metil-piridina 

B  

BHI: medio Brain heart infusion 

BMDM: Bone marrow derived macrophage  

C 

cit c3+: citocromo c 3+  

CaM: calmodulina 

CPX: peroxirredoxina citosólica de T. cruzi  

D  

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

DCFH2: dihidro-dicloro-fluoresceína 

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: Óxido nítrico sintasa endotelial  

F  

FAD: Dinucleótido de f lavina y adenina 

FIT-C: fluorescein isothiocyanate 

FMN: mononucleótido de flavina  

G 
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GFP: green fluorescein protein  

GAPDH: Gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa 

H 

HRP: peroxidasa de rábano 

I  

IFNγ: Interferón-gamma 

IL: Interleuquina 

iNOS: Óxido nítrico sintasa inducible  

IP3: Inositol 3-fosfato 

IRF-1: interferon response factor 1  

K  

KO: knock out 

L  

LPS: lipopolisacárido 

M  

MPX: peroxirredoxina mitocondrial de T. cruzi  

MCS-F: macrophage colony-stimulating factor  

N 

NADPH: Nicotinamida adenina dinucleótido fosfato  

NBT: Nitroblue-tetrazolium 

NFκ-B: Nuclear factor κ-B 

nNOS: Óxido nítrico sintasa neuronal  

NOS2:Óxido nítrico 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: Superóxido dismutase 

STAT: Signal transducer and activator of transcription 

T  

T. cruzi: Trypanosoma cruzi  

TGF-β: Factor de crecimiento tumoral β 

TLR: Toll-like receptor  

TNF-α: Factor de necrosis tumoral α  

W 

wt: wild type 

X 

XO: Xantina oxidasa  
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