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1  RESUMEN 
 

El derivado nitrado del ácido araquidónico (AA), el ácido nitroaraquidónico (NO2AA) 

presenta actividades antiinflamatorios celulares durante la activación de los 

macrófagos. Sin embargo, se sabe poco acerca de la capacidad del NO2AA para 

regular la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) en condiciones pro-

inflamatorias. Una de las respuestas inmediatas tras la activación de macrófagos 

implica la producción de radical superóxido (O2•⎯) por la enzima NADPH oxidasa 

fagocítica (NOX2). Como el AA es capaz de activar a la NOX2, proponemos que 

NO2AA puede modular la activación de los macrófagos mediante al inhibir la 

formación de O2•⎯ por NOX2. Cuando los macrófagos se activaron en presencia de 

NO2AA, se observó una inhibición significativa de la actividad NOX2 evaluadas por 

la reducción de citocromo c, la luminiscencia de luminol, la fluorescencia del 

Amplex Red y por citometría de flujo. Este proceso también se produce en el 

fagosoma, sin afectar la viabilidad celular ni la fagocitosis. El NO2AA disminuyó la 

producción de O2•⎯ de forma dependiente de la dosis y del tiempo de incubación 

siendo un efecto reversible. La inhibición observada no fue debida a una 

disminución de la fosforilación de las subunidades citosólicas (p40phox y p47phox). 

Sin embargo, se observó una reducción de la migración a la membrana de p47phox 

lo que implica la prevención del correcto montaje de la enzima activa en la 

membrana. Los efectos observados in vitro se comprobaron en un modelo 

inflamatorio agudo in vivo mediado por tioglicolato, donde la inyección subcutánea 

de NO2AA fue capaz de disminuir la actividad NOX2 en los macrófagos de ratones 

tratados, confirmando los efectos observados en los estudios celulares. Trabajos 

recientes indican la participación de la Proteína Disulfuro Isomerasa (PDI) en la 

activación de NOX2. Creemos que el NO2AA podría afectar directamente a la PDI 

provocando la inhibición de la actividad NOX2. El NO2AA inhibió las actividades 

tanto reductasa como chaperona de la PDI de forma dependiente de la dosis y del 

tiempo de incubación siendo independiente del •NO liberado por el NO2AA. Como 

los nitroalquenos son potentes electrófilos y la PDI tiene residuos de cisteína 

críticos para su actividad, podría formarse un aducto covalente reversible entre 

NO2AA y PDI. Hemos demostrado la modificación covalente reversible de PDI por 

NO2AA en residuos de cisteínas usando el ensayo de PEG-switch, así como LC-

MS/MS, determinando la modificación de residuos de cisteína del sitio activo de 
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PDI. Además, los estudios de microscopía confocal demostraron que el 

pretratamiento con NO2AA en macrófagos activados con PMA presenta un cambio 

en la distribución intracelular de PDI así como cambios en la estructura de actina. 

El inhibidor de PDI Tiomuscimol presentó un efecto similar al nitroalqueno tanto en 

la distribución de PDI como en la inhibición de NOX2, lo que indica que la inhibición 

de NOX2 por NO2AA puede ser debido a la inhibición de la PDI. Asimismo, la 

colocalización de p47phox con PDI se vio disminuida en presencia del NO2AA, 

pudiendo afectar la función de PDI sobre la actividad NOX2. En resumen, nuestros 

resultados implican que las modificaciones covalentes por NO2AA en PDI podrían 

afectar la función moduladora de PDI en la NOX2, evitando su interacción con 

p47phox y su migración a la membrana, necesarios para la activación de la NOX2. 
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ABREVIACIONES:   
 

AA, ácido araquidónico; NO2AA, ácido nitroaraquidónico; ROS, especies reactivas del 

oxígeno; O2•⎯
 , radical superóxido;  H2O2, peróxido de hidrógeno;  •NO, óxido nítrico; NOX2, 

NADPH oxidasa 2 o fagocítica; PDI, Proteína disulfuro isomerasa; TLR, Receptores tipo 

Toll; IL-1, Interleuquina- 1; TNF-α, factor de necrosis tumoral- α; RNS, especies reactivas 

del nitrógeno; PKC, Proteína Quinasa C; SOD, superóxido dismutasa; ONOO⎯
 + ONOOH, 

peroxinitrito;  EDRF, factor de relajación derivado del endotelio; NOS, Óxido Nítrico 

Sintasa; nNOS, óxido nítrico sintasa neuronal; eNOS, óxido nítrico sintasa endotelial; 

NOS2 o iNOS, óxido nítrico sintasa inducible; LPS, Lipopolisacarido bacteriano; NF-κB, 

factor nuclear κB; •NO2, dióxido de nitrógeno; NO2
-, nitrito; LOX, lipoxigenasa; LTs, 

leucotrienos; HETEs, ácidos hidroxieicosatetraenoicos; PGHS, prostaglandina 

endoperóxido H sintasa; PGG2, Prostaglandina G2; PGH2, Prostaglandina H2; PGF2, 

Prostaglandina F2; TXA2, Tormboxano A2; PIP2, fosfatidilinositol bifosfato;  IP3, inositol 

trifosfato; DAG, diacilglicerol; RE, Retículo endoplasmático; PLA2, fosfolipasa A2; PMA, 

acetato de forbol miristato; PX, Phox homology;  SH3, Src homology 3; PRR, región rica en 

prolina; AIR, región inhibitoria; AD, dominio de activación de p67phox; TPR,  tetratricopeptide 

repeat; PKB, Proteína Quinasa B; GEFs, factores intercambiadores de nucleótidos de 

guanina; GAPs, GTPase-Activating Proteins; EGC, Enfermedad granulomatosa crónica; 

PUFAs, ácidos grasos poliinsaturados; HNO2, ácido nitroso; NO2-FA, ácidos grasos 

nitrados; HO-1, hemo oxigenasa-1; GCs, guanilato ciclasa soluble; AINEs, anti-

inflamatorios no esteroideos;  ANG II, angiotensina-II; ELA, Esclerosis Lateral Amiotrófica; 

MS, espectrometría de masa; LC, cromatografía líquida; MeOH, metanol; ATCC, American 

Type Culture Collection; DMEM, Dulbecco's modified Eagle's medium; SBF, Suero bovino 

fetal; WT, wild type; ZOP, Zimosan opsonizado; dPBS, Dulbecco’s Phosphate-Buffered 

Saline; PBS, Phosphate-Buffered Saline; DMSO, dimetil sulfóxido; fMLP, N-

Formilmetionina-leucil-fenilalanina; Cit c, citocromo c; DPI, difeniliodonio; MTT, (3-(4,5-

Dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio bromuro; IP, Ioduro de propidio; H2DCF, 5,7-

dihidroxiclorofloresceinca; DCF, diclorofluoresceína; OxyB,  Fc-OxyBURST; FITC, 

fluoresceína; FITC-beads, partículas o beads conjugadas con fluoresceína; SDS-PAGE, 

electroforesis de poliacrilamida con SDS; BSA, seroalbúmina bovina; Zym-FITC, zimosan 

conjugado con FITC; DTT, Ditiotreitol; EDTA, ácido etilendiaminotetraacético; AO, Ácido 

oleico; GFP, Green Fluorescence Protein; DTNB, disulfuro 5,5’-ditiobis (2-nitrobenzoico); 

NEM, N-etilmaleimida; BME, β-mercaptoetanol; PEG-5000, metoxipolietilenglicol 

maleimida; Tiom, tiomuscimol.  
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2   INTRODUCCIÓN 
 

2.1   Inflamación 
 

La inflamación es una respuesta inespecífica frente a irritación, lesiones y/o 

infecciones. La respuesta inflamatoria ocurre en tejidos conectivos vascularizados y 

surge con el fin defensivo de aislar y destruir al agente dañino [1, 2]. Los síntomas 

de la inflamación se caracterizan por dolor, calor, enrojecimiento, hinchazón y 

pérdida de función que resulta de la dilatación de los vasos sanguíneos que 

conducen a un incremento del suministro de sangre y del aumento de los espacios 

intercelulares que resulta en el movimiento de los leucocitos, proteínas y fluidos a 

la zona de inflamación [2-4].    

Los macrófagos son elementos claves para el inicio del proceso inflamatorio, 

actuando en la primera línea de defensa mediante la detección de agentes 

infecciosos a través de receptores de membrana, iniciando vías de señalización 

que llevan a una amplia variedad de respuestas celulares [3]. Estos receptores 

reconocen un amplio rango de patrones moleculares foráneos a los organismos 

mamíferos pero comunes entre los patógenos. Estos incluyen varios receptores 

inespecíficos “scavenger” (barrenderos) y receptores tipo Toll (TLR) [5, 6]. Los 

ligandos de unión a receptores TLR provocan la producción de mediadores 

inflamatorios, como por ejemplo las citoquinas interleuquina-1 (IL-1) y el factor de 

necrosis tumoral-α (TNF-α) [7], que desencadenan los procesos inflamatorios así 

como el incremento en la producción de especies reactivas del oxígeno (ROS) y 

nitrógeno (RNS).  

 

2.1.1   Producción de especies reactivas del oxígen o y nitrógeno 
en macrófagos 
 

Los macrófagos, junto a los neutrófilos y otras células fagocíticas son 

componentes claves en las respuestas microbicidas y tumoricidas debido a su 

capacidad para producir ROS y RNS, en particular ell anión superóxido (O2•⎯), el 

óxido nítrico (•NO) y sus derivados [8] [9-13]. 
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2.1.1.1   Radical Superóxido  
 

El O2•⎯ es uno de los radicales libres generado por los macrófagos para 

atacar a agentes infecciosos. El O2•⎯ es producido por la reducción de un electrón 

del oxígeno por la enzima NADPH oxidasa fagocítica (NOX2) a nivel del fagosoma 

en macrófagos [14]. Las primeras evidencias de su producción fueron 

determinadas en neutrófilos donde se observó un aumento del consumo de 

oxígeno no dependiente de la cadena respiratoria durante la fagocitosis, proceso 

que recibió la denominación de “estallido respiratorio” [15]. Existen otras fuentes de 

O2•⎯ en las células como ser la respiración mitocondrial como subproducto de la 

cadena respiratoria [16] y otras enzimas como la xantina oxidasa [17].  Más 

adelante profundizaremos en la producción de O2•⎯  por las enzimas NADPH 

oxidasas. 

 

El O2•⎯ es un radical libre que puede actuar tanto como reductor y como oxidante 

(Eo’O2/O2•⎯= -0.33 V y Eo’O2•⎯/H2O2= 0.94V), presentando en sistemas biológicos una 

vida media corta (< 1ms) [11]. La carga negativa del O2•⎯ no le permite difundir a 

través de membranas biológicas a pH fisiológico y, de acuerdo a su pKa 4.8, a pH 

fisiológico se encuentra en su mayor parte de forma aniónica, lo que obliga a que 

su pasaje a través de las membranas se realice a través de canales aniónicos [11]. 

El O2•⎯ es un radical poco reactivo y sus efectos biológicos pueden darse por 

reducción de enzimas con centros férricos como la aconitasa [18] o alcalinización 

de organelos intracelulares [19]. La producción de O2•⎯ como mecanismo efector de 

la respuesta inmune no se debe a una acción directa de este radical sino a la 

formación de especies derivadas como por ejemplo la reacción con el •NO 

formando peroxinitrito (ONOO⎯ + ONOOH) [20, 21] o por la generación de peróxido 

de hidrógeno (H2O2), formado por dismutación espontánea del O2•⎯ o catalizada por 

la enzima superóxido dismutasa (SOD) [22]. El H2O2 es un oxidante sin carga, 

permeable a las membranas biológicas y con capacidad de señalización dado por 

su capacidad de oxidar componentes celulares, como enzimas claves de rutas 

metabólicas activando o inhibiendo vías de señalización celular [23]. El H2O2 puede 
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formar por reacción de Fenton con metales de transición el radical hidroxilo (•OH), 

de mayor poder oxidante aumentando así su poder destructivo contra patógenos 

[19]. Asimismo, la enzima Mieloperoxidasa (MPO), expresada abundantemente en 

gránulos de neutrófilos cataliza la producción de ácidos hipohalogenosos, 

principalmente ácido hipocloroso (HOCl) durante el estallido respiratorio de 

neutrófilos a partir de H2O2 y anión Cl⎯ que aumentan poderosamente la actividad 

microbicida [24] (Figura 1).  

 

 
 

Figura 1. Producción de especies reactivas por célu las fagocíticas . Durante la activación 

macrofágica la producción de O2•⎯
 y •NO deriva en la formación de especies con propiedades físico-

químicas características que definirán el rol que cada una juega durante el desarrollo de procesos 

patológicos. Figura adaptada de [9].  
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2.1.1.2   Óxido Nítrico y ERN 
 

Otro radical libre sintetizado en los macrófagos es el •NO. El •NO es un 

radical libre bastante estable con poca capacidad redox y por ello no reacciona en 

forma rápida con la mayoría de las biomoléculas [25]. El •NO presenta una carga 

neta neutra, radio molecular pequeño, y es hidrofóbico lo que le permite difundir a 

través de las membranas lipídicas (con una difusión reportada de 0.4 x 10-5 cm2 s-1 

para la membrana de eritrocitos [26]) saliendo del compartimento celular en el que 

es producido hacia células vecinas (parácrina). El •NO presenta reactividad 

selectiva con hemo, hierro y sulfoproteínas, fácil reacción con el oxígeno molecular 

y especies radicalares derivadas del oxígeno [10, 27].  

El •NO es un potente vasodilatador regulando la presión sanguínea producido por 

células endoteliales, de ahí su nombre de factor de relajación derivado del 

endotelio (EDRF) [28]. El •NO se une al grupo hemo de la enzima guanilato ciclasa 

y activa la producción de GMP cíclico que induce la relajación del vaso sanguíneo 

[28]. Asimismo, el •NO a altas concentraciones presenta actividad antimicrobiana 

en monocitos y macrófagos [29]. La identificación del •NO como mecanismo efector 

del sistema inmune se inicia con la caracterización de la arginina como un sustrato 

necesario para la actividad tumoricida de los macrófagos responsable de esos 

efectos [30, 31].  

El •NO es producido por diversas células de mamífero y sintetizado por una 

familia de enzimas denominadas Óxido Nítrico Sintasa (NOS; EC 1.14.13.39) que 

catalizan la oxidación de L-arginina a L-citrulina en presencia de oxígeno molecular 

y NADPH [32]. Las distintas isoformas de la NOS se dividen en tres tipos: i) NOS 

neuronal constitutiva (nNOS), ii) NOS inducible (iNOS o NOS2), iii) NOS 

constitutiva en las células endoteliales (eNOS) [33]. Las tres formas revelan un 

mismo mecanismo de catálisis, aunque difieren en sus estructuras primarias, sus 

regulaciones y su localización cromosómica. La NOS2 está presente macrófagos, 

neutrófilos, fibroblastos, miocitos y células endoteliales [29]. La NOS2 se encuentra 

distribuida en el citosol del macrófago; del total de enzima, aproximadamente la 

mitad se localiza en vesículas que son transportadas hasta el fagosoma durante la 

activación del macrófago lo que determina que exista un aumento local en la 

concentración de •NO [34]. La expresión de la enzima está controlada por 
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citoquinas activadoras (ej: interferón γ (INF-γ), TNF-α, IL-6) o inhibidoras (ej: factor 

de crecimiento transformante beta (TGF-β), IL-4, IL-10) producidas por linfocitos T 

helper 1 y 2 [29, 35]. También productos de virus, bacterias, protozoarios y hongos 

son reguladores de la NOS2. El lipopolisacárido bacteriano (LPS) estimula una 

inducción moderada de la expresión de la NOS2, pero en sinergia con INFγ se 

obtiene una respuesta máxima. Éstas vías de inducción involucran al factor nuclear 

κB (NF-κB) que media la inducción por LPS, IL-1b y TNF-α [36].  

Gran parte de la toxicidad mediada por •NO depende de la formación de ERN, tales 

como el peroxinitrito y dióxido de nitrógeno (•NO2) que son más reactivos y tóxicos 

que su precursor •NO [37]. La formación de las ERN a partir de •NO requiere la 

presencia de otros oxidantes tales como O2•⎯, H2O2, o centros metálicos. El •NO2 se 

puede formar a partir de la ruptura homolítica del peroxinitrito produciendo también 

•OH y también en entornos hidrofóbicos a partir de la autooxidación del •NO. 

Asimismo, el •NO2 puede generarse por la acción de hemoperoxidasas o por 

complejos de metales de transición con un producto principal del metabolismo del 

•NO, el nitrito (NO2
-) [37]. Las ERN pueden reaccionar modificando proteínas, 

lípidos [38, 39] y ácidos nucleicos [40, 41] promoviendo reacciones de nitrosación, 

nitrosilación, nitración y/o oxidación [12]. Estas modificaciones inducen respuestas 

citotóxicas que promueven respuestas inflamatorias así como reacciones de 

señalización celular [42, 43]. Además, la  transformación en ERN determina la 

disminución de la biodisponibilidad del •NO que se observa durante procesos 

inflamatorios crónicos [44].  

Una producción exacerbada de especies reactivas puede generar efectos 

deletéreos por la acción de los radicales en las células de nuestro organismo, por lo 

que es importante la correcta regulación de su producción [8, 39, 45-47]. 

 

2.1.2   Metabolismo del Ácido Araquidónico 
 

Otros mediadores y reguladores de la inflamación son los derivados del 

metabolismo del ácido araquidónico (AA), un ácido graso poliinsaturado con cuatro 

dobles enlaces (20:4 ∆5,8,11,14). El metabolismo del AA está finamente regulado a 
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nivel celular, donde se establece un balance entre su síntesis, transferencia entre y 

desde los fosfolípidos de membrana hacia las proteínas transportadoras, y 

liberación al citosol [48]. El AA puede ser metabolizado por distintas vías 

enzimáticas generando distintos tipos de lípidos bioactivos: i) a través de la vía de 

la lipoxigenasa (LOX) forma los leucotrienos (LTs), lipoxinas, y ácidos 

hidroxieicosatetraenoicos (HETEs) [48, 49]; ii) su oxidación por la enzima 

prostaglandina endoperóxido H sintasa (PGHS) genera los precursores para la 

síntesis de prostanoides (prostaciclina, prostaglandinas y  tromboxanos) [50, 51]; iii) 

por la vía de las enzimas citocromo P450 se forman los derivados del ácido 

eicosatrienoico [52]. El AA también puede ser blanco de oxidaciones no 

enzimáticas por radicales libres para formar isoprostanos  e isoleucotrienos [53, 

54], con actividades biológicas distintas a los productos de oxidación enzimática 

(Figura 2). 

 

Figura 2. Formación de prostanoides a partir del ác ido araquidónico. La fosfolipasa A2 (PLA2) 

libera al AA de la membrana lipídica. La enzima PGHS por acción ciclooxigenasa de la enzima 

genera la Prostaglandina G2 (PGG2) y por la acción peroxidasa forma la prostaglandina H2 (PGH2), 
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precursora de los lípidos bioactivos Tromboxano A2 (TXA2), Prostaglandina F2 (PGF2), 

Prostaglandina E2 (PGE2) y Prostaciclina (PGI2). Asimismo, el AA puede ser convertido en 5- 
hidroxieicosatetraenoicos (12-HETE) por la 12-lipoxigenasa, que es precursor de varios leucotrienos 

de actividad fisiológica. El AA también puede ser oxidado de manera no enzimática formando 

Isoprostanos. 

 

Los prostanoides poseen la capacidad de modular la intensidad y duración de las 

respuestas inflamatorias por presentar efectos pro y antiinflamatorios así como de 

coordinar importantes respuestas celulares en numerosas funciones fisiológicas 

[55]. La producción de lípidos bioactivos derivados del AA en los sitios de 

inflamación está regulada por estímulos presentes en la respuesta inmunológica 

(IL-1, TNF-α, LPS, etc.) y por respuestas del metabolismo basal [48, 51, 56], siendo 

específico del contenido enzimático de cada tipo celular. Por ejemplo, los leucocitos 

y monocitos producen prostanoides (por la vía de la PGHS) y leucotrienos (por la 

vía de la LOX), y los granulocitos producen principalmente leucotrienos [48].  

 La biosíntesis de prostaglandinas se encuentra modulada por la producción 

de •NO en diversas especies y condiciones celulares; al mismo tiempo existen 

evidencias que los prostanoides pueden regular la síntesis de •NO en una variedad 

de tipos celulares [57]. El •NO puede interaccionar con las enzimas que contienen 

hierro; como la PGHS es una hemo-enzima, puede ser un blanco potencial para el 

•NO modulando la síntesis de prostaglandinas [58]. Existe una discrepancia en la 

literatura respecto al efecto del esta modulación, donde se ha reportado que el •NO 

es capaz de inhibir [59, 60] o activar a la PGHS [53, 61-64]. En la inflamación, tanto 

la NOS2 como la PGHS-2 se encuentran coexpresadas en varios tipos celulares 

existiendo una clara relación entre el •NO y la PGHS que conduce a un aumento en 

la producción de prostaglandinas pro-inflamatorias [65, 66]. El mecanismo de 

acción de las prostaglandinas sobre la vía del •NO ha sido atribuido en la mayoría 

de los casos a un aumento en los niveles de segundos mensajeros, como el AMP 

cíclico. Se ha sugerido que el AMP cíclico está involucrado tanto en la estimulación 

como en la inhibición mostrada por los prostanoides [57]. 
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2.2   NADPH oxidasa 
 

La producción de O2•⎯ por macrófagos y otros células fagocíticas son un 

paso importante en la respuesta inmune innata. El O2•⎯ es producido por el 

complejo enzimático multiproteico NADPH oxidasa [67] y es responsable del 

denominado estallido [68]. La NADPH oxidasas, denominadas NOXes (por NADPH 

oxidasas) son una familia de proteínas de membrana capaces de catalizar la 

producción de O2•⎯ debido a la reducción univalente del oxígeno dependiente de 

NADPH.  

La familia de las NOXes presenta distintas isoformas: NOX1 (previamente 

denominada mox-1) [69, 70], NOX2 o gp91phox [71, 72], NOX3 [73], NOX4 [74, 75] y 

NOX5 [69, 73] y las DUOX1 y DUOX2, inicialmente llamadas tiroide oxidasas [76, 

77] (Figura 3). En su conjunto, se expresan en la mayoría de los tipos celulares, 

siendo actualmente reconocidas como una de las fuentes de O2•⎯ implicadas en 

procesos fisiológicos como la señalización celular [78] y en situaciones patológicas 

como la disfunción vascular [79]. Las distintas isoformas presentan estructuras y 

funciones similares (Figura 3). Todos los miembros de la familia NOX comparten 6 

dominios transmembrana altamente conservadas que constituye la subunidad con 

capacidad catalítica [80]. Algunas isoformas comparten algunas subunidades, 

como p22phox que se encuentra en NOX1-4 (Figura 3), pero difieren en su forma de 

activación [80]. A continuación detallaremos el mecanismo de activación de la 

NOX2. 
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Figura 3. Componentes de las isoformas de la NADPH oxidasa . A pesar de las similitudes de las 

enzimas de la familia NOX, difieren en los componentes y sus mecanismos de activación. La 

actividad NOX1 requiere p22phox, NOXO1 y NOXA1, y de una GTPasa Rac. La NOX2 requiere 

p22phox, p47phox, p67phox, y Rac; la fosforilación de p47phox es requerida para la activación de NOX2, y 

p40phox no es absolutamente requerida para su activación. La NOX3 requiere de p22phox y NOXO1; 

el requerimiento de NOXA1 puede ser dependiente de la especie y el requerimiento de Rac está en 

debate. La NOX4 requiere p22phox, pero en sistemas reconstructivos esta constitutivamente activa 

sin otros requerimientos. Sin embargo, las células que expresan NOX4 posiblemente necesiten de 

Rac para su activación. NOX5, DUOX1, y DUOX2 son activados por calcio y no parecen requerir de 

otras subunidades. Figura extraída de [80]. 

 

2.2.1   NADPH oxidasa fagocítica en macrófagos 
 

La NOX2 es la isoforma de la NADPH oxidasa que se encuentran principalmente 

en células fagocíticas profesionales como macrófagos y neutrófilos [80, 81]. La 

NOX2 es un complejo enzimático conformado por 6 subunidades: dos proteínas 

transmembrana (gp91phox y p22phox) que conforman el heterodímero flavocitocromo 

b558, tres proteínas reguladoras citosólicas: p47phox, p40phox y p67phox y una GTPasa 

Rac [14, 67, 80]. La GTPasa Rac1 es la isoforma predominantente expresada en 

monocitos mientras que que Rac2 se asocia a los neutrofilos [82]. En reposo, las 

proteínas reguladoras se encuentran en el citosol y el complejo NOX está 

desensamblado e inactivo. Tras la activación en respuesta a estímulos 
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quimiotácticos o partículas fagocitables, los componentes citosólicos sufren una 

serie de modificaciones covalentes y cambios conformacionales que inducen su 

translocación hacia la membrana donde se asocian con gp91phox y p22phox 

formando el complejo activo y produciendo el radical O2•⎯ hacia adentro del 

fagosoma o afuera de la célula [83] (Figura 4). La actividad NOX2 está regulada 

temporal y espacialmente para asegurar que la enzima se encuentre inactiva 

mientras la célula está en estado basal y prevenir la destrucción del tejido 

hospedador evitando daños colaterales [14]. 

 

Figura 4. Activación de NADPH oxidasa fagocíticas. En la figura se observan los componentes 

citosólicos y de membrana que forman la NOX2, su ensamblaje en la conformación activa. Se 

detalla de forma esquemática la activación de la enzima. Diversos agonistas estimulan vías de 

señalización que llevan a la activación de la PKC, enzima que lleva a cabo el proceso de 

fosforilación de los componentes citosólicos p47phox, p67phox y p40phox. Una vez fosforilados, las 

subunidades citosólicas migran a la membrana donde interaccionan formando el complejo activo 

con NOX2 y p22phox. Además la activación induce al intercambio de GDP por GTP de Rac que 

también migra a la membrana durante el proceso de activación de la enzima [80]. 
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2.2.2   Activación y ensamblaje del complejo enzimá tico NOX2 
 

Diversos receptores de membrana asociados a proteínas G y activados por 

una variedad de estímulos, pueden llevar a la activación de la NOX2. Dichos 

receptores inician el proceso de activación a través de la hidrólisis de 

fosfatidilinositol bifosfato (PIP2) por la fosfolipasa Cβ, liberando inositol trifosfato 

(IP3) y diacilglicerol (DAG). El IP3 promueve la apertura de canales de calcio del 

Retículo Endoplasmático (RE) promoviendo un aumento momentáneo de calcio en 

el citosol. El calcio y el DAG activan a la Proteína quinasa C (PKC), y el calcio 

además activa la fosfolipasa A2 (PLA2) que libera AA de la membrana lipídica [81]. 

La PKC es capaz de activar la migración de los componentes citosólicos a la 

membrana promoviendo la fosforilación de dichos componentes. Además se ha 

reportado que el AA es capaz de estimular la activación de la NOX2 a promoviendo 

un cambio conformacional de p47phox así como el intercambio de GDP por GTP en 

Rac [84-86]. La activación de la NOX2 también pueden ocurrir en respuesta a 

ésteres de forbol 2-miristato 13-acetato (PMA), un potente activador no fisiológico 

de PKC. 

El ensamblaje de la NOX2 requiere un cambio conformacional de p47phox activada 

por fosforilación lo que permite la interacción con p67phox y p40phox y la migración de 

los componentes citosólicos a la membrana [87, 88]. La proteína p47phox contiene 

una secuencia aminoacídica de 390 residuos de aminoácidos con dos dominios 

adyacentes SH3 (Src homology 3), un dominio PX (Phox homology), una región 

rica en arginina y lisina (la región polibásica), una región rica en prolina (PRR) y 

una región inhibitoria AIR (autoinhibitory region) (Figura 5) [89, 90]. En reposo, los 

dominios SH3 de p47phox están bloqueados por una asociación intramolecular con 

la región AIR, que se localiza inmediatamente C-terminal a la segunda de dominio 

SH3 [91, 92]. La liberación de la asociación inhibitoria es inducida por la 

fosforilación de múltiples residuos de serina (hasta 11 fosforilaciones) en la región 

AIR que genera un cambio conformacional de p47phox [91, 93, 94]. La fosforilación 

de p47phox está dado principalmente por las isoformas β, δ y ζ de la PKC [95-97], 

pero existen varias quinasa que pueden llevar a cabo dicho proceso de 

fosforilación, como por ejemplo la MAP quinasa p38 [98-100], PAK [101], Caseína 

quinasa 2 [87], o Proteína Quinasa B (PKB/AKT) [102]. Asimismo, además de la 
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fosforilación de p47phox, se ha reportado que las proteínas p40phox y p67phox también 

son fosforiladas [103-106].   

Una vez liberado, los dominios SH3 de p47phox pueden interactuar con la región 

PRR en la región C-terminal de p22phox, una interacción esencial para la activación 

NOX2 [107, 108] (Figura 5). El anclaje en la membrana de p47phox también se 

estabiliza por la interacción de la región PX de p47phox que es reconocida por 

fosfoinositidos como fosfatidilinositol bifosfato luego de la translocación inducida 

por la activación [109]. Durante la activación, el dominio PX de p47phox se une al 

citoesqueleto a través de la moesina, proteina de la familia de proteínas de unión a 

actina [110-114] lo que sugiere que la interaccion moesina-PX puede participar de 

la translocación de p47phox [115]. Recientemente se ha visto que la Proteína 

Disulfuro Isomerasa podría también tener un rol en el ensamblaje y activación de 

NOX2 [116, 117]. Este ítem será discutido y analizado más adelante en esta 

sección.  

 

Figura 5. Interacción de las subunidades de la NOX2 . En la figura se muestran los dominios de 

las proteínas citosólicas (p47phox, p67phox, p40phox), de membrana y Rac y sus interacciones entre sí. 

La proteína p47phox presenta en su secuencia un dominio PX, dos dominios SH3, un dominio de AIR 

y un dominio PRR. El dominio AIR interacciona con los dominios SH3 de la misma p47phox en estado 

de reposo (autoinhibición). Frente a estímulos que genera un cambio conformacional en p47phox, se 

liberan los dominios SH3 de p47phox e interacciona con p22phox. Asimismo el dominio PRR de p47phox 

interacciona con el dominio SH3 de p67phox. Además p67phox genera un complejo con p40phox por 

interacción entre PB1 de cada proteína. Rac-GTP se contacta con la región TPR (T1-T4) de p67phox. 
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Finalmente, al activarse el dominio de activación (AD) de p67phox se pone en contacto con gp91phox, 

necesario para la regulación de la producción de O2•⎯. Figura adaptada de [85]. 

Asimismo, el cambio conformacional, p47phox puede interaccionar vía el dominio 

PRR con el segundo dominio de SH3 de p67phox [118], mientras que p67phox y 

p40phox interaccionan entre sí por los dominios PB1 que contienen ambas proteínas 

[119, 120] (Figura 5). Las proteínas p40phox y p67phox no son capaces de 

translocarse en ausencia de p47phox [121]. Cabe destacar que la p40phox presenta 

un rol controversial observándose que la fosforilación puede estar asociada a roles 

estimuladores así como inhibitorios [106, 122, 123].   

Otro componente importante para la activación es Rac. Rac presenta un rol 

regulador, siendo una GTPasa de la familia de proteínas Rho. En las células en 

reposo,  Rac se encuentra en el citosol unido a GDP y al inhibidor de disociación 

Rho-GDP (RhoGDI). Luego de la estimulación, Rac intercambia el GDP por GTP y 

se libera de RhoGDI, pudiendo migrar a la membrana  [90, 124] (Figuras 4 y 5). 

Rac-GTP, pero no Rac-GDP, es capaz de interaccionar con el dominio TPR 

(tetratricopeptide repeat) N-terminal de p67phox, interacción necesaria para la 

migración de Rac-GTP a la membrana [125, 126] (Figura 5). Rac también participa 

en la desactivación del complejo a través de sus propios mecanismos reguladores, 

por activación por GEFs (factores intercambiadores de nucleótidos de guanina) 

intercambiando GDP por GTP y su inactivación por GAPs (GTPase-Activating 

Proteins) que cataliza la hidrolisis de GTP [124].  

 

2.2.3   Producción de O 2•⎯  por NOX2 
 

El complejo flavocitocromo b558 constituye el núcleo catalítico de la enzima, 

que requiere la presencia de varios grupos prostéticos. La proteína gp91phox 

contiene en su estructura 6 alfa-hélices transmembrana con dos grupos hemo 

asimétricos coordinados con residuos de histidina de los dominios transmembrana 

III y V [127] y en el extremo C-terminal citoplasmático contiene un sitio de unión 

para el FAD y uno para el NADPH [128-135] (Figura 6). Por lo tanto, gp91phox 

presenta todos los cofactores necesarios requeridos para la transferencia de 
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electrones hacia el oxígeno pero necesita que el complejo activo esté ensamblado 

en la membrana como la asociación de gp91phox con p22phox que estabiliza del 

complejo [136, 137].  

La transferencia de electrones ocurre en dos pasos [138-140]. En primer lugar dos 

electrones del NADPH citosólico son transferidos al FAD generando FADH2, 

proceso que es regulado por el dominio de activación (AD) presente en p67phox 

[141]. En el segundo paso, un electrón es transferido desde la flavina reducida 

FADH2 al grupo hemo más interno del complejo enzimático. Como el hierro es 

capaz de aceptar un solo electrón, el grupo hemo más interno debe donar su 

electrón al segundo hemo (más externo) antes de aceptar el segundo electrón de la 

flavina parcialmente reducida FADH. Finalmente el electrón del hemo más externo 

es donado al oxígeno unido a la cara extracelular formando el radical O2•⎯ hacia el 

fagosoma o hacia afuera de la célula. El FADH parcialmente reducido cede el 

segundo electrón al primer hemo más interno ya oxidado y repite el pasaje al 

segundo hemo y al oxigeno generando un nuevo O2•⎯. Por lo tanto, por cada mol de 

NADPH se producen dos moles de O2•⎯ [138-140] (Figura 6). 

 

Figura 6. Pasaje de electrones para la formación de  O2•⎯ por NOX2.  Luego de la formación del 

complejo activo en la membrana, la NOX2 es capaz de producir O2•⎯ a partir de NADPH que se une 

a gp91phox en el extremo C-terminal citosólico. El NADPH cede 2 electrones al FADH2, el cual cede 

sus electrones de a uno al primer grupo hemo pasando a un estado de oxidación Fe+2. Este cederá 

el electrón al grupo hemo más externo, el cual reduce al oxigeno formando O2•⎯ al espacio 

extracelular o al fagosoma. El FADH parcialmente reducido cede nuevamente el segundo electrón a 
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los grupos hemo y luego al oxigeno generando una nueva molécula de  O2•⎯ [80]. Figura extraída de  

[142]. 

 

2.2.4   Importancia fisiológica de la NOX2  
 

Defectos en la función de la NOX resulta en una severa inmunodeficiencia y 

los individuos sufren de la Enfermedad Granulomatosa crónica (EGC), una rara 

enfermedad caracterizada por alta frecuencia a infecciones de bacterias y hongos 

[143-145]. Fueron identificadas mutaciones de los distintos componentes de la 

NADPH oxidasa fagocítica en pacientes con EGC, como en las subunidades 

gp91phox, p47phox, p22phox o p67phox  [146]. La EGC es una inmunodeficiencia 

primaria poco frecuente en la que los individuos afectados sufren infecciones 

crónicas y granulomas inflamatorios causados por microorganismos. Los pacientes 

con EGC presentan mayor susceptibilidad a infecciones debido a la falta de 

mecanismos efectivos para atacar a patógenos externos dependiente de la 

formación de especies reactivas del oxígeno, por la falta de la correcta actividad de 

la NOX2 [144, 145]. La forma más frecuente de esta enfermedad es causada por 

mutaciones en el gen de la gp91phox ligado al cromosoma X [147]. Las demás 

formas de EGC son de tipo autosómicas recesivas debido a mutaciones en las 

otras subunidades mencionadas [148]. También se han observado mutaciones en 

Rac 2 presentando defectos en el estallido respiratorio de las células fagocíticas e 

infecciones recurrentes [149].  

Por otro lado, los niveles altos de O2•⎯, con su producto de dismutación, el H2O2, se 

han implicado en muchos procesos fisiológicos y fisiopatológicos, por lo que es 

necesario una correcta regulación de su producción de ROS [81, 150-153]. 
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2.3   Proteína Disulfuro Isomerasa 
 

La Proteína Disulfuro Isomerasa (PDI; EC 5.3.4.1) es una enzima miembro 

de la superfamilia de  las oxidorreductasas ditiol-disulfuro [154-157]. La PDI se 

expresa en casi todos los tejidos de mamífero [158, 159] y es una de las proteínas 

más abundantes en el RE presentando una señal de retención en el RE (secuencia 

KDEL en el C-terminal) y su cantidad es ~0.8% de las proteínas totales en la célula 

[160]. Su función principal es asistir al plegamiento de proteínas catalizando la 

formación y ruptura de puentes disulfuro entre cisteínas dentro de una proteína 

para alcanzar la conformación nativa, al facilitar la formación de puentes disulfuros 

correctos mientras se está plegando en el RE. La PDI también presenta actividad 

como chaperona, ayudando a las proteínas incorrectamente plegadas a alcanzar 

su plegamiento correcto [161].  

          No se han reportado ratones knockout de PDI y debido a su papel esencial 

en la célula es posible que no sean viables. La desregulación de la expresión de 

PDI y/o la actividad enzimática se asocia con una serie de enfermedades humanas 

neurodegenerativas y cardiovasculares [162-166]. 

  

2.3.1   Estructura y Función de PDI 
              
 

La PDI es una enzima chaperona redox conservada de la superfamilia de las 

tioredoxinas, la cual ayuda al plegamiento redox de proteínas a través de la 

oxidación y múltiples reacciones de intercambio de tiol-disulfuro intramoleculares 

[161, 167]. La principal actividad de PDI es la isomerización de tioles siendo la 

función mejor demostrada de la enzima su capacidad de asistir en la introducción 

de uniones disulfuro en proteínas desplegadas en el RE [161]. La PDI presenta en 

el dominio catalítico un motivo característico ditiol CXXC en el sitio activo, 

importante para su actividad tiol-disulfuro reductasa (rotura de disulfuro), oxidasa 

(formación de disulfuro) e isomerasa (rearreglo de enlaces disulfuros) [168, 169] 

(Figura 7). La PDI puede mostrar una actividad reductasa fuera del RE donde el 

estado redox local es más reductor. En el RE, y potencialmente en otros 

microambientes menos reductores, la PDI tiende a actuar como oxidasa y/o 
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isomerasa, reacciones que son esenciales para el plegamiento adecuado de 

proteínas [170]. La PDI recobra su estado de oxidación en el RE por la enzima 

oxidasa del RE, Ero-1, la cual es reoxidada por transferencia de electrones al 

oxígeno generando H2O2 [171]. La PDI también presenta actividad chaperona que 

es independiente del estado redox de los tioles del sitio activo [172, 173]. Las tres 

actividades catalíticas de PDI, la actividad redox de tioles, el intercambio de tiol-

disulfuro, y la actividad chaperona son fundamentales para la función del RE [174].  

 

 

Figura 7. Reacciones redox de tioles por PDI con pro teína. La PDI presenta tres actividades 

dependientes de residuos de cisteínas: la actividad reductasa donde provoca la ruptura de enlaces 

disulfuro de la proteína blanco, la actividad oxidasa la cual forma enlaces disulfuro en la proteína 

sustrato, y la actividad isomerasa que rearregla los enlaces disulfuro de la proteína blanco [161]. En 

el RE, y potencialmente en otros microambientes menos reductores, la PDI tiende a actuar como 

oxidasa y/o isomerasa, mientras que fuera de éste, en ambientes más reductores actúa como 

reductasa [170]. Figura extraída de  [175]. 

 

 

Todos los miembros de la familia PDI comparten la estructura de dominio 

similar a la tiorredoxina caracterizado por el pliegue βαβαβαββα [169]. La PDI 

contiene cuatro dominios abb'a'. Los dos sitios activos redox que contienen el 

motivo CXXC se encuentran en los dominios a y a'. Los dominios de sitios activos 

están vinculados por los dominios b y b’. También hay una pequeña región 

interdominio conocido como el x-linker situado entre b' y a' [176, 177]. Los recientes 

avances en Resonancia Magnética Nuclear y cristalografía de rayos X han 
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permitido la identificación de b' como el dominio chaperona el cual contiene una 

gran superficie hidrofóbica multivalente que permite la unión de distintas proteínas 

para su plegamiento [178]. 

 

           

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Estructura cristalográfica de la PDI oxid ada y reducida. (A)  Se muestra la cadena de 

la PDI humana con los distintos dominios: a (naranja), b (azul), b’ (verde), a’ (violeta) y el 

interdominio x-linker (celeste). (B) Diagrama de cintas de la PDI humana reducida (vista frontal) con 

la separación de los sitios activos de 27.6 Å. (C)  Diagrama de cintas de la PDI humana oxidada 

(vista frontal) con la separación de los sitios activos de 40.3 Å.  Figura extraída de [179]. 
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Wang y colaboradores determinaron la estructura tridimensional de PDI humana 

tanto en las formas reducidas y oxidadas [180]. En la forma oxidada de PDI el sitio 

activo a y a' se encuentran separados por 40,3 Å y los dominios tiorredoxina abb'a' 

están todos en el mismo plano [179]. En el estado reducido de la enzima, los sitios 

activos están separados por 27,6 Å. Sin embargo, sólo abb’ están en el mismo 

plano y a' está inclinada 45° [179] (Figura 8). Esto indica que el estado oxidado de 

PDI presenta una conformación abierta permitiendo la entrada de sustratos para la 

actividad chaperona (péptidos desplegados) y el estado reducido tiene una 

conformación cerrada que inhibe su entrada. Esto resalta la importancia de los 

cambios conformacionales inducidos por el estado redox de los sitios activos y 

sugiere una mayor regulación redox de la actividad chaperona [181]. 

 

La PDI, además del RE, se encuentra también presente en otros 

compartimentos subcelulares incluyendo el citoplasma, núcleo, mitocondrias y el 

lado extracelular de la membrana plasmática [182-184]  donde cumple funciones 

regulando varios procesos biológicos importantes, incluyendo la coagulación [185], 

la respuesta de la lesión [186], el tráfico subcelular y la secreción de proteínas [187] 

[188], la traducción del ARNm [189], la presentación de antígenos [190], la 

activación y agregación  de plaquetas [191] y la formación de trombos  [192-194], la 

migración de células T [195], la migración de células de glioma [196], la fusión de 

gametos [197] y en la actividad de la NADPH oxidasa [175].  

 

2.3.2   Rol de la enzima PDI en la actividad NOX     
 

La PDI está involucrada en la actividad de las NOXes, como una proteína 

reguladora de su actividad, modulando la actividad de las isoformas de NOX tales 

como NOX1 [198, 199], NOX2 [116, 117] y NOX4 [199]. Está reportada la 

interacción entre la PDI y la NOX en células del músculo liso vascular, macrófagos 

y neutrófilos dentro del RE así como en el citosol [116, 117, 175, 198, 199]. En 

células musculares lisas vasculares, la sobreexpresión de PDI provoca un 

incremento en la actividad NOX1 así como de su ARNm [198], el cual coincide con 

la mayor colocalización de PDI y la subunidad p22phox de NOX1 y NOX4, las 
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isoformas mayoritarias en estas células [198, 199]. En macrófagos de línea celular 

J774, la sobreexpresión de PDI incrementa la fagocitosis de Leishmania chagasi y 

la producción de O2•⎯ por NOX2, mientras que el silenciamiento de PDI disminuye 

ambos procesos [117], indicando una función fundamental asociada a la actividad 

de NOX2. En neutrófilos humanos, la PDI interacciona con p47phox en forma 

dependiente del estado redox, de forma que la PDI podría actuar como un 

organizador redox de NOX2 de leucocitos modulando la migración de p47phox a la 

membrana,  así como el correcto ensamblaje y subsecuente activación de NOX2 

[116]. Por lo tanto, estos resultados sugieren que la PDI juega un importante rol en 

la regulación de la producción de ROS por las enzimas NADPH oxidasas. 

 

2.4   Ácidos grasos nitrados 
              
  

Los ácidos grasos libres y esterificados, componentes principales de las 

membranas biológicas y lipoproteínas plasmáticas, son sustratos para la 

modificación oxidativa por oxidantes fisiológicos. Muchas de estas modificaciones 

representan eventos importantes durante las enfermedades inflamatorias crónicas 

[1]. A nivel de membranas biológicas, debido a la capacidad del •NO de difundir y 

concentrarse en medios lipofílicos, diversas RNS son capaces de reaccionar con 

ácidos grasos insaturados para formar nitro-, nitrito- y nitroepoxi-derivados [47, 200, 

201]. Estas reacciones ocurren simultáneamente con procesos de lipoperoxidación, 

generando una mezcla compleja de productos oxidados y nitrados [39]. El agente 

nitrante para la formación de ácido grasos nitrados más estudiado es el •NO2, cuya 

reacción conduce a la generación de derivados isomerizados, oxidados y/o nitro-

alílicos, nitroalqueno, dinitro, o nitro-hidroxilípidos [200, 202] (Figura 9). 

En los últimos años se han detectado in vivo derivados de ácidos grasos nitrados 

libres o esterificados con diversas propiedades biológicas [203]. Los ácidos grasos 

nitrados (NO2-FA) presentan actividades pleiotrópicas con propiedades 

antiinflamatorias [42, 204-209] detectados in vivo en el rango de concentraciones 

de nanomolar y bajo micromolar [210-213]. Está demostrado que la nitración 

lipídica ocurre en condiciones fisiológicas y fisiopatológicas, con productos finales 

capaces de modular las respuestas celulares [200, 214-219].  
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Figura 9. Formación de ácido nitroaraquidónico.  En este esquema se ejemplifica la  formación 

de un nitroalqueno con el ácido nitroaraquidónico (NO2AA). El AA puede reaccionar con •NO2 

producido por distintas fuentes, generando un radical β-nitroalquilo que puede reaccionar con una 

segunda molécula de NO2 y con liberación de HNO2 produce el NO2AA o desencadenar en otros 

productos según la tensión de oxígeno.  
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Los nitroalquenos (con el grupo –NO2 unido a uno de los carbonos de un 

doble enlace) son capaces de activar diferentes vías de señalización intracelular, 

por ejemplo la del receptor PPARγ modulando  la expresión de genes relacionados 

con la inflamación [206, 214, 217], liberando •NO en medio acuoso [214, 220, 221] 

y promoviendo la vasorelajación independiente de endotelio [216]. Además está 

reportado que producen un aumento en la expresión de la enzima antioxidante 

hemo oxigenasa-1 (HO-1) [204, 222] al tiempo que disminuye la expresión de 

NOS2 en macrófagos [221]. Estas acciones de los NO2-FA pueden ser explicadas 

por su capacidad electrofílica para modificar covalentemente proteínas [223] como 

por ejemplo los factores de trascripción nucleares claves NF-κB y Nrf-2 [204, 224, 

225].  

En los últimos años, hemos demostrado varias acciones biológicas importantes 

para el ácido nitroaraquidónico (NO2AA), el derivado nitrado del AA [207, 221, 226, 

227] (Figura 9), las cuales profundizaremos a continuación. 

 

2.4.2   Propiedades biológicas del NO 2AA 
 

En los últimos años, se han demostrado varias acciones biológicas 

importantes del NO2AA [207, 221, 226, 227]. En macrófagos activados, el NO2AA 

ejerce acciones antiinflamatorias de protección al regular negativamente la 

secreción de citoquinas proinflamatorias (IL-6, TNFα) inducida por LPS y la 

disminución de la expresión de NOS2, sumada a la activación de la vía Nrf2 

contribuyendo al apagado fisiológico de la respuesta inflamatoria en los macrófagos 

[205, 221].  

Como el AA es el sustrato para la actividad de PGHS, se estudió si la modificación 

por nitración del AA podría afectar la actividad de la PGHS. El NO2AA fue capaz de 

inhibir las actividades POX y COX de PGHS-1 pero sólo afectó a POX en PGHS-2 

[227]. Estos efectos inhibitorios eran exclusivos para NO2AA, dado que no se 

observaron dichos efectos para otros nitroalquenos testeados. El análisis cinético 

indica que el NO2AA inhibe las isoformas de la PGHS (PGHS-1 y -2) en un proceso 

que parece ser prácticamente irreversible [227]. Cabe destacar que la PGHS-2 se 

encuentra en monocitos, macrófagos y neutrófilos y participa en la producción de 
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prostaglandinas pro-inflamatorias siendo la enzima blanco farmacológico de los 

anti-inflamatorios no esteroideos (AINEs) [228]. El mecanismo de acción de la 

inhibición observada implica la liberación de grupo hemo de la enzima como 

resultado de la reacción del NO2AA con la proteína, siendo diferente de lo 

reportado para otros inhibidores de la enzima bien conocidos y reportados en la 

literatura [227]  

La capacidad de NO2AA para modular la actividad de PGHS-1 se evaluó en un 

modelo celular, utilizando plaquetas humanas [226, 227]. El NO2AA representa un 

potente inhibidor de la agregación mediada por trombina [226, 227] inhibiendo la 

síntesis de tromboxano A2 (TxA2), producto final de la vía del AA dependiente de la 

PGHS. El NO2AA inhibe las respuestas de plaquetas desde la activación de PKC 

(por ejemplo secreción de α-gránulo, la fosforilación de Erk2, translocación de PKC 

a la membrana), sin afectar a las respuestas que se encuentran upstream a dichas 

actividades (por ejemplo, de movilización de Ca2+ [226]).  

Asimismo, se estudiaron los efectos del ácido graso nitrado sobre los procesos de 

vasorelajación. Tanto el NO2AA como el derivado metilado del mismo, metil 6-

nitroaraquidonico, inducen la vasodilatación de células de músculo liso vascular 

mediante la activación de  la guanilato ciclasa soluble (GCs) formando GMP cíclico. 

Este efecto es independiente del endotelio, lo que sugiere que su actividad 

vasodilatadora no está dada por cambios en los niveles de •NO [229] (Figura 10). 
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Figura 10. Acción del NO 2AA sobre la activación y agregación plaquetaria y l a relajación de 

las células musculo liso vascular.  El NO2AA es capaz de inhibir la producción de TxA2 inhibiendo 

la PGHS-1; además inhibe la PKC en su conjunto modulando la activación y agregación plaquetaria 

en el vaso sanguíneo [226]. Asimismo, el NO2AA activa la Guanilato Ciclasa aumentando los niveles 

de GMPc que conduce a la vasorelajación de las células de músculo liso [229]. 

 

2.4.3   Rol terapéutico del NO 2AA 
 

El rol terapéutico del NO2AA fue evaluado en dos modelos patológicos: uno 

de daño renal y otro de enfermedad neurodegenerativa. El papel de las ROS en la 

disfunción endotelial, el remodelado cardiovascular y renal, inflamación y fibrosis 

inducidos por la angiotensina-II (ANG II) ha sido bien documentada [230]. Las 

acciones de la ANG II involucran como eventos críticos el aumento de la 

generación de ROS intracelulares, así como la activación de cascadas de 

señalización redox sensibles [231]. La ANG II induce la producción de ROS 

excesiva y la disfunción mitocondrial, que finalmente conduce a la apoptosis y la 

necrosis de las células tubulares renales [232]. La administración del NO2AA 

modula el daño inflamatorio mediado por ANG II en células de epitelio renal a 

través de la disminución en la formación de peroxinitrito y la disfunción mitocondrial 



30 
 

posterior. La protección de la función mitocondrial por NO2AA en un modelo de 

lesión renal destaca su uso como una antioxidante mitocondrial [233]. 

Otro modelo patológico usado fue el de la Esclerosis Lateral Amiotrófica 

(ELA) es una enfermedad neurodegenerativa caracterizada por parálisis muscular 

progresiva por muerte de motoneuronas. El 10-20% de los casos de ELA familiar 

son causadas por mutaciones de la superóxido dismutasa 1 (SOD1). Los estudios 

de la capacidad de actuar del NO2AA fue realizado utilizando motoneuronas 

obtenidas de ratones hSOD1G93A que sobreexpresan la hSOD1 mutada [234]. 

Recientemente, fue descrito que la administración de NO2AA a un cultivo de 

astrocitos obtenidos de ratones SOD1G93A causó una disminución de la muerte de 

las neuronas motoras, así como la activación de Nrf2 y la inducción de enzimas 

antioxidantes de fase II y junto a un aumento en los niveles de glutatión total [222]. 

Por lo tanto, el aumento de las defensas antioxidantes inducidos por el tratamiento 

NO2AA podría potencialmente mejorar la capacidad antioxidante en astrocitos y ser 

parcialmente responsable de la protección observada. Teniendo en cuenta que el 

sistema nervioso central es abundante en AA, es posible que el NO2AA sea 

generado como una respuesta adaptativa durante condiciones inflamatorias para 

proteger a las neuronas motoras. 
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3   HIPOTESIS 
 

 

En procesos inflamatorios crónicos, donde la nitración de AA puede ocurrir 

debido a condiciones de estrés nitro-oxidativo, el NO2AA podría modular la 

expresión y/o actividad de enzimas inducibles clave (por ejemplo, NOS2 o PGHS-2, 

HO-1) ayudando en la resolución de los procesos inflamatorios. Nuestra hipótesis 

propone al NO2AA como un mediador antiinflamatorios, disminuyendo el estrés 

oxidativo a través de la inhibición de la actividad y/o expresión a nivel macrofágico 

de enzimas productoras de ROS, en particular  la NOX2. 

  



32 
 

4   OBJETIVOS 
 

 

4.1 Objetivo general 
 

Estudiar el efecto y los mecanismos de acción del NO2AA sobre la NADPH oxidasa 

fagocítica (NOX2).  

 

4.2 Objetivos específicos 
 

1. Estudiar los efectos del NO2AA sobre la actividad NADPH oxidasa fagocítica.  

2. Analizar los mecanismos de acción involucrados en la acción del NO2AA sobre 
la NOX2. 

3. Analizar la interacción entre el NO2AA y la Proteína Disulfuro Isomerasa (PDI). 

4. Elucidar el efecto del NO2AA sobre la PDI en macrófagos y el rol de PDI en la 
inhibición de la actividad NOX2. 
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5   Materiales y Métodos 
 

Se realiza la descripción de las metodologías utilizadas de acuerdo a las 

actividades definidas para cada objetivo planteado. 

El ácido nitroaraquidónico (NO2AA) fue sintetizado y cuantificado en nuestro 

laboratorio como se describió previamente [221]. Para la síntesis del NO2AA, el AA 

se incubó con NaNO2 en una relación molar 1:1 a 25ºC bajo agitación continua por 

una hora en condiciones aeróbicas. La reacción se detuvo mediante la extracción 

del componente lipídico del sistema por el agregado de acetato de etilo/NaClsat 

(1:2, v:v) y se colectó la fase orgánica (fase inferior en el tubo). La fase orgánica se 

lava dos veces con NaClsat y luego se evapora con N2; los productos de la reacción 

se resuspenden en metanol (MeOH). La mezcla obtenida se analizó por TLC 

analítica utilizando hexano:dietiléter:acético (80:20:0.1) como fase móvil y 

anisaldehído como revelador, o por espectrometría de masa (MS). Las fracciones 

con NO2AA puro fueron evaporadas en ambiente de N2, resuspendidas en metanol, 

y analizadas y cuantificadas por LC-MS/MS. Las fracciones de NO2AA purificadas 

se separaron en alícuotas que se almacenan a -80°C. Para los experimentos con 

NO2AA el porcentaje de MeOH en las muestras fueron menores al 1%. En todos 

los casos se realizaron los controles con el vehículo para verificar que no afectaron 

el resultado del mismo. El NO2AA utilizado corresponde a una mezcla de isómeros 

siendo los mayoritarios 4 isómeros: 9-, 12-, 14-, y 15-NO2AA (Figura 11). 

           
Figura 11. Isómeros mayoritarios obtenidas de la pu rificación de NO 2AA. Los 4 isómeros 

mayoritarios son: 9-, 12-, 14-, y 15-NO2AA [221]. 
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Los experimentos fueron realizados como mínimo tres veces, por lo menos 

por triplicado, en días independientes. Los datos presentados corresponden a la 

media ± desviación standard, a menos que se indique algo distinto. Las medias 

fueron comparadas utilizando test de Student o test de ANOVA, considerando 

diferencias significativas aquellos datos que presentan un p < 0,05.  

 

5.1   Evaluación de los efectos del NO 2AA sobre la actividad 
NADPH oxidasa fagocítica (NOX2). 
 

 

Cultivo de macrófagos de línea celular  

La línea celular J774A.1 se obtuvo de American Type Culture Collection 

(ATCC). Es derivada de un reticulosarcoma murino de la cepa BALB/c, inducida 

bajo forma de ascitis [235], comparte con los macrófagos primarios gran parte de 

sus características, tal como la fagocitosis, síntesis y secreción de lisozima y 

proteasas neutras y expresión de receptores Fc y C3. El cultivo de esta línea se 

realizó en 90% Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) comercial 1.0 g/L de 

glucosa, 100 U/mL penicilina, 100 μg/mL estreptomicina y 10 % suero bovino fetal 

(SBF) inactivado por calor (a 56°C por 20 minutos). Se mantuvieron en estufa de 

cultivo a 37°C, 5% CO2, en frascos de cultivo de 25 cm2.  

Los experimentos se realizaron en placas de 6 o 24 pocillos usando el buffer 

Dulbecco´s PBS (dPBS: 0.9 mM CaCl2, 0.5 mM MgCl2, 2.7 mM KCl, 1.45 mM 

H2PO4, 137 mM NaCl, 8.1 mM Na2HPO4, pH 7.4) suplementado con 5,5 mM 

glucosa y 1 mM L-arginina o en el medio de cultivo DMEM según se indica en cada 

caso en la sección de resultados. Las células fueron contadas utilizando una 

cámara de Neubauer.  

 

Cultivo de macrófagos primarios  

La extracción de macrófagos de bazo de rata se realizó como se describe en 

[236] con modificaciones. Las ratas Wister fueron suministradas por la Unidad de 

Reactivos y Biomodelos de Experimentación de Facultad de Medicina y todos los 
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procedimientos se realizaron de acuerdo con las normas de experimentación 

animal de la Comisión Honoraria de Experimentación Animal (CHEA) (Exp. Nº 

071140-001050-12). Los animales fueron sacrificados por dislocación cervical, se 

extrajo el bazo seguido de homogeneizado mecánico. El extracto obtenido presenta 

un remanente de glóbulos rojos, los cuales fueron lisados por shock hipotónico. Las 

células de bazo fueron sembradas en placas de vidrio y mantenidas en medio 

DMEM suplementado con 10% de SBF. Se descartaron las células en suspensión y 

las células adheridas se sembraron en placas de 24 pocillos, obteniendo un cultivo 

enriquecido de macrófagos para la realización de los experimentos 

correspondientes [236].  

Para la extracción de macrófagos primarios de medula ósea de ratones knockout 

de NOX2, se utilizaron ratones C57BL/6 gp91phox−/− obtenidos de The Jackson 

Laboratory (Bar Harbor, Maine) [78, 143]. Todos los animales estudiados fueron 

tratados de acuerdo a las normas de experimentación animal de la CHEA (Exp. Nº 

071140-000880-12). Para la obtención de los macrófagos, los ratones C57BL/6 wild 

type (WT) y gp91phox−/− fueron sacrificados, se extrajeron la tibia y el fémur de 

forma estéril en PBS, las epífisis fueron removidas y los huesos se lavaron 

abundantemente con una jeringa conteniendo medio RPMI para extraer la médula 

ósea. Para la diferenciación a macrófagos, las células obtenidas fueron expuestas 

a medio condicionado de células L929 por 7 días como fuente de factores 

estimulantes de colonia de granulocitos/macrófagos [237, 238]. Para los 

experimentos donde se utilizaron estos macrófagos, las células fueron cultivadas 

en placas de 24 pocillos y se mantuvieron con medio DMEM suplementado con 

10% de SBF hasta su tratamiento. Se contaron las células utilizando una cámara 

de Neubauer.  

 

Purificación de neutrófilos humanos   

Los neutrófilos humanos fueron purificados a partir de 20 mL sangre entera 

según el protocolo reportado [239]. La sangre fue mezclada con el anticoagulante 

Citrato trisódico en una relación 1:3 (peso/volumen) resuspendido en buffer Krebs 

(100 mM NaCl, 50 mM HEPES, 5 mM KCl, 1 mM MgCl2, 1 mM NaH2PO4, 1 mM 

CaCl2, y 2 mM D-glucosa, pH 7.4) y HetaSep (Stemcell technologies). La sangre 
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fue sedimentada por 45 minutos a 25°C y  la capa de plasma superior fue 

recuperada, traspasada a un tubo y fue agregado lentamente Lymphoprep frío (2:1 

de plasma/Lymphoprep). La mezcla fue centrifugada a 800g por 20 minutos a 4°C 

resuspendiendo el pellet en PBS frio y 0,4 % Citrato trisódico (peso/volumen) y 

centrifugado nuevamente a 400g por 5 minutos a 4°C. Los eritrocitos fueron 

removidos usando tres ciclos de lisis hipotónica. Finalmente las células fueron 

resuspendidas con buffer Krebs, contadas y fueron diluidas a una concentración 

final de 2x106 células/mL y mantenidas a 4°C [239].   

 

Actividad NADPH oxidasa  

Para los experimentos de actividad de la NOX2, los macrófagos de línea 

celular J774A.1 o los macrófagos primarios fueron sembrados  en placas de 24 

pocillos (5x105 células/pocillo) y las células fueron activadas a 37°C por exposición 

con el éster de forbol PMA (3 µg/mL en dimetil sulfóxido, DMSO) [240] o zimosan 

opsonizado (ZOP, 1.2 mg/mL). El ZOP fue preparado por incubación de zimosan 

con plasma humano fresco por 20 minutos a 37°C, seguido de tres lavados con 

PBS mediante centrifugación a 1000 g por 5 minutos a 4°C [241]. La condición 

control corresponde a las células en ausencia de estímulo. Controles con la misma 

cantidad de DMSO (vehículo de PMA) fueron realizados, sin observar toxicidad a 

las  concentraciones utilizadas.  

Para los ensayos de actividad de la NOX2 en neutrófilos humanos, las 

células en suspensión fueron diluidas en placas de 24 pocillos de suspensión 

(5x105 células/pocillo) y las células fueron activadas a 37°C por exposición con 

PMA (3 µg/mL) o el péptido N-Formilmetionina-leucil-fenilalanina (fMLP, 10 μM) 

[242]. 

La actividad de la enzima NOX2 en los macrófagos fue determinada 

mediante a) formación de O2•⎯ por el ensayo de reducción de citocromo c inhibible 

por SOD [243]; b) formación de O2•⎯ y su producto de dismutación espontánea, el 

H2O2 por luminiscencia del Luminol [244, 245]; c) formación de H2O2 por 

fluorescencia del Amplex Red en presencia de la peroxidasa HRP [246].  
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a) Reducción del cit c. La producción de O2•⎯ fue determinado midiendo la 

reducción del citocromo c por el O2•⎯ medido por absorbancia a 550 nm (ε = 21 

mM-1. cm-1) [243]. Los macrófagos (5x105 células) fueron activados  con PMA 

o ZOP en presencia de 20 µM de citocromo c en buffer dPBS y se midió la 

absorbancia a 550 nm por 1 hora de forma continua en un lector de placa 

(Varioskan). Se incluyó un control con la SOD (600 U/ml) que cataliza la 

reacción de dismutación del O2•⎯ formando H2O2 para verificar que la reducción 

es debido a la producción de O2•⎯. La actividad de NOX2 se calculó como la 

pendiente del gráfico primario.  

b) Luminiscencia del luminol. Para los ensayos de luminiscencia, se utilizó el 

reactivo luminol (5-amino-2,3-dihidroftalazina-1,4-diona), reactivo que reacciona 

con H2O2 formando el luminol radical el cual por reacción con O2•⎯ forma un 

endoperóxido que genera el aminoftalato en estado excitado y decaer al estado 

basal liberando luz (Figura 12) [247]. Los macrófagos confluentes (5x105 

células) fueron activados con PMA o ZOP junto con el luminol (100 µM) en 

dPBS. La formación de O2•⎯ fue analizado siguiendo la luminiscencia por la 

oxidación de luminol a 37°C en un lector de luminiscencia en placa por 1 hora 

de forma continua (Lumistar, BMG Labtechnologies). La actividad de la NOX2 

se determinó como el punto máximo de luminiscencia. Se incluyó el control sin 

luminol. 
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Figura 12. Oxidación del Luminol durante la formaci ón de O 2
•-. El luminol reactivo que reacciona 

con H2O2 formando el luminol radical el cual por reacción con O2•⎯ forma un endoperóxido que 
genera el aminoftalato en estado excitado y decaer al estado basal liberando luz. Adaptado de [247].  

 

c) Fluorescencia del Amplex Red. La actividad de NOX2 fue estudiada mediante 

oxidación del Amplex Red (Invitrogen-Molecular Probes), el cual reacciona con 

el H2O2, producto de dismutación del O2•⎯, que en presencia de la peroxidasa 

HRP genera la molécula fluorescente Resorufina [246]. Los macrófagos fueron 

activados con PMA o ZOP en presencia de 50 µM de Amplex Red y 4 µg/mL de 

HRP en dPBS. La fluorescencia del Amplex Red (λex= 515 nm, λem= 590 nm) fue 

medida a 37°C en un lector en placa de fluorescencia (Fluostar, BMG 

Labtechnologies). La actividad NOX2 se determinó como la pendiente inicial de 

los gráficos primarios. 

Para los tratamientos con NO2AA, los macrófagos fueron tratados con 

NO2AA  (1-50 µM) en dPBS a 37°C 15 minutos o 60 minutos según el experimento, 

y luego se activaron con PMA o ZOP. Para los experimentos de dependencia del 

tiempo de incubación fue utilizado 10 µM de NO2AA incubado entre 15 y 120 

minutos, mientras que para los ensayos de dependencia de la dosis se utilizó entre 

1-10 µM de NO2AA. En todos los casos se determinó la actividad NOX2 por 

Luminiscencia del luminol y fluorescencia del Amplex Red. En todos los casos, los 

controles con AA (10 o 50 µM), fueron realizados para confirmar los efectos 

debidos a la adición del grupo –NO2 a la cadena carbonada, así como el control 

con el nitroalqueno en ausencia de activación. Como control se utilizó un inhibidor 

de la NOX2, el difeniliodonio (DPI) [248, 249]; 50µM de DPI por 15 minutos fue 

incubado previamente a la adición del activador. 

Para los experimentos con neutrófilos humanos, las células fueron 

incubadas con 1 y 5 μM de NO2AA y  activadas con 10 μM de fMLP midiendo la 

actividad NOx2 por reducción de citocromo c. Además fueron incubados con 2, 5 y 

10 μM de NO2AA y activados con 3 μg/mL PMA midiendo la actividad NOX2 

mediante el ensayo de fluorescencia de Amplex Red en presencia de HRP. La 

condición de NO2AA sin activar fue incluida. 
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Viabilidad celular 

Los efectos del NO2AA sobre la viabilidad celular fue analizada usando los 

ensayos de a) MTT (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio bromuro) [250] y b) 

Ioduro de propidio (IP) [251].  

 

a) Ensayo de MTT. La viabilidad celular fue analizado por la reducción metabólica 

del Bromuro de MTT realizada por la capacidad reductora celular  en un 

compuesto coloreado de color azul (formazan), permitiendo determinar la 

funcionabilidad celular [250]. Los macrófagos J774A.1 (5x105 células) 

incubados con NO2AA (10 μM) o vehículo (MeOH) en buffer dPBS a 37°C por 

24 h. Las células fueron lavadas con dPBS y tratadas con solución de MTT (5 

mg/mL) con Metosulfato de Fenazina (PMS, 0,22 mg/mL) por 45 minutos a 

37°C. Las células fueron lavadas con dPBS, seguido de la adición de DMSO y 

buffer fosfato Sorensen (0.133 M, pH 7.2). Las células muertas adquirieron una 

coloración azul, y fue cuantificada por absorbancia a 576 nm (ε = 16.9 mM-1.cm-

1) utilizando un lector de placa (Varioskan). El porcentaje de viabilidad por MTT 

fue determinado definiendo como 100% la absorbancia de las células sin tratar. 

b) Ensayo de IP. Para determinar la toxicidad del nitroalqueno se realizó el ensayo 

con Ioduro de Propidio (IP) el cual es un agente intercalante de ácidos nucleicos 

que cuando la célula presenta daños en la membrana plasmática, el IP es 

capaz de entrar a las célula e intercalarse en el ADN aumentando su 

fluorescencia [251]. Los macrófagos J774.1 (5x105 células) fueron incubados 

con NO2AA (10 μM) o vehículo (MeOH) a 37°C por 1h, 5h y 24h en buffer dPBS. 

Los macrófagos fueron lavados y tratados con IP por 30 minutos en oscuridad a 

37°C. Las células fueron lavadas dos veces por 1 minuto con dPBS, puestas en 

suspensión y la fluorescencia medida por citometría de flujo (λex=488nm, λem= 

585 nm). Se determinó una región de alta fluorescencia llamada M2 y el 

porcentaje de células muertas fue definido como el porcentaje de células que se 

encuentran de M2. 

 
 

Oxidación de Fc-oxyBURST 
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Para evaluar la liberación de O2•⎯ durante la fagocitosis se utilizaron los 

complejos inmunes Fc-oxyBURST (OxyB, Invitrogen-Molecular Probes). Estas 

moléculas están  formadas por moléculas de seroalbumina bovina (BSA) 

conjugadas con 5,7-dihidroxiclorofloresceína (H2DCF) e IgG que exponen su 

fracción Fc al medio [252]. Esta estructura permite, luego del reconocimiento por 

parte de los receptores Fc, fagocitadas y oxidada a H2DCF generando 

diclorofluoresceína (DCF) dentro del fagosoma aumentando la fluorescencia 

(Figura 13). Los  macrófagos J774A.1 (1x106 células) fueron tratados con vehículo, 

AA (10 µM), NO2AA (10 µM) o DPI (50 µM) por 60 minutos a 37°C en dPBS. Luego 

las células fueron lavadas con dPBS dos veces por 1 minuto y se incubaron con 50 

µg/mL OxyB por una hora. Las células fueron levantadas, lavadas 3 veces por 1 

minuto con dPBS para eliminar el exceso de OxyB y resuspendidas en dPBS, y se 

dejaron en oscuridad para su análisis. La fluorescencia por la oxidación de OxyB 

fue medida por citometría de flujo en un FACS Calibur (BD Biosciences) (λex= 488 

nm, λem= 530 nm). 

 

 

Figura 13. Estructura y mecanismo de acción del 

Fc-OxyBURST. El Fc-OxyBURST (OxyB) consiste en 

una molécula de BSA (azul) unida a una molécula de 

diclorodihidrofluoresceína (H2DCF) y acomplejado con 

anticuerpo IgG anti-BSA. El OxyB es reconocido por 

el receptor Fc de los macrófagos y es internalizado. 

La H2DCF se oxida a DCF fluorescente por los 

oxidantes formados dentro del fagosoma, como ser el 

O2•⎯de la NOX2. Imagen extraída del datasheet del 

producto. 

 

 

 

Capacidad fagocítica de los macrófagos 

Para estudiar la capacidad de fagocitosis, se utilizaron partículas o beads 

conjugadas con fluoresceína (FITC-beads), las cuales son reconocidas y 

fagocitadas por los macrófagos [253]. Los macrófagos J774A.1 confluentes (1x106 

células) fueron incubados por 15 minutos a 37°C en dPBS, en presencia y ausencia 
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de 10 µM NO2AA. Luego del tratamiento, las células fueron lavadas y se trataron 

con FITC-beads por 3h a 37°C en dPBS. Como control positivo de la inhibición, los 

macrófagos fueron incubados 1 hora a 37°C previo al agregado de FITC-beads con 

50 µM del inhibidor de la fagocitosis citocalasina B [254]. Las células fueron 

levantadas, lavadas 3 veces por 1 minuto con dPBS para eliminar el exceso de 

FITC-beads y resuspendidas en buffer dPBS. La fluorescencia intracelular fue 

medida por citometría de flujo un FACS Calibur (BD Biosciences)  (λex= 490 nm, 

λem= 520 nm).  

 
 
Modelo animal de respuesta inflamatoria inducida po r Tioglicolato   

Los efectos ejercidos por el NO2AA fueron evaluados in vivo en un modelo 

animal de respuesta inflamatoria por tioglicolato. Se estudió la actividad de NOX2 

en los macrófagos extraídos de animales tratados con NO2AA y con tioglicolato. Se  

utilizaron ratones C57BL/6 machos, los cuales fueron inyectados 

intraperitonealmente con tioglicolato (10%v/v) como forma de inducir un proceso 

inflamatorio agudo [255] (día 0). Para analizar la capacidad protectora del NO2AA, 

los animales fueron divididos en tres grupos, los que recibieron de vía forma 

subcutánea una vez por día durante 3 días, vehículo, NO2AA (10 µM / día) o AA (10 

µM / día) respectivamente. Cada grupo de animales contó con un grupo paralelo de 

animales control que correspondía al tratamiento recibido (vehículo, AA y NO2AA) 

sin la inyección con tioglicolato. Al cuarto día los animales fueron sacrificados por 

dislocación cervical, y los macrófagos peritoneales fueron extraídos por inyección 

con medio de cultivo DMEM frío [255]. Los macrófagos fueron contados y 

sembrados en placa de 24 pocillos (5x105 células/pocillo) y activados con PMA 

(3µg/mL) en dPBS a 37°C. Además fue incluida una condición con DPI (50 µM) por 

15 minutos en dPBS a 37°C previo al PMA. Los macrófagos extraídos de ratón sin 

tioglicolato no fueron suficientes para la medición de la actividad NOX2. La 

actividad de la NADPH oxidasa de los macrófagos fue determinada mediante la 

fluorescencia del Amplex Red en presencia de HRP, como se describió 

previamente. Todos los procedimientos con animales  fueron realizados siguiendo 

las pautas de la CHEA (Expediente Nro.  070153-000308-16). 
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5.2   Determinación del mecanismo de acción del NO 2AA sobre la 
inhibición de NOX2 
 

 

Preparación de fracciones subcelulares   

Para los ensayos de distribución de p47phox se realizó la separación de las 

fracciones subcelulares de membrana y citosólica [256]. Los macrófagos J774A.1 

(5x106 células) fueron tratados con NO2AA (10 μM) o AA (10 μM) por 15 min a 

37°C en dPBS y activados con PMA (3 μg/mL) por 15 min a 37°C en dPBS. Las 

células fueron levantadas, lavadas y resuspendidas en buffer de fraccionamiento 

subcelular (250 mM Sacarosa, 20 mM HEPES pH 7.4, 10 mM KCl, 1.5 mM MgCl2, 

1 mM EDTA, 1 mM EGTA), conteniendo cocktail de inhibidores de  proteasas 

(Sigma). Las células fueron lisadas por sonicación y el lisado resultante fue 

centrifugado a 1000g por 10 minutos para eliminar células enteras. El sobrenadante 

fue centrifugado a 10000g por 20 minutos reservando el sobrenadante, el cual fue 

nuevamente centrifugado a 100000g por 1 hora obteniendo las fracciones de 

membrana (pellet) y fracción citosólica (sobrenadante) [256]. La cuantificación de 

proteínas se realiza con el ensayo de Bradford [257], y las fracciones fueron 

conservadas a -20ºC.  

 

Western blot 

Los estudios de fosforilación y translocación celular de subunidades 

citosólicas fueron analizados por western blot. Para los estudios de fosforilación de 

p40phox, los macrófagos J774A.1 (1x106 células) fueron tratados con NO2AA (1-10 

μM) por 15 minutos a 37°C con dPBS y fueron activados con PMA (3 μg/mL) por 5 

minutos. Luego del tratamiento las células fueron lisadas por sonicación. La 

cuantificación de proteínas se realiza con el ensayo de Bradford [257]. Para la 

translocación de subunidades se utilizaron las fracciones subcelulares que fueron 

preparadas como se describió previamente.  

Para todos los casos, las muestras fueron separadas por electroforesis de 

poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE) en un gel de 10% de poliacrilamida 

añadiendo un marcador de peso molecular. Las muestras separadas por 



43 
 

electroforesis fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa por método de 

transferencia semiseca. La transferencia fue verificada mediante la tinción 

reversible con Rojo Ponceau. Posteriormente, la membrana fue bloqueada con 5% 

BSA en PBS e incubada con el anticuerpo primario en agitación overnight a 4°C en 

PBS con 0.1% tween 20. La membrana fue lavada con buffer PBS 0.1 % tween 20 

por 10 minutos por triplicado e incubada por 1 hora con el anticuerpo secundario 

anti-conejo o ratón IgG conjugado con IR Dye-800- e IR Dye-680 (Li-cor) o 

conjugado con HRP (Calbiochem) en PBS con 0.1 % tween 20, dependiendo del 

método de revelado. Finalmente, la membrana fue lavada por 10 minutos por 

triplicado y las proteínas inmunoreactivas fueron visualizadas con el sistema de 

detección de fluorescencia infrarroja (Odyssey, Li-cor Biosciences) o utilizando los 

sustratos SuperSignal Chemiluminescent (Pierce, USA), respectivamente.  

Para los estudios de fosforilación de lisado celular se realizaron western blot 

usando un anticuerpo policlonal anti-fosfo-40phox (Santa Cruz Biotechnology) y se 

utilizó como control de carga el anticuerpo policlonal anti-actina (Sigma). Para 

analizar la translocación de las subunidades citosólica a la membrana, fue 

realizado un western blot de fracciones de membrana y citosol utilizando el 

anticuerpo monoclonal anti-p47phox (Millipore Biotechnologies Inc.). Los controles de 

carga fueron realizadas con anticuerpos policlonales anti-actina para citosol 

(Sigma) y anti-gp91phox para membrana (Santa Cruz). La cantidad relativa de cada 

proteína fue determinada a partir del análisis densitométrico de las bandas de cada 

una de ellas en comparación a un control de carga, utilizando el software ImageJ. 

 

Inmunoprecipitación 

Para estudiar la fosforilación del componente citosólico p47phox fue realizado 

un estudio de inmunoprecipitación. Los macrófagos J774A.1 (3x106 células) fueron 

tratados con NO2AA (1-10 μM) por 15 minutos a 37°C con dPBS y activadas con 5 

minutos con PMA (3 μg/mL) a 37°C en dPBS. La condición control correspondiente 

a las células sin exposición a PMA fue incluida. Luego, las células fueron 

levantadas y lisadas con buffer de lisis (50 mM Tris-HCl pH 8, 150 mM NaCl, 2 mM 

EDTA, 1% tritón x100, 1mM PMSF y 1mM NaF). Las muestras fueron tratadas con 

suero de conejo por 1 hora a 4°C para precipitar proteínas inespecíficas; se agregó 
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Protein A/G Agarose (Pierce) y luego las muestras se incubaron por 30 minutos a 

4°C bajo agitación seguida de una centrifugación a 10.000g por 15 minutos a 4°C, 

reservando el sobrenadante. La muestra resultante fue inmunoprecipitada con un 

anticuerpo policlonal anti-fosfoserina (Santa Cruz Biotechnology) por 90 minutos a 

4°C con agitación. Luego se incubó con Protein A/G Agarose (Pierce) durante 4 hs 

en rotación circular a 4°C y se centrifugó a 10000g por 15 minutos a 4°C, 

guardando el pellet donde se encuentra el inmunoprecipitado. El inmunoprecipitado 

fue analizado por western blot como se describió previamente utilizando un  

anticuerpo policlonal  anti-p47phox (Millipore Biotechnologies Inc.) y cuantificado por 

densitometría. 

 

Translocación de p47 phox  por Microscopía confocal 

La translocación subcelular del componente citosólico p47phox a la  

membrana fue estudiado por microscopía confocal [258]. Los macrófagos J774A.1 

(5x104 células) sembradas en portaobjetos del Sistema Chamber Slide de 8 

pocillos fueron incubados con vehículo, AA (10 μM) o NO2AA (10 μM) por 15 

minutos a 37°C en dPBS  activadas con zimosan conjugado con FITC (Zym-FITC) 

por 20 minutos a 37°C. Las células fueron fijadas con 3.7 % formaldehído, 

permeabilizadas con 0.1% de tritón en PBS y bloqueadas con 2% de BSA en PBS. 

El anticuerpo primario monoclonal anti- p47phox (MilliPore Biotechnologies Inc.) fue 

incubado overnight con 1% de BSA en PBS, luego de dos lavados con PBS fue 

tratada con el anticuerpo secundario Alexa Fluor-594 anti-ratón (Invitrogen-

Molecular Probes) para detectar su localización intracelular. Las muestras fueron 

analizadas con un Microscopio confocal TCS SP5 II (Leica Microsystems). En las 

fotos fue observado p47phox en rojo y Zym-FITC en verde y fue realizado el Merge 

correspondiente a ambos colores en la misma imagen para determinar la 

colocalización correspondiente al color amarillo.  
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5.3   Análisis de la interacción entre el NO 2AA y la PDI 
 

 

Expresión y purificación de la PDI recombinante   

El plásmido para la expresión de la PDI humana recombinante fue cedido 

por el Dr. Francisco Laurindo del Laboratorio de Biología Vascular de Incor-

Faculdade de Medicina, Universidade do Sao Paulo (Brasil). La expresión y 

purificación de la proteína se realizó de acuerdo a [116]. El gen para la PDI humana 

se encuentra inserto en un plásmido pET28a (Novagen) que presenta resistencia al 

antibiótico kanamicina y presenta una His-tag para facilitar su purificación. El 

plásmido fue transformado en bacterias XL1 blue de E. coli que se hicieron 

competentes con CaCl2 en frio. Las bacterias fueron sembradas en placa de LB 

agar con kanamicina (50 μg/mL) a 37°C overnight y  el clon correspondiente a las 

células transformantes fue seleccionado para la realización de un precultivo en 

medio LB con antibiótico overnight a 37°C con agitación continua. El cultivo fue 

diluido 100 veces en medio LB con kanamicina y fue cultivado a 37°C con agitación 

hasta alcanzar densidad celular correspondiente a una absorbancia a 600 nm de 

0,6. Posteriormente, las bacterias fueron inducidas con isopropil-β-D-

tiogalactopiranosida (IPTG, 0.8 mM) durante 6 horas. Luego las células fueron 

centrifugadas a 4000g por 20 minutos a 4°C, y el pellet obtenido fue resuspendido 

en buffer de lisis (8 M urea, 50 mM Tris-HCl, pH 8.0) con un inhibidor de proteasas 

(PMSF). El pellet fue disgregado mediante vortex (1–2 min) y las células fueron 

lisadas mediante sonicación. El lisado de células fue centrifugado a 20000 g por 25 

minutos a 4 °C rescatando el sobrenadante (fracción soluble). La purificación de la 

proteína fue realizada en una columna de afinidad HiTrap 5mL (Amersham 

Biosciences) en HPLC y equilibrada con buffer Fosfato de sodio 50 mM pH 7.6, con 

10 mM de imidazol y 500mM NaCl, a un flujo de 3 mL/min. La PDI recombinante 

fue eluida con un gradiente lineal de imidazol (10-500 mM) en buffer fosfato 50 mM 

pH 7.6 con 500mM de NaCl. El imidazol fue removido usando una columna 

desalinizadora HiTrap (Amersham Biosciences). La pureza de la proteína así 

obtenida fue evaluada por SDS-PAGE y teñida con Coomasie Blue. La purificación 

de la PDI fue confirmada por western blot con un anticuerpo monoclonal anti-PDI. 

La concentración de proteínas se determinó por el ensayo de Bradford usando BSA 

como standard [257]. 
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Actividad reductasa de PDI 

La actividad reductasa de la PDI fue medida usando el ensayo de 

precipitación de la insulina medida por espectrofotometría. La insulina está formada 

por dos cadenas unidas por enlaces disulfuros que al reducirse por acción de la 

PDI en presencia de Ditiotreitol (DTT) provoca la precipitación de la cadena B que 

se puede determinar midiendo turbidez a 600 nm [259].  

La PDI recombinante (1µM) fue mezclada con 1µM DTT y la reacción iniciada con 

1mg/mL insulina (Sigma). La condición con otra proteína, la BSA (10 µM) fue 

incluida como control negativo de la actividad PDI, así como las condiciones sin 

DTT y sin insulina. El ensayo fue realizado en placa de 96 pocillos. La actividad 

reductasa de PDI  fue determinada siguiendo la precipitación de la insulina 

midiendo la absorbancia a 600 nm a través del tiempo durante 1h en un lector de 

placa de absorbancia (Varioskan). La actividad reductasa de PDI fue obtenida de la 

pendiente inicial del gráfico primario (ΔAbs600nm/Δt).  

Para los ensayos con NO2AA, la PDI (1 µM) fue incubada con 10 µM NO2AA, 10 

µM AA, 10 µM de ácido oleico (AO) o vehículo (MeOH) por 15 minutos en buffer 

fosfato 100 mM pH 7.2, 2 mM EDTA a 25°C. Luego, la actividad fue determinada 

como se explica más arriba. Además se agregó la condición del nitroalqueno sin 

agregado de PDI para determinar que no afecta la precipitación de la insulina. Para 

los ensayos de dosis dependencia del NO2AA, la PDI (1 µM) fue incubada con 

concentraciones crecientes de NO2AA (1-30µM) por 15 minutos a 37°C mientras 

que para la dependencia del tiempo de incubación la enzima fue tratada a distintos 

tiempos de pre-incubación (0-60 min) con 10 µM NO2AA en buffer fosfato de 100 

mM pH 7.2, 2 mM EDTA a 25°C. En todos los casos, luego del tratamiento con el 

NO2AA se midió la actividad reductasa con la insulina. 

Para los ensayos con un dador de •NO, la PDI (1 µM) fue incubada con 1 µM de 

NOC-7 (Dojindo Molecular Technologies Inc.), con un flujo de •NO de 8 µmol de 

•NO/mmol correspondiente al flujo de •NO liberado por 10 µM NO2AA/min, e 

incubado por 15 minutos en buffer Fosfato/EDTA. La medida de actividad 

reductasa de PDI fue realizada en presencia o ausencia de NO2AA por 15 minutos 

a 25°C en buffer Fosfato/EDTA. El flujo de liberación de •NO por NOC-7 fue 
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determinado previamente [221]. El control con NOC-7 en ausencia de PDI fue 

incluido. 

 

Actividad chaperona de PDI 

La actividad chaperona de PDI fue medida mediante el ensayo de 

renaturalización de la Proteína fluorescente verde GFP (Green Fluorescence 

Protein) por la acción chaperona de PDI de acuerdo a [260]. El plásmido de roGFP 

fue gentilmente cedido por el Dr. Marcelo Comini del Institut Pasteur Montevideo, 

siendo la roGFP recombinante expresada y purificada en nuestro laboratorio.  

Para determinar la actividad chaperona, la GFP fue desnaturalizada por HCl; 

la GFP desnaturalizada será el sustrato para la reacción de renaturalización. La 

solución de GFP desnaturalizada por ácido fue preparada con 10 μM de roGFP 

recombinante en buffer desnaturalizante (50 mM Tris-HCl, pH 7.5, 0.3 mM EDTA, 1 

mM DTT) y 125 mM HCl e incubada a temperatura ambiente por 1 minuto (pH= 

1.5). La desnaturalización fue confirmada mediante la observación de bajos niveles 

de fluorescencia de esta condición. La actividad chaperona fue analizada 

mezclando PDI (2 µM) con 5 μM GFP desnaturalizada en buffer renaturalizante (50 

mM Tris-HCl, pH 7.5, 25 mM MgCl2, 100 mM KCl), y se midió la recuperación de la 

fluorescencia (λexc=485 nm, λem=538 nm) a 25°C por una hora utilizando un lector 

de placa de fluorescencia (Varioskan). La actividad chaperona fue determinada 

como la pendiente inicial de los gráficos primarios [260].  

Para evaluar el efecto del NO2AA, la PDI recombinante humana (2µM) fue 

incubada con NO2AA (10 y 30 µM) o con AA (10 µM) por 15 minutos a 25 °C en 

buffer renaturalizante. La condición de nitroalqueno sin PDI fue incluida. Para 

determinar la dosis dependencia del nitroalqueno sobre la actividad chaperona, la 

PDI (2µM) fue tratada con diferentes concentraciones de NO2AA (0-30 µM) por 15 

minutos a 25 °C en buffer renaturalizante. Luego la reacción fue iniciada con el 

agregado de la solución de GFP desnaturalizada ácida, como se detalló 

previamente. 
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Cuantificación de tioles reducidos  

La cuantificación de tioles reducidos se realizó con el reactivo disulfuro 5,5’-

ditiobis (2-nitrobenzoico) (DTNB, reactivo de Ellman), el cual reacciona con un 

tiolato liberando tionitrobenzoato [261]. La cantidad de tioles reducidos en la 

enzima PDI luego de la reducción con DTT  u oxidación con H2O2 fue determinada 

mediante la reacción de los tioles reducidos remanentes con DTNB mediante 

absorbancia a 412 nm. La enzima reducida u oxidada (1-10 µM) fue incubada con 

1mM de DTNB y el número de tioles reducidos fue determinado utilizando el 

coeficiente de absortividad molar ε412 = 14150 M-1 cm-1 [261].  

 

Ensayo de PEG switch  

Para determinar la formación de un aducto covalente reversible entre NO2AA 

y PDI, hemos utilizado el ensayo de PEG-switch modificado [262]. La PDI 

recombinante (5µM) fue reducida con DTT en una relación 1:10 por 30 minutos, y el 

exceso de DTT removido utilizando unidades de filtración por centrifugación (Merck 

KGaA, Germany). La reducción de la enzima fue confirmada por el ensayo de 

DTNB. La PDI reducida (5µM) fue tratada con NO2AA (relación molar 1:5 o 1:10) 

por 30 minutos a 37°C en buffer Tris-HCl 100mM, pH 7.4 y los tioles reducidos 

remanentes que no reaccionaron con el nitroalqueno fueron bloqueados por 

alquilación con 100mM de N-acetilmaleimida (NEM) por 25 minutos a 50°C en 

presencia de 1% de SDS. El exceso de NEM fue removido utilizando unidades de 

filtración por centrifugación. Luego, la PDI fue tratada con β-mercaptoetanol (BME, 

500mM) por 60 minutos a 37°C para liberar el nitroalqueno aductado. El exceso de 

BME fue removido utilizando unidades de filtración por centrifugación. Los tioles 

liberados fueron marcados con 10mM de metoxipolietilenglicol maleimida (PEG-

5000, Sigma) de un peso molecular de 5000 Da, por dos horas en rotación con 

0.5% de SDS a 25°C. Las muestras fueron separadas mediante SDS-PAGE 

seguida de una tinción proteica con Coomassie Blue. Los cambios en la migración 

de la proteína debido a la alquilación con PEG fue correlacionada utilizando 

marcadores de peso molecular [262], realizando el gráfico de  Rf vs logPM como 

curva de calibración.  
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Espectrometría de masa (MS)   

Para analizar la formación de un aducto covalente entre la PDI y el NO2AA 

se realizaron estudios de espectrometría de masa en tándem (LC-MS/MS), 

utilizando un espectrómetro de masa triple cuadrupolo con trampa de iones 

(QTRAP 4500, ABSciex, Framingham, MA) asociado a un HPLC Agilent 1260. La 

fuente de ionización utilizada en todos los estudios fue de electrospray a presión 

atmosférica. Para los ensayos de proteína entera, la PDI (5 µM) fue reducida con 

DTT en una relación 1:10 por 30 minutos a temperatura ambiente, mientras que la 

oxidación de PDI se realizó por incubación de PDI con 10 mM de H2O2 por 1 hora a 

4°C. El exceso de DTT o H2O2 fue removido con unidades para filtración con 

centrífuga de 10.000 Da (Merck KGaA, Germany). Las muestras de PDI fueron 

incubadas con NO2AA (1:10) por 30 minutos a 37°C y su exceso también fue 

eliminado por unidades de filtrado por centrifugación. La PDI tratada fue analizada 

en modo de ionización positiva utilizando una columna C4 de fase reversa (5 µm, 

150 x 1 mm; Grace Vydac). La ionización se realizó con un voltaje de 5 kV y 

temperatura de 300°C. Los datos adquiridos fueron analizados usando el programa 

Analyst 1.6.1 (ABSciex, Framingham, MA) y el procesamiento de los mismos 

mediante el software Peak View (ABSciex, Framingham, MA). Este último nos 

permitió determinar el peso molecular de la proteína. La formación de aductos 

covalentes entre la proteína y el nitroalqueno fue determinada como el aumento de 

la masa de la proteína de 348 Da por cada NO2AA [221] 

Para detectar el/los residuos de la proteína modificados, la PDI (5 µM) 

reducida nativa o tratada con NO2AA (relación molar 1:10 molar) se incubaron por 

16 horas en buffer pirofosfato 50 mM, pH 7.4 a 25°C con tripsina porcina de grado 

de secuenciación (Promega) en una relación 1:50 (w/w) de enzima:substrato [263]. 

Los péptidos obtenidos fueron analizados por LC-MS usando el QTRAP4500. Los 

péptidos fueron separados con una columna de C18 de fase reversa (5 µm, 2.1 x 

150 mm, 300 Å, de Grace Vydac). Los análisis de péptidos por MS y MS/MS fue 

realizada en modo positivo usando un rango de masa/carga (m/z) de 100–2000. 

Los análisis de los péptidos obtenidos así como de las series y- y b-, para la 

determinación de los residuos modificados, fueron obtenidos usando el software 

Peak View. La identidad de la proteína a través de los péptidos obtenidos de la 

tripsinización fueron identificados  utilizando la base de datos MASCOT [263]. 
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5.4   Estudio del efecto del NO 2AA sobre la PDI en macrófagos y su 
relación con la actividad NOX2 
 

Expresión de PDI en macrófagos 

Para determinar la cantidad de PDI en macrófagos, las células J774A.1 

fueron tratados con NO2AA (2 y 10 µM) por 15 minutos en dPBS a 37°C, lavadas 

dos veces con dPBS por un minuto y activadas con PMA (3µg/mL) como 

previamente. Se agregó un control con AA (10 µM) y con el nitrolípido sin activar 

como controles. Las células fueron levantadas y lisadas por sonicación. La 

presencia de PDI fue evaluada por western blot usando anticuerpo monoclonal anti-

PDI (Abcam) y el anticuerpo anti-actina como proteína reportera constitutiva. La 

cuantificación fue realizada por densitometría de las bandas respecto al control de 

carga (actina), utilizando el software ImageJ. 

 

Distribución de PDI en los macrófagos  

Para los ensayos de distribución de PDI, los macrófagos J774A.1 (5x104 

células) sembradas en un portaobjetos del Sistema Chamber Slide de 8 pocillos 

fueron incubados con NO2AA (10 µM) por 15 minutos o 60 minutos a 37°C en 

dPBS. Luego las células fueron lavadas con dPBS dos veces por un minuto y 

fueron activadas con PMA (3 µg/mL) por 15 minutos. El control corresponde a la 

incubación con 10 µM NO2AA por 15 minutos de las células sin activar. También 

fue agregada una condición en presencia del inhibidor de PDI, el Tiomuscimol 

(Tiom, 10 µM) por 15 minutos en dPBS. Las células fueron fijadas, 

permeabilizadas, bloqueadas como anteriormente, y fueron incubadas con 

anticuerpo monoclonal anti-PDI (Abcam) overnight seguida de la incubación con el 

anticuerpo secundario anti-ratón Alexa Fluor-488 (Invitrogen-Molecular Probes) 

(verde). Los núcleos fueron marcados con DAPI (azul). Las muestras fueron 

analizadas con un Microscopio confocal LSM 510 META (Zeiss Microsystems) del 

Laboratorio de Biología Vascular de Incor-Faculdade de Medicina, USP (Brasil). 

Para el análisis de las fibras de actina fue utilizada la faloidina, una toxina que 

interacciona con gran afinidad a las fibras F de actina por lo que se usa como 

marcador [264]. Los macrófagos J774A.1 (5x104 células) fueron tratados con 10 µM 
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NO2AA por 15 minutos a 37°C en PBS y activadas con PMA por 15 minutos como 

se describió previamente. Las muestras fueron tratadas con anticuerpo primario 

anti-PDI (Abcam) overnight y anticuerpo secundario anti-ratón Alexa Fluor-488 

(Invitrogen-Molecular Probes). La faloidina conjugada con Alexa Fluor-647 

(Invitrogen-Molecular Probes) fue agregada con el anticuerpo secundario y el 

núcleo fue marcado con DAPI. El marcado fue realizado observando la actina en 

color violeta, la PDI en verde y los núcleos en color azul. 

Para los estudios de colocalización de PDI y p47phox, los macrófagos J774A.1 

(5x104 células) fueron tratados con 10 µM NO2AA por 15 minutos a 37°C en PBS y 

activados con PMA por 15 minutos como se describió previamente. Todas las 

células fueron primero fijadas, permeabilizadas y bloqueadas y se marcó con 

anticuerpo primario de ratón anti-PDI (Abcam) y anticuerpo primario de conejo anti-

p47phox (Millipore) overnight, utilizando como anticuerpos secundarios el anti-ratón 

Alexa Fluor-488 y anti-conejo Alexa Fluor-596. Además los núcleos fueron 

marcados con DAPI. La PDI fue marcada en verde, la p47phox en rojo y los núcleos 

fueron marcados en azul observados en el Microscopio confocal LSM 510 META 

(Zeiss Microsystems). El Merge fue realizado por la coincidencia del marcaje de los 

tres colores observando en amarillo la colocalización de rojo y verde.  

 

Inhibición de PDI en la actividad NOX2  

Para determinar si la inhibición de PDI afecta a la actividad NOX2 se utilizó 

un inhibidor de PDI (Tiom). Los macrófagos J774A.1 fueron sembrados en placas 

de 24 pocillos (5x105 células/pocillo) y tratados con NO2AA (10 µM), Tiom (10 µM) 

o DPI (50 µM) por 15 minutos a 37°C en buffer dPBS. Además se incluyó la 

condición de Tiom sin activación celular. Luego las células fueron lavadas y 

activadas con PMA (3µg/mL) a 37°C. La formación de O2•⎯ fue determinada por 

fluorescencia del Amplex Red (50 µM) en presencia de HRP (4 µg/ml) en un lector 

de placa de fluorescencia (Varioskan) (λex= 515 nm, λem= 590 nm) [246]. El 

porcentaje de actividad NOX2 fue determinado según las pendientes iniciales, 

definiendo como 100% a la condición con PMA. 
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6   RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 

 

6.1   Evaluación de los  efectos del NO 2AA sobre la actividad 
NADPH oxidasa fagocítica (NOX2) 
 

Los efectos protectores reportados para el NO2AA [221, 227] sugieren que 

pueda contribuir a la disminución de respuestas inflamatorias en los macrófagos. 

Hasta la realización de nuestros estudios, los conocimientos sobre la capacidad de 

NO2AA para regular la producción de especies reactivas del oxígeno en 

condiciones pro-inflamatorias eran mínimos. Por tanto decidimos evaluar los 

efectos de NO2AA sobre la actividad NOX fagocítica (NOX2) en macrófagos 

activados, analizando los efectos del NO2AA sobre la actividad de la enzima así 

como sobre la funcionalidad macrofágica, utilizando macrófagos de línea celular y 

primarios.  

 

6.1.1   Efecto del NO 2AA sobre la actividad NOX2 en macrófagos  
 

Se analizó el efecto del NO2AA sobre la producción de O2•⎯ en macrófagos 

murinos J774A.1 de línea celular activados usando dos mediadores químicos que 

actúan a distintos niveles intracelulares: i) el activador sintético PMA que activa 

directamente a PKC y desencadena el ensamblaje y activación de la NOX2; ii) ZOP 

que son preparados de pared celular de levaduras que son reconocidas por 

Receptores tipo Toll a la NOX2 mediante la vía fagocítica [241]. La actividad de la 

NOX2 fue analizada por determinaciones directas de la formación de O2•⎯ o 

detectando el producto de dismutación H2O2. Los ensayos utilizados para la 

detección directa de O2•⎯ correspondieron al estudio de la reducción de citocromo c 

inhibible por SOD (Figuras 14 y 18), mientras que la detección de los derivados del 

O2•⎯  fue analizada mediante estudios de luminiscencia del Luminol (Figura 15) y la 

fluorescencia del Amplex Red (Figura 16).  

Primero se estudió la formación de O2•⎯ mediante el ensayo de reducción de 

citocromo c (cit c) inhibible por SOD en macrófagos incubados con NO2AA o AA y 

activados con PMA (Figura 14). La reducción del cit c (Fe3+) por O2•⎯ genera 
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ferrocitocromo (Fe2+) el cual es detectable por absorbancia a 550 nm. Como  

pueden estar presentes otras sustancias que reduzcan al cit c, es necesario 

confirmar la naturaleza del reductor en presencia de la SOD que inhibe la reducción 

de cit c por competencia por el radical O2•⎯ [243]. Se observó un aumento de la 

reducción de cit c en presencia de PMA siendo inhibida en presencia de la enzima 

SOD, verificando que dicha reducción es debida a la presencia de O2•⎯ (Figura 14).  
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Figura 14.  Inhibición de  la producción de O 2•⎯ por NO 2AA.  Los macrófagos de línea celular 

J774A.1 (5x105 células) fueron tratados con NO2AA (1, 5 and 10 µM) o AA (10 µM) por 1 hora en 

buffer dPBS a 37°C. Las células fueron lavadas y activadas con PMA (3 µg/mL) en presencia de 20 

µM de citocromo c. La reducción de citocromo c fue medida a 550 nm durante una hora (ε = 21 mM-

1. cm-1). Se incluyó un control con SOD (600 U/ml). Se muestran los valores correspondientes a la 

pendiente del gráfico primario y corresponden a la media ± SD, n=3. * indica diferencias estadísticas 

comparadas con la condición con PMA, p < 0.05. 
 

El tratamiento con el NO2AA, previo a la activación con PMA, disminuyó la 

reducción del cit c implicando una inhibición de la producción de O2•⎯. Dicha 

disminución aumenta con concentraciones crecientes del nitroalqueno (Figura 14). 

En cambio, el AA no generó ningún efecto en estas condiciones (Figura 14), por lo 

que el efecto inhibitorio observado depende de la presencia del grupo nitro en el 

AA.  El efecto de NO2AA sobre la NOX2 se confirmó por luminiscencia del Luminol 

[244, 245] (Figura 15). El luminol es oxidado por el O2•⎯, que produce un 

endoperóxido que se descompone con la liberación de un fotón. A diferencia de los 

experimentos de reducción de cit c donde lo que se mide es la acumulación del 
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producto ferrocitocromo c, los experimentos de luminiscencia registran la emisión 

de cuentas de luz durante la reacción del O2•⎯ y el luminol. La luminiscencia 

obtenida representa la generación de O2•⎯ con un máximo de luminiscencia 

correspondiente al máximo de actividad de la enzima cercano a los 15 minutos en 

presencia de PMA que corresponde al estallido respiratorio (Figura 15A). La 

incubación con NO2AA presentó una disminución del pico de luminiscencia 

indicando una inhibición de la actividad NOX2 (Figura 15A). Utilizando el Zimosan 

opsonizado como activador también se observa la disminución en la producción de 

O2•⎯ en presencia del nitroalqueno (Figura 15B), indicando que la inhibición de la 

producción de O2•⎯ por NO2AA es independiente del agonista de la activación 

macrofágica utilizado. Asimismo, en este caso observamos un aumento de la 

activación del ZOP con AA, lo cual puede explicarse por los efectos activadores del 

AA ya reportados [84-86], no observado con PMA posiblemente porque como la 

activación con PMA es tan potente que la activación por AA no se aprecia. 

     

Figura 15.  Inhibición de  la producción de O 2•⎯ por NO 2AA analizado por luminiscencia del 

luminol . (A) Los macrófagos J774A.1 (5x105 células) se trataron con NO2AA (5 y 10 µM, -▲- y -●- 

respectivamente) por 1 hora en buffer dPBS a 37°C y posteriormente los macrófagos fueron 

activados con PMA (3 µg/mL) (-◊-). La condición control sin PMA fue también incluida (-□-) La 

formación de O2•⎯ fue analizado siguiendo la luminiscencia de la oxidación de luminol (100 µM) en 

un lector de luminiscencia en placa por 1 hora. El resultado mostrado es representativo de 3 

experimentos independientes. (B) Para el ensayo con ZOP como activador, los macrófagos (2x105 

células) fueron incubados con 50 µM NO2AA o AA por 1 hora, y luego activados con 1,2 mg/ml ZOP. 

Para cada condición, se determinó el número de cuentas alcanzado en el punto máximo de 

luminiscencia. Los datos reportados son representativos de cuatro experimentos independientes 
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(n=3) y corresponden al promedio ± SD. * indica diferencias respecto a la condición de activación 

con ZOP, p < 0.05.  

 

 

Utilizando la fluorescencia del Amplex Red se estudió la actividad NOX2 

mediante la formación del producto de dismutación del O2•⎯, el H2O2 [246] (Figura 

16). En presencia de PMA se observa un aumento de la fluorescencia en 

comparación con la condición control, siendo la pendiente del cambio de la 

fluorescencia en el tiempo correspondiente a la velocidad de producción de H2O2 

(inset Figura 16). Los macrófagos activados preincubados con NO2AA presentaron 

una menor actividad indicando una inhibición de NOX2 (Figura 16). Como control 

de la inhibición de la enzima, se utilizó el inhibidor de la NOX2, el DPI [248], 

observándose como era de esperar una disminución en la formación del O2•⎯ por 

los macrófagos activados (Figura 16). Muy importante, analizamos una condición 

control en la cual los macrófagos fueron tratados con NO2AA en ausencia de PMA, 

sin observarse efectos en la oxidación del Amplex Red (Figura 16), por lo que el 

nitroalqueno no activa ni estimula la actividad de la enzima (Figura 15) así como 

tampoco reacciona con el Amplex Red estimulando su fluorescencia (Figura 16).  

El efecto inhibitorio del NO2AA fue además testado en macrófagos primarios 

extraídos de bazo de rata, los cuales se activaron con ZOP (Figura 17). Al igual que 

para los macrófagos de línea J774A.1, el nitroalqueno también fue capaz de inhibir 

la actividad NOX2 mediante estudios de fluorescencia del Amplex Red (Figura 17). 
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Figura 16.  Efecto del  NO2AA sobre  la producción de O 2•⎯ medida por la fluorescencia del 

Amplex Red.  Macrófagos J774A.1 (5x105 células) fueron tratados con NO2AA (10 µM), AA (10 µM) 

o DPI (50 µM) por 1 hora a 37°C en buffer dPBS.  Luego las células fueron lavadas y activadas con 

PMA (3µg/mL). La formación de O2•⎯  fue determinada indirectamente por la reacción de su producto 

de dismutación (H2O2) con el Amplex Red (50 µM) en presencia de 4 µg/mL HRP. Los cambios en la 

fluorescencia fue analizada en un lector de placa de fluorescencia (λex= 515 nm, λem= 590 nm). En 

la Figura se muestran los datos correspondientes a la actividad determinada a partir de las 

pendientes iniciales de cada condición. Los resultados mostrados corresponden al promedio ± SD 

representativos de 3 experimentos independientes (n=3).  * respecto a condición activados con 

PMA, p < 0.05. En el inset de la figura se muestra un gráfico primario de la fluorescencia a modo de 

ejemplo con células control (negro), activada con PMA (rojo) y los tratados con 10 µM de NO2AA 

(azul). 
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Figura 17.  Inhibición de la actividad NOX2 en macrófagos de ba zo de rata.  Macrófagos 

primarios extraídos de bazo de rata (5x105 células) fueron incubados por 1h con NO2AA (10 µM), 

lavados y activados con ZOP (1.2 mg/ml). La formación de H2O2 fue evaluado por la fluorescencia 

de Amplex Red (50 µM) con 4 µg/mL HRP, como previamente. Se muestra el gráfico primario de 

fluorescencia vs tiempo. Los resultados mostrados son representativos de 3 experimentos 

independientes. 

 
 

Para verificar que la producción de O2•⎯ es debido a la actividad de la enzima 

NOX2, se utilizaron macrófagos extraídos de médula ósea de ratones knockout de 

NOX2 (gp91phox−/−). Se analizó la actividad NOX2 mediante estudios de reducción 

del cit c, comparando la actividad de los macrófagos de ratones gp91phox−/− con 

macrófagos extraídos de ratones WT en las mismas condiciones. La actividad 

NOX2 fue analizada en macrófagos activados con PMA en presencia y ausencia de 

NO2AA (Figura 18). Se demostró que los macrófagos extraídos de ratones WT 

presentan un aumento de la formación de O2•⎯ en presencia de PMA, en una forma 

inhibible por NO2AA similar a lo observado para macrófagos de línea celular (Figura 

18). Como era de esperar, los macrófagos extraídos de ratones gp91phox−/− no 

generan O2•⎯ en presencia de PMA y ni exhiben diferencias con el tratamiento con 

NO2AA (Figura 18). Por lo tanto, estos resultados sugieren que efectivamente el 

NO2AA inhibe la actividad NOX2. Por lo tanto, hemos determinado que el NO2AA 

presenta un efecto inhibitorio sobre la formación de O2•⎯ por tres técnicas distintas 

(Figuras 14-18). 
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Figura 18.  Efecto del NO 2AA sobre de la producción de O 2•⎯ en macrófagos primarios de 

médula ósea por reducción de citocromo c.  Los macrófagos de médula ósea de ratones WT y 

ratones gp91phox−/− (5x105 células) fueron tratados con NO2AA (10 µM) por 15 minutos en buffer 

dPBS a 37°C, lavadas y activadas con PMA (3 µg/mL) en presencia de 20 µM de citocromo c. 

Luego, la reducción de citocromo c fue medida a 550 nm durante una hora. Se muestran los valores 

correspondientes a la pendiente del gráfico primario y corresponden a la media ± SD, n=3. * indica 

diferencias estadísticas comparadas con la condición con PMA, p < 0.05. 

 
 

El efecto observado resultó ser dependiente de la concentración del 

nitroalqueno agregado observándose una concentración inhibitoria 50 % (IC50) de 

2.1 ± 1.4 µM de NO2AA (Figura 19A). Posteriormente analizamos la capacidad del 

NO2AA de inhibir de forma reversible la formación de O2•⎯ (Figura 19B). Como se 

observa en la figura, la inhibición ejercida por el NO2AA presenta con un máximo 

de inhibición entre 15 y 30 minutos. A tiempos de pre-incubación prolongados el 

efecto inhibitorio disminuye compatible con la idea de un proceso reversible (Figura 

19B). Cabe destacar que los resultados reportados en la figura 19B fueron 

obtenidos por más de una técnica experimental (luminiscencia y fluorescencia) lo 

que solidifica el resultado obtenido.  
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Figura 19.  Dependencia de la dosis y tiempo de incubación del NO2AA sobre la inhibición de 

la NOX2. (A) Macrófagos J774A.1 (5x105 células) fueron tratadas con diferentes concentraciones de 

NO2AA (0-10 µM) por 15 minutos a 37°C, activados con PMA (3 µg/mL)  y la actividad NOX2 

analizada por Amplex Red como previamente. Para la obtención del IC50, los datos se ajustaron a 

una exponencial de primer orden, determinando el valor de 2.1 ± 1.4 µM a la concentración en la 

que se alcanza el 50% de la actividad inicial. Los resultados observados corresponden a la media ± 

SD, n=3 representativos de 4 experimentos independientes. (B) La dependencia del tiempo de 

incubación del nitroalqueno fue realizado incubando macrófagos J774A.1 (5x105 células) con 10 µM 

de NO2AA a 37°C en dPBS a distintos tiempos de pre incubación (15-120 min). Los macrófagos 

fueron activados con PMA y la producción de O2•⎯ analizada por fluorescencia del Amplex Red. Los 

resultados observados corresponden a la media ± SD, n=3 representativos de 4 experimentos 

independientes. 

 

6.1.2   Efecto del NO 2AA sobre la actividad NOX2 en neutrófilos                 
          
 

La NOX2 está presente en distintos tipos celulares, principalmente leucocitos 

como macrófagos y neutrófilos [80]. Para determinar que la inhibición observada no 

es específica de un tipo celular, estudiamos el efecto del NO2AA sobre la enzima 

en neutrófilos humanos (Figura 20). Los neutrófilos fueron activados con PMA o 

fMLP, y la actividad NOX estudiada por reducción de citocromo c o fluorescencia 

del Amplex Red. En ambos casos se observa un incremento de la actividad NOX2 

en presencia del activador que disminuyó en presencia de NO2AA (Figura 20). 
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Figura 20.  Inhibición de la actividad NOX2 por NO 2AA en neutrófilos humanos. Se determinó la 

actividad de la NOX2 en neutrófilos humanos por reducción de Citocromo c (A) o fluorescencia del 

Amplex Red (B). (A) Los neutrófilos (5x105 células) fueron incubados con 2-10 µM NO2AA por 15 

minutos a 37°C y luego activados con fMLP (10 µM). El control negativo con SOD fue incluido. La 

formación de O2•⎯ fue medida por reducción de citocromo c. (B) las células fueron tratadas con 

NO2AA como en (A) y luego activadas con PMA (3 µg/mL). El H2O2 formado de la dismutación del 

O2•⎯ en presencia de HRP fue medido por fluorescencia del Amplex Red. Se incluyó el control de 

neutrófilos en reposo incubados con NO2AA (10 µM). En ambos experimentos, la actividad NOX2 

fue definida como la pendiente inicial del gráfico primario. Los resultados reportados corresponden a 

la media ± SD, n=3 representativos de 4 experimentos independientes. * indica diferencias 

estadísticas comparadas con la condición con PMA. p < 0.05. 

 

 

6.1.3   Efecto del NO 2AA sobre la funcionalidad del macrófago 
             
 

Una posible explicación de los efectos observados por NO2AA sobre la 

producción de O2•⎯ puede ser por afectar directamente la viabilidad celular y no la 

actividad de la enzima. Por lo tanto, se realizaron ensayos de viabilidad celular 

mediante el método de MTT [250] (Figura 21A) y el método de Ioduro de Propidio 

[251] (Figura 21B y C). En ambos casos no se observaron efectos adversos sobre 

el número de células viables luego de la incubación con NO2AA en las mismas 

condiciones experimentales utilizadas previamente; solamente se observó una 

disminución en la viabilidad celular a las 5 hs de incubación con el nitroalquenos 

(Figura 21), condiciones alejadas de las utilizadas en los diferentes experimentos 

de nuestro trabajo. Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que la capacidad de 

NO2AA de disminuir la formación de O2•⎯ en el fagosoma no es debido a una 
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disminución de la viabilidad celular y sí sobre la capacidad de la enzima de formar 

el oxidante.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21.  Ensayo de viabilidad con NO 2AA de macrófagos. La viabilidad celular fue analizada 

por ensayo de MTT y ensayo de IP. (A) Los macrófagos J774A.1 (5x105 células) fueron incubados 

con NO2AA (10 μM) o vehículo (MeOH) en buffer dPBS a 37°C por 24 h. Las células fueron lavadas 

y tratadas con solución de MTT (5 mg/mL) con PMS (0.22 mg/mL) por 45 minutos a 37°C; luego de 

lavadas se agregó DMSO y buffer Sorensen. Las células muertas fueron teñidas de azul y la 

cantidad determinada por absorbancia a 570 nm. (B y C) Los macrófagos J774 (1x106 células) 

fueron incubados con NO2AA (10 μM) o vehículo (MeOH) en buffer dPBS a 37°C por 1h o 5 hs. Los 

macrófagos fueron lavados y tratados con IP por 30 minutos en oscuridad, lavados dos veces y 

levantadas; la fluorescencia del IP fue medida por citometría de flujo (λex= 488nm, λem= 585 nm). En 

la figura B se muestra un histograma representativo de la fluorescencia de IP con la región M2 

correspondiente a células muertas. En C se presenta el porcentaje de células en la región M2. Los 

resultados  mostrados correspondientes a la media ± SD de dos experimentos independientes n=3. 
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Luego investigamos si la inhibición de NOX2 ejercida por NO2AA ocurre en 

condiciones fisiológicamente relevantes como ser la formación del fagosoma, 

usando el compuesto Fc-oxyBURST (OxyB). El OxyB consiste en una molécula de 

BSA unida a una molécula de H2DCF y acomplejado con anticuerpo IgG anti-BSA. 

El OxyB es reconocido por el receptor Fc e internalizado; la H2DCF se oxida a DCF 

fluorescente por los oxidantes formados dentro del fagosoma, como el O2•⎯ de la 

NOX2 [252] (Figura 13) y los cambios en la fluorescencia pueden ser seguidos 

mediante citometría de flujo. Los macrófagos de línea celular fueron tratados con 

OxyB observándose un esperado aumento de la fluorescencia por la formación del 

fagosoma (Figura 22A). En presencia de NO2AA el aumento de la fluorescencia fue 

menor compatible con la disminución de la formación de oxidantes (Figura 22B). 

Como es esperable, el AA en estas concentraciones no generó una disminución de 

la fluorescencia de OxyB (Figura 22B). Como control de la inhibición de la 

producción de especies reactivas, incluimos una condición con DPI, en la cual se 

observa una disminución en el aumento de la fluorescencia (Figura 22B). Los bajos 

niveles de oxidación de OxyB en presencia de NO2AA fueron observados en 

macrófagos activados confirmando la inhibición de la generación de O2•⎯ por el 

nitroalqueno en condiciones fisiológicas.  

 

Figura 22.  Inhibición del NO 2AA sobre la oxidación del Fc-OxyBURST en macrófagos . Los 

macrófagos J774A.1 (1x106 células) fueron tratados con NO2AA (10 µM), AA (10 µM) o DPI (50 µM) 

por 60 minutos. Las células fueron lavadas y tratadas con el OxyB (50 μg/mL) por 1h, y la 

fluorescencia del DCF determinada por citometría de flujo (λex= 488 nm, λem= 530 nm). En la figura 

A se muestra un histograma representativo definiendo la región M1 como la población celular de alta 

fluorescencia (por oxidación de H2DCF), mientras que en B se muestra el porcentaje de M1 de las 

distintas condiciones. Los resultados mostrados corresponden a la media ± SD, n=3. &.indica 
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diferencias estadísticas comparadas con la condición control, p < 0.05. * indica diferencias 

estadísticas comparadas con la condición con OxyB. p < 0.05. 

 

La disminución de la fluorescencia de OxyB en presencia del NO2AA observada 

puede deberse también a una disminución en la capacidad de fagocitar por parte 

de los macrófagos, y no a una disminución de la producción de oxidantes. Por 

tanto, se estudió si está afectada la fagocitosis de las células en presencia de 

NO2AA usando beads o partículas conjugadas con el fluoróforo FITC (Figura 23). 

Como control positivo de inhibición se incluyó una condición con citocalasina B, un 

inhibidor de la fagocitosis [254]. Como se observa en la figura 24, la capacidad 

fagocítica de los macrófagos no fue afectada con NO2AA ya que se observan 

niveles similares de actividad en presencia y ausencia del nitroalqueno (Figura 23). 

Esta afirmación además está basada en que el %M1 en presencia del inhibidor de 

la fagocitosis es menor a las condiciones con beads-FITC en presencia o ausencia 

de NO2AA (Figura 23).  

 

 

 
 

Figura 23 . Efecto de NO 2AA sobre la capacidad fagocítica.  Macrófagos J774A.1 (1x106 células)  

fueron incubados con 10 µM NO2AA por 15 minutos a 37°C en dPBS, luego se lavaron y se trataron 

con FITC-beads por 3h más en dPBS. Las células fueron levantadas, lavadas y resuspendidas en 

buffer dPBS. También se utilizó una condición tratada con 50 µM de citocalasina B por 1 hora a 

37°C previo al agregado de FITC-beads. La fluorescencia fue medida por citometría de flujo (λex= 

488 nm, λem= 530 nm).  En la figura se muestra un histograma representativo de la florescencia de 

FITC-beads (izquierda) y el porcentaje de M1 correspondiente a la capacidad fagocítica (derecha). 

Los resultados son representativos de dos experimentos independientes (n=3). * indica diferencias 

estadísticas comparadas con la condición control p < 0.05.  

 

 

 

Condiciones % M1 

Control 0.5 ± 0.5 

Beads FITC 59.6 ± 7.1* 

+ citocalasina B 47.5 ± 4.9* 

+ 10 µM NO2AA 59.1 ± 4.8* 
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6.1.4   Estudio de la inhibición de NOX2 por NO 2AA in vivo  
 
 
 Los datos presentados hasta el momento indican que el NO2AA inhibe la 

producción de O2•⎯ por NOX2 en macrófagos activados. La capacidad del NO2AA 

de inhibir la NOX2 puede generar un macrófago menos activado [13, 14, 71].  En el 

proceso de inflamación crónica, la nitración de AA puede ocurrir por el incremento 

del estrés oxidativo/nitrativo [42, 200, 202, 208, 209]. De acuerdo a los datos de la 

literatura y los presentados en este trabajo, el NO2AA puede inhibir enzimas claves 

inducibles pro-inflamatorias (como NOX2, NOS2 o PGHS2) ayudando a la 

resolución de la inflamación. Este efecto tiene relevancia fisiológica solo si es 

posible de producirse in vivo.  Por tanto decidimos analizar la capacidad del NO2AA 

de modular la NOX2 en un modelo in vivo. Para ello utilizamos un modelo animal 

de inflamación por tratamiento con tioglicolato. La inyección con tioglicolato en el 

peritoneo es un modelo bien reconocido debido a su capacidad de generar una 

respuesta inflamatoria luego de 4 días, incrementando el reclutamiento y el número 

de macrófagos [255]. Los ratones fueron tratados intraperitonealmente con 

tioglicolato (única inyección de 10% v/v) y se trataron subcutáneamente con 

vehículo o NO2AA (10 µM/día) durante cuatro días. Al cuarto día posterior a la 

inyección de tioglicolato, se sacrificaron los animales, se extrajeron los macrófagos 

peritoneales y se estudió la activación de NOX2. Los macrófagos obtenidos de 

ratones tratados con NO2AA presentaron disminuida la formación de O2•⎯ luego de 

la activación con PMA comparado con los animales tratados con vehículo (Figura 

24). El agregado de DPI a los macrófagos previo al PMA disminuyó la producción 

de O2•⎯ en todas las condiciones siendo el control positivo del experimento. La 

disminución de la activación macrofágica en ratones tratados con tioglicolato y 

NO2AA sugiere que el nitroalqueno puede ejercer efectos antiinflamatorios cuando 

es administrado a dosis farmacológicas in vivo. 
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Figura 24.  Efecto de NO 2AA sobre la actividad NOX2 in vivo . Los ratones se trataron con 10% 

de tioglicolato mediante inyección intraperitoneal. En paralelo, se trataron con inyección subcutánea 

con vehículo o NO2AA como se explica en Materiales y métodos. El día 4 los animales se 

sacrificaron y se extrajeron los macrófagos peritoneales. Los macrófagos extraídos (5x105 células) 

fueron activados con PMA (3 µg/mL) y se incluyó una condición con DPI (50µM) por 30 minutos 

previo a la activación. La actividad NOX2 fue analizada por fluorescencia del Amplex Red. En la 

figura se muestra el gráfico primario (izquierda) y la tabla mostrando el % de actividad NOX2 

correspondiente a la pendiente inicial del grafico primario definiéndose como 100% la condición de 

macrófagos de ratones tratados con vehículo y activados con PMA. Los resultados se expresan 

como la media ± SD, y corresponde a 3 experimentos independientes n=4. a indica diferencias 

estadísticas compradas con los macrófagos de ratones con vehículos, p < 0.05. b indica diferencias 

estadísticas compradas con los macrófagos de ratones con vehículos  + PMA, p < 0.05. 

 

 

6.2   Determinación del mecanismo de acción del NO 2AA sobre la 
NOX2 
 

Los experimentos reportados en las figuras 14-24 demuestran la capacidad 

del NO2AA de inhibir la actividad de la NOX2; el siguiente paso es determinar el/los 

mecanismo/s involucrado/s en dicha actividad inhibitoria. Los estudios previos 

fueron realizados utilizando al PMA como agonista de la activación macrofágica. El 

PMA activa la PKC, responsable de iniciar las cascadas de fosforilación necesarias 

para el correcto ensamblaje y la activación de NOX2 en la membrana [90, 265]. Por 

ende, se sugiere que el NO2AA debe actuar “downstream” a partir de la activación 

Condición  
Actividad 

NOX2 (%) 

Vehículo 25.9 ± 12.8 

NO2AA 5.7 ± 3.9 a 
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de PKC, es decir entre la fosforilación de las subunidades citosólicas y el 

ensamblaje de la enzima activa en la membrana. La cascada de fosforilación se 

inicia con la fosforilación de p47phox en múltiples sitios y la subsecuente fosforilación 

de p67phox y p40phox  que desencadena la migración de los componentes citosólicos 

a la membrana plasmática junto con Rac2-GTP para generar un complejo activo 

con los componentes de membrana gp91phox y p22phox [90, 112, 266]. Asimismo, 

nuestro grupo ha reportado recientemente que el NO2AA inhibe a la PKC en 

plaquetas activadas [226], por lo que es posible que también esté inhibida la PKC 

en este modelo. 

 

 

Figura 25. Fosforilación de p40 phox  en presencia de NO 2AA . Los macrófagos J774A.1 (1x106 

células) fueron tratados con NO2AA (1-10 μM) por 15 minutos a 37°C con dPBS y luego activados 

con PMA (3 μg/mL) por 5 minutos. Se incluyó el control con AA y con el NO2AA sin activar. Luego 

del tratamiento las células fueron lisadas, las proteínas separadas por SDS-PAGE y analizadas por 

western blot usando un anticuerpo anti-fosfo-p40phox. Como control de carga se determinó la 

presencia de actina. La densidad de cada banda fue determinada mediante el software ImageJ y la 

densidad de las proteínas fosforiladas respecto a la actina analizada. Los resultados son 

representativos de dos experimentos independientes (n=3), no observándose cambios en la relación 

fosfo-p40phox/actina en las condiciones con PMA en ausencia o presencia de NO2AA. 

 

 

Nuestro primer paso fue estudiar los efectos del NO2AA sobre la fosforilación de los 

componentes citosólicos analizando la presencia de fosfo-p40phox en el lisado 

celular. Cuando los macrófagos fueron estimulados con PMA en presencia de 

concentraciones crecientes de NO2AA (1-10 µM), los niveles de fosfo-p40phox fueron 

similares a los observados en las células activadas en ausencia del nitroalqueno 

(Figura 25). El rol de p40phox depende del estado (status) de fosforilación [123]. 

Varios reportes sugieren que p40phox es un regulador positivo de NOX2 actuando 
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como una proteína adaptadora que une las subunidades citoplasmáticas del 

complejo en el fagosoma así como regulando la translocación a la membrana de 

las mismas [267, 268], mientras que otros artículos asocian a fosfo-p40phox como un 

regulado negativo [123]. Por lo tanto, estudiar p40phox puede no ser la subunidad 

más indicativa de la actividad NOX2, por lo decidimos estudiar la fosforilación de 

p47phox, primera subunidad en ser fosforilada y responsable de iniciar la migración a 

la membrana. La subunidad es fosforilada en varios residuos de serina necesarios 

para la activación del complejo enzimático [269]. Como se observa en la figura 26, 

no existen cambios en los niveles totales de fosforilación de p47phox en los 

macrófagos activados en ausencia o presencia de NO2AA, sugiriendo que dicho 

proceso no es un blanco de acción que explique la inhibición de la NOX2 por el 

nitroalqueno. Este hecho parece contradictorio con el efecto sobre la PKC 

observado en plaquetas. Esto puede deberse a que las isoformas de PKC 

participantes en los distintos tipos celulares sean distintos [80, 89, 270] y además, 

p47phox puede ser fosforilada por otras quinasas [89, 96, 98, 100, 102], lo que 

explicaría que no se observe el efecto inhibitorio en NOX2. 

 

 

 

Figura 26. Fosforilación de p47 phox  en macrófagos activados en presencia de NO 2AA.  Los 

macrófagos J774A.1 (5x106 células) fueron tratados con NO2AA (10 μM) por 15 minutos a 37°C y 

luego activados por 5 min PMA (3 μg/mL). Las células fueron lisadas y las proteínas fosforiladas se 

inmunoprecipitaron utilizando un anticuerpo anti-fosfoserina seguido de un western blot con 

anticuerpo anti-p47phox (panel superior). En la tabla se muestra el análisis densitométrico de la 

p47phox fosforilada, n=3. * indica diferencias estadísticas compradas con la condición de no activada 

(control), p < 0.05. 
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Luego de la fosforilación, las subunidades citosólicas migran a la membrana 

donde se asocian con gp91phox y p22phox logrando la forma activa de la enzima [80, 

86, 268]. Por lo tanto, si el NO2AA es capaz de afectar la migración de las 

subunidades citosólicas a la membrana el resultado final sería la inhibición de la 

actividad NOX2., Esta hipótesis fue testeada, determinando la presencia de p47phox 

en las fracciones citosólicos y de membrana de macrófagos activados mediante 

western blot. Se observó que al activar los macrófagos con PMA, los niveles de 

p47phox en la membrana aumentan al tiempo que disminuyen en el citosol 

comparado con la condición sin activar. Resultados similares se obtienen en 

presencia de AA. Cuando los macrófagos son activados en presencia de NO2AA, la 

cantidad de p47phox en la fracción de membrana es menor con respecto a la 

condición en ausencia del nitroalqueno, sumado a un incremento en la fracción 

citosólica (Figura 27). Por tanto, el NO2AA indujo una disminución de la migración 

de p47phox a la membrana observándose menor nivel de NOX2 activa en la fracción 

de membrana concomitantemente con un aumento de p47phox en el citosol (Figura 

27).   
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Figura 27. Efecto de NO 2AA sobre la migración de p47 phox  de NOX2 a la membrana . Los 

macrófagos J774A.1 (5x106 células) fueron tratados con NO2AA (2 y 10 µM) por 15 minutos, lavadas 

y activadas con PMA como previamente. Las células fueron levantadas y la fracción de membrana y 

A B 
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citosólica fueron separadas por centrifugación diferencial. La presencia de p47phox fue detectada por 

western blot y relacionada a (A) gp91phox, como marcador de membrana, y (B) actina como 

marcador citosólico. El control de las células activadas en activadas en presencia del precursor no 

nitrado (AA) fue también incluido. Los resultados mostrados corresponden a la media ± SD, n=3. & 

indica diferencias estadísticas compradas con la condición sin activar, p < 0.05. * indica diferencias 

estadísticas compradas con la condición activada con PMA, p < 0.05. 

 

Este resultado fue confirmado por estudios de microscopía confocal 

utilizando como activador el Zimosan conjugado con fluoresceína (Zym-FITC). 

Cuando es reconocida por el macrófago, el Zym-FITC activa la vía fagocítica y los 

fagosomas resultan marcados por fluorescencia verde (Figura 28). Se determinó la 

migración de los componentes citosólicos usando un anticuerpo anti-p47phox y 

observando su colocalización con Zym-FITC. Como se muestra en la figura 28, la 

condición control sin activar, muestra nula fluorescencia roja (marcación del Zym-

FITC). Cuando a las células se les incuba con Zym-FITC se observa la 

fluorescencia verde con un aumento de la colocalización (merge) con p47phox 

debido al incremento de la migración de p47phox (rojo) hacia la membrana celular 

esperable para la activación del complejo enzimático NOX2. En la condición con 

NO2AA, se distingue tanto una disminución de la colocalización de la fluorescencia 

verde y rojo y en particular una disminución de la distribución a nivel de la 

membrana de la fluorescencia roja correspondiente a la migración del p47phox 

(Figura 28).  
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Figura 28. Efecto del NO 2AA en la migración de los p47 phox  al fagosoma por microscopía 

confocal . Los macrófagos J774A.1 (5x104 células) fueron tratados con AA (10 µM) o NO2AA (10 

µM) por 15 minutos, lavadas y activadas con zimosan conjugado con FITC (Zym-FITC, verde) por 

30 minutos a 37°C. Luego las células fueron fijadas, permeabilizadas, bloqueadas y se realizó una 

inmunofluorescencia marcando p47phox (rojo), observando la fluorescencia por microscopía confocal. 

Los resultados son representativos de dos experimentos independientes (n=3). 

 
 

En conclusión, hemos demostrados que el NO2AA inhibe la actividad de la 

NADPH oxidasa fagocítica (NOX2) tanto en neutrófilos como macrófagos mediante  

diferentes acercamientos analíticos, presentando una inhibición dependiente de la 

dosis y el tiempo de incubación, lo que sugiere una modulación reversible de su 

actividad. Asimismo, se confirma que el O2•⎯ formado se genera por acción de la 

NOX2 debido al efecto inhibitorio por SOD en la reducción de citocromo c y la falta 

de detección del O2•⎯ en macrófagos extraídos de ratones gp91phox−/−. Los 
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estudios mecanísticos muestran que el NO2AA es capaz de modular la 

translocación de p47phox, evitando la formación del complejo activo de la enzima en 

la membrana y por lo tanto, inhibiendo la formación de O2•⎯ dependiente de NOX2. 

En este proceso no se afecta la fosforilación de los componentes citosólicos. Los 

nitroalquenos son potentes electrófilos que reaccionan reversiblemente con 

aminoácidos nucleofílicos de proteínas, como por ejemplo residuos de cisteína e 

histidina [223, 271]. La capacidad de formar estos aductos reversibles covalentes 

explica muchas de las acciones protectoras de los ácidos grasos nitrados [204, 

223-225]. Es posible que el NO2AA pueda reaccionar covalentemente con alguna 

subunidad citosólica (ej. p47phox) o de membrana (ej. gp91phox) de forma de prevenir 

el correcto ensamblaje de la enzima activa, y de esta manera inhibir la formación 

de especies reactivas por parte de la NOX2.    

 
 
 

6.3   Análisis de la interacción entre el NO 2AA y la PDI 
 
 
 Estudios previos de la literatura han mostrado que la PDI intracelular 

interviene en la regulación de la expresión y actividad de las proteínas de la familia 

NADPH oxidasa. En particular, se postula que la PDI ejerce un rol regulador de la 

actividad NOX2 [116, 117, 175, 198, 199, 272]. Teniendo en cuenta que la PDI 

presenta residuos de cisteína críticos para su actividad reductasa, isomerasa y 

oxidasa [161], y que los nitroalquenos son capaces de reaccionar covalentemente 

con ellos, postulamos que la PDI podría ser un blanco de acción del NO2AA 

llevando de esta forma a la inhibición de NOX2 observada en macrófagos activados 

en presencia de NO2AA. Además, la modificación de PDI por NO2AA puede alterar 

su capacidad para ayudar al plegamiento de proteínas apropiado afectando a las 

cascadas de señalización o vías enzimáticas, ejerciendo de esta forma alguna de 

las acciones pleiotrópicas reportadas para el NO2AA [205, 207, 221, 226, 227, 273]. 

Teniendo en cuenta estos antecedentes, decidimos estudiar el efecto del 

nitroalqueno sobre la enzima PDI. 
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6.3.1   Purificación de la PDI recombinante  
 
 
 Para los trabajos con PDI in vitro se purificó la enzima recombinante humana 

a partir de un plásmido de la enzima WT, purificado según [116]. La purificación y la 

pureza del preparado de proteína fue determinada por electroforesis de SDS-PAGE  

con tinción con Coomassie Blue (Figura 29A) y western blot anti-PDI (datos no 

mostrados). Como se muestra en la figura, la fracción 4 (F4) corresponde a una de 

las fracciones de la enzima purificada en nuestro laboratorio de forma exitosa, con 

un buen rendimiento y pureza, sumada a una alta actividad enzimática determinado 

por ensayo de reducción de la insulina medido por turbidez a 600nm (Figura 29B). 

 

 

       
 
 

Figura 29. Purificación de la PDI recombinante huma na. Se purificó la proteína PDI humana 

como de describe en Materiales y Métodos. En la figura A se muestra el gel de electroforesis SDS-

PAGE teñido con Coomasie Blue para determinar la pureza. Los carriles presentados son alícuotas 

de: cultivo sin IPTG (PreI), cultivo inducido con IPTG (PostI), Fracción Insoluble (I), Fracción Soluble 

(S), Flow through (FT) y 5 fracciones del eluido (F1, F2, F3, F4, F5) a modo de ejemplo y un 

marcador de peso molecular (PM). Se marca con una flecha la banda correspondiente a la PDI. En 

la figura B se muestra la actividad reductasa de PDI por turbidez de Insulina como se detalla en 

“Materiales y Métodos”, para determinar la actividad de la enzima purificada en este caso 

correspondiente a la fracción F4 como ejemplo y se utilizó una PDI recombinante control. 

 

 

 

 

A B 
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6.3.2   Estudio de actividad PDI en presencia de NO 2AA 
 

 

Primero se evaluó la capacidad de NO2AA de modular la actividad reductasa 

de PDI por el método de reducción de insulina en presencia de DTT; la reducción 

de la insulina libera la cadena B de la misma, la cual precipita y la cantidad liberada 

se mide por turbidez a 600nm [259, 274]. En presencia de PDI la actividad 

reductasa de PDI correspondiente a la velocidad de precipitación aumenta respecto 

al control sin enzima (Figura 30), mientras que la BSA, una proteína no reactiva, no 

exhibió cambios en la turbidez respecto al control. El tratamiento de la PDI con 

NO2AA presentó una disminución de la actividad reductasa (Figura 31A). Como los 

detergentes son capaces de inhibir la actividad reductasa de PDI [274], el efecto 

del NO2AA podría deberse a la naturaleza lipídica del nitroalqueno, lo cual se 

descartó al testear la actividad con otros lípidos como ácido oleico (AO) y AA. El 

control con vehículo (MeOH), en una concentración final menor al 1% al igual que 

en todas las condiciones con los compuestos lipídicos utilizados, no presentó 

ningún efecto sobre la actividad PDI (Figura 31A). Asimismo, el NO2AA en 

ausencia de la enzima no indujo la precipitación de la insulina (Figura 31A), 

descartando alguna reacción directa del nitroalqueno con la hormona. 

 

 

Figura 30.  Inhibición de la actividad reductasa de  PDI por NO 2AA. La actividad reductasa fue 

evaluada por el método de la insulina. La PDI recombinante humana (1µM) fue incubada con 

NO2AA (10µM) por 15 minutos a 37°C. Posteriormente se agregó 1 mM DTT; la reacción fue 

iniciada por adición de insulina (1mg/mL) y la actividad fue seguida por cambios en la absorbancia a 
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600 nm. La actividad reductasa de PDI fue determinada de la pendiente inicial del gráfico primario 

definiendo como 100% a la condición con PMA. Los resultados mostrados son representativos de 3 

experimentos independientes, y corresponden a la media ± SD (n=3). * indica diferencias 

significativas respecto a la condición con PDI, p < 0.05.  

 

La modulación de la actividad reductasa de PDI por NO2AA presentó un 

comportamiento dosis dependiente con un IC50 de 7.72 µM ± 2.9 de NO2AA (Figura 

31), la cual se encuentra en el orden del IC50 del NO2AA para la actividad NOX2 

(Figura 19). 
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Figura 31.  Inhibición de la actividad reductasa de  PDI por  NO 2AA. La actividad reductasa fue 

evaluada por el método de la insulina. La PDI (1 µM) fue incubada con concentraciones crecientes 

de 1-30µM de NO2AA por 15 minutos a 37°C y se agregó 1 mM DTT; la reacción fue iniciada por 

adición de insulina (1mg/mL) y la actividad fue seguida por cambios en la absorbancia a 600 nm. La 

actividad reductasa de PDI fue determinada de la pendiente inicial del gráfico primario como se 

menciona anteriormente. Los resultados mostrados son representativos de 3 experimentos 

independientes, y corresponden a la media ± SD (n=3).  
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Figura 32.  Inhibición de la actividad chaperona de  PDI por NO 2AA. La actividad chaperona fue 

evaluada por el método de renaturalización de GFP. (A) La PDI humana recombinante (2 µM) fue 

tratada con NO2AA (10 y 30 µM) o AA (10 µM) por 15 minutos a 37°C. La GFP (5 µM), previamente 

desnaturalizada por HCl, fue añadida y se determinó la actividad chaperona midiendo la 

fluorescencia por recuperación de la estructura nativa (λexc=485 nm λem=538nm). La actividad 

chaperona de PDI fue obtenida de la pendiente inicial del gráfico primario obtenido para las 

diferentes condiciones. Los resultados mostrados son representativos de 3 experimentos 

independientes, y corresponden a la media ± SD (n=3).  * indican diferencias significativas respecto 

a la condición con PDI, p < 0.05. (B) La actividad chaperona de la PDI, en presencia de 

concentraciones crecientes de NO2AA (1-30µM) incubadas con la PDI por 15 minutos previos al 

inicio del estudio de la actividad, fue medida como en (A). En este caso, los resultados mostrados 

corresponden al porcentaje de actividad chaperona de PDI remanente a la condición en ausencia de 

NO2AA. Los resultados mostrados son representativos de 3 experimentos independientes, y 

corresponden a la media ± SD (n=3).  

 

A 

B 



76 
 

 Posteriormente se analizó el efecto del NO2AA sobre la actividad 

chaperona de la PDI utilizando el ensayo de recuperación de la florescencia de 

GFP [260]. En la figura 32A se muestra una recuperación de la fluorescencia de 

GFP debido a la PDI que disminuyó cuando la enzima fue preincubada con el 

nitroalqueno, no observándose con tratamientos con AA. Se estudió la 

dependencia de la dosis obteniendo un IC50 de 15.8 ± 3.75 µM, similar a la de la 

actividad reductasa (Figura 32B).  

Asimismo se determinó una constante observada de la actividad reductasa de PDI 

con un valor de 13.57 ± 6.34 s-1 (Figura 33), la cual se encuentra en el orden de la 

reacción reportada para otros nitroalquenos con grupos tioles [275]. La PDI 

contiene dos dominios catalíticos ditiolícos (a y a’) cuya disposición en el espacio 

se encuentra bajo regulación redox [180]. Debido a la presencia de cuatro residuos 

de cisteína críticas para la actividad isomerasa de PDI [154, 157, 167, 180, 276], y 

como los nitroalquenos son capaces de modificar covalentemente residuos de 

cisteína en proteínas [223], es posible que la inhibición observada sea debido a la 

formación de un aducto covalente entre la enzima PDI y el NO2AA. 

 

Figura 33.  Determinación de la constante de reacci ón entre el NO 2AA y la PDI. La actividad 

reductasa fue evaluada por el método de la insulina. La PDI recombinante humana (1µM) fue 

incubada con 10 µM de NO2AA a diferentes tiempos previo al inicio de la reacción. Posteriormente 

se agregó 1 mM DTT y la reacción fue iniciada por adición de insulina (1mg/mL) y la actividad 

seguida a 600 nm. El porcentaje de la actividad reductasa de PDI fue determinada de la pendiente 

inicial del gráfico primario para cada tiempo. El grafico fue ajustado a una exponencial determinando 
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una constante observada de 13.57 ± 6.34 s-1. Los resultados mostrados son representativos de 3 

experimentos independientes, y corresponden a la media ± SD (n=3).   
  

6.3.3   Rol del •NO liberado por NO 2AA en la inhibición de la 
actividad PDI  
 
 

Está reportado que la S-nitrosilación de los residuos de cisteína de PDI en 

presencia de •NO lleva a la inhibición de la enzima [165, 277]. En medio acuoso el 

NO2AA (a una concentración de 10 µM) es capaz de liberar •NO a un flujo de 8 

µmol de •NO/mmol de NO2AA/min [221]. Por lo tanto, es posible que la inhibición 

de la actividad de PDI sea dada por •NO liberado por el nitroalqueno que reaccione 

directamente con la PDI.  

 

        
Figura 34.  Rol del •NO en la inhibición de la actividad PDI sobre NO 2AA. Para analizar el rol del 
.NO liberado por NO2AA sobre la PDI, se utilizó el dador de •NO, el NOC-7, a una concentración que 

liberara al medio un flujo de •NO similar a lo reportado por NO2AA en condiciones acuosas. La PDI 

fue tratada con NO2AA (10 µM) o NOC-7 (1 µM) por 15 minutos y la actividad reductasa PDI fue 

evaluada por el método de la insulina. Los resultados mostrados son representativos de 3 

experimentos independientes, y corresponden a la media ± SD (n=3). *indica diferencias 

significativas respecto a la condición con PDI, p < 0.05. # indica diferencias significativas respecto a 

la condición con PDI con NOC-7, p < 0.05.  

 

# 
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Para determinar si el •NO liberado por el NO2AA es el responsable de la inhibición 

observada, se evaluó la actividad reductasa de la PDI en presencia del donador de 

•NO, NOC-7. Las condiciones utilizadas fueron compatibles con los flujos de 

liberación de •NO en solución acuosa por parte de 10 µM NO2AA. La actividad 

reductasa de PDI no se vio afectada en presencia de NOC-7 comparación con la 

enzima control (Figura 34). El nitroalqueno, sin embargo, ejerció el mismo efecto 

inhibitorio exhibido previamente (Figura 34). Es importante destacar que el •NO 

liberado por el NOC-7 no afectó la capacidad inhibitoria del NO2AA sobre la PDI 

(dato no mostrado). En suma, podemos indicar que el efecto inhibitorio del NO2AA 

no se debe a su capacidad de liberar flujos pequeños de •NO en solución acuosa.      

 

6.4.4   Modificación covalente de la PDI por NO 2AA 
 
 

Como la actividad de PDI depende de residuos de cisteína críticos en los 

sitios activos a y a´ [157], y los nitroalquenos son capaces de modificar 

covalentemente tioles libres, se evaluó la capacidad del NO2AA de formar un 

aducto covalente con la PDI como forma de explicar el efecto inhibitorio observado 

(Figuras 30-34).  

En primer lugar se analizó la formación del aducto mediante el ensayo de PEG-

switch [262], el cual permite elucidar la interacción con cisteínas de forma 

reversible (Figura 35). Este ensayo se basa en que la PDI reducida y tratada con 

NO2AA es alquilada con NEM de forma de bloquear los tioles reducidos 

remanentes que no reaccionaron con el nitroalqueno. Como la unión del NO2AA es 

reversible, el nitroalqueno aductado se libera por competencia con β-

mercaptoetanol y los tioles ahora liberados se marcan con PEG-maleimida de un 

peso molecular de 5000 Da, lo que provoca que la PDI que reaccionó con NO2AA 

ahora tenga un peso adicional de 5000 Da por cada nitroalqueno que tenía unido. 

Por lo tanto, la unión del NO2AA se puede observar por cambios en la migración 

electroforética de la proteína [262].  
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Banda Peso Molecular (Da) Diferencia de PM respecto a la banda A (Da) Numero de PEG unidos 

A 57.900 0 0 

B  66.900 9.100 2 

C 72.600 14.700 3 
 

Figura 35.  Formación de aductos reversibles entre PDI y NO2AA por ensayo de PEG-switch. 

Para estudiar la interacción entre PDI y NO2AA, se realizó el ensayo de PEG switch. La PDI 

reducida fue tratada o no con NO2AA (en relación 1:1 y 1:5) por 30 minutos a 37°C. Luego, las 

muestras fueron alquiladas con NEM seguido por la incubación con BME para liberar el nitroalqueno 

y los tioles libres fueron marcados con PEG 5000-maleimida. Usando los marcadores de peso 

molecular se realizó una curva de calibración para determinar los pesos correspondientes de las 

bandas A, B y C, determinando el número de residuos modificados como se muestra en la tabla 

inferior. Los resultados mostrados son representativos de 3 experimentos independientes.   

 

Las muestras de PDI reducida tratada y sin tratar con NO2AA fueron resueltas por 

SDS-PAGE y la proteína teñida con Coomassie Blue (Figura 35). La enzima (A en 

Figura 35) presentó un cambio en su movilidad electroforética cuando se trató con 

NO2AA en una relación molar 1:5, mostrando un incremento de peso molecular 

luego del tratamiento con PEG-5000 de aprox. 10 kDa (B en Figura 35) y 15 kDa (C 

en Figura 35). Estos incrementos de masa se correlacionan con la adición 

covalente reversible de 2 o 3 moléculas de NO2AA, respectivamente (Figura 35). 

Como la PDI está implicada en la activación de la NOX2, la PDI aductada puede 

actuar como una señal, previniendo la formación del complejo activo de la enzima y 

evitando la producción de oxidantes indeseables. 
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Para confirmar la formación del aducto NO2AA-PDI, se realizaron estudios 

de espectrometría de masa. La proteína PDI recombinante reducida exhibió un 

peso molecular de 60498 Da (figura 36A), con un peso molecular mayor al 

esperado. La PDI presenta 508 aminoácidos con un peso de 57.1 kDa 

teóricamente incluyendo la secuencia señal de 17 aminoácidos. La diferencia de 

peso puede ser por la presencia del His-tag, aunque se espera que tenga entre 12 

residuos de histidina sumarian al peso 1860 Da. Creemos que la diferencia está 

dada por agregado de bases nitrogenadas en los extremos de la secuencia de la 

proteína durante la construcción del plásmido de expresión.  

La identidad de la PDI humana recombinante fue confirmada por tripsinización de la 

proteína analizada por LC-MS/MS, obteniendo una cobertura de secuencia de la 

proteína con la biblioteca de MASCOT del 79%, que junto con los ensayos de 

actividad (Figura 30B) verifican la identidad de la PDI.  

La formación del aducto covalente entre PDI y NO2AA fue confirmada 

mediante estudios de MS. Dado que los cambios redox de la PDI pueden regular la 

actividad NOX2 [116], es importante evaluar cómo el estado redox de la PDI 

pueden llevar a efectos diferenciales sobre la interacción de NO2AA con PDI. 

Asimismo, teniendo en cuenta que los residuos de cisteína deben de estar en su 

estado reducido para la reacción de adición de Michael con los nitroalquenos [204, 

210, 223], se realizaron estudios de reducción y oxidación de la PDI previo a la 

incubación con el NO2AA. Para verificar el estado de reducción de la PDI se 

midieron los tioles libres mediante DTNB confirmando que estaban reducidos 

(datos no mostrados). La PDI reducida se incubó con NO2AA en una relación molar 

de 1:10, la cual mostró por espectro MS la presencia del ion correspondiente a la 

PDI (60498 Da) con tres iones adicionales (60856 Da, 61203 Da y 61554 Da), 

correspondiente a un incremento de masa compatible con la adición de uno, dos y 

tres moléculas de NO2AA (aumento de 348 Da cada una), respectivamente (Figura 

36B). Estos datos confirman la formación del aducto covalente entre el NO2AA y la 

PDI reducida observada en el ensayo de PEG-switch (Figura 35). 
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Figura 36.  Nitroalquilación de PDI por NO 2AA. La formación de un aducto covalente entre el 

nitroalqueno y los residuos nucleofílicos de PDI fue analizada por LC/MS. (A) La PDI fue reducida y 

separada por HPLC en fase reversa y analizada por MS, determinando un pico de 60498 Da. (B) La 

PDI reducida fue incubada con NO2AA por 30 minutos a 37°C, en una relación 1:10 PDI: NO2AA. La 

muestra fue separada por HPLC en fase reversa y analizada por MS, exhibiendo un pico 

correspondiente a la PDI nativa y 3 picos adicionales correspondientes a la adición de 1 a 3 

moléculas de NO2AA por PDI como se indica. Los resultados mostrados son representativos de 3 

experimentos independientes. 

 

La PDI oxidada tratada con el NO2AA presentó un ion correspondiente a la 

nitroalquilación de PDI con un nitroalqueno (Figura 37). Debido a la capacidad de 

los nitroalquenos para reaccionar con tioles reducidos, no es esperable observar 

aductos. Este efecto puede deberse a que no todos los residuos de cisteína 

pueden estén totalmente oxidados por H2O2 al momento de incubarse con NO2AA 

A 
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o que algunos de ellos se pueden reducir durante el tiempo de incubación, lo que 

explica la aparición de una PDI nitroalquilada.  

 

 

 
Figura 37.  Reactividad de la PDI oxidada con NO 2AA. La PDI recombinante previamente oxidada 

se trató con NO2AA en relación 1:10 PDI: NO2AA por 30 minutos a 37°C. La muestra fue separada 

por HPLC en fase reversa y analizada por MS, donde observamos en (A) a la PDI oxidada sin tratar 

con un pico de 60500 Da. (B) En presencia del nitroalqueno, se observa, además de la PDI sin 

reaccionar, la presencia de un compuesto con una masa de 60880 Da compatible con la unión de 

una molécula de NO2AA. Los resultados mostrados son representativos de 3 experimentos 

independientes. 

 

 

Como los nitroalquenos también pueden alquilar residuos de histidina [223], no se 

puede descartar que el NO2AA reaccione con otros residuos nucleofílicos de la 

enzima así como con la cola de histidina presente en la proteína recombinante. 
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Para examinar esta cuestión, realizamos experimentos utilizando PDI reducida 

bloqueada previamente con NEM. En este caso, observamos que la PDI reducida 

tiene la habilidad de reaccionar con NEM en 4 a 6 residuos de cisteína (Figura 

38A). Cuando la PDI fue tratada con NO2AA después de la incubación con NEM, 

hasta dos moléculas de nitroalqueno reaccionaron con la enzima (Figura 38B), lo 

que sugiere que no se puede descartar que el NO2AA también pueda estar 

reaccionando con residuos de histidinas. 

 

 

 

     Figura 38.  Capacidad del NO 2AA de unirse a la PDI alquilada con NEM.  La PDI recombinante 

previamente reducida fue bloqueada con NEM (A) o bloqueada con NEM y luego tratada con 

NO2AA en una relación 1:10 PDI: NO2AA por 30 minutos a 37°C (B). La muestra fue separada por 

HPLC en fase reversa y analizada por MS. La figura A muestran 3 picos de 61000, 61127 y 61250 

Da correspondientes a PDI unido a 4, 5 y 6 moléculas de NEM, respectivamente. En la figura B se 

muestran 3 picos de 61253, 61605 y 61956 Da correspondientes a PDI unido a 6 moléculas de 

A 
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NEM, 6 moléculas de NEM más uno y dos NO2AA, respectivamente. Los resultados mostrados son 

representativos de 3 experimentos independientes. 

 

Asimismo, la nitroalquilación de residuos de cisteínas por el NO2AA fue evaluada 

bloqueando los tioles reducidos luego del tratamiento con NO2AA (Figura 39), para 

poder determinar el número de cisteínas de PDI involucradas en la interacción con 

el nitroalqueno. La PDI tratada con NO2AA (relación 1:10) y posteriormente 

bloqueada con NEM, presentó 4 iones a los cuales se determinó que sus masas 

podrían corresponder a i) la unión de 6 moléculas de NEM (61249 Da); ii) la unión 

de 2-4 moléculas de NO2AA distribuidas de la siguiente forma: a) 61702 Da, dos 

NO2AA y 4 moléculas de NEM; b) 62163 Da, tres NO2AA y 5 moléculas de NEM; y 

c) 62400 Da, 4 de NO2AA y 4 moléculas de NEM (Figura  39). Teniendo en cuenta 

que la PDI presenta 7 residuos de cisteínas libres, estos datos estarían indicando 

que el NO2AA es capaz de reaccionar con un máximo tres moléculas del 

nitroalqueno. Cabe destacar que el espectro obtenido presenta mayor ruido y 

menor intensidad que el resto de los espectros.  

 

 

Figura 39.  Alquilación con NEM de PDI previamente nitroalquilada.  La PDI recombinante 

previamente reducida fue incubada con NO2AA (relación 1:10) y posteriormente con NEM por 30 

minutos a 37°C. La muestra fue separada por HPLC en fase reversa y analizada por MS. El 

espectro obtenido presenta 4 picos de 61249, 61702, 62163 y 62400 Da. Los resultados mostrados 

son representativos de 3 experimentos independientes.  

 

Finalmente, para determinar el o los sitios de reactividad del NO2AA con la 

PDI se realizó la digestión con tripsina de la PDI tratada con NO2AA seguido del 
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análisis por LC-MS/MS (Figura 40). Se determinaron que cuatro residuos de 

cisteína diferentes se encuentran modificados por el nitroalqueno. La figura 40 

muestra los espectros de las series y- y b- de los péptidos conteniendo la cisteína 

del sitio activo a’ (386KNVFVEFYAPWCGHCK401). Los espectros muestran la 

presencia de fragmentos compatibles con la adición de una molécula de NO2AA en 

la cisteína 397 (Figura 41B, fragmento y6) y o en la cisteína 400 (Figura 40C, 

fragmento y2). No se pudo detectar el péptido con ambos residuos aductados así 

como la modificación de las cisteínas del sitio activo a (datos no mostrados). Se 

observaron otras dos cisteínas aductadas en el dominio b’ (Cys312 y Cys343) 

(datos no mostrados).  

La PDI está formada por 4 dominios estructurales tipo tiorredoxina, dos de 

los cuales contienen el motivo catalítico ditiol CGHC que le permite a la proteína 

ejercer las actividades reductasa e isomerasa así como la actividad oxidasa del 

ditiol [154, 157, 167, 180, 276]. Nuestros resultados muestran que dos cisteínas del 

motivo CGHC del dominio a’ (Cys397 y Cys400) resultan modificadas 

covalentemente por el NO2AA, lo que puede explicar la inhibición de la actividad 

reductasa de PDI observada (Figura 40). Asimismo, las alquilaciones de los 

residuos de cisteína en el dominio b’  podrían explicar los efectos sobre la actividad 

chaperona de PDI, pero como el efecto no depende de residuos de cisteína para su 

actividad [278], la inhibición podría ser debida por un posible cambio 

conformacional de la PDI que genere una disminución de la actividad chaperona. 
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Figura 40.  Identificación de los residuos de ciste ína modificados por NO 2AA en la PDI.  La PDI 

recombinante previamente reducida fue incubada con NO2AA (relación 1:10) y la proteína digerida 

overnight con tripsina (relación 1:50). Luego, las muestras se analizaron por LC-MS/MS como se 

explica en materiales y métodos. Los espectros muestran las series y- y b- de las muestras no 

tratadas (A) o tratadas (B, C) con NO2AA correspondientes al péptido 

386KNVFVEFYAPWCGHCK401. Los resultados mostrados son representativos de 3 experimentos 

independientes. 
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6.4   Estudio el efecto del NO 2AA sobre la PDI en macrófagos y su 
relación con la actividad NOX2   
 

  Hasta el momento, hemos demostrado que el NO2AA es capaz de inhibir la 

actividad NOX2, impidiendo la migración de los componentes citosólicos a la 

membrana y asimismo el NO2AA es capaz de inhibir a la PDI mediante la formación 

de aductos covalentes con las cisteínas de la PDI. Como fue propuesto 

previamente, dada la participación de la PDI en la activación de la NOX2 [116], el 

efecto inhibitorio de NO2AA sobre la NOX2 puede deberse a su capacidad de 

inhibir la PDI y no sobre el complejo enzimático. Para evaluar esta hipótesis, se 

estudió el efecto del NO2AA sobre la PDI en macrófagos activados con PMA, 

condiciones en las cuales el nitroalqueno inhibe la actividad NOX2. Para ello se 

realizaron estudios analizando el efecto del NO2AA sobre la expresión de la PDI, su 

distribución celular así como sobre la actividad NOX. 

 

6.4.1   Efecto del NO 2AA sobre la expresión de la PDI en 
macrófagos 
 
 

Primero, se estudió el efecto del NO2AA sobre la cantidad intracelular de PDI 

en macrófagos activados mediante estudios de western blot (Figura 41). 

Macrófagos tratados con NO2AA o AA y activados con PMA, fueron lisados y la 

presencia de la enzima analizada por western blot utilizando un anticuerpo anti-

PDI.  La activación macrofágica no genera cambios significativos en la cantidad 

intracelular de la PDI con respecto a las células en reposo (Figura 41), ni la adición 

de NO2AA, descartando un efecto sobre la cantidad de enzima.  
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Figura 41. Determinación de la cantidad intracelula r de PDI en macrófagos activados por 

Western blot . Los macrófagos J774A.1 (1x106 células) fueron tratados o no con NO2AA (2 y 10 µM) 

o AA (10 µM) por 15 minutos y posteriormente activados por 15 min con PMA (3 µg/mL). Las células 

fueron levantadas y lisadas por sonicación. En las condiciones con tratamiento, las células fueron 

incubadas con La presencia de PDI fue evaluada por western blot usando anticuerpo anti-PDI. En la 

figura se muestra el western blot del lisado celular anti-PDI y anti-actina como proteína reportera 

constitutiva (izquierda) y se presenta la cuantificación por densitometría respecto a la actina 

(derecha). Los resultados mostrados corresponden a la media ± SD, n=3.  

 

6.4.2   Efecto del NO 2AA sobre la distribución de PDI en los 
macrófagos activados 
 
 
   Posteriormente se estudió la distribución de PDI en macrófagos activados con 

PMA mediante estudios de microscopía confocal. Los macrófagos no activados 

presentaron una distribución citosólica de la PDI la cuál cambia en presencia de 

PMA, localizandose preferentemente cerca de las membranas (fluorescencia verde, 

Figura 42) lo que estaría de acuerdo con su participación en la activación de la 

NOX2. Cuando las células fueron tratadas con 10 µM de NO2AA y luego activadas 

con PMA se observó un cambio conformacional de los macrófagos con formación 

de estructuras esféricas en la superficie celular donde se observó la concentración 

del contenido de la PDI (Figuras 42 y 44). Muy importante, estos cambios no se 

observaron en los macrófagos en reposo tratados con el nitroalqueno (Figuras 42 y 

44). El precursor no nitrado, el AA, no generó diferencias con respecto al control 

(dato no mostrado). El efecto del NO2AA parece ser más notorio cuando aumentan 
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los tiempos de tratamiento, por ejemplo comparando los datos a 15 y 40 minutos de 

tratamiento (Figura 42).  

 

Figura 42. Efecto del NO 2AA sobre la distribución de PDI en macrófagos activ ados . La 

distribución intracelular de PDI en macrófagos fue estudiada por microscopia confocal. Los 

macrófagos J774A.1 (5x104 células)  (condición control) fueron activados con PMA (3 µg/mL) por 15 

minutos a 37°C (condición PMA). En paralelo, se incubaron macrófagos con 10 µM NO2AA por 15 o 

40 minutos o con el inhibidor de la PDI,  Tiom (10 µM). Luego, las células fueron lavadas y activadas 

con PMA (3 µg/mL) por 15 minutos a 37°C. Las células se fijaron, permeabilizaron y bloquearon y se 

marcó la PDI mediante un anticuerpo primario anti-PDI y con un anticuerpo secundario anti-IgG 

conjugado con FITC (verde) y los núcleos fueron marcados con DAPI (azul). Las muestras fueron 

analizadas en un microscopio confocal de fluorescencia (Zeiss). Los resultados mostrados son 

representativos de 3 experimentos independientes. 

 

Cuando se realizaron estos estudios en presencia de un inhibidor de la PDI, el 

tiomusimol [279, 280], se observa un cambio morfologico similar indicando que la 

inhibición de PDI provoca estos fenómenos (Figura 42). De esta forma, nuestros 

datos sugieren que el cambio conformacional observado es debido a la inhibición 
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de la PDI. Posteriormente se estudió si estas estructuras están rodeadas por 

actina, lo cual indicarian que podrían ser podosomas. Los podosomas son 

estructuras esféricas altamente dinámicas, ricas en actina que se encuentran en 

células derivadas de monocitos, tales como macrófagos, osteoclastos y células 

dendríticas [281]. Por lo tanto, se estudió el efecto del nitroalqueno sobre las actina 

utilizando la faloidina conjugada con un flouroforo para su detección. La faloidina es 

una toxina del hongo Amanita phalloides, que se une a los filamentos de actina con 

alta afinidad y los estabiliza previniendo la depolarización de las fibras [282]. Su 

afinidad por las fibras de actina F permite ser utilizado como marcador de la actina  

[264, 272, 283]. Los estudios de microscopía confocal mostraron que las fibras de 

actina están alteradas en las células activadas tratadas con NO2AA, así como la 

morfología celular, en comparación a los macrófagos activados en ausencia del 

nitroalqueno (Figura 43). En condiciones tratadas con NO2AA se observó la 

presencia de fibras de estrés de actina con largas estructuras filamentosas 

marcadas con faloidina  (Figuras 43 y 44),  no observada en las células activadas 

con PMA o en condiciones de reposo con el NO2AA (Figura 44).  

Durante la activación, p47phox se une con el citoesqueto [89, 110, 112, 114]  

mediante la unión entre el dominio PX de p47phox y la moesina, la cual pertenece a 

la familia de proteínas de unión a actina [113]. El efecto preciso de la asociación 

entre el citoesqueleto y los componentes de la NOX2 es desconocido pero se 

sugiere que la interacción de moesina-PX puede ser responsable de la 

translocación de p47phox [90, 115]. Por lo tanto, las alteraciones observadas sobre 

la actina podría actuar también sobre esta interacción afectando la translocación de 

p47phox hacia la membrana celular. 
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Figura 43. Efecto de NO 2AA sobre las fibras de actina en macrófagos activad os con PMA.  Los 

macrófagos de línea celular J774A.1 (5x104 células) activados con PMA (izquierda) fueron 

incubados previamente con 10 µM NO2AA (derecha) por 40 minutos a 37°C en PBS. Las células 

fueron primero fijadas, permeabilizadas y bloqueadas y se marcó la actina con faloidina (violeta) y 

los núcleos marcados con DAPI (azul). Las células luego fueron observadas por microscopía 

confocal de fluorescencia. Los resultados mostrados son representativos de 3 experimentos 

independientes. 

 

Realizando el mismo experimento pero marcando al mismo tiempo la PDI, se 

observó que las estructuras esfericas donde se encuentra la mayor intensidad de 

fluorescencia verde correspondiente a la enzima (Figura 44) no presentan el core 

de F-actina caracteristico de los podosomas [284-286]. Estos resultados sugerirían 

que la PDI no se distribuye en podosomas. De todas formas, y muy importante para 

continuar nuestro trabajo, las imágenes obtenidas nos permiten confirmar un 

notorio cambio conformacional debido a la presencia del nitroalqueno. 
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             DAPI                          PDI                          Actina                       Merge 

 

 

 

 
Figura 44.  Efecto de NO 2AA sobre las fibras de actina y PDI en macrófagos a ctivados con 

PMA. Los macrófagos de línea celular J774A.1 (5x104 células) fueron tratadas con 10 µM NO2AA y 

PMA como se describió previamente. Todas las células fueron primero fijadas, permeabilizadas y 

bloqueadas y se marcó la PDI (verde), la actina con faloidina conjugada (violeta) y los núcleos con 

DAPI (azul). El análisis de las células fue realizado mediante estudios de microscopía confocal de 

fluorescencia. Los resultados mostrados son representativos de 3 experimentos independientes. 

 La PDI se postula que actúa como un organizador redox de NOX2 en 

leucocitos por asociación con p47phox y controlando su reclutamiento hacia la 

membrana plasmática, un paso esencial para el montaje de la enzima activa [116], 

observando la colocalización de p47phox y PDI por microscopia confocal en 
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neutrófilos activados [116]. Es posible que el NO2AA, al alquilar a la PDI pueda 

afectar la interacción con p47phox y de esta manera explicar la inhibición observada 

para la NOX2. Se realizaron entonces estudios de microscopia confocal marcando 

la PDI y p47phox para determinar si está afectada la colocalización mencionada 

(Figura 45). La activación celular con PMA indujo un incremento de la 

colocalización de ambas proteínas, determinado por un aumento de la 

fluorescencia amarilla. Cuando la activación es realizada en macrófagos tratados 

con NO2AA,  sugiriendo una disminución en la colocalización (Figura 45). De esta 

forma, la presencia del nitroalqueno afectaría a la interacción p47phox-PDI, efecto 

que explicaría la inhibición de la NOX2. 

   DAPI                           PDI                             p47phox                       Merge 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 45.  Efecto de NO 2AA sobre la colocalización PDI y p47 phox  en macrófagos activados.  

Los macrófagos J774A.1 (5x104 células) fueron tratados como en la figura 33. Luego de que las 

células fueron fijadas, permeabilizadas y bloqueadas utilizando anticuerpos anti-PDI (verde), anti- 

p47phox (rojo) y DAPI para los núcleos (azul), fueron observados por microscopía confocal. Los 

resultados mostrados son representativos de 3 experimentos independientes. 
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6.4.3   Efecto de la inhibición de PDI en actividad  NOX2 
           

           Previamente se reportó que el silenciamiento de PDI en macrófagos J774 es 

capaz de dismunir la producción de O2•⎯ por la NOX2, mientras que la 

sobreexpersión de la PDI aumenta su actividad [117]. Por ende, la inhibición de la 

PDI por NO2AA podría explicar la inhibición de la formación de O2•⎯ por NOX2. 

Para probarlo realizamos un ensayo de actividad NOX2 utilizando el Tiomuscimol 

para determinar si es capaz inhibir la actividad NOX2, mediante la oxidación de 

Amplex Red en presencia de HRP (Figura 46). Se observó una disminución de la 

oxidación del Amplex Red en presencia del tiomuscimol similar a la observada para 

el NO2AA y al DPI.  

 

 

Figura 46.  Efecto del tiomuscimol sobre la actividad NOX2 en m acrófagos activados.  Los 

macrófagos J774A.1 (2x105 células) fueron tratados con NO2AA (10 µM), Tiom (10 µM) o DPI (50 

µM) por 15 minutos a 37°C en buffer dPBS. Luego las células fueron lavadas y activadas con PMA 

(3 µg/mL). Como control se incluyó la condición de Tiom en ausencia de PMA.  La formación de O2•⎯ 

se midió por fluorescencia del Amplex Red como previamente en un lector de placa de fluorescencia 

(λexc= 515 nm, λem= 590 nm). En la Figura se muestra el grafico de las pendientes iniciales de cada 

condición. * indica diferencias estadísticas comparadas con la condición con PMA, p < 0.05. (n=3) 
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Es importante tener en cuenta que el tiomuscimol es un agonista del receptor 

GABA [280, 287] por lo que no es un inhibidor específico de PDI.  

          Nuestros resultados sugieren que la inhibición de la NOX2 podría ser por 

inhibición de PDI por NO2AA pero es necesario realizar más estudios para poder 

demostrar el efecto de la inhibición de PDI sobre la NOX2 y el blanco del 

nitroalqueno.  
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7   CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS  
 

 En este trabajo hemos determinado que el NO2AA es capaz de  inhibir  a la 

actividad NOX2 en macrófagos primarios y de línea celular así como neutrófilos 

humanos activados utilizando varias metodologías de detección de O2•⎯ mediante 

estudios de absorbancia, fluorescencia y luminiscencia. Dicha inhibición es 

dependiente de la dosis de NO2AA (IC50 de 2.1 ± 1.4 µM) y con una dependencia 

del tiempo de incubación presentando menor inhibición a través del tiempo lo que 

permite concluir que el efecto es reversible. La inhibición observada por el NO2AA 

también ocurre dentro del fagosoma afectando la producción de oxidantes, sin 

alterar la fagocitosis así como la viabilidad celular. La inhibición de la actividad 

NOX2 en macrófagos activado se debe a una disminución de la migración de 

p47phox a la membrana y la formación del complejo activo, sin afectar la fosforilación 

de los componentes citosólicos (Figura 48). El mecanismo exacto de esta inhibición 

aún no está dilucidado. 

En vista de la relación entre la PDI con la activación de la NOX2 en 

neutrófilos [116] la cual presenta cisteínas críticas para su actividad, se estudió si el 

NO2AA afecta a la PDI de forma de modificar la actividad NOX2. Hemos 

determinado que el NO2AA es capaz de inhibir dosis dependiente a la actividad 

reductasa (IC50 de 7.72 ± 2.9 µM) y chaperona (IC50 de 15.8 ± 3.75 µM) de PDI in 

vitro, y dependiente del tiempo de incubación, el cual es independiente de la 

formación de •NO. El mecanismo posible podría ser debido a la formación de 

aductos de Michael entre el NO2AA y la PDI, como blanco preferencial por la 

presencia de cisteínas esenciales para su función. La formación de aductos 

covalentes reversibles entre NO2AA y residuos de cisteínas del sitio activo de la 

PDI fue confirmado mediante el ensayo de PEG switch y estudios de MS, siendo 

blanco preferencial la forma reducida de la enzima.  

 En estudios de microscopia confocal de macrófagos activados, 

determinamos que el NO2AA modifica la morfología celular afectando la distribución 

de la PDI intracelular y la estructura de actina. El inhibidor de PDI, el tiomuscimol, 

presenta efectos similares a los observados por NO2AA en la morfología celular y 

en la actividad NOX2. De esta forma, determinamos que la inhibición de la PDI por 
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NO2AA en macrófagos activados podría ser la explicación de la inhibición 

observada de la NOX2. Está reportado que la PDI es un organizador redox que 

interacciona con p47phox para la migración a la membrana [116]. Observamos que 

en presencia del nitroalqueno la colocalización de p47phox con PDI esta disminuida 

lo que la presencia del NO2AA afecta la interacción.  

Por lo tanto, concluimos que la PDI es una proteína blanco del nitroalqueno, 

implicando la formación de un aducto covalente con las cisteínas del sitio activo de 

PDI que provocaría la disminución de la interacción de PDI con p47phox  y 

disminuiría la actividad de NOX2 evitando la migración de p47phox a la membrana. 

Como PDI presenta otras funciones celulares, es posible que la nitroalquilación de 

PDI pueda afectar otras funciones, explicando los efectos observados previamente, 

por ejemplo, la inhibición de la agregación plaquetaria por NO2AA [167, 288], donde 

también participa PDI activamente (Figura 48).    

 

Figura 48. Esquema del efecto del NO 2AA sobre la PDI y NOX2. El NO2AA es un inhibidor de 

actividad NOX2 mediando la prevención de la translocación de los componentes citosólicos a la 

membrana, mediante la formación de un aducto covalente con la PDI. Esto provoca que la PDI 

pueda interaccionar con p47phox, lo que es necesario para la migración y formación del complejo 

activo. 
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 Hasta el momento, los estudios realizados han sido mediante ensayos con 

enzimas aisladas o con cultivos celulares pero no se han demostrado de forma 

sistémica los efectos antiinflamatorios del NO2AA in vivo. En este trabajo se 

realizaron estudios ex vivo con macrófagos peritoneales extraídos de ratones 

tratados con tioglicolato, un agente quimioatrayente de leucocitos, y con el NO2AA 

por inyección subcutánea, donde se observó que los macrófagos presentaban 

menor activación que los extraídos de ratones control. Este resultado nos permitió 

concluir que el NO2AA es capaz de ser absorbido y distribuido de forma de afectar 

la funcionalidad del macrófago.  

 

Figura 49. Esquema del efecto del NO 2AA sobre enzimas claves en macrófagos. En el 

esquema se ilustran las acciones inhibitorias del NO2AA sobre las enzimas NOX2, NOS2 y COX2, 

así como la activación de la vía Nrf-2, que es capaz de migrar al núcleo y activar la expresión de 

enzimas antioxidantes [221, 222, 226, 227, 289]. Adaptado de [218].  

 

En suma con los resultados obtenidos en otros trabajos y en esta tesis, 

determinamos que el NO2AA es un modulador de la funcionalidad macrofágica, 

inhibiendo enzimas claves en los procesos inflamatorios en macrófagos como 

NOX2, NOS2 y PGHS-2 [221, 226, 227, 289] y estimulando la expresión de 
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enzimas antiinflamatorias (como la vía de Nrf2) [222] de forma de generar un 

macrófago más con un fenotipo menos inflamatorio (Figura 49). 

Como perspectivas del trabajo se plantea la continuación de los ensayos 

enzimáticos utilizando fracciones celulares (membrana y citosol) de forma de 

determinar qué componentes están involucrados en la inhibición de NOX2, así 

como el rol de PDI nitroalquilada en la actividad NOX2, esperando ver una 

disminución con agregados de PDI preincubada con el nitroalqueno. Asimismo, se 

plantea dilucidar los efectos de NO2AA en un modelo animal de inflamación así 

como las vías involucradas, lo que nos permitiría avanzar en el entendimiento de 

las acciones del NO2AA así como sus propiedades como posible fármaco.  
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