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Foto de caratula: Macréfagos infectados con tripomastigotas de 7.cruzi en presencia de NBT. Se
observan en la imagen los depositos de formazan localizados en la vesicula fagocitica, producto de la
formacion de superoxido por la NADPH oxidasa durante la internalizacion del parasito.
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RESUMEN

Los macrofagos, junto a neutrdfilos y otras células fagociticas son componentes claves en las respuestas
microbicidas y tumoricidas, debido fundamentalmente a su capacidad para producir especies reactivas
derivadas del oxigeno y del nitrogeno. La activacion de la NADPH oxidasa, produce el radical superoxido
(0,7) y la induccién de la dxido nitrico sintasa, es responsable de la formacion de 6xido nitrico (‘NO). El
‘NO y el O, reaccionan a velocidad controlada por difusion para dar un oxidante potente, el peroxinitrito
(ONOO ). El peroxinitrito en presencia de CO, forma un aducto que decae rapidamente (< lus) a los
radicales carbonato (COs™ ) y didxido de nitrogeno ('NO,). Durante el desarrollo de este trabajo utilizamos
técnicas diversas para poder establecer la formacion de los oxidantes. En particular profundizamos en la
formacion y deteccion del radical carbonato en sistemas bioquimicos y bioldgicos, y en su reaccion con el
atrapador de spin 5,5-dimetil-1-pirrolina-N-6xido (DMPO), determinando que la constante de la reaccion es
de 2.4 x 10° M's”, siendo una reaccién de velocidad moderada, tanto para el CO;”~ como para el DMPO. La
importancia de esta reaccion en la deteccion de oxidantes en sistemas bioldgicos radica en la posibilidad de
alcanzar altas concentraciones de DMPO en sistemas celulares y animales como atrapador de oxidantes. Para
el estudio de difusion y toxicidad intercelular del peroxinitrito generado por macréfagos, el modelo utilizado
en nuestro trabajo fue la del cocultivo con Trypanosoma cruzi, parasito unicelular causante de la enfermedad
de Chagas. Los efectos generados sobre la forma epimastigota que no invade al macrofago, fueron la
oxidacion de una sonda intracelular que indica la llegada del oxidante al interior del parésito y una
disminucion de la viabilidad, efectos que dependen de la formacion simultanea del radical superéxido y el
oxido nitrico. La presencia de bicarbonato en el medio atenua los efectos observados, en acuerdo con el
consumo extracelular del peroxinitrito por la rapida reaccion con el CO,. Sin embargo estudios realizados a
distintas densidades celulares (correspondientes a distintas distancias promedio de difusion del peroxinitrito
antes de alcanzar un blanco), indican que para distancias menores a 5 um, la mayor parte del peroxinitrito
alcanza la célula blanco en ausencia y en presencia de CO,. Esa distancia es mayor que la que debe difundir
el peroxinitrito dentro de la vacuola fagocitica. Evaluamos la toxicidad del peroxinitrito sobre
tripomastigotas fagocitados, observando un 50% de inhibicion en la infeccion en los macrofagos activados.
Estos resultados fueron confirmados con el uso de las cepas de Trypanosoma cruzi sobreexpresantes de
peroxirredoxinas, enzimas que catalizan la descomposicion del peroxinitrito. Estas cepas presentan una

mayor viabilidad e infectividad que la cepa salvaje cuando son expuestas a macrofagos activados.



1.  INTRODUCCION



1.1 Especies derivadas del oxigeno y del nitrogeno generadas por macrofagos

El objetivo principal del sistema inmune es la defensa del organismo contra agentes
infecciosos o contra el crecimiento descontrolado de células propias. Los macrofagos, junto a los
neutrdfilos y otras células fagociticas son componentes claves en las respuestas microbicidas y
tumoricidas, debido fundamentalmente a su capacidad para producir especies reactivas derivadas
del oxigeno y del nitrégeno (11). Las primeras evidencias se obtuvieron en neutrdfilos, células en
las que se describi6 la existencia del estallido respiratorio, denominado asi por el aumento del
consumo de oxigeno, no dependiente de la cadena respiratoria, que se observaba durante la
fagocitosis (14,15). La enzima responsable del consumo de O, es la NADPH oxidasa, y en 1973
Babior et al reportaron por primera vez que el producto de su actividad es el radical superoxido
(0,7) (16). Esta actividad tomd mayor importancia unos afios mas tarde cuando se identifico que
los fagocitos obtenidos a partir de pacientes con Enfermedad Granulomatosa Cronica (enfermedad
caracterizada por un aumento de las infecciones) no mostraban ese aumento en el consumo de O, y
no poseian capacidad citotoxica in vitro (17,18).

La produccién de 6xido nitrico (NO) por macrdfagos fue descrita (19,20) recién 30
afios después, lo que determind que el rol de la formacion de oxidantes en la inmunidad se haya
centrado durante muchos afios en los neutrofilos (considerando ademas que la formacion de O,
por estas células es aproximadamente tres veces mayor que en macréfagos), y en los dafios
vinculados a las especies reactivas derivadas del oxigeno.

Los macrofagos poseen ciertas caracteristicas que lo transforman en un buen modelo para el
estudio de la toxicidad mediada por la formacién de oxidantes. Estas células poseen las enzimas,
NADPH oxidasa (phox) y 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS), responsables de la produccion de
0," y 'NO respectivamente. En neutréfilos el 95 % de la NADPH oxidasa se encuentra en granulos
que son liberados al medio extracelular durante la activacion, y parte a la vesicula fagocitica; en
macrofagos la mayor parte de la enzima se encuentra en la membrana y forma parte de la membrana
del fagosoma cuando este es generado, lo que implica una formacion de O, y de sus derivados
localizada y concentrada en un pequefio volumen, el volumen intrafagosomal. Si bien la formacion
de O, durante el estallido respiratorio es moderado en relacién a los niveles alcanzados por
neutrofilos, la formacion de NO es mayor que en estos ltimos, y lo que resulta mas interesante es
que en los macrofagos se pueden formar O, y ‘NO simultdneamente con flujos similares (21), con
la formacion de nuevas especies con mayor poder oxidante, como el peroxinitrito.

Los oxidantes producidos por macrofagos derivan de estos dos radicales, el 'NO y el O,
Esas especies se clasifican en dos grupos, las especies reactivas derivadas del oxigeno, formado por
el 0,7, el peroxido de hidrogeno (H,0,), el radical hidroxilo ('OH), el hipoclorito (HOCI) y el
radical carbonato (CO;™); las especies reactivas derivadas del nitrégeno comprenden al ‘NO, el
anion nitroxilo (NO"), el peroxinitrito (ONOQO"), el nitrosoperoxocarboxilato (ONOOCO;") y el
dioxido de nitrogeno (‘NO,). En la Figura 1.1 se representan las especies que derivan de O,y 'NO
y que tienen mayor relevancia en el modelo de toxicidad mediada por macréfagos.

Estas especies presentan caracteristicas fisico- quimicas distintivas, que describiremos mas
adelante, ya que esas propiedades determinan sus diferentes roles en los procesos fisiopatologicos.
Analizaremos inicialmente la formacioén de O, y de 'NO durante la activacion macrofagica.
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1.1.1 Generacion de radical superéxido: NADPH oxidasa.

La NADPH oxidasa es una enzima de membrana plasmatica que cataliza la produccion
de O, por la reduccion univalente del O, usando el NADPH como dador de electrones (ecuacion

[1D):
20, + NADPH — 20, + NADP" + H' [1]

La NADPH oxidasa de células fagociticas (neutrdfilos y macrofagos) se encuentra quiescente en la
célula en estado basal; en respuesta a estimulos quimiotacticos y particulas fagocitables se produce
su activacion (22) que depende de la migracion de proteinas citosolicas reguladoras que se
ensamblan con la subunidad de membrana. La proteina de membrana (gp91”"“* 0 Nox2) forma
parte de una familia de enzimas homodlogas denominadas Nox (NAD(P)H oxidasas) integrada en
mamiferos por 7 miembros, que incluyen de Nox1 a Nox 5 y las Duox1 y 2 (3) y que se expresan en
la mayoria de los tipos celulares, siendo actualmente reconocidas como una de las fuentes de O,
implicadas en procesos fisioldgicos como la sefializacion celular (23) y en situaciones patologicas
como la disfuncion vascular (24).

NADPH oxidasa de macrofagos.

La activacion de la enzima (representada en la Figura 1.2) ocurre a través de una serie
compleja de interacciones proteina-proteina (25). La enzima activa estd formada por: dos proteinas
de membrana (p2277%% y gp91779%), que se encuentran también en las membranas de vesiculas de
secrecion y granulos especificos en neutréfilos, y juntas forman una flavohemoproteina
heterodimérica conocida como citocromo bssg , y, tres proteinas citosolicas (p4777%%, p6777%% y
p40779%) que se encuentran formando un complejo en el citosol de la célula en estado basal y
migran hacia la membrana plasmatica durante la activacion (26-29). Otro componente esencial para
la actividad de la enzima, con un rol regulador es la proteina Rac. Rac es una GTPasa de bajo peso
molecular perteneciente a la familia Rho, que se transloca a la membrana durante la activacion, y
que aparentemente participa también de la desactivacion del complejo, a través de sus propios



mecanismos reguladores, es decir de su activacion por GEFs (factores intercambiadores de
nucleotidos de guanina) y su inactivacion por GAPs (6) (Figura 1.2) .

La separacion de estos componentes en compartimentos diferentes asegura que la enzima se
encuentre inactiva mientras la célula esté en estado basal. La exposicion de la célula al estimulo
fagocitico lleva a una importante fosforilacion de residuos de serinas (por lo menos 11 residuos)
particularmente de la subunidad p47PH0X, mediada por la proteina quinasa C o por Akt, que le
permite su interaccion con p67°7?*y su migracion hasta la membrana plasmatica, para formar la
oxidasa activa junto al citocromo bssg (30). La catalisis ocurre completamente en la subunidad de
membrana (citocromo bssg), que solo se vuelve activa por un cambio de conformaciéon inducido por
la interaccion con p67-7%% (29).

La enzima ensamblada es capaz entonces de transferir electrones desde su sustrato, el
NADPH, hasta el O, a través de sus grupos prostéticos transportadores de electrones, la flavina y el
o los grupos hemo (la subunidad citocromo bssg posee dos grupos hemo, pero no estd determinado
si ambos participan en la transferencia de electrones).

Step1 Step 2
TN S
NADPH—FAD — Heme-O, — 0, Fig. 1.2 NADPH oxidasa de
células fagociticas.
En la figura se observan los
z componentes y su ensamblaje,
: ademas de la reaccion catalizada por

la enzima. La transferencia de
electrones ocurre en dos pasos,
como muestra la figura. Paso 1:
desde el NADPH al FAD unido al
citocromo bssg y el paso 2 desde el
FAD al hemo y luego al O,.

PMN activation
PMN activation Extraido de: Bokoch and Zhao, 2006 (6)
GTP
e o) or (o7
GDP o :
7 PMN activation @

No existen datos cristalograficos de la proteina, y la estructura propuesta en la Figura 1.3, con los
sitios de union de los sustratos, esta basada en estudios moleculares y bioquimicos (3). Durante el
proceso fagocitico, la enzima es internalizada en la vacuola fagocitica de cara al interior de la
misma, es decir que el O, se forma en el interior de la vacuola. La activacion de la NADPH
oxidasa sin fagocitosis genera una produccion de O, hacia el medio extracelular.

Fig.1.3 Estructura propuesta para la gp9177%%,

La proteina posee seis dominios transmembranas altamente
conservados en la familia de las Nox.

En los dominios III y V se encuentran los residuos de histidina
que coordinan con los grupos hemos. En el sector COOH
terminal (cara citosdlica de la membrana plasmatica) contiene
los dominios de unién al FAD y NADPH.

La transferencia de electrones ocurre desde el NADPH al FAD,
luego los hemos y finalmente al O, (cara externa de la
membrana).

Extraido de: Bedard y Krause, 2007(3).
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La produccion de superoxido como mecanismo efector de la respuesta inmune no se debe a una
accion directa de este radical sino a la formacion de las especies derivadas (31); el HO, formado
por dismutacidon espontanea o catalizada por la superoxido dismutasa (SOD), que puede actuar
directamente o como sustrato de la mieloperoxidasa (MPO) en neutréfilos o de la eosinofilo
peroxidasa (EPO) en eosinofilos (32), para formar otros oxidantes como HOCI y hipobromito
(HOBr). La produccion de HOCI alcanza concentraciones dentro del fagosoma de un neutrofilo
suficientes para matar una bacteria (33), sin embargo los individuos que presentan una deficiencia
en mieloperoxidasa son menos susceptibles a infecciones que los deficientes en NADPH oxidasa
(34). E1 O, reacciona a velocidad controlada por difusién con el 'NO formado por la 6xido nitrico
sintasa generando ONOO™ dentro del fagosoma.

Ademas de la formacion de especies reactivas se ha propuesto una via alternativa de
mecanismo de dafo a partir de la actividad de esta enzima en neutrofilos, que implica la generacion
de un incremento en la concentracién del K' fagosomal para compensar la transferencia de
electrones que ocurre en la membrana por la actividad de la NADPH oxidasa y evitar de ese modo
la depolarizacion de la membrana. Como el K+ es el cation de mayor concentracion en citosol,
ingresa a la vacuola y actiia activando proteasas, como la elastasa del neutrofilo y catepsina G (35).

La importancia fisiopatologica de la NADPH oxidasa de células fagociticas es evidente ya
que se han identificado mutaciones en los genes que codifican las subunidades gp9177%%, pa779%
p22F19% 6 p6779% como causas de la Enfermedad granulomatosa crénica (EGC) (36). La EGC es
una inmunodeficiencia primaria en la que los individuos afectados sufren infecciones cronicas y
granulomas inflamatorios causados por microorganismos como Staphylococcus aureus, Salmonella
sp, Klebsiela sp, Aerobacter sp, Serratia sp y microorganismos oportunistas. La forma mas
frecuente de esta enfermedad es la causada por mutaciones en el gen de la gp91phox (X-EGC) (37),
la cual tiene un patron hereditario ligado al cromosoma X. Las demas formas de EGC son de tipo
autosdmicas recesivas debido a mutaciones en los genes de p22phox, p47phox y p67phox (38).
Mutaciones en Rac 2 han sido asociadas con defectos en el estallido respiratorio de las células
fagociticas e infecciones recurrentes (39). Al ser la EGC una inmunodeficiencia primaria poco
frecuente, es dificil el estudio de su patogénesis y sus caracteristicas moleculares. Teniendo en
cuenta esto, resulta de gran utilidad los modelos experimentales in vivo, que ademas de responder a
esta necesidad, permiten comprender los procesos bioquimicos y moleculares asociados con el
sistema NADPH oxidasa. Para tales propositos se han generado ratones knock-out para gp91phox
p47phox y Rac 2 (40-42).

1.1.2  Generacion de 6xido nitrico: Oxido nitrico sintasa inducible

La identificacion del 'NO como mecanismo efector del sistema inmune se inicia con la
caracterizacion de la arginina como un sustrato necesario para la actividad tumoricida de los
macrofagos (13), identificando luego al "NO como la molécula responsable de esos efectos (19).

Las enzimas responsables de la sintesis de 0xido nitrico a partir de L-arginina son conocidas
como Oxido nitrico sintasas (NOS; EC 1.14.13.39). La familia consiste en tres isoformas, la
constitutiva neuronal (nNOS, 150-160 kDa), la constitutiva endotelial (eNOS, 135 kDa) y la forma
inducible (iNOS, 130kDa). La reaccion que catalizan es la de oxidacion del grupo guanidinio de la
L-arginina, generando 6xido nitrico y L- citrulina como productos. (Ec. [2])

NH,* 0, HO NOH 0, HO O
[ -: 3 Il KN 4 Il
R-N—C—NH, ><* R—N-C—NH, >><+ R-N—C—NH, +NO [2]
H .\T.—\]E)PH NADP H “NADPH  WNADP™ H
L-arginina Ne- hidroxi [-citrulina Oxido

L-arginina Nitrico
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Las tres formas revelan un mismo mecanismo de catalisis, aunque difieren en sus estructuras
primarias, sus regulaciones y su localizacidbn cromosdmica. Las dos formas constitutivas son
estrictamente dependientes del aumento del Ca”" citosolico, mientras que para la iNOS, los niveles
de Ca®" basales son suficientes para que se encuentre completamente activa (43).

La iNOS (también llamada NOS2, por ser la segunda de las isoenzimas en ser purificada y
clonada), se encuentra en las células fagociticas (donde fue inicialmente descrita) y en otros tipos
celulares como fibroblastos, miocitos y células endoteliales (44,45). Lo que caracteriza a esta
isoforma, es que en todos estas células aumenta su expresion luego de la induccidon por estimulos
inmunologicos (IFN-y, TNFa) y el aumento de la produccion de "NO cumple un rol de inhibidor del
crecimiento microbiano en cualquier tipo celular infectado (46-48).

Caracteristicas estructurales de la iNOS.

Es una proteina homodimérica que sintetiza ‘NO catalizando la oxidacion de 5 electrones de
uno de los atomos de nitrogeno del grupo guanidinio de la L-arginina. Esta oxidacion se produce a
través de dos sucesivas reacciones de monooxigenacion, generando N”-L-hidroxiarginina como
intermediario (ec [2] y Figura 1.4). La proteina presenta un dominio oxidasa amino terminal, que
posee el grupo hemo y los sitios de unidn para la L-arginina y la tetrahidrobiopterina (BHs), unido
a través de un sitio de union a calmodulina (CaM) con el dominio carboxi-terminal, que es un
dominio reductasa con los sitios de uniéon para NADPH, FAD y FMN (Figura 1.4) . La transferencia
de electrones ocurre desde el NADPH al FAD y luego al FMN, pasando finalmente al hierro
hémico de la subunidad adyacente (43).

L-arginine Fig. 1.4 Sintesis de 6xido nitrico

NADPH ,
O, —\ en macro6fagos.

La oxido nitrico sintasa cataliza la

NOS reaccion en dos pasos, con la

N‘:D? ———/ formacién de la N® -OH-L-arginina

2 como intermediario y de L-citrulina

N®-OH-L-arginine y 'NO como productos finales. En el

0.5 NADPH esquema inferior se representa la

02 _\ localizacion de los sitios de union de

los cofactores de la enzima en el

O,SNADpﬁu*/ dominio oxidasa (hemo, BH,), el

Hz0 ] dominio reductasa (FAD; FMN vy

| ) NADPH), y el dominio con el sitio
L-citrulline NO de union a la CaM como nexo.

Extraido de MacMicking et al, 1997 (8)

Heme BH4 CaM FMN FAD NADPH
0 Iuih
G450 | 532 648

n21

1144
C194

A453 503 617

La iNOS se encuentra distribuida en el citosol del macrofago; aproximadamente la mitad del
total de la enzima se localiza en vesiculas de 50-80 nm que son transportadas hasta el fagosoma,
durante la activacion macrofagica, lo que determina que exista un aumento local de la
concentracion de oxido nitrico (49).

Regulacion de la iNOS.

La iNOS sintetiza mayores cantidades de 'NO que las isoformas constitutivas, aumentando
las concentraciones de estado estacionario de esta molécula cerca de 1000 veces (de nM a uM); no
depende para su actividad de un aumento de Ca>", y una vez presente la enzima, la produccién es
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continua durante muchas horas (>20 hs), hasta que la misma es degradada (8). Estas caracteristicas
explican la importancia de los mecanismos de regulacion de esta enzima.

Existen numerosos trabajos que describen la regulacion de la actividad de la iNOS por
mecanismos diversos, como la disponibilidad de sustratos y cofactores (BH4) (50). En particular la
disminucion de la produccion de "NO por deplecion de arginina, debido a la competencia de otras
enzimas como la arginasa (51) y a la baja velocidad de ingreso de arginina a la célula a través de el
transportador de aminoécidos cationicos (52). A pesar de la existencia de estos mecanismos, existe
consenso en que la modulacion de la expresion de la proteina es el componente fundamental en la
regulacion de la produccién de ‘NO (53,54).

La produccién de citoquinas activadoras (ej. IFN-y, TNF-a, IL-1P e IL-6) o inhibitorias (ej.
IL-4, IL-10, IL-13 y TGF-B) (8) por distintas poblaciones de linfocitos T, controla la transcripcion
de la enzima. Las citoquinas que promueven la induccion de la enzima son producidas por linfocitos
Thl y las inhibitorias por Th2, lo que implica que existan dos tipos de activaciones del macrofago,
la activacion clasica o pro-inflamatoria (mediada por Thl) y una activacién alterna o anti-
inflamatoria (mediada por Th2) (55,56).

Otro grupo de reguladores de la iNOS lo conforman productos de virus, bacterias,
protozoarios y hongos. El LPS, el ejemplo mas estudiado, independiente de otros activadores
estimula una induccién moderada, pero sinergiza la respuesta al IFN-y, obteniéndose una respuesta
maxima cuando el macrofago esta expuesto a un estimulo liberado por el sistema inmune y un
estimulo dependiente del microorganismo invasor. Esto ocurre porque las vias de sefalizacion
usadas por los distintos compuestos son diferentes (57). Las vias que estan involucradas en la
sefializacion para la induccion son, el factor nuclear-kB (NF- «B), que media la induccion por LPS,
IL-1B y TNF-a (58), el factor regulador del interferén tipo 1 (IRF-1)(59) y el transductor de sefiales
y activador de la transcripcion -1a (STAT-1a) , que también responde al IFN-y , ya que el receptor
del IFN-y activa las quinasas janus (JAKs) y estas a los factores de transcripcion STAT (60).
Nombramos solo estas tres vias como ejemplo, pero existen otras vias involucradas en la induccion
de la iNOS, que varian entre los distintos organismos y tipos celulares, con activaciones PPAR y
HIF-1 dependientes (61,62).

La expresion de la proteina es regulada también a otros niveles, afectando la estabilidad del
mRNA, la traduccion del mRNA o la estabilidad de la proteina, como se observa en macréfagos
activados con IFN-y expuestos a TGF-B1 (63).

Algunos patdgenos inhiben la expresion de la iNOS en macrofagos (ej. Leishmania spp y
Candida albicans) (64,65), lo que facilita su supervivencia. Los mecanismos por los cuales estos
patogenos modulan la formacion de 'NO no estan completamente identificados. En Leishmania
major la supresion que se observa en modelos animales estd mediada aparentemente por
glicoinositolfosfolipidos del parasito que llevan a una estimulacion de los linfocitos Th2 con la
consiguiente produccion de citoquinas inhibidoras (66), mientras que en Leishmania donovani
estaria mediada por la activacion de fosfotirosina fosfatasas que desactivan las cascadas de senales
que conducen a la induccion en el macrofago (64).En Trypanosoma cruzi han sido reportados tanto
efectos inhibitorios como activadores de la induccion de la iNOS de macréfagos en trabajos donde
se usan los distintos estadios del parasito que analizaremos mas adelante.

Produccion de "NO por macrdfagos humanos.

Un punto de discrepancia entre los investigadores ha sido la existencia de la iNOS en
humanos. Existen actualmente muchos reportes en que se detectan el mRNA y la actividad de la
enzima en macrdfagos y neutrofilos humanos, ademas del aumento de derivados de 'NO en la
circulacion en el curso de un proceso inflamatorio (67,68), que aportan suficientes evidencias de
que producen ‘NO en respuesta a estimulos inflamatorios como lo son las infecciones (69). Los
macrofagos obtenidos a partir de pacientes con infecciones u otras condiciones inflamatorias
expresan invariablemente la iNOS, y lo que ha confundido es que la estimulacién de monocitos
diferenciados in vitro no era eficiente (70-72). Hay que remarcar que los promotores de los genes
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que codifican la iINOS humana son diferentes de los de ratones, y variables entre los distintos
tejidos, que hacen dificil la comprension con la informacion existente hasta el momento (54).

1.1.3 Propiedades fisicoquimicas de las especies reactivas derivadas del oxigeno y del
nitrogeno.

La produccion de O,y 'NO por estas enzimas deriva en la generacion de otras especies que
como vimos se agrupan bajo la denominacion de “especies reactivas” pese a que cada una de ellas
posee propiedades fisico-quimicas, quimicas y biologicas distintivas. En particular, es importante
remarcar las diferencias que presentan en cuanto a sus reactividades con biomoléculas, y también
sus propiedades difusionales en sistemas compartimentalizados, siendo ambas caracteristicas
fundamentales a tener en cuenta para sus destinos y acciones en sistemas bioldgicos. Ambos
conceptos estan ademas relacionados, ya que la distancia de difusion dependera en parte de la
reactividad de la molécula. Asi, los posibles efectos bioldgicos de las distintas especies oxidantes
estaran influidos por una combinacion de la reactividad y la capacidad de difundir en particular a
través de membranas biologicas.

Estos aspectos son particularmente relevantes cuando se atribuyen acciones citotoxicas y
microbicidas a las especies reactivas producidas por células del sistema inmune ya que estas pueden
formar especies oxidantes tanto hacia el medio extracelular como hacia el intrafagosomal con el
cometido de generar dafio oxidativo a una célula blanco. El nivel de oxidantes formados en
compartimentos especificos y las distancias de difusiéon que deben recorrer para ejercer acciones
citotoxicas, van a ser determinantes criticas para definir la importancia de cada una de las especies
reactivas como moléculas efectoras de la inmunidad celular.
1.1.3.1 Especies reactivas derivadas de oxigeno
Radical Superdxido: El O, es un radical libre que puede actuar tanto como reductor o como
oxidante (E”0y02.= -0.33 V y E”02..m202= 0.94V), presentando en sistemas bioldgicos una vida
media corta (< Ims) debido fundamentalmente a la reaccion de dismutacion catalizada por las
distintas isoformas de la enzima superoxido dismutasa (SOD) (ec. [3]) (73) y por la reaccién con el
"NO (k~1.6 x 10" M's™") (74).

SOD
0" + 0,- 2 H,0, + O, k=2x10° M [3]

La difusion del O, a través de membranas bioldgicas se limita a su pasaje a través de
canales anionicos ya que su pKa es de 4.8, y a pH fisioldgico la mayor parte de las moléculas estan
en la forma anidnica, lo que impide la difusion a través de la membrana.

La formacion de O, conduce entonces, mas que a efectos directos de esta especie, a la
generacion local de nuevas especies con mayor capacidad oxidante como el H,O, y el ONOO™.
Perdxido de hidrégeno: El HyO, (E” mo2.0u= 0.38 V) tiene caracteristicas que lo diferencian de las
otras especies derivadas del oxigeno, es una molécula sin carga, no es un radical libre y es
relativamente estable en condiciones fisioldgicas. Es capaz de oxidar por dos electrones
directamente varias biomoléculas, como por ejemplo, sulthidrilos y hemoproteinas y ha sido
identificada su participacion en vias de sefializacion celular.

Su vida media depende principalmente de la actividad de enzimas detoxificantes como la
catalasa que cataliza la conversion del H,O, en H,O y O,, la glutation peroxidasa que lo reduce a
H,0 a expensas de la oxidacion de glutation, y otras peroxidasas que varian segun el tipo celular.

Los tripanosomatideos no poseen catalasa pero en 7T.cruzi han sido identificados varios
sistemas de peroxidasas localizados en los distintos compartimentos intracelulares

El H,O, es una molécula polar, similar al H,O, y su difusion a través de las membranas
bioldgicas presenta caracteristicas similares a las del agua, sin embargo estudios recientes han
demostrado que Saccharomyces cerevisiae adquiere resistencia al HyO; (75) con una disminucién en
un factor de 2 de la permeabilidad de su membrana a este oxidante logrado por cambios en la
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composicion de la membrana. Esto junto a la rdpida remocion del H,O, por los sistemas
antioxidantes intracelulares, generan un importante gradiente en las concentraciones entre el medio
extracelular y el intracelular (76).

Radical Hidroxilo: La produccion bioldgica de "OH a partir de especies reactivas del oxigeno
requiere la participacion de metales de transicion (Fe, Cu) que intervienen en la reaccion de Fenton
[Ec.2] o en el ciclo de Haber-Weiss [Ec. 2 y 3].

02._ + FGHI 4 O, + FGH [4]

H,0, + Fe" —» Fe" + OH + ‘OH [5]

La formacién de esta especie in vivo requiere por tanto la reaccion del O, con el metal,
para las que debe competir con las otras reacciones del propio superoxido y la reaccion del H,O,
con el Fe'', reaccion lenta, cuya constante para la reacciéon con el Fe'' libre es de 2.0 x 10* M's”
'(77). En condiciones fisiologicas los niveles de Fe libre o activo desde el punto de vista redox son
extremadamente bajos, sin embargo un aumento en los niveles de O, y de H,O, pueden promover
la movilizacion de metales unidos a proteinas por mecanismos que incluyen la oxidaciéon mediada
por O, de centros ferrosulfurados (como en aconitasa (78)), de proteinas de reserva o transporte de
Fe (como ferritina y transferrina) o degradando grupos hemos proteicos. Los metales liberados en
estas condiciones son atrapados por moléculas de bajo peso molecular, como ADP, citrato, o
piruvato que funcionan como quelantes, estando disponible el metal para la reaccion de Fenton (77).

El "OH es la molécula de mayor poder oxidante formada en sistemas biologicos (E°” onmzo
=2.33 V), reaccionando con la mayoria de las biomoléculas en reacciones de adicion u oxidacion
por un electrén a velocidades controladas por difusion (k > 10° M's™). Debido a esta alta
reactividad su vida media es extremadamente corta (~ 10” s) y pese a la vision com@nmente
aceptada acerca de su alto potencial citotdxico, éste es relativo, ya que una importante proporcion
de lo que se genera puede reaccionar, por ejemplo, con residuos proteicos no criticos y no tener
efecto sobre las funciones celulares. E1 "OH sélo difunde 3-4 didmetros moleculares de su sitio de
formacion.

En la reaccion de Fenton existen dos vias alternativas a la formacion de ‘OH, una conduce a
la formacion de especies no oxidantes y la otra es la formacién de especies oxo-ferrilo (X-Fe'V= 0)
(77). Los complejos oxo-hierro tienen una mayor vida media que el ‘OH, siendo mas selectivos en
su reactividad (E° peryrenr ~ 1.6 V). Una reaccion posible de estos complejos es con el nitrito, al que
oxida para dar "NO,, como ocurre con el compuesto II de la mieloperoxidasa (MPO- Fe V) (79,80).
Acido hipocloroso: El H,O, puede, en lugar de ser sustrato de las enzimas detoxificantes dar origen
a la formacion de otro oxidante potente: el acido hipocloroso (HOCI) por acciéon de la
mieloperoxidasa (MPO).

La MPO cataliza la formacion de HOCI a partir de H,O, e i6n CI” (ecs.[6] y [7]). Los
productos de oxidacion de haluros (como el HOCI) son moléculas citotoéxicas que actuan por dos
mecanismos principales: la halogenacion y la oxidacion ( E” pocycr= 0.17 V 'y E”nocicr. = 1.08
V).

MPO-Fe" + H,0, — MPO-Fe"V + H,0 [6]
MPO-Fe"V + ClI- — MPO-Fe" + HOCI [7]

Los principales productos en el caso de la cloracion son las monocloraminas y dicloraminas
que involucran principalmente el grupo amino N-terminal de péptidos y proteinas, asi como
nucledtidos de piridina y adenina. Es probable que la toxicidad dependa fundamentalmente de las
reacciones de oxidacion (81), ya que el HOCI es un potente oxidante cuyos blancos principales son
grupos sulfhidrilos, centros ferrosulfurados (82) y grupos hemos de distintas hemoproteinas (83).
Las cloraminas conservan un fuerte poder oxidante y son responsables muchas veces de la toxicidad
de este producto debido a su mayor estabilidad (84).

Esta enzima es capaz ademas de convertir el nitrito (NO,") en didxido de nitrogeno (‘NO,),
responsable de la nitracion de aminoacidos en particular de tirosinas (85,86,87). Este es un destino
probable del H,O, en neutrofilos que poseen grandes cantidades de esta enzima en los granulos
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azurodfilos, que es liberada al medio extracelular durante la activacion y degranulacion celular. Sin
embargo es un tema controversial la presencia de esta enzima en macrdfagos. La enzima estd
escasamente representada en los monocitos circulantes, no se expresa en macrofagos diferenciados
in vitro, aunque existe algun reporte de su presencia en macroéfagos diferenciados in vivo (88)'.
Radical Carbonato: El radical carbonato (CO;™) se forma en sistemas biologicos a partir de
reacciones en que participan el anion bicarbonato (HCOj5") y el dioxido de carbono (CO,). Los
mecanismos descritos originalmente fueron la reaccion del ‘'OH con HCO;™ y con el anion
carbonato (COs™) (ecs. [8] y [9]).

‘OH +HCO;~ — H,0 + CO;™ k=85x10°M"s" 8]

‘OH + COs> —OH + CO;~ k=3.0x10°M's" [9]

A pH fisologico la reaccion posible es la del ‘OH con HCO;™ (pKa = 10.25) (ec.[8]), que posee una
constante de velocidad mucho menor que la del “OH con la mayor parte de las biomoléculas (~10° —
10" M'.s™), y a pesar de que la concentracién del HCOs™ en medios biologicos es de 25 mM, no
parece ser un mecanismo probable de generacién de CO;~ en esos sistemas. Esto hizo que esta
especie no fuera tenida en cuenta por los bidlogos como posible oxidante hasta el reconocimiento
de la formacion de CO;™ a partir de la reaccion del ONOO™ con CO, (89-92).

La siguiente via fue la identificacion del CO3™™ como la especie oxidante, difusible, generada
durante la actividad peroxidasica de la CuZnSOD en presencia de HCOs™ (9,93) o CO; (94).

Por ultimo, otra fuente posible de COs;™ es la enzima xantino oxidasa en actividad en
presencia de HCOs™ (95).

El CO;™ es un radical libre con alto poder oxidante siendo el potencial de reduccion
determinado para el par CO;/ HCO;™ de 1.78 V a pH 7.0 (96) y el pKa de esta especie menor a 0
(97), con lo que se puede asegurar que en condiciones fisioldgicas se encuentra en la forma
anionica, dificultando su pasaje entre distintos compartimentos. La mayoria de las reacciones de
este radical son oxidaciones en medio acuoso por transferencia de electrones y abstraccion de
hidrégeno, pero practicamente no existen reacciones de adicion. En sistemas biologicos las
reacciones mas importantes son con algunos residuos aminoacidicos, en particular, triptofano (k =7
x 10 M™.s™), cisteina (k= 1.6 x 10’ M"'.s™), tirosina (k =3 x 10’ M".s™"), metionina (k = 3.6 x 10")
¢ histidina (k = 5.6 x 10° M"'.s™) (98,99). El resto de los aminoécidos, asi como el esqueleto
carbonado de las proteinas pueden ser oxidados, pero las constantes de esas reacciones son < 10° M~
's significativamente menores que las de los aminoacidos mas reactivos, lo que hace poco
probable que ocurran. Recientemente han sido reportadas reacciones con centros metalicos
proteicos, con constantes de reaccion altas, como es el caso de la reaccion del CO;™ con el Fe del
citocromo ¢ (k = 1 x 10° M's™ (100)) y de la aconitasa (k= 3x 10° M's™ (101)). Otra reaccion
posible es con las bases nitrogenadas de los acidos nucleicos, particularmente con la guanina, con la
que se ha determinado una constante de 2 x 10’ M™'s™ (102).

El CO;™ es un radical mas estable que el ‘OH, lo que hace mas efectivas sus reacciones; el
amplio rango que presenta en sus constantes de reaccion lo transforma en un oxidante muy
selectivo, que cuando es generado dentro de la célula seguramente su blanco preferencial sean los
residuos de tirosina expuestos al medio acuoso en las proteinas. Si bien la constante de reaccion con
el triptofano es mayor, este aminoacido se encuentra en un numero menor y generalmente se
localiza en entornos hidrofobicos, a los que el CO; no accede facilmente. La reaccion con la
tirosina genera radical tirosilo, que puede recombinar con 'NO, produciendo la nitracion del residuo
(103).

La difusion del CO5;™ a otros compartimentos celulares estd limitada por su condicion de
molécula cargada al igual que lo que ocurre con el anidon superoxido. Su reactividad va a estar
limitada por lo tanto al compartimento en que es generado (98).

En la linea de macrofagos que usamos en nuestro trabajo exploramos su presencia, pero no pudimos evidenciar
ninguna actividad ni en condiciones basales ni en las condiciones de activacion que usamos para la produccién de 'NO y
0,".
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1.1.3.2  Especies reactivas derivadas de nitrogeno

Oxido Nitrico: El 'NO es un radical libre bastante estable (E*”.xo+no = 1.21 V y E” .nono= 0.4 V),
con poca capacidad redox y por ello no reacciona en forma rdpida con la mayoria de las
biomoléculas. A pesar de esto la vida media del 'NO in vivo es relativamente corta (<10 s) (104),
siendo las reacciones directas mas rapidas con metales de transicion (como grupos hemo de la
guanilato ciclasa, citocromo oxidasa, y de la hemoglobina) o con otras especies radicalares como el
0,7 (105), radical tiilo (RS"), radicales proteicos y radicales lipidicos, mediando a veces reacciones
de terminacion de propagaciones radicalares (106). La mayor parte de sus efectos patogénicos
dependen de la formacion de sus derivados, como ONOO™, formado por la reaccion del "NO con el
radical superoxido, y 'NO,, por la reaccidn con el oxigeno.

La hidrofobicidad del 'NO permite su difusion a través de las membranas lipidicas (con un
valor reportado de 0.4 x 10° cm” s™ para la membrana de eritrocitos (107) y un coeficiente de
particion en liposomas de 4.4 (108)) Sus propiedades fisico-quimicas hacen que el 'NO sea una
molécula capaz de transmitir informacion y generar efectos en compartimentos diferentes al que fue
producido sin necesidad de mecanismos especificos de transporte. Esta difusibilidad implica que
puede salir del compartimento celular en el que es producido y distribuirse en todas las direcciones,
ya sea en otros compartimentos de la misma célula o hacia células vecinas (109). Las diferencias en
los efectos del 'NO en los distintos sistemas van a depender del tipo celular (con diferentes
moléculas blanco), fuentes de O, locales y tension de oxigeno. Las altas concentraciones de 'NO
sintetizadas por la iNOS, generan un aumento importante en el estado estacionario de 'NO en el
citosol celular y en las membranas, donde puede reaccionar con el O, (que también se concentra en
ambientes hidrofobicos), produciendo intermediarios reactivos como ‘NO,, N,O3;, N,O4 y cuyos
productos finales son el nitrito (NO,") y nitrato (NOs") (ecs. [10] a [14]) (110).

2'NO+0, — 2°'NO, k=24x10°M? s [10]
2'NO, — N,Oy k=45x 10° M's”! [11]
N,Os + H,O — NO,”+NO;™ +2H" k=1x10"s" [12]
'NO +'NO, — N,Os k=2x10"M"s"! [13]
N,O; +H,0 —> 2NOy + 2H' k=1.6x10°s" [14]

La difusién del 'NO hacia el espacio extracelular durante la activacién macrofagica va a estar
acelerada por la presencia de O,", favoreciendo la formacién de ONOO™ en los lugares en que se
encuentra activa la NADPH oxidasa.

Anién nitroxilo: E1 'NO puede ser reducido por un electron para dar el anion nitroxilo (NO™) con
un potencial de reduccion de 0.39 V. El NO™ se convierte rapidamente en N,O bajo condiciones
fisiologicas a través de la protonacion, dimerizacion y dehidratacion (111). Reacciona con tioles, lo
que resulta en la formacion de hidroxilaminas o S-nitrosotioles y con O, para dar ONOO™.

Didéxido de nitrégeno: E1 'NO; es un radical libre cuya formacion biologica depende principalmente,
de la descomposicion del ONOO™ y del ONOOCO;", de la oxidacion del NO,™ catalizada por
hemoperoxidasas (mieloperoxidasa y eosindfilo peroxidasa) y de la oxidacion por O, del 'NO
(Ec.[10]), reaccion favorecida en ambientes hidrofobicos donde ambas especies se concentran, en
particular cuando se incrementa la formacion de ‘NO, ya que la velocidad de la reaccion es de
segundo orden en la concentracion de 'NO.

Es un oxidante moderadamente fuerte (E°’ noano2= 0.9 V) y participa en reacciones de
recombinacién con otros radicales (k > 10° M".s™), de adicion a dobles enlaces, de transferencia de
electrones y de abstraccion de d&tomos de hidrogenos en enlaces carbono—hidrogeno por ejemplo en
compuestos fenodlicos (98). Entre las reacciones de recombinacion se encuentran las reacciones con
radicales lipidicos y proteicos que llevan a la formacion de compuestos nitrados. El interés de este
proceso es que se trata de una modificacion de las moléculas que nos permite demostrar la presencia
de esta especie in vivo (103,112,113).
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Un destino del 'NO, de gran importancia en los sistemas bioldgicos es la reaccion con tioles
(¢j. el glutation (GSH), k = 2 x 10’ M's" a pH 7.4 (114)), debido a la alta concentracién
intracelular de estos.

En sistemas biologicos las concentraciones que se alcanzan de esta especie son bajas
(<IuM) por lo que la reaccion de dimerizacidon para dar N,O4 (ec.[11]) es poco probable (98).
Peroxinitrito: La formacion simultdnea de 'NO y O, lleva a la produccion de una especie no
radicalar pero con alto poder oxidante. Las propiedades fisico-quimicas de sus precursores indican
que el 'NO debe difundir hasta el sitio de produccion del O,. En nuestro modelo, el peroxinitrito se
genera hacia el medio extracelular en ausencia de fagosoma o cuando hay fagocitosis, dentro de la
propia vesicula.

'NO +0,” - ONOO~ k= 1.6x 10" M5 [15]

En condiciones fisiologicas la presencia de superdxido dismutasa tanto a nivel citosélico

(CuZnSOD), mitocondrial (MnSOD) como extracelular (EC-SOD), lleva a la rapida dismutacion
del O,” formado para dar H,0,. Sin embargo, la sobreproduccion de NO en condiciones
patologicas puede competir con esa reaccion y asi conducir a la formaciéon de ONOQO™. La forma
anidonica del ONOO™ se encuentra en rapido equilibrio con la forma protonada, el acido
peroxinitroso (ONOOH, pKa = 6.8 (115)), especies con reactividades diferentes.
Las reactividad del peroxinitrito/peroxinitroso se dividen en reactividades directas y las indirectas o
mediadas por los radicales (OH y 'NO,) productos de la homdlisis de la forma protonada , por lo
cual, la velocidad de descomposicion, y por lo tanto las reacciones, dependen del pH, con una
constante de velocidad de decaimiento de 0.9 s a pH 7.4 a 37 °C, que aumenta con la disminucién
del pH (116).

Las reacciones directas del ONOO™ incluyen la reaccion con sulthidrilos (115),
metaloproteinas (centros ferrosulfurados (117) y metalo-porfirinicos (118) ) y con dioxido de
car()bon? (?Oz), todas reacciones de velocidades moderadas, con un rango de constantes entre 10° a
10°M 5™

En medios biologicos la concentracion de CO; es del orden de 1-2 mM (10* veces mayor
que la concentracién de H" a pH 7.4, y 10” veces cuando el pH es < 6, como en el fagosoma), lo que
hace de esta reaccion una de sus principales rutas in vivo. La reacciéon con CO, (k= 5.8 x 10* M''s™
a 37°C (90)) genera un aducto denominado nitrosoperoxocarboxilato (ONOOCO,") que tiene una
vida media estimada en menos de 1 pus y homoliza generando en este caso, un 35% de los radicales
CO;5™ y 'NO,, mientras el resto rearregla a NO3 ~y CO, (Figura 1.5).

La vida media del ONOO™ en sistemas biologicos se estima en el rango de los 10 ms, tiempo
suficiente para permitir su difusion entre distintos compartimentos y difundir entre 1 y 2 diametros
celulares (~10 um). E1 ONOO™ puede atravesar las membranas celulares via canales anidnicos,
mientras que el ONOOH lo hace por difusion pasiva. Es probable que en biologia ambos
mecanismos coexistan, dependiendo la importancia relativa de ambas vias de diversos factores,
entre los que se incluyen por ejemplo una combinacion del pH local y de la presencia y el nimero
de canales anidnicos (118). Esto implica que el ONOO™ puede actuar en un compartimento distinto
al que fue generado. Sin embargo, en el caso del aducto que se forma en su reaccion con el CO,, el
ONOOCO;, su corta vida media (<1 ps (119)) implica que decaiga en el mismo compartimento en
que es generado, por lo que sus efectos dependeran principalmente de reacciones de CO5;™ y 'NO,
generados (120).
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'NO,+CO;”

35%
[ONOOCO3] — NO, + CO;
A 65% .
CO, | 1
H+ 0.9s"! v _
‘NO+ 07 — ONOO™ === ONOOH === [NO, ‘OH] — NO,
- 70%
M 1 RH . 30% | 1y
"\"No2 NO;
M(lﬂ 1)+ ROH -I\IC)3 + OH

Figura 1.5 Rutas del peroxinitrito. (I) reaccion directa con metales de transicion; (II) es la reaccion de
oxidacion por dos electrones; (III) formacion de nitrosoperoxocarboxilato y su descomposicion; (IV)
homodlisis del acido peroxinitroso y (V) rearreglo a nitrato.

Extraido de Radi et al, Free Radic.Biol. Med. (30) 2001

El rol de cada una de estas especies en el dafio oxidativo, depende de su capacidad de
difundir suficiente distancia en medios bioldgicos para alcanzar blancos criticos y de su poder
oxidante. Esto involucra caracteristicas como el potencial re-dox, la vida media y su capacidad de
atravesar membranas biologicas. En la Tabla 1.1 mostramos esos datos para las especies
involucradas en el proceso fagocitico (Tabla 1.1)
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Tabla 1.1. Propiedades fisico-quimicas de las especies reactivas derivadas del oxigeno y del

nitrogeno producidas por macrofagos activados.

Nombre recomendado

Formula por TUPAC Nom‘t’)re t i (s) E° (V) Propiedades fisicoquimicas
comun
- Didxido(e1-) . ‘o 3 Difusion limitada a pasaje por
0, Anidn superdxido 10 10.94  hales anidnicos
AH,0 Dihidridodidxido Peroxido de 1038 Difunde  membranas, la
2 hidrégeno - ) permeabilidad al H,0,
depende de la composicion
. hydridooxigeno(*) . . . 9 Difusién limitada debido a su
OH Radical hidroxilo 10 +2.3 alta reactividad
— trioxidocarbonato(*1-) . 3 Difusion limitada a pasaje por
CO; Radical carbonato 10 16 hales anidnicos
. oxidonitrogeno(*) - o Difunde facilmente y alcanza
NO monéxido de nitrégeno Oxido nitrico 1-10 1039 iros compartimentos
. diéxidonitrogeno(*) S o 2 Difunde facilmente, se
NO, di6xido de nitrogeno dioxido de nitrogeno 10 1099 cumula en membranas
ONOO™ Oxoperoxonitrato(1-) Peroxinitrito * Dl.f}m.d ¢ a través de canales
anidnicos.
10”! +1.4
ONOOH hldrog.eno Acido peroxinitroso Difunde membranas
oxoperoxonitrato(1-)
ONOOCO,~ I—F:arbox¥lato-2- Nltrosop‘eroxo- <10 _ leu51qn llmltqda debido a su
nitrosodioxano carboxilato corta vida media

'TUPAC: International Union of Pure and Applied Chemistry

*El H,0, es una especie muy estable, pero la presencia de catalasa y distintas peroxidasas en células disminuye su vida
media, y el valor depende la capacidad de detoxificacion de cada tipo celular.

? El término peroxinitrito se usa generalmente para referirse a la suma de ONOO~y ONOOH. A pH 7.4 existe un 80%
de la forma ONOO™. La vida media reportada corresponde a la de la mezcla de ambas especies, a pH 7.4, 37°C.
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1.1.3.3 Métodos de deteccion de especies reactivas en sistemas biologicos

Las cortas vidas medias de las especies oxidantes dificultan su deteccion, en particular
cuando se generan en sistemas bioldgicos, en donde la deteccion debe competir con los sistemas
antioxidantes y con las elevadas concentraciones de biomoléculas que pueden reaccionar con ellas.
Se necesitan sondas que reaccionen o atrapen estas especies sufriendo alguna modificacion
caracteristica, estable y que no sean toxicas. En el curso de esta tesis hemos utilizado técnicas que
ya han sido caracterizadas en forma apropiada por distintos autores. Las sondas cominmente usadas
poseen  propiedades  espectrofotométricas, fluorescentes  (dihidrorodamina  (121,122),
diclorofluoresceina  (123-125), hidroetidio  (126-128), diaminofluoresceinas (129,130)),
luminiscentes (luminol (89,131,132), lucigenina (133,134), coelenterazina (135)) o paramagnéticas
(sondas atrapadoras de spin).

La mayoria de estas técnicas no son especificas para una especie, sino que muchas veces los
mismos productos se generan por la reaccion de varias de ellos.

La deteccion del radical carbonato ha sido menos estudiada que la de las otras especies, ya
que como vimos anteriormente, la caracterizacion de su formacidon en sistemas biologicos es
reciente (90). Este radical generalmente no se adiciona, lo que dificulta su deteccion especifica. Sin
embargo puede ser detectada en forma directa por dos técnicas, la quimioluminiscencia,
dependiente seglin plantearon Hodgson y Fridovich (136), de la reaccion de dismutacion del CO;™
(90,95) y la resonancia paramagnética electronica (92), con la limitaciéon en ambos casos de que se
necesitan concentraciones relativamente elevadas para ser detectadas. La deteccion indirecta se
realiza por evaluacion de los productos de oxidacién, como la formaciéon de 3-3’ditirosina
(137,138), oxidacion de sondas fluorescentes (dihidrorodamina y diclorofluoresceina) (124) y de la
formacion del aducto hidroxilado del atrapador de spin 5,5-dimetil-1-pirrolina-N-6xido (DMPO)
(9,139) (Fig. 1.6).

La deteccion de CO;™ por la reaccién con el DMPO resulta interesante ya que esta
molécula difunde facilmente a través de las membranas y puede ser usada en altas concentraciones
(~100 mM) en células, tejidos o animales, ya que no presenta toxicidad en esas concentraciones. Al
tratarse de una deteccion indirecta se pierde especificidad, ya que el DMPO hidroxilado (DMPO-
OH) es el producto también de la adicion ‘'OH y del decaimiento de la forma DMPO-OOH
generada por la reaccion del DMPO con el O,”, pero puede ser una técnica importante para la
deteccion de CO;™ en sistemas biologicos.

H
+ °‘OH _— N OH
) |

(CO;™, 0,

O—Z+ l
=

0]

DMPO DMPO-OH
(EPR silente)

Fig.1.6  Estructuras del DMPO y el
DMPO-OH

A través de mecanismos diferentes el ‘OH, el
0,” y el CO;~ forman el producto
hidroxilado del DMPO, el DMPO-OH que
presenta una sefial de EPR caracteristica.

-21-



1.2  Rol citotoxico de las especies reactivas del oxigeno y del nitrogeno

La actividad microbicida de estas especies ha sido convincentemente demostrada desde
experimentos in vitro de exposicion a oxidantes, cocultivos con células productoras de 'NO y O,
con la respectiva modulacion farmacologica de esas producciones, hasta la generacion de los
modelos de animales knock-out para una o mas de las enzimas vinculadas a la generacion de
oxidantes.

Como vimos, a partir de los productos de las enzimas que se activan durante una infeccion,
el O, y el 'NO, se generan, en forma espontdnea o catalizadas, otras especies, tales como el H,O»,
‘OH, 'NO,, ONOO~, ONOOCO,” y CO;™, lo que hace muchas veces dificil la asignacion de
acciones microbicidas especificas a cada una de ellas.

Los blancos que existen en los patdogenos son diversos, incluyendo tioles, centros metalicos,
tirosinas proteicas, bases de los nucleotidos y lipidos.
1.2.1 Toxicidad mediada por las especies reactivas derivadas del oxigeno

Estudios de exposicion de Escherichia coli a bajas concentraciones de H,O,, mostraron que
el mecanismo principal de toxicidad en ese sistema dependia del dafio sobre el DNA de la célula,
mientras que exposiciones a altas concentraciones resultaban en dafio sobre diversos blancos
celulares. El dafio sobre el DNA es dependiente de la presencia de hierro, lo que implica al radical
hidroxilo o el ferrilo como especies toxicas producidas por reaccion de Fenton con modificaciones
de las bases y de los aztcares que derivan en roturas de la cadena (140). El dafio sobre las proteinas
provoca una serie de modificaciones sobre algunos aminoacidos, entre los que se destacan: la
cisteina, metionina, tirosina, fenilalanina y triptofano, y también se ha descrito en estudios de
exposicion a H,O,, la generacion de carbonilos proteicos, formados por la oxidacién de arginina,
prolina, o lisina (141).

1.2.2 Toxicidad mediada por las especies reactivas derivadas del nitrogeno

El 'NO y los nitrosotioles pueden inhibir parcialmente la respiracion bacteriana (142) e
incluso promover la formacion de O, a ese nivel con la subsiguiente formacion de ONOO™ en la
mitocondria del patdogeno (143). Se ha mostrado también la inhibicioén reversible de la replicacion
del DNA bacteriano por un mecanismo de movilizacion del Zn de metaloproteinas (144), y la
inhibicion de la sintesis de ribonucleotidos por la reaccion del NO con el radical tirosilo generado
durante el ciclo catalitico de la ribonucledtido reductasa, lo que limita la disponibilidad de
precursores para la sintesis y reparacion del DNA (145).

En algunos casos ya ha sido demostrado que la molécula efectora es el ONOO™, en particular
esto ocurre durante la interaccion con los macréfagos, ya que estos producen superoxido y 6xido
nitrico en cantidades equimolares durante por lo menos 60-90 minutos (21,146,147).

Los blancos del ONOO™/ ONOOH y ONOOCO; son:

1. Reaccion directa con centros metdlicos: como los grupos hemos de las hemoproteinas (ej.
citocromos (148)), o centros Fe-S (ej. aconitasa(117)).

2. Oxidacion de sulfhidrilos, (115) como en cisteinas proteicas (generando la inactivacion
enzimdtica en el caso de cisteinas criticas (149) o la depleciéon de tioles que participan en
mecanismos antioxidantes como el glutation o la tripanotiona (150).

3. Nitracion de tirosinas, la nitracion de tirosina es un proceso altamente selectivo limitado a
determinadas tirosinas de las proteinas, que depende de la formacion de los radicales derivados del
ONOO™ y se asocia en muchos casos con pérdida de funcion de la proteina modificada.
Actualmente se han identificado varias proteinas nitradas vinculadas a diversos procesos
patologicos. Entre ellas destacamos a la MnSOD que fue la primer proteina nitrada encontrada in
vivo, y que la nitracion de la Tyr-34 conduce a la inactivacion total de la enzima. (151,152). Las
proteinas afectadas por este mecanismo estan asociadas a distintas funciones celulares, son
proteinas del citoesqueleto (como la nitracion de actina (153)) proteinas que integran vias de
sefializacidn con modulacion de las rutas dependientes de quinasas de tirosinas, con activacion de

-2 -



quinasas (ejemplo, ERK (154)) y proteinas vinculadas al metabolismo energético celular (proteinas
de la glucolisis (155) y de la cadena respiratoria (156-158)).
4. Oxidacion de lipidos. E1 ONOO™ es capaz de desencadenar peroxidacion lipidica (159,160)en
membranas afectando la permeabilidad y la fluidez de la membrana (161,162).
5. Oxidacion de dcidos nucleicos. Produce modificaciones oxidativas tanto a nivel de las bases
nitrogenadas (en particular sobre la guanina, con la 8-oxo-guanina como producto mayoritario y 8-
nitroguanina (163)), como del esqueleto de aztcar-fosfato en acidos nucleicos, que conducen a la
rotura de la cadena , con activacion de la poli (ADP) ribosa polimerasa (PARP) (164).

La toxicidad del ONOO™ puede derivar en los dos procesos de muerte celular conocidos,
apoptosis (165,166) y necrosis (164,167) (Figura 1.7), recientemente revisado por Szabd,
Ischiropoulos y Radi (2).

cardiolipin
oxidation

MLK
+ +

" 4 PARP-1

' 4 (inactiv
¥
' | PARP-1

{\\" (active)
f1||| strand
-||1 repair _ break
, NAD' + ATP

¥

A\ *

. 14_.'}\
. NAD'andATP
"W, depletion

NECROSIS APOPTOSIS

Fig. 1.7 Muerte celular mediada por peroxinitrito

En la mitocondria el ONOQO™ afecta la formacion de ATP e induce pérdida del potencial de
membrana con la liberacion de citocromo ¢ y activacion de apoptosis.

A nivel nuclear el ONOO™ genera dafio sobre el ADN, con la fragmentacion de ADN vy la activacion
de la PARP y la deplecion de ADP y ATP provocando la necrosis celular.

Extraido de Szabo, Ischiropoulos y Radi. (2007) (2)

Para ejemplificar los efectos microbicidas del ONOQO™ mostramos en la Tabla 1.2 algunos
datos que existen en la literatura y las estrategias experimentales que se han utilizado para intentar
definir la especie responsable del dafo. Los dafios oxidativos identificados en células expuestas a
ONOO in vitro, sirven como base para analizar qué procesos ocurren in vivo. Aunque inicialmente
se creia que la nitracién proteica era una huella exclusiva del ONOO™, actualmente se sabe que
aunque es una de las posibles fuentes de 'NO, también existen otros mecanismos como la nitracion
mediada por peroxidasas. Como se observa en la Tabla 1.2 las aproximaciones experimentales con
los distintos patogenos son similares, identificando a la iINOS y la NADPH oxidasa como
mecanismos efectores necesarios para el control de la infeccion.
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Tabla 1.2 Evidencias del rol citotoxico del peroxinitrito durante la infeccion.

Patogeno Estrategia Experimental y Observaciones Referencia
Bacterias
Escherichia coli Exposicion in vitro a 'NO y ONOO™. (168)
(bacilo gram (-)) Mayor toxicidad del ONOO™. (169)
La cepa de Salmonella deficiente de Cu,Zn-SOD tiene
Salmonella thiphimuriym "3 menor sobrevida en macréfagos y es menos
(bacilo gram (f;) virulenta en ratones. Recupera su virulencia cuando se  (170)
£ enfrenta a macrofagos incapaces de generar O,” o
NO.
Brucella abortus (1) Infeccion en macrofagos. Uso de inhibidores. 171)
(gram (-), intracelular) (2) Infeccion en ratones deficientes en iNOS y (172)
gp91phox.
Mycobacterium Exposicion a oxidantes in vitro
tuberculosis Infeccion en macréfagos. Uso de inhibidores. (173)
(gram (+)) Infeccion en ratones deficientes en iNOS
Rhodococcus edui Exposicion in vitro a oxidantes. Control de la infeccion
(gram (+) intraqcelular) en ratones es IFN-y dependiente. Ratones deficientes (174)
& ’ en iNOS o NADPH oxidasa no controlan infeccion
Parasitos
Croptosporidium parvim La infeccion en animales es mayor con inhibidores de
( rr)c})]:oz (il rio) P la iNOS y FeTMPyP. Colocalizaciéon de NO,-Tyr con (175)
P iNOS.
Leishmania amazoniensis Infeccion en ratones. Deteccion de NO,-Tyr en
(protozoario) proteinas de la vacuola fagocitica del macréfago y del (176)
P parasito
Cocultivos con macrofagos activados.
Leishmania major Los autores asocian la toxicidad con el 'NO pero no (177)
(protozoario) tienen en cuenta la formacion de O, durante la
interaccion macrofago-Leishmania
(L;giz(:?;g;lﬁlogionovam Infecciones en ratones iNOS(-/-) y NADPH oxid. (-/-) (178)
Virus
Exposicion in vitro a ONOOQO™ inhibe la replicacion
Coxsackievirus viral. Deteccion de NO,-Tyr asociada a proteinas (179)
(virus) virales e inhibicion de la infeccion en ratones mediada
por inhibidores de la NOS y atrapadores de ONOO™.
Hongos
Candida albicans Exposicion in  vitro a oxidantes. Infeccion en
macréfagos que aumentan con inhibidores de la iNOS  (180)

(fungus)

y atrapadores de O,
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Estudios con animales deficientes de NADPH oxidasa e iNOS.

Como se puede observar en la Tabla 1.2, una de las estrategias mas usadas actualmente es el
uso de los animales modificados genéticamente, que sean incapaces de producir O,™, 'NO o ambas.
Si bien experimentalmente es mas simple el uso de inhibidores de las enzimas para analizar su
participacion como mecanismos efectores, esto ha planteado ciertas dificultades en modelos
animales. Por un lado debido a que no se dispone aun de inhibidores efectivos, especificos e
inocuos para el huésped, de la NADPH oxidasa (3). En cuanto a la iNOS, aunque existen diversos
inhibidores, se presentan dia a dia nuevas moléculas, intentando inhibir especificamente a la
isoforma inducible, para evitar los efectos sobre la produccion fisiologica de ‘NO.

La generacion de ratones deficientes en NADPH oxidasa (para alguna de las subunidades, en
la mayoria de los casos, son ratones gp917°% -/- 0 p47 ™19*_/.) mostré que son susceptibles a una
serie de infecciones, como S. typhimurium (181), A. fumigatus (182) y S. aureus. Los ratones
deficientes de iNOS, mostraron su esencialidad en infecciones con Mycobacterium tuberculosis
(183), Leishmania major (184), Leismania donovani (178). Con respecto a estas especies es
interesante remarcar que por otros mecanismos algunos de estos patégenos modulan el estallido
respiratorio del huésped.

Se han desarrollado también ratones deficientes mas complejos, tratando de estudiar las
interacciones de las diferentes vias que participan en la inmunidad. El ejemplo mas dramatico de
estas combinaciones fue el modelo desarrollado por Shiloh y col. (181) de un ratéon doblemente
deficiente para gp91"°* y NOS2. Atn en condicién libre de microorganismos externos estos
ratones morian por infecciones generadas a partir de los microorganismos presentes en la flora
normal (181).

La estrategia de modificacion genética también presenta problemas, ya que puede perder de
vista otras funciones de las mismas moléculas. En el caso del 'NO y del O, se les reconocen
funciones de regulacion de la respuesta inmune fundamentales para el correcto desarrollo del
proceso, como la inhibicion de la proliferacion de los linfocitos (46), la produccion de una larga
lista de citoquinas (185) y la activacion de vias de sefializacion (186,187)

Los mecanismos antimicrobianos que se ponen en juego en cada infeccion pueden ser
diferentes. En el sistema inmune existe redundancia que permite asegurar el éxito y también existe
sinergia entre mecanismos aparentemente independientes, estos dos elementos, esenciales, hacen
que sea dificil la interpretacion cabal de los resultados que se obtienen con los modelos knock-out.

1.2.3  Sistemas defensivos contra especies reactivas presentes en microorganismos.

Los microorganismos patogenos son aquellos que resisten o burlan los mecanismos
efectores de las células fagociticas, logrando esto por medio de varias estrategias que incluyen, la
evasion, la supresion, la inactivacion enzimatica, atrapamiento de especies, secuestro de hierro y
mecanismos de reparacion.

Los mecanismos involucrados comprenden la disrupcion algunas veces de las vias de
sefializacion que activan al macréfago, como son las vias implicadas en la activacion de la NADPH
oxidasa y de la iNOS (188,189).

La detoxificacion de estas especies por enzimas como las catalasas, superoxido dismutasas y
peroxidasas ha sido estudiada en la mayoria de los patdgenos, siendo en muchos casos enzimas
necesarias para la virulencia del organismo (190). Mas recientemente se han detectado nuevas
actividades de detoxificacion de las especies reactivas del nitrogeno, como las actividades
dioxigenasa y reductasa de 'NO que han sido identificadas en Escherichia coli y en Mycobacterium
tuberculosis (191-193) o la actividad peroxinitrito reductasa atribuida a las peroxirredoxinas,
familia de enzimas ampliamente distribuidas tanto por los tipos celulares en los que se han
identificado (levadura, protozoarios, eubacterias, plantas y animales) como por su localizacion
subcelular (en citosol, mitocondria, cloroplastos, peroxisomas y asociadas a membranas) (194-196).
La resistencia que se observa en numerosas bacterias se vincula a la expresion de enzimas
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antioxidantes. En Salmonella typhimurium, la CuZn-SOD periplasmica es fundamental para la
sobrevida de la bacteria en el fagosoma, evitando la formacion de ONOQO™ durante el proceso (170).

Ademas de las actividades enzimaticas, existen moléculas que pueden funcionar como
atrapadores intracelulares de los oxidantes, como son los tioles de bajo peso molecular, como el
glutation (GSH) presente en gran parte de los microorganismos y en el caso de los
tripanosomatideos, la dihidrotripanotiona, un ditiol que es el centro de las rutas de detoxificacion de
oxidantes en estos protozoarios (150).

Es interesante marcar que la exposicion a los distintos oxidantes, como O, ", H,O,, 'NO y S-
nitrosotioles activan en muchos patégenos los mismos genes, codificando para aumentar las
defensas antioxidantes, como el regulon SoxRS de E.coli que contiene el gen de la SOD,
endonucleasa IV y glucosa 6-fosfato deshidrogenasa y el activador OxyR que controla la expresion
de catalasa, glutation reductasa y la subunidad C de la alquil hidroperoxido reductasa (AhpC) (
identificada como integrante de la familia de peroxirredoxinas, con actividad peroxinitrito
reductasa) en E.coli y en S. thyphimurium (197,198).

Sistemas detoxificadores en Trypanosoma cruzi

La detoxificacion de oxidantes en tripanosomatideos estd a cargo de 5 peroxidasas, que
obtienen los equivalentes de reduccion a partir de la forma reducida de la tripanotiona
(dihidrotripanotiona, T(SH),), principal tiol de bajo peso molecular en estos parasitos (Fig. 1.8), via
la triparredoxina (TPN, proteina con homologia a la tiorredoxina de mamiferos).

NADPH NADP*

S

TS,  T[SH],
ROH oxi GSS red ROOH
CPX GPXI ©
GPXI GPXII
ROO red ..> GSH oxid ROH
.-‘,') Xid
»
., . 'l'.:' ’ .A ~r
ROH ¥-+¥  ROOH

PR
ROOH T T

Fig. 1.8  Metabolismo de peréxidos en 7. cruzi. La tripanotiona disulfuro (TS,) es reducida a T(SH), por la
tripanotiona reductasa (TR) a expensas del NAD(P)H. La T(SH), puede ceder los equivalentes de reduccién a
diferentes sistemas enzimaticos dependientes de triparredoxina (TPN) o de glutatiéon (GSH). CPX (A) y MPX
(B) utilizan el poder reductor de la TPN para la reduccion de diferentes perdéxidos (ROOH) a sus respectivos
alcoholes (ROH). En los sistemas que utilizan las GPXI (A yC) (citosol y glicosoma) y GPXII (C) (reticulo
endoplasmico) el glutation oxidado (GSSG) es reducido de manera no-enzimatica por la T(SH), siendo el GSH
y/o la TPN los que ceden los equivalentes de reduccion. Para la ascorbato peroxidasa (APX) (D) el ascorbato es
reducido de forma no enzimatica por la T(SH),.

Extraido de Wilkinson et al, 2003.

Estos sistemas (representados en la Figura 1.8) son las triparredoxina peroxidasas mitocondrial
(MPX) y citosdlica (CPX) (199); la ascorbato peroxidasa del reticulo endoplasmico (APX) (200) y
las glutation peroxidasas (GPXI y II) presentes en el glicosoma, citosol y reticulo, que a diferencia
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de las de mamiferos, carecen de selenio en su sitio activo (201). La forma oxidada de la T(SH),, la
tripanotiona disulfuro (TS;) es reducida por la flavoenzima tripanotiona reductasa (TR) a expensas
del poder reductor del NADPH.

Recientemente se han realizado estudios de la expresion proteica diferencial entre los
distintos estadios del parasito. Se ha identificado asi, que en el pasaje a la forma infectiva
tripomastigota (metaciclogénesis) aumenta la expresion de enzimas y sustratos antioxidantes, entre
los que se encuentran la ascorbato peroxidasa (APX), las peroxirredoxinas citosdlica y
mitocondrial (MPX), la Fe-superoxido dismutasa mitocondrial (TcSODA), ademdas de
triparredoxina (TPN) y dihidrotripanotiona T(SH), (12). El aumento en los componentes
antioxidantes del parasito le sirve probablemente para enfrentar en el nuevo estadio la exposicion a
oxidantes, como ocurre durante la interaccion con las células del sistema inmune del huésped.

De todas las peroxidasas de 7. cruzi, la Gnica que se ha demostrado que tiene actividad
catalitica para la descomposicion del peroxinitrito in vitro es la CPX, con una constante
determinada para esa reaccion de 7 x 10° M. s (196).

1.3  Interaccion macrofago-Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi es un protozoario flagelado causante de la enfermedad de Chagas que
sufre numerosos cambios morfolégicos y metabodlicos durante su ciclo de vida. La forma no
infectiva (epimastigota) prolifera en el intestino del insecto vector (Triatoma infectans) y se
diferencia a la forma tripomastigota metaciclico en el sector terminal del intestino. El tripomastigota
metaciclico, forma infectiva para el huésped vertebrado, invade las células del huésped,
principalmente macrofagos, donde se diferencia a la forma replicativa intracelular, el amastigota.
Luego de varios ciclos replicativos, se generan acumulos de amastigotas dentro de la célula,
comienza la transformacion a la forma tripomastigota circulante y cuando se produce la muerte de
la célula huésped, los tripomastigotas salen al medio extracelular, infectando células adyacentes o
accediendo a través de la circulacion sistémica a otros tejidos (en particular, corazon, tracto
digestivo y sistema nervioso) (Figura 1.9) (202,203).

T Trans-sialidasas

4 Trans-sialidasas Fig. 1.9 Ciclo vital del Trypanosoma cruzi
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Una caracteristica de la infeccion por Trypanosoma cruzi es la destruccion de las células del
huésped, con dafio en los tejidos vitales dependiente del reclutamiento de células inflamatorias, que
contribuyen con la defensa eliminando parasitos, con el costo de dafiar los tejidos del propio
huésped (204,205); esto se ha evidenciado en el tejido cardiaco donde se encuentran, en fase
cronica, zonas de necrosis y fibrosis, rasgos caracteristicos de procesos inflamatorios cronicos. En
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esas lesiones cronicas, se ha detectado la presencia de parasitos (206,207) indicando que eso es lo
que determina el mantenimiento del proceso (208).

En el foco inflamatorio los linfocitos T activados producen citoquinas pro-inflamatorias,
como [FN-y y TNF-a que conducen a la activacion de las otras células del sistema inmune presentes
en el lugar, en particular neutréfilos y macrofagos.

Existen numerosos trabajos que estudian la interaccion de los diferentes estadios del
Trypanosoma cruzi con las células del huésped mamifero y presentan evidencias de la participacion
en el proceso de componentes de ambos tipos celulares, con el desencadenamiento de cascadas de
sefializacion complejas tanto en el pardsito como en la célula huésped (209-211). Existen
diferencias en los mecanismos usados para la invasion por la formas tripomastigotas metaciclico y
circulante (212), de los usados por la forma amastigota (213,214). Los tripomastigotas infectan en
un proceso en el que se pueden identificar dos pasos; el primer paso es la adhesion del parasito a la
membrana de la célula huésped, mediado por los motivos glicosidicos expuestos en las superficies
de ambas células (215,216). En la segunda etapa el parasito es internalizado y los mecanismos
involucradas en esta etapa son diferentes entre las células no fagociticas y las fagociticas. En
definitiva, las formas infectivas del parésito presentan distinta interaccion con cada una de las
células del huésped. Existe mucha informacion respecto a la invasion de células no fagociticas en la
literatura, pero nos centraremos en lo que ocurre en la interaccion del 7.cruzi con el macréfago.

1.3.1 Invasion del macrofago por T.cruzi

Generalmente se acepta que el sistema inmune juega un rol importante en el control de las
enfermedades parasitarias, y en el caso de la enfermedad de Chagas, existen evidencias basadas en
que deficiencias en la respuesta celular o humoral contribuyen con el progreso de la enfermedad.

Los macréfagos se encuentran entre las primeras células en ser infectadas por 7.cruzi, lo que
implica la importancia de analizar la capacidad de estos de controlar ese primer paso de la infeccion
(4,217).

La etapa de internalizacion del T.cruzi ocurre con la formacién de una vacuola fagocitica
que contiene al parasito, en un proceso dependiente de la polimerizacion de actina localizada en los
sitios de formacion del fagosoma (218). La infeccidon es inhibida por citocalasina D, droga que
promueve la depolarizacion de la actina (219).

Los primeros eventos que ocurren en la célula infectada luego de la internalizacion
comprenden la fosforilacion de tirosinas mediada por quinasas de tirosinas proteicas (PTKs)(220) y
la quinasa del 3-fosfatidilinositol (PI 3-K)(221,222), que son reclutadas en el sitio de ingreso del
parasito y colocalizan con los filamentos de actina (223). La PI 3-K estd involucrada en muchos de
los procesos que se desencadenan en la fagocitosis, como la activaciéon de GTPasas pequefias que
regulan la dinamica de la actina F (224), la movilizacion de lisosomas y su fusion con el fagosoma
generado (225) y la activacion de la NADPH oxidasa, siendo la principal responsable de la
fosforilacion de las tirosinas de la subunidad citosolica p47°"°%, que genera su migracion a la
membrana para formar la oxidasa activa (226).

En macrofagos infectados con T.cruzi existe inicialmente induccidén de citoquinas pro-
inflamatorias (IL-12 y TNF-a), mediado por glicoproteinas tipo mucinas del parasito (227) a través
de la activacion de las vias de NF-xB y MAPK (228). La iniciacion de estas cascadas de
sefializacion depende de la activacion a través del receptor TLR2 de la familia de receptores tipo
Toll (TLRs) (53). En la activacion del TLR2 por LPS se ha descrito que luego de la modulacion
pro-inflamatoria inicial, se induce un estado de tolerancia en el macréfago, reprogramando sus
funciones con una inhibicion de la produccion de citoquinas pro-inflamatorias, IL-12 y TNF-a
(229).

En células no fagociticas ha sido descrita una tercera etapa en la infeccion, que se conoce
como la evasion del parasito. Si bien esto no ha sido estudiado rigurosamente en células fagociticas
es probable que el parasito que sobrevive a los mecanismos efectores iniciales, pueda también en
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estas células escapar del fagosoma. La evasiéon en células no fagociticas consiste en una
degradacion de la membrana de la vacuola, proceso que es dependiente de la acidificacion del
contenido de la vacuola (230). El parasito secreta una proteina que estd inmunolégicamente
relacionada con el componente C9 de la cascada del complemento y que posee la capacidad (a pH
bajos) de constituirse como un poro en la membrana de la vacuola, provocando su disrupcion (231).

1.3.2 Produccion de superoxido durante la infeccion con Trypanosoma cruzi

Las cascadas de sefializacion que se activan durante la interaccion del macrofago con T..cruzi
(como la activacion de PKC), son las que estan involucradas en la activacion de la NADPH oxidasa.
Se han realizado pocos estudios en cuanto a la formacion de superoxido durante la fagocitosis de
estos pardsitos y esos trabajos se realizaron en condiciones diferentes, con resultados contrapuestos.

Docampo y col. estudiaron la interaccion de T.cruzi con neutrofilos expuestos a
epimastigotas y tripomastigotas opsonizados, evaluando la produccion de superdxido por el
aumento del consumo de oxigeno, la liberacion de H,O, y la formacion de DMPO-OH. Los autores
concluyeron que la interaccion con el pardsito desencadenaba estallido respiratorio y que la
produccion de O, era mayor en la interaccion con la forma epimastigota que con la tripomastigota
(232). La interaccion con macréfagos fue evaluada en dos trabajos en que los resultados fueron
contrapuestos; con células obtenidas a partir de bazo de raton (mayoritariamente macrofagos), se
determind la produccién de O, por quimioluminiscencia del luminol, obteniendo respuestas
similares con epimastigotas y tripomastigotas opsonizados (233). Sin embargo, unos afios antes, Mc
Cabe y col planteaban la incapacidad de los macrofagos de generar oxidantes durante la interaccion
con los parasitos, medidos como produccion de H,O, (234).

La formacion de ONOO™ durante la fagocitosis depende de que la NADPH oxidasa se active
y de la cantidad de O, generado por esta activacion. Por lo tanto es importante definir en particular
la capacidad de la forma tripomastigota de inducir respuesta en la célula huésped.

1.3.3 Produccion de éxido nitrico durante la infeccion con Trypanosoma cruzi

El control de la replicacion de T.cruzi intracelular y de la carga parasitaria en ratones
infectados vinculado a un aumento del IFN-y ha sido descrito en numerosos trabajos (235-237).
Uno de los efectos generados por el aumento del IFN-y es la induccion de la iNOS en células
fagociticas, y el rol del 'NO producido por células expuestas a citoquinas en el control de la
infeccion fue evidenciado también en modelos celulares y animales. Las aproximaciones
metodoldgicas fueron diversas, con el uso de andlogos de arginina como inhibidores de la iNOS,
que bloqueaban la actividad tripanocida de los macréfagos (238) o exacerbaban la infeccion en
ratones (239,240). También se realizaron estudios en ratones deficientes en el receptor para I[FN-y
(IFN-yR-/-) o en la oxido nitrico sintasa inducible (iNOS-/-), siendo ambas cepas altamente
susceptibles a la infeccion con T.cruzi evidenciado por las elevadas parasitemias y los dafios
observados en los tejidos (241). La presencia de la iNOS (242) y de nitrotirosina (243) en cultivos
o tejidos infectados ha sido demostrada y la colocalizacion de estos con los parasitos indica que no
habria un efecto sistémico ni local durante la infeccion que implique una regulacion negativa de la
actividad de la enzima in vivo.

Sin embargo, con la forma no infectiva (epimastigota) se ha observado la inhibicién de la
induccion de la iNOS con parésitos enteros y también con la cruzipaina (cisteina proteasa lisosomal
presente en los epimastigotas a una concentracion apreciablemente mayor que en los otros estadios
del parasito (244)) purificada a partir de estos, por lo cual se plantea que sea esta proteina la
responsable de la inhibicion (245,246). Con la forma tripomastigota se observa en cambio que la
produccion de 'NO no se afecta durante la infeccion, observandose la induccion de la proteina y
niveles de 'NO elevados tanto en cultivos celulares como en ratones infectados (247-249). En
macrofagos de cultivo, la infeccion con T.cruzi potencia el efecto del IFN-y, a través de la
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activacion de las vias NF-kB y STAT10, ademés de vias involucradas en aumentar la estabilidad
del mRNA (como ERK1/ERK?2) (249).
Toxicidad mediada por 'NO y O;"~

La produccion de "NO se correlaciona con la resistencia de las distintas cepas de ratones a la
infeccion, y el uso de inhibidores de la iNOS lleva a un dramatico aumento de la parasitemia y la
mortalidad. Existen numerosos reportes que muestran que los ratones deficientes en iNOS son muy
susceptibles a la infeccion (241,250); por otro lado Cummings y col. reportaron parasitemias
similares en ratones deficientes en iNOS y la cepa salvaje, adjudicandole el rol de control de la
infeccion a las citoquinas proinflamatorias a través de mecanismos independientes de 'NO (251).

Las especies reactivas del O, han sido implicadas en el control de la infeccion desde hace
muchos afios en que Bloom y col. desarrollaron una clona deficiente en NADPH oxidasa a partir de
la linea de macrofagos J774, observando una infeccion mayor en esas células que en la linea
parental (252,253).

Por ultimo, existen evidencias de la formacion de nitrotirosina durante la infeccion con
T.cruzi; se detectd un aumento de la nitrotirosina en proteinas plasmaticas y también un aumento de
la nitrotirosina en miocardio de los ratones infectados, tejido preferencial para el mantenimiento de
la infeccion en la etapa cronica (243,254). Si bien la nitracion no es una huella especifica de la
presencia de ONOO, si lo es para el 'NO y el O,7, ya que la nitracion en sistemas biologicos
depende de un aumento de ambas especies y puede ser debido a la formaciéon de ONOO™, o a la
actividad de una peroxidasa en presencia de NO,~ y H,O,. Las fuentes de 'NO pueden ser ademas
de las células inflamatorias, la iNOS de los propios miocitos con la induccién dependiente de
estimulos Thl; una fuente posible de O,, alternativa a la NADPH oxidasa que como vimos
produce grandes cantidades durante un tiempo limitado, pueden ser las mitocondrias de las células
del huésped y también la del parasito, ya que el aumento de 'NO puede inhibir la cadena respiratoria
con un aumento local del O,™, y por lo tanto del ONOO™ (248,255).

-30-



2. OBIJETIVOS
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2.1 Objetivos Generales

Estudiar la difusion y toxicidad de los oxidantes derivados de macréfagos activados

2.2 Objetivos especificos

221

222

223

Estudiar la reacciéon del radical carbonato con el 5,5-dimetil-1-pirrolina-N-6xido
(DMPO)

2.2.1.1 Determinar la constante de velocidad de la reaccion del radical carbonato con
DMPO

2.2.1.2 Evaluar el uso del DMPO como técnica de deteccion de radical carbonato en
sistemas bioldgicos

Estudiar la modulacion de la activacion macrofdgica en la interacciébn con
Trypanosoma cruzi

2.2.2.1 Evaluar la activacion de la NADPH oxidasa en la interacciéon con
epimastigotas y tripomastigotas

2.2.2.2  Evaluar la induccion de la o6xido nitrico sintasa en la interaccion con
epimastigotas y tripomastigotas

Estudiar la difusion y la toxicidad del peroxinitrito derivado de macréfagos sobre
Trypanosoma cruzi

2.2.3.1 Evaluar el efecto del CO, en la toxicidad del peroxinitrito sobre
Trypanosoma cruzi

2.2.3.2 Evaluar la toxicidad del peroxinitrito derivado de macréfagos sobre
Trypanosoma cruzi

2.2.3.3 Evaluar el rol de las triparredoxina peroxidasas de 7.cruzi en la proteccion al
dafio oxidativo generado por macrofagos activados
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3. MATERIALES Y METODOS
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3.1. Generacion quimica de oxidantes

3.1.1 Sintesis y cuantificacion de ONOO™

El ONOO™ es sintetizado en nuestro laboratorio en un reactor de flujo detenido a partir de peroxido
de hidrogeno y de nitrito de sodio en medio 4cido seglin ya ha sido descrito en trabajos anteriores
del equipo (90,115). La solucién es conservada a —80°C. La concentracion de ONOO™ es
determinada espectrofotométricamente, midiendo su absorbancia a 302 nm (e = 1670 M'em™).
(115); el exceso de peroxido de hidrégeno se elimina con el agregado de didoxido de manganeso.
3.1.2 Produccion de ‘OH

La generacién de ‘OH se realizo por medio de la reaccion de Fenton con hierro ferroso (Fe')
quelado con DTPA (Fe'-DTPA), con peréxido de hidrogeno (H,0,) (77). Las soluciones de Fe' (10
mM) fueron preparadas en el dia, disolviendo sulfato de hierro (II) de amonio en 2.5 mM de acido
sulfurico. La concentracion de H,0O, fue determinada espectrofotométricamente usando el
coeficiente de extincién de 43.6 M.cm™ a 240 nm. La reaccién fue iniciada con el agregado de
Fe' bajo agitacion sobre la mezcla de H,O, y DTPA preparada en buffer fosfato 50 mM.

3.1.3 Actividad peroxidasica de la CuZn-SOD

La reaccion se inicia con el agregado de H,O, al preparado de CuZn-SOD (60 uM), en presencia de
DMPO, o de tirosina segtn el ensayo. Incubaciones de 20 minutos se realizaron en buffer fosfato 50
mM, pH 7.4, en presencia de distintas concentraciones de HCO;™ para detectar los productos
(DMPO-OH, ditirosina) derivados de la formacion de CO;™~ por este sistema (9).

3.1.4 Dadores de oxido nitrico

Los dadores de "NO utilizados son los complejos NO-aminas estabilizados por pH (NOC de
Dojindo Molecular Technologies), que se descomponen liberando 'NO por protonacion. Existen
compuestos con distintas vidas medias a 37°C y pH 7.4, como el NOC7 (5 min.) y NOCI18 (21
horas), que fueron preparados como soluciones 10- 100 mM en NaOH 1 mM. La liberacion de 'NO
por estas sustancias es determinada espectrofotométricamente por la técnica de oxidacion de
hemoglobina a dos longitudes de onda: 577 nm (desaparicion de la oxihemoglobina) y 630 nm
(aumento de la metahemoglobina).

3.1.5 Produccion de O;" y H,0;

Utilizamos como sistema generador de O, la enzima xantino oxidasa (XO) que cataliza la
oxidacion de hipoxantina (HX) y xantina en presencia de O, a &cido urico. El O, funciona como
aceptor de 1 o 2 electrones siendo reducido a O, y H,O, respectivamente. La actividad de la
enzima fue monitoreada espectrofotométricamente midiendo la produccion de acido trico a 292 nm
(e=11 mM'em™) y la determinacion de la produccion de O,™ se realizo por el ensayo de
reduccion de citocromo ¢** (e 550=21 mM™. cm'l).

3.2 Técnicas de deteccion.

3.2.1 Sintesis y deteccion de 3,3’-ditirosina. Para generar la ditirosina usamos la peroxidasa de
rabano (0.2 mg/ml de HRP), en una mezcla que contiene L-tirosina (0.5 mM), y H,O, 500 uM en
buffer fosfato (50 mM) pH 7.4 incubandolos 20 min a 25° C. La muestra obtenida luego de la
incubacion fue centrifugada usando tubos Centricon (con un corte de peso molecular de 5000 Da)
para separar la enzima de los productos (256). La concentracion de ditirosina obtenida por accion de
la HRP o en los experimentos con el sistema CuZnSOD/H,0,/HCOs;’, fue determinada
espectrofotométricamente a 315 nm usando coeficientes de extincion reportados en la literatura:
5700 M"'.cm™ a pH 7.4y 8380 M'em™ a pH 9.9. (257).

3.2.2 Estudios de HPLC

La formacion de dimeros (3,3 -ditirosina) y de hidroxiaromaticos (3,4-dihidroxifenilalanina) a partir
de la oxidacion de tirosina por ‘OH o por CO;~ fueron determinados por HPLC de fase reversa
utilizando como fase mévil un gradiente de fosfato de potasio 40 mM pH 3 y metanol y como fase
estacionaria una columna C18. La deteccion de tirosina, 3,4-dihidroxifenilalanina (DOPA) y 3,3’-
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ditirosina fue realizada por absorbancia a 280 nm y por fluorescencia (Aexe= 280 nm y Aeyy= 410 nm)
con la utilizacion de compuestos estandares como referencia.

3.2.3 Estudios de espectroscopia de resonancia paramagnética electronica

La resonancia paramagnética electronica (EPR) es una técnica que permite la deteccion directa de
las moléculas que poseen un momento neto de espin electronico. Los radicales libres cumplen esta
condicidn, por lo que es la unica técnica que permite su deteccion directa. El EPR indirecto, usando
moléculas atrapadoras de spin (spin traps), es un herramienta que permite estudiar la formacion de
radicales libres, en particular de los radicales centrados en el oxigeno, que no son detectables por
EPR directo debido a sus cortas vidas media. En nuestro trabajo usamos como atrapador de spin al
5,5-dimetil-1-pirrolina-N-6xido (DMPQO), una nitrona capaz de atrapar radicales derivados del O,,
como ‘OH, O," y CO;" , generando por distintos mecanismos el producto hidroxilado del DMPO,
el DMPO-OH, que posee una sefal caracteristica (an = ag = 14.9 G).

Los valores de concentracion de DMPO-OH fueron obtenidos fueron determinados a partir de la
doble integral del espectro, usando como calibracion cada dia espectros de concentraciones
conocidas un nitroxido estable, el 4-hidroxi-2,2,6,6-tetrametilpiperidina-N-oxil (TEMPOL)
determinadas por espectrofotometria (€40nm = 1440 M'l.cm'l) en las mismas condiciones
instrumentales.

Los experimentos de EPR fueron realizados en un espectrometro Bruker EMX. Luego de realizada
la mezcla correspondiente la muestras fueron transferidas a una celda plana de 200 pl adquiriendo
inmediatamente el espectro. Las condiciones instrumentales se indican para cada experimento en la
seccion resultados. Todos los experimentos fueron realizados a 21°C. A

Deteccion de DMPO-OH generados por células: Los experimentos fueron realizados con
monocapas de macréfagos previamente sembrados en placas de 6 pocillos. La induccion de la iNOS
fue realizada 5 horas antes de las medidas con IFN-y y LPS (como se indica en la seccion
correspondiente) en DMEM. Luego de las 5 horas se lavaron los cultivos y se cambi6 el medio de
cultivo por dPBS adicionado con glucosa (1g/l), L-arginina (1 mM) y DMPO (100 mM). La
activacion de la NADPH oxidasa (con PMA (2 pg/ml) o con T.cruzi) se realizé en cada condicion
15 minutos antes de levantar el sobrenadante para transferirlo a la celda del EPR.

3.2.4 Estudios de radioélisis de pulso

La determinacion de las constantes de velocidad de reaccion del radical CO;™ presentados en esta
tesis fue realizada por la técnica de radidlisis de pulso gracias a la colaboracion con Lisa Folkes y
Peter Wardman del Gray Cancer Institute, Mount Vernon Hospital en Northwood, Middlesex, UK.
Utilizaron un acelerador lineal de 6 MeV, generando pulsos de 3.3 Gy. Los experimentos fueron
realizados a temperatura ambiente. El CO3™ fue generado por radidlisis de soluciones conteniendo
90 mM Na,COs, 10 mM NaHCO; a pH 10.7 previamente saturadas con N,O. Las constantes de
velocidad de las reacciones del CO;™~ con DMPO y con DTPA-Fe se obtuvieron observando a 600
nm el decaimiento del CO5™™ en presencia de concentraciones crecientes de la molécula en estudio.
3.3 Cultivos celulares.

3.3.1 Cultivo y activacion de macroéfagos

La linea 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 por Ralph y col en
1975, comparte con los macrofagos primarios gran parte de sus caracteristicas, tal como la
fagocitosis, sintesis y secrecion de lisozima y proteasas neutras y expresion de receptores Fc y C3.
El cultivo de esta linea se realiz6 en 90% Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) 1.0 g/l de
glucosa, 100 U/ml penicilina, 100 pg/ml estreptomicina y 10 % suero bovino fetal inactivado por
calor. Se mantuvieron en estufa de cultivo a 37°C, 5% CO,, en frascos de cultivo de 25¢m?.

Los experimentos se realizaron en Dulbecco’s PBS (dPBS: 0.9 mM CacCl,, 0.5 mM MgCl, 2.7 mM
KCL, 1.45 mM H,PO4, 137 mM NaCl, 8.1 mM Na,HPO4 pH 7.4) suplementado con 5.5 mM
glucosa y 1 mM L-arginina o en el medio de cultivo DMEM segun se indica en cada caso en la
seccion de resultados.
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Activacion de la NADPH oxidasa. Para activar la NADPH-oxidasa existen dos posibles
mecanismos, uno mediado por receptores (estimulo fagocitico) y uno independiente de receptores.
En nuestro trabajo fueron testeados los dos tipos de mecanismos, para el independiente de
receptores se utilizo PMA preparado en DMSO (1mg/ml) y conservado a —20° C. La concentracion
utilizada en los experimentos fue de 2 pg/ml. Controles con la misma cantidad de DMSO fueron
realizados y no afectaban las determinaciones realizadas. Para la activacion mediada por receptores
se usd zimosan opsonizado con suero humano fresco (258).

Induccion de la iNOS e inhibidores. Los macréfagos fueron plaqueados para los experimentos en
placas de cultivo o en portas. Cuando la monocapa estaba cercana a la confluencia, se exponian a
los inductores de la iNOS, IFN-y (300-500 U/ml) y LPS (3 pg/ml) durante 5 horas (21).

Como inhibidores de la produccion de 'NO se usaron : N-monometilarginina (N-MMA), la
aminoguanidina (AQG) y el N-(3-aminometil) benzil)acetamidina (1400 W).

3.3.2 Cultivo de epimastigotas de Trypanosoma cruzi

Los epimastigotas de las cepas Tulahuen-2 y CL-Brener fueron mantenidos en un medio BHI
(infusién de cerebro-corazén 33g/1, hemina 0.02 g/, KCl 0.4 g/l y Na,HPO4 4 g/1), suplementado
con suero bovino fetal inactivado por calor (10%), glucosa (0.3 g/l), estreptomicina (0.2 g/l) y
penicilina (200,000 U/l). Para los experimentos de exposiciéon a oxidantes y a macrofagos los
parasitos fueron cosechados por centrifugacion (800xg) en la fase exponencial del crecimiento (5
dias), lavados tres veces en dPBS y resuspendidos en la densidad celular necesaria. El numero de
parasitos se determind por conteo en la cdmara de Neubauer.

Opsonizacion de T.cruzi. Para el estudio de la activacion de NADPH oxidasa con la forma
epimastigota se opsonizaron incubando durante 15 minutos a 30°C a los parasitos con 10% de
suero obtenido de raton inmunizado con epimastigotas viables de 7.cruzi (232).

Cultivo de las cepas de epimastigotas sobreexpresantes de Cpx, Mpx y Apx.

Las cepas sobreexpresantes de las triparredoxina peroxidasa citosolica (Cpx) y mitocondrial (Mpx)
y de la ascorbato peroxidasa de reticulo endoplasmico (Apx) fueron desarrolladas por el laboratorio
del Dr. Shane Wilkinson de la London School of Hygiene and Tropical Medicine (Reino Unido)
(199). Son cepas que fueron transfectadas con el vector pTEX-9E10 que contiene en el extremo 3’
de cada gen insertado el epitope 9E10 de la proteina humana c-myc, lo que permite identificarlas y
confirmar la sobreexpresion por Western-blot utilizando el anticuerpo monoclonal anti-cmyc 9E10.
La sobreexpresion de las enzimas se obtiene por agregado al medio de cultivo de geneticina (G418,
200 pg/ml).

3.3.3 Cultivo de células epiteliales: mantenimiento de tripomastigotas de 7.cruzi

La forma infectiva de T.cruzi se mantuvo infectando células no fagociticas. Para eso usamos las
células Vero, una linea celular de estirpe epitelial derivada de rifion de mono, obtenida de ATCC.
La monocapa de células Vero son expuestas a los tripomastigotas (relacion 20:1) durante 12 horas.
Luego se lava el cultivo y se mantiene hasta la aparicion de los nidos de amastigotas (4-5 dias). El
medio se cambia diariamente hasta observar la salida de los tripomastigotas cuando se lisan las
células Vero. Los parésitos recuperados del sobrenadante del cultivo fueron usados para nuevas
infecciones de células Vero con el objetivo de mantener la forma infectiva y para experimentos de
infeccion en macrofagos.

3.3.4 Metaciclogénesis de Trypanosoma cruzi inducida quimicamente

La transformacion de las formas epimastigotas a la forma tripomastigota metaciclico se logra por
incubacion en medios definidos. Esta técnica permite obtener la forma infectiva en menos tiempo y
en numero generalmente mayores que a través de la infeccion de células Vero. Los epimastigotas
del cultivo fueron centrifugados y resuspendidos en una densidad de 3-5 x 10* cél/ml en un medio
denominado orina de triatomineo artificial (TAU) compuesto por NaCl 190 mM, KCl 17 mM,
MgCl, 2 mM, CaCl, 2 mM en buffer fosfato 8 mM, con 0.035 % de NaHCOs, pH 6.0. En TAU se
incubaron 2 horas en estufa a 28 °C y luego transfirieron a frascos de cultivo y resuspendidos en
TAU3AAG en una densidad de 3-5 x 10° cél/ml, medio en el que se incubaron durante 72-96 horas
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a 28° C. El medio TAU3AAG consiste en el TAU adicionado con prolina (10 mM), L-glutamato
(50 mM), L-aspartato (2 mM) y glucosa (10 mM). Durante la transformacion parte de los parasitos
mueren (aproximadamente 30-40%) y los que se transforman se adhieren a la superficie del frasco
de cultivo (259).

Realizamos transformaciones quimicas de las distintas cepas de epimastigotas con las que
trabajamos, Tulahuén-2, CL-Brener y CL-Brener que sobreexpresan las peroxidasas (CPX, MPX y
APX).

Los tripomastigotas metaciclicos obtenidos por esta técnica fueron usados en la infeccion de células
Vero, confirmando su transformacién a forma infectiva (Fig.3.1) y para los experimentos de
infeccion en macrofagos y la exposicion a oxidantes in vitro.

4 L ‘u. \ “v!"\
‘ ‘ Fig 3.1. Evidencia de la transformacion quimica de

X epimastigotas en tripomastigotas metaciclicos: infeccion en

células Vero.

Los epimastigotas de 7. cruzi (Tul-2) se diferenciaron al estadio

tripomastigota metaciclico en medio quimico definido. Infeccion

realizada sobre células Vero (20 parasitos/cél). Luego de 4 dias se

tifieron con Giemsa para la visualizacion de los nucleos.

Foto obtenida a un aumento de 60X.

3.4 Estudios de toxicidad inducido por oxidantes en Trypanosoma cruzi

3.4.1 Exposicion a oxidantes

Las formas epimastigotas y tripomastigotas de 7.cruzi fueron expuestas a oxidantes para evaluar la
toxicidad de las distintas especies. Los oxidantes utilizados fueron: O, (XO/ HX), 'NO (NOC 18)
y ONOO7, en ausencia y en presencia de HCOs;™ en el medio para evaluar los efectos del
ONOOCO;™ y por lo tanto del CO5™. Las exposiciones fueron realizadas en suspensiones con una
densidad de 3 x 10® céls/ml (salvo en los experimentos donde se indica otra cosa) en dPBS con 1g/1
de glucosa, pH 7.4. En el caso de la exposicion a ONOO™, se realiz6 adicionando bolos de
concentracion conocida a las suspensiones bajo agitacion.

3.4.2 Incorporacion de [3H] Timidina

La incorporacién de timidina marcada se usa para determinar los efectos sobre la velocidad de
proliferacion del cultivo. Una alicuota de los epimastigotas (5 x 10° células) previamente expuestos
a las diferentes condiciones experimentales (oxidantes o macréfagos activados) se incubaron en 200
ul de BHI con 1pCi de [’H] Timidina durante 18 horas a 28°C (260). Las células luego fueron
cosechadas sobre filtros de fibra de vidrio. La radiactividad en los filtros corresponde a la que
habian incorporado las células en cada condicion, y se mididé en un contador de centelleo Trilux
1450 Microbeta, de Wallac. Para cada muestra se realizaron tres determinaciones independientes.
3.4.3 Oxidacion de Dihidrorodamina intracelular

La dihidrorodamina (DHR) es una sonda no fluorescente que difunde libremente atravesando la
membrana celular y es oxidada a la forma fluorescente rodamina 123 (RH). La RH 123 (Aexe= 500
nm y Aen= 529 nm) es una molécula con carga positiva lo que mantiene al fluoréforo localizado en
el interior de la célula (261).

Los epimastigotas y tripomastigotas fueron incubados 30 minutos en una soluciéon de DHR 50 uM
en dPBS, y lavados luego dos veces en dPBS. La oxidacion del fluoroforo intracelular fue medida
en continuo o como punto final segiin el experimento, en el lector de fluorescencia en placas con los
filtros Aexe= 485 nm y Aep= 520 nm (Fluostar, BMG Labtechnologies).
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3.4.4 Liberacion de Uridina

Los tripomastigotas de 7T.cruzi (2 x 10® céls/ml) obtenidos por transformacion quimica fueron
incubados con 10pCi/ml de [5,6-°H] uridina en TAU3AAG durante 24 horas a 28°C.

Liberacion de [PHJ uridina durante la infeccién a macréfagos. Los macréfagos fueron infectados
con los tripomastigotas precargados con [H] uridina, en una relacién de 10 parasitos/macrofago.
Inmediatamente de agregados se sincronizo la infeccion por centrifugacion de las placas (5 min.,
800xg). A los 30 minutos se lavo el cultivo conservando el sobrenadante de infeccion (S1) para el
calculo de radiactividad total de cada condicion. Se realizaron tres lavados con PBS de los pocillos
para descartar parasitos no internalizados y se incubaron nuevamente en DMEM. Luego de las dos
horas de infeccion se tomo el sobrenadante de los pocillos (S2), y se despegaron las células usando
un buffer de lisis (céls), determinando la radiactividad en ambas fracciones.

Cada sobrenadante (S1 y S2) y las células en buffer de lisis (céls) (0.5 ml) se mezclaron con 3 ml de
liquido de centelleo en viales de 5 ml y se midieron en un contador de centelleo Trilux 1450
Microbeta, de Wallac.

La estimacion de la lisis durante la infeccion en macréfagos se calculd viendo el porcentaje de la
radiactividad total representado en la fraccion S2.

Liberacién de [PH] uridina por tripomastigotas expuestos a oxidantes. Los parasitos precargados
con [*H] uridina fueron expuestos a flujos de "NO y de O,™ durante 1 hora o a bolos de ONOO"™.
Luego de la exposicion se centrifugaron las células y se determind la radiactividad del precipitado y
del sobrenadante para cada condicion, estimando la lisis con el calculo del porcentaje representado
por el sobrenadante en el total (obtenido de la suma del sobrenadante y el precipitado celular).

3.5 Deteccién de 'NO y O, derivados de macréfagos.

3.5.1 Detecciéon de 'NO.

Técnica de Griess. La produccion de 'NO se determind usando la técnica colorimétrica de Griess,
que detecta el nitrito (NO;"), producto estable de oxidacion del 'NO, que se acumula en los
sobrenadantes del cultivo (262).

El reactivo de Griess se prepard mezclando en el momento volumenes iguales de una solucion 0.1
% (p/v) de N-naphthylethylenediamina en 60 % v/v de 4cido acético glacial en agua desionizada y
una solucién 1.0 % de sulfanilamida en 30 % v/v de acido acético glacial en agua desionizada.

La base de la técnica es la reaccion del tridxido de dinitrogeno (N,O;), generado a partir de la
autooxidacion del 'NO o de la acidificacion del nitrito, con la sulfanilamida, produciendo un
derivado diazonio que reacciona con N-naphthylethylenediamina para dar el diazo producto
coloreado que absorbe a 540 nm.

La mezcla que utilizamos es de 1/3 de muestra y 2/3 de reactivo, se incubaron 10 minutos y se
midi6 la absorbancia a 540 nm, usando para determinar la concentracion de NO,™ una curva de
calibracion entre 0 y 100 pM.

Oxidacion de 4,5-diaminofluorescein diacetato (DAF-2DA). Para poder evidenciar la generacion
de 'NO en las primeras horas después de la induccién usamos una sonda fluorescente, el 4,5-
diaminofluorescein diacetato (DAF-2DA) (Invitrogen), debido a que presenta una mayor
sensibilidad y que nos permite la deteccion en continuo en el fluorimetro de placas. Luego de 5
horas de incubacion con los inductores, el medio fue cambiado por una solucion de DAF-2DA 10
puM en d-PBS. La deteccion fue realizada a 37°C en el lector de fluorescencia en placas con los
filtros 485/520 (Fluostar, BMG Labtechnologies).

3.5.2 Deteccion de O, generado por macréfagos.

Quimioluminiscencia del luminol: Los macréfagos en placas de 24 pocillos fueron incubados en
dPBS con 200 puM luminol e inmediatamente de agregado el activador (PMA, zimosan,
epimastigotas y tripomastigotas de 7.cruzi) la luminiscencia fue registrada en continuo durante 90
minutos en un lector de luminiscencia en placas a 37°C. (Lumistar, BMG Labtechnologies).
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Resonancia paramagnética electronica (EPR). La formacion de DMPO-OH durante la activacion
de la NADPH oxidasa fue descrita anteriormente en la secciéon de EPR.

Deteccion de formacion de O, intrafagosomal: Reduccion de NBT. Durante la fagocitosis la
produccion de O, por la NADPH oxidasa se realiza hacia el interior de la vacuola fagocitica (263).
El azul de nitro-tetrazolio (NBT) es reducido por el O, a formazan, que precipita en el sitio de
formacion y tiene un color azul oscuro, lo que permite identificar facilmente el sitio de activacion
de la enzima, por microscopia. Los macrofagos plaqueados en portas fueron expuestos a los
tripomastigotas metaciclicos (con una relacion de 20 pardsitos por macréfago) en una solucion de
NBT (1 mg/ml) en dPBS. Luego de 15 minutos se lavaron los portas con PBS para sacar el NBT y
los parasitos no fagocitados, se fijaron incubando en 4% de formaldehido en PBS durante 20
minutos y se tifieron los nucleos con DAPI (10 uM) durante 10 minutos. La presencia de fagosomas
con precipitados de formazan fue analizada por microscopia de contraste de interferencia diferencial
(Nomarski-DIC) y la colocalizacion de estos precipitados con nucleos de tripomastigotas fue
evidenciada observando en el mismo campo la fluorescencia del DAPI (Aexe = 368 nm y Aep, = 461
nm). El ensayo fue realizado también en macrdfagos expuestos previamente al inhibidor de la
NADPH oxidasa, apocinina (50 pM).

Reduccion de Dihidroetidio durante la infeccion. El ensayo fue realizado en macrdéfagos plaqueados
en placas de 24 pocillos en dPBS con 100 uM DHE expuestos a los activadores de NADPH oxidasa
(PMA, zimoséan opsonizado y tripomastigotas) en ausencia y en presencia del inhibidor de la
NADPH oxidasa, apocinina (50 uM). Luego de una hora de incubacién se lavaron los pocillos y se
incubo una hora mas en dPBS a 37° C. La fluorescencia fue medida en el lector de fluorescencia en
placas con el par de filtros: A ¢xc = 485nm / A ¢, = 555 nm (Fluostar, BMG Labtechnologies).

3.5.3 Purificacion de ARN, sintesis de ADN copia (ADNc) y reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR)

Cultivos de macrofagos en confluencia fueron utilizados para la determinacion de los niveles de
ARNm de la iNOS luego de diferentes tratamientos. Se utilizaron epimastigotas y tripomastigotas
metaciclicos de T.cruzi en una relacién 10:1 parésito/macréfago. Luego de 2-3 hrs de producida la
induccion, se purifico el ARN total de macréfagos utilizando el kit de extraccion y purificacion
PureLink™ Micro-to-Midi total ARN purification system (Invitrogen). E1 ARN obtenido se utilizé
para la sintesis de ADN copia (ADNc) utilizando SuperScript' VIII First-Strand System for RT-PCR
(Invitrogen). E1 ADNc obtenido fue usado para la determinacioén de los niveles de expresion de la
iNOS por PCR utilizando los primers:

5-CTAAGAGTCACCAAAATGGCTCCC-3" y 5'-ACCAGAGGCAGCACATCAAAGC-3" que
producen la amplificacion de una regién de aproximadamente 875 pares de bases de la iNOS
murina. La PCR se realizé utilizando 5ug de ADNc a una temperatura de 58°C. Se utilizaron
primers estandares para la enzima constitutiva gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GPDH)
como control positivo de la técnica:

5-CTGAGAACGGGAAGCTTGTC-3" y 5-CCTGCTTCACCACCTTCTTG-3", que amplifica
una region de aproximadamente 600 pb. Los productos de PCR se separaron por electroforesis en
gel de agarosa al 2% durante 1 h a 80 V y se visualizaron por tincién con bromuro de etidio. Los
geles se registraron y se realiz6 la densitometria de las bandas mediante la utilizacion del programa
Image J™. Los resultados se expresan como porcentaje de induccion respecto a la condicién
control.

3.6. Interaccion Macroéfagos- Trypanosoma cruzi.

3.6.1 Cocultivos macrofagos- epimastigotas.

Se realizaron dos tipos de cocultivos con la forma epimastigotas, uno en contacto directo en que los
parasitos se colocan sobre la monocapa de macréfagos y el otro es un sistema de distancia fija entre
los macrofagos y los epis y separados por una membrana semipermeable con un poro de 0.4 um
(Falcon). Este sistema se trata de unos insertos que se colocan dentro de los pocillos de las placas de
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cultivo. El fondo del inserto es la membrana en que se depositan los parésitos y que estd a 0.8-0.9
mm del fondo del pocillo, es decir de la monocapa de macrofagos.

3.6.2 Infecciones de macréfagos con tripomastigotas.

3.6.2.1. Determinacion de la infeccion en macrofagos por Trypanosoma cruzi.

Macrofagos plaqueados en portas, sin activar o activados con IFN-y y LPS, fueron expuestos a
tripomastigotas de las cepas CL-Brener y CPX durante 1 hora. Luego de lavados los cultivos
incubaron durante 24 y 72 horas en DMEM suplementado con 10% SBF decomplementado, a
37°C, 5% CO,.

Finalizada la incubacion los portas fueron fijados y permeabilizados, y se incubaron 10 min con una
solucion de 10 uM DAPI (Invitrogen) en PBS, para tefiir los nticleos de los macrofagos y de los
parasitos internalizados.

Los preparados fueron observados por microsocopia de fluorescencia (filtro UV-2A) con un
aumento de 100X que permite la clara visualizacion de los nucleos de T.cruzi. Se tomaron en
promedio 30 fotos de cada condicion. En cada imagen se contaron el nimero de macrofagos y el
nimero de parésitos. Los resultados se expresan como numero de 7.cruzi/ macrdéfago y son un
promedio de un minimo de 3 experimentos.

3.6.2.1. Deteccion de formacion del fagolisosoma en macrofagos infectados con T.cruzi

Los tripomastigotas (3 x 10* céls/ml) fueron incubados 30 minutos con la sonda fluorescente 5-(6)-
carboxifluoresceina diacetato (que presenta mayor nimero de cargas negativas que la fluoresceina,
por lo que se retiene mejor dentro de la célula luego de ser desesterificada por las esterasas
intracelulares). Luego de la incubacion las células fueron lavadas en PBS para descartar el
fluoréforo no internalizado.

Los macréfagos fueron infectados con tripomastigotas precargados con carboxifluoresceina, en
presencia de 100 nM del marcador lisosomal fluorescente LysoTracker (Invitrogen). LysoTracker
es una base débil que se encuentra parcialmente protonada a pH 7.0, ligada a una sonda fluorescente
que se acumula en organelos acidicos probablemente debido a su protonacion.

Los preparados fueron lavados luego de 1 hora de incubacion. Luego de que las células fueron
fijadas y permeabilizadas, se analizaron por microscopia de fluorescencia con los filtros G-2A y B-
2A correspondientes a la fluorescencia de la carboxifluoresceina (Aexe = 492 nm, A= 518 nm) y del
marcador lisosomal (Aexc = 577nm, Ae= 590 nm) respectivamente.

3.6.3 Inmunocitoquimica.

Macréfagos plaqueados en portas y previamente expuestos a las distintas condiciones fueron
lavados, fijados con la solucion de formaldehido (3.7 % en PBS) y permeabilizados con Triton
X100 (0.1 % en PBS). Las células fueron incubadas luego en la solucioén de bloqueo (3% BSA en
PBS) previo a la exposicion a los anticuerpos primarios.

Expresion de la iNOS en macrodfagos. (anti iNOS). Las células fueron incubadas durante 1 hora con
una diluciéon 1/100 del anticuerpo anti-uNOS (Sigma). Los lavados luego de la incubacion se
realizaron con PBS- Triton X100 (0.01%). Los preparados se incubaron 1 hora con anticuerpo anti-
conejo conjugado con el fluoréforo Alexa Fluor 594 (Invitrogen) con Aexe = 590 nm y Aey = 617 nm.
Deteccion de la formacion de polimeros de actina. Los macrofagos fueron incubados con las
formas infectivas de T.cruzi durante 15 minutos. Luego de la fijacion y la permeabilizacion de las
células se expusieron a una solucion de faloidina marcada con rodamina (faloidina-RH de SIGMA)
1/100 en PBS, durante 20 minutos. Luego de 3 lavados con PBS, los portas fueron montados con un
gel de montaje para preparados fluorescentes (Crystal mount, de Fisher Scientific).

Localizacion de sobreexpresantes fagocitados. En la infeccibn con tripomastigotas
sobreexpresantes de las peroxirredoxinas evaluamos la presencia de la enzima sobreexpresada con
el anticuerpo monoclonal anti c-myc (Santa Cruz Biotechnology). Incubamos los preparados
durante 1 hora con una dilucién del anticuerpo 1/100 en solucién de bloqueo. Como anticuerpo
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secundario usamos el anti-conejo conjugado con el fluoréforo Alexa Fluor 488 (Invitrogen) con Aexc
=495 nm y e, = 519 nm.

Deteccion de 3 -nitrotirosina. Las células fueron incubadas durante 1 hora con una dilucién 1/100
del anticuerpo anti-NO,Tyr en la solucion de bloqueo. Los lavados luego de la incubacion se
realizaron con PBS- Triton X100 (0.01%). Los preparados se incubaron 1 hora con anticuerpo anti-
conejo conjugado con el fluoréforo Alexa Fluor 488 (Invitrogen) con Aexe =495 nm y Aeyy = 519 nm.
El anticuerpo policlonal antinitrotirosina fue generado en nuestro laboratorio a partir de la
inmunizacion de conejos con hemocianina nitrada por peroxinitrito (264).

En todos los experimentos se utilizo el fluor6foro DAPI (Invitrogen) para la tincion de nucleos, con
Aexe =368 nm y Aep, = 461 nm. El DAPI (10 uM) fue incubado 10 minutos como ultimo paso antes
del montaje de los preparados.

3.7 Estudios de Microscopia.

El andlisis de los experimentos de inmunocitoquimica con los anticuerpos anti-iNOS, anti c-myc y
anti NO,-tirosina, la visualizacion de la oxidacioén de la DHR intracelular y los estudios de infeccion
de macrofagos y células Vero, para determinar el nimero de parésitos internalizados, fueron
realizados en un microscopio invertido de epifluorescencia Nikon Eclipse TE2000 (Nikon)
equipado para estudios de fluorescencia con los filtros UV-2A (Aexe = 330-380 nm y Aepy > 420 nm),
B-2A (Aexe = 450-480 nm y Aepy > 520 nm) y G-2A (Aexe = 510-560 nm y Ay > 590 nm) y  Optica
Nomarski u Optica de Contraste Diferencial (DIC). Las imagenes fueron adquiridas con una camara
digital (SPOT RT de Diagnostic Instrument Inc.) y analizadas con el programa de procesamiento de
imagenes digitales Image J (software de libre acceso de NIH).

3.8 Analisis y procesamiento de datos.

Todos los experimentos realizados fueron repetidos un minimo de tres veces. Los resultados
mostrados son media £ SD de 3 experimentos, o en algunos casos registros representativos, como se
indica en cada figura o tabla de la seccion resultados.
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4. RESULTADOS y DISCUSION
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4.1 Deteccion de radical carbonato formado en sistemas biologicos

En los ultimos afios el radical carbonato (CO; ) ha comenzado a ser tomado en cuenta como una de
las especies reactivas generadas en sistemas bioldgicos. Las altas concentraciones de bicarbonato (>
24 mM) y de CO; (1.2 mM) presentes en el medio extracelular indican la importancia que tiene el
estudio de la formacion de este radical durante una situacion de estrés oxidativo.

El radical carbonato se puede producir a partir de la oxidacion por un electron de los aniones
carbonato (CO3™) y bicarbonato (HCO5"), por ejemplo por el radical hidroxilo (OH) segtin se plantea
en las ecuaciones 1 y 2.

'OH + HCO;~ — H,O+ CO5™ k=8.5x10° M5 [16]

'OH + COs>~ — OH +COs~ k=39x10° M's! [17]

Las constantes de velocidad de estas reacciones son menores a las de la mayoria de las biomoléculas
con "OH (la mayor parte de ellas poseen constantes de velocidad > 10° M™.s™), lo que contribuyé a
que se relativizara la posible formacion de CO3™ en sistemas complejos.

Sin embargo, en la Gltima década se han planteado reacciones que generan COs~, con mayor
relevancia en sistemas biologicos; el primer mecanismo propuesto fue la formacion de CO;™~ como
producto de la homolisis del aducto ONOOCO,™, producido en la reaccion entre el ONOO™ y el CO,
(2.3x 10° M5! a pH 7.4 y 37°C), con un rendimiento de COs™ del 35 % (ec 3). Las evidencias de la
formacion de esta especie derivan de que la presencia de CO, modifica la reactividad del ONOO™,
aumentando la nitraciéon de aromaticos e inhibiendo las reacciones directas con tioles y hemos
proteicos (90) y la deteccion del CO;™ generado en esta reaccion por EPR directo (92).

ONOO~ +CO, — [ONOOCO,7] — 'NO,+CO;~ (35%) [18]

En sistemas biologicos la concentracion de CO, (1-2 mM) transforma a esta reaccion en la principal
via de descomposicion del ONOO™.

Se han identificado otros sistemas generadores de CO;™ que presentan relevancia fisiopatologica,
como es el caso del aumento de la actividad peroxidasica de la CuZnSOD que se observa en algunos
casos de mutaciones puntuales de la proteina asociadas al desarrollo de Esclerosis lateral amiotrofica
(ALS) (265). La CuZnSOD posee una modesta actividad peroxidasa que fue evidenciada usando
distintos sustratos oxidables y observando ademas la proteccion que ejercian ciertas moléculas (azida
o formiato) sobre la inactivacion de la enzima por el H,O,. La actividad peroxidasa aumentaba
cuando los ensayos se realizaban en un medio con HCO;3™ (266,267). En el ano 1999, Kalyanaraman y
col. propusieron que ese aumento era debido a la formacion de CO;™ in situ, radical que podia salir
del sitio activo de la enzima y oxidar diferentes blancos localizados fuera del mismo (93). Las
evidencias que apoyaron la formacion del CO;™~ fueron que la reactividad del oxidante que se
generaba en el proceso coincidia con la reactividad del CO;™ y no con la reactividad del ‘'OH y que la
formacion el grupo “OH” del DMPO-OH producido por el sistema CuZnSOD /H,O,/HCO;~, no
proviene del H,O; sino del H,O (9).

El mecanismo planteado para la formacion de CO5™~ en este sistema es el siguiente (ec. 3-5):

E-Cu" + H,0, <> E-Cu' + O, + 2H" [19]
E-Cu' + H,0, <« OH™ +E-Cu"OH [20]
E-Cu"OH + HCO;™ — E-Cu" + H,0 + CO;5™ [21]

El oxidante unido a la enzima, representado aqui como E-Cu"OH puede oxidar residuos
aminoacidicos adyacentes o al HCOs, y en ese caso el CO;~ formado puede abandonar el sitio activo
de la enzima y ser responsable de oxidaciones a moléculas que no pueden ingresar al sitio activo para
ser oxidadas. Una alternativa a este mecanismo fue planteada por Liochev y Fridovich (94), que
mostraron que a pH 7.4 la actividad peroxidasica de la SOD depende del CO, mas que del HCOs™,
pero finalmente la especie generada es el CO;~ (Ec. 7 -9).

E-Cu"OH + CO, — E-Cu'™+ H" + CO5™ [22]
E-Cu''OH + CO, — E-Cu" + OH ~ + CO," [23]
CO,"+OH - H +CO;™~ [24]
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Por ultimo, se detectd la formacion de CO;™ a partir de la xantina oxidasa, enzima clave en el
metabolismo de las purinas, vinculada a diversas condiciones patoldgicas por la produccion de O, y
H,0, durante su actividad y recientemente por la formacion de CO3;™. El mecanismo planteado para
esta enzima es que se forma peroximonocarbonato (HCO4”) como intermediario que es reducido por
los propios centros redox de la enzima (95).

Estos ejemplos muestran como ha tomado trascendencia la deteccion de COs™, que es dificil debido a
la falta de efectos especificos, ya que, a diferencia de otros radicales como el ‘'OH o el 'NO,, el CO3™
no forma aductos estables por adicion, lo que dificulta obtener pruebas de su formacion.

El primer reporte de la reaccion de CO5;™™ con el DMPO fue en el sistema CuZnSOD/H,0,/ HCO;™, en
el que se detectaba la formacion de DMPO-OH y aunque inicialmente se atribuyd esto a la posible
formacion de "OH, finalmente usando (*’O) H,O se evidencié que el ‘OH que se adicionaba al DMPO
derivaba del H,O (9). Los autores del trabajo plantearon dos posibles mecanismos para la generacion
de DMPO-OH por la reaccion de CO;~ con DMPO; uno en que se formaria como intermediario el
DMPO cation radical (DMPO™) y en el otro el intermediario seria un aducto DMPO-carbonato
inestable, en ambos casos finalmente se genera el DMPO-OH adicionando OH™ del H,O (Esquema
4.1).
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Esquema 4.1 Mecanismo planteado
para la generacion de DMPO-OH
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En un trabajo reciente, Villamena y col. analizaron en forma tedrica y experimental los posibles
mecanismos por los cuales la reaccion del radical carbonato con DMPO genera DMPO-OH. Estos
estudios tedricos mostraron que el mecanismo preferencial para la adicion del CO;~ al DMPO es la
formacion de un aducto radicalar inestable, el DMPO-OCO, (mecanismo A en el Esquema 4.1) y la
segunda etapa correspondiente a la formacion de DMPO-OH resulta de la sustitucion nucleofilica
del grupo carbonato por OH ~ del H,O, aunque segin estos autores esa segunda etapa ocurre para
una fraccion del aducto (268).

Frente a la posibilidad de que el DMPO pudiera ser usado como detector de la formacioén de CO;™
determinamos la constante de la reaccion en colaboracion con el laboratorio del Dr Peter Wardman
del Gray Cancer Institute, Mount Vernon Hospital en Northwood, Middlesex, UK, por radidlisis de
pulso. En nuestro laboratorio estudiamos los distintos sistemas en los que se genera CO;™,
analizando la competencia con moléculas que reaccionan con CO;3™~ con constantes de reaccion
conocidas, evaluando la formacion de DMPO-OH por EPR y los productos de oxidacion de la
tirosina como molécula que compite por el CO;™. Por ltimo usamos el DMPO para evidenciar la
formacion de CO;™™ en un sistema celular.

4.1.1 Reaccion del radical carbonato con DMPO.

La velocidad de la reaccion del CO;~ con el DMPO fue medida a pH 10.65 observando
directamente el decaimiento del CO;™ a 600 nm ( €600 nm = 1850 £ 50 M-1.cm-1) (269). En
presencia de DMPO se observo un aumento de la velocidad de decaimiento dependiente de la
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Absorbancia a 600 nm

concentracion de DMPO (Fig. 4.1). A partir de esos registros se calculd una constante de velocidad
de segundo orden para la reaccion entre CO;~ y DMPO de (2.47 + 0.14) x 10° M's™ (fig. 4.1,
inserto).

Fig 4.1 Determinacion de la
80 - constante de velocidad de
reaccion del CO;~ con
DMPO.
@ - .
Los decaimientos del CO;™
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Se trata por lo tanto de una reaccidén con una velocidad moderada que se encuentra en el medio,
tanto para las reacciones del DMPO como para las del CO;™. Las reacciones de otros radicales con
DMPO presentan un rango valores de k muy amplio que va desde reacciones controladas por
difusion, como es el caso del ‘OH (k.op = 4.3 x 10° M'ls'l) hasta reacciones muy lentas como la del
radical O, (koy. = 16 M'ls'l). En el medio de esos valores se encuentran las reacciones con
radicales de tioles, por ejemplo el radical del glutation y de la cisteina, asi como con los radicales
centrados en carbono, en que las k estan en el orden de 10° M's™.

En cuanto a las reacciones del radical carbonato, la reaccion con el DMPO se ubica en una posicion
media, ya que si analizamos las reacciones con distintos aminodcidos vemos que con tirosina,
cisteina, metionina y triptofano es de uno a dos 6rdenes mas rdpida y con otros como fenilalanina o
arginina dos 6rdenes mas lentas.

Este valor y su relacion con las otras reacciones que pueden competir en los distintos sistemas en
que se genere CO3™™ nos permite prever que con altas concentraciones de DMPO (del orden de 100
mM) se podria detectar el CO;™~ incluso en sistemas celulares.

4.1.2 Deteccion del radical carbonato con DMPO

4.1.2.1 Reaccion de Fenton en presencia de HCO;™.

El primer sistema que estudiamos fue la reaccion de Fenton como generadora de radical hidroxilo
en presencia de bicarbonato.

H,0, + Fe"-DTPA — "OH + OH™ + Fe"-DTPA k=4.1x10*M"s" [25]
DMPO + ‘OH — DMPO-OH k=5x10°M's [26]
En la reaccion de Fenton el mecanismo de reaccion y el rendimiento de radical hidroxilo de la
misma varia con el quelante de Fe'" utilizado (77). En nuestro trabajo usamos el complejo Fe'-
DTPA, ya que este ha sido caracterizado como un muy eficiente generador de ‘OH, con
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rendimientos que varian entre el 50 y el 100 %, dependiendo de las relaciones de concentraciones
de los reactivos.

Formacion de DMPO-OH por el sistema de Fenton en presencia de HCO3;~

Estudiamos en estas condiciones el efecto de diferentes concentraciones de HCO;~ y observamos
una inhibicion dosis dependiente en la formacion de DMPO-OH (Fig. 4.2A).

2
e)
(=W
Z
K 0.1
+100mMHCO, &
g
,\/ /\/ /\, /\, +200 mMHCO, 0.01
+500 MM HCO,”
A—N—A—n :
1E-3
T T T T T T T T T
3440 3460 3480 3500 3520 1E7 1E8 1E9 1E10
1 -1
Campo Magnético (G) kM's)

Fig 4.2 Formaciéon de DMPO-OH por la reaccién de Fenton: inhibicion por HCO;™ y otros atrapadores de ‘OH.
(A) Incubaciones de DMPO (0.5 mM), H,0, (100 uM) y Fe"-DTPA (100 uM) en buffer fosfato 20 mM, pH 7.4 con
concentraciones crecientes de HCO5™. Los espectros son registrados inmediatamente después de la adicion de Fe''. (B)
La inhibicién por los distintos atrapadores de "OH se representa como (F/(1-F))*[DMPO]/[S] vs ks, donde la pendiente
de la recta es l/kpypo, (F) es la fraccion de inhibicion de la formacion de DMPO-OH en presencia del atrapador o
“scavenger” (S) y kg la constante de reaccion de cada atrapador con el ‘OH (117,270). Cada punto fue obtenido usando
un amplio rango de concentracion para cada atrapador : glicina (25-50-100 y 500 mM; ks = 1.7 x 10’ M™.s™), alanina
(5-10-20-30-40-50 y 100 mM; kg =1 x 10° M"'.s™), treonina (0.5-1-2-3-4-5 y 25 mM; kg= 5 x 10° M"'s™"), manitol (0.1-
0.25- 0.5- 1-2-2.5- 5y 10mM; ks= 1.8 x 10° M".s™"), DMSO (0.1- 0.25-0.35 y 0.5 mM; kg= 7.1 x 10° M"'s™), 4cido 4-
hidroxi-fenilacético (pHPA) (0.1- 0.2- 0.3- 0.4 y 0.5 mM; ks = 1.3 x 10'® M"'s™). Las competencias con DMSO se
realizaron en buffer saturado en argon y se observo una inhibicion dosis dependiente y el aumento concomitante de la
sefial de DMPO-radical metilo (‘CH;) impidiendo, por la falta de O,, la formacion del radical metoxilo (OCH3) para
simplificar el analisis de los espectros y de la cuantificacion de DMPO-OH.

Condiciones instrumentales: potencia de microonda, 20 mW; amplitud de modulacion , 1 G; constante de tiempo, 164 ms; velocidad
de barrido de campo, 0.7 G/s; ganancia, 5 x 10%,

Cuando analizamos el efecto de varios atrapadores de ‘OH con constantes de reaccion que van
desde 107 a 10'°, vemos que la inhibicion observada en la formacién de DMPO-OH es la esperada
segiin las constantes de reacciéon de cada atrapador. Esa inhibicion tambien se cumple con
bicarbonato, considerando la reaccion del HCO5™ con ‘OH (k= 8.5 x 10° M''s™) (271) (Fig. 4.2B).
Considerando que en esa reaccion se forma CO;~ y que este reacciona con DMPO rindiendo
DMPO-OH, no esperabamos obtener inhibicion, salvo que exista en el sistema una reaccidon que
consuma el CO;™~ compitiendo con la reaccion con DMPO o que el rendimiento de formacion de
DMPO-OH por este mecanismo fuera extremadamente bajo.

Realizamos simulaciones asistidas por computadora para intentar entender lo que ocurria en este
sistema. En la tabla 4.1 planteamos las reacciones involucradas, con las constantes reportadas que
usamos en las simulaciones para tratar de explicar la inhibicion obtenida. No encontramos en la
literatura ningtn reporte de la reacciéon del CO;™ con el complejo Fe"-DTPA, por lo que obtuvimos
la constante con la colaboracion del laboratorio del Dr. Peter Wardman por la técnica de radidlisis
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de pulso. La constante de segundo orden obtenida fue de 6.1+ 0.4 x 10° M s, es decir una
reaccion rapida considerando las reacciones conocidas del CO;~ (Fig. 4.3).

g @A)

s/Fe"-DTPA

k=(7.0+03)x10"s" M

Kkobs (s x 10%
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~
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ola v Fe'-DTPA (20 uM)
T v T v T v T v 1
0.00000 0.00025 0.00050 0.00075 0.00100
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Fig 4.3 Determinacién de la constante de reaccién del CO;" con Fe'-DTPA.

Radidlisis de pulso en una solucion de Na,CO; (90 mM), NaHCOj; (10 mM), pH 10.7, saturada
en N,O en ausencia y en presencia de concentraciones crecientes de Fe"-DTPA (10-100 pM).
Observacion directa de la desaparicion de CO;™ a 600nm. La constante de la reaccion se obtiene
del grafico de las constantes observadas de velocidad de decaimiento exponencial en funcion de
la concentracion de Fe"-DTPA (inserto).

Tabla 4.1: Reacciones involucradas en la produccion de DMPO-OH por reaccion de
Fenton en presencia de HCO;™.

Reaccion k M's™h Referencia
1) Fe'- DTPA + H,0, — ‘OH + Fe'"- DTPA 410 (77)
2) "OH + DMPO — DMPO-OH 43x10° (272)
3)°'OH+HCO;— H,0+ CO;~ 8.5x 10° (272)
4) 'OH + H,0, — 0, +H,0 2.7x 107 (272)
5'0H+'0H — H,0, 5.0x10° (273)
6) "OH + Fe'- DTPA — OH + Fe'- DTPA 2.0x10° (77)
7) CO;~+ CO; ™ CO, + CO4™ 1.5x 10’ (274)
8) CO;~+ ‘OH — P 3.0x 10° (275)
9) CO;~+ H,0, - HCO;™+HO,’ 8.0x 10° (269)
10) Fe"- DTPA + DMPO-OH —> productos 1x10° (77)
11) COs~ + DMPO  — CO; + DMPO-OH 2.47x10° (esta tesis)
12) CO;~ +Fe"-DTPA — CO;” + Fe""- DTPA 6.1x10° (esta tesis)

Las reacciones fueron realizadas en buffer fosfato 50 mM. La reaccion del ‘OH con los componentes del buffer fueros
consideradas en las simulaciones, pero no influyen en los resultados

-47 -



En los resultados de las simulaciones cinéticas vimos que cuando no considerabamos la reaccion
con el Fe'-DTPA, no observabamos inhibicion en la formacion de DMPO-OH. En la condicién de
500 mM HCOs™ los datos experimentales mostraban una inhibicion de la sefal ~ 80% mientras que
en la simulacion realizada con las ecuaciones 1 a 11 de la Tabla 4.1 la inhibicion era menor al 5 %.
Cuando consideramos la reaccién del CO;™ con Fe"-DTPA (ec 12 de la Tabla 4.1), hay una
inhibicion que se aproxima a los valores obtenidos experimentalmente (Fig. 4.4).

00 8—o o

Fig.4.4 Relevancia de la reaccion
del CO;~ con Fe"-DTPA los
80 — ;\ rendimientos de formacion de
DMPO-OH por el sistema de

Fenton en presencia de HCO;™.
Los datos experimentales (m) son el
promedio de 5 experimentos
similares al representado en la fig2.
. A Las simulaciones asistidas por
\% computadors fueron realizadas con
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La inhibicién de la hidroxilacion del DMPO se explica parcialmente (2/3 de la inhibicion observada
experimentalmente) por la competencia que existe entre el DMPO y el Fe'-DTPA por el CO;™. Un
factor adicional que explique el bajo rendimiento en la formacion de DMPO-OH puede ser la
descomposicion del aducto intermediario DMPO-OCO; por otras rutas (268).

Deteccion de productos de oxidacion de tirosina por sistema de Fenton

Recurrimos a otro modelo experimental para evidenciar la formacion del COs™ y su reaccion con
DMPO, que es la formacion de productos de oxidacion de la tirosina. El radical hidroxilo
predominantemente se adiciona al anillo de la tirosina (k = 1.3 x 10" M''s™ a pH 7) para dar el
radical tirosina-OH que luego evoluciona mayoritariamente al producto hidroxilado, la 3,4-
dihidroxifenilalanina (DOPA) (137,276). El radical CO;~ por su parte cuando reacciona con la
tirosina (k = 4.5 x 10’ M's™ a pH 7, (274)) promueve la abstraccion de un electron del anillo
favoreciendo la formacion del radical tirosilo, y por lo tanto el aumento de la 3,3"-ditirosina como
producto final. En la figura 4.5 (panel A) mostramos los perfiles de HPLC obtenidos luego de la
incubacion de tirosina (0.5 mM) con H,O, y Fe"-DTPA (100 uM) en ausencia y en presencia de 0.5
M HCOs".
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Fig. 4.5 Hidroxilacion y dimerizacion de la tirosina por reaccién de Fenton. (A) Registro representativo de HPLC
para la tirosina (0.5 mM) no tratada (a) o expuesta a la reacciéon de Fenton (H,0,/ Fe"-DTPA (0.1 mM)) en ausencia (b) y
en presencia de HCO;™ 500 mM (c). (B) Efecto del aumento de la concentracion de HCO;™ en la formacion de 3,4-
dihidroxifenilalanina (DOPA) (®) y 3,3 -ditirosina (A ). Inhibicion de DOPA (<) y 3,3 ditirosina (A ) obtenida con 5 y
10 mM DMPO.

Los productos fueron identificados y cuantificados comparando los tiempos de retencion y las areas de los picos con los de los
estandares correspondientes (tirosina, DOPA y ditirosina).

En ausencia de HCO;3;™ se detecta 3,4-dihidroxifenilalanina, pero no observamos formacion de
ditirosina, mientras que en presencia de HCO;™ se observa una desaparicion del producto hidroxilado
y la aparicion concomitante de la ditirosina. Este cambio en la reactividad concuerda con la
formacion de radical carbonato. En el panel B de la Figura 4.5 se puede observar como ocurre la
desaparicion de la DOPA vy la aparicion de la 3,3 -ditirosina a medida que aumenta la concentracion
de HCO;™ en el sistema.

Cuando agregamos DMPO (5 mM) podemos observar que en ausencia de HCO;™ la formacion de 3.4-
dihidroxifenilalanina se inhibe un 60 % e inhibe solamente el 20% de la formacion de ditirosina en el
sistema con 0.5 M HCOs". Esta diferencia en el efecto del DMPO en ausencia y en presencia de
HCOj;™ se explica por la diferencia de la relacion de las constantes de reaccion involucradas en cada
sistema. El DMPO reacciona con ‘OH con una k = 4.3 x 10° M's™ (272) es decir 3 veces mas lento
que con la tirosina, y con CO3™~ (k=2.46 x 10° M's™), 20 veces mas lento que con la tirosina. Es de
notar que en este sistema debemos utilizar concentraciones muy altas de HCOs™ y bajas de DMPO
para asegurar que el ‘OH genere CO;™.

4.1.2.2 Sistema CuZn-SOD/H;0; en presencia de HCO;~

El aumento de la intensidad en la senial de DMPO-OH cuando se incuba la CuZn-SOD con HCOs™ ha
sido reportado en diversos trabajos (277,278) y fue en el trabajo publicado por Goss y col. en 1999
(93) en que se propuso la formacion de radical carbonato en este sistema. Como en los trabajos
publicados por el laboratorio del Dr. Kalyanaraman desde ese momento (9,139,265,279-282) se ha
demostrado por distintas técnicas la formacion del CO;™ y su reaccion con DMPO, nos limitaremos a
mostrar algunos resultados de los obtenidos en este sistema, que nos permiten reafirmar cinéticamente
la constante determinada por radiolisis de pulso.

Evaluamos por un lado el efecto del agregado de distintas concentraciones de tirosina y triptofano
sobre la formacion de DMPO-OH por CuZnSOD/ H,O, / HCOj5™. La inhibicién es mas profunda con
triptofano, consistente con que este reacciona mas rapido con el CO5™ (k=7 x 10° M™'s™, pH 7 (274))
(Fig 4.6).
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La competencia entre el DMPO Yy la tirosina fue analizada también evaluando el efecto del DMPO
en la formacién de ditirosina por el sistema CuZnSOD/H,0,/HCO;™. En la figura 4.7 mostramos los
cursos temporales de la formacion de ditirosina en incubaciones de CuZnSOD, tirosina y H,O,, en
ausencia y en presencia de 50 mM HCOs™. La formacion de ditirosina es despreciable en ausencia
de HCO;™ y aumenta a medida que se incrementa la concentracion de HCOs™. En la Figura 4.7 se
observa la condicion de mayor concentracion de HCOs;~ (50 mM) y el efecto de distintas
concentraciones de DMPO (1, 5 y 10 mM). La inhibicién obtenida es compatible con lo esperado
por la relacion de constantes de reaccion de la tirosina y el DMPO con el CO5™ .
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Fig 4.7. Dimerizacion de
tirosina por CuZn-SOD /H,O0, ,
HCO;™: inhibicién por DMPO
Cursos  temporales de la
formacion de 3,3’-ditirosina en
sistemas conteniendo L-tirosina
(0.5 mM), CuZn-SOD (1mg/ml)
yH,O, (ImM) en ausencia (-
HCO;3") y en presencia de 50 mM
HCO;™ (+ HCOs5) , en buffer
fosfato 50 mM, pH 7.4. En
presencia de HCO;~ 50 mM se
registr6 la formacion de ditirosina
en presencia de 1, 5 y 10 mM
DMPO.

La formacion de 3,3’-ditirosina
fue monitorizada a 315 nm.
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4.1.2.3 Hidroxilacion de DMPO por el sistema peroxinitrito/dioxido de carbono.

La formacion de DMPO-OH durante la homolisis catalizada por proton del peroxinitrito fue
reportada previamente en un trabajo en colaboracion de nuestro laboratorio con el laboratorio de la
Dra Augusto de la Universidad de San Pablo (283,284). En esos trabajos mostraron que es posible
la deteccion del aducto con el agregado de bajas concentraciones de glutation, debido a que el
aducto es destruido por la reaccion con el ‘NO, también producido durante la homdlisis. Esto fue
confirmado por la observacion de que el agregado de ONOQO™ destruia el DMPO-OH preformado
por son6lisis (284). El glutation reacciona con el 'NO, (k =2 x 10’ M's™ ' evitando que destruya
la sefial generada por la reaccion del ONOO™ con el ‘OH (Fig. 4.8).

ONOO

ONOO'+ HCO,

/ \ /‘ N ONOO+ GSH

ONOO+ GSH
+ HC03'

T 7 T 7 T 7 T 7 T 7 T 7 T
3450 3460 3470 3480 3490 3500 3510

Campo magnético(G)

Fig. 4.8. Formacion de DMPO-OH por peroxinitrito/ diéxido de carbono. Espectros de
EPR del DMPO-OH (on = ay = 14.9 G) obtenidos con: 5 mM DMPO con 50 uM peroxinitrito
en 20 mM buffer fosfato, pH 7.4 (ONOQO"), en presencia de HCO;~ 25 mM (ONOO™ +
HCOy57). Las mismas condiciones adicionando 15 uM de GSH al sistema, sin bicarbonato
(ONOO™ + GSH) y con 25 mM HCO;~ (ONOO™ + GSH + HCO5")

Condiciones instrumentales: potencia de microonda, 20 mW; amplitud de modulacion , 1 G; constante de
tiempo, 164 ms; velocidad de barrido de campo, 0.7 G/s; ganancia, 5 X 10*.

En nuestros ensayos usamos las mismas condiciones reportadas previamente (283) (DMPO 80 mM,
ONOO™ 50 uM y GSH 15 pM, a pH 7.4), condiciones en las que GSH reacciona directamente con
menos de un 5% del ONOO™ (k = 490 M's™ (115)). La adicién de HCO;™ genera un aumento de la
sefial tanto en ausencia como en presencia de GSH (Figura 4.8). En nuestras condiciones
experimentales (1.3 mM en equilibrio con 25 mM HCOs;™ a pH 7.4) y teniendo en cuenta que el
ONOO™ reacciona répidamente (k = 2.4 x 10* M's™ a 24 °C) con el dioxido de carbono para dar
CO3™ y 'NO,, podemos asegurar que todo el ONOO™ reacciona con el CO,, por lo que la formacion
de DMPO-OH depende de la reaccion del DMPO con el CO5™. La mayor eficiencia observada en la
generacion de DMPO-OH cuando se genera CO;™ en lugar de ‘OH no tiene una explicacion
evidente. Por una lado el rendimiento de radicales en la homolisis del ONOOCO;™ es mayor que en
la homolisis catalizada por proton (se genera un 35% de CO;~ y un 30% de "OH). Esa diferencia
no explica totalmente el aumento de la sefal observado en presencia de HCOs™, asi que es posible
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que existan otras reacciones que consuman el ‘OH y eso explique la mayor eficiencia del CO;™ para
producir DMPO-OH.

Cuando evaluamos el efecto del agregado de tirosina y triptofano observamos lo mismo que en los
otros sistemas generadores de CO3™, una inhibicién mayor con triptofano que con tirosina, acorde
con la diferencia de reaccion de estos aminoacidos con el CO3;™ y que no ocurre cuando el oxidante
es el ‘'OH.

4.1.2.4 Deteccion de CO3™ en un sistema celular

La formaciéon de DMPO-OH y su deteccion por EPR se usa como método para evaluar el estallido
respiratorio tanto de neutrofilos como de macrofagos. E1 O, generado forma un aducto inestable
con el DMPO, el DMPO-OOH que decae rapidamente a la formacion de DMPO-OH. Durante
nuestro trabajo evidenciamos que esa sefial se inhibia cuando los macréfagos se encontraban
estimulados para la produccion de "NO, en acuerdo con la formacién de ONOO™ y el aumento de
‘NO; en el sistema (Fig. 4.9, condicion PMA vs. condicion PMA + iNOS).
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Fig. 4.9 Formacion de CO;™ por macrofagos activados.

Los macrofagos fueron activados para la produccion de O, (PMA), o la produccion simultanea de 'NO y
0, (iNOS/PMA). En la condicién iNOS/PMA se agregd al medio extracelular 15 uM de GSH (+GSH).
Las mismas condiciones fueron ensayadas con 25 mM HCO;™ en el medio.

La concentracion relativa de DMPO-OH fue obtenida de la doble integracion de los registros.

Los espectros fueron registrados 15 minutos después de la activacion con PMA en cada condicion,
acumulando tres barridos sucesivos.

Condiciones instrumentales: potencia de microonda, 20 mW; amplitud de modulacién , 1 G; constante de tiempo,
164 ms; velocidad de barrido de campo, 0.8 G/s; ganancia, 5 x 10°.
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Cuando agregamos GSH en el medio extracelular recuperamos la sefial abolida por la presencia del
"NO debido a la reaccion del 'NO, con el GSH que evita la descomposicion del aducto (Fig. 4.9). El
efecto del agregado de GSH en el medio extracelular es una evidencia indirecta de que la formacion
de los oxidantes ocurre en este caso en ese compartimento. La formacion del O, en estos
experimentos fue activada por PMA, molécula que conduce al ensamblaje de la enzima en la
membrana del macréfago, produciendo el O, en la cara externa de la membrana. E1 NO formado
en el citosol del macrofago difunde a través de la membrana, y la formacion de ONOO™ ocurre en el
sitio donde se produce el O,

Cuando agregamos al medio de cultivo 25 mM bicarbonato, vimos que el HCO3;~ no afecta la
formacion ni la deteccion del O,”, pero la sefial aumenta en la condicién en que se estaban
generando en forma simultanea O,” y 'NO (Fig. 4.9), al igual que en los ensayos realizados con
ONOO™ sintetizado en el laboratorio, compatible con la formacién de CO3;™ y la generacion de
DMPO-OH a partir de su reaccion con DMPO.

4.2 Modulacion de la activacion macrofagica por Trypanosoma cruzi

4.2.1 Activacion de la NADPH oxidasa en la interaccion de macrofagos con Trypanosoma
cruzi.

El ensamblaje y activacion del complejo de la NADPH oxidasa durante la interaccion de los
macrofagos con los distintos estadios del parasito ha sido un punto de controversia en la literatura.
(232-234,285).

En nuestro trabajo usamos diferentes ensayos para detectar la formacion de superoxido en células,
que nos permitieron evaluar si hay activacion de la NADPH oxidasa durante la interaccion de los
macrofagos con 7T.cruzi. Las técnicas utilizadas son: quimioluminiscencia (oxidacion del luminol),
resonancia paramagnética electronica (formacion de DMPO-OH), la reduccion de una sal de
tetrazolio (azul de nitrotetrazolio, NBT) y la oxidacion del hidroetidio (HE). Los ensayos para
determinar la formacion de superdxido se realizaron con las formas epimastigota y tripomastigota
de T.cruzi.

4.2.1.1 Interaccion macréfagos - epimastigotas

Quimioluminiscencia del Luminol en macrofagos expuestos a epimastigotas.

La quimioluminiscencia del luminol (5-amino-2,3-dihidro-1,4-phtalazinediona) ha sido
historicamente una de las técnicas mas utilizadas para la deteccion de especies reactivas del oxigeno
en sistemas biologicos, desde enzimas aisladas, cultivos celulares hasta tejidos u 6rganos (134).
Aunque altamente sensible, no es un método para la determinacion directa de la formacioén de un
determinado intermediario, ya que varias especies incluyendo el O,™, el ‘OH, el H,O,, el acido
hipocloroso (HOCl) y el ONOO™ conducen a la formacién de especies luminiscentes por
mecanismos de reaccion distintos. La emision de fotones por este sistema se debe a una secuencia
de reacciones que se inician por una oxidacion por uno o dos electrones del luminol, que lleva a la
formacion de un radical del luminol o diazoquinona respectivamente, que pueden reaccionar con
0, 0 H,0; para dar un endoperoxido inestable. Este endoperoxido se descompone a un estado
excitado, el aminoftalato que decae al estado basal emitiendo un fotén (hv) (Esquema 4.2).

La formacion de O, durante el estallido respiratorio y su consiguiente dismutacion a H,O»,
permiten la oxidacion del luminol, como puede observarse en el esquema 4.2.
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Esquema 4.2 Oxidacion del Luminol durante la formacién simultanea de 'NO y O,™.

Mecanismo de reaccion del luminol propuesto para sistemas que producen O,y ‘NO.

La emision depende de la relacion en las concentraciones de cada una de las especies. Cuando la
concentracion de ‘NO es mayor predomina la formacion de productos no rutas no luminiscentes.

Adaptado de Radi et al. (2001). (10)

La presencia simultanea de 'NO en niveles similares a los del O, que se esta formando lleva a la
formacion de ONOO™, especie también capaz de oxidar al luminol (89). El 'NO y sus derivados
('NO,) no inducen la quimioluminiscencia del luminol. El proceso planteado de oxidacion del
luminol es estos casos es mas complejo (Esquema 4.2), debido a que el 'NO en exceso lleva a una
inhibicion de la emision de la luz probablemente por atrapamiento de intermediarios radicalares que
se generan durante el proceso de oxidacion del luminol (132).

Cuando los macrofagos forman O,y 'NO, el ONOO™ generado puede dar cuenta del primer paso
de oxidacién por dos electrones o también podria hacerlo el "OH derivado de su homolisis. Esto
permite que todo el O, generado lleve a la oxidacion del luminol, a través de la formacion del
ONOO™ obteniéndose valores de luminiscencia mayores que los que se obtienen con el O, ya que
el ONOO™ tiene mayor rendimiento en la emision de luz (132).

Cuando los macrofagos son co-incubados con epimastigotas no se produce fagocitosis, con lo cual
es dificil establecer a priori la existencia o no del estallido respiratorio. La interaccion de estos
parasitos con la membrana del macrofago puede de todas formas generar una activacion local de
NADPH oxidasa, generandose O, hacia el espacio extracelular.

Para evaluar esto trabajamos con epimastigotas sin opsonizar y opsonizados con un suero de ratoén
inmunizado con T.cruzi. La incubacién de los epimastigotas con el suero del ratén expuesto
previamente a los parésitos lleva a la opsonizacion de los mismos, a través de la adhesion de los
componentes opsonizadores del complemento (C5b y C3b) y por la uniéon de inmunoglobulinas
presentes en el suero. En el caso de los macrofagos en estado basal, con los parasitos sin opsonizar
observamos una pequefia induccion de luminiscencia que aumentaba en el caso de los pardsitos
opsonizados (Figura 4.10). Estos resultados son consistentes con datos previos de la literatura y con
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la capacidad de microorganismos opsonizados de desencadenar el estallido respiratorio en células
fagociticas, por la interaccion con los receptores especificos de la membrana del macrofagos para la
porcién Fc de las IgG o por los componentes C3b y C5b del complemento. La luminiscencia
obtenida es del mismo orden que la que se observa cuando se usa como activador un estimulo
fagocitico como el zimosdn opsonizado, pero mucho menor que la obtenida con los ésteres de
forbol como el PMA, que produce la activacion generalizada de las NADPH oxidasas en
membrana, mediada por la activacion directa de PKC (Figura 4.10).

Utilizamos distintos inhibidores para poder demostrar que la especie responsable de la luz es el
radical superoxido (inhibicion por SOD) y que es formado por la NADPH oxidasa (inhibicién con
el difeniliodonio y la apocinina).

La activacion en presencia de CuZnSOD (600 U/ml) observamos una disminucion parcial de la luz
inducida por epimastigotas opsonizados (Figura 4.10). Para discriminar si eso ocurria debido a que
otra especie estaba involucrada en el mecanismo de oxidacioén del luminol o si era un problema de
acceso de la CuZnSOD al sitio donde se generaba el O,™, utilizamos una SOD modificada (Hb-
SOD) que posee un dominio de unioén a heparina, cedida gentilmente a nuestro laboratorio por el
Dr. Bruce A. Freeman (286). En este caso observamos una inhibicion total de la emision (Figura
4.10). La modificacién de esta enzima permite que esta se asocie a la cara externa de la membrana
plasmatica del macrofago o también de los parasitos, haciendo que se encuentre en el sitio de
formacion de superdxido durante la activacion y sea mas efectiva que la CuZn SOD no modificada.

500 -
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400 .,-_/ -\.-\.
| AN \
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[ |
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/
200 - / .°\/°."‘.. " -\.
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Fig.4.10 Quimioluminiscencia del luminol derivada de macréfagos expuestos a epimastigotas de
T. cruzi.

Macréfagos (1 x 10%) expuestos a epimastigotes (1x 10”) en dPBS con 200 puM luminol a 37° C.
Registros caracteristicos obtenidos en un luminémetro de placas (Lumistar-BMG) en ausencia (7.cruzi)
o en presencia de 600 U/ml de CuZnSOD (SOD) o de la enzima con un dominio de unioén a heparina
(Hb-SOD).
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El difeniliodonio (DPI) es un inhibidor de flavo-enzimas (287), que inhibe totalmente la
luminiscencia del sistema (no mostrado). Sin embargo, sabemos que muchos de los posibles
sistemas generadores de especies oxidantes son flavoproteinas, con lo cual utilizamos también otro
inhibidor, la apocinina. La apocinina es un compuesto catecol que inhibe la translocacion de las
subunidades citosolicas de la NADPH oxidasa (p47phox y p67 phox) (288). En este caso también
inhibimos completamente la emision de luz (Figura 4.11).

20000 - .

15000 —

cuentas totales

CIL ZYM ZYM Tcuzi Tcerwzi iINOS+ +AG PMA
ops. ops. T cruzi

Fig. 4.11 Produccién de O, por macréfagos expuestos a epimastigotas de 7. cruzi.

Macroéfagos en dPBS, 200 uM Luminol, fueron expuestos a activadores de la NADPH oxidasa. Zimosan
(ZYM) y zimosan opsonizado con suero humano fresco (ZYM ops) (4mg/ml). Los epimastigotas de 7.cruzi
en una relacion delO parasitos/macrofago. La induccion de la iNOS se realizé 5 horas antes del ensayo
(iNOS) y aminoguanidina 1 mM se adiciond para inhibir la produccion de 'NO (+AG). Cuentas totales
generadas en las distintas condiciones durante los 100 minutos siguientes a la activacion, registrados en
luminémetro de placas (Lumistar-BMG).

Cuando los macréfagos fueron expuestos 5 horas antes a IFN-y y LPS, se indujo la iNOS y en el
momento de la exposicion a los epimastigotas se encuentran produciendo 'NO. La luminiscencia
es mayor que en los macrofagos sin induccion de la iNOS (Figura 4.11). Esta mayor eficiencia es
consistente con la formacion de ONOO™. La exposicion a citoquinas de tipo Thl (como el IFN- vy
el TNF-a, generado durante la activacion por el propio macréfago) produce un aumento de la
expresion de algunas de las subunidades (gp91™°%, p47 ™% y p 67 "19%) de la NADPH oxidasa
(289,290). Esto puede generar que los macrofagos pre-activados produzcan una mayor cantidad de
O, frente al mismo estimulo. Para discriminar entonces si el aumento se debe a una mayor
formacion de superoxido o a la formacion de ONOO™, utilizamos inhibidores de la iNOS como
aminoguanidina (AG) o N-momometilarginina (N-MMA), que no afectan la expresion de las
enzimas, sino que inhiben la sintesis de 'NO. En presencia de inhibidores la quimioluminiscencia
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es similar a la obtenida con los macrofagos en estado basal. Esto nos indica que en nuestro sistema
el aumento de la luz es debido a la formacion de ONOO™ y su mayor eficiencia para oxidar al
luminol en pasos que terminan con la emision de fotones (Figura 4.11).

Deteccion de DMPO-OH generado en la interaccion macrofago-epimastigota

Para la deteccion de superdxido se por la técnica de EPR indirecta se utilizan un grupo de
atrapadores que son nitronas ciclicas. El superéxido se adiciona en la posicion beta de la nitrona,
para dar el nitroxido ciclico sustituido detectable por EPR (Esquema 4.3). Uno de los atrapadores
mas usados para la deteccion de este radical en sistemas biologicos es el DMPO. La reaccion del
DMPO con el radical superdxido genera un aducto intermediario, DMPO-OOH, que presenta un
espectro caracteristico. Esta especie tiene una corta vida media (t/2 = 0.8 min a pH 7.0) y decae en
parte a la forma DMPO-OH (291,292) (Esquema 4.3).

En los ultimos afios se han desarrollado otras nitronas, como el 5-(diethoxyphosphoryl)-5-methyl-1-
pyrroline N-oxido (DEPMPO) y 2-ethoxycarbonyl-2-methyl-3,4-dihydro-2H-pyrrole-1-oxide
(EMPO), cuyos aductos con superdxido tiene una mayor vida media (t/2 = 14 y 8 min,
respectivamente) (293), lo que permite una mayor especificidad en la deteccidon. Sin embargo, la
constante de velocidad para atrapar superoxido es mayor para el DMPO (k = 16 M"'s™), 1o que lo
hace el atrapador de eleccion en los sistemas donde se genera superdxido a altas velocidades.

Esquema 4.3. Formacion de
DMPO-OH en sistemas
generadores de O,
La reaccion del DMPO con O,
genera  DMPO-OOH un
intermediario de corta vida media
DMPO DMPO-OOH que decae a la forma DMPO-OH
(paso2). E1 DMPO-OH se obtiene
también de la reaccion directa del
DMPO con el 'OH o de la
reaccion con CO;™
Extraido de Rosen et al. 2004(1)

DMPO-OH

Cuando en el sistema se genera simultineamente 'NO y posiblemente ONOO™ hay que tener en
cuenta que el NO, derivado de la oxidacion del 'NO y de la homolisis del ONOO™ reacciona con el
aducto DMPO-OH, destruyéndolo (283).

Con esta técnica pudimos determinar la formaciéon de O, durante la interaccién de los
epimastigotas con los macrofagos. El ensayo fue realizado en dPBS con 100 mM DMPO. Luego de
entre 15 y 30 minutos (tiempos usados en diferentes experimentos) de adicionar los parasitos sobre
los macrofagos, el sobrenadante del cultivo fue transferido a la celda del EPR y los registros
obtenidos son la acumulacion de 3 barridos (Figura 4.12). La sefial de DMPO-OH aparece
claramente con los epismastigotas, mientras que cuando los macrofagos fueron pre-estimulados
para la inducciéon de la iNOS, la senhal desaparece. Esto se debe a lo que plantedbamos
anteriormente sobre la capacidad del ONOO™ (a través de la formacion del ‘NO,) de destruir el
aducto DMPO-OH. Para confirmar que la inhibicion era dependiente de la formacion de "NO
utilizamos un inhibidor de la iNOS, en este caso el 1400 W, y observamos la recuperacion de la
sefal.
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Estos datos nos permiten confirmar que la interaccion de la forma epimastigota con los macrofagos
lleva a la activacién de la NADPH oxidasa. Si bien en algunos sistemas generadores de O, se
puede detectar el aducto intermediario (DMPO-OOH), en nuestro sistema no se observa ya que
como vimos presenta una vida media muy corta en medios celulares y ademas es una sefial con mas
desdoblamientos, lo que genera que la magnitud de los picos sea menor y mas dificil de distinguir.

4.2.1.2 Interaccion macrofagos- tripomastigotas metaciclicos

La capacidad de las formas infectivas de activar la NADPH oxidasa tiene una mayor relevancia
bioldgica dado que los macrofagos actian como una primera barrera en la infeccion por 7.cruzi, y
es importante conocer si estos son capaces de evitar las respuestas citotoxicas durante la infeccion.
Para evaluar en este caso la existencia de estallido respiratorio usamos la quimioluminiscencia del
luminol, la reduccion del azul de nitrotetrazolio (NBT) y la oxidacion del hidroetidio (HE).
Quimioluminiscencia en la infeccion con tripomastigotas metaciclicos.

En los ensayos para evaluar la activacion de la NADPH oxidasa con la forma tripomastigota
utilizamos la técnica de luminiscencia derivada del luminol que fue descrita previamente para la
interaccion con epimastigotas.

En la Figura 4.13 se observa que la exposicion de los macréfagos a la forma tripomastigota no
opsonizada, la quimioluminiscencia es similar a la obtenida en presencia de zimosan opsonizado.

La induccién previa de la iNOS produce un importante aumento de la luminiscencia, y la
incubaciéon con el inhibidor del ensamblaje de la NADPH oxidasa, apocinina (50 uM), inhibe
completamente la sefial.

En la Figura 4.14 se representan las cuentas totales obtenidas con numero creciente de
tripomastigotas, con relaciones de 10, 20 y 50 parasitos/macrofago. El aumento de la luz a medida
que aumenta el niimero de parasitos, indica que se producen activaciones locales durante la
interaccion con la membrana del macrofago y seguramente al aumentar el nimero de parasitos,
aumenta el nimero de NADPH oxidasas que participan de la produccion de O,
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Fig. 4.13 Quimioluminiscencia del luminol derivada de macréfagos expuestos a tripomastigotas. Macrofagos
(1 x 10° incubados con 40 mg/ml de zimosan opsonizado (zym), tripomastigotas (1x 107) en dPBS con 200 uM
luminol a 37° C (T.cruzi). Efecto de la produccion de 'NO (iNOS + T.cruzi) y de 50 puM apocinina (+ Apo).
Registros obtenidos en luminémetro de placas (Lumistar-BMG ).

La pre-incubacion de los macrofagos con manosa (5 mM) también resulta en la inhibicion de la
luminiscencia dependiente de la activacion de la NADPH oxidasa durante la fagocitosis de la forma
tripomastigota. Si bien en nuestro trabajo no evaluamos el rol de la manosa por otras técnicas, la
inhibicién de la luminiscencia concuerda con datos de la literatura respecto de las moléculas
involucradas en la interaccion de T.cruzi con macréfagos (214).

El receptor de manosa es una glicoproteina de membrana de elevada expresion en macrofagos. Este
receptor une glucidos tales como L-fucosa, D-manosa, D-N-acetilglucosamina y D-galactosa,
moléculas que no se encuentran normalmente en los oligosacaridos de membrana de mamiferos,
pero si son frecuentes en las superficies de microorganismos (294,295). El receptor de manosa
puede mediar la internalizaciéon de microorganismos por fagocitosis, uniendo una gran variedad de
patogenos (296), entre los que se ha descrito la interacciéon con la forma amastigota de T.cruzi
(214). En los casos de fagocitosis mediada por este receptor se inducen los mecanismos citocidas,
con fusion de los lisosomas al fagosoma naciente y activacion de la NADPH oxidasa (297), datos
que concuerdan con los resultados presentados en esta tesis .
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Fig.4.14 Produccion de O, por macréfagos expuestos a tripomastigotas de 7.cruzi. Cuentas
totales producidas durante los 100 minutos siguientes a la activacion. Los macrofagos adheridos en
placas de 24 pocillos (1 x 10° /pocillo) fueron desafiados con epimastigotas (2 x 107 /pocillo) y
tripomastigotas (1,2 'y 5 x 10’ /pocillo). El agregado de apocinina (50 uM) y manosa (5 mM) inhiben
la luminiscencia. En la condicion iNOS los macrofagos fueron expuestos 5 horas antes del ensayo a
IFN-y y LPS.

Oxidacion de Hidroetidio en la exposicion a tripomastigotas.

El hidroetidio (HE), forma reducida por dos electrones del etidio (Etd"; 3,8-diamino-5-ethyl-6-
phenylphenanthridinium), es internalizado rapidamente por las células y dentro de estas es oxidado

a la forma Etd+ que se intercala en los 4cidos nucleicos, aumentando asi su fluorescencia (Aexe =
518 nm y Aep= 595 nm) (Esquema 4.4).

Hidroetidio (HE) etidio (Etd+)

Esquema 4.4 Estructuras del Hidroetidio y el Etidio

Esta oxidacion se atribuia al metabolismo celular no discriminando las especies oxidantes
involucradas. En 1990, Rothe y Valet determinaron que el O, asi como el H,O, en presencia de
peroxidasas eran capaces de producir tal oxidacion. El HE también es oxidado intracelularmente por
oxidasas y citocromos, lo que determina que como la mayoria de las técnicas, no permita en
principio discriminar el efecto del superdxido del de otros oxidantes (298).
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Sin embargo en los Gltimos afos se ha identificado que el producto de oxidacioén del HE por O, es
distinto del Etd’, ya que se forma un producto hidroxilado (HO-Etd+), implicando la formacién de
un radical intermediario por la oxidacidén por un electron del HE y la hidroxilacion mediada por
superoxido en el segundo paso. El OH-Etd" y el Etd” pueden ser separados por HPLC, permitiendo
de esta manera la discriminacidon de las especies involucradas en el aumento de la fluorescencia.
Este producto ademas presenta un shift en las A de excitaciéon y de emision, siendo para el OH-Etd"
las longitudes de onda maximas diferentes que para el Etd" (Aexe OH-Etd" = 480 nm Y Aem= 567
nm)(126,128).

En nuestro ensayo incubamos los macrofagos plaqueados en placas de 24 pocillos en dPBS con 100
uM HE. La infeccion fue realizada con 3 x 107 parasitos por well en ausencia y en presencia del
inhibidor de la NADPH oxidasa, apocinina. Realizamos también el control con zimosan
opsonizado. Luego de una hora de incubacion se lavaron los pocillos, se incub6 una hora més a 37°
C se midi¢ la fluorescencia usando el lector de placas con el par de filtros: A exc = 485/ A em = 555.
(Figura 4.15)

10000 —

)

485/)._555

exc

URF (A

CTL T.cruzi T.cruzi + apo ZYM ops.

Fig.4.15 Oxidacion de hidroetidio durante la infecciéon de macréfagos con tripomastigotas
metaciclicos. Los macréfagos adheridos (1 x 10° /pocillo) fueron expuestos a zimosan opsonizado
o tripomastigotas (3 x 10 /pocillo) en presencia de 100 pM de hidroetidio y en ausencia o
presencia del inhibidor de la NADPH oxidasa apocinina (50 uM). La fluorescencia fue medida
luego de 2 horas de incubacion en un lector de fluorescencia en placas con los filtros A ¢y 485/ A e
555 (Fluostar-BMG)

En la Fig. 4.15 podemos observar se obtuvo una mayor fluorescencia en las células expuestas a los
tripomastigotas que en las células control, y que ese aumento fue revertido por el agregado de
apocinina. Como control positivo de la técnica usamos el zimosan opsonizado. No separamos los
productos por HPLC para asegurarnos que el producto mayoritario fuera la forma hidroxilada (OH-
Etd"), pero el control con zimosan y la inhibicién con apocinina nos indican la participacion de la
NADPH oxidasa. Es interesante remarcar que no pudimos observar aumentos de la fluorescencia
con el PMA, a pesar de que sabemos que genera una activacion importante de la enzima, con la
formacion de mayores cantidades de superdxido que los estimulos fagociticos. Como la produccion
de O, en la activacion con PMA es hacia el espacio extracelular, los productos de oxidaciéon por
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O, del hidroetidio son generados en el medio extracelular. Probablemente en ese caso no alcancen
facilmente los 4cidos nucleicos y se pierdan durante los lavados a los que son sometidas las células.
La internalizacion de los tripomastigotas y del zimosan permite retener los productos de oxidacion
del HE facilitando su interaccion con los acidos nucleicos y el aumento de la fluorescencia.

De alguna manera este diferente comportamiento segun la técnica utilizada nos acerca a la
compartimentalizacion de las especies en nuestro modelo. Una observacion similar obtuvimos del
uso de otra técnica que es la reduccion de una sal de tetrazolio, el azul de nitro-tetrazolio (NBT).
Reduccion del azul de nitro-tetrazolio en la interaccion tripomastigotas-macrofagos.

Dos moléculas de O, llevan a la reduccion de la molécula de azul de nitro-tetrazolio (NBT)
generando una molécula insoluble en medio acuoso, el formazan. El formazan es de un color azul
oscuro que permite la visualizacion del sitio de formacion del O,” ya que precipita alli donde se
forma (263) Esta técnica nos permite ademas de evaluar la activacion de la NADPH oxidasa,
observar la internalizacion de los parasitos por microscopia de contraste interdiferencial (DIC).

Los macrofagos plaqueados en portas divididos en pocillos fueron expuestos a tripomastigotas (1 x
107) en una solucién de NBT (5mg/ml) en dPBS durante 15 y 30 minutos, en ausencia y presencia
de apocinina (50 pM). Luego del tiempo fijado, las cé€lulas fueron fijadas y permeabilizadas,
agregando DAPI para la identificacion de los nticleos por microscopia de fluorescencia.

£

ﬁi‘-ripos.
P

Fig.4.16 Reduccion de NBT durante la interaccion de macréfagos con tripomastigotas.

Macrofagos sin infectar (control) y expuestos a tripomastigotas metaciclicos (Tripos) durante 15 minutos en
presencia de NBT. Se observan depdsitos de formazan. (azul intenso) en la incubacién con tripomastigotas.
Microscopia Nomarski/ DIC. (100X)

En la Figura 4.16 se pueden observar los depositos oscuros de formazan en los macrofagos
incubados con los tripomastigotas. Si bien se observa una reduccion homogénea del reactivo que
se debe al metabolismo celular, en la condicion de infeccion los depositos son de color mas
intenso y bien localizados, muy sugerentes de que correspondan a vacuolas fagociticas. Para
evidenciar la presencia de parasitos en los sitios de reduccion del NBT, tefiimos los nucleos con
DAPI y utilizando la microscopia de fluorescencia colocalizamos los nticleos de los parasitos con
los depositos de formazan (Figura 4.17). Cuando los macrofagos fueron incubados con apocinina
no se observan esos depositos.
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Fig 4.17 Colocalizacion de niucleos de parasitos internalizados con sitio de
formacion de superoxido. Imagen obtenida por microscopia de fluorescencia con la
tincion de ntcleos con DAPI (DAPI-panel izquierdo). Células con depositos de
formazan por microscopia Nomarski/ DIC. (100X) (NBT-panel derecho). Las flechas
indican nucleos de parasitos con DAPI y depdsitos de formazan en el mismo sitio.

4.2.2 Induccion de la Oxido Nitrico Sintasa y produccion de 6xido nitrico en la interaccion del
macrofago con Trypanosoma cruzi.

El rol del 'NO en el control de la parasitemia, del crecimiento de los nidos de amastigotas en células
no fagociticas, asi como en el éxito en la eliminacion del parésito internalizado por macréfagos ha
sido reportado desde que se identifico a este radical libre como uno de los mecanismos efectores
durante la interaccion entre el hospedero y patdogenos (48,241,242,248,299,300). Sin embargo, en
los ultimos afios, en algunos trabajos se ha planteado una posible modulacion negativa por parte de
T'.cruzi sobre la induccion de la iNOS en la interaccion de estos con los macrofagos (245,246), en
analogia con lo que ocurre durante la infeccion de macréfagos con Leishmania (301-303). En el
caso de T.cruzi este efecto de inhibicion de la induccion de la iNOS del macrofago fue evaluado con
la forma epimastigota y con cruzipaina (cisteinproteasa con propiedades inmunogénicas, de gran
expresion en membrana de 7.cruzi) aislada de epimastigotas (245).

Para nuestro trabajo era importante definir que estaba ocurriendo durante la interaccion de los
macrofagos con las distintas formas de 7.cruzi con las que trabajamos, ya que la si se inhibe la
produccion de 'NO, no hay formacion de ONOO™.

Para evaluar el efecto de la presencia de T.cruzi sobre la induccion de la iNOS y la produccion de
‘NO, estudiamos qué ocurre con la formacion del mRNA, la expresién de la proteina y la
produccion de "NO, cuando los macrdfagos son expuestos a la forma epimastigota y tripomastigota
de T.cruzi.

4.2.2.1 Produccion de 6xido nitrico en presencia de 7. cruzi.

Para poder obtener formacién simultdnea de 'NO y O, realizamos una pre-exposicion de los
macrofagos con inductores de la iNOS (IFN-y y LPS) y 5 horas después (cuando se alcanza una
produccion constante de 'NO) realizamos la exposicion al activador de NADPH oxidasa. Esta
seguramente no sea la secuencia de eventos que ocurre durante la infeccion en todos los casos, ya
que algunos macrofagos son infectados antes de que ocurra secrecion de IFN-y por las NK y
linfocitos T (304), y otros si seran infectados luego de ser estimulados por las citoquinas.
Estudiamos el efecto de la exposicion a 7.cruzi sobre la iNOS, cuando se incuba con los parasitos al
mismo tiempo que con los inductores o luego de las 5 horas, cuando la enzima ya esta expresada.
La produccion de ‘NO fue evaluada midiendo la acumulacion de sus productos de oxidacion, NO,~
y NOs7, en el sobrenadante del cultivo y también viendo la produccion en continuo usando el
fluor6foro DAF-2DA que debido a la mayor sensibilidad de esta técnica nos permite evidenciar la
cinética de la sintesis de ‘NO.
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Esquema 4.5 Ingreso a la célula y reaccion del DAF-2 para la detecciéon de éxido nitrico.

El DAF-2DA entra a las células donde es desesterificado por esterasas intracelulares. El DAF-2 es
oxidado por el N,Os, formado por la reaccion del NO con el 'NO», transformandose en el derivado
triazol fluorescente DAF-2T (Aexe =495 nm y Aepy = 515 nm) (Esquema 4.5).

Si bien no es una sonda especifica para 'NO, los productos que la oxidan derivan en definitiva de
este, por lo que el aumento de la fluorescencia que se detecta se debe a la actividad de la iNOS y es
inhibida por N-MMA y AG, inhibidores especificos para esta enzima.

Efecto de los epimastigotas sobre la sintesis de oxido nitrico

En la Figura 4.18 se observa que cuando los parasitos se incuban con los macrofagos durante la
induccion de la iNOS por IFN-y y LPS, se produce una inhibicion de la acumulacion de NO;™ en el
sobrenadante del cultivo de 20 horas (panel A) y una inhibicion en la oxidacion del DAF-2DA
(panel B, trazo azul)

La inhibicion que se obtiene en la incubacion al tiempo que ocurre la induccion de la enzima es
dependiente del nimero de parésitos, con relaciones parasitos/macrofago desde 3:1 hasta 60:1.
Cuando los epimastigotas son agregados al cultivo luego de induccion de la iNOS (5 horas después
de la incubacién con IFN-y y LPS), no se observa inhibicion en la sintesis de 'NO (Figura 10, panel
B, trazo verde)

A) (B) IFN-y/LPS
250 4 .
40 4 epis.
IFN-y/LPS
~ 200
— 30 %
= e
S % 150 -
<
Z 20 [a)
100 CTL
10 IFN-y/LPS
504 + epis (co-incubacion)
0- 6 6 7 7 0 ) y ) . ) j " Y
CTL +3x10°  +6x100 +3x10"  +6x10 0 20 40 60 80
Tiempo (min)
IFN-y/LPS

Fig 4.18 Produccion de 6xido nitrico en presencia de epimastigotas de 7.cruzi.

(A) Determinacion de la [NO,™] por la técnica de Griess en sobrenadante de macrofagos incubados con IFN-y y LPS en
presencia de nimero creciente de epimastigotas

(B) Oxidacion del DAF-2 por macrofagos no activados (CTL, negro), activados en ausencia (trazo rojo) o en presencia
de epimastigotas (2 x 107) durante (trazo azul) o luego de la induccion (trazo verde)
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Efecto de los tripomastigotas sobre la sintesis de oxido nitrico

La incubacién de los macrdéfagos con la forma infectiva, tripomastigotas, incubados durante la
induccidn o luego de la misma., no genera inhibicién en la produccion de 'NO.

En el panel A de la Figura 4.19 se observa que la acumulacion de NO,™ en el sobrenadante del
cultivo expuesto a las citoquinas en presencia de los pardsitos es similar al de la condicién de
induccion sin T.cruzi. En los registros de oxidacion del DAF-2 (panel B) observamos lo que ocurre
en las primeras horas de produccion de 'NO, con el mismo resultado, ya que el comportamiento en
la condicion en presencia de parasitos (trazo azul) es similar a lo que ocurre en ausencia de ellos
(trazo rojo).
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Fig 4.19 Produccion de éxido nitrico en presencia de tripomastigotas de 7.cruzi.

(A) Determinacion de la [NO,™] por la técnica de Griess en sobrenadante de macréfagos incubados con IFN-y y LPS en
presencia y en ausencia de tripomastigotas. Inhibicion con N-MMA.

(B) Oxidacion del DAF-2 por macréfagos expuestos a tripomastigotas (2 x 107) junto con las citoquinas inductoras de
la iNOS (trazo azul)

Cuando la incubacién se realiza en presencia del inhibidor de la iNOS (N-MMA), se inhibe casi
completamente la produccion de 'NO y la incubacion con el inhibidor de la NADPH oxidasa
(apocinina) no afecta la formacion de "NO.

La produccion de ‘NO es inhibida por lo tanto cuando los epimastigotas son incubados con los
macrofagos al tiempo que se induce la iNOS, pero esto no ocurre con la forma infectiva. La
inhibicidn con los epimastigotas no ocurre cuando estos interaccionan con macréfagos que ya estan
produciendo ‘NO, lo que indica que el efecto de estos parasitos es sobre la induccion de la proteina
y no sobre su actividad. La inhibicion por la forma epimastigota gana relevancia en lo que puede
ocurrir en el momento de la infeccion del huésped vertebrado. Junto con las formas tripomastigotas
pueden entrar a la circulacion epimastigotas, que en contacto con los componentes del suero del
huésped, mueren por apoptosis (305). La interaccion de los epimastigotas con los fagocitos, podrian
evitar la induccion de la iNOS y por lo tanto favorecer el crecimiento del patogeno (306).

4.2.2.2 Expresion de la iNOS en presencia de T.cruzi.

La expresion de la iNOS fue evaluada por inmunocitoquimica usando un anticuerpo anti NOS de
raton revelado con un anticuerpo secundario conjugado al fluoréforo Cy3. Los macrofagos fueron
expuestos durante 6 horas a IFN-y/LPS solos o en presencia de T.cruzi (epimastigotas o
tripomastigotas) con una relacion parasitos/macrofagos de 10:1.

En las fotos obtenidas por microscopia de fluorescencia se observa que en presencia de
epimastigotas se inhibe la expresion de la iNOS y los tripomastigotas no afectan la induccion de la
enzima (Figura 4.20)
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Fig 4.20 Expresion de la iNOS en macrofagos expuestos a Trypanosoma cruzi.

Macrofagos sin activar (control) y expuestos a inductores de la iNOS (IFN-y/LPS), inductores
junto a epimastigotas (+ epis) y tripomastigotas metaciclicos (+tripos) en relacion 10:1. Luego de
6 horas , las células fueron fijadas, permeabilizadas e incubadas con el anticuerpo anti-uNOS
(SIGMA) (1/100), revelado con un anticuerpo anti-conejo conjugado a Cy-3 ( Ay, de 555nm) .
Microscopia de fluorescencia (40X)

Los resultados en cuanto a la induccién de la enzima concuerdan con los obtenidos en la produccion
de 'NO. La presencia de los epimastigotas impide la induccion de la iNOS, pero cuando la
induccion fue completada (luego de 5 horas de exposicion a las citoquinas inductoras) no afectan la
produccion de “NO (Fig. 4.20).

4.2.2.3 Expresion del mRNA de la iINOS en presencia de 7.cruzi.

La regulacion de la expresion de la iNOS puede deberse a la interferencia con las cascadas de
activacion desencadenadas por el IFN-y y el LPS. Otros mecanismos reguladores de la expresion de
la iNOS son afectar la estabilidad del mRNA, la traduccion del mRNA o la estabilidad de la propia
proteina, como se observa en macréfagos activados con IFN-y expuestos a TGF-B1 (63).

Los macrofagos fueron expuestos a los epimastigotas en relaciones parasitos: macrofago de 5:1 y
10:1 para analizar si la inhibicion de la expresion de la enzima se correspondia con disminucion en
los niveles del mRNA (Fig 4.21).
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Fig. 4.21 Inhibicién de la expresion del mRNA de la iINOS

Macroéfagos en confluencia sin inductores de la iNOS (CTL) o expuestos durante 3 horas a IFN-yy LPS
en ausencia (1) o en presencia de 5 x 10° (2) o 1 x 107 (3) epimastigotas de T.cruzi. A partir del mRNA
total , se obtuvo el cDNA y se usaron primers para la iNOS y la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa
(G3Pdh) como control de la técnica. Los productos de PCR se separaron por electroforesis y se visualizaron
por tinciéon con bromuro de etidio (inserto). La densitometria de las bandas fue realizada usando Image

JTM

. Los resultados se expresan como porcentaje de induccion respecto a la condicion control.

En la Figura 4.21 se observa la inhibiciéon de la expresion del mRNA de la iNOS por la presencia
de los epimastigotas durante la induccion de la enzima. Esa inhibicion depende del numero de
parasitos, como se observo cuando se determiné la produccion de 'NO (Figura 4.18).

Evaluamos también el nivel de expresion del mRNA de la iNOS en los macrofagos expuestos a los

tripomastigotas de Tcruzi (Figura 4.22).
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Fig.4.22. Expresion del mRNA de la iNOS
en macrofagos activados en presencia de
tripomastigotas.

La expresion del mRNA fue evaluada en
macréfagos incubados con los inductores
(IFN-y, LPS) en presencia de tripomastigotas
(1x 107) (gel superior).

Macroéfagos incubados 2 horas con los
inductores de la iNOS y luego 1 hora mas en
presencia de los tripomastigotas. (gel
inferior)

(1) Control

(2) IFN-y/LPS

(3) IFN-y/LPS + tripomastigotas

(4) IFN-y

(5) IFN-y + tripomastigotas

(6) tripomastigotas

(7) LPS
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La expresion del mRNA de la iNOS no es afectada por la presencia de los tripomastigotas cuando la
induccion de la enzima es debida a la incubacion con IFN-y y LPS (carriles 2 y 3). EI LPS potencia
la activacion mediada por IFN-y activando vias de sefializacion diferentes (57). La incubacion de
los macrofagos inducidos por IFN-y con los tripomastigotas muestra un aumento de la expresion del
mRNA respecto a la condicidn sin parasitos (carriles 4 y 5). T.cruzi interacciona con los macréfagos
a través del receptor TLR2 (de la familia de receptores tipo Toll) (entre otros) (53) induciendo la
activacion de las vias de NF-xB y MAPK (228), al igual que ocurre durante la interaccion del LPS
con el mismo receptor. Cuando los macrofagos fueron expuestos a IFN-y y LPS no se detecta un
aumento en la expresion del mRNA posiblemente debido a la existencia de redundancia en la
activacion por parte de los parasitos y el LPS. Un trabajo publicado en el 2006 propone sin
embargo, que la interaccion con los tripomastigotas genera un aumento en la estabilidad del mRNA
y que eso explica la mayor expresion en la condicion con IFN-y y tripomastigotas respecto la de
solo IFN-y (249).

4.3 Toxicidad de peroxinitrito producido por macrofagos sobre Trypanosoma
cruzi.

Estudios in vitro realizados en nuestro laboratorio han mostrado que el peroxinitrito es efectivo en
disminuir la viabilidad de los epimastigotas de T.cruzi (5), demostrando también que produce
alteraciones en el metabolismo energético, afectando la respiracion del parasito, disminuye los
niveles de antioxidantes a través de una oxidacion importante de los tioles de bajo peso molecular
(tripanotiona y glutation) (150). En nuestro trabajo buscamos establecer si la formacion de
peroxinitrito por los macréfagos durante la fagocitosis es suficiente para producir efectos
citotoxicos sobre el parasito internalizado en la vacuola fagocitica.

4.3.1 Difusion y toxicidad del peroxinitrito sobre epimastigotas de 7.cruzi

El peroxinitrito decae, por su protonacién y homolisis, con una vida media de 2.7 s (k =026 s') a
25 °C, pH 7.4 (105) por lo cual su toxicidad sobre una célula blanco es una funcién de la distancia
que separa el sitio de formacion del ONOOQO™ de la célula. Por lo tanto para definir la toxicidad de
este oxidante, a diferencia de otros, hay que tener en cuenta la distancia que debera recorrer antes de
alcanzar un blanco, y cudnto es lo que realmente esta llegando. Esto implica que en los estudios con
parasitos expuestos a peroxinitrito sea importante la densidad de células que se exponen, ya que a
mayor densidad, menor distancia debe recorrer y por lo tanto menos peroxinitrito se pierde por
homodlisis.

Ademéas de la distancia, en un medio mas complejo, como es el medio extracelular, la toxicidad del
peroxinitrito va a depender también de la presencia de otros blancos, entre los cuales se destaca el
diéxido de carbono (CO,) con una constante de reaccion de 4.6 x 10* M s, 37°C, pH 7.4. En
presencia de 1.3 mM de CO; (en equilibrio con 25 mM bicarbonato), el ONOO™ es consumido
rapidamente, pudiendo alcanzar solamente blancos que se encuentren a distancias menores de 10-15
pum del sitio de formacion.

4.3.1.1 Estudio in vitro de la toxicidad del peroxinitrito

Para obtener datos de dosis letal extrapolables a la situacion del parasito dentro de la vacuola, se
realizd un estudio de toxicidad del ONOO™ en funcion del nimero de epimastigotas en un medio sin
CO, y con 1.3 mM CO, (25 mM HCOj5"), variando las densidades celulares entre 1 x10°y 3 x 10°
células/ml.

La correlacion de las densidades celulares con las distancias promedio de difusion del ONOO™ esté
dada por la ecuacion [27], propuesta para el célculo de difusion de ONOO™ en suspensiones de
glébulos rojos (120).

Ax=r 3{3 4”—”) -1 [27]

4 3
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Donde: n= relacion entre el volumen total y el volumen celular (Vt/Vcel), considerando el volumen
de un epimastigota de 30 fl (307). Este modelo asume que las células blanco son esferas, lo que
sabemos que no se cumple en el caso de los epimastigotas, sin embargo consideramos que este
calculo nos permite tener una idea aproximada de cuanto peroxinitrito efectivamente alcanza los
parasitos para cada densidad celular.

Para cada distancia (es decir para cada densidad celular) se puede estimar la proporciéon de ONOO™
que llega ((ONOO /[ ONOQOT],) asumiendo el coeficiente de difusiéon del ONOO™ como similar al
del nitrato (NO3™), D =1500 pm?s™'(118).

Para realizar el célculo se utiliz6 la siguiente ecuacion, tomada del modelo de difusion en
loNoO ], —m2.x?

loNoO |, 201, 28]

suspensiones de eritrocitos: In

Considerando la vida media extracelular del ONOO™ de 2.7 s en ausencia de CO; y de 24 ms en
presencia de 1.3 mM CO,. Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 4.2.

Tabla 4.2 Distancia promedio de difusion y peroxinitrito efectivo para las distintas densidades celulares.

[ONOOT, /[ ONOOT, (%)

Cels/ml Vtotal/vcel Ax (Mm)

- C02 + C02
1x10° 33x 10 85 53.9 0
5x 10° 6.7x 10° 50 80.7 0
1x10’ 3.3x10° 39 87.8 0
5x107 6.7 x 10? 23 95.6 0.6
1x10® 3.3 x 10 18 97.3 4.4
5x 10° 6.7x 10" 11 99.0 312
1x10° 3.3x 10! 8.3 99.4 51.5
3x10° 1.1x 10! 5.6 99.7 73.9

Los resultados experimentales mostraron que a mayor densidad de células, la dosis letal 50 (DLso)
(cantidad de ONOO™ que inhibe el 50% la incorporacion de ["H]Thy) es mayor, sin embargo ese
aumento no es proporcional al nimero de células. Esto depende de que cuando la distancia que debe
recorrer el ONOQO™ para alcanzar un blanco es menor, la proporcion del ONOO™ inicial que alcanza
los parasitos es mayor. Esto se desprende claramente de la tabla, por ejemplo en la condicion sin
CO, para una densidad celular de 1 x 10° cél/ml, sélo el 50% es efectivo, mientras que a una
densidad de 1 x 10° casi el 100 % lo es.
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Para poder comparar a distintas densidades celulares la cantidad de ONOQO™ necesaria para el
mismo efecto, los datos de DLs, fueron normalizados por el numero de células (nDLs). El analisis
de esa nDLs, nos mostré que en ausencia de CO, para densidades celulares mayores de 5x107 (Ax <
23 um), los valores tienden a parecerse (Fig.4.23), lo que concuerda con que el ONOO™ que alcanza
las células para esas distancias es > 95 % (Tabla 4.2).

En presencia de CO; los valores de nDLsy son mucho mayores debido al rapido decaimiento
extracelular del ONOOQO™, por la reaccion con el CO,. Para distancias menores de 10 um los valores
de nDLs, tienden a aproximarse ( Fig 4.23, inserto).
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Fig.4.23 Relacion entre las distancias de difusién y la toxicidad. Los epimastigotas (densidades entre 1 x 10°y 3 x
10° células /ml) fueron expuestos a distintas concentraciones de¢ ONOO™ en PBS, pH 7.4 a 25°C en ausencia y en
presencia de 25 mM HCO;™ bajo agitacion. La viabilidad para cada condicion fue evaluada por la incorporacion de [*H]
Thy y el valor de DLs, determinado para cada densidad celular con y sin CO,. El valor normalizado de dosis letal
(nDLsy) fue calculado dividiendo la DLsj por la densidad celular.

Cuando el T. cruzi es fagocitado, el peroxinitrito se genera directamente dentro de la vacuola, por lo
tanto la distancia que debe recorrer es menor a 1 pm. Esa distancia corresponde a densidades
celulares mayores a 5 x 10° células/ml, muy dificiles de alcanzar experimentalmente.

A partir de la Figura 4.23 podemos determinar el valor de DLsy que corresponde a distancias
menores a 5.6 um, como la que recorre el ONOO™ en el fagosoma. Ese valor es < 0.3 nmol/10°
céls, que corresponde a menos de 0.3 fmol/7. cruzi, valor similar a lo que estimamos se puede
producir dentro del fagosoma en los 120 minutos que dura la formacion simultanea de 'NO y O,™.
En el fagosoma la concentracion de CO; es similar a la del medio extracelular, pero como se puede
observar en el inset de la Figura 4.23 para distancias menores a 5 um, es de esperar que los valores
de DLsy se vuelvan mas similares, es decir que en esas distancias la presencia de CO; no afecte la
llegada del ONOO™ al parasito.
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Estos datos nos permiten analizar los resultados obtenidos en la exposicion de los parasitos a los
macrofagos.

4.3.1.2 Difusion y toxicidad de peroxinitrito derivado de macrofagos

En una primera etapa utilizamos como modelo de célula blanco a la forma epimastigota de 7.cruzi,
haciendo la exposicion a los macrofagos activados en dos sistemas diferentes: (1) sistema de
insertos, en los cuales los dos tipos celulares estan separados por una distancia fija de 0.8 mm
(Esquema 4.6) y (2) sistema de co-cultivo, en el que los epimastigotas se encuentran en suspension
sobre la monocapa de macrdofagos, con distancias variables y no controlable. En los dos sistemas de
cocultivo evaluamos la difusion intercelular de las especies generadas por los macrdéfagos,
evidenciando su llegada al interior del parasito por la oxidacion de sondas pre-incorporadas y su
toxicidad por inhibicion de la replicacién celular por incorporacion de [*H]Thy.

T. cruzi

Esquema 4.6. Representacion del
sistema de insertos usados para la
exposicion de los epimastigotas de
T.cruzi a macréfagos activados.

La membrana del fondo del inserto
donde se colocan los parasitos es una
membrana semipermeable con un poro
de 0.4 um que presenta baja adherencia a
proteinas. Estos sistemas son ideales
para el estudio de la difusion de las
especies generadas por los macréfagos.

Distancia fija
de 0.8 mm

monocapa de
macrofagsos

Oxidacion de DHR intracelular.

La dihidrorodamina es una sonda no fluorescente que atraviesa libremente las membranas celulares
y que puede ser oxidada por varios oxidantes que incluyen "OH, sistema H,O,/ peroxidasa, CO;"y
‘NO; (124). El producto de la oxidacion es la rodamina 123, molécula cationica fluorescente que se
acumula en las mitocondrias de las células debido a su carga (Esquema 4.7).

Esquema 4.7. Estructura
y oxidacion de la DHR.
La oxidacion de la
dihidrorodamina por la
reaccion con ‘OH, COs;™ y
‘NO,, que derivan de la
descomposicion del
ONOO™ en ausencia o en
presencia de CO,

C—O0CH;
I
0

Dihidrorodamina 123 (DHR) Rodamina 123 (RH)

La oxidacion de la DHR incorporada previamente en los parasitos indica la llegada del oxidante al
citosol. Las células fueron incubadas durante 30 minutos con la sonda, lavados y luego rapidamente
expuestos a los sistemas generadores de oxidantes. La exposicion a sistemas bioquimicos mostro
una importante oxidacion en los epimastigotas (3 x 10° cel/ml) expuestos a flujos equimolares
simultaneos de O, y 'NO (0.5 uM/min) (Fig 4.24). Cuando se exponen al dador de 6xido nitrico,
la oxidacion de la sonda depende de la formacion de "NO, por la oxidacion del ‘NO, aunque esta
reaccion es poco probable considerando la reaccion del "NO, con los tioles intracelulares.
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Cuando los parasitos fueron expuestos al sistema xantina oxidasa-hipoxantina, la dismutacion del
0," y el H,0, generado por la enzima pueden oxidar al fluor6foro en presencia de las peroxidasas
(125,308,309).

- CO,
207 mm - co,

Fig 4.24. Oxidaciéon de DHR

150 en T.cruzi expuestos a flujos
de O," y ‘NO.
1 Epimastigotas pre-cargados
100 con DHR fueron expuestos a

flujos de 0.5 uM/min de O,
(formado por xantina
oxidasa- hipoxantina), de NO
derivado del NOC12, o
ambos en ausencia o
presencia de 25 mM HCO;™.

Oxidacion de DHR (RFU/min)
3
1

CTL NO oS NO+0,

2

La presencia de CO, en el medio inhibi6o parcialmente la oxidaciéon de DHR en la condicion de
formacion de O, y ‘NO (Fig 4.24). En un sistema libre de células no existe diferencias en la
oxidacion por flujos simultaneos de O,y 'NO en ausencia o presencia de CO, (310), ya que el
CO5™ generado en lugar del ‘OH oxida la DHR (124); esto indica que la inhibicion observada en
nuestro sistema depende de la difusion del ONOO™, que una parte reacciona con el CO, fuera de la
célula y no alcanza el medio intracelular.

Para evaluar la oxidacion de la sonda por los oxidantes generados por los macréfagos utilizamos los
dos sistemas de co-incubacion de epimastigotas con macrofagos. Los macréfagos fueron
estimulados para la produccion de 'NO y O,™, en ausencia y en presencia de CO,, se agregaron los
parasitos precargados con la sonda y el aumento de la fluorescencia por oxidacion de la DHR fue
medido en el fluorimetro de placas tanto en el sistema de insertos como en el co-cultivo directo
(Fig. 4.25).
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Fig 4.25 Oxidacion de DHR intracelular por oxidantes generados por macréfagos. La oxidacion de la sonda pre-
incorporada en los epimastigotas fue medida desde el momento de la activacion de la NADPH oxidasa con PMA. Los
registros representados fueron obtenidos con el sistema de insertos. (— CO,) es la condicion de formacion simultanea de
‘NO y O,"en dPBS sin HCO;™ y la condicion (+ CO,) es la misma en dPBS con HCO;™ 25 mM (A).

Velocidad de oxidacion de DHR en el sistema de insertos y en el de co-cultivo para las distintas condiciones de
activacion de los macréfagos (B).

En los dos sistemas se observa un importante aumento de la fluorescencia en la condicién de doble
estimulacion de los macréfagos que corresponde con la formacion de ONOO™ (Fig 4.25).

La presencia de CO; inhibe la oxidacion del fluor6foro cuando la especie involucrada es el ONOO™,
evitando la llegada de los oxidantes al citosol del parasito. En los insertos la inhibicion en presencia
de CO, es mayor que en el sistema de cocultivo, lo que esta de acuerdo con una mayor distancia
entre el sitio de formacion de los oxidantes y la sonda (Fig. 4.25).

Al finalizar la exposicion, los epimastigotas del inserto y las placas con macréfagos y parasitos en
contacto, fueron observados por microscopia de fluorescencia, para asegurarnos de la acumulacion
de rodamina 123 dentro del parésito. En la Figura 4.26 se puede observar a los epimastigotas
tomados de los insertos, con mayor fluorescencia cuando los parésitos fueron expuestos a
macrofagos activados para la produccién de 'NO y O,™. En los preparados en que las células
estaban en contacto se observa un aumento de la fluorescencia para la condicion de induccion de la
iNOS sin usar PMA para activar la NADPH oxidasa. Esto indica que la formacion de superdxido en
este caso depende de la activacion sobre la enzima generada por la interaccion con los
epimastigotas.

-73 -



insertos insertos

IFN-y/LPS
+PMA

Co-cultivo Co-cultivo

IFN-y/LPS

Fig 4.26 Oxidacion de la DHR intracelular en T.cruzi expuestos a macroéfagos activados.
Microscopia de fluorescencia de los tripanosomas recuperados de los insertos (insertos) luego de
la incubacion sobre la monocapa de macrofagos no activados (CTL) y activados para generar
‘NO y O,~ (IFN-y/LPS + PMA). Los macrofagos adheridos en placas incubados con T.cruzi
precargados con DHR sin activar (CTL) o pre-activados para la formacion de 'NO (IFN-y/LPS)
(co-cultivo).

Las iméagenes fueron obtenidas en microscopio de fluorescencia con un aumento de 40 X.

Toxicidad del peroxinitrito derivado de macrofagos sobre epimastigotas

La toxicidad del ONOOQO™ derivado de macrofagos sobre T.cruzi fue evaluada por inhibicion de la
incorporacion de timidina marcada con tritio ([*H] Thy) en los pardsitos expuestos a macrofagos
estimulados para la produccién de 'NO, O,™ o de ambos. Los parasitos fueron expuestos a los
macrofagos en los dos sistemas de cocultivo durante 2 horas (teniendo en cuenta que es
aproximadamente el tiempo que dura la produccion de O,™) en dPBS con o sin 25 mM HCO;™. La
incubacién de las placas se realizé a 37°C. En las condiciones sin CO; se incubaron las células en
dPBS en estufa 37° C y en las condiciones con CO; se utilizo dPBS con 25 mM HCO;™ y estufa de
cultivo con 5% CO,. Finalizadas las dos horas los parasitos de cada condicion fueron incubados con
[ H]Thy durante 18 horas, midiendo la incorporacién su incorporacioén en un contador de centelleo
como medida de la proliferacion del cultivo (tabla 4.3).
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Tabla 4.3. Inhibicién de la incorporaciéon de ['H|Thy por T.cruzi expuestos a macréfagos

activados.
% de incorporacion [*H]Thy
Condicion insertos co-cultivo
- HCO;5™ - HCO;5™ +HCO;~
CTL 100 £ 12° 100+ 10° 100+9°
iNOS 88 +11° 92+ 16" 87.9+3.6°
PMA 87+9° 95+23° 108.7 +22°
bos iINOS+PMA 70 £ 14 56+ 22 692+ 15

valores son promedios £ S.E. y * muestra las condiciones que presentaron una diferencia significativa
con la condicion (iNOS + PMA) de cada serie con un p<0.05 usando el test de Student-Newman-
Keuls.

La incorporacion de [’H]Thy mostrd la mayor inhibicion en la condicion de formacién de ONOO™,
en los dos sistemas de cultivo. La inhibicion alcanz6 casi un 50% en la condicioén de co-cultivo de
las células en contacto (Tabla 4.3). Esa toxicidad disminuy6 cuando la incubacién se realizd en
presencia de CO; (~30%). Si bien en este sistema algunos pardsitos van a estar en contacto con el
macrofago, con lo cual son distancias en que el CO; no afecta su llegada, otras se encuentran a
distancias mayores.

4.3.2 Difusion y toxicidad del peroxinitrito sobre tripomastigotas de 7.cruzi

4.3.2.1 Internalizacion de tripomastigotas

La interaccion entre el tripomastigota y el macroéfago involucra moléculas de membrana de ambos
tipos celulares y lleva a la formacion de la vesicula de internalizacion. En su primera etapa el
fagosoma naciente corresponde a extensiones de la membrana plasmatica del macrofago, luego
sufre un proceso de maduracién que implica la fusidon con otras estructuras membranosas como son
los endosomas y lisosomas. Esas fusiones van generando una vacuola de mayor tamafio, con
caracteristicas particulares. Durante ese proceso de maduracion el pH del fagosoma va
disminuyendo. Ese descenso se asocia a la fusion con los lisosomas, que contienen en su membrana
H'- ATPasas (del tipo de ATPasas V), proteinas a las cuales se atribuye la mayor responsabilidad
en la acidificacion de la vacuola fagocitica.

Es interesante remarcar que existen estrategias de supervivencia de varios microorganismos que
implican la inhibicion de la maduracion del fagosoma.
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Internalizacion de T.cruzi y formacion del fagolisosoma

En el caso del Trypanosoma cruzi, se describid que la interaccion con el macrdéfago lleva a que los
lisosomas se agreguen en el sitio donde se une el pardsito, uniéndose al fagosoma naciente en un
mecanismo dependiente del aumento de Ca®" intracelular. La aparicion de vacuolas con menor pH
nos permite evidenciar la fagocitosis de los tripomastigotas. La sonda utilizada para evidenciar la
formacion del fagolisosoma es el LysoTracker, que consiste en un fluor6foro unido a una base débil
que se encuentra parcialmente protonada a pH 7.4. Esta sonda atraviesa libremente la membrana
celular y se concentra en las vesiculas de menor pH.

En la Figura 4.27 se observa que el patron de distribucion del LysoTracker es claramente distinto en
los macrofagos sin infectar (control) que en los macrdfagos expuestos a los tripomastigotas
(infeccion). En esta condicion se observan puntos donde se acumula mayor concentracion del
fluoroforo, que corresponden a fagolisosomas.

Para evidenciar la presencia de tripomastigotas en esos fagosomas, cargamos los pardsitos con 5-
(6)-carboxifluoresceina diacetato para ver si colocalizaban con las vesiculas cargadas de
lysotracker. En la Figura 4.28 mostramos que donde se observan los parasitos cargados con
carboxifluoresceina (verde) coincide con zonas de mayor acumulacion del marcador lisosomal

(rojo).

control infeccion

Fig 4.27 Formacion de fagosomas en la interaccion macréfagos-tripomastigotas.

Los macrofagos fueron infectados con tripomastigotas (infeccion) en presencia del marcador lisosomal
LysoTracker (100 nM). La acumulacion de la sonda fluorescente indica la presencia de vesiculas de menor
pH en el interior de las células. En la condicion control (sin infeccién) no se observa acumulacion del
fluoréforo.

fluoresceina Lysotracker

Fig 4.28 Colocalizacion de tripomastigotas y fagosomas.

Los macroéfagos fueron infectados con tripomastigotas precargados con fluoresceina en presencia del
marcador lisosomal LysoTracker. Los preparados fueron analizados por microscopia de fluorescencia con
los filtros correspondientes a la fluorescencia de la fluoresceina (Aey. =492 nm, A,=518 nm) y del marcador
lisosomal (Aexe = 577nm, Aep= 590 nm).

Participacion de actina durante la fagocitosis.

Las proteinas del citoesqueleto participan en la generacion del fagosoma. Debido a la interaccion
receptor-ligando se dispara en el vértice del fagosoma una polimerizacion local de actina. Esos

-76 -



polimeros de actina son transitorios y para visualizarlos usamos a la faloidina marcada con
rodamina. La faloidina es una toxina peptidica derivada del hongo Amanita phalloides, que se une
fuerte y especificamente a la actina polimerizada. La unidn estabiliza los filamentos previniendo la
disociacioén de los mondmeros en los extremos. Los derivados fluorescentes permiten visualizar la
formacion de esos polimeros y se usan frecuentemente como forma de identificar y cuantificar el
proceso. Los preparados que se observan en la Figura 4.29 fueron fijados a los 20 minutos de hecha
la infeccion. Cuando se incubé con RH-faloidina un cultivo luego de 24 hs de infeccion no se
observan los parches, siendo la distribucion del fluoréforo similar a la condicion sin infeccion.

Control RH-ph

Fig 4.29 Polimerizacion de actina en macréfagos durante la infeccion con 7.cruzi.

Macréfagos expuestos a tripomastigotas fueron incubados con faloidina-RH (1/100) 20 minutos
después de la infeccion. Los preparados fueron analizados por microscopia de fluorescencia con los
filtros correspondientes a la fluorescencia de la rodamina.

4.3.2.2 Difusion y toxicidad del peroxinitrito en el fagosoma.

Los macrofagos infectados con los tripomastigotas de 7.cruzi y preestimulados con citoquinas
forman 'NO en forma similar a los macrofagos sin infectar. Ademdas observamos que se produce
estallido respiratorio durante esa interaccion. La generacion simultdnea de estos dos radicales lleva
a la produccion del ONOQO™, lo que fue evidenciado en forma indirecta en los ensayos de
luminiscencia realizados en estos cultivos.

Para evidenciar que el ONOO™ que se estd formando en estas condiciones alcanza el parasito
fagocitado, decidimos evaluar a través de distintas técnicas la llegada del oxidante, con la oxidacion
intracelular de la DHR y su toxicidad mediante el estudio de la lisis y conteo de parasitos
intracelulares en las diferentes condiciones de infeccion. Finalmente, realizamos ensayos de
imunocitoquimica para detectar nitrotirosina en macrofagos infectados con tripomastigotas.
Difusion del peroxinitrito en el fagosoma.

Para evaluar la llegada del ONOO™ a los parasitos incluidos en las vesiculas fagociticas, cargamos
a los tripomastigotas con DHR antes de la infeccion, realizamos la incubacion en placas de cultivo
que centrifugamos para coordinar la infeccion. Levantamos sobrenadantes luego de 15 minutos y
lavamos el cultivo para descartar los parasitos no internalizados. Las placas fueron incubadas
durante 2 horas a 37°C, y luego de lavarlas se determind la fluorescencia de cada pocillo en el lector
de fluorescencia en placas (Fluostar). Como no existe la condicion control (sin formacion de 'NO ni
0,7) ya que la presencia de los tripomastigotas genera la activacion de la NADPH oxidasa, para
diferenciar la oxidacién del fluor6foro dependiente de la formacion de O,~ (o H,0,) de la
oxidacion basal que ocurre durante la incubaciéon usamos la apocinina que impide la activacion de
la NADPH oxidasa (Fig 4.30). Observamos que no existe una oxidacion detectable dependiente del
estallido respiratorio en nuestro sistema. La mayor fluorescencia se detecta cuando los macréfagos
fueron pre-activados para la induccidon de la NOS, y ese aumento es inhibido por la apocinina (Fig.
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4.30), que impide la activacion de la NADPH oxidasa, pero no modifica la formacion de 'NO (Fig.
4.19).

500

400

RFU

300

200

100

0 -

T.cruzi + apocinina IFN-y/LPS + apocinina

Fig. 4.30 Oxidacién de DHR intracelular duranteTa E@Wﬁbsis,

Macroéfagos infectados con tripomastigotas precargados con DHR. Determinacion de la fluorescencia de
la RH a las 2 horas de realizada la infeccion en el fluorimetro de placas, con los filtros con Aexc 485 nm
yAem 520 nm. (Fluostar).

Como habiamos determinado en los cocultivos con la forma epimastigota, el ONOO™ derivado de
los macrdfagos activados difunde al interior de los parésitos, oxidando la DHR. En este caso el
proceso ocurre dentro del fagosoma.

Toxicidad del peroxinitrito en el fagosoma.

Para evaluar los efectos del ONOO™ sobre la viabilidad del parésito utilizamos dos estrategias
experimentales: por un lado evaluar la capacidad de infeccion de estos pardsitos en cultivos de
macréfagos en las distintas condiciones de activacion y por otro la lisis de los tripomastigotas
incorporados a través de la liberacion de uridina radiactiva.

Infeccion en macrofagos. Los niveles de infeccion fueron determinados realizando incubaciones de
macrofagos con tripomastigotas en una relacion 10 parasitos/macrofago. Los macrofagos fueron
infectados en condiciones basales o sin activar (control) y activados para la induccion de la iNOS
con IFN-y y LPS 5 hs antes del agregado de los parasitos. En algunos de los experimentos se evalud
también el efecto de la inhibicion de la NADPH oxidasa con apocinina. El cultivo se mantuvo
durante 24 o 72 hs y luego de ese tiempo las células fueron fijadas e incubadas con DAPI (sonda
fluorescente que se une al ADN) que permite visualizar los nicleos de los macrofagos y de los
parasitos internalizados y contarlos. De cada condicién y en cada experimento se tomaron ~ 30
fotos de la fluorescencia del preparado con un aumento de 100X (ya que en aumentos menores no
se detecta la fluorescencia de los nucleos de los parésitos), promediando para el andlisis de cada
condicién las fotos de por lo menos 3 experimentos. En la Tabla 4.4 se muestran los resultados del
conteo de parasitos intracelulares en macrdéfagos sin activar, activados para la induccion de la iNOS
0 expuestos a apocinina para inhibir la NADPH oxidasa.

En el caso de los macrofagos control los parasitos estuvieron expuestos a la formacion de O, por
la NADPH oxidasa que se activa localmente por la interaccion con el tripomastigota. Para evaluar el
efecto del O, y del H,0, generados en esa situacion se infectaron macrofagos preincubados con
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apocinina. No vimos diferencia en el nimero de parasitos/ macrofago entre esas dos condiciones.
Cuando los macrofagos infectados tenian la NOS inducida se observo a las 24 horas una
disminucion de un 60 % en el numero de parasitos intracelulares.

Para confirmar que el efecto observado depende de la formaciéon local de ONOO™ y no
exclusivamente de la formacion de 'NO que posee propiedades citostaticas, incubamos macrofagos
con la NOS inducida en presencia de apocinina. En este caso el nimero de parasitos fue similar al
de la condicion control (Tabla 4.4).

Tabla 4.4. Toxicidad del peroxinitrito generado por macrofagos sobre T.cruzi

fagocitados.
condicién 24 hs 72 hs
CL-Brener 0.37+0.13 0.26 £ 0.09
CL-Brener + apocin.  0.38 +£0.12 nd*
CL-Brener +iNOS 0.14 £ 0.03 0.13+0.07

CL-Brener + iNOS

) 0.33+£0.14 nd*
+ apocin.

Los valores corresponden al numero de parasitos/célula, con un promedio de 500
macrofagos contados por condicion en cada experimento. * nd.(no determinado).

Liberacién de [°H] uridina. Los tripomastigotas fueron incubados en un medio en presencia de [*H]
uridina, que se incorpora al pool de nucleotidos y RNA de los parasitos, y se libera al medio
extracelular cuando hay pérdida de la integridad de membrana. La toxicidad del ONOO™ depende
de efectos sobre varios blancos intracelulares, dafio sobre proteinas por la reaccién con centros
metalicos, oxidacion de sulfhidrilos o nitracion de tirosinas, dafio sobre el ADN y en membranas
por la oxidacion de lipidos. Como no existen datos de la toxicidad de oxidantes sobre la forma
tripomastigota in vitro, realizamos exposiciones de estos parasitos a ONOO™ y flujos de ' NO y O,™.
Los tripomastigotas fueron expuestos a ONOQO™ en bolos y al sistema xantino oxidasa/ hipoxantina
(0, y H,0,) + NOC 18 ('NO). En la Figura 4.31 se observa la liberacion de [’H] uridina en cada
condicion. En la condicion de exposicion a flujos de 'NO y O, se observa mayor toxicidad que en
la exposicion al bolo de ONOO™. Esto concuerda con lo que ocurre en la toxicidad sobre
epimastigotas determinado por incorporaciéon de timidina, sin embargo en este caso hay que
considerar que puede estar afectando también la integridad el H,O, generado por la enzima.
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" Infeccioén en macréfagos activados
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% de liberacion de ] uridina
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T.cruzi iNOS + T.cruzi
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ONOO NO NO+0,
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Fig.4.31 Liberacion de [*H] Uridina por tripomastigotas expuestos a ONOO™.
Exposicién de tripomastigotas (5 x 10® céls/ml) a ONOO™ (500 uM), NOC18, (‘'NO) y XO/HX mas NOC18 (‘NO
+ 0,7) con flujos equimolares de 10 pM/min durante 50 minutos . Inserto: Infeccién de macréfagos sin activar
(T.cruzi) y con la iNOS inducida (iNOS + T.cruzi) con parasitos precargados con [*H] uridina.
% de liberacion de [*H] Uridina = radiactividad en el sdte x 100

radiactividad total
El % de lisis de los experimentos in vitro corresponde a: % de lisis de cada condicion - % de lisis espontanea
(parasitos sin tratar)

Para evaluar el dafno producido durante la fagocitosis realizamos la infeccién con tripomastigotas
precargados de [’H] uridina y se determino la liberacion de la sonda al medio extracelular luego de
las dos horas de incubacion con macrofagos sin activar y macrofagos pre-activados para la
produccién de 'NO (Fig. 4.31, inserto). En la exposicion a macrofagos se evidencia que la
efectividad de la produccion simultdnea de 'NO y O, mayor que la de sélo O, que se genera
cuando no esta activada la iNOS.

La toxicidad determinada por esta técnica no es comparable con los datos de epimastigotas medidos
como incorporacion de [’H] timidina, debido a que con la liberaciéon de uridina se evidencia
exclusivamente el dafio sobre la integridad de membrana en el tiempo en que se realiza la
exposicion. En determinaciones que realizamos por la técnica de reduccion de MTT (como
indicador de poder reductor) observamos en forma preliminar que la sensibilidad de tripomastigotas
y epimastigotas al ONOQO™ es similar.

Deteccion de nitrotirosina en macrofagos infectados con T.cruzi.

Originalmente, la nitracion de residuos de tirosina se atribuyd a los radicales derivados del
peroxinitrito (NO, y "OH) o aquellos provenientes de la reaccion del peroxinitrito con el CO, (NO,
y COs™). De hecho el primer reporte de nitracion de tirosina en sistemas biologicos, fue realizado
con macrofagos activados (146). Rutas alternativas de nitracion de tirosina involucran
hemoperoxidasas (ej. MPO), H,O, y NO,". Este mecanismo de nitracion es relevante en sistemas
donde hay neutrofilos presentes dado que liberan durante la activacion y degranulacién grandes
cantidades de MPO. Si bien existen reportes ambiguos en la literatura sobre la presencia de esta
enzima en macrdofagos, no hemos detectado actividad MPO en la linea de macréfagos utilizada en
este trabajo.
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Macrofagos control (CTL) y macrofagos pre-incubados con los inductores de la NOS (IFN-y/LPS)
fueron infectados con tripomastigotas durante 2 horas (Fig 4.32). En esas dos horas es que se forma
la mayor parte del ONOQO™ por parte de los macréfagos, y no hay en ese tiempo acumulacion de
NO;~ (por la oxidacion del 'NO) que favoreceria la nitracion catalizada por peroxidasas.

En estos experimentos observamos en forma consistente que la fluorescencia dependiente de la
presencia de nitrotirosina es mayor en la condicién de activacion de la iNOS. En el panel B de la
Fig 4.32, se observa una distribucion no homogénea de la tincién, que podria corresponder a la
formacion localizada de las especies nitrantes.

En el panel C mostramos una foto procesada de modo de poder observar si esos sectores de
fluorescencia mas intensa coinciden con la localizacion de los nucleos de los parasitos. Podemos
observar que en los sitios de acumulacion de NO,-Tyr generalmente se observan nucleos de
parasitos. Para confirmar esto tenemos planificado realizar la inmunodeteccion de NO,-Tyr usando
la técnica de microscopia electronica.

IFN-y/ LPS

Fig 4.32. Deteccion de 3-nitrotirosina proteica en
la infeccion de macrofagos por tripomastigotas.
Incubacién de macroéfagos sin activar (CTL) o pre-
activados (IFN-y/LPS) con tripomastigotas de la
cepa Brener durante 2 horas. Inmunodeteccion con
anticuerpo anti NO,-Tyr revelado con anticuerpo
conjugado con Alexa 488. Los nucleos fueron
teflidos con DAPI.

En el panel C se proceso la foto de modo de
eliminar la intensidad de los nucleos de los
macrofagos y ver los nucleos de los paréasitos.

4.3.3 Rol de las peroxirredoxinas en la proteccion del Trypanosoma cruzi

Las peroxirredoxinas constituyen una familia de proteinas con actividad peroxidasa, que catalizan la
reduccion del H,O,, peroxidos lipidicos y del ONOO™ (194,311,312). Estas enzimas requieren de
residuos de cisteina para su funcion y se reconocen dos grupos segin el numero de cisteinas que
participan de la catélisis, de una cisteina (1-Cys Prx) y de dos cisteinas (2-Cys Prx). La
triparredoxina peroxidasa citosolica (CPX) forma parte del grupo de peroxirredoxinas de dos
cisteinas, y su mecanismo catalitico consta de un primer paso en que la cisteina peroxidasica
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reacciona con el sustrato (H,O,, ONOQO") siendo oxidado su sulfhidrilo (Cys-SH o Cys-S’) a la
forma sulfénico (Cys-SOH) y un segundo paso de resolucion dependiente de la segunda cisteina de
la otra subunidad, en que se forma un puente disulfuro intercatenario. Ese disulfuro es reducido
luego por la triporredoxina, completando el ciclo catalitico (311).

En el marco de una colaboracion con el laboratorio del Dr. Shane Wilkinson (London School of
Hygiene and Tropical Medicine de Londres) obtuvimos para evaluar en nuestro modelo cepas de 7.
cruzi que sobreexpresan las peroxirredoxinas citosélica y mitocondrial (CPX y MPX), en las que se
describid mayor resistencia con respecto a la cepa salvaje en la exposicion a H,O, y a t-
butilhidroperdxido(199).

Estos sobreexpresantes nos permiten evaluar nuestra hipotesis de la toxicidad mediada por
peroxinitrito durante la infeccion de T.cruzi a macréfagos, analizando la proteccion de esa
sobreexpresion sobre los efectos generados durante la interaccion con macréfagos activados.

4.3.3.1 Proteccion en epimastigotas que sobreexpresan peroxirredoxinas.

La exposicion de las formas epimastigotas de estas cepas a ONOQO™ resultd en una mayor sobrevida
para estos sobrexpresantes, ademds de una menor oxidaciéon de la DHR incorporada en los
parasitos. Para evaluar los efectos del ONOO™ derivado de macrofagos usamos el sistema de co-
cultivo y determinamos la viabilidad de las diferentes cepas por incorporaciéon de [*H] timidina,
ademas de las diferencias en la oxidacion de DHR.

Proteccion de la oxidacion de DHR

Los epimastigotas de las distintas cepas fueron incubados con DHR para su incorporacion en el
citosol y luego expuestos a bolos de ONOO™ a una densidad de 3 x 10® cél/ml, densidad a la cual la
distancia entre las células es de 12.5 uym y como son experimentos en ausencia de CO;
aproximadamente el 98% del ONOO™ llega a los parésitos.

I CL-Brener
7000 - CPX
T [ IMPX

Fig. 433  Proteccion de la
oxidacion de DHR por la
1 sobre- expresion de CPX y
5000 MPX.
Los parasitos (3x10°
células/ml)  se incuban en
4000 ~ presencia DHR 50uM por 30
min. Las células pre-cargados
con DHR se expusieron a
diferentes dosis de ONOO™ en
buffer PBS 50 mM pH 7.4. La
formacion de rodamina fue
determinada  utilizando  un
fluorimetro de placas (Fluostar,
BMG) con el filtro de
excitacion de 485 nm y de
| emision de 520 nm.

Oxidacion de DHR (URF)

s/ ONOO 50 uM 100 M 200 uM

ONOO

En la Figura 4.33 se observan las diferencias en la oxidacion del flu

distintas cepas. Hay una clara inhibicion de la oxidacion de la DHK en las dos cepas que
sobreexpresan las peroxirredoxinas. La oxidacién de la DHR depende de la descomposicion del
ONOQ™ y la formacion radicales, pero la sobreexpresion de las peroxirredoxinas compite con esa
ruta, observandose por lo tanto una menor acumulacion de RH en estos parasitos.
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Para evaluar la oxidacion de la sonda por el ONOO™ generado por los macrofagos utilizamos el
sistema de co-cultivo directo de epimastigotas de las tres cepas con macréfagos (Fig 4.34). Los
macrofagos fueron estimulados para la produccion de 'NO y de O, en presencia de los parasitos
precargados con la sonda. El aumento de la fluorescencia por oxidacion de la DHR fue medido en el
fluorimetro de placas.

1.3 5
B TUL 2
] B CPX
— [ 1MPX
a
° i
o)
)
8
Q
% 1.1 4
%
o
1.0 -
O.OOL—_I_—_I_—_I_

CTL iINOS iNOS + PMA

Fig 4.34 Proteccion de la oxidacion de DHR en co-cultivo con macréfagos.

Los parasitos de las cepas salvaje y sobreexpresantes de CPX y MPX (3x10° células/ml) precargados con
DHR fueron co-incubados con macréfagos formando "NO (iNOS) o 'NO y O, (iNOS + PMA) en dPBS
pH 7.4 durante 120 minutos. La formacion de rodamina fue determinada utilizando un fluorimetro de
placas (Fluostar- BMG) con el filtro de excitacion de 485 nm y de emision de 520 nm.

Los resultados se expresan como el aumento de la fluorescencia con respecto al control de cada cepa.

La exposicion de los parasitos a macrofagos activados para la formacion de ONOQO™ mostro también
la inhibicion de la oxidacién de la DHR en las cepas que sobreexpresan las peroxirredoxinas. En la
condicion que llamamos iNOS, los macrofagos se encuentran pre-inducidos para la produccion de
‘NO y forman O,~ cuando interaccionan con los epimastigotas de T.cruzi. La inhibicion de la
oxidacion que se observa en las cepas CPX y MPX se debe también a la descomposicion del
ONOO™ por parte de las peroxirredoxinas.

Proteccion en la toxicidad del peroxinitrito

Los parésitos de las cepas salvaje y sobreexpresante fueron expuestos a los macrofagos activados
para la produccion de O, y 'NO en el sistema de co-cultivo directo. Luego de la incubacion, se
recuperaron los pardsitos de los cultivos y evaluamos la viabilidad usando la técnica de
incorporacion de ["H]Thy (Fig. 4.35).
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Fig 4.35 Proteccién de la toxicidad por la sobreexpresion de CPX y MPX.

Se evalud la resistencia a ONOO™ de los sobreexpresantes (CPX, MPX,) y de la cepa salvaje (CL-
Brener) mediante la incubacion de los parasitos 2 hs con macréfagos activados para la produccion de
0, (PMA), 'NO (iNOS) o ambos (iNOS + PMA). La viabilidad se determina mediante el ensayo de
incorporacién de [*H]-timidina Los resultados se expresan como % de incorporacién de [*H]-timidina
respecto al control en la condicién de no-activacion (tomado como 100%).

La formacion de ONOO™ por los macréfagos produce una inhibicion de aproximadamente el 50%
en la replicacion de T.cruzi expuestos en contacto (Fig. 4.35). En las cepas que sobreexpresan las
peroxirredoxinas se observa proteccion en la toxicidad generada por el ONOO™, en acuerdo con la
inhibicion de la oxidacién de la DHR y con la funcién de ONOO™ reductasa propuesta para estas
enzimas (194).

4.3.3.2 Proteccion en tripomastigotas que sobreexpresan peroxirredoxinas

Durante la metaciclogénesis aumenta la expresion de las peroxirredoxinas citosélica y mitocondrial,
sin embargo en las cepas salvajes evidenciamos toxicidad dependiente de la activacion de los
macroéfagos.

Realizamos transformacion quimica de las cepas sobreexpresantes para evaluar si una mayor
expresion de estas enzimas protege también a estos pardsitos durante la fagocitosis.

Sobreexpresion en tripomastigotas metaciclicos

Para evaluar el mantenimiento de la sobreexpresion de la enzima en el estadio metaciclico y durante
la infeccién a macréfagos, utilizamos el anticuerpo anti c-myc, ya que el vector con que fueron
transfectadas contiene en el extremo 3" del gen insertado el epitope 9E10 de la proteina c-myc.

Con la cepa CPX, luego de 24 horas de infeccion se detectd la presencia de c-myc por
inmunocitoquimica, colocalizado con nucleos de los parasitos internalizados (tefiidos con DAPI)
(Fig 4.36).

No se observa sefial con el anticuerpo anti-c-myc en todos los casos donde se ven nucleos de
parasitos, debido posiblemente a una menor sensibilidad en la deteccién con el anticuerpo que la
deteccion de nucleos por DAPI, o que parte de los tripomastigotas pierdan la transformacion.
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Oxidacion de DHR (URF)

Fig. 4.36 Infeccion de macréfagos con
tripomastigotas CPX.

Macroéfagos infectados con tripomastigotas de 7T.cruzi
de la cepa CL-Brener que sobreexpresa la
peroxirredoxina citosolica (CPX).

Los preparados fueron incubados con el anticuerpo
monoclonal anti c-myc y revelados con el anticuerpo
anti-conejo Alexa Fluor 488 (Invitrogen) con e 495
nm y Ay 519 nm. Los ntcleos fueron tefiidos con el
fluoroforo para tincion de ADN, DAPIL

Las fotos fueron tomadas con los filtros de
fluorescencia correspondientes para cada fluoroforo
en cada campo, con un aumento de 100X.

Anti c-myc

Oxidacién de DHR y liberacion de [°HJ uridina en macréfagos infectados con CPX
Evaluamos la difusion y la toxicidad del ONOQO™ sobre la cepa CPX dentro de la vacuola, utilizando
la oxidacion de la DHR como indicador de la llegada del oxidante al interior de la célula y la
liberacién de [*H] uridina como marcador del dafio sobre los parasitos internalizados.

I CL-Brener
O CL Brener 44 - [ CPX

400

uridina

124

104

% de liberacion de ['H]

-

1
0

T.cruzi iNOS + T.cruzi B T.cruzi iNOS + T.cruzi

Fig 4.37 Proteccion de la oxidaciéon de DHR y de la toxicidad por CPX.

Los macréfagos fueron infectados con tripomastigotas precargados con DHR (panel A) o con [3H] uridina (panel B).
La oxidacion del fluor6foro y la liberacion de la uridina mercada fueron determinadas luego de 2 horas de incubacion
en la cepa salvaje y en la cepa sobreexpresante de CPX.

La sobreexpresion de la CPX inhibe la oxidacion de la DHR intracelular (Fig. 4.37, panel A) y la
toxicidad mediada por el ONOO™ (panel B) generado dentro del fagosoma (Figura 4.37) Esto
concuerda con los resultados observados en la forma epimastigota de estos sobreexpresantes y con
el mantenimiento de la expresion de la enzima luego de la metaciclogénesis.
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Infeccion de macrofagos por las cepas CL-Brener y CPX

Los resultados de las infecciones realizadas con la cepa de T.cruzi CL-Brener indicaron que la
formacion de ‘NO por parte de los macrofagos y la activacion de la NADPH oxidasa son necesarios
para el control de la infeccion. Los datos de la Tabla III mostraban que el nimero de
parasitos/macrofago en estas condiciones disminuia mas del 60%.

Realizamos infecciones con tripomastigotas de la cepa CPX y observamos que a las 24 hs de
infeccion, el nimero de parésitos /macrofago es el mismo para los macrofagos pre-estimlados para
la produccion de "NO que para los macrofagos control (Tabla 4.5)

Tabla 4.5. Infeccion en macréfagos por Trypanosoma cruzi de las cepas CL-Brener y CPX.

condicion 24 hs
CL-Brener 0.37+0.13
CL-Brener +iNOS 0.14 £ 0.03
Cpx 0.38+£0.19
Los
Cpx +iNOS 0.36 £0.09

valores corresponden al niimero de parasitos/célula, con un numero de macrofagos contados
entre 200 y 800 por condicion en cada experimento.

Estos resultados nos confirman que la toxicidad durante las primeras horas de infeccién depende de
la formacion de ONOQO™ y de la capacidad de detoxificacion de esta especie por los parésitos.
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5.1 Deteccion de radical carbonato en sistemas biologicos

La presencia de HCO3;™ y CO; en sistemas bioldgicos es responsable de un cambio en las
reactividades de las especies reactivas del oxigeno y del nitrogeno, a través de la formacion de
COs™. Las propiedades fisico-quimicas de este radical lo ubican dentro de las especies reactivas
mas importantes generadas en sistemas bioldgicos. Es un radical libre con un fuerte poder oxidante
(E° co3.-mco3-= 1.78 V a pH 7.0) y con una mayor selectividad en sus reacciones.

El radical carbonato reacciona con el DMPO con una constante de segundo orden de 2.5 x
10° M's™, 1o que es una velocidad moderada tanto para la reactividad del CO;~ como la del
DMPO. Esta reaccion no forma un aducto estable; Villamena y col han reportado recientemente la
deteccion del intermediario inestable DMPO-OCO,; y plantean que solo una fraccion de este
intermediario deriva en la formaciéon de DMPO-OH (268).

El analisis de la formacion de DMPO-OH por el sistema de Fenton nos mostr6 en presencia
de HCO3™ una inhibiciéon de la formaciéon de DMPO-OH mucho mayor que la esperada segun los
resultados de simulaciones asistidas por computadora (Figs. 4.2 y 4.4). Las razones para obtener
una inhibicién tan profunda podian ser: un muy bajo rendimiento en la formacion de DMPO-OH a
partir del DMPO-OCO; o que la diferencia de constantes de reaccion del DMPO con el ‘OH y con
el CO5™ (10° veces mas rapida con el ‘OH) implicara que este atrape eficientemente al ‘OH y que
otras reacciones del CO3™ le compitieran al DMPO. Dentro de estas reacciones alternativas para el
COs™, estudiamos la reaccién con el complejo Fe'-DTPA por radiélisis de pulso, determinando una
k=6.1 x 10°M's”, reaccidon que se encuentra entre las mas rapidas entre las reacciones del CO5™.
En las simulaciones, incorporando esta reaccidon, observamos que esta competencia del DMPO y el
Fe''"DTPA por el COs™ explica las dos terceras partes de la inhibicién. Destacamos esta reaccién en
el contexto de que han sido determinadas Gltimamente, reacciones del CO3™™ con centros metalicos
en proteinas, como es el caso de la aconitasa (101) y del citocromo c¢ (100), siendo ambas
constantes similares a la del Fe"-DTPA (>3 x 10* M's™).

La deteccion del CO;™ en sistemas quimicos o celulares puede realizarse por EPR directo
(92), con la limitacidon de que se detectan estados estacionarios del orden uM, lo que es dificil de
lograr en sistemas complejos (es de destacar que no se ha podido detectar con esta técnica en el
sistema CuZnSOD/H,0,/ HCOj57), por quimioluminiscencia (90,95) o por el andlisis de los
productos de oxidacion (ej. 3,3 -ditirosina).

La reaccion con el DMPO es una reaccion de velocidad moderada para el CO;™, pero altas
concentraciones (~100 mM) de este reactivo pueden ser utilizadas en experimentos celulares o
incluso en animales sin que genere toxicidad, lo que permite que parte del CO;™ pueda se atrapado
con el DMPO. Del mismo modo la presencia de DMPO puede afectar los rendimientos de
oxidacién del CO5™ (como se observa en las Figs. 4.5 y 4.7), y puede interferir en los experimentos
de “inmunospin-trapping”, técnica que se basa en el atrapamiento de radicales proteicos por parte
del DMPO, y la deteccion de estos aductos con un anticuerpo especifico desarrollado en el
laboratorio del Dr.Ronald Mason del Laboratory of Pharmacology and Chemistry, NIH, USA (313).
En distintos modelos celulares y animales se ha determinado la proteccion por la presencia de
DMPO en dafio oxidativo, disminuyendo la nitracion e incluso mejorando la viabilidad (314). En
esos casos la reaccion del CO3™~ con el DMPO puede ser responsable en parte de esta proteccion.

5.2 Modulacion de la respuesta macrofagica en la interaccion con Trypanosoma cruzi
Los resultados expuestos en esta seccion sobre la modulacion de la respuesta macrofagica por
parte de la interaccion con los estadios no-infectivo e infectivo de 7.cruzi nos permiten afirmar que:
1. Las formas epimastigota y tripomastigota de 7.cruzi desencadenan el ensamblaje y activacion de
la NADPH oxidasa.
La respuesta es mayor durante la interaccion con el estadio infectivo del parasito y aumenta
con el numero de tripomastigotas expuestos (Fig. 4.14), lo que nos indica que la activacion es local,
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abarcando los sectores de membrana involucrados en la interaccion con el parésito. La observacion
por microscopia de la reduccion del NBT durante la infeccion, reafirma esta idea, ya que por esa
técnica podemos visualizar claramente la formacion de depodsitos localizados de formazan y que
esos depositos colocalizan con nucleos de parasitos internalizados (Figs 4.16 'y 4.17).

2. La induccion de la iNOS es inhibida por los epimastigotas y potenciada por los tripomastigotas.

La expresion de la iNOS presenta un comportamiento mas complejo que la NADPH
oxidasa, ya que los dos estadios evaluados generan modulaciones opuestas. En los macréfagos que
son expuestos a los epimastigotas durante la induccion se observa una menor produccién de 'NO,
menor expresion de la enzima y del mRNA de la iNOS (Figs. 4.18,4.20 y 4.21). Esa inhibicion es
dependiente también del numero de parasitos. Si bien en nuestro trabajo no profundizamos en
determinar la via afectada durante la interaccion de los epimastigotas con los macréfagos, podemos
plantear que probablemente estén interfiriendo con las cascadas de sefalizacion que conducen a la
de induccion de la enzima, ya que detectamos menores niveles del mRNA de la iNOS. Estos
resultados coinciden con los trabajos publicados por Stempin et al/, en los que plantean que los
macrofagos expuestos a la cisteinproteasa cruzipaina purificada a partir de epimastigotas de 7..cruzi,
presentan un patron de activacion tipo activacion alterna (similar a la activacion generada por
citoquinas de tipo Th2), con inhibicion de la expresion de la iNOS y aumento de la expresion de la
Arginasa (245,246,315).

Sin embargo cuando los macrofagos se exponen a la forma infectiva del parasito no hay
inhibicién de la expresion de la iNOS inducida por IFN-y y LPS y ademads se observa un aumento
en los niveles de mRNA obtenidos cuando se induce exclusivamente con IFN-y (Fig. 4.22). Como
planteamos anteriormente, la interaccion de los tripomastigotas con los macrofagos ocurre a través
glicoproteinas de tipo mucinas (GPI) presentes en la membrana del parasito. Estas glicoproteinas
disparan la fosforilacion de las MAPK y del inhibidor de NF-«B (i-xB), activando las rutas pro-
inflamatorias. Los receptores del macréfago involucrados en el reconocimiento de GPI de T.cruzi
son TLR2 y CD14, molécula de membrana que participa en el reconocimiento del LPS bacteriano
por otro receptor perteneciente a la familia de receptores Toll, el TLR4 (53,316). El aumento del
mRNA que observamos cuando los macréfagos de exponen a IFN-y en presencia de los
tripomastigotas puede explicarse por la capacidad de activar cascadas similares a las del LPS
bacteriano. La exposicion de macrofagos a los parasitos solos no resulta en la induccion de la iNOS,
por lo menos en forma detectable con las técnicas y condiciones experimentales usadas en este
trabajo (Fig. 4.19 y 4.22).

Durante el proceso de infeccion los tripomastigotas pueden infectar macrofagos que no
hayan sido activados por las citoquinas derivadas de linfocitos T, lo que resulta en la produccién de
0,7 y las especies derivadas de este, como H,O, y por la reaccion de Fenton, formacion de ‘OH o
de especies oxo-ferrilo. Una segunda poblacion de macréfagos son los que estén previamente
activados y generando ‘NO. En este caso el ingreso del parasito, activa el ensamblaje de la NADPH
oxidasa, la formacion de O, que reacciona dentro de la vacuola con el 'NO que difunde desde su
sitio de formacidn en el citosol del macréfago, formando ONOO™.

Nuestros datos nos permiten afirmar que la produccién de O, y "NO ocurre en la infeccion
de macrofagos por tripomastigotas de T.cruzi, y los resultados obtenidos en luminiscencia (el
aumento de la sefial dependiente de la presencia de ‘NO, Fig. 4.13) y en EPR (menor deteccion de
DMPO-OH dependiente de la presencia de 'NO, Fig.4.12) son evidencias indirectas de la formacion
de ONOO™.

La modulacion negativa por parte de la forma epimastigota sobre la induccion de la iNOS
puede cumplir un rol anti-inflamatorio cuando se produce el ingreso de los parasitos al huésped
vertebrado. Entre las formas tripomastigotas pueden encontrarse epimastigotas que entren en
contacto con los macrofagos y si estos no han sido previamente activados, interfieran con la
induccion de la iNOS (306).
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5.3 Toxicidad de peroxinitrito producido por macrofagos sobre Trypanosoma cruzi.

El peroxinitrito se forma en macrofagos previamente activados con citoquinas pro-
inflamatorias cuando entran en contacto con 7Trypanosoma cruzi. Sin embargo, la corta vida media
de esta especie en sistemas biologicos (~ 10 ms), asi como su limitada difusion transmembrana
podrian limitar su capacidad para causar dafio oxidativo en el parasito. El ONOO™ es consumido en
reacciones extracelulares, particularmente en su reaccion con el CO,, disminuyendo la toxicidad
sobre una célula blanco (5). En nuestro trabajo usamos la forma epimastigota, no infectiva como
modelo de toxicidad extracelular, que puede adaptarse a otros microorganismos que se desarrollan
extracelularmente como Trypanosoma brucei.

Para analizar la competencia entre las reacciones extracelulares del ONOO™ con el CO; y la

difusion/toxicidad sobre la célula blanco utilizamos el modelo desarrollado en nuestro laboratorio
que vincula la densidad celular con la distancia promedio de difusion (120). El estudio de la
toxicidad del ONOO™ en funcién de la distancia nos permitié determinar un valor para cada
densidad celular de dosis necesaria para matar al 50% de la poblacion normalizada a 1 x 10° células
(nDLsp). En ausencia de CO,, ese valor aumenta a medida que aumenta la distancia entre las
células, en acuerdo con la competencia que existe entre la difusion y la descomposicion del
ONOO'™. A distancias menores de 20 um, los valores de nDLs se aproximan ya que mas del 95 %
del ONOQ™ (Tabla 4.2) alcanza la célula blanco; los valores de dosis letales normalizados para esas
distancias son menores a 2-3 nmol/10° céls (Fig. 4.23, inserto).
Sin embargo, en presencia de 1.3 mM CO,, la estimacion tedrica de la proporcion de ONOO™ que
alcanza un blanco y los datos experimentales de toxicidad nos muestran que el CO, consume parte
del ONOO™ en todas las distancias evaluadas experimentalmente que son > Sum. De todos modos,
podemos afirmar que a distancias menores aun en presencia de CO,, la mayor parte del ONOO™ (>
75 %) alcanza el blanco, haciéndose comparable ambas situaciones (con y sin CO).

Estos resultados realizados con la exposicion de los epimastigotas a bolos de ONOO™
sintetizado en el laboratorio, nos permitieron analizar los datos obtenidos en cuanto a la difusion y
la toxicidad del ONOQO™ derivado de macréfagos sobre los epimastigotas.

Los resultados obtenidos en la oxidacién de la DHR intracelular y en la toxicidad sobre los
parésitos muestran que el CO, inhibe totalmente esos procesos en el modelo de insertos debido a
que a esa distancia entre los macréfagos y los epimastigotas el CO, extracelular consume todo el
ONOO". Sin embargo en el modelo de co-cultivo, en que parte de las células se encuentran en
contacto, el CO, genera una inhibicion parcial tanto en la oxidacion de la sonda como en la
toxicidad.

Toxicidad del peroxinitrito sobre T.cruzi dentro de la vacuola fagocitica

Durante la interaccion del macréfago con microorganismos, la distancia que debe recorrer el
ONOQ™ determina si puede o no ejercer dafio sobre €l, en particular considerando que eso ocurre en
un medio con 1.3 mM COa,. La produccion del ONOO™ ocurre dentro de la vacuola fagocitica y el
volumen de la vacuola determina la concentracion que se alcanza localmente y la distancia entre la
membrana del fagosoma y el microorganismo fagocitado.

En la figura 5.1 (microfotografias de la fagocitosis de 7.cruzi por macréfagos tomadas a
distintos tiempos) se puede observar que en la fagocitosis de los tripomastigotas de T.cruzi la
membrana del fagosoma rodea el paréasito y no existe distancia medible entre las dos membranas.
Podemos plantear que esa distancia es menor a 1 um, a los efectos de analizar cual seria la
efectividad del ONOO™ generado alli. Como mostramos anteriormente, a esas distancias la
presencia de CO; no afecta la difusién del ONOO™.

-90 -



Fig S5.1. Fagocitosis de
T.cruzi por macroéfagos.

Las flechas indican la
membrana  del  parasito
mientras es rodeado por la
membrana del macréfago (a
los 8 min.) y cuando se
encuentra completamente
internalizado (15 min.)
Barra=0.5 pm

Extraido de Villalta et al, 1984
).

La produccion de O,™, 'NO y por lo tanto de ONOO™ dentro del fagosoma son datos dificiles

de obtener. A partir de los valores obtenidos en el medio extracelular, usando al PMA como
activador de la NADPH oxidasa y asumiendo un volumen del fagosoma similar al volumen del
parasito (35 fl), obtenemos un valor de entre 60-80 uM/min de peroxinitrito durante 100 minutos,
tiempo promedio que dura la activacion de la NADPH oxidasa. Este valor puede estar
sobreestimado, ya que usamos como activador al PMA, que sabemos que genera mayores
cantidades de O, que los activadores fagociticos, pero puede estar subestimado debido a la
dificultad en la cuantificacion.
Ese valor corresponde a 0.2-0.3 fmoles, siendo similar al valor de dosis letal obtenido para los
epimastigotas. En ese caso, para la menor distancia ensayada sin CO,, el nDLs, fue de 0.29 nmoles
/10° cels., lo que corresponderia a 0.29 fmoles/cél. Con estos datos se podria prever que la
formacion de ONOO™ intrafagosomal seria suficiente para matar al tripanosoma internalizado.

Los datos utilizados son de dosis letales sobre la forma epimastigota del parésito, ya que no
tenemos datos de lo que ocurre con la toxicidad sobre tripomastigotas. Es importante considerar que
durante la metaciclogénesis se induce la expresiéon de enzimas y moléculas involucradas en la
detoxificacion de oxidantes (la ascorbato peroxidasa, las peroxirredoxinas citosélica y mitocondrial,
la Fe-SOD mitocondrial, triparredoxina y dihidrotripanotiona T(SH), (12)).

Los resultados de infecciones con tripomastigota en macréfagos nos mostraron que, el
ONOO™ formado en el proceso llegaba al interior del parasito, evidenciado por la oxidacion de la
DHR intracelular y que ejercia dafio sobre el parasito, lo que fue determinado por la técnica de
liberacion de uridina y por el conteo de parasitos intracelulares observados 24 y 72 horas después
de comenzada la infeccion. Observamos un 50% menos de infeccion en los macréfagos capaces de
generar ONOO™ en las primeras etapas de la fagocitosis.

Estos datos fueron reafirmados por los experimentos con la cepa CPX, que sobreexpresa la
peroxirredoxina citosolica, enzima capaz de descomponer al ONOO™ (196). En esta cepa
evidenciamos una menor oxidacion de la DHR, una menor citoxicidad del ONOO™ in vitro, y una
mayor infectividad que la cepa salvaje, donde el niimero de parasitos no se afectaba por la
activacion del macréfago.

Finalmente, podemos concluir que el modelo de toxicidad del peroxinitrito sobre el 7.cruzi,
planteado por nuestro laboratorio desde 1993 (5) nos sirve para explicar los procesos de toxicidad
del ONOQO™ generado por macrdéfagos activados durante la fagocitosis de Trypanosoma cruzi.
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P INFy, LPS

L-arginina L-citrulina

0,+NADPH

NADPH
oxidasa

0,'.__"NO

NADP* -
ONOO <> ONOOH

Esquema 5.1. Toxicidad del
ONOO™ en la fagocitosis de
T.cruzi.

Se representan los sitios de
formacion de O,y 'NO por parte
de las enzimas del macréfago. La
formacion de ONOO™ dentro de la
vacuola fagocitica y el destino del
ONOO que consideramos que
parte va a difudir al interior del
parasito y parte reaccionar a través

de los radicales derivados con la

membrana,
fagosoma . . .
Modificado a partir de Denicola et

J[ONOO/At ~ S0 pMmin 7 1993 (5)

T. cruzgi

Estos resultados deben ser complementados por experimentos de infeccion en macréfagos
obtenidos de ratones deficientes en la actividlad NADPH oxidasa (gp9177°*-/-) y de ratones
deficientes en iNOS (iNOS -/-), para evaluar si esos macrdfagos no logran controlar la infeccion.
Esos experimentos serdn realizados en el marco de una colaboracidon con el laboratorio de la Dra.
Leda Q. Vieira del Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Departamento de Bioquimica e Inmunologia
de la Universidad Federal de Minas Gerais.Brasil.

Por otro lado consideramos importante evaluar el desarrollo de las infecciones con las cepas
sobreexpresantes (CPX y MPX) en ratones para evaluar si la capacidad de evadir la respuesta del
macrofago observada en los experimentos de cultivo celular, implica una mayor capacidad infectiva
en el huésped vertebrado. Las infecciones ya se encuentran en curso en nuestro laboratorio y seran
analizados los niveles de parasitemia (nimero de parasitos en sangre) en el curso de la infeccion y
si existe mayor dafio sobre los tejidos de los ratones infectados con los sobreexpresantes.
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