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La respuesta citotóxica de los macrófagos y otros fagocitos incluye la producción de óxido nítrico (.NO) y superóxido (O2?-)

dependiente de la óxido nítrico sintasa y de la NADPH oxidasa. Ambas enzimas usan O2 como sustrato, por lo que su actividad,

así como la formación del producto de la reacción entre .NO y O2?-, el peroxinitrito, pueden verse afectadas por la

concentración local de O2. La pO2 en los tejidos varía entre 2-15 %, mientras que la mayoría de los ensayos in vitro se realizan

con una pO2 de 21%. 

Para establecer el efecto de la concentración de O2, se expusieron macrófagos a diferentes concentraciones de O2 y se

determinó la velocidad de formación de O2-. , .NO y peroxinitrito. Los resultados muestran que la producción de O2-. y .NO

disminuyen cuando la pO2 desciende por debajo de 10%, y por ende también se detecta menor formación de peroxinitrito. Sin

embargo, a 6% de O2, se conserva casi el 100% de la formación de O2?- y un 60 % de la formación de ?NO y ONOO-.

Para evaluar la capacidad citotóxica en estas condiciones se utilizó el modelo de infección por el patógeno Trypanosoma cruzi.

En línea con los resultados anteriores, se observó que la citotoxicidad es menor a 6% que a 21% de O2. Sin embargo, aún a 6%

de O2, se observa que la activación de los macrófagos para formar peroxinitrito aumenta su capacidad de eliminación de T.

cruzi, mostrando la relevancia de este oxidante como agente citotóxico en condiciones fisiológicas.
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Los macrófagos, en todas sus variantes tisulares, son las células responsables de detectar y responder a alteraciones

homeostáticas, daño al tejido o invasión por patógenos. Cambios en sus rutas metabólicas le permiten reaccionar a cambios

en su entorno en forma rápida. No existe un solo estado de activación, y si bien en la nomenclatura clásica se diferencian dos

subgrupos denominados M1 (activación clásica o inflamatoria) y M2 (activación alterna o anti-inflamatoria), actualmente se

acepta que se necesita un modelo multidimensional para comprender el amplio repertorio de fenotipos controlado por señales

ambientales. 

Las funciones efectoras de células del sistema inmune se acoplan directamente a cambios específicos en el metabolismo

celular. Esta reprogramación metabólica ocurre en respuesta a señales microambientales específicas que incluye la

exposición a citoquinas, disponibilidad de nutrientes y condiciones locales como pH y tensión de oxígeno.

Macrófagos y concentración de O2.

El microambiente normal para los distintos macrófagos tisulares, o para monocitos que migran desde sangre, es diferente de

las condiciones usadas generalmente en los experimentos in vitro, en los que las células son incubadas en una mezcla gaseosa

donde el oxígeno ocupa el 20%. En los tejidos se han determinado concentraciones de O2 entre 20 y 120?M (2-12%). Además de

esas variaciones, muchos de los procesos patológicos en los que los macrófagos participan se caracterizan por hipoxia (ej.

inflamación, tumores y placa de ateroma), con valores de oxígeno de hasta 5?M (1).

La respuesta transcripcional a bajas concentraciones de oxígeno está dirigida fundamentalmente por los factores inducidos

por hipoxia (HIF) y NF-?B. Existen además mecanismos post-transcripcionales, traduccionales y post-traduccionales que

generan cambios (1-7). 

La hipoxia y la activación proinflamatoria comparten mecanismos y fenotipos. Interesantemente la deleción de HIF-1? en

ratones mostró su importancia durante la infección de macrófagos en ambientes con baja, media y alta concentración de

oxígeno. Asimismo, la interacción con TLR-4, lleva a la activación de HIF-1? (8,9).

Los efectos de la concentración de O2 en la respuesta del macrófago no sólo lo implican como molécula señalizadora sino

también como sustrato de enzimas fundamentales en la respuesta citotóxica.

Funciones efectoras y el oxígeno.

Parte importante de los mecanismos citotóxicos de los macrófagos dependen del oxígeno. Estos involucran la formación de

especies reactivas del oxígeno y del nitrógeno, por lo que comprender qué ocurre con ellos y su rol en la respuesta efectora a

concentraciones de oxígeno fisiológicas es especialmente importante.
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Durante la fagocitosis se activa el ensamblaje del complejo enzimático NADPH oxidasa (NOX2) en la membrana del fagosoma.

Esta enzima cataliza la reducción del O2 a partir del NADPH para formar superóxido (O2.-) que deriva en especies oxidantes

como peróxido de hidrógeno y peroxinitrito (1). Por otro lado, se induce la expresión de la enzima óxido nítrico sintasa (iNOS),

que genera óxido nítrico (.NO) a partir de arginina, O2 y NADPH. A su vez, el óxido nítrico y el superóxido reaccionan y forman

peroxinitrito, especie fuertemente oxidante, capaz de generar nitración y oxidación de residuos proteicos (10). Los Km

reportados de NOX2 e iNOS para el O2 son 20 y 110 ?M respectivamente, lo que implica que en el rango fisiológico la velocidad

de ambas reacciones puede sufrir variaciones. 

La producción de oxidantes puede verse afectada por lo tanto por la concentración O2 y el perfil metabólico. Existen algunos

reportes en la literatura acerca de la influencia del O2 en la actividad y la expresión de estas enzimas, pero los datos aún son

escasos (11-14).

1- Determinar la producción de especies reactivas del oxígeno en macrófagos expuestos a concentraciones fisiológicas de

oxígeno.

Estudiaremos como influye la concentración de oxígeno en las principales fuentes de oxidantes en estas células: la NADPH

oxidasa, la iNOS y la cadena de transporte de electrones. Realizaremos 2 abordajes de esta pregunta que nos permitirán

discernir el rol del oxígeno como sustrato para la formación de especies reactivas y como molécula señalizadora capaz de

regular la expresión de HIF-1?. En el primer caso, realizaremos incubaciones a bajas concentraciones de oxígeno luego de la

activación de los macrófagos y se cuantificará la formación de oxidantes. En segundo lugar, se llevarán a cabo incubaciones a

largo plazo para estudiar la influencia del oxígeno en la formación de oxidantes regulada por la expresión de HIF-1?. 

Actividades específicas

Formación de superóxido. Los macrófagos serán incubados en una cámara hipóxica termostatizada, variando la

concentración de O2 en un rango entre 1 y 20%, durante períodos variables de tiempo y se medirá la formación de superóxido

desencadenada por PMA y Trypanosoma cruzi. La cuantificación de superóxido se realizará indirectamente por medio de la

sonda Amplex Red. Para determinar la fuente de formación de superóxido se utilizará un inhibidor específico Nox2

Formación de óxido nítrico y peroxinitrito. Se realizarán incubaciones a distintos tiempos en la cámara hipóxica de forma

similar a lo descrito en la sección anterior y se inducirá la expresión de la iNOS. Se determinará la producción de óxido nítrico

en el sobrenadante de los macrófagos por la técnica de Griess.

La activación simultánea de la NOX2 y la iNOS nos permite evaluar la formación de peroxinitrito, que cuantificaremos con la

sonda fluoresceína-boronato, desarrollada en nuestro laboratorio.

Estabilización del factor HIF-1-?. Se estudiará el grado de estabilización del factor HIF-1-? por la activación de los macrófagos

(PMA, IFN-?/LPS, T.cruzi), como por la variación de la concentración de oxígeno por la técnica western blot.

Expresión de NOX2 e INOS. Se incubarán los macrófagos en diferentes concentraciones de oxígeno (2-24 h) y se lisarán las

células para evaluar la expresión de las enzimas NOX2 e iNOS por western blot utlizando anticuerpos específicos.

2- Evaluar el éxito de los mecanismos citotóxicos en el fagosoma a distintas tensiones de oxígeno

Dado que la formación de especies reactivas depende del oxígeno como sustrato y que las principales enzimas que participan

en este proceso son reguladas por factores como HIF1?, es importante realizar estudios a concentraciones fisiológicas de

oxígeno. Estudiaremos si existen variaciones en el poder citotóxico de macrófagos infectados con T.cruzi en distintas

concentraciones de oxígeno. 

Actividades específicas

Infección de macrófagos. Los macrófagos serán infectados con T.cruzi en una relación 5:1 y mantenidos en la cámara hipóxica

con presiones de oxígeno fijadas entre 1-20% durante dos horas, luego los cultivos serán mantenidos en la estufa convencional
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por 24 horas adicionales. Finalmente, se fijarán los cultivos y se teñirán con DAPI para determinar la relación

parásitos/macrófagos como índice de infección.

1- Detección de peróxido de hidrógeno (H2O2)

Se expusieron macrófagos a distintas presiones parciales de O2 (pO2= 2, 6, 10, 15 y 21%) y se activó farmacológicamente la

NADPH oxidasa. Para cuantificar la formación de radical O2.- se hizo a través de la cuantificación con Amplex Red. del

producto de su dismutación, el H2O2. Los resultados muestran que la velocidad de formación de H2O2 presenta una

dependencia de tipo hiperbólica con el O2, con un Km= 2, 9%. Esto implica que a 5% de O2, condición similar a la de la mayoría

de los tejidos, la producción de O2.- alcanza el 60% de la actividad máxima, registrada a 21% (190?M) de oxígeno.

2- Producción de óxido nítrico (.NO)

Para evaluar la producción de óxido nítrico se pre-estimulan las células con citoquinas pro-inflamatorias (ej.IFN? y LPS) que

conducen a la inducción de la expresión de la isoforma 2 de la óxido nítrico sintasa (INOS o NOS2). Luego de 4 horas, se inicia

la detección en el lector de fluorescencia en placas (Varioskan Lux) con la sonda DAF-FM diacetato que reacciona con el

radical dióxido de nitrógeno, derivado del .NO. Las medidas se realizaron en las mismas condiciones planteadas previamente.

De la misma manera que para el H2O2, se observa una dependencia hiperbólica con la pO2, pero con un Km mayor (Km= 4,

6%), por lo que en condiciones de 5% de O2, la actividad de la iNOS es cercana al 50% de la observada en aire atmosférico

(21%O2)

3- Producción de peroxinitrito

La producción de peroxinitrito (ONOO?) depende de la formación simultánea de .NO por la iNOS y de O2.- por la NOX2. Para la

detección del peroxinitrito producido bajo distintas concentraciones de oxígeno, se utilizó la sonda boronada derivada de la

cumarina (ácido cumarín-borónico) que reacciona selectivamente con el ONOO?.

La detección de ONOO? indica que esta especie se forma en las distintas condiciones y que aumenta con el incremento de la

concentración de oxígeno alcanzando un máximo a partir de 10% de O2 y por encima de esa presión parcial. En base a estos

datos, se puede estimar que en condiciones fisiológicas (pO2=5%) se forme un 60% del peroxinitrito que se forma a 21% de O2.

4- Infección de macrófagos con T. cruzi

Para determinar si los cambios observados en la velocidad de formación de O2.-,.NO y ONOO? a distintas pO2 alteran la

capacidad citotóxica de los macrófagos, se infectaron macrófagos "naive" o inmunoestimulados con tripomastigotas de T.cruzi

en presencia de una atmósfera de 6% o 21% O2 durante 2 horas y luego se transfirieron los cultivos a una incubadora

tradicional. Se evaluó el éxito de la infección a las 24 horas, observándose que en las condiciones donde se forma ONOO?

(inmunoestimulados) hay menor proliferación de los parásitos tanto a 6% como a 21%, demostrando la importancia de la

formación de este oxidante en condiciones fisiológicas. Por otro lado, concomitantemente con la menor formación de ONOO?

detectada a 6%, se evidencia un menor control de la proliferación del parásito por parte del macrófago.

1- Se determinó la formación de peróxido de hidrógeno, óxido nítrico y peroxinitrito en atmósferas con distintas presiones

parciales de O2 observando que, incluso frente a tensiones de oxígeno correspondientes al valor mínimo del rango de

concentración de O2 en los tejidos, la producción de estas especies es relevante. 

2- La formación de peroxinitrito muy importante para el control de la infección por Trypanosoma cruzi en el rango de

concentraciones estudiado (6-21%)
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