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Resumen  Aunque existen varios mecanismos inmunoldgicos para eliminar a los patégenos intracelulares, éstos
han elaborado una variedad de estrategias para escapar de la respuesta del sistema inmune y asegu-
rarse su supervivencia y replicacion en el huésped. Algunos parasitos modulan la produccién de numerosas molécu-
las téxicas sintetizadas por el sistema inmune. Varios parasitos son altamente sensibles al 6xido nitrico (ON) y sus
derivados. El ON es producido en macréfagos (M¢) luego de la estimulacién con productos microbianos o con
citoquinas. En el pasado, los M¢ se identificaban como células puramente inflamatorias (M¢ activados en forma cla-
sica), capaces de secretar mediadores inflamatorios, actuar como células presentadoras de antigenos y matar
patégenos intracelulares. Sin embargo, los M¢ activados representan un grupo mas heterogéneo de células con dis-
tintos marcadores biolégicos que pueden llevar a cabo diferentes funciones inmunoldgicas. Los M¢ activados alter-
nativamente, fallan en producir ON en virtud de la induccién de la enzima arginasa y consecuentemente tienen dis-
minuida su capacidad para matar patégenos intracelulares. Se ha comunicado la induccién de arginasa por parte de
varios paréasitos, por lo tanto este mecanismo podria favorecer su supervivencia en el huésped. En un modelo de
infeccion con Trypanosoma cruzi, en nuestro grupo estudiamos la participacion de arginasa y de las sefiales
intracelulares involucradas en su induccién, durante la replicacion de este parasito en los M¢. La informacion obteni-
da a partir de nuestros trabajos permitiria comprender algunos mecanismos por los cuales distintas células del siste-
ma inmune pueden ser programadas para favorecer el establecimiento de infecciones parasitarias cronicas.
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Abstract Macrophages and arginase induction as a mechanism for parasite escape. Although there are
several immunological mechanisms to eliminate the intracellular pathogens, they have elaborated a variety
of strategies to escape of the immune response and to make possible their survival and replication in the host. Some
parasites modulate the production of several toxic molecules synthesized by the immune system. Several parasites
are highly sensitive to nitric oxide (ON) and their derivatives. ON is produced in macrophages (M¢) after stimulation
with microbial products or cytokines. In the past, M¢ were defined as inflammatory cells (classically activated Mo),
able to produce inflammatory mediators, to act like antigens presenting cells and to kill intracellular pathogens.
Nevertheless, activated M¢ involve a more heterogeneous group of cells with different biological markers that can
carry out different immunological functions. Alternatively activated M¢ fail to produce ON due to the arginase induction
and consequently they have diminished their capacity to kill intracellular pathogens. It has been reported the induction
of arginase by different parasites; therefore this mechanism could favor their survival in the host. In our group, we
studied the participation of arginase in a model of Trypanosoma cruzi infection and the intracellular signals involved
in the replication of this parasite in M¢. The data obtained from our works would allow the understanding of some
mechanisms by which cells can be programmed to favor the establishment of chronic parasitic infections.

Key words: macrophages, arginase, parasite, MAPK, Ttrypanosoma cruzi

MEDICINA (Buenos Aires) 2007; 67: 737-746

Los M¢ representan actualmente un grupo de células
heterogéneas con muliltiples funciones® 2. El primer indi-
cio de la heterogeneidad de los M¢ aparecid con la ca-
racterizacion de los “M¢ activados alternativamente”

Recibido: 24-1V-2007 Aceptado: 21-VI-2007
Direccion postal: Dr. Fabio M. Cerban, CIBICI-CONICET, Inmunologia,
Departamento Bioguimica Clinica, Facultad de Ciencias Quimicas, Uni-
versidad Nacional de Cérdoba, Haya de la Torre y Medina Allende s/n,
Ciudad Universitaria, 5000 Cérdoba, Argentina

Fax: (54-351) 4333048 e-mail: fcerban@mail.fcqg.unc.edu.ar

(M¢aA). La exposicion de M¢ a IL-4 o glucocorticoides
induce una poblacién de células que incrementan la ex-
presion de ciertos receptores fagociticos, pero que fallan
para producir radicales del oxigeno®4, lo cual conduce a
una limitada muerte de los patégenos intracelulares. Si
bien a estos M¢ se los denomin6 M¢aA, este término no
es del todo adecuado, ya que esta denominacion estaria
sefialando que es la Ginica manera, adicional a la clasica,
de activar al M¢. Estudios recientes sugieren que éste no
es el caso ya que la exposicion de M¢ a sefiales de activa-
cion clasicas, como el lipopolisacarido (LPS) o el INF-y, en



738

presencia de complejos inmunes induce la generacion de
un tipo celular fundamentalmente diferente al “M¢ activa-
do clasicamente” (M¢aC). Estas células liberan grandes
cantidades de IL-10 y de esta manera son inhibidores
potentes de la respuesta inflamatoria inducida por
endotoxinas bacterianas?. Estos M¢ han sido denomina-
dos “M¢ activados Tipo 2" (M$aT2)> debido a su habili-
dad para inducir respuestas de células Th2.

Macroéfago activado clasicamente (M¢aC)

Los M¢ se activan clasicamente en respuesta a la citocina
IFN-y en combinacion con el factor de necrosis tumoral
(TNF-0) o un estimulo que induce TNF-0f. Una de las
caracteristicas principales de estas células es la induc-
cién de la enzima 6xido nitrico sintetasa inducible (iNOS)
gue actla sobre L-arginina produciendo 6xido nitrico (ON)
y citrulina” (Fig. 1). La iNOS es inducida en M¢ a través
de las citocinas inflamatorias como TNF-a, IFN-y e IL-12.

Por otra parte, los M¢aC pueden ser identificados por
una variedad de criterios funcionales y bioquimicos. Es-
tas células muestran un incremento en la expresion de
moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad cla-
se Il (MHC) y de moléculas co-estimulatorias. Ademas,
los M¢aC tienen mayor capacidad para presentar anti-
genos y para eliminar patégenos intracelulares. Sin em-
bargo, los M¢aC expresan niveles reducidos del recep-
tor de manosa (RM) y se observa que estas células libe-
ran citocinas pro-inflamatorias como IL-6, TNF-a, IL-12 e
IL-158,

Estas células migran a los sitios de inflamacion donde
encuentran a los patdégenos y los degradan. Estos Mo
poseen un marcado incremento en su capacidad para
eliminar microorganismos intracelulares y durante varios
afos este fue el criterio funcional utilizado para definir
que un M¢ estaba activado. Esta muerte esta acompa-
flada por un incremento en la produccién de especies
téxicas del oxigeno.

En este contexto, ON actlla como una molécula
efectora citotdxica del sistema inmune. Varios estudios
demuestran la toxicidad de esta molécula y sus deriva-
dos frente a distintos patdgenos. Las acciones anti-
microbianas han sido atribuidas al ON y también a varios
productos de reaccion del ON, que cominmente se de-
nominan intermediarios reactivos del nitrégeno, como por
ejemplo el peroxinitrito®.

Se ha estudiado el rol de iINOS en varias infecciones
utilizando ratones knock outy se ha demostrado que en
algunas de ellas la actividad de esta enzima es esencial
para el control del patégeno, como es el caso de
Leishmania major®, Salmonella typhimurium*, entre
otros. En la infeccién con Trypanosoma cruzi se ha infor-
mado que los ratones deficientes en INOS son altamente
susceptibles a la infeccién??, mientras que Cummings y
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col. demostraron que iNOS es importante pero no esen-
cial para el control de la infeccion con este parasito®s.

Macréfago activado alternativamente (M¢aA)

En 1990, mientras se examinaba la regulacién de la ex-
presion del RM, Gordon y col. observaron que una ma-
nera eficiente de inducir la expresion de este receptor
eratratar los M¢ con IL-4. Los autores arribaron a la con-
clusién de que los M¢ tratados con IL-4 asumian un
“fenotipo de activacion alternativa™. Esto representé la
primera descripcion de los M¢ que exhibian sefales de
activacion, claramente diferentes a las de los activados
clasicamente. Estudios subsecuentes de Goerdt y
Orfanos® han clasificado a esta célula como un M¢ regu-
lador, con diversos roles biolégicos diferentes a los del
MoaC. Ademas se demostré que también la IL-13 puede
activar alternativamente a los M¢, debido a que esta
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Fig. 1.— Metabolismo de L-arginina. En M¢, L-arginina puede
ser metabolizada por dos vias diferentes. Por un lado, es
oxidada por la enzima 6xido nitrico sintetasa (iNOS), indu-
cida por citocinas Thl, para generar 6xido nitrico (ON) y
citrulina. Durante este proceso se genera un compuesto in-
termediario NOHA, que es un potente inhibidor de arginasa.
Por otra parte, L-arginina es hidrolizada a urea y ornitina a
través de la accién de la enzima arginasa. Existen dos
isoformas de esta enzima en células de mamiferos:
arginasa |, citosoélica inducida por citocinas Th2 en M¢,
mientras que arginasa Il es mitocondrial y se expresa de
manera constitutiva. Luego, por la accion de la ornitina de-
carboxilasa (ODC), la ornitina es transformada a poliaminas
(putrescina, espermidina y espermina). Estas Ultimas son
aminas de bajo peso molecular, cuya funcion esta relacio-
nada a la proliferacion y divisiéon celular. Por otra parte la
prolina producida a partir de la ornitina es un componente
clave para la sintesis de colageno.

LNMMA: N-G-metil-L-arginina, DFMO: di-fluor-metil ornitina,
ODC: ornitina decarboxilasa, NOHA: NG-hidroxi- L-arginina



MACROFAGOS E INDUCCION DE ARGINASA

citocina comparte una cadena del receptor con el de IL-
4, También se ha visto que la generacion de MoaA ocu-
rre como resultado de la captura de células apoptéticas®.

Los M¢aA, en contraste con los Mo¢aC, fallan en pro-
ducir ON a partir de L-arginina, en virtud a la induccién
de la enzima arginasa® y estos M¢ tienen comprometida
su capacidad para eliminar patégenos intracelulares. A
través de arginasa se produce urea y ornitina, y luego
poliaminas y prolina® (Fig. 1).

Estos M¢ exhiben una incrementada capacidad de
endocitosis y fagocitosis. Sin embargo, no son eficientes
células presentadoras de antigenos y, en muchas ins-
tancias, inhiben la proliferacion de las células T. La acti-
vidad supresora de estos M¢ alcanza a células T activa-
das por mitdgenos, las cuales muestran una respuesta
proliferativa y secretoria significativamente disminuida en
presencia de M¢paA® 516, |as citocinas caracteristicas pro-
ducidas por estos M¢aA son la IL-10, el receptor antago-
nista de IL-1 (IL-1RA) y TGF-p* 8.

Por otro lado, recientemente, se ha demostrado que
la arginasa | se expresa en forma constitutiva en los
granulocitos humanos y participaria como un nuevo me-
canismo efector contra hongos, disminuyendo en forma
marcada la disponibilidad de arginina en el fagoliso-
somal’. A diferencia de la arginasa | murina, su expre-
sién no es influenciada por citoquinas pro-inflamatorias
o anti-inflamatorias in vitro. Por otro lado, su localizaciéon
no es citosolica sino que esta presente en los granulos
azuroéfilos y se ha determinado que la arginasa presente
en granulos de neutréfilos humanos tiene capacidad de
suprimir las funciones de la célula T*.

Por otra parte, varios estudios han dilucidado la ex-
presion diferencial de genes en M¢aA. Se han identifica-
do genes que codifican para una lectina secretoria (Ym1)
y para arginasa, como los mas frecuentemente incremen-
tados en M¢ tratados con IL-4'°. Ademas, se ha demos-
trado que en Mo¢aA, durante la infeccién con Brugia
malayi, los genes inducidos mas abundantemente son
Ym1 y FIZZI, el cual codifica para una proteina que es
secretada®.

Estudios recientes en esta poblacion celular han co-
menzado a focalizar su funcion potencial en la curacion
de heridas y angiogénesis. Los M¢aA producen altos ni-
veles de fibronectina y proteinas asociadas a la matriz
extracelular?*. La induccion de arginasa en estas células
puede llevar a la biosintesis de poliaminas y prolina, pro-
moviendo el crecimiento celular, la formacién de colageno
y la reparacion de tejidos (Fig. 1). Ademas, la produccion
de citocinas anti-inflamatorias podria frenar el proceso
inflamatorio inducido por los M¢paC??. Asimismo, la capa-
cidad de los M¢aA de suprimir la proliferacién de las cé-
lulas T explica su presencia en la placenta y el pulmén
de individuos sanos®. También se han encontrado en si-
tios inmunoprivilegiados, sugiriendo que los MoaA prote-
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gen a los 6rganos y tejidos circundantes de la respuesta
inmune dafiina’.

Macroéfago activado tipo 2 (M$paT2)

Posteriormente, el grupo de Mosser demostro que la
unién de inmunocomplejos a los receptores Fc para la
IgG (FcyRs) en M¢ suprimia la sintesis de IL-12% e indu-
ciala secrecion de grandes cantidades de IL-10%. Se ha
utilizado una gran variedad de complejos inmunes y dife-
rentes estimulos de activacion, y en todos los casos la
unién del FcyR resulté en una produccién alterada de
estas dos citocinas?®. Al igual que para los M¢aC des-
criptos anteriormente, la activacion tipo 2 requiere de dos
sefiales. La primera sefial es la union al receptor Fcy; sin
embargo, ésta debe estar acoplada a una segunda que
estimule al M¢ a producir citocinas a través de los recep-
tores de tipo Toll.

Los M¢aT2 exhiben similitudes funcionales con los
M¢aA y MoaC. Al igual que los M¢aC, ellos producen
TNF-o, IL-1 e IL-6. Sin embargo, a diferencia de los M¢aC,
los M¢aT2 no producen IL-12, pero secretan IL-10 y diri-
gen larespuesta inmune hacia un perfil Th2. Este fenotipo
es parecido al de activacion alternativa, pero en contraste
alos MoaA, los M¢paT2 no tienen actividad de arginasa®®.

Por lo tanto, hasta el momento existirian al menos tres
poblaciones diferentes: la primera y mejor definida es la
de M¢aC, cuyo rol es participar como célula efectora en
una respuesta celular de tipo Th1®. El segundo tipo celu-
lar, el MoaA, parece estar involucrado en la inmunosu-
presion y la reparacion de tejidos®, y ademas estos M¢
presentan la capacidad de fagocitar cuerpos apoptéticos
derivados de células muertas?. La adicién mas reciente a
la lista es el M¢oaT2, el que ejerce funciones antiinfla-
matorias e induce una respuesta inmune humoral de tipo
Th227. Juntas, estas tres poblaciones celulares podrian
formar su propia red reguladora para prevenir que una
respuesta inmune progrese a una enfermedad inmune.

El M¢, una célula con capacidad para
eliminar patégenos intracelulares

Los M¢ tienen un rol central en la respuesta a las infec-
ciones. La generacion de metabolitos como los interme-
diarios reactivos del oxigeno y nitrégeno, permite atri-
buirle a estas células una potente actividad microbicida.
Concomitantemente, es necesario que se disparen me-
canismos de control que les permitan evitar la excesiva
activacion del sistema inmune cada vez que el organis-
mo enfrente a un antigeno extrafio. Por otro lado, los
M¢aA en condiciones normales, han sido identificados
en tejidos en los cuales es necesario evitar la inflama-
cién, como pulmén y placenta?®. Recientemente se de-
mostroé la presencia de actividad de arginasa en sangre
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periférica de mujeres embarazadas, y se encontro incre-
mentada la actividad de esta enzima en la placenta®;
también estos M¢ han sido identificados durante la fase
de remision de reacciones inflamatorias agudas y créni-
cas como en la artritis reumatoidea y psoriasis®® . Por lo
tanto, la generacién de M¢aA luego de la inflamacion
permitiria el correcto funcionamiento inmunolégico y el
mantenimiento de la homeostasis del organismo. Sin
embargo, recientemente se ha visto que el fenotipo de
activacion alternativa de M¢, puede ser aprovechado por
varios microorganismos®> ¥y por células tumorales® para
persistir y proliferar en el huésped.

Debido a lo expuesto, una de las posibilidades de te-
ner éxito en la eliminacién de un agente invasor (infec-
cioso o tumoral) depende de la existencia de sefiales tem-
poral y espacialmente organizadas que regulen con pre-
cision el tipo de activacion que sufrira el Mo.

Arginasa versus iNOS como mecanismo
de evasion para favorecer la supervivencia
de parasitos en M¢

En modelos de infeccion con helmintos se ha observado
que la infeccion de ratones con el nematodo Brugia malayi,
gue causa la infeccion en humanos, produce un recluta-
miento de M¢ que expresan fenotipo de M¢aA y que este
fenémeno es dependiente de IL-46. Ademas, en un mo-
delo de cisticercosis, ratones infectados con Taenia crassi-
ceps muestran una respuesta Thl en etapas tempranas
de la infeccion, la cual es reemplazada por una Th2 en la
etapa crénica y se acompaiia con la aparicién de una po-
blacién de M¢paA®® que exhiben actividad de arginasa®.
Se havisto que carbohidratos presentes en T. crapssiceps
pueden producir el cambio perjudicial de respuesta Thl
hacia una Th2 durante la infeccién, induciendo M¢aA pro-
ductores de IL-10%. En otro trabajo se demostré que la
infeccién previa con Taenia crassiceps favorece la para-
sitemia e induce lesiones cutaneas mas importantes du-
rante la co-infeccion con Leishmania major o con Leish-
mania mexicana. Estos autores demostraron que la infec-
cion con este cestode favorece la instalacion de Leishmania
a través de la induccion de MpaA mas que por una inhibi-
cién de la respuesta Th1%,

Por otra parte, ha sido ampliamente demostrado que
carbohidratos presentes en los huevos de Schistosoma
mansoni (SEA) podrian ser los responsables del cambio
de respuesta tipo Thl presente en etapas tempranas, a
Th2 durante etapas tardias de la infeccion®. Ademas,
durante la infeccién experimental con S. mansoni, se ha
observado actividad de arginasa y un incremento en los
niveles de poliaminas en circulacién en los ratones infec-
tados, lo cual podria favorecer el crecimiento de los
helmintos*. Asimismo, los M$aA promueven la sintesis
de prolina a través de arginasa, incrementando el dep6-
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sito de colageno y la fibrosis hepatica??. Estos datos su-
gieren que la actividad de la enzima arginasa, presente
en los M¢aA, contribuye a la patologia granulomatosa
durante la infeccion con Schistosoma.

Asimismo, se ha informado que durante la infeccién
con Trypanosoma brucei, la activacion sostenida de M¢
por la via clasica podria inducir dafio de tejidos; por lo
tanto, los ratones que progresan a una etapa cronica ge-
neran una respuesta tipo Th2, capaz de favorecer el de-
sarrollo de MoaA*.

Por otra parte, se ha observado que Leishmania major
tiene la capacidad de inhibir la produccién de IL-12 a tra-
vés de la induccion de IL-10 y TGF-f. Esta desviacion de
Thl a Th2/Th3 refleja la susceptibilidad a la enferme-
dad*?. Este ambiente produce la activacion del M¢ por la
via alternativa, facilitando la diseminacién del parasito
en el huésped. Ademas, el tratamiento de M¢ con IL-4
previo a la infeccion con Leishmania major o Leishmania
infantum dirige el metabolismo de L-arginina a través de
arginasa hacia la sintesis de poliaminas, las cuales pro-
mueven el crecimiento intracelular del parasito. También,
la inhibicion de la actividad de arginasa disminuye el na-
mero de parasitos intracelulares al incrementar la pro-
duccién de ON. De esta manera, M¢aA evocados en un
ambiente de citocinas Th2/Th3 durante la infeccion con
Leishmania podria ser perjudicial para el huésped®.

En nuestro grupo demostramos la influencia de un
antigeno del Trypanosoma cruzi, cruzipaina (Cz), sobre
las vias de activacion de M¢, ya que los M¢ activados por
esta glicoproteina, muestran un perfil de activacion alter-
nativa. En nuestros experimentos, observamos que los
Mo activados por Cz producen urea (a través de la acti-
vacion de arginasa), IL-10 y TGF- pero no ON e IL-12%,
Ademas, demostramos que los M¢ de ratones BALB/c
infectados muestran un incremento de arginasa a medi-
da que la infeccién aguda progresa, y la inhibicion de
esta enzima lleva a una reduccién en el nimero de
amastigotes en células provenientes de animales infec-
tados. De esta manera se demuestra la importancia que
presenta la induccién de la via para que la infeccién pros-
pere. En relacion a esto se ha demostrado que monocitos
de sangre periférica de ratas infectadas con Trypanosoma
cruzi no son capaces de producir ON a expensas de un
incremento en la actividad de arginasa®.

En los M¢ activados alternativamente por Cz y luego
infectados con T. cruzi, se observé un incremento en el
namero de parasitos. Este fendmeno podria atribuirse a
TGF-B, que es inducido por Cz, ya que se ha demostra-
do que este factor es capaz de desplazar el metabolismo
de L-arginina en M¢, disminuyendo ON e induciendo la
producciéon de ornitina, con la subsiguiente biosintesis
de poliaminas®*. Ademas, TGF- también ejerce un po-
tente efecto regulatorio sobre la funcién de M¢, incluyen-
do la supresion de la produccion de I1L-12%; en este sen-
tido, observamos que las células activadas por Cz no son
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capaces de producir IL-12. Por otra parte, se ha demos-
trado que la IL-10 liberada por M¢aA es capaz de inhibir
la generacion de M¢aC a partir de M¢ estimulados con
CpG-DNA?*. Nuestros resultados demuestran que las
células peritoneales activadas con Cz son capaces de
liberar grandes cantidades de IL-10, de esta manera se
incrementaria la activacion alternativa de Mo favorecien-
do la replicacién parasitaria®. Ademas se ha demostra-
do que IL-10 y algunos antigenos microbianos, como por
ejemplo el fosfoglicano presente en promastigotes de
Leishmania*® presentan la capacidad de inhibir la pro-
duccién de IL-122749,

Por lo tanto, el balance entre citocinas anti-inflama-
torias (IL-10 y TGF-pB) y pro-inflamatorias (IL-12) al co-
mienzo de la infeccion con T. cruzi podria ser crucial
para permitir la instalacion del parasito. En este senti-
do, Cz se comportaria de modo equivalente a los
antigenos presentes en T. crapssiceps® o a los exis-
tentes en los huevos de S. mansoni®, a los que podria
atribuirse la capacidad de producir el cambio de res-
puesta Thl a Th2 durante etapas tempranas de la in-
feccion. Ademas, se ha demostrado que la inmuniza-
cion de ratones BALB/c con Cz dirige la respuesta ha-
cia un perfil Th2 y se generan M¢ de bazo activados
alternativamente®, mientras que la inmunizacion de ra-
tones C57BL/6 con Cz induce un perfil Thl en las célu-
las de bazo de estos ratones®’.

Nuestros estudios mostraron que en células J774 ac-
tivadas con Cz no se expresa iNOS; de esta manera Cz
induciria regulacién negativa de iNOS, lo cual podria
deberse al consumo de L-arginina a través de arginasa
inducida en estos M¢*. Estos hallazgos sugeririan que
la interaccion de este antigeno con M¢ daria como resul-
tado consecuencias negativas en los mecanismos de eli-
minacion de parasitos. Es asi como nuestros resultados
demuestran que células J774 incubadas en presencia
de Cz poseen menor capacidad para eliminar parasitos
intracelulares que aquellas incubadas con LPS*. En este
sentido, durante nuestros estudios demostramos que los
M¢ tratados con Cz se comportan de manera similar a
aquellos incubados con IL-4, que es un potente inductor
de arginasa**. Ademas, la inhibicion de arginasa también
condujo a una drastica reduccion de la replicacién del T.
cruzi dentro de M¢®2. Por lo tanto, los hallazgos de nues-
tro grupo en relacion a la activacion alternativa de Mo,
extenderian los hallazgos informados para otros parasi-
tos a la infeccion con T. cruzi. Nuestro trabajo fue el pri-
mero en demostrar la capacidad de un antigeno parasi-
tario de inducir la activacion alternativa de M¢ in vitro** y
demostramos que el perfil de activacion alternativa se
asocio con una capacidad funcional de estas células para
promover el crecimiento intracelular del parasito*. Este
podria ser un mecanismo de evasion a la respuesta in-
mune innata usado por T. cruzi para favorecer su instala-
cién en el huésped (Fig. 2).
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Mediadores intracelulares involucrados en la
activacion de arginasa dada por cruzipaina

Uno de los primeros trabajos que indagaron acerca de
las sefiales intracelulares que participaban en la activa-
cién de arginasa mediado por LPS fue realizado por Co-
rraliza y col.®. En ese trabajo se demostré que la activa-
cién de proteina kinasa A (PKA) era requerida para que
se active la arginasa en M¢ tratados con LPS; mientras
gue la activacion de la enzima no dependia de PKC, ni
del incremento en los niveles intracelulares de Ca**%%. Mas
tarde, se estudiaron las sefales intracelulares invo-
lucradas en la induccién de arginasa en M¢ estimulados
con IL-13.

Chan y col. demostraron que el efecto regulador ne-
gativo de IL-13 sobre la produccion de ON era ejercido a
través de la induccion de arginasa. La activacion de esta
enzima involucraba la activacion de varias sefiales intra-
celulares como PKA, tirosina kinasas (TK) y p38 MAPK,
ademas de la participacion del mensajero AMPc®. Tam-
bién se ha demostrado la participacion del factor de trans-
cripcion STAT-6 en la induccién de la expresion del gen
de arginasa | en M¢ tratados con IL-4 e IL-13%. Recien-
temente, se demostré que la manipulacion indirecta del
ON através de la modulacion de la actividad de arginasa
representa un importante mecanismo bioquimico que re-
gula la actividad de NF-kB. Esto seria relevante en cier-
tas infecciones o inflamaciones cronicas donde se de-
mostro activacion de NF-kB como asi también de
arginasa®.

En nuestros trabajos se estudiaron las sefiales intrace-
lulares disparadas por Cz para inducir arginasa a través
de la utilizacién de inhibidores farmacoldgicos de distin-
tas proteina kinasas. Estos estudios revelaron que la
activacion de arginasa mediada por Cz involucra la acti-
vacion de multiples sefiales intracelulares como TK, PKA
y p38 MAPK, ya que el tratamiento con estos inhibidores
disminuy® la actividad de arginasa inducida por Cz (Fig.
3). Estos datos muestran que Cz dispara un patrén de
sefiales intracelulares similares al que utiliza IL-13 para
activar arginasa®; ademas, al igual que lo que ocurre
con LPS% también Cz induce arginasa a través de PKA.

Mediadores intracelulares que favorecen la
proliferacion de parasitos

La capacidad de varios microorganismos de persistir en
el huésped reside en su habilidad para evadir mecanis-
mos de defensa presentes en diferentes células del sis-
tema inmune, como el M¢. La interferencia con estas res-
puestas puede ser debida a la manipulacion directa por
parte del parasito de multiples cascadas de sefiales
intracelulares necesarias para que tales mecanismos de
defensa sean eficientes.
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Fig. 2.— Modelo de activacion alternativa de macréfagos inducida por cruzi-
paina. Diagrama resumiendo el modelo de activacion alternativa de macro-
fagos (aAM¢) inducido por cruzipaina (Cz). Cz contacta con su receptor/
no es identificado/s en macréfagos e induce la aAM¢, a través de la ex-
presién de arginasa, liberacion de IL-10 y TGF-8. Los M¢aA ofrecen un
ambiente propicio para que los amastigotes de T. cruzi se repliquen
descontroladamente. Ademas los M¢aA pueden favorecer el perfil Th2.

Estudios previos han demostrado que Leishmania major
y Toxoplasma gondii pueden suprimir la liberacion de
citocinas pro-inflamatorias, desestabilizando sefales in-
tracelulares requeridas para la sintesis de las mismas®” %8,
En otro trabajo han sugerido que la activacion de MAPK
en Mo es diferente, dependiendo si éstos se infectaron
con cepas patogénicas o no patogénicas de micobac-
terias®. La activaciéon de MAPK en Mo juega un impor-
tante rol en promover actividad anti-microbiana y en la
produccién de varias moléculas efectoras, luego de una
infeccion con micobacterias®.

En nuestro trabajo estudiamos si la inhibicion de se-
flales que inducen arginasa tiene influencia en el creci-
miento del parasito. Observamos que el tratamiento con
los inhibidores de TK, PKA 'y p38 MAPK en células J774
estimuladas con Cz y luego infectadas causaba una dis-
minucién en el crecimiento del parasito, que se corre-
lacionaba con un desplazamiento en el balance nitritos/
urea a favor de la produccion de nitritos®2. Estos resulta-
dos mostraron por primera vez la existencia de sefiales
intracelulares que regulan el balance iINOS/arginasa en
Mo y que estan implicadas en el control/persistencia de
Trypanosoma cruzi en estas células®? (Fig. 3). Ademas,
también observamos que el tratamiento con estos

inhibidores reducia la carga parasitaria de células adhe-
rentes de bazo (CAB) provenientes de ratones infecta-
dos; de esta manera estas sefales son también impor-
tantes in vivo para favorecer la replicacion de T. cruzi
dentro de M¢. Estudios de otros grupos han relacionado
el rol de p38 MAPK en el crecimiento parasitario en M¢.
Junghae y Raynes observaron que la activacion de p38
MAPK atenua la infeccion de M¢ con Leishmania dono-
vanP!, mientras que Wei y col. demostraron que el inhi-
bidor de p38 MAPK bloquea el crecimiento intracelular
de T. gondi?. Estos autores demostraron mas tarde la
presencia de una proteina MAPK en T. gondii con una
similitud significativa con una isoforma de p38 presente
en humanos, y se designé como TgMAPK-1%. El inhibidor
de p38 MAPK es capaz de bloquear la autofosforilacién
de la TgMAPK-1, por lo tanto estos autores no descartan
la posibilidad de que la disminucién en la replicacién de
T. gondii observada anteriormente se deba a un efecto
directo sobre la kinasa presente en el parasito®. Tam-
bién se ha observado que la eliminacién de un gen de
MAPK de Leishmania resulta en un defecto en la repli-
cacion del parasito dentro de Mo%.

Aunqgue se conoce muy poco acerca del rol que jue-
gan las MAPKs en el ciclo de vida de los parasitos, esta
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Fig. 3.— Efecto de la inhibicién de sefiales que inducen arginasa sobre el cre-
cimiento de T. cruzi. Diagrama resumiendo las vias de sefializacion
involucradas en la induccién de arginasa mediada por Cz, y el efecto de
la inhibicion de las mismas sobre la replicacion del parasito. Cz al con-
tactar con su receptor/es no identificado/s en macréfagos, activa distintas
sefiales intracelulares como tirosina kinasas (TK), p38 MAPK y proteina
kinasa A (PKA), que llevan a la induccién de la enzima arginasa, la cual
favorece la replicacion de amastigotes de T. cruzi. La inhibicion de TK, p38
MAPK, PKA o arginasa en los macro6fagos activados por Cz, produce un
cambio en el metabolismo de L-arginina, favoreciendo la actividad de la
enzima iNOS, lo cual lleva al control de la replicacién parasitaria.

informacioén seria interesante para entender la biologia
de los mismos y ademas podria ser (til en el desarrollo
de drogas que actlen sobre las MAPK presentes en los
parasitos, sin alterar la fosforilacion de las kinasas involu-
cradas en procesos fisiologicos de la célula huésped®®.

Por otra parte, el hallazgo reciente de la secuencia
del genoma de T. cruzi ha permitido identificar la presen-
cia de diversas PK y fosfatasas con pocas similitudes a
las presentes en eucariotas®®. Por lo tanto, se generan
expectativas en relacion a estas proteinas presentes en
el parasito que pueden ser moléculas blanco para el de-
sarrollo de nuevas drogas.

En consecuencia, seria importante para el parasito
modular las sefiales intracelulares que conducen a la in-
duccién de arginasa en combinacion con la regulacién
negativa de iNOS. En este sentido se comprob6 que Cz
no es capaz de inducir la activacién de PKC, p44/p42
MAPK ni JNK, demostrando que no son sefales invo-
lucradas en la induccién de arginasa. Cuando las CAB
provenientes de ratones infectados se trataron con los
inhibidores de JNK, PKC y p44/p42 MAPK, se observo
un incremento del nUmero de amastigotes intracelulares.

En relacién a estos ensayos varios investigadores han
estudiado el rol de ciertas moléculas del parasito con ca-
pacidad de favorecer su persistencia en el huésped. Se
ha demostrado que el lipofosfoglicano presente en
Leishmania es capaz de suprimir la produccion de IL-12,
presumiblemente debido a la incapacidad de esta molé-
cula de causar la fosforilacion de p44/p42 MAPK®. Asi-
mismo se ha informado que la infeccién con Leishmania
inhibe la actividad de PKC de M¢, lo cual ha sido relacio-

nado a una menor reaccion en el estallido respiratorio en
respuesta a ésteres de forbol. Ademas, la inhibicion de
PKC en M¢ con un inhibidor especifico, previo a la infec-
cién con Leishmania, resulta en un incremento de la proli-
feracion del parasito. Se ha sugerido que la capacidad de
inhibir PKC estaria dada por la molécula lipofosfoglicano
del parasito®®. En este caso, estos resultados concuerdan
con los demostrados en nuestro grupo ya que el trata-
miento de CAB de animales infectados con el inhibidor de
PKC aumenta la carga parasitaria en estas células.

Por otra parte, se ha demostrado que cepas no viru-
lentas de Mycobacterium avium inducen la activacion de
p44/p42 MAPK, y la inhibicién de esta via resulta en una
disminucion de la produccion de TNFa e incrementa la
proliferacion de la micobacteria. En contraste, el creci-
miento de una cepa virulenta se reduce cuando se inhibe
p38 MAPKS®®, Estos resultados concuerdan con los nues-
tros, ya que la inhibicion de p38 MAPK en CAB de rato-
nes infectados reduce la carga parasitaria, en cambio la
inhibicion de p44/p42 MAPK y JNK caus6é un incremento
en el nUmero de amastigotes en estas células.

Por lo expuesto, nuestro trabajo aporta evidencias en
relacion a las sefiales intracelulares involucradas en la
induccién de arginasa mediada por un antigeno parasi-
tario y demuestra la importancia de estas sefiales para
favorecer la proliferacién del T. cruzi. Por lo tanto, el es-
tudio de los mecanismos moleculares a través de los
cuales se establecen interacciones huésped-parasito
permitiria avanzar en el conocimiento de la biologia de
los parasitos como asi también de las células en las cua-
les ellos residen.
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Implicancias y consecuencias terapéuticas
de la inhibicidon de arginasa

El rol exacto de arginasa | en células y tejidos extra-he-
paticos no esta claro; aunque la induccién de arginasa
en M¢ humanos in vitro ha sido dificultosa, la expresion
de arginasa se ha detectado en células mononucleares
humanas luego de una injuria”, en células inflamatorias
de lavados bronqueoalveolares de pacientes asmaticos’™,
en cancer y lesiones de psoriasis’. Recientemente se
ha demostrado la expresion constitutiva de arginasa | en
granulocitos humanos'” 7. Por otra parte, la arginasa pue-
de modular la funcion de las células T, reduciendo la pro-
liferacion y regulando negativamente la expresion de CD3
zeta, que corresponde a la cadena transductora de se-
fiales del TCR™. Por lo tanto, se podria hipotetizar que la
inhibicion de arginasa seria beneficiosa para el control
de varias enfermedades, entre ellas la infeccién con T.
cruzi. En este sentido, se ha demostrado que la inhibi-
cién de esta enzima durante la infeccion experimental
con Leishmania disminuye los efectos adversos de la in-
feccién y controla la replicacion parasitaria’™  y se ha
sugerido que la modulacién del metabolismo de L-arginina
podria ser una nueva estrategia para el tratamiento del
asma’®. Sin embargo, la arginasa participa en procesos
normales de la célula y su inhibiciéon en higado podria
ser perjudicial para el huésped. Por lo tanto la posibili-
dad de un tratamiento a través de la inhibicion de arginasa
debe ser cuidadosamente evaluada. No obstante, el es-
tudio de los mecanismos que regulan especificamente la
expresion de esta enzima en M¢ y neutrdfilos, seria de
interés para poder modularla sin afectar su actividad y
expresion fisiolégica en otros tejidos.

Nota: Fabio M. Cerban es Miembro de la Carrera del In-
vestigador del CONICET y Cinthia C. Stempin es becaria post
doctoral del CONICET.
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