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Analysis of p22-phox and p47-phox subcellular
localization and distribution in neutrophils from
human immunodeficiency virus (HIV) infected patients

ABSTRACT

Introduction. During human immunodeficiency virus
(HIV) infection a dysfunction of polymorphonuclear (PMN)
cells has been described including a progressively altered
superoxide production as disease progression. The NADPH
oxidase has been described as a major source of superoxide.
The neutrophil NADPH oxidase comprises a plasma
membrane-bound cytochrome b558 (which is a heterodimer of
one p22-phox and one gp91-phox subunit) and cytosolic
subunits, namely p47-phox, p67-phox and p40-phox. During
neutrophil activation in response to various agonists, the
cytosolic subunits translocate to and associate with the
cytochrome b558, a process that results in oxidase activation.
Therefore, an altered superoxide production could be a
consequence of abnormal distribution or translocation of
NADPH oxidase components in response to HIV infection.
Material and methods. We used several strategies
including: confocal microscopy, subcellular fractionation and
sucrose gradients, to analyze the cellular distribution of two
of the NADPH oxidase components (p22-phox and p47-phox).
Results. We observed that in resting cells, a substantial
proportion of p22-phox from HIV positive patients is
distributed in regions close to the cytoplasmic membrane,
sediment in high density sucrose fractions and is located in
the citoplasmic insoluble fraction. Additionally, a diffuse
cytosolic distribution of p47-phox was observed in neutrophils
from HIV infected patients. The results demonstrate an
inappropriate cell distribution of NADPH-complex in PMN
from HIV positive patients.
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RESUMEN

Introduccién. Durante la infeccién por el virus de inmuno-
deficiencia humana (VIH) se ha descrito una disfuncién en la
capacidad de los polimorfonucleares (PMN) para producir
super6xido conforme progresa la enfermedad. El complejo
NADPH-oxidasa, fuente principal de supero6xido, estd constitui-
do por varias proteinas: citocromo b558 (conformado por
gp91-phox y p22-phox) y el componente citosélico (p47-phox,
p67-phox y p40-phox). La activacién de este complejo enzima-
tico es regulada, en parte, por la localizacién y redistribucién
de sus componentes en compartimientos subcelulares y su en-
samblaje es inducido durante la activacion por agonistas. Al-
teraciones en la regulacion de la produccién de superéxido
durante la infeccién pudieran ser consecuencia de defectos en
la localizacién y distribucién del complejo NADPH-oxidasa.
Material y métodos. Se emplearon técnicas de fracciona-
miento subcelular, inmunofluorescencia y gradientes de den-
sidad en sacarosa para analizar la localizacién y migracién de
dos de los principales componentes del complejo (p47-phox y
p22-phox) en PMN de pacientes infectados con VIH. Resul-
tados. A diferencia de los controles, previo a la estimulacién,
la proteina p22-phox se distribuye hacia la periferia cercana a la
membrana plasmatica de los neutréfilos de los pacientes in-
fectados y una proporcién de ella sedimenta en las fracciones
de alta densidad en gradientes de sacarosa y en la fraccién
citoplasmatica insoluble. Mientras que p47-phox mantiene
una distribucién difusa en el citoplasma, independientemente
del estimulo. Estos resultados demuestran alteraciones en la
redistribucién de componentes del complejo NADPH-oxidasa
en PMN de pacientes infectados por VIH.

Palabras clave. VIH. Neutréfilos. Especies reactivas del
oxigeno (ROS). NADPH-oxidasa. p22-phox. p47-phox.
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INTRODUCCION

Los neutréfilos tienen un papel critico en la de-
fensa contra microorganismos invasores. En res-
puesta a una variedad de estimulos, los fagocitos
migran desde la circulacién sanguinea hasta el teji-
do danado; como consecuencia de su activacién
inducen la producciéon de especies reactivas del
oxigeno (ROS). Este proceso involucra la activa-
ciéon del complejo NADPH oxidasa encargado de
generarlos.!

Se han reportado alteraciones en la produccién de
superéxido en neutréfilos de pacientes VIH+, evi-
denciado por una produccién basal incrementada,??
pero con incapacidad para responder apropiadamen-
te a estimulos,*® esto Gltimo evidenciado durante la
fase de SIDA.* La produccién basal excesiva de ROS
que no es compensada de manera adecuada por las
moléculas antioxidantes puede contribuir con el es-
trés oxidativo, el cual también puede participar de
manera importante en la patogénesis de la infecci6n
por VIH?? e incrementar la susceptibilidad a sufrir
muerte celular.'”

Varios componentes del virus han sido asociados
como moduladores de la liberacién de radicales li-
bres e incrementar la susceptibilidad celular a estos
componentes, tal es el caso de Nef-VIH-1 y Tat, am-
bos asociados con incremento en la produccién de
superoxido y con disminucién de la tolerancia celu-
lar a los radicales libres.1112 Varios mecanismos se
han propuesto para explicar la activaciéon de la pro-
duccién de radicales libres, por ejemplo: activacién
de las rutas de las MAPK,13 la remodelacién del
citoesqueleto de actina,'* o por la fosforilacién
de p47phox componente citosélico del complejo
NADPH-oxidasa.!®

El complejo NADPH oxidasa esta formado por un
componente de membrana denominado citocromo
b;ss un heterodimero constituido por gp91-phox y
p22-phox y que en reposo se localiza entre 75 y 90%
en la membrana de los granulos especificos de los
neutréfilos, entre 5 y 15% en las vesiculas secreto-
ras y solo 10% en la membrana plasmatica.>1617 Du-
rante la activacion celular el citocromo b, es
reclutado hacia la membrana plasmatica, ubicandose
en parches en los microdominios de membrana o
Rafts lipidicos.'®1? El otro componente, el citosélico,
esta constituido por p47-phox, p67-phox, p40-phox y
Rac2.! La localizacién subcelular de estos compo-
nentes, en particular p47-phox en leucocitos
polimorfonucleares en reposo, es basicamente cito-
plasmaética, distribuida de manera difusa en contac-
to con el resto de las proteinas citoplasmaticas,

p40-phox y p67-phox. Tras la estimulacién estas pro-
teinas migran hacia la membrana, aumentando su
reclutamiento en las fracciones insolubles a deter-
gentes.1920

OBJETIVO

Evaluar si la alteracién en la produccién de ROS
observada en los neutréfilos de pacientes infectados
por VIH podria estar asociada a cambios en la loca-
lizacién y distribucién de las proteinas del complejo
NADPH oxidasa (p22-phox y p47-phox), en los
distintos compartimentos celulares, analizando
mediante microscopia de fluorescencia gradientes
continuos de densidad en sacarosa y fraccionamiento
subcelular para comprender los mecanismos que
conducen al defecto en la produccién de ROS duran-
te la infeccién por VIH.

MATERIAL Y METODOS
Reactivos y anticuerpos

Los anticuerpos policlonales cabra anti-p47-phox
humano (C-20), conejo anti-p22-phox humano (FL-
195), anti-IgG de cabra conjugado a HRP (horsera-
dish peroxidase) y anti-IgG de conejo conjugado a
HRP fueron adquiridos de Santa Cruz Biotechnolo-
gy CA, USA.

Los anticuerpos anti-IgG de cabra conjugado a
rodamina y anti-IgG de conejo conjugado a FITC
(isotiocianato de fluoresceina) se obtuvieron de
Jackson Immunoresearch Laboratories, West
Grove, PA, USA. El Phorbol-12-myristato-13-aceta-
to (PMA), Phenylmathylsulfonyl fluoride (PMSF),
Poli-L-lisina, sacarosa, se obtuvieron de SIGMA
Chemical Company, ST Louis, MO. USA. Bis-acryla-
mide, acrylamide, 2-mercaptoetanol, Trit6n X-100 y
el persulfato de amonio (APS), se adquirieron en
BIO-RAD CA, USA. E1 RPMI-1640 con L-Glutamina
(0.3 g/LL) mas HEPES se adquiri6é de GIBCO, BRL®,
Gaithersburg MD, USA. El Ficoll-Hypaque™ (Lym-
phoprep) se adquiri6 de NYCOMED Pharma, AS,
Oslo, Norway. El luminol fue adquirido de Pierce,
Rockford, IL, USA.

Obtencién y purificacién
de polimorfonucleares

Para la realizacién de este estudio, luego de haber
obtenido el consentimiento por escrito de cada uno
de los voluntarios y cumpliendo con las normas de
Bioética para trabajos cientificos en humanos, se ex-
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trajo de cada uno de los individuos una muestra de
sangre total a fin de cuantificar las poblaciones en
sangre periférica, asi como la evaluaciéon de la pro-
duccién de ROS y la determinacién de la distribu-
cién de proteinas del complejo NADPH-oxidasa en
estudio.

Para obtener la poblacién de PMN, se anadié a la
jeringa Dextran a 6% y citrato de sodio (3.8%) como
anticoagulante. Después de 30 min de incubacién, el
plasma depletado de glébulos rojos fue recuperado y
colocado sobre Ficoll-Hypaque densidad 1077, en
una proporcién 2:1. Seguidamente, se centrifugaron
400 g durante 30 min a 18 °C y los PMN se recupe-
raron del botén ubicado en el fondo del tubo junto a
los glébulos rojos remanentes; estos Gltimos fueron
eliminados mediante lisis osmética. Las células fue-
ron lavadas mediante centrifugacién a 600 g por 5
min a 4 °C y resuspensién en medio RPMI, por tres
veces. La pureza celular se evalu6 mediante la colo-
racién con anaranjado de acridina?! (1 mg/mL) di-
luida en PBS 1:25, la viabilidad se determiné
mediante la coloracién supravital con azul de
Trypan y la cuantificaciéon de las células obtenidas
durante el ensayo se realiz6 utilizando un hematoci-
témetro.

Determinacién de la produccién de ROS
mediante citometria de flujo

Para medir los cambios en la produccién de ROS
intracelular en los PMNs se emple6 un ensayo fluo-
rescente utilizando Dihidrorodamina 123 (DHR-
123). Los PMNs purificados se ajustaron a razoén de
5 x 10° cel/0.5 mL de medio RPMI-suero bovino fetal
a 10% (SBF) y se pretrataron con 1 uM/mL de DHR-
123 durante 10 min a 37 °C en oscuridad, luego fue-
ron incubados con PMA (250 ng/mL) o DMSO
durante 10 min. Al finalizar el tiempo de incubacién
las células fueron lavadas tres veces con PBS-EDTA
frio y resuspendidas en el mismo buffer. El analisis
se realiz6 mediante citometria de flujo (Becton Dic-
kinson FACScan, San José, CA, USA). Las células
ubicadas entre lecturas correspondientes de 10! a
10* en la escala logaritmica fueron consideradas
como positivas y permitié determinar el porcentaje
de produccién de ROS.

Inmunofluorescencia indirecta

La suspensién de PMN (5 x 106 cel/mL), estimu-
ladas o no con PMA (250 ng/mL) a 37 °C por 5 min,
fue colocada sobre laminillas cubiertas con Poli-L-
Lisina (1 mg/mL). Posteriormente, las células fue-

ron fijadas utilizando paraformaldehido a 3% (PAF)
durante 10 min a temperatura ambiente, lavadas
tres veces con PBS y luego permeabilizadas con Tri-
tén X-100 a 0.1% durante 2 min; finalmente, las cé-
lulas fueron lavadas tres veces con una solucién de
PBS-gelatina a 0.2%.22

Posterior a la permeabilizacién las células se in-
cubaron durante 25 min a temperatura ambiente en
camara humeda y por separado con anticuerpos diri-
gidos contra dos de las proteinas del complejo NA-
DPH-oxidasa: p22-phox perteneciente al componente
de membrana y p47-phox que pertenece al componen-
te citosélico, diluidos en PBS-gelatina a una dilu-
cién de 1:20 y 1:40, respectivamente.

Luego de tres lavados con PBS-gelatina se proce-
di6 a incubar cada una de las laminillas durante 25
min con los respectivos anticuerpos secundarios:

* Anti-IgG de conejo conjugado a FITC (1:50) diri-
gido al anticuerpo para p22-phox.

* Anti-IgG de cabra conjugado a rodamina (1:200)
dirigido contra anti-p47-phox.

Después de dos lavados con PBS-gelatina, uno
con PBS y pasadas por agua destilada, las lamini-
llas se colocaron en liquido de montar (DAVCO) so-
bre laminas portaobjeto. En el caso particular de
las laminillas marcadas sélo con p22-phox, al liqui-
do de montaje se le anadié ioduro de propidio (IP)
diluido 1:150 con la finalidad de marcar el nicleo y
observar con claridad la ubicacién de la proteina
en los compartimentos subcelulares. Las observa-
ciones de las preparaciones se llevaron a cabo em-
pleando un microscopio confocal OLYMPUS Fluo
View™ 300.

Determinaciéon del
coeficiente de sedimentacion mediante
gradiente continuo de densidad de sacarosa

Las células se ajustaron a 20 x 10% cel/mL de
RPMI con suero bovino fetal a 10%, se estimularon
con 250 ng/mL de PMA durante 5 min a 37 °C y se
centrifugaron 800 g por 5 min y el botén celular se
resuspendi6 en 500 wL de buffer de lisis a 1% (1%
Triton X-100, 150 mM NaCl, 50 mM Tris pH 8, 1
mM PMSF, 1 mM de ortovanadato, 1 ug/mL leupep-
tin/aprotinin, 1 ug/mL pepstatin, 20 mM NaF y 2.5
mM PyNa) durante 15 min en frio.

Posteriormente, el lisado fue centrifugado duran-
te 10 min a 15,000 g, el sobrenadante fue colocado
sobre un gradiente de densidad continuo a una con-
centracién de 10 a 35% de sacarosa en un volumen
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de 11 mL de buffer de lisis (1% Triton X-100, 150
mM NaCl, 50 mM Tris pH 8, 1 mM PMSF, 1 mM or-
tovanadato). El gradiente se centrifugé usando una
ultracentrifuga con rotor basculante TH-641 (SOR-
VALL RC 90) por un lapso de 18 h a 37,000 g a 4 °C;
subsecuentemente, las fracciones fueron colectadas
utilizando una bomba peristéltica a razén de 1 mL/
min (12 fracciones).??

Estos experimentos fueron controlados median-
te la cuantificacién de la concentraciéon de sacaro-
sa, en cada una de las fracciones, utilizando un
refractémetro comprobando la continuidad del gra-
diente y mediante la corrida simultanea de estan-
dares de coeficiente de sedimentacién conocidos,
tales como:

¢ Citocromo c (1.9 S).

* BSA (4.3 95).

* Deshidrogenasa lactica (7.4 S).
e Catalasa (11.6 S).

Las proteinas presentes en las fracciones recolec-
tadas fueron precipitadas mediante el tratamiento
con 70 pL de acido tricloroacético a 100% (ATC) en
hielo durante 15 min, centrifugadas a 15,000 g por 5
min, luego lavadas con acetona fria y el botén celu-
lar resultante fue resuspendido en buffer de muestra
(SDS 20%, Tris-EDTA 0.2 M/0.02 M, glicerol 37% y
azul de bromofenol 10%), separado mediante electro-
foresis en geles SDS-PAGE a 10%, siguiendo el pro-
cedimiento descrito por Laemmli en 1970.24

Al finalizar la corrida, las proteinas fueron trans-
feridas a membranas de PVDF (Polyvinylidene fluo-
ride). Las membranas se incubaron por un periodo
de 2 h a temperatura ambiente en agitacién constan-
te con los anticuerpos policlonales primarios (anti-
p47-phox y anti-p22-phox) diluidos 1:500 en solucién
bloqueante, lavadas cinco veces con TBS 1X (50 mM
Tris pH8, 300 mM NaCl, 0.1% Tween 20) e incu-
badas durante 1 h con los anticuerpos secundarios:

anti-IgG de cabra (1:5,000) y anti-IgG de conejo
(1:20,000), ambos conjugados con HRP.

Finalmente, las membranas fueron reveladas me-
diante la impregnacién con luminol y deteccién por
autorradiografia. Las bandas fueron analizadas y su
intensidad cuantificada mediante un documentador
de geles (Gel Doc 2000, Bio-Rad) utilizando el pro-
grama Quantity One 4.2.0.

Fraccionamiento  subcelular

Este ensayo se realiz6 con la finalidad de estable-
cer cambios en la ubicacién de las proteinas que con-
forman el complejo NADPH oxidasa en los PMNs de
pacientes y controles, en el compartimento celular
citosélico insoluble.

Fue necesario ajustar las células a razén de 10 x
108 cel/2 mL de RPMI, en presencia o no de PMA,
utilizado una concentraciéon de 250 ng/mL durante
5 min a 37 °C en agitacién constante, centrifugadas
a 900 g durante 5 min a 4 °C; el botén celular o pe-
llet resuspendido en 400 uL buffer A (Hepes: 10
mM; MgCl,: 1.5 mM; KCl: 10 mM; PMSF: 0.2 mM;
aprotinin/leupeptin: 1 mg/mL; DTT: 50 mM; Ortova-
nadato: 1 mM), mezclando suavemente e incubando
en hielo durante 15 min (fraccién 1), para promo-
ver la ruptura celular mediante lisis hipoténica (en
ausencia de detergente). Seguidamente, se aplicé
vortex por 10 seg a las suspensiones y se cen-
trifugaron durante 10 min a 15,000 g. De esta cen-
trifugacion se obtuvieron las fracciones celulares:
citosélica (fraccién 2) y nuclear (fraccién 3) (Figu-
ra 1).

Por un lado, el sobrenadante correspondiente a la
fraccién citosélica fue transferido a otro tubo y se
les agregé el buffer B (Hepes: 300 mM; MgCl,: 38
mM; KCI: 1.4 M; PMSF: 0.2 mM; aprotinin/leupep-
tin: 1 mg/mL; DTT: 50 mM; ortovanadato: 1 mM) y
se centrifugé durante 2 h a 15,000 g a 4 °C. El pellet
correspondiente a la fraccion nuclear se incubé con

Lisado total (1)

Sobrenadante o
fraccion citosélica (2)

Sedimento o
fraccion nuclear (3)

Sobrenadante o fraccion Precipitado o fraccion
citosolica soluble (4) citosdlica insoluble (5)

Sobrenadante o fraccion Precipitado o fraccion
nuclear soluble (6) nuclear insoluble (7)

Figura 1. Procedimiento utilizado de fragmentacion subcelular. Determinacion de p22-phox y p47-phox en la fraccion citosdlica insoluble de neutrofi-

los en reposo y posterior a la estimulacion.
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el buffer C (Hepes: 20 mM; MgClL,: 1.5 mM; NaCl:
420 mM; EDTA: 0,2 mM; DTT: 50nM, PMSF: 0.2
mM, aprotinin/leupeptin 1 mg/mL, ortovanadato 1
mM), por un periodo de 20 min en hielo y luego centri-
fugé por 10 min a 15,000 g.?> El resultante de cada
una de estas centrifugaciones (fraccién citoplasma-
tica y nuclear) fue a su vez separado en fracciones
solubles (sobrenadante) (fracciones 4 y 6) e insolu-
bles (pellet) (fracciones 5 y 7), respectivamente.

Finalmente, estas tltimas fueron sometidas a
electroforesis e inmunoblott. Las proteinas transfe-
ridas a membranas PVDF fueron tratadas con los
anticuerpos anti-p47-phox y anti-p22-phox y sus res-
pectivos anticuerpos secundarios previamente des-
critos. Las membranas fueron reveladas mediante
autorradiografia.

Andélisis estadistico

Los parametros evaluados se expresaron usando
la media * desviacién estandar (DS). Las diferen-
cias entre los promedios de los grupos estudiados se
analizaron usando la prueba t-student calculada con
el programa Statgraphic Centurion XV.II. Se consi-
deraron estadisticamente significativos los valores
de p < 0.05.

RESULTADOS

Los PMN de los pacientes
muestran una produccién basal
de ROS incrementada

En este estudio se utilizé la determinacién cuan-
titativa de la generaciéon de ROS en polimorfonu-
cleares de pacientes como parametro de seleccién de
los individuos seropositivos con niveles basales ele-

vados de produccién de ROS, para los estudios bio-
quimicos y de inmunofluorescencia. Para ello, se
reclutaron un total de diez controles seronegativos
y 14 sujetos seropositivos con una cuenta de linfo-
citos T CD4+ > 200 cel/mm3 (CD3+CD4+: 575 +
219 cel/mm3).

Todos los pacientes eran asintomaticos, con diag-
néstico de seropositividad para el VIH > 5 afos y sin
historia de infecciones oportunistas. Todos los indi-
viduos admitidos en el estudio (pacientes y contro-
les) mostraron serologia negativa para otros agentes
virales, tales como hepatitis B, hepatitis C, citome-
galovirus y virus Ebstein Barr. Los valores de leu-
cocitos neutrofilos estaban dentro de los parametros
normales en los dos grupos seropositivos estudiados
(3,290 cel/mm3 + 1,723 en pacientes vs. 3,795 cel/
mm? + 1,349 en controles).

La figura 2A muestra la produccién de ROS en
PMNs de pacientes comparados con los controles.
Puede observarse un incremento en la produccién
basal de ROS en los individuos seropositivos (10.7%
+ 7.5 CI), cuando se compara con los controles
(4.13% = 1 CI), lo cual sugiere que estas células se
encuentran en un estado de activacién previo al esti-
mulo, mientras que la respuesta postestimulo (PMA
250 ng/mL) atn estaba conservada en el grupo de
pacientes estudiados (Figura 2B).

Para estudiar la distribucién de proteinas del
complejo NADPH oxidasa en el contexto de la infec-
cién por VIH, se seleccionaron cuatro pacientes con
niveles basales de ROS > 10%, en paralelo con cua-
tro controles. Se analizaron bajo tres distintas pers-
pectivas:

* Localizacién subcelular de proteinas del complejo
NADPH oxidasa en polimorfonucleares de pacien-
tes mediante microscopia de inmunofluorescencia.

A B
Pacientes
. . ]
= S T I cControles
(%] =
8 1 8
(%) Q
S 3
:
Ty 2
X £
(&) <5
S S
a , 'S
No estimuladas PMA 250 ng/mL
Figura 2. Produccion de ROS en condiciones basales (A) y postestimulo (B) de pacientes comparados con controles. “p < 0.05.
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* Analisis del coeficiente de sedimentacién de las
subunidades p22-phox y p47-phox dentro del com-
plejo NADPH oxidasa mediante gradientes conti-
nuos de densidad en sacarosa.

* Fraccionamiento subcelular e inmunodeteccién
para determinar la localizacion y comportamien-
to de las proteinas del complejo en polimorfonu-
cleares de pacientes y controles.

Los PMNs de individuos infectados
con VIH muestran cambios en la
distribucién celular de p22-phox y p47-phox

La distribucién celular de las proteinas p22-phox
y p47-phox del complejo NADPH oxidasa se analiz6
mediante técnicas de inmunofluorescencia y micros-
copia. La figura 3A muestra el patrén de distribu-
cién de la proteina p22-phox en polimorfonucleares
no estimulados del grupo control. Como puede ob-
servarse en este grupo, en concordancia con repor-
tes previos,28 p22-phox se encuentra distribuida en
forma uniforme en el citoplasma, asociada a granu-
los citoplasmaticos; posterior a la estimulacién, la
proteina se redistribuye en conglomerados citoplas-
maticos y en las adyacencias de la membrana celu-
lar en forma de parches!®1%27 (Figura 3B).

anti-p22 phox/loduro de propidium

Control

Pacientes t

T A
=  0.m .

PMA 5 min
(250 ng/mi)

Pacientes

En contraste, la distribucién de la proteina p22-
phox en los PMN de pacientes no estimulados esta
mayormente restringida hacia la periferia de las cé-
lulas, formando grandes conglomerados (Figura
3C), observacién que es menos evidente en células
estimuladas con una distribucién centripeta (Figura
3D). Adicionalmente, otro hallazgo importante son
las secciones de fragmentacién a nivel nuclear en los
PMN estimulados de los pacientes asociados con
probable muerte celular.

La distribucién de la proteina p47-phox en los poli-
morfonucleares de controles es mayormente citoplas-
maética de manera difusa?® (Figura 3E); posterior al
estimulo, la proteina se distribuye hacia la periferia
de la célula (membrana plasmaética y una proporcién
en granulos intracelulares) (Figura 3F). Cuando se
analiz6 el patrén de distribucion de esta proteina en
las células de pacientes se observé que su localizacion
es un poco méas compleja y que, previo al estimulo,
gran parte de la proteina esta distribuida en forma di-
fusa en el citoplasma y centripeta (Figura 3G).

Una vez estimuladas las células de los pacientes,
p47-phox mantiene su distribucién preponderante en
el citoplasma con poca migracién hacia la periferia y
escasos parches periféricos, ademés se acentua la lo-
calizacion centripeta de la proteina (Figura 3H).

anti-p47 phox

Control

i0}m

PMA 5 min
(250 ng/mi)

Figura 3. Localizacion de p22-phox/p47-phox en neutrdfilos de pacientes y controles. A-D. Células marcadas con anti-p22-phox a una dilucién de
1:20 y luego con anti-lgG de conejo conjugado a FITC (1:50). Los niicleos fueron tefidos con IP (1:150). A-B) Células provenientes de controles, previo al
estimulo y postestimulacion (PMA 250 ng/mL), respectivamente (adquiridas y documentadas con 20X de magnificacion). C-D) Pacientes sin y con esti-
mulo, respectivamente. Los resultados mostrados son representativos de, por lo menos, cuatro experimentos realizados. E-H. Localizacion de p47-phox
en neutréfilos de pacientes y controles por microscopia de fluorescencia (adquiridas y documentadas con 20X de magnificacion). Las células fueron marca-
das con anti-p47-phox a una dilucion de 1:40 y luego con anti-IgG de cabra conjugado a rodamina (1:200). E y F) Células provenientes de controles, pre-
vio al estimulo y postestimulacion (PMA 250 ng/mL), respectivamente. G y H) Pacientes sin y con estimulo, respectivamente. Los resultados mostrados
son representativos de cuatro experimentos pareados (cuatro controles vs. 4 pacientes) e independientes.
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El fenémeno descrito para ambas proteinas (p22-
phox y p47-phox) fue cuantificado y se evidencié que
la frecuencia de este patrén celular fue de 40% (£ 7
DS) para p22phox y 29% (=10 DS) para p47phox en
los PMN de los pacientes no estimulados y de 34%
(£10 DS) y 21% (*4 DS), posterior a la estimula-
cion, respectivamante.

Una porciéon de p22-phox de los PMN
de los pacientes sedimenta en las fracciones
de alta concentracién de sacarosa

La alteracién previamente observada en la pro-
ducciéon de ROS de PMN de pacientes pudiera estar
asociada a un defecto en la distribucién de las subu-
nidades de multicomplejo enziméatico. Por consi-

193 11,45

'

1 2 3 4 5 6

guiente, y paralelamente a los experimentos de in-
munofluorescencia, se analiz6 el coeficiente de sedi-
mentacién de las proteinas p22-phox y p47-phox en
polimorfonucleares de sujetos sanos y pacientes, me-
diante gradientes continuos de densidad en sacaro-
sa.

Las fracciones de 1 mL (total de 12 fracciones)
fueron colectadas progresivamente desde la parte in-
ferior hacia la superior del gradiente (de mayor a
menor densidad), a cada una de las fracciones se le
determiné el porcentaje de sacarosa y se logré esti-
mar el coeficiente de sedimentacién de las proteinas
del complejo, utilizando controles con coeficientes de
sedimentacién conocidos.

La figura 4 muestra la inmunodeteccién de la
proteina p22-phox procedente de un gradiente con-
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Figura 4. Coeficiente de sedimentacion de p22-phox en PMN previo y posterior a la estimulacion. A-D. Distribucion de la catalasa, cuyo coeficiente
de sedimentacion es de 11.6 S y fue utilizada como control de coeficiente de sedimentacion. Los lisados de controles (n=4) (A y C) y pacientes (n = 4)
(B y D) estimulados con PMA y no estimulados, fueron centrifugados en un gradiente continuo de sacarosa (10-35%) y luego analizados por Western blo-
it usando un anticuerpo primario de conejo anti-p22-phox humano, a una dilucion de 1:500 y un anticuerpo secundario anti-lgG de conejo (1:20.000). E y
F. Promedio (+ DS) de las densidades dpticas de las bandas correspondientes a cada una de las fracciones analizadas en ambos grupos. “p < 0.05.
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tinuo en sacarosa. Como puede observarse la ma-
yor proporciéon de p22-phox sedimenta a baja densi-
dad (entre 4 y > 1 S) en lisados provenientes de
células de controles previo al estimulo (Figura 4A);
posterior a la activacién con PMA se observa un
desplazamiento de la proteina en fracciones de ma-
yor densidad (4-3 S) (Figura 4C). Este patrén de
distribucién fue distinto en lisados de PMN prove-
nientes de pacientes; previo a la estimulacién una
porcién de p22-phox se distribuye en fracciones de
baja densidad (aproximadamente entre 7 Sy 2 S),
mientras que otra porcion de la misma sedimenta
hacia las fracciones de alta densidad (> 19 S) (Fi-
guras 4B y 4E).

Posterior al estimulo ocurre un desplazamiento
hacia las fracciones de menor densidad; sin embar-

go, mantiene una distribucién difusa (entre 19-11.6
Sy 7-1.9 S) (Figuras 4D y 4F). La densidad de las
bandas en cada fraccién fue cuantificada en ambos
grupos (cuatro controles y cuatro pacientes) (Figu-
ras 4E y 4F), se evidencian diferencias estadistica-
mente significativas en la distribucién de p22-phox
en las fracciones de alta densidad.

En cuanto a la proteina p47-phox, no se eviden-
ciaron diferencias estadisticamente significativas en
su patrén de sedimentacién entre pacientes y con-
troles. Como puede observarse en la figura 5A, p47-
phox en controles y previo al estimulo la proteina
sedimenta entre fracciones de mediana y baja densi-
dad (entre 4 Sy 1.9 S), observacién que concuerda
con lo reportado previamente.2? Posterior al estimu-
lo, p47-phox se concentra mayormente en fracciones
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Figura 5. Coeficiente de sedimentacion de p47-phox en PMN previo y posterior a la estimulacion. Los lisados de controles (A y C) y pacientes (B
y D. estimulados con PMA y no estimulados fueron centrifugados en un gradiente continuo de sacarosa (10 a 35%) y luego analizados por Western blott
usando un anticuerpo primario de cabra anti-p47-phox humano diluido 1:500 y un anticuerpo secundario: anti IgG de cabra (1:5000) revelados mediante au-
forradiografia. E y F. Promedio (+ DS) de las densidades dpticas de las bandas correspondientes a cada una de las fracciones obtenidas de PMN previo
y postestimulacion analizadas en ambos grupos (cuatro controles y cuatro pacientes). “p < 0.05.
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de baja densidad (2 S) (Figura 5C). Este patron de 6B y 6D) en la fraccién citosélica insoluble obteni-
distribucién fue similar en los PMN provenientes  das de polimorfonucleares del grupo control y de pa-

de pacientes (Figuras 5B, 5D-5F). cientes, previamente estimulados o no, con 250 ng/
mL de PMA. Las figuras 6A y 6D muestran que en

p47-phox y p22-phox los neutréfilos de pacientes, previo al estimulo, p22-

de los PMN en reposo de phox esta ubicada constitutivamente y de manera

los pacientes son reclutadas significativa en la fraccién citoplasmatica insolu-

a la fraccién citosélica insoluble ble,2% sin modificaciones significativas posterior al

estimulo,!® de tal manera que p22-phox esta concen-
Con la finalidad de comprender la dindmica del  trada en forma constitutiva en la fraccién citoplas-

traslado de las proteinas en estudio dentro de los di-  matica insoluble. La distribucién de p22-phox en la
ferentes compartimentos subcelulares —particular-  fraccién nuclear no mostré diferencias entre pacien-
mente su distribucién hacia el compartimiento  tesy controles (datos no mostrados).

citosélico insoluble (contentivo de proteinas asocia- En las figuras 6B y 6E se analiz6 la distribucién
das al citoesqueleto, membranas y organelas)- y  subcelular de la proteina p47-phox. En polimorfonu-
complementar los resultados obtenidos mediante in-  cleares normales, independientemente del estimulo,

munofluorescencia y sedimentacién en gradientes de ~ p47-phox se localiza fundamentalmente en la frac-
densidad, se realiz6 un fraccionamiento subcelular  cién citoplasméatica soluble (datos no mostrados),
siguiendo el protocolo descrito en la seccién de Ma-  con una menor proporcién en las fracciones insolu-
terial y métodos (Figura 1). bles en reposo y un incremento posterior al estimulo

En las figuras 6A-6D se muestra la distribucion  (Figuras 6B y 6C), resultados que concuerdan con
de p22-phox (figuras 6A y 6C) y p-47-phox (Figuras  publicaciones previas;3° en el caso de los pacientes,

A Fraccidén citosdlica g;g ' _
. D i 0,30 | T 7
| Control . Pagente | % gﬁg [
0,15 T =
— e s @ =rii-pldl-pho 0,0 1 —
0,05
{250ng/ml) - + - +I Comtroles Pacienies
sDMEO 013 0,24
FMA 250 ngiml 0,3z 0,25
B
Control Pacente *
I 1 | E &fg [ |
. § M ) f
_— —— - — — 0-p47-phox ) g1 T —
(250ngfml) - + - + i &E —
[ | 004 j
Insoluble el
c Controles Pacismies
— — — =0us0 0,06 O
PRLA 250mgiml 0,17 0,14

azul de coom ase

Figura 6. Determinacion de p22-phox y p47-phox en la fraccion citosdlica insoluble de neutrdfilos en reposo y posterior a la estimulacion. A. Distribu-
cién de p22-phox en la fraccion citoplasmatica insoluble de controles y pacientes, sin y con estimulo (PMA 250 ng/mL). B. Distribucion de p47-phox en la
fraccion citosdlica insoluble de controles y pacientes, sin y con estimulo (PMA 250 ng/mL). C. Control de carga, la tincidn de la membrana con azul de
coomassie. D y E. Promedio (+ DS) de las densidades dpticas de las bandas correspondientes a la deteccion de p22-phox y p47-phox en la fraccion ci-
tosdlica insoluble, analizados en ambos grupos (cuatro controles y cuatro pacientes). “p < 0.05.
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se observa un mayor reclutamiento de esta proteina
en la fraccién insoluble del citoplasma en células
no estimuladas sin cambios significativos posterior a la
estimulacién (Figura 6B). No se observaron diferen-
cias significativas en la fraccién nuclear insoluble
entre controles y pacientes (datos no mostrados).

DISCUSION

En este trabajo se evalu6 si la alteracién en la
produccién de especies reactivas del oxigeno, obser-
vada en neutréfilos de pacientes, podria estar aso-
ciada a cambios en la localizacién o distribucién de
proteinas del complejo NADPH oxidasa en los com-
partimentos celulares en los PMN de sujetos infecta-
dos con VIH.

Con este propésito:

* Se analiz6 la producciéon de especies reactivas del
oxigeno.

* Se exploré la localizacién y movilizacién de pro-
teinas del complejo (especificamente p47-phox y
p22-phox) en PMN de sujetos infectados, compa-
rados con sujetos sanos.

Acorde con estudios previos31-33 la produccién ba-
sal de especies reactivas del oxigeno en el grupo de
pacientes fue superior a lo observado en los contro-
les, condicién que predispone al estrés oxidativo.

En condiciones fisioldgicas la produccién excesiva
de ROS debe ser compensada con sustancias antioxi-
dantes presentes en las células; sin embargo, existen
evidencias de que el glutatién intracelular (iGSH),
una de las principales sustancias antioxidantes, se
encuentra disminuido en células de pacientes; dismi-
nucién que se profundiza durante la progresién de la
enfermedad.®3* Asi, cuando la produccién excesiva
de ROS no es efectivamente compensada por molécu-
las antioxidantes, puede conducir al estrés oxidati-
vo, el cual desempenaria un papel importante en la
patogénesis de la infeccién por el VIH a través de va-
rios mecanismos-3%-36

* Los ROS sinergizan con varias citokinas proin-
flamatorias activando al factor de transcripcion
NF-kB e induciendo la transactivacion de LTR
del VIH.36

* Se potencia la produccién de citokinas proinfla-
matorias por los monolitos.37-38

¢ Incrementa la replicacién del virus.3?

Con base en estos hallazgos se decidié evaluar si
el incremento basal de la produccién de especies

reactivas del oxigeno se asociaba con cambios en la
distribucién de los componentes del complejo NA-
DPH oxidasa.

En este estudio se evidenci6 que en los neutroéfilos
provenientes de pacientes, p22-phox esta constituti-
vamente hacia la periferia celular, quiza aasociada
con la membrana plasmatica, con poca o escasa pre-
sencia intracelular y con distribucién centripeta pos-
terior a la estimulacién. Algunos autores han
sugerido que el ensamblaje y activacién del complejo
NADPH oxidasa en los neutroéfilos ocurre con predo-
minio intracelular, debido a que la redistribucién de
p22-phox posterior al estimulo es predominantemen-
te en compartimentos intracelulares y s6lo una por-
cién se dirige hacia la membrana plasmatica.

La distribucién alterada de p22-phox en los
PMN de los pacientes pudiera indicar defectos en
el trafico y redistribucién subcelular de esta pro-
teina. Paralelamente, el patrén de distribucién de
p22-phox en los neutréfilos de los pacientes, difu-
sa entre las fracciones de alta y de baja densidad,
se mantiene posterior al estimulo. Esto podria su-
gerir que p22-phox en los neutréfilos de los
pacientes se encuentra constitutivamente forman-
do asociaciones con otros componentes celulares o
con proteinas del virus. Pudiera considerarse la
asociacion constitutiva a componentes de citoes-
queleto celular, debido a las observaciones de su
ubicacién predominante y de manera constitutiva
hacia la fraccién insoluble (fraccién asociada con
el citoesqueleto). Sin embargo, no se excluye la
posibilidad de que estos cambios pudieran ser
conducidos por elementos del virus, soportados
por evidencias recientes que muestran una asocia-
cion directa entre Nef y p22-phox, demostrandose
ademaés que ambas proteinas muestran colocaliza-
cién intracelular, lo que sugiere mecanismos de
modulacién directa del virus sobre el complejo
NADPH-oxidasa.*?

p47-phox es uno de los principales componentes
citosélicos, con miltiples residuos susceptibles a ser
fosforilados; expone epitopes requeridos para el tras-
lado del complejo a la membrana plasmatica donde
interactia con el citocromo b588.41 Asi, p47-phox
funciona como una proteina adaptadora.*? Adicional
a los cambios observados en p22-phox, la distribu-
cién de p47-phox en los neutréfilos de los pacientes
también muestra cambios en las células en estado
basal, cambios reflejados a diferencia en la distribu-
cién citoplasmatica y de localizacién constitutiva en
la fraccién citosélica insoluble, hallazgos que
en conjunto sugieren un estado de activacién consti-
tutiva de estas proteinas.*?
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Se ha propuesto que uno de los mecanismos invo-
lucrados en la disfuncién del sistema inmune duran-
te la infeccién por VIH es el estado de activacién
crénica del sistema inmune, que no sélo compromete
a los elementos de la inmunidad adaptativa, sino
también a los componentes de la inmunidad inna-
ta.** Una de las poblaciones celulares afectadas son
las células dendriticas plasmocitoides (CDp), las cua-
les durante la infeccién aguda expresan marcadores
de activacién, tales como IDO -molécula que se
mantiene durante la fase crénica de la enfermedad y
se asocia, ademads, con una inapropiada respuesta
adaptativa de células T especificas anti-VIH-.4

Los ROS participan en multiples eventos celulares
dentro de los que se incluyen funcién bactericida y de
molécula de sefalizacién,*® vinculdndose con la acti-
vacién de la ruta de la MAPkinasa que conecta con
las rutas de muerte celular*” o con la activacién de
una nueva forma de muerte conocida como etosis.*8
Diversos estudios han documentado la produccién ba-
sal incrementada de metabolitos reactivos del oxigeno
en células fagociticas de pacientes infectados por
VIH.2710.31,32,35 Por lo que su produccién excesiva, sin
un adecuado balance, pudiera estar involucrada en la
pérdida progresiva de poblaciones celulares efectoras
durante la progresion hacia la fase de SIDA.

CONCLUSIONES

Durante la infeccién por VIH existen alteraciones
en la localizacién subcelular, migracién y sedimenta-
cién de componentes del complejo NADPH oxidasa; es-
tos cambios pudieran asociarse con el incremento
basal de la produccién de ROS y, posiblemente, a la
elevada tasa de muerte en los PMN de estos pacientes.

La produccién constante de ROS no compensada
adecuadamente por antioxidantes a largo plazo, condi-
ciona un estado de agotamiento celular que impide que
los neutroéfilos respondan de manera eficiente a infec-
ciones y a la muerte celular acelerada, eventos que ca-
racterizan las fases terminales de la enfermedad.

Profundizar en estos mecanismos pudiera aportar
nuevas estrategias terapéuticas que permitan blo-
quear la produccién excesiva de especies reactivas
del oxigeno y, consecuentemente, el agotamiento de
los neutréfilos, anticipandose al desarrollo de infec-
ciones oportunistas durante la infeccién por VIH.
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