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INTRODUCCION

La Enfermedad de Chagas

La Enfermedad de Chagas afecta a los habitantes de prácti

camente todos los paises del continente Americano desde el Sur

de los Estados Unidos hasta la Argentina y Chile. La prevalen-­

cia de la enfermedad en los diferentes paises ha sido estimada

en el 20%del total de la población, lo que significa que al mg

nos, 7 millones de personas están infectadas con el Trxpanosoma

grua; (World Health Organization, 1960). Se han encontrado a

los vectores en grandes áreas de la región neotropical desde el

paralelo 43 Norte hasta el 49 Sur. Se han detectado tripanoso-­

mas del tipo T. cruzi en más de 100 especies de animales salva­

jes, pertenecientes a diferentes órdenes, en regiones endémicas

y en áreas aparentemente libres de Enfermedad de Chagas humana.

Alrededor de 35 millones de habitantes están probablemente ex-­

puestos a los riesgos de infección en todas las áreas endémicas

Aunque no existen datos completos sobre su morbilidad y

mortalidad, el impacto causado por 1a Enfermedad de Chagas pue­

de ponerse en evidencia por su alta prevalencia en áreas rura-­

les, la incapacidad fisica causada por sus formas clinicas car­

dIacas que afectan especialmente a gente jóven en la segunda mi

tad de la vida, la ocurrencia de una relativamente alta propor­

ción de muertes súbitas, el costo de hospitalización y el daño

psicológico provocado por esta enfermedad potencialmente peli-­

grosa en un gran númerode pacientes asintomáticos.



El control de la Enfermedad de Chagas puede llevarse a cg

bo a través del mejoramiento de las viviendas (dependiente de

factores económicosy sociales usualmente lentos) y la aplica-­
ción de insecticidas de acción residual en las viviendas huma-­

nas (un programa extenso y a largo plazo). Hasta la fecha, nin­

guna droga cura la Enfermedad de Chagas en forma efectiva. Una

droga barata y no tóxica capaz de ser utilizada en casos indivi

duales asi comopara prevenir la transmisión de la Enfermedad

de Chagas es afin un sueño vagor Existe por lo tanto una gran ng

cesidad de nuevos compuestos activos contra el Trxpanosomacru­
2­

Ciclo biológico del Trypanosomacruzi

El T. cruzi es transmitido usualmente por insectos hematg

fagos (Hemiptera, Reduvidae) que durante o después de la inges­

ta de sangre eliminan heces conteniendo tripomastigotes metacI­

clicos infectantes. Estas formasmetaciclicas penetran al hués­

ped vertebrado ya sea a través de lesiones en la piel o las mem

branas mucosas normales, y llevan a cabo una multiplicación dig

continua: los parásitos luego de penetrar a una gran variedad

de células, se transforman en la forma amastigote que se multi­

plica por fisión binaria y luego de 4 6 5 dias se diferencian

en tripomastigotes. Estos flagelados recientemente formados son

liberados de las células parasitadas hacia la sangre y luego de

circular por un cierto periodo de tiempo sin multiplicarse pene
tran a diferentes células del huésped para llevar a cabo un nug



vo ciclo tisular. La fase aguda caracterizada por la presencia

de un gran númerode parásitos en los estadios tisular y sangu;

neo es seguida comúnmentepor una fase crónica con una parasitg

mia subpatente, escasasformas tisulares y un balance equilibra­

do entre huésped y parásito. La cura espontánea no ha sido re-­

portada hasta ahora. Los vectores se infectan al ingerir las

formas sanguíneas que evolucionan a través de su tracto digesti

vo. En el intestino medio se encuentran numerosos epimastigotes

en división. La mayoria de las formas metacIclicas infectantes

se forman aparentemente en el recto donde se tienden a acumular

hasta su eliminación por las heces.

El T. cruzi crece en numerosos medios complejos (revisto

por Taylor y Baker, 1968) pero hasta hora no ha sido cultivado

en un medio completamente definido. La diferenciación de los e­

pimastigotes en las formas tripomastigotes metaciclicas infec-­
tantes ocurre durante la fase estacionaria delos cultivos. Sólo

las formas metacIclicas son infectantes para el huésped verte-­

brado y su infectividad parece depender de la cepa, el número

de tripomastigotes inoculados y el tiempo de cultivo en un me-­
dio artificial (Chiari, 1971).

El enfoque racional de la quimioterapia

Hace más de 70 años, Paul Erlich estableció que la finali

dad de una quimoterapia específica es la utilización de drogas

que exterminen al organismo invasor sin perjudicar al huésped.



(Himmelweit, 1960). Ocasionalmente esta finalidad ha sido consg

guida comoresultado del ensayo empírico de drogas seleccionadas.

En su mayor parte los compuestos más útiles fueron encontrados

sin reparar en el rol de las estructuras afectadas por esos a-­

gentes inhibidores especificos. Esos_estudios fueron desarrolla

dos muchodespués en el curso de investigaciones sobre el meca­
nismode acción de estos antibióticos o sustancias sintéticas.

El conocimiento ganado a través de tales estudios se encuentra

ahora entre los más importantes que nos han permitido caracter;

zar las diferencias bioquímicasentre las distintas especies.
Estas diferencias bioquímicas, que constituyen la base de la

bioquímica comparada, son de dos clases. Una se relaciona con

la diversidad de sistemas metabólicos en diferentes organismos

y puede ser ejemplificada por diferencias en la biosintesis de

metabolitos esenciales o en otros caminos metabólicos. La segun

da se relaciona con los nuevos conocimientos de la biologia mo­

lecular que afirman que las diferencias en la composición y se­

cuencia de los ácidos nucleicos entre los organismos determina

diferencias en las estructuras de prácticamente todas las pro-­

teinas, y enzimas de los parásitos y sus huéspedes. El primer

tipo de diferencia puede aportarnos información sobre lo esen-­

cial de un sistema metabólico para la multiplicación y supervi­

vencia de tanto el parásito comoel huésped. Para que ese sistg

ma esencial pueda ser explotado debemosdefinirlo y preparar un

reactivo selectivo en una forma que pueda penetrar e inhibir la

reacción esencial especificamente en el huésped infectado (Co-­



hen, 1977L.

En 1904, Erlich usó el azul tripán para curar ratones in­

fectados por ciertos tripanosomas (Himmelweit, 1960). Sus obser

vaciones lo convencieron de las posibilidades de una "chemothe­

rapia specifica", una convicción que inició una larga búsqueda

que llevó al descubrimiento de la arsfenamina o Salvarsán, drg

ga clínicamente útil (Albert, 1973). Muchosaños después, en la

década del 30, el descubrimento de que el prontosil y la sulfg

nilamida derivada eran efectivos en la terapéutica de muchasin

fecciones bacterianas apoyaron la hipótesis de Erlich.

Sin embargo, la demostración de que en las bacterias las

sulfodrogas afectaban la incorporación del ácido para-aminobenzoi

co necesario para la formación del ácido fólico, que los tejidos

animales requerían ya formado, sugirió una vez más que las bactg

rias y el hombreno poseen grandes diferencias. Las diferencias

parecieron mínimas: el hombrehabía perdido los primeros pasos en

la biosíntesis de los folatos y muchasbacterias patógenas carecían

del transportador para los folatos presentes en los tejidos ani­

males. Así, una quimioterapia específica no necesitaba de las

llamadas grandes diferencias bioquímicas evolutivas. Aunque la

incapacidad de las bacterias patógenas para usar ácido fólico
constituía un serio inconveniente para la bacteria, la mayoría

de los bioquímicos no lo consideró comouna gran diferencia

evolutiva. Sin embargo, las diferencias menores en el meta­

bolismo del ácido fólico en muchosorganismos fueron explota­

das y llevaron a la preparación de numerosas sustancias que



casi esPecificamente inhibian diferentes pasos de su metabolismo

en bacterias, protozoarios y otras células (Hitchings y Burchall

1965, Bertino, 1979).

A pesar de todo, el paradigma de la "Unidad de la Bioquimi

ca" que pudo ser postulado para minimizar la existencia de diver

sidad y su posible utilidad en el diseño de agentes terapéuticos
no fue seriamente cuestionado hasta el descubrimiento de los an­

tibióticos. La existencia de los antibióticos y el esclarecimieg

to de su mecanismo de acción en numerosos casos, por ejemplo la

penicilina y el cloranfenicol, dividió el mundobiológico en or­

ganismos procariotes y eucariotes (Stanier y col. 1970). La ac-­

ción terapéutica especifica de la penicilina radicaba en la inhi
bición de una enzima esencial para la sintesis de los peptidogli

canos de las bacterias (procariotes), estructuras para las cua-­

les no existían homólogas,es decir contraparte estructural des­
cendientes de formas ancestrales comunes, en los eucariotes. La

sensibilidad especifica de los ribosomas bacterianos al cloranfg
nicol y muchosotros antibióticos llevó a creer que existen gran

des diferencias bioquímicascualitativas entre los procariotes
patógenos y sus huéspedes eucariotes. Las células eucariotes po­

seen estructuras asociadas a su membranay ribosomas citoplasma­

ticos que son análogos a estas estructuras de las bacterias. Sin

embargo, estas estructuras de los eucariotes parecen haber evolg

cionado independientemente de las estructuras de los procariotes.

Aunquesabemosque existen sustancias especificas de los

procariotes y caminosbiosintéticos especificos característicos



de ciertas células eucariotes, muypoco se ha hecho para explo­
tar estas diferencias conocidas de modosistemático. Las razo-­

nes más obvias de esta deficiencia son el continuo éxito tera-­

péutico del viejo método de obtención de drogas por métodos em­

píricos y sus mejoras. Han sido encontradas importantes sustan­

cias antibacterianas y se han hecho modificaciones de los anti­

bióticos existentes por sintesis creativa para incrementar su
estabilidad, distribución y espectro antibacteriano. Comolos

compuestos obtenidos de esta forma pueden controlar la mayor

parte de las infecciones bacterianas en el mundodesarrollado,

no se han iniciado nuevas formas de búsqueda de drogas.

En contraste con el éxito obtenido para la mayoria de las

infecciones bacterianas, intentos similares para buscar compueg

tos sintéticos y productos naturales con actividad especifica

contra protozoarios parásitos no han llevado a la obtención de

un númerosignificativo de compuestosclínicamente útiles.

Aunque se conocen compuestos efectivos para algunas enfer

medades tropicales las tripanosomiasis son claramente enfermeda

des para las cuales se necesitan nuevas y mejores drogas.

En el caso del Trypanosgma:cruzi, poco se ha hecho para

identificar reacciones metabólicas especificas y aprovecharlas
con finalidad terapéutica y la causa de esta deficiencia ha si­

do la aplicación del método empírico para la obtención de dro-­

gas.
La obtención de fármacos utilizables en medicina humana

implica las fases siguientes: a) la identificación del agente y



caracterización de su acción in vitro; b) la demostración de su

acción in vivo, en el huésped infectado; c) ensayos de toxici-­

dad aguda y crónica, metabolismo y farmacoCinética y d) aplica­

ción de la tecnologia farmacéutica para su producción en escala

industrial. La investigación básica tiene un papel muyimportan

te en la primera etapa del proceso pues aporta la información

inicial que permite el desarrollo de las etapas subsiguientes.

Describiremos a continuación las diferencias metabólicas más im

portantes que se han encontrado entre el T. cruzi y su huésped

mamífero que han permitido por una parte, concebir un interesan

te modelo quimioterápico, y por la otra, explicar la acción de
nitrofuranos sobre el T. cruzi entre los cuales se.encuentra el

nifurtimox, el fármaco más frecuentemente empleado para tratar

los chagásicos.

Toxicidad de los productos de la reducción parcial del 02.

A pesar de estar presentes en concentraciones muybajas,

el anión superóxido (0;) y el peróxido de hidrógeno (H202) son
metabolitos intracelulares normales.

Varias enzimas citoplasmáticas del tipo de las flavopro-­

teinas, tales comola xantino oxidasa y la aldehido oxidasa,

producen o; (Fridovich, 1974). Las mitocondrias parecen consti­

tuir el principal sitio celular de producción de 0;. En higado

de rata, hay una formación de cerca de 24 nmol OÉ/min/g, lo que

representa cerca del 75%de la producción total de 0;.



La enzima superóxido dismutasa (SOD)mitocondrial mantiene una

baja concentración de O2 en estado de equilibrio, cuya concen­
tración fue calculada en 8x10-12 Men el espacio de la matriz

mitocondrial (Tyler, 1975). Por otra parte, la concentración

citoplasmática de o; en estado estacionario es de 6.6x10_12M
(Tyler, 1975). Datos recientes de literatura indican que el re

tIculo endoplásmico celular puede producir cantidades conside­

2

Sliger y col., 1974, Bartoli y col., 1976).

rables de O en condiciones fisiológicas (Mishine y col., 1976,

En cuanto al H202, se sabe que una serie de organelas y
enzimas son fuentes de esta sustancia y que la velocidad de

formación de H202en estos sistemas depende de la provisión de

sustratos y de 02. Estudios efectuados en higado de rata per-­
fundido han demostrado que la formación mitocondrial de peróxi

do de hidrógeno constituye un evento fisiológico en condicio-­

nes aeróbicas (Oshino y col., 1975Ú.Estudios realizados con

mitocondrias aisladas de diferentes origenes han demostrado que

en todos los casos estas organelas son un sistema generador de

H202. Estas determinaciones han sido realizadas con corazón de
paloma (Boveris y Chance, 1973), rata y vaca (Loschen y col.,

1974) higado (Boveris y col., 1972) y riñon de rata, pulmón de

paloma, músculo de Ascaris 8p., Saccharomyces cerevisiae (Chan

ce y col., 1979) y Crithidia fasciculata (Kusel y col., 1973).

Se determinó que el anión superóxido es un precursor estequio­

métrico del peróxido de hidrógeno mitocondrial y microsomal

(Loschen y col., 1974).
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Los datos obtenidos con las fracciones aisladas de hígado

de rata indican que las mitocondrias, los microsomas, los pero­

xisomas y las enzimas solubles son responsables por la formación

del 14%, 47%, 34%y 5% respectivamente del P1202citoplasmático,
en presencia de sustratos adecuados (Boveris y Chance, 1973).

Considerando la velocidad de producción de HZO2en el hígado de
rata perfundido (Oshino y col. 1973, Oshino y col., l975a), y

en este mismoórgano in situ (Oshino y col., l975b) y la canti­

dad de catalasa de hígado de rata (Oshino y col. 1975a), la con

centración de H O en estado de equilibrio puede ser estimada2 2

en cerca de 10-8 M (Oshino y col., 1973).

La Fig. 1 esquematiza el metabolismo del peróxido de hi-­

drógeno. El anión superóxido es generado por las mitocondrias

presentes en toda célula aeróbica y por algunas enzimas espe

cializadas presentes en determinadostejidos diferenciados, co­

mopor ejemplo, la xantino oxidasa de hígado y la ferredoxina

de las adrenales. La superóxido dismutasa (SOD)presente en las

mitocondrias y en el citosol (Fridovich, 1974) asegura la dismu

tación del radical o; en H202y oxigeno de acuerdo con la reac­
ción de Mc Cord y Fridovich (1969):

°2 7 +2H+——.Ho + o+02 22 2 (1]
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MlTOCONDRlAxontinooxidou
forrodoxinos _

oie. ‘Ïfiz

I SOD

Hz

OH'+Oti-+02UV

essa +HzO
H20+02

Fíg. l. Metabolismo celular del aníón super6xído y del HZOZ.
El H O es normalmente degradado por la catalasa, presen­2 2

te en los peroxisomas de higado, corazón y riñon. En otros tej;

dos desprovistos de actividad catalásica, el H202difunde a tra
vés de la corriente sanguíneahasta la catalasa de los eritroci

tos, siendo éste el principal mecanismode eliminación del Hzoz.
En algunos tipos celulares especializados existen peroxidasas

como la glutatión peroxidasa (GP) de higado o la citocromo c pg

roxidasa de levadura, o la peroxidasa de rábano, que conducen a

1a eliminación del H202acoplada a la oxidación de ciertas sus­

tancias (AH2en general) comoel glutation (GSH), el citocromo
c reducido y fenolaminas aromáticas. Esta combinación de enzi—­

mas constituye en parte una defensa normal de los organismos
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vivos contra la acumulación de Hzo2y 0;, los cuales pueden in-­
teractuar entre si, de acuerdo con la reacción de Haber-Weiss

(1934):

3+

+ HO —F—e————-9H°+ OH" + o2 [2]° 22
NOI

Esta reacción, que actualmente se piensa que es cataliza­

da por Fe3+ (McCord y Day, 1978), produce radical hidroxilo

(OH') muy tóxico y principal responsable del daño biológico cag

sado por las radiaciones ionizantes (Fridovich, 1974). Estos

tres productos de la reducción parcial del oxigeno son tóxicos.

El H202 es capaz de actuar como oxidante y como reductor de he­

moproteinas y de moléculas conteniendo grupos tioles. El o; es
también reductor y oxidante (por ejemplo, reduce al citocromo c

y oxida la adrenalina) participando en reacciones que llevan a

la peroxidación de lípidos (Fongy col., 1973). El radical hi-­

droxilo reacciona indiscriminadamente con cualquier tipo de mo­

léCUIB atacando grupos metilénicos (-CH2de ácidos gra-­
sos o de ácidos nucleicos), con formación de grupos -CHOHy H+

y originando reacciones en cadena. Ciertos antioxidantes bioló­

gicos, como las Vitaminas A y E, podrian actuar removiendo radi
cales libres y oloqueando estas reacciones en cadena.

La velocidad de la reacción no enzimática de Haber-Weiss

(Reacción [2]) en el citoplasma de higado de rata puede ser es­
timada conociendo las concentraciones en estado estacionario

de o; y de H202. Asumiendo una constante de 10lo M-%s.l para
la reacción de segundo orden, se puede concluir que se forman
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cerca de 0.1 nmol 0H'/min /g de higado (Boveris, 1977).

Se ha postulado (Kellog y Frodovich, 1975) que la reac­

ción de Haber-Weiss es también una fuente de oxigeno singulete

(102) en lugar del oxigeno triplete normal:

11202+ o;____.ou" + OH‘ + 1o2 [3]

Este oxigeno singulete podria formarse en medios biológi

cos (Allen y col., 1974) siendo muy tóxico, más afin que el ra­

dical superóxido.

A pesar de que su mecanismo no está perfectamente aclara

do, existen evidencias de que tanto el l02 comoel OH' pueden
actuar comoiniciadores del proceso de peroxidación lipida (Kg

llog y Fridovich, 1975, Fong y col., 1973). Considerando por

ejemplo alOH’ comoel iniciador de la cadena de reacciones, pg

demos sugerir el siguiente mecanismo:

RH + OH'_—_—. ¡1202 + R' [4]

R' + o2 R05 [5]

R05 + RH R02}! + R' [6]

En 1a primera reacción, el OH‘abstrae un átomo de hidró­

geno de un carbono metilénico. El radical formado incorpora O2
y regenera el radical (reacciones [5] y [6] ) iniciando la cadg

na de reacciones que lleva a una extensa formación de peróxidos

lipidicos.
A pesar de que faltan evidencias definitivas de la forma­
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ción de cantidades significativas de peróxidos lipidicos en con­

diciones fisiológicas, datos recientes sobre la liberación de

_glutatión (GSSG)en higado perfundido, constituyen una importan
te contribución al tema. El higado de rata perfundido libera

2-4 nmol GSSG/min/g de tejido (Sies y Summer, 1975). Consideran

do que la liberación de GSSGrefleje la actividad de 1a gluta-­

tión peroxidasa (Sies y Summer,1975), este valor corresponde-­

rIa a 100 nmol de radicales peróxido (RO0H)/min/gde higado. a

parentemente, la cadena de formación de radicales actúa comoun

factor de amplificación que lleva a la formación de cerca de

1000 nmol ROOHpor OH' (y/o 102) generado (Boveris, 1977).

La peroxidación lipidica es tóxica debido a las reaccio-­

nes generadas por los radicales libres, principalmente radica-­

les peróxido (ROOH)que son producidos.Dehido a sus electrones

no apareados, los radicales libres reaccionan muyenérgicamenv

te e inician substracciones de hidrógeno inespecificas y reac­
ciones quimicas de adición (Tappel, 1973). Las Biomenbranas y

las organelas subcelulares son los SitIOS‘mÁSsusceptibles a

la peroxidación lipidica. De hecho, las membranasmitocondria­

les y microsomales contienen cantidades relativamente grandes

de ácidos grasos poliinsaturados en sus fosfolipidos. Pueden

existir ácidos grasos de 2, 4, 5 y 6 dobles ligaduras, para

las cuales las velocidades relativas de peroxidación in vitro

son de l, 4, 6 y 8 respectivamente (Tappel 1973). Por otro la

do, el daño provocado por estas reacciones en cadena lleva a,

la formación de uniones cruzadas de proteinas, conduciendo a



15

una pérdida de actividad enzimática y alteraciones estructurales

en las membranascelulares (Tappel, 1973).

Pequeñasvariaciones en el delicado equilibrio entre los

procesos de generación y eliminación de los productos de la re­
ducción parcial del oxigeno producen dramáticos resultados del

punto de vista biológico. Un aumento de la concentración de ox;

geno a la que están expuestos fisiológicamente los organismos

vivos lleva a la puesta en evidencia de la toxicidad del mismo,

lo que es interpretado comoun aumento de los productos de su

reducción parcial (McCord y Fridovich 1969, Fong y col.,1973).

La generación de derivados de la reducción parcial del oxigeno

en el Trypanosoma cruzi.

La habilidad de los diferentes organismos para prevenir

la acción letal de los derivados de la reducción parcial del o2
depende de su contenido en superóxido dismutasa (EC1.15.1.1.),

catalasa (EC1.11.1.6) y peroxidasas (EC1.11.1.7). Una deficieg

cia en estas enzimas pueden definir un blanco adecuado para el

diseño de drogas tripanocidas que actúen incrementando la produg

ción de esos agentes tóxicos.
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La forma de cultivo (epimastigote) del 2; cruzi incubada con

citocromo c peroxidasa (CCP)como indicador externo no muestra

difusión de HZO2fuera de las células (Fig. 2). En contraste con
este resultado negativo con los epimastigotes intactos, se puede

417 -402 nm

“202
0.25»!!! CCP I,

¿mi
i

AA=0002
0.2¡1Mccp T

30m4 NADPH ¿DFM NAD“
9.2;1M CGP

*“*­

E3 uümgqv­

Fig. 2. Generación de H20 por epimastigotes de I;_cruzi. A: Homg
genado de epimastigotes (6.5 mg de proteína/ml) en KCl 130 mM,
amortiguador fosfato 20 mM, pH 7.2, CCP(citocromo c peroxidasa)
0.35 pM. B y C: Homogenado (0.16 mg proteina/m1) Donde se indica
se adicionaron CCP, 0.25 pH, NADPH6 NADH.Otras condiciones como
en A. Los números adyacentes a los trazados indican la producción
de H 0 en pmol/min por 106 células (A) o en nmol/min por mg prats
Ína ïBÏ y (C). Tomado de Boveris y Stoppani, 1977.
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demostrar la formación de ¡{202por una cantidad equivalente de
células rotas (Boveris y Stoppani, 1977, Fig. 2). Se puede calcu

lar una velocidad de producción de 1.0 pmol HZOZ/minpor lO6 célg
las. Esta velocidad se incrementa en presencia de NADPHo NADH

En la Tabla 1 se muestra la producción de HZO2por las

TABLA 1. GENERACION DE H202 POR FRACCIONES DE I; cruzí

Fraccián Suatrato Generación de 1-1202
(z de Proteína (nmolea/mín por mg de prot.)
del homogenedo) Sin antímicina Con antimícína

Nuclear (20) NADH 0.77 ­
NADPH 0.14 ­

Mitocondrial (40) NADH 2.35 2.30
NADPH 0.75 0.70
Succinato 0.00 0.00

Microaomal (7) NADH 1.18 ­
NADPH 2.30 ­

Sobrenadante(33) NADH 4.70 ­
NADPH 6.00 ­

Todas las muestras fueron incubadaa en un medio conteniendo: KCl
130 mM, amortiguador fosfato 20 mM, pH 7.2, CCP 0.6 pM y 0.2-1.0
mg de proteinalml. Donde se indica fueron añadidos 40 pH NADH(6
NADPH),7 mn succinato y 1-2 FM antimicína. Tomado de Boveris
y Stoppani, 1977.
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fracciones subcelulares. Conla fracción mitocondrial es necesg

ria la adición de NADH6 NADPHpara obtener cantidades medibles

de HZOZ, siendo el NADH3 veces más efectivo que el NADPH.Ni el

succinato ni la antimicina estimulan 1a producción de ¡{202a pe­

sar de que los epimastigotes poseen una succinato deshidrogenasa

y una cadena respiratoria sensible a antimicina (Docampoy col.
1978€).

Con la fracción microsomal se obtienen resultados simila-­

res aunque la velocidad de producción de ¡{202es más alta con

NADPHque con NADH.Los valores más altos de producción de 3202

son observados con el sobrenadante, siendo el NADPHel más efec­

tivo dador de electrones. La alta velocidad de producción de

HZO2con la fracción soluble sugiere la presencia de flavoproteg

nas autooxidables del tipo de la flavodoxina en esta fracción

(Misra y Fridovich, 1972).

La velocidad de producción de 3202 por los homogenados de

T. cruzi representa alrededor del 3%del consumoendógeno de 02

de los epimastigotes. Este podria ser el valor minimoconside-­

rando la disolución de sustratos endógenos y coenzimas.presumi-­

blemente involucrados en la generación de H202bajo condiciones
fisiológicas. Por otra parte la respiración insensible a cianuro
y antimicina de los epimastigotes es de alrededor del 15-20%del

total del consumode 02 de estas células (Stoppani y col., 1980)
un valor del cual se puede inferir que una gran parte de la res­

piración insensible a cianuro y antimicina se debe a la forma--­

ción de 3202. En este sentido vale la pena mencionar que Mesch­
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nick y col.,(1977) detectaron una concentración alta deHzO2 en

otros tripanosomatideos (T. brucei). La distribución de protei­
nas en las fracciones subcelulares descriptas en la Tabla 1 asi

comolos valores especificos para la generación del HZO2por
esas fracciones permiten calcular la contribución relativa de

las fracciones a 1a generación celular total de Hzoz. Esta con­
tribución es: sobrenadante 63%, membranasmitocondriales 31%y

reticulo endoplásmico 6%. Se debe notar, sin embargo, que este

cálculo esta basado en la afirmación de que bajo condiciones f;

siológicas los generadoresdelbozestán completamentesaturados
con sustratos.

La falta de liberación de HZO de células enteras a pesar2

de su activa generación por los epimastigotes implica la opera­

ción de un sistema detoxificante de Hzoz. Sin embargo, en los
homogenadosde epimastigotes no se detecta actividad de catala­

sa (Docampoy col. 1976).

En contraste con estos resultados negativos, se puede de­

mostrar una actividad de ascorbato peroxidasa en los homogena-­

dos y en las fracciones'subcelulares provenientes de ellos (Do­
campo y col., 1976).

La actividad peroxidásica está asociada con las fraccio-­

nes que sedimentan a 480 g y 680 g, que incluyen microcuerposr
La fracción soluble muestra una actividad especifica baja aun-­

que significativa. En ausencia de ascorbato la velocidad de des

composición de H202por las fracciones conteniendo microcuerpos
no es significativa (0-38 de la velocidad en presencia de asco;
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bato).

La presencia de peroxidasa en los microcuerpos de los ep;

mastigotes coincide con a) la preferente distribución de activi

dad peroxidásica en las fracciones de alta densidad; b) el he-­

cho de que las peroxidasas oxidan selectivamente dadores conte­

niendo la estructura enediol y c) la demostración citoquimica

por Kallinikova (1968) de peroxidasa (Docampoy col., 1976).

La ausencia aparente de catalasa en los microcuerpos de los ep;

mastigotes coincide con observaciones negativas similares en

otros protozoarios. El T. brucei, por ejemplo, tampoco posee cg

talasa y posee en cambio una actividad peroxidásica (Muller,

1965).

TABLA 2. ENZIMAS METABOLIZADORASDE quz EN'EL'CrUzÍ

Reacción Sustrato (pM) e inhibidor (mM) Actividad
enzimática (mU/lO8células)

+
Peroxidasa H202(100); ascorbato (50) 7-5 - 1 2 (4?

igual + KCN (1) 5.0 (2)
igual + KCN (3) 3.0 (2)
igual + KCN (7) 1.o (2)

H202(100); guayacol (30) 0 (4)
H202(100); pirogalol (50) o (4)
H202(100); citocromo c2+(50) 0 (4)

Catalasa H202(1000) 0 (6).

Superóxido _ +
dismutasa Oi 68 - 7 (4)
(50D)

Datos tomados de Boveris y col. 1980.

aNúmerode experimentos.
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Los resultados de la Tabla 2 muestran que utilizando difg

rentes dadores de electrones (pirogalol, guayacol y citocromo c

reducido) solo puede detectarse una actividad peroxidásica a al

tas concentraciones de ascorbato. El KCNinhibe la actividad ag

corbato peroxidasa pero a concentraciones relativamente altas

en comparación con peroxidasas tipicas. Esta ascorbato peroxidg

sa es termolábil ya que se obtiene una completa inactivación a

100 °C durante 5 min y se pierde actividad luego de la diálisis

de los extractos de epimastigotes (Boveris y col., 1980).

Entre las peroxidasas, el rol de la glutatión peroxidasa
(E.C.1.ll.l.9) ha sido recientemente reconocido ya que en célu­

las comolos hepatocitos de rata, esta enzima es la principal

responsable de la descomposición del HZO2generado en el cito-­
sol y en la mitocondria (Chance y col., 1979).

La medida del glutatión total (Tietze, 1969) en diferen-­

tes extractos de epimastigotes permite calcular un valor de 4.9

Ï 0.7 nmoles de GSH/lOaepimastigotes. Este valor es de alrede­

dor de 1/10 del contenido de glutatión en células de higado de

rata (Burk y col., 1978) cuando se expresan los ValOres por g

de tejido húmedo (Boveris y col., 1980).

Comose ve en la Tabla 3 existe una actividad de gluta--­
tión reductasa en los extractos libres de células. El contenido

de esta enzima en los espimatigotes es de alrededor de 1/30 del

de las células de higado de rata (Nishiki y col., 1976) calcula

do por g de tejido húmedo (Boveris y col., 1980).
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TABLA 3. GLUTATION REDUCTASA, GLUTATION PEROXIDASA Y OTRAS
ACTIVIDADES ENZIMATICASEN Ï¿'cruzí

Reacción enzimática Oxídante Actigidad(mU/lO células)

Glutatión reddctaaa GSSG 5.3 Í 0.4 (3)

Glutatión peroxidasa HZO2 0 (8)
hidroperóxido de 0.4 Í 0.09 (22)ter-butilo
hidroperóxido de 0.5 Ï 0.3 (6)
cumeno

NADPHoxidasa 0 3.82 5 (8)

Tomado de Boveris y col. 1980.

En la Tabla 3 se muestra que con 3202 no se puede demostrar

actividad de_glutati6n peroxidasa. Conhidroperóxido de ter-but;
lo el valor promedio de la actividad peroxidásica aparente es muy

bajo, alrededor de 1/2500 de la actividad en hepatocitos de rata

(Burk y col. 1978). Por otra parte la relación de 1a actividad en

presencia de hidroperóxido de ter-butilo con respecto a la activi
dad de glutatión reductaea en los extractos es 0.1 mientras que

la mismarelación en hepatocitos de rata es de 1.95 (Sies y col.
1979).

La superóxido dismutasa tiene un importante rol en 1a_genera­

ción de ¡{202 (Reacc16n[l]) (Fridovich, 1974):

- +
o. + 0- + 2 H _____—————H 02 + 02 [1]

Los homogenados de g¿ cruzi muestran un contenido de SOD de

1/20 del presente en los hepatocitos de rata (Tyler,197S,Tabla 3).
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Estas observaciones permiten afirmar que el Trxpanosoma

9535; es un organismo pobremente dotado para detoxificar Hzozya
que no posee actividad de catalasa ni de glutatión peroxidasa

Con respecto a 1a débil actividad de glutgdependiente de H 02 2'

tión peroxidasa medida con peróxidos orgánicos, ésta puede re—­

flejar una reacción relativamente no especifica comola que es

catalizada por la glutation S-transferasa B (Burk y coL, 1978)

en la que la oxidación del glutatión reducido por hidroperóxi-­

dos ocurre en áreas hidrofóbicas de la proteina. Aparentemente,

la ascorbato peroxidasa es el único mecanismobioquímico capaz

de metabolizar el Hzo2 del que dispone el T. cruzi. Sin embargo
la inactividad observada con sustratos utilizados por peroxida­

sas tipicas comoel pirogalol y el guayacol ponen en duda el sig

nificado fisiológico de la actividad ascorbato peroxidasa y 11g

va a considerar 1a posibilidad de que la oxidación de ascorbato

pueda deberse a una actividad pseudo-enzimática debida a la fo;

mación de un complejo de un metal unido laxamente a una proteina

de los epimastigotes. La inhibición de 1a actividad ascorbato

peroxidasa por cianuro (Tabla 2) asi comola termolabilidad del

factor involucrado provee sustento experimental a esta hipóte-­
sis.

McCord y col., (1971) ha señalado que los organismos aeróbicos

contienen tanto superóxido dismutasa comocatalasa, los anaero­

bios aerotolerantes poseen una buena actividad de superóxido dig

mutasa y una baja actividad de catalasa y los organismos anaerg
bios parecen ser deficientes en ambas enzimas. Considerando es­

ta clasificación podriamos decir que los epimastigotes de TKcruzi
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‘sonparticularmente vulnerablesa la acción tdxica del 3202. La pg

sibilidad de aprovechar este metabolismo anormal del H202por los
tripanosomas parásitos a fin de obtener una aplicación en la qui­

mioterapia constituye, por lo tanto, una importante y novedosa al

ternativa bioquímica.

Generación de radicales libres por naftoquinonas en el T. cruzi

Entre las sustancias que pueden participar en la generación

de derivados de la reducción parcial del 02, algunos comolos 97
y E-quinoles son capaces de ser oxidados por el oxigeno molecular

con formación de anión superóxido. A su vez la forma oxidada de

estos quinoles hidrosolubles (quinonas) interactuarian con la ca­

dena respiratoria regenerando el quinol (Boveris y col., 1972) o

formando una semiquinona (Misra y Fridovich, 1972).

Las quinonas son dicetonas que derivan de compuestos aromá­

ticos de tal forma que los dos grupos carbonilos pueden estar en

el mismoo en diferentes anillos. Compuestosde naturaleza quinó­

nica funcionan cataliticamente en animales, plantas y microorga-­

nismos. Estas sustancias se encuentran en las organelas subcelulg
res que contienen los complejos respiratorios multienzimáticos

responsables por la formación de uniones de fosfato de alta ener­

gia a través del metabolismooxidativo. Estas estructuras presen­

tan alta concentración de lípidos cuya naturaleza y función afin

está siendo investigada. Las quinonas parecen estar orientadas es

pacialmente en los complejos respiratorios y funcionan comotrans
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portadores de electrones entre otras enzimasrespiratorias. Ta-­

les cofactores liposolubles parecen tener un papel importante en

la fosforilación'oxidativa (Brodie,1965).

Varios tipos de quinonas existentes en la naturaleza son

activas en sistemas biológicos. A pesar de que estas quinonas

son estructuralmente diferentes, su actividad biológica se rela­
ciona a través de algunas propiedades químicas comunes. La ese-­

tructura quimica, responsable por las reacciones de oxidación y
reducción es la base de su función catalitica en el transporte

de electrones. Ademásde esto, las quinonas biológicamente acti­

vas tienen potenciales de oxido-reducción compatibles con su po­

sisión en la cadena de transporte de electrones (Brodie, 1965).

En sintesis, las quinonas están vastamente distribuidas en
1a naturaleza, y las benzoquinonas, a1 contrario de las naftoqui

nonas, se encuentran en todos los tipos celulares.

En el T. cruzi, se ha descripto la actividad letal in vitro

de algunas naftoquinonas comola menadiona(Lopetegui y Sosa Mia­

tello, 1961). Unanaftoquinona interesante del punto de vista

biológico es el lapachol'(2-hidroxi-3(metil-Zbutenillel,4vnafto­
quinona). Esta sustancia es una 2-0H-naftoquinona con cadena la­

teral insaturada que permite transformaciones químicas dando or;

gen a la a-lapachona (3,4-dihidro’2,2-dimetil-2H-nafto [2,3-b]

pirano-5,10-diona) y la B-lapachona(3,4-dihidro-2,2 dimetil­
-2H-nafto [1,2-b] pirano-5,6-diona).

La adición de naftoquinonas a las diferentes formas del 2.
cruzi incrementa la velocidad intracelular de generación de O y
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H202y libera derivados de la.reduccion parcial.del 02 al medio
de suspensión (Docampoy col.,.1978 b). La reapuesta inmediata

indica una rápida permeación de la quinona a través de la membrg

na de la células. Las reacciones químicas que explican la acción

tripanocida de la B-lapachona (Q) (Docampoy col., 1978 a) son

las siguientes:

NAD(P)H + 11+ + Q ——'-—. NAD(P)+ + QH2 [7]

QHz + Q ' 20H. [8]

052 + o2 4’ o + ¡1202 [9]

. 7 +
QH2 + o2 Y QH + 02 + H [1d

+

QH’ + 02 Q + o; + H [11]

o; + o; + 2 H+-——- 11202 + 02 [1]

oé + ¡{202————o o2 + OH' + OH-

La reacción [7]es la bien conocida reacción de la quinona

reductasa (Crane, 1961, Slater y col., 1961, Brodie, 1965, Ruzi­

cka y Crane, 1971) que tiene lugar en las membranasmitocondria­

les y del reticulo endoolásmicodonde el carácter lipofIlico de

las moléculas de a-lapachona juega seguramente un papel import­

tante. Las membranas mitocondriales y el NADHson mucho más im-­

portantes que el reticulo endoplásmico y el NADPHcomo sistema

reductor de la B-lapachona en el T. cruzi considerando (a) la

similitud del efecto de la B-lapachonasobre la producción de

H202 por el homogenadoy por la fracción mitocondrial y (b) la
distribución de proteinas y la actividad especifica de las res-­
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pectiyas fracciones snbcelulares (Boveris y col., 1978). Las fo;

Amasreducidas de las quinonas son enzimáticamente oxidadas por

el oxigeno molecular obteniéndose 1-1202y Oi (reacciones [91Y hd}
Con la B-lapachonay las fracciones subcelulares de T.‘cruzi la

reducción de la quinona (reacción [7Ies más lenta que la oxida­

ción de la quinona reducida (reacciones (9-111) quedandousual-­

mente la B-lapachona predominantemente en un estado oxidado (+

del 98% (Boveris y col., 1978). La formación de la semiquinona

(reacción [8 ]) es un proceso muyrápido en mezclas quinol/quing

na (Michaelis 1951, Yamazaki y Ohnishi, 1966) y puede serlo más

aún si las moléculas están unidas a membranas. Las fracciones sug

celulares de T. cruzi producen y liberan o; y HZO2en cantidades
similares, implicando el funcionamiento de las reacciones [9] y

[10(Boveris y col., 1978). La auto-oxidación de las semiquinona

(reacción [11J) parece ser el principal paso limitante de este

grupo de reacciones comolo indica;(a) el hecho de que el o; y

el H202sean producidos en cantidades similares en las fraccio­
nes mitocondriales a pesar de que la B-lapachona totalmente re

ducida genera principalmente ¡{202y(b) la detección del radical
semiquinona en los epimastigotes de T. cruzi tratados con B-la­

pachona (Docampoy col., l978alea dismutación del anión superg

xido (reacción [l] ) lleva la formación de H202. La reacción de
Haber-Weiss (reacción [2]) que genera radical OH“(Fong y col.,

1973, Zimmermany col., 1973) y oxigeno singulete (Kellog y Fr;

dovich, 1975) parece ser el mecanismomás razonable para expli­

car las complejas reacciones en cadena que llevan a 1a formación
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de peróxidos lipIdicos y orgánicos y a los daños ultraestructurg

les observados (Docampoy col. 1976).

En la Fig. 3 se muestra un esquema de las reacciones que

hemos mencionado:

NAD(P)H ¡a-L o; 2H+

NAD(P) ¡G-L’ o2 I-¡zo2 OH'+OH'+'02

RH ROzH

R7..R0'2
Hao o2

El mismo mecanismo de acción de 1a B-lapachona fue determi

nado en las tres formas del 2; grggi (epi-, tripo- y amastigote;
Docampoy col. 1978b), en bacterias (Cruz y col. 1978) y en celu

las tumorales (Docampoy col. 1979a). Un derivado de la B-lapachg

na (3-alil- B-lapachona) es estable en presencia de proteinas sg

ricas, posee baja toxicidad y es eficiente en suprimir la infecti

vidad de la forma sanguínea de 2¿ 2525i. Por todo ello se lo consi
dera comopotencialmente útil para esterilizar sangre destinada a

transfusión (Goncalves y col. 1979).

El mecanismode acción tripanocida de las quinonas, en parti

cular de la B-lapachona, constituye un mecanismo novedoso e impor­

tante para explicar la acción de quimioterápicos tripanocidas

(The Lancet, editorial, 1978) y según Gutteridge (1980) constituye
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un adelantosignificativo en el enfoque racional de la terapéutica

antichagásica.

Los nitroderivados comopotenciales generadores de derivados de
la reducción parcial del oxigeno

A pesar de las objeciones que se pueden formular (Canqado y

col. 1976), los nitroderivados, en particular el nifurtimox y el

benznidazol, constituyen los quimioterápicos más eficaces en el

tratamiento de la forma aguda de la enfermedad de Chagas (Van den

Bossche, 1978).

La citotoxicidad de los nitroderivados se conoce desde hace

tiempo. Se sabe que los nitrocompuestos alteran la velocidad de

consumode oxigeno de las células (Biaglow y col.l976) y se ha de

mostrado un continuo interés por conocer su mecanismo de acción

(Mason y Holtzman, 1975).

Los nitroderivados son reducidos in gitgg por enzimas sol!
bles como la aldehido oxidasa (Wolpert y col. 1973) y la xantino

oxidasa (Thayer y col. 1951) o por enzimas microsomales que contig

nen flavinas como la citocromo c reductasa (Wangy col. 1974). El

primer paso de la reducción enzimática de los nitrocompuestos consi

te en la transferencia de un electrón con generación del radical

aniónico nitroaromático (Masony Holtzman, 1975). Ciertos radicales

aniónicos nitroaromáticos pueden reaccionar con el 02 y producir

anión superóxido regenerando el compuestooriginal (reacciónfiufl). E

anión superóxido se convierte a su vez en HZOZ,ya sea espontáneame
te o por acción de la superóxido dismutasa (reacción [l] ). Se ha
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7 12ArN02—————.1aero2 [ J

Amo; + o2 ——o ArN02 + o; [13]
7 7 +

o2 + o2 + 2 H —vH202 + o2 [1]

postulado que la generación de O2y 1-1202explicaría la efectivi
dad de estas drogas en el tratamiento de infecciones microbianas

anaeróbicas (Grunberg y Titsworth, 1973).

La presente investigación fue emprendida para determinar:

1) si el nifurtimox y otros nitroderivados utilizados en el trg

tamiento de la enfermedad de Chagas, son convertidos enzimática

mente en sus radicales aniónicos nitroaromáticos capaces de par

ticipar en cicldide oxidación y reducción tanto en el 2; 2531;
comoen tejidos de mamíferos y 2) si la generación de derivados

de la reducción parcial del oxigeno comoconsecuencia de esas

transformaciones de los nitroderivados, está involucrada en el

mecanismode acción de estas drogas sobre el parásito y en la

producción de efectos tóxicos colaterales en el huésped.
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MKTERIALES Y METODOS

Trypanosoma cruzi

Forma de cultivo: Los epimastigotes (cepa Tulahuén) fueron
cultivados a 28 °C en el medio liquido de Warren (1960) excepto
por el uso de suero bovino al 4 ten DXEE'de al 10 %. Seis dias
después de la inoculación, las células fueron recolectadas por
centrifugación a 3000 g durante 10 min a 4 °C y lavadas con NaCl
0.15 M. La concentración final de epimastigotes se estimó midieg
do la absorbancia de las suspensiones en un fotocolorimetro
Crudo Camañocon un filtro de 670 nm, precalibrado con suspensig
nes de epimastigotes de concentración conocida por recuento en
cámara cuentaglóbulos. Con este método se encontró una relación
lineal entre los valores de absorbancia y de concentración celu
lares (Docampoy col. 1978c).

Formas intracelulares y sanguineas: El aislamiento de las for
mas intracelulares (Leóny col. 1979) y sanguíneas (Villalta y
León, 1979) se hizo a partir de ratones infectados según se des
cribe en las referencias respectivas. La concentración final de
células se determinó por recuento en cámara cuentaglóbulos.

Homogeinizacióny fraccionamiento celulares: Para los experi­
mentos en los que se compararon las actividades de las diferentes
formas del EL cruzi, las células fueron rotas por congelamiento
(a -20 °C) y descongelamiento (2-4 °C) tres veces. La homogeini­
zación se completó pasando las suspensiones tres veces a través
de una aguja hipodérmica (calibre 24). En los demás experimentos
donde se usó sólo la forma de cultivo, los epimastigotes se mez­
claron con perlas de vidrio (de 150-200 p de diámetro) en la prg
porción de 5.0 g por g de células (peso húmedo) y luego se rompig
ron en un mortero durante S min a 4 °C. En todos los casos prág
ticamente la totalidad de las células se rompió, según fue obseg
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vado al microscopio de contraste de fase. La pasta resultante
de la rotura en mortero fue suspendida en sacarosa 0.25 M, KCl
5 mM(10 ml/g de célula, peso húmedo). La mayor parte de las per
las de vidrio fue separada por decantación y la suspensión fue
sometida a centrifugación diferencial. Las fracciones obtenidas
fueron: a) una fracción nuclear-flagelar (sedimentada a 680 g
durante lO min); b) la fracción mitocondrial (sedimentada a
30000 g durante 30 min; c) la fracción microsomal (sedimentada
a 105000 g durante 60 min) y d) el sobrenadante.

Ratas

Tratamiento de los animales. Se usaron ratas machoWistar, del
Instituto de Farmacologia, de 200-250 g de peso que fueron ali­
mentados con alimentos Purina y agua y no fueron ayunados previa
mente a su utilización. Los animales fueron sacrificados por de­
capitación en una guillotina Harvard y posteriormente el higado,
cerebro y testículos fueron procesados. Los testículos y el riñón
fueron desprovistos de sus cápsulas conectivas antes de su procg
samiento.

En los experimentos destinados a medir flujo biliar y conteni
do de glutatión en bilis, los animales fueron anestesiados con
pentobarbital sódico (50 mg/kgpeso corporal) intraperitoneal y
luego de abrir la cavidad peritoneal, el conducto biliar común
fue canulado con un catéter PE-l (Biotrol, Pharma, Paris,Francia)
justo antes del hilio hepático para evitar la contaminacióncon
el jugo pancreático. La temperatura rectal, controlada durante
todo el periodo experimental, se mantuvo entre 37.5 y 38.5 °C
utilizando una tabla de calentamiento. La arteria carótida y la
vena yugular se canularon con catéteres de polietileno y fueron
utilizadas para extraer muestras de sangre o para hacer infusig
nes. Para medir el flujo basal, la bilis se recolectó durante
tres periodos de 15 min inmediatamente después de la canalización
(periodo basal) y fue luego congelada a -20 °C para su posterior
estudio. El flujo biliar se midió por pesada de los tubos y los
valores tomados de cada rata representan la media de tres medidas.
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No se hicieron correcciones por el peso especifico. Durante

este periodo basal fue administrada por la vena yugular una in
fusión de NaCl 0.15 Ma la velocidad de 7.5 pl/min, para compen
sar la pérdida de agua y electrolitos. Para los ensayos de glutg
tión se tomóespecial cuidado en transferir las muestras directa
mente a tubos a 0 °C y en realizar los ensayos inmediatamente.
Luegode este periodo basal, se administró nifurtimox en una sola
dosis. El flujo biliar fue medido cada 15 min durante dos horas
y media. La infusión de NaCl 0.15 Mse mantuvo durante este perig
do de recolección. Luego de los experimentos los higados se remo­
vieron y pesaron. El nifurtimox se disolvió en Tween 80: NaCl 0.15
M (1:24 V/V). Se verificó que el solvente no afectaba el flujo bi
liar y la ultraestructura de los hepatocitos.

Fraccionamiento celular. Los tejidos fueron suspendidos en un
medio constituido por manitol 0.23 M, sacarosa 0.07 M, EDTAl mM
y Tris-HCl 5 mM(pH 7.4). La desintegración celular se llevó a cg
bo en un homogeinizador tipo Potter con vástago de teflón. Los
homogenadosfueron sometidos a centrifugación diferencial a 4 °C.
Los núcleos y restos celulares fueron precipitados a 680 g duran
te 10 min. El sobrenadante fue centrifugado a 12000 g durante 10
min para separar la fracción mitocondrial y el sobrenadante resul
tante fue centrifugado.a 105000g durante 60 min, para separar la
fracción microsomal. Esta última fracción fue luego lavada con
KCl 0.15 M y centrifugada nuevamente a 105000 g durante 60 min.

Reactivos

Fueron todos de_grado analítico. La L-epinefrina, superóxido
dismutasa de eritrocitos (Tipo I), percxidasa de rábano (Tipo VI),
p-cloromercuribenzoato, xantina, xantina oxidasa (Grado I), NADPH,
NADH,NADP,FMN,glucosa 6-fosfato, glucosa 6-fosfato deshidrogena=
sa, L-histidina, azida sódica, glutatión (formas oxidada y reduci
da), Tritón x-loo, 5,S'-ditionitrohenzoico, hidroperóxido de EEE­
butilo y las perlas de vidrio fueron obtenidos de Sigma Chemical
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Co., St Louis, Missouri, USA.El manitol fue de Merck A.G. El
nifurtimox (4-[(S-nitrofurfurilideno)amino]-3-metiltiomorfolino­
-l,l'-dióxido) fue de Bayer A.G. por cortesia del Dr. A. Haber­
korn. El benznidazol (N-bencil-Z-nitro-l-imidazol) y el Ro 5-9963
(l(2,3-dihidoxipropil)-2-nitroimidazol)fueron de Hoffman-LaRoche
&Co., Basilea, Suiza. E1 MK436 (3-(l-metil-S-nitroimidazol-2-il)
3a,4,5,6,7,7a-hexahidro 1,2-benzoxa201) fue de MerckInstitute
for Therapeutic Research por cortesia del Dr. B.M. Miller. E1
Hoe293 (l-metil-Z-(4-metiltiofenoximetil)-5-nitroimidazol) fue
de szimt A.G. por cortesia del Dr. M. Schorr. La met0pirona
(2-metil-1,2-piridil-1-propano) de Ciba Pharmaceutica Co. y el
SKF-SZS-A(p-dimetilaminoetil difenilpropil acetato) de Smith,
Klein a French Laboratories fueron gentilmente cedidospor el Dr.
J.A. Castro (CITEFA).El DMPO(5,5-dimetil-l-pirrolino-l-óxido)
fue obtenido de Aldrich Chemical Co. Milwaukee, Wisconsin, USA.
El desferal (desferroxiamina B metanosulfonato) de Ciba Laboratg
ries, Horsham, Sussex, United Kingdom, fue amablemente cedido
por el Dr. R. Richmond (King's College, Londres). La nitrofuran
toina (N-[S-nitro-Z-furfurfurilideno]-1-aminohidantoina) fue ob
tenido de Eaton VemacoLtda, Sao Paulo,_Brasi1.

Esggctrometria de resonancia paramagnética electrónica

La observaciones se hicieron a temperatura ambiente (ZZ-24°C)
con un espectrómetro Varian E-109 equipado con una cavidad TMllo
o con espectrómetros Varian E-4 y Varian E-9, utilizando una m2
dulación de 100 KHzbajo las condiciones que se describen en las
leyendas de las figuras. La mezcla de reacción (3 ml) contenía:
el sustrato (1-3 mM), NADH(0.7 mM)o un sistema generador de
NADPHconsistente en NADP+(0.4 mM), glucosa 6-fosfato (5.5 mM),
y_glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (0.67 unidades/ml) en KCl 150
mM, Tris 50 mM, pH 7.4 y Mgzcl 20 mM. El nifurtimox y el benzni
dazol se disolvieron primero en etilenglicol monometileter (2-5
%del volúmen final, respectivamente). Las mezclas de incubación
se gasearon durante 5 min antes de iniciar la reacción con NADP+
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o NADH.Todos los experimentos se hicieron con microsomas o prg
paraciones de 2L cruzi frescos, con menos de 9 horas de prepara
dos y conservados en hielo. La determinación del valor g se reali
zó por comparación directa con standards conocidos (Masony
Holtzman, 1975). La simulación por computadora de los espectros
se realizó utilizando un equipo Varian 620-1 conectado el espeg
trómetro.

Determinación de la formación de anión sgperóxido y de peróxido
de hidrógeno.

La producción de anión superóxido fue determinada por el ensg
yo del adrenocromo (Misra y Fridovich, 1977) midiendo la absorban
cia a 480 menos 575 nmy utilizando un coeficiente de absorción
(5 ) de 2.96 mM_1.cm-l. La mezcla de reacción contenía epinefri
na l mM, NADHó NADPHy la solución amortiguadora en las conceg
traciones que se indican en las leyendas de las figuras.

La generación de H202 fue determinada por el ensayo de la pg
roxidasa de rabano rusticano (Boveris y col. 1977), midiendo la
absorbancia a 417 menos 402 nm (6 = 50 mM-l. cm_1). La mezcla de
reacción contenía 0.3-0.8 pM de peroxidasa (HRP), NADHó NADPHy
la solución amortiguadora que se indica en las leyendas de las
figuras. Se utilizó un espectrofotómetro AmfimndïumoeOmernzm
Instruments Company,Silver Springs, Maryland, USA). Todas las
determinaciones se hicieron a 30 °C. Las proteinas se determina
ron por el método de biuret (Gornall y col. 1949).

Consumo de oxigeno

El consumode oxigeno se midió en un polarógrafo Gilson, util;
zando un electrodo de Clark o un electrodo de platino, utilizando
las soluciones que se indican en las leyendas de las figuras. Los
ensayos se hicieron a 30 °C.

Oxidación de NADPH
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La oxidación de NADPHen presencia de nifurtimox se midió
a 340 nm en un espectrofotómetro Gilford 2000 a 30 °C. La fracción
microsomal (0.4 mg de proteina/ml) se suspendió en una solución de

amortiguador fosfato (NaZHPO4-KH2PO4),pH 7.4 y KCl 130 mMy las
adiciones que se indican en las Tablas correspondientes.

Los radicales superóxido fueron generados por el sistema de la
xantino oxidasa (Fridovich, 1970). Los radicales oxhidrilo fueron
generados en presencia de quelatos de hierro (Halliwell,l978) o por
el reactivo de Fenton (Buettner y Oberley, 1979) como se describe
en Resultados. La reducción anaeróbica del nifurtimox en presencia
de NADPHfue medida espectrofotométricamente a 400 nm (E.= 16 mM_
cm'l) utilizando cubetas anaeróbicas Aminco.

Peroxidación lipidica

El método del ácido tiobarbitúrico de determinación de malon­
dialdehido, producto derivado de la peroxidación lipidica, se
realizó según Placer y col. (1966). La peroxidación lipidica ¿g
vivo se determinó midiendo conjugados dieno por absorción ultra
violeta de los extractos lipidicos de los homogenadosde higado de
rata por el método de Klaassen y Plaa (1969).

Ensayos de glutatión

El glutatión fue determinado en los homogenadosde higado por
el método de Ellman (1959) según la modificación de Sedlack y
Lindsay (1968). Con este método se determina principalmente GSHya
que no se han observado diferencias entre los niveles de GSHdeteE
minados enzimáticamente y los determinados utilizando el reactivo
de Ellman (Morón y col. 1979). El GSSGse determinó en las muestras
de bilis siguiendo la utilización de NADPHa 340 nm luego de la
adición de glutatión reductasa (0.1 U/ml) a una solución contenieg
do amortiguador fosfato (KZHP04-KHPO4)50 mM, pH 7.0 y EDTA l mM.
El glutatión total, es decir GSHmás 2 GSSG,fue determinado por
el métodocatalitico utilizando glutatión reductasa y 5,5'-ditig
bis-(nitrobenzoico)(Owens y Belcher, 1965; Tietze, 1969). Los re­
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sultados de GSHson los que resultan de sustraer los valores de
GSSGobtenidos por el ensayo de GSSG de los valores de glutatión
total.

Determinación de actividades enzimáticas.

Las actividades de GSSGreductasa y de GSHperoxidasa se deter
minaron a 30 °C en extractos provenientes de homogenados de higado
de rata hechos en amortiguador fosfato de potasio 50 mM,pH 7.0,
EDTAl mM,Triton x-lOO al l t en la relación de 10 ml/g de higado,
luego de centrifugar a 105000 g durante 60 min. Los ensayos se
realizaron en el mismoamortiguador. Para la GSSGreductasa, la
oxidación de NADPHse siguió a 340 nm en presencia de GSSG0.5-1.0
mM.Para el ensayo de la glutatión peroxidasa, la oxidación de
NADPHse siguió en presencia de GSHl mMy 0.1 U/ml de glutatión
reductasa de levadura y 0.5 mMde hidroperóxido de EEE-butilo. Se
utilizó un espectrofotómetro Perkin-Elmer 550-8.

Espectrofotometria de muestras de bilis y orina.

La bilis y la orina provenientes de las ratas tratadas con ni­
furtimox se diluyeron en 100 volúmenes de amortiguador KCl-Tris
(150 mM,50 mM,pH 7.4) y el espectro diferencial se registró
contra bilis y orina de ratas controles. Unasolución de nifurtimox
en dimetilsulfóxido-etanol (50 s V/V) fue diluida en el mismo
amortiguador y su espectro fue registrado contra el amortiguador
sin la droga en un espectrofotómetro Perkin-Elmer 550-8.

Microscopía electrónica.

Los testículos de las ratas controles y de las ratas tratadas
con nifurtimox (100 mg/kg de peso por dia) fueron fijados en glg
taraldehido al 2.5 t en solución de fosfato 0.1 M (pH7.2) durante
l hora a temperatura ambiente, postfijados en Oso4 al l t en solu
ción de fosfato 0.1 M (pH 7.2) durante l hora a 4 °C, deshidrata­
dos en etanol y embebidos en Epon. Las secciones fueron teñidas
con citrato de plomo y observadas en un microscopio electrónico
Siemens Elmiskop l A.
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RESULTADOS

Generación de radicales libres inducida por el nifurtimox en las

diferentes formas del Trypanosgggcruzi.

Generación del radical agiónico del nifurtimox

La incubación de nifurtimox con un homogenadode amastigotes,

de 2; 2523i en presencia de nucleótidos de piridina (NAD(P)H)lle­
vó a la formación del radical aniónico derivado. La estructura

hiperfina de la señal fue similar a la de la obtenida por simula
ción, lo que permitió su identificación.

Fig. 3. Linea A. Espectro simulado por computadora del radical a­
niónico del niffiroxime. Se ut‘ izaron las ñïguientea canatantes de
acoplamiento: aN - 11.43 G; a - 1.52 G: a - 0.89 G;-a - 0.24.G(Greenstock y c092 1973), ancao de linea,“ 3.5 G. Linea B. Espec
tro de rpe del radical aniónico del nifurtimox luego de 1a incubacifi
anaeerica de nifurtimox 1 mMcon un homogenado de amastigotes (5.6
mg proteina/m1) y NADH0.7 mMen un medio anaeróbico conteniendo
KCl 130 mMy amortiguador fosfato 20 mM, pH 7.4. La señal tiene un
g-Z.0044. Las condiciones para las medidas de rpe fueron: poder,50
mV, amplitud de modulación, 2.0 G; frecuencia. 9.5 GHz, velocidad
de barrido, 25 G/min, ganancia, 3.2 x 10 .
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La Fig. 3(B) muestra la señal de resonancia paramagnética

electrónica (rpe) obtenida luego de la incubación del nifurtimox

con el homogenado de amastigotes en presencia de NADH.La señal

fue casi idéntica a la obtenida por simulación por computadora

del radical aniónico del nifuroxime, otro nitrofurano (Fig. 3(A)).

Los radicales derivados de compuestos nitroaromáticos no pue

den ser detectados en soluciones aereadas (Masony Holtzman, 1975).

Coincidiendo con esto, se observó que en mezclas aereadas el es­

pectro del radical aniónico del nifurtimox sólo pudo ser detecta
do luego de un periodo de inducción (Fig. 4). Este periodo de

inducción fue menor en presencia de mayores concentraciones de
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Fig. 4. Cambios en la amplitud de la señal de rpe luego de añadir
la mezcla del homogenadode amastigotes (2.7 ng proteinalmll con;
nifurtimox y NADH(o) o NADPB(o), en un medio saturado con 02.
Condiciones como en la Fig. 3. La amplitud de la señal se mide enunidadesarbitrarias.

proteina o en soluciones parcialmente deaereadas. Esto sugiere que
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se produjo el agotamiento del oxigeno del medio, es decir, 1a

solución de hizo anaerobia debido a la reacción (13):

ArNOí + o2 ———>ArN02 + oi (13)

A continuación del periodo de inducción se alcanzó un estado
estacionario.

La formación del radical dependió de los tres componentes del

sistema ya que 1a falta de nucleótidos de piridina o de nifurtimox

o 1a inactivación térmica de los homogenados en un baño a 100 °C

durante 10 min previno la aparición de la señal del radical libre.

El NADHfue más efectivo que el NADPHcomo fuente-de equivalentes

de reducción. Se obtuvieron resultados similares con homogenados

de epi- o tripomastigotes (datos omitidos).
La formación del radical aniónico del nifurtimox también pudo

ser detectada en células enteras. La Fig. S muestra la cinética

de aparición del radical libre del nifurtimox luego de añadir el
nitrofurano a suspensiones de epimastigotes (E) o tripomastigotes

(T) de 2¿ 2535;. Ya que en estos casos no estaban presentes sus­

tratos exógenos, los metabolitos endógenos actuaron comodadores

de electrones para la reducción del nifurtimox. El periodo de

inducción fue mas corto y la amplitud relativa de la señal fue

mayor en presencia del mismo número de tripomastigotes que de

epimastigotes.
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Fi . 5. Cambios en la amplitud de ls señal de rpe luego de mezclar
10 epimastigotes (E) o tripomastigotes (T)/m1, con un medio astur!
do con 0 conteniendo nifurtimox 1 mM.Otras condiciones experimeg
tales como se describen en la Fig. 2 y en Materiales y Métodos.

LasFigsóy7muestraala cinética de aparición del radical anióni

co derivado del nifurtimox en la fracción mitocondrial (63 y micrg

somal (7) de epimastigotes de 2; cruzi. El periodo de inducción

fue más corto y la amplitud relativa de la señal fue mayor en la

fracción mitocondrial en presencia de NADHy en la fracción microsg

mal en presencia de NADPH.

Estimulación del consumode oxigeno cianuro insensible 1 de la

producción de anión superóxido y peróxido de hidrógeno .

Comose observa en la Tabla 4, el nifurtimox produjo una

estimulación inicial de la respiración cianuro-insensible de los

cpimastigotes de EL 9525i, aunque luego de incubaciones prolongadas

ocurrió una inhibición (datos emitidos). En ausencia de epimasti

gotes el nifurtimox no estimuló el consumode oxigeno. La estimula



42

A.
3¿“Iso­

y. o'°\o
"’¿’jíso_ Y“5...4. o‘n. h o
m 3-40- \°
a3! _ o
EE.}O_
o-‘l'H

Sx)
s m us, zo

TIEMPO (min)

Fig. 6. Cambios en la amplitud de la señal de rpe con el tiempo
luego de mezclar la fracción mitocondria1(2.0 mg de proteína/ml)
de_I¿ cruzi con una soluci6n saturada de 0 de nifurtimox 1.0 mM
con NADHo NADPH0.7 mM. Las condiciones para las determinaciones
como en la Fig. 4. '
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Fig. 7. Cambios en la amplitud de la señal de rpe con el tiempo
luego de mezclar la fracción microsomal (0.3 mg de proteina/m1)
de L cruzi con una solución saturada de 02 de nifurtimox 1.0 mM
con NADHo NADPH0.7 mM. Las condiciones para las determinaciones
como en la Fig. 4. Q
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ción en el consumode oxigeno cianuro-insensible de los epimasti

gotes reveló que el radical aniónico derivado del nifurtimox pudo

transferirle electrones al oxigeno determinandola generación de

anión superóxido (reacción(15)). Esta reacción pudo revelarse mi

diendo la generación de o; por los homogenadosluego de la adi­

Tabla 4. Efecto del nifurtimox sobre la respiración del 1¿ cruzi

Nifurtimox Consumo de oxígeno

(EM) (nmol Ozlmin por mg de proteína)

o 3.9 É 0.9 e
0.01 4.9 ¡ 0.a (o.2>1>> 0.1)
0.1 5.2 ; 0.5 (0.1)?) 0.01)1.0 9.2 - 3.4 (P40.001)

aLa mezcla de incubación tenía amortiguador Iris-BCI 35 mM(pH 7.2)
amortiguador fosfato 5 mM (pH 7.2), NaCl 5 mM, KCl 0.1 mM, KCN 1 mM
y epimastigotes (4.0 mg de proteina/m1). E1 nifurtimox se añadió a
las concentraciones indicadas. El consumo de 02 se midió en un polarógrafo Gilson con electrodo de platino.
bMedia t DS (cuatro determinaciones independientes)
cSignificación de 1a diferencias entre las muestras tratadas con
nifurtimox y las controles, según el test de t

ción del nifurtimox en presencia de un dador de electrones. La Fig.

8 muestra el estimulo de la formación de o; que se obtuvo luego de

la adición de nifurtimox a un homogenadode amastigotes en presen

cia de NADPH.La adición posterior de superóxido dismutasa inhibió

la formación de adrenocromoindicando la participación del 0; en Ia
reacción. La omisión de NAD(P)Ho del homogenado de la mezcla de

incubación previno 1a formación de adrenocromo. Se pudieron obtener

resultados similares con homogenadosde epi- o tripomastigotes (dE
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tos experimentales emitidos).

480 - S75 nm

AA-0.001

Fig. 8. Efecto del nifurtimox sobre la producción de 0- por un hg
mogenado de amastigotes. El medio de reacción contenía el homoge­
nado (0.4 ng de proteina/ml), epinefrina l mn, KCl 130 mM,amorti
guador fosfato 20 mn, pH 7.4. Donde se indica, se agregaron NADPH
0.7 mM, nifurtimoz 0.1 mn (N) y superóxido dismutasa (SOD, 3.3 pg/
m1). El valor cerca del trazado indica nmol de 0°lmin por mg de
proteína. Otras condiciones comoen Materiales y Métodos.

Comose mencionó anteriormente (Introducción), la fracción

mitocondrial de 2L cruzi genera activamente 03 en presencia de
NADH(Fig. 9). La adición de nifurtimox a esta fracción suplemen

tada con NADH,estimuló la producción de 0; casi linealmente hag
ta una concentración de nifurtimox de 20 pM, en cuyo caso la velg

cidad basal se incrementó tres veces. Con NADPHy succinato como

agentes reductores se observaron menores efectos.

é

estimulada por nifurtimox (Fig. 10). En presencia de NADPH,el ni

La producción de 0 por la fracción microsomal también fue

furtimox fue capaz de estimular la generación de 02 en aproxima­

damente dos veces a la concentración de 40 pM. Con NADHcomo dador
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Fig._9. Efecto del nifurtinox sobre 1a producción mitocondrial
de Oi en I¿ cruzi. El medio de incubación contenía manitol 0.23 M.
sacarosa 0.07 M, amortiguador Trio-BCI SO mu, pH 7.4, EDTA1 mM,
epinefrina 1 mMy 0.1-0.4 mg de proteína. Donde se indica se añg
dieron NADHo NADPH40 pM y auccinato (SUC)‘3 mM.
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F23. 10. Efecto del nifurtimoz sobre 1a_generaci6n nicrosomal de
0° en'2¿‘cruii. La mezcla de incubación contenía KCl 130 mM,amo;
tlguador fosfato de potasio 20 mn, pH'7.2. Donde ae indica se
añadiS NADHo NADPH40 pH. En todos los casos 1a formación de
adrenocromo se inhiBiG añadiendo 5 pg de SODlml. Otras condicio­
nes como en Materialea y HEtodoa.
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de electrones se observaron efectos muchomenos acentuados. La

estimulación de la formación de adrenocromo no ocurrió en ausen

cia de las fracciones mitocondrial o microsomal ya sea con NADH,

NADPHo succinato.

La adición de nifurtimox a células intactas de 2; 9535i de

terminó también la liberación de ¡{202al medio de suspensión
(Fig. ll). J

m- unn.
"2°:

L 1­
andan:

1

(pmd/min/mqdeprco

‘ o

FI2‘32N

no so eo 100 120

NWUIHNOX(pH)

Fig. 11. Efecto del nifurtimox sobre la liberación de H 0 por
epimastigotes intactas. La mezcla de incubación contenía amorti­
guador fosfato 5 mM, amortiguador Tris-HCl 35 mM, pH 7.2, NaCl
5.0 mM, KCl 0.1 mM, peroxidasa de rábano rusticano 0.6 pM y epi­
mastigotes (0.1-0.2 mgde proteína/m1). Inserta: trazados origi­
nales mostrando la producción de H 02 inducida por nifurtimox enlos epimastigotes. E y N, adición de epimastigotes y nifurtimox,
respectivamente. Los números indican la concentración de nifurti
m0! (FM). Otras condiciones como se describe en Materiales y Mé­todos.

Finalmente la producción de HZO2también fue estimulada por el

nifurtimox en homogenadosde las diferentes formas del EL 25353
(Tabla 5), siendo el efecto del nifurtimox más acentuado con el

homogenadode los amastigotes. La nitrofurantoina, un nitrofurano

prácticamente inactivo contra el 2¿ 2525; fue incapaz de estimular

la generación de HZO2por los homogenados.
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TABLA 5. EFECTO DEL NIFURTIMOX SOBRE LA PRODUCCION DE H20 POR
HOMOGENADOSDE I¿'Cruzi.* 2

Adiciones Formas de 2¿ cruzi

Amastigote Epimastigote Tripomastigote

NADH 23.3 Í 5.2(a)*12.7Ï2.9(e) 6.3Ï2.1(j)

NADH+ nifurtimox 38.3 Ï 9.5(b) 29.0Ïa.2(f)25.7Ï2.4(k)

NADH+ nitrofurantoina ND 10.4Ï3.2(8) ND

NADPH 14.0 Ï 0.9(c) 14.7Ï5.7(h) 4.2Ï0.6(1)

NADPH+ nifurtimox 39.2 Í 9.6(d) 19.312.6(i)17.6Ï3.o(m)

*La mezcla de reacción contenía KCl 130 mM,amortiguador fosfato
20 mM, pH 7.4, NAD(P)H 0.3 mMy 0.4 mg de proteina de los homoge­
nados, en un volúmen total de 1.5 m1. Temperatura 30 °C. Donde se
indica se añadiñ el nitrofurano a una concentración de 0.1 mM.
Otras condiciones experimentales comose describen en Materiales
y Métodos} Los valores indican nmoles H202/min por mg de proteina.

* O* Media Í DS (tres determinaciones independientes).AnElisis de v5
rianza a.b,j,k, 0.02>P>0.0I; c,d,e,f. 0.01>P>0.001;e.8ph.io 0o3>
>P>O.2; 1,m, 0.05>P>0.02.

Inhibición del crecimiento

Las concentraciones de nifurtimox capaces de incrementar la

generación de 0; y 3202 por los epimastigotes y las fracciones
subcelulares fueron efectivas en inhibir el crecimiento del paré
sito (Fig. 12).
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Fig. 12. Efecto del nifurtimox sobre el crecimiento del 2¿ cruzi.
Condiciones experimentales comose describen en Materiales y Métg
dos. El tiempo de generación es el tiempo(T) requerido para que
el número de células se duplique durante el periodo logaritmico
de crecimiento. Inserto: Porcentaje de inhibición del crecimieg
to calculado de la constante de crecimiento (k - 0.69/T) a dife­
rentes concentraciones de nifurtimox.

Alunacnxmsultraestructurales producidas Epr el nifurtimox

La observaciones ultraestructurales demuestran que el
nifurtimox induce severas alteraciones de las diferentes formas

del Trxpanosomacruzi. Estas alteraciones incluyen la aparición

de vacuolas citoplasmáticas, la reducción del númerode riboso­
mas citoplasmáticos, y el hinchamiento de la mitocondria (Fig.
12 bis). La alteración inicial máscaracteristica es la apari­

ción de masas densas homogéneasen la matriz mitocondrial ya sea

cerca del cinetoplasto o en otras regiones de la célula (Fig.
12 bis).
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Fig. 12 bis. Microfotografía electrónica de amastigotea de Tr!­
panosomacruzi tratados con nifurtímox. Se muestra el hinchamieg
to de la mítocondria. 1a desaparición de riboaomaa citoplaamátí­
coa, las alteraciones de 1a membrananuclear y 1a aparición de
maaaa densas en 1a mitocondría de la célula. X 40.000. Tomadode
Hoffman, 1972.
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Generaciónde-radicales-libres inducida por el nifurtimox en teji­
dos de mamífero.

Formacióndel radical aniónico del nifurtimox.

La incubación de nifurtimox con microsomas de higado de rata

en presencia de NADPHllevó a la formación del.radical aniónico

derivado del nitrofurano. La estructura hiperfina de la señal fue

similar a la de la obtenida por simulación lo que permitió su ideg

tificación. La Fig. 13 A, muestra la señal de rpe obtenida luego

de la incubación del nifurtimox con microsomas en presencia de NADP

La señal fue casi idéntica a la obtenida por simulación por compu

tadora (Fig. 13 B).

En mezclas aereadas el espectro del radical proveniente del ni

furtimox pudo ser observado sólo después de un periodo de in­

ducción (Fig. 14). Este periodo de inducción fue menor en preseg

cia de mayores concentraciones de proteina o en soluciones parcial

mente deaereadas, lo que sugiere el agotamiento del oxigeno del

medio, es decir, la solución se hizo anaerobia debido a la reacciór
(13):

Amo; + o2 ArNO + o (13)2

A continuación del periodo de inducción se alcanzó un estado
estacionario. La concentración del radical en estado estacionario

fue proporcional a la raiz cuadrada de la concentración de proteí
na (Fig. 15), lo que indica que la terminación del radical siguió

una cinética de segundo orden, reflejando su dismutación al nitro
soderivado (Peterson y col. 1979).
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Fig. 13. Espectro de rpe del nifurtimox; 2.Espectro formado luego
de la incubación de microsonas (l ng/ml) nifurtímox 1 mMy un sig
tema generador de NADPHformado por NADP(0.38 mn), glucosa-ó-fos­
fato (5.5 un), glucosa 6-fosfato.deshidrogenasa (0.67 unidades/m1)
E1 espectro se obtuvo con una amplitud de modulaciSn de 0.5 G y un
poder de 20 mw. Otras condiciones como en Materiales y Métodos y en
la Fig. 3. A. El espectro del radical anióníco del nifurtimox anali
zado por siÉulación con computadora. Las constantes de acoplamien-—
to fueron: N H H _ N E , N.

aNo - 11.2 G; a4 - 7.3 G; a3 - 1.15 G, aCEN 2.25 G, 3N_
1.45 G. El valgr g - 2.0041. H
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La formación del radical dependió de los tres componentes: mi

crosomas, NADPHy nitrofurano. La omisión de NADPHo el calenta­

miento de los microsomas a 100 °C durante 10 min llevó a una fal­

ta total de actividad. El sistema generador de NADPHno produjo
concentraciones observables del radical aniónico nitroaromático.

IOC)*¿

_J 8()­
<1¡z _
fi _ f'o o5 6° °°\

.—. o.o\
Lu o

CJ 4C)o _
a -0 NADPH
.J o
n- 20 —- ‘\\
E °\O< ­

o...
l I l l I l

IO 20 30 40 50 60

TIEMPO (min)
Fig. 14. Cambios en la amplitud de la señal de rpe del nifurtimox
luego de mezclar 0.4 ng de microsomas de higado de rata con uns
solucï5n saturada de O de nifurtimox 1 mMy NADPH1 mM(sistema
generador). Otras cond ciones experimentales como en la Fig. 13 y
en Materiales y Métodos.
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Fig. 15. Concentración en estado estacionario del radical aníSníco
del nifurtimox y concentraciGn en estado estacionario del radical
anióníco del nífurtímox al cuadrado'vetáus la concentración de prg
teïna de microaomaa de hígado de rata.
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El efecto de inhibidores especificos de la NADPHcitocromo

P-450 (c) reductasa, la DTdiaforasa y del funcionamiento del ci
tocromo P-450 sobre la formación del radical aniónico del nifur­

timox por microsomas de higado de rata se muestra en la Tabla 6.

El dicumarol no disminuyó la concentración en estado estacionario

del radical. La falta de inhibición por dicumarol descarta cual­

quier supuesto rol de la DTdiaforasa microsomal (Ernster y Orrenius

1965) comonitrorreductasa. La inhibición que produjo el NADP+,

un inhibidor competitivo de la NADPHcitocromo P-450 (c) reductasa

TABLA 6. EFECTO DE INHIBIDORES SOBRE LA FORMACION DEL RADICAL a
ANIONICO DEL NIFURTIMOX EN MICROSOMAS DE HIGADO DE RATA.

Inhibidor Porcentaje del control

. bNinguno 100

Metopirona (1.0 mM) 98

CO 95

+
NADP (1.0 mM) 30

pCMB (0.05 mM) o

Dicumarol (0.1 mM) 103

Superóxido dismutasa (20 ug/ml) 100

Catalasa (1 mg/ml) 99

aLas mezclas de reacción contenían 1.4 mg de proteina microsomal/
m1. La reacción se inició agregando NADPH0.7 mM.Las condiciones
para las medidas como en 1a Fig. 13.
bCalculado por comparación de las intensidades de las señales.
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y el p-cloromercurihenzoato.,.un inhibidor irreversible de la
misma enzima (Masters y cdl. 1965: Orrenius, 1965), indican que

esta flavoproteina puede participar en la reducción del nifurti
mox. La falta de inhibición de la formación del radical en pre­

sencia de C0 o metopirona, dos inhibidores de la actividad del

citocromo P-450 (Ernster y Nordenbrand, 1967), descartan su par

ticipación en el primer paso de la reducción del nifurtimox.

El efecto de la superóxido dismutasa y de la catalasa sobre
la concentración en estado estacionario del radical aniónico del

nifurtimox, también se muestra en la Tabla 6, e indica que estos

intermediarios de la reducción parcial del oxigeno no están in­

volucrados en la generación del radical.

La baja concentración en estado estacionario del radical de

rivado del nifurtimox en presencia del sobrenadante de 105000 g

ó de las mitocondrias de higado de rata, ya sea en presencia de
NADHo de NADPHen relación con la obtenida con la fracción mi­

crosomal (datos omitidos) son consistentes con la localización
microsomalde la nitrorreductasa.

Mason y Holtzman (1975) observaron la reducción de compuestos

nitroaromáticos por un sistema modelo consistente en NADPH(10-3M)

y FMN(5 x 10'4M). Este sistema modelo también determinó la for

mación del radical aniónico del nifurtimox (datos no mostrados).

La concentración en estado estacionario no se modificó en la oscg

ridad, descartandose la reducción fotoquimica del nifurtimox a su

radical aniónico. A altas concentraciones de flavina, el espectro
del radical aniónico del nifurtimox se superpuso al de la FMNH‘

(Fig. 16 A), el producto de oxidación parcial por un electrón de
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3395

Fig. 16. En el espectro A, 1a.seña1 del radical ani6nico del niv
furtÏmOX esta superpuesta a la de la semiquinona de la flavina. Lus
go de 80 min el radical aniónico del nifurtimox decae dejando el eg
pectro B de la semiquinona de la flavina. La mezcla de reacción cog
tenía FMN (10 mM), NADPH(20 mM) y nifurtimox (50 mM). Las condicig
nes para las medidas fueron: amplitud de modulaciSn 0.63 G (A) 6
1.0 G (B); frecuencia aproximada, 9.5 GHz; velocidad de barrido,
12.5 G/min(A) 6 25 G/min (B); ganancia, 10.0 x 104 (A) 6 3.2 x 104
(B); voltaje, 50 mV.
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la FMNHZ,indicando que la.formación.del radical semiquinona de
1a flavina ocurre durante la formación del radical aniónico del

nifurtimox por la transferencia de un electrón. Luego de BOmin
de incubación 1a señal del radical aniónico del nifurtimox

decayó dejando el espectro de la Fig. 16 B de la semiquinona de
la flavina.

En las ratas, los órganos blanco de la toxicidad de, nifurti
mox son además del higado, el cerebro y los testículos (Hoffman,

1972). Las Figs. 17 y 18 muestran el tiempo que demoró en apare­

cer la señal del radical aniónico del nifurtimox luego de la adi

ción de homogenado de cerebro de rata (Fig. 17) o de homogenado

de testiculos de rata (Fig. 18) en presencia de NADHo de NADPH.

La señal apareció también luego de un periodo de inducción, cre­

ció en intensidad y posteriormente decayó. La concentración en

estado estacionario fue mayor en presencia de NADPHcon los homg

genados de cerebro y en presencia de NADHcon los homogenados de

testículo.

Estimulación del transporte de electrones y la producción de anión
superóxido y peróxido de hidrógeno.

Esta bién establecido que los microsomas hepáticos consumen

02 utilizando NADPHcomo co-sustrato (Orrenius y col. 1965). La

Fig. 19 muestra que el consumo de oxigeno por los microsomas fue

incrementado varias veces cuando se introdujo nifurtimox a la mea

cla de reacción. El incremento en el consumo de 02 determinado por

el nifurtimox dependió de todos los componentes del sistema, sien
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Fig. 17. Cambiosen la amplitud relativa de la señal de rpe del
radical oB‘tenido luego de la mezela de 7.0 mig/ml de Bomogenado
de cere‘tïro de rata con una solución saturada de 0 conteniendo
nifurtimox 1.01134, NADE‘OJ 111M6 un sürtema generador de NADPH.
Condiciones exgerimentales comoen la TJ}. 14 y en Materiales
y Métodos. ¡oo _ .
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Iig. 18. Cambiosen la amplitud relativa de la señal de rpe del
radical obtenido luego de la mezcla de 9.6 tng/ml de homogenado
de testículos de rata con una solución saturada de 02 contenieg
do nifurtimox 1.0 111M,NADH0.7 111M6 un sistema generador de
NADPH.Condiciones como en la ‘Fig. 14 y en Materiales y Métodos.
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Fig. 19. Efecto del nifurtimox sobre el consumo de 02 por micrg
somss de hígado de rata. La mezcla de reacción contenía microsg
mas (3.6 mg de proteína/m1) y amortiguador fosfato 20 mM,pH7.4,
NADPH0.5 mMy nifurtimox (N) 0.3 mM. Inserto: dependencia del
efecto del nifurtimox sobre la concentración de proteína. Otras
condiciones experimentales como se describen en Materiales y Mg
todos. Los valores indican nmoles OZ/min por mg de proteína.
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do la velocidad.de reacción despreciable en ausencia de NADPHo

de microsomas o luego de 1a desnaturalización térmica de los mi­

crosomas (datos emitidos). Se pudo establecer una relación li­

neal entre el consumode 02.estimulado por nifurtimox y la con­
centración de proteina (Fig. 19, inserto).

La curva de concentración-efecto para el nifurtimox se mueg

tra en 1a Fig. 20. Se observa que la estimulación del consumode

02 está de acuerdo con una cinética de saturación (KM=0.45 mM;

Vmáx= 16.6 nmol/min por mg de proteina).
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Fig. 20. Efecto de diferentes concentraciones de nifurtimox (N)
sobre el consumo de 0 . Inserto: gráfico de Lineweaver-Burk para
el nifurtimox. Las condiciones experimentales comose describen
en la Fig. 19 y en Materiales y Métodos. Los valores endógenosse restaron.
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El examen.de diferentes fracciones celulares de higado de ra

ta en cuanto a su respuesta al nifurtimox, mostró que los micro­

somas constituían el componentesubcelular más activo (Tabla 7).

Con NADPHcomo dador de electrones, la utilización de 02 mostró
una estimulación de cuatro veces en presencia de nifurtimox 0.3

mM.La respuesta de la fracción citosólica y mitocondrial al nifur

timox fue relativamente menor (se incrementó 1.5-2 veces la velg

cidad de utilización de 02).

TABLA 7. LOCALIZACION SUBCELULAR DEL CONSUMO DE 02 INDUCIDO POR
NIFURTIMOX.

Fracción celular Consumode 02
(mg de proteína/ml) (nmoles/mín por mg de proteína)

Endógeno Inducido por nifurtimox

Microsomal (4.a) 2.2 Í 0.3b 9.1 Ï 0.2

Mitocondrial (2.7) 1.4 Ï 0.4 2.5 Í 0.5

Sobrenadante (4.2) 0.7 1’ 0.2 1.5 Ï 0.1

aLa mezcla de reacción contenía la fracción subcelular, amortigua­
dor fosfato 20 mM. pH 7.4, KCl 130 mM, NADPH0.5 mMy nifurtimox
0.3 mM. El consumo de 02 se midió polarogrfificamente con un electrgdo de Clark a 30 °C. Otras conditiones se describen en Materiales y
Métodos.

bMedia Ï D.S. (4 determinaciones independientes)
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La Fig. 21 muestra que el nifurtimox incrementó significati

vamente la velocidad de generación de o; por microsomas suplemeg
tados con NADPHy disminuyó el periodo de inducción de la oxida­

ción de adrenalina. La omisión de NADPHo de microsomas del sis­

tema completo o la adición de superóxido dismutasa previno la

formación de adrenocromo, mostrando de esta forma el rol del o;
en la transferencia de electrones del radical aniónico nitroaromé

tico al 02. El nifurtimox estimuló la producción de o; linealmeg
te hasta una concentración de 60 pM. A esta concentración el valor

basal se incrementó 7 veces (Fig. 21).

480-575 nm' Ï'ÏCÍSÜPf

- i -_.___.
_ aA=0.001_——

Fig. 21. Efecto del nifurtimox sobre 1a generación de 0' por
microsomas de hígado de rata. La mezcla de reacción con enía
microsomas(0.25 mg de proteína/ml), amortiguador fosfato 20 mM,
pH 7.4, KCl 130 mMy epinefrina l mM. Donde se indica se añadig
ron NADPH0.16 mM, nifurtimox 0.1 mM(N) y 5 pg/ml de superóxi­
do dismutasa (80D). Otras condiciones experimentales como se in
dicen en Materiales y Métodos. El valor cerca del trazado indica
la velocidad en nmoles OÉImin por mg de proteína.
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Fig. 22. Efecto de la concentración de nífurtímox sobre la pro­
ducción de anión superóxído por microsomas de hígado. Condicio­
nes experimentales como en Materiales y Métodos y en la Fíg. 20,
excepto la concentración de nifurtimox que se indica en la abci­
sa. Los valores endógenos se restaron.

O

La inducción de la producción de o; por derivados nitroaromé
ticos involucra la conversión del radical nitroaromático al com­

puesto original (Mason, 1979). La oxidación aeróbica de este ra­

dical es muy rápida (Mason, 1979) y por lo tanto no fue posible

detectar una reducción neta del nitrocompuesto midiendo el efecto

del NADPHsobre su absorción a 400 nm (en presencia de preparacig

nes microsomales y bajo condiciones anaeróbicas, la velocidad de

Ï 0.02 nmoles/min por mg dereducción del nifurtimox fue de 0.26

proteina, para una concentración de droga de 100 FM). La actividad

nifurtimox reductasa dependiente de NADPHde los microsomas de hi

gado bajo condiciones aeróbicas pudo, sin embargo, medirse espeg
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trofotométricamente siguiendo la velocidad de oxidación de NADPH

por el nifurtrmox. La oxidación de NADPHpor la fracción microsg

mal fue estimulada tres veces por el nifurtimox (100 pM)(Tabla 8).

La producción de 3202 por la fracción microsomal también fue esti
mulada por nifurtimox. Debe notarse en la Tabla 8 que, en presen­

cia de nifurtimox, la oxidación de NADPH,el consumo de 02, la

producción de O2 y la formación de H202 no fueron equimolares. Asi,

2.6 moles de NADPHfueron oxidados por cada 2.2 moles de 02 consg

midos, por cada 2.1 moles de 02 y l mol de H202 generados.

TABLA 8. EFECIO DEL NIFURTIMOX SOBRE EL CONSUMO DE o , LA PRODUCCION
DE o- Y H o Y LA OXIDACION DE NADPH POR MIÉRosonAs DE RICA
D0 DE RAT Q

Nifurtimox Parámetros metabólicos
(nmoles/min por mg de proteína)

(mM) Consumo Prodgcción Oxidación Producción
de 0 de 0' de NADPH de H 0

2 2 2 2

o 1.5 Ï 0.1b 1.1 Ï 0.1 1.6 Ï 0.5 1.4 Ï 0.2

0.1 4.6Ïo.2 4.5Ïo.1 5 5Ï0.3 2.1Ïo.2

aLa mezcla de incubación contenía proteínas microsomales (2.3 mg/ml)
amortiguador fosfato 20 mM, pH 7.4, ECI 130 mM, NADPH0.5 mMy nifn
timox. Para las determinaciones de 0' se agregó epinefrina 1 mM.La
formación de adrenocromo fue inhibida completamente por superóxido
dismutasa (5 pg/ml). Para la determinación de H 0 se agregó peroxi
dass de rábano 0.8 PM. Otras condiciones experimentales se describe
en Materiales y Métodos. La oxidación de NADPHse midió a 340 nm.

b . + . . . .Media - D.S. (tres determ1nac1ones independientes)
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La Tabla 9 muestra el efecto.de inhibidores especificos del

transporte de electrones microscmal sobre la oxidación de NADPH,

el consumo de 02 y la formación de 02 por microsomas de higado.

TABLA 9. EFECTO DE_INHIBIDORES SOBRE EL CONSUMO DE 0 Y LA FORMA­
CION DE Oi DEPENDIENTES DE NADPH EN PRESEN IA DE NIFUETIMox.a

Inhibidor Parámetros metabólicos (nmoles/min por mg prot.)

(mn) Oxidación de Consumo de Generación de
NADPH 0 0'

2 2

Ninguno 5.5 Í 0.3 4.5 - 0.2 4.6 —o 1
Dicumarol (0.01) 5.1 Í 0.3 {7)° NDd ND

+NADP+(1.0) 1.o Í 0.1 (a1) 2.6 Í 0.2 (42) 2.9 - 0.3 (37)
p-cloromercuri
benzoato (0.04) 0 (100) 0 (100) 0 (100)

0.3 (31) 4.7 0.1 (0)
0.2 (29) 4.5 0.2 (2)

0.2 (27) 3.1
0.3 (29) 3.2

Metopirona (0.1)
SKF-SZS-A (0.1) 3.8 I+n+ h+l+ u+|+

aLa mezcla de incubación contenía proteínas microsomales (0.4 mg/ml),
nifurtimox 0.1 mMy los inhibidores. Otras condiciones como en la
Tabla 7.

bMediaÏ D.S. (tres determinaciones independientes)
cPorcentaje de inhibiciSn
dNo determinado

Estos resultados.merecen los siguientes camentarios: a) el transpor
te de electrones no fue afectado nor dicumardl, lo que descarta un

rol importante de una DTdiaforasa microsomal (Ernster y Orreniusp

1965) en la reducción del nifurtimox; b) la inhibición de 1a acti
vidad por NADP+indica la participación de la NADPHcitocromo P-4SO

(c) reductasa, ya que el NADP+es un inhibidor competitivo de esta
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enzima: cl la misma conclusión es apoyada por el efecto del p-clg

romercuribenzoato, un inhibidor del transporte de electrones mi­

crosomal de higado durante la oxidación de NADPH(Ernster y Orre­

nius, 1965; Orrenius, 1965; Masters y col. 1965); d) El efecto de

la metopirona y el SKF-SZS-A,dos inhibidores eSpecificos del

transporte de electrones microsomal a nivel del citocromo P-450

(Ernster y Nordenbrand, 1967), confirma la participación de este

citocromo en la reducción del nifurtimox. Sin embargo, la forma­

ción del radical aniónico del nifurtimox no fue inhibida por monóxi

do de carbono y metopirona (Tabla 6). En concordancia con estos

resultados la metopirona y el SKF-SZS-Ano inhibieron la generación

de 0; (Tabla 9), lo que implica que el citocromo P-450 puede estar
involucrado en la conversión del radical aniónico nitro en otro

producto de la reducción del nifurtimoxfprobablemente la hidroxilg
mina).

La falta de la esperada estequiometria l:l:l para la oxidación

de NADPH,el consumo de 02 y la formación de HZO2 (Tabla 8) indica

que otros mecanismos pueden estar involucrados en 1a reducción del

nifurtimox. Por ejemplo, la oxidación de NADPHestimulada por ni­

furtimox fue inhibida por superóxido dismutasa y también por la c5

talasa en presencia de superóxido dismutasa (Tabla 10). Estas inhi

biciones sugieren que, en presencia de nifurtimox, el NADPHes hasta

cierto punto oxidado por el o; o por alguna especie derivada como
el radical 0H' (Biaglow y col. 1977). Un hecho que refuerza esta

hipótesis es la inhibición de la oxidación de NADPHdependiente de

0; y de OH‘por la superóxido dismutasa y secuestrantes de radica
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TABLA 10. EFECTO DE LA SUPEROXIDO DISMUTASA, CATALASA, MANITOL,Y
DMPO SOBRE LA OXIDACION DE NADPH POR MICROSOMAS DE HIGA
D0 EN PRESENCIA DE NIFURTIMOX.

Superóxido Catalasa Manitol DMPO Oxidación de NADPH
dismutass(p3/ml) (Pg/m1) (mu) (mg/m1) (nmoles/min por mg

' de proteína)

o o o o 6.6 Í 0.31“c

33 o o o 4.1 Í 0.4 (38)d

o zoo o o 6.0 Ï 0.7 (9)

33 zoo o o 2.a Í 0.4 (57)

o o 6.7 o 4.6 Í 0.3 (30)

o o o 6.7 4.9 Í 0.5 (26)

aLa mezcla de incubación contenía proteínas microsomales (0.3 mg/
m1), nifurtimox 0.1 mMy las adiciones que se señalan. Otras con
diciones como en ls 7.

bMedia Ï D.S. ( 5 determinaciones independientes)
cVelocidad en ausencia de nifurtimox: 3.5 Ï 0.2 nmoles/min por mg
de proteína.
Porcentaje de inhibición.

les OH', como el manitol, el DMPOy el desfera1(Tabla 11). El

o; y el OH' oxidaron el NADPHa baja velocidad, como ha sido obseE
vado con otros nucleótidos de piridina (Bielski y Chan, 1976). El

rol de tanto el anión superóxido comoel radical oxhidrilo en la

oxidación de NADPHse demostró por el efecto sinergistico de la

dismutasa y el desferal o el DMPO(Tabla lll.

Los microsomas de riñón, cerebro y testiculos no fueron tan

activos como los de higado comogeneradores de o; en presencia
de nifurtimox, aunque la velocidad de producción de este radical
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TABLA 11. OXIDACION DE NADPH POR ANION SUPEROXIDO Y RADICAL
HIDROXILO.

Inhibidor Velocidad de oxidación de NADPH(pmol/min)a

Oxidante: 0; Oxidante: 0; Oxídante: OH'
(generado por (generado por
hierro quelado) el reactivo de

Fenton)
(A) (B) (C)

Ninguno 5.13 8.63 9.5
Manitol (10 mM) - 6.73 (22)b 6.4 (33)
DMPO(7 mg/ml) - 2.03 (76) 4.9 (48)
Desferal (0.7 m3/ml) - 3.2 (63) ­
Manitol (10 mM) + _
desferal (0.7 mg/ml) - 2'67 (69)
Superóxido dismutg l
sa (33 ug/ml) 0.3 (94) 3.2 (63) ­
igual + desferal
(0.7 mg/ml) - 1.27 (85) ­
igual + DMPO(7mg/ml)- 0.97 (89) 2.03 (79)

aLos números representan el promedio de muestras por duplicado. La
mezclas de reacción fue la siguiente (volúmencomposieión de las

final: 1.5 ml). A:
0.33 mM y 20 ul de
tiempo cero. B. lo
C. Tris-HCI 0.1 M,

Tris-HCl 0.1 M, pH 7.6, xantine 50 mu, NADPH
xantina oxidasa (0.48 unidades) añadidas al

0.1 mM y EDTA 0.3 mM.mismo que A, más FeSO
pH 7.6, NADPH 0.33 mM, FeSO

según Fridovich,mMañadida al tiempo cero. A,
Halliwell 1978 y C, según Buetner y Oberley, 1979.

bPorcentaje de inhibición.

0.1 mM y H 0 l
1970; B, seg n

fue significativamente aumentadapor esta droga (Tabla 12).
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EFECTO DEL NIFURTIHOX SOBRE LA PRODUCCION DE ANION SU­
PEROXIDO POR MICROSOMAS DE HIGADO, RIÑON, CEREBRO Y TEE
TICULOS DE RATA.

Suspensión
microsomal Producción de 0; inducidapor nifurtimox

(nmoles/min por mg prot.)

Prodgcción endógenade 0'
(nmoíes/min por mg prot.)

- son + son

Hígado 5.2 Ï 0.3b o 1.3 Í 0.3

Riñón 2.a Í 0.1 0.01 o

Cerebro 3.8 Í 0.1 0.02 o

Testículo 3.o Ï 0.2 0.01 o

aLa mezcla de incubación contenía proteínas microsomales (0.16 mg/ml),
nifurtimox 0.1 mMy las adiciones que se indican en la Fig. 21. SOD,
euperóxido dismutaaa (33 pg/ml). Otras condiciones comoen Materia­
les y Métodos.

b . + .Media - D.S. (tres determinaciones independientes)

Estimulaciónde‘la‘peroxidación‘lipidica

La Incubación de microsomas de higado de rata en presencia

de nifurtimox y NADPHdetermin6.un aumento significativo de la

formación de malondialdehido (Fig. 23). El efecto del nifurtimox

fue máximo en presencia de NADPHcomo dador de electrones.
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Fig. 23. Efecto del nifnrtímox sobre la peroxidacíón lipídica de
microsomas de hígado. La mezcla de reacción y otras condiciones
como en la Tabla 13. La concentración de nifurtimox o de proteí­
na (a una concentración de nifurtímox de 0.1 mM)se indican en la
abcisa.

La Fig. 23 muestra que la formación de malondialdeído fue lg

nealmente dependiente de la concentración de proteina utilizada

y de la concentración de nifurtimox en el medio de incubación.
l T

6 p
0

O

u I
4

HOAtnmoles/ml)

3 w
IHCUBACION(min)

Fig. 24. cinética de 1a estimulación de 1a peroxidación lípídica
inducida por nífurtímox en microeomas de hígado de rata. Los micrg
somas (3.2 mg de proteína/m1) fueron suspendidos en el medio des­
cripto en la Fig. 23, a 37°C durante los tiempos indicados en 1a
abcisa. Concentración de nifurtimox 0.33 mM.
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La formación de malondialdehido se incrementó a1.Pr010n9lr

el tiempo de incubación, pero después de 30 min se mantuvo constan

te (Fig. 24).

A pesar de que el mecanismode la peroxidación lipidica no

esta del todo explicado, diferentes argumentos indican que tanto

el oxigeno singulete (102) comoel radical oxhidrilo (0H‘) pueden
actuar comoiniciadores del proceso. La estimulación de la lipopg

roxidación por el nifurtimox fue inhibida en presencia de agentes;

secuestrantes de radicales OH' (manitol) y de 102 (histidina, az;
da) (Tabla 13), lo que demuestra que los derivados de la reducción

O 1
TABLA 13. EFECTO DE AGENTES SECUESTRANTES DE RADICALES OH y 0

SOBRE LA ESTIMULACION DE LA PEROXIDACION LIEIDICA POR
NIFURTIMOX EN MICROSOMAS DE HIGADO DE RATA.

Adiciones Absorbancia a 548 nm

Ninguna 0.006 Í 0.002b

Nifurtimox + NADPH 0.312 Ï 0:041

Nifurtimox + NADPH+ manitol 0.225 Ï 0.013 (30.1)c

Nifurtimox + NADPH+ histidina 0.206 Ï 0.009 (34)

Nifurtimox + NADPH+ azida 0.191 Í 0.004 (38.8)

aLa incubación se llevó a cabo a 37 °C durante una hora con micro­
80m88 (4 mg de proteína/m1) suspendidos en amortiguador fosfato
20 mM, pH 7.4 y KCl 130 mMen un volúmen final de 1 m1. Nifurtimox
0.33 mM. NADPH0.5 mM, manitol 0.1 mM, histidina 10 mM, azida, 1o
nM.

bMediaÏ D.S. (tres determinaciones independientes)
c . . . . .Porcentaje de 1nh1b1c15n.
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parcial del O2están involucrados en las reacciones de peroxida
ción lipídica estimuladas por el nitrofurano.

AlteracioneS'ultraestructurales'en'IOS'órganOS'blanco'de la
toxicidad del nifurtimox

Uno de los órganos más sensibles a los procesos de peroxidg

ción lipídica es el testículo (Tappel, 1973) y justamente este

órgano es uno de los blancos de la toxicidad selectiva del nifur

timox en mamífero (Hoffman, 1972). La Fig. 25 A muestra un corte

transversal de un túbulo semnífero de testículo de rata normal

(inoculada con el solvente utilizado para suspender el nifurti=

mox: Tween 80-agua 4 a V/Vl). La Fig. 25 B muestra los efectos

observados luego de dos horas de la administración intraperito­

neal de 100 mg de nifurtimox/kg de peso. Se observa dilatación

difusa del retículo endoplásmicoliso de las células de Sertoli,

extendida a todo su citoplasma, con 1a apariencia de microvacuor

las y también alteraciones de la membranabasal. En la Fig. 25 C

se observan los efectos producidos después de la administración

intraperitoneal de 100 mg de nifurtimox/kg de peso por día duran
te 5 días. Se observa necrosis de los espermatocitos primarios

con picnosis y mayor densidad citoplasmática, aumento del número

de cuerpos multivesiculares o lisosomas secundarios en el cito­

plasma de las células de Sertoli probablemente por digestión de

restos celulares de espermatocitos y espermátides y retracción ci
toplasmática en el compartimiento basal, con grandes espacios que
sólo contienen algunas membranas.
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Fig. 25. A. Microfotografía electrónica de testículo de rata
control (inoculada con el solvente del nifurtimox) mostrando
una célula de Sertoli (S) normal. Abreviaturas usadas: N, ng
cleo, B, membranabasal. x 4500. B. Microfotografía electró­
nica de testículo de rata inoculada con 100 mgde nífurtímox
por kg de peso y sacrificada dqs horas después, mostrando una
célula de Sertoli alterada con dilataciones del retículo en­
doplásmico liso en forma de microvacuolas (V). La membrana
basal también esta alterada y se observan cuerpos de lipofug
sina (L) en las células de Sertoli. X 4500. C. Microfotogra­
fía electrónica de testículo de rata inoculada con 100 mg de
nifurtimox/kg de peso por día durante 5 días mostrando espe;
matocitos (E) en necrosis con sus núcleos picnótícos, retrag
ción de las células de Sertoli con grandes espacios vacíos y
restos de la actividad fagocítica (flechas). x 4500.
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Mecanismode'desintoxicación'hgpática‘del nifurtimox

Se reconoce de manera general que muchas reacciones adversas

provocadas por drogas se deben a la transformación de las mismas

en especies químicas altamente reactivas. Estos metabolitos tóxi
cos pueden alterar la estructura y función de las macromoléculas

tisulares de diferentes maneras, tales comomediante la alquila­

ción de proteinas y ácidos nucleicos o por estimulación de la perg

xidación lipidica comohemosobservado en el caso del nifurtimox.
Las células han desarrollado varios mecanismosde defensa contra

tales ataques oxidativos. Entre estos, el glutatión reducido (GSH)

juega un papel muyimportante junto a la glutatión peroxidasa

mediante la remoción de peróxido de hidrógeno (H202) y los hidrg
peróxidos (ROOH)que se forman (Sies y col. 1978):

NADP GSH 00H ó HOOH g.r:_GSSG reductasa

g'r' g°p g.p: GSHperoxidasa
NADPH GSSG ROH 6 HOH

Por otro lado, el glutatión reacciona con diversos intermg

diarios electrofilicos para formar conjugados. Estas reacciones
de conjugación son catalizadas por las glutatión-S-transferasas

y resultan en una deplección de las reservas de_glutatión.

El nifurtimox produjo una deplección notable de1_glutatión

hepático en ratas, con un valor máximoentre las 2 y 4 horas de

administrado (Fig. 26). Esta deplección fue dependiente de la dg
sis y con una concentración de 200 mg/kg de peso, el nifurtimox

disminuyó el contenido de glutatión hepático en un 30 %sin prg
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vocar la mortalidad de las ratas ni alterar la histologia hepá­

tica o la actividad de la piruvato transaminasa sérica (datos o­
mitidos). 3 l r u I l l 1 ‘fi% I í
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Fig. 26. Deplección del glutatión hepático inducida por nifurti
mox (o). 200 mg/kg de peeo,intraperitonea1. Cada punto represeg
ta 1a media - error standard de 6 animales. (o) Ratas controles
inoculadaa con el solvente. Las diferencias fueron significati­
vas a las 2 horas (P<0.02), a las 3 horas (P< 0.05 y a las 4 bg
ras (P< 0.02).

La liberación de_glutati6n oxidado (GSSG)de higado de rata

fue evaluada comoun indicador del stress oxidativo (Sies y col.

1978). Comose muestra en 1a Fig. 27, el nifurtimox determinó un

incremento de la salida de GSSGdel higado. Se llegó a una velo­
cidad estacionaria de liberación de GSSGalrededor de los 45 min

luego de la inoculación de la droga que luego se mantuvo constan
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te hasta mas allá ,de los 120 nin (Fic. 27)
I I Í I Ï I I j

1.0 _

GSSG(mM)

0 l l l l l J l P
o 30 60 9o 1

MINUTOS DESPUES DE LA INOCULACION
Fig. 27. Secreción biliar de GSSG.La bilis se recolectS cada
15 min luego de 1a inoculaciSn de nifurtimox (o), 200 tng/kg de
peso, intraperitoneal. Cada púnto representa la media i E.S. de
6 animales. Las diferencias fueron significativas a partir de
loa 30 min (P< 0.001).

El incremento de la liberación de_g1utati6n oxidado se acompg

ñ6 de un incremento paralelo de la liberación de_glutatión redu­
cido alcanzando esta una velocidad máximaalrededor de los 90 min

de administrada 1a droga (Fig. 28).
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Fig. 28. Secreción biliar de GSR. Iguales condiciones que en 1a
Fíg. 27. Cada punto representa la media + E.S. de 6 animales. Las
diferencias fueron significativas a partir de los 45 mín (P<:0.05)
A los 105 min, P< 0.01.

La investigación por espectrofotometria de las bilis de

las ratas tratadas con nifurtimox reveló 1a existencia de un prg

sunto metabolito de la droga con picos máximos de absorción a 295

nmy 415 nm (Fig. 29). Este espectro fue comparado con el obteni

do de una solución pura de nifurtimox (Fig. 29). Los mismos Picos

de absorción a 295 nm y 415 nm fueron encontrados a1 estudiar
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Fig. 29. Espectro de absorción del nifurtinox (A) mostrando
picos de absorción a 400 nn y 270 nn. (B) Espectro diferencial
de bilis de ratas tratadas con nifurtinox (200 ng/kg) contra
bilis de ratas inoculadss con el solvente, mostrando picos a
295 nm y 415 nm. Otras condiciones como en Materiales y Métodos.

muestras de orina de las ratas tratadas con niturtimor.
Se encontró una buena correlación entre la eliminación biliar

del presunto metabolito del nifurtimox y la eliminación del glu­

tatión total (Fig. 30), lo que pnede indicar que la absorbancia
encontrada en bilis se debe a la eliminación de un conjugado del

nifurtimox con el glutatión. La correlación entre la eliminación
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ABSORBANCIA

Fig.30. Correlación entre la liberación de glutatión total en
bilis y la absorbsncia del metabolito del nifurtimox en la bilis
en diferentes tiempos luego luego de su administración (200 mg/
kg de peso). Condiciones experimentales como en Materiales yMétodos.

de glutatión total y la absorbancia a 415 nmde las bilis fue pg
sitiva (r = 0.82, P< 0.01). La linea en la Fig. 30 representa la

recta de regresión (y = 16.0 + 73.3X). También fue buena 1a corre
lación entre la eliminación de_glutati6n total y 1a absorbancia

de las bilis a 295 nm (r = 0.76, P<0.01) representando la linea

de la Fig. 30, la recta de regresión (y = 16.6 + 24.9X).
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El flujo biliar.no fue significattVamente modificado despues
de la administración de una.dosis de ZOOLng/kgde peso.

Se sabe'que algunos nitrofuranos comola nitroturantoina
(Buzardy col.,1960) inhiben la actividad ¿E_Éitsg de la glutatión

reductasa por lo que se investigó la actividad de esta enzima y

de la_glutati6n percxidasa en el higado de las ratas tratadas con

nifurtimox (200 mg/kg de peso), ya que una modificación de estas

actividades podria explicar el aumentode la eliminación de glu­
tatión en bilis.

La Tabla 14. muestra que no hubo diferencias significativas
entre las actividades de ambasenzimas en las ratas tratadas y en
las controles.

TABLA 14. EFECTO DE LA INOCULACION DE NIFURTIMOX SOBRE LA ACTIVIDAD
DE GLUTATION REDUCTASA Y DE GLUTATION PEROXIDASA DE RICA;
Do DE RATA.a

Ratas Actividades enzimáticas _
(nmoles/ min por mg de proteína)

Glutatión peroxidasa Glutatión reductaaa

Controles 505 i 53 127 i 27

Tratadas con
nifurtimox 534 i 63 123 i 25

aLas determinaciones se hicieron en los sobrenadantes de 105000 3
obtenidos después de la desintegración celular comose describe
en Materiales y MétodosCI mg proteína/m1).

bMediai D.S. (tres determinaciones independientes).
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Sin embargo,el nifurtimox.inhihió la.glutatión reductasa

¿g 23259. El efecto del niinrtimcx sobre 1a actividad de la glu­

tatión reductasa se muestra en 1a Fig.31. El nifurtimox causó una

pronunciada Inhibición de 1a actividad glutatión reductaaa del

sobrenadante de higado de rata.
100 I I I I
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Fig. 31. Efecto de 1a concentración de nifurtimox sobre 1a activi
dad glutatión reductaaa de higado‘de rata. El eobrenadante de
105000 g (2 mg de proteinalml) fue.incuBado en amortiguador foa­
fato de potasio 50 mM, EDTA1 mx, pH 7.0 en presencia de nifurti
mox. Otras condiciones como en Materiales y Métodos.
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Comoera de esperar ante el eficiente mecanismode desintoxí

cación hepática del nifurtimox, la peroxidación lipïdica, medida

por el ensayo de los conjugadoa dieno no fue incrementada en las

ratas tratadas con nifurtimox (Tabla 15).

TABLA 15. EFECTO DEL NIFURTIMOX SOBRE LA ABSORCION DE COEJUGADOS
DIENO DE LOS LIPIDOS DE HOMOGENADOSHEPATICOS.

Homogenados de hígado de: A235 nm

Ratas controles 0.235 1 0.016b

Ratas inoculadas con
nífurtimox 0.227 i 0.009

aAlícuotas de los homogenados de hígado de rata (20 mg de proteína/
m1) fueron extraídas por el método de Klaassen y Plaa, 1969.

bMedia i D.S. (n-4 a 6).
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Generación de radicales libres inducida por el benznidazol en
el Trypanosomacruzi y en el huésped.

Formación del radical aniónico del benznidazol

La incubación de benznidazol (Fig.32), un 2-nitroimidazol
utilizado clínicamente en el tratamiento de la enfermedadde

Chagas, con microsomas de higado de rata en presencia de NADPH

N

| |

N N02

|

(mz-co —NH— CH2

Fíg. 32. Fórmula química del benznidazol (Ro-1051, N-bencíl-Z­
-nítro-1-ímídazol).

llevó a la formación del radical aniónico del nitroimidazol
N

(Fig. 33). El valor de aN02
con el valor de 14.10 G para el misonidazol ( Ayscough y col.1978)

fue de 13.75 G y está de acuerdo

otro 2-nitroimidazol. La formación del radical dependió de

los tres componentes: microsomas, NADPHy benznidazol. La omi

sión de NADPHo el calentamiento de los microsomas a 100 °C

durante 10 min llevó a una falta total de actividad. El sistema

generador de NADPHno produjo concentraciones observables del

radical aniónico nitroaromático.
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CHfCO-NH-CH24<;>

IO Gauss

Fig. 33. Espectro de rpe del benznidazol. A: Espectro formado
luego de 1a incubación de microsomas (2 mg proteína/m1), benzni
dazol 2 mMy un sistema generador de NADPHformado por NADP
(0.38 mM),glucosa-ó-fosfato (5.5 mM),glucosa-ó-fosfato deshi
drogenasa (0.67 unidades/ml). El espectro se obtuvo con una ampli
tud de modulación de 0.5 G y un poder de 20 mV. Otras condiciones
como en Materiales y Métodos. g¿ Espectro obtenido luego de la
incubación de epimastigotes de !¿ cruzi (109 células/m1) y benzni
dazol 1.6 mMen las mismas condiciones experimentales que en A
y en la Fig. 3.

De la misma forma que ocurrió para la obtención del radical

libre del nifurtimox, el espectro del radical proveniente del

benznidazol pudo ser observadosóh: después de un periodo de in­
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r
ducción que reveló el agotamiento del oxigeno del medio debido

a la reacción ya descripta (13):

ArNOí + o2 ArNO2 + o¿ (13 )

_En las mismas condiciones experimentales, la incubación

de benznidazol en presencia de NADPHó NADHy fracciones mitocog

driales, microsomales, solubles y homogenados (no mostrados) ó

en presencia de epimastigotes intactos (Fig. 33 B) no llevó a la
formación de un radical detectable.

Estimulación del transporte de electrones y la producción de anión
superóxido y peróxido de hidrógeno

La Fig. 34 muestra que el consumo de 02 por los microsomas

hepáticos fue incrementado varias veces cuando se introdujo .bengni

dazol a la mezcla de reacción. El incremento en el consumo de 02
determinado por el benznidazol dependió de todos los componentes del

sistema, siendo la velocidad de reacción despreciable en ausencia de

NADPHo de microsomas o luego de la desnaturalización térmica de los

microsomas (datos omitidos).

La Fig. 35 muestra que el benznidazol incrementó significati

vamente la velocidad de generación de O2 por microsomas suplementa
dos con NADPH,disminuyendo el periodo de inducción de la oxidación

de adrenalina. La omisión de NADPHo de microsomas del sistema com

pleto o la adición de superóxido dismutasa previno la formación de

adrenocromo, mostrando de esta forma el rol del o; en 1a transferen
cia de electrones del radical aniónico nitroaromático al oxigeno.
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Fig. 34. Efecto del benznidazol sobre el consumo de oxígeno por
microsomas de hígado de rata. La mezcla de reacción contenía mi
crosomas (4.0 mg de proteína/m1) y amortiguador fosfato 20 mM,
pH 7.4, NADPH0.5 mMy benznidazol (B) 1.0 mM. Los valores índi
can nmolea de 0 /min por mg de proteína. Otras condiciones como
se describe en ñateriales y Métodos.
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SOD

i 1....
AA:0.001

1minF--fl

Fig. 35. Efecto del benznidazol sobre 1a generación de o; por
microaomas de hígado de rata. La mezcla de reacción contenía
microsomas (0.5 mg de proteína/m1), amortiguador fosfato 20
mM, pH 7.4, KCl 130 mMy epinefrina l mM. Donde se indica se
añadieron NADPH0.3 mM, benznidazol 1.0 mM(B) y 5 pg/ml de
superóxido dismutasa (SOD). Otras condiciones experimentales
comose indican en Materiales y Métodos. El valor cerca del

trÉzado indica la velocidad en nmoles OÉ/min por mg de pro­te na.

La Fig. 36 muestra el efecto de diferentes concentracig

nes de benznidazol sobre la generación de o; por microsomas de
higado de rata (A) y por microsomas de epimastigotes de 25123­

nosomaggggífin.86k3con los microsomas hepáticos, el henznidazol

fue capaz de estimular la generación de anión superóxido.
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Fig. 36. Efecto de la concentración de benznidazol sobre la prg
ducción de anión superóxido por microsomas de higado (A) y de
2¿ cruzi (B). Condiciones experimentales como en la Fig. 35 y
en Materiales y Métodos. La concentración de benznidazol se in­
dica en la abcisa. 2¿ cruzi: 2.0 mg de proteína microsomal/ml.
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La Tabla 16 muestra el efecto de inhibidores especificos

del transporte de electrones microsomal sobre el consumode 02

y la formación de O2 por microsomas de higado de rata.

TABLA 16. EFECTO DE INHIBIDORES SOBRE EL CONSUMO DE o Y LA FOR­
MACION DE o- DEPENDIENTES DE NADPH EN PRESEñCIA DE
EENZNIDAZOL.a

Inhibidor Parámetro metabólicos (nmoles/min por mgprot.)

(mM) Consumo de 02 Generación de o;

Ninguno 4.4 Ï 0.2 6.o Í 0.5
NADP+(1.0) 2.9 Í 0.2 (66) 1.5 Ï 0.2 (75)
p-cloromercuri
benzoato (0.04) 0 (100) 0 (100)
Metopirona (0.1) Í 0.3 (0) 5.2 Í 0.4 (13)
SKF-SZS-A (0.1) 5.o Ï . 5.1 Ï 0.3 (15)

aLa mezcla de reacción contenía proteínas microsomales ( 4 mg/ml)
benznidazol l mMy los inhibidores. Otras condiciones como en Matg
rieles y Métodos.
Mediai D.S. (tres determinaciones independientes)

CPorcentaje de inhibición

La inhibición de la actividad por NADP+,inhibidor competiti

vo de la NADPHcitocromo P-450 (c) reductasa, y por p-cloromercuri­

benzoato, inhibidor irreversible de la mismaactividad (Ernster y

Orrenius, 1965; Orrenius, 1965; Masters y col. l965),indican la pag
ticipación de esa enzima en la reducción del benznidazol.La falta de

efecto de la metopirona y el SKF-SZS-A,dos inhibidores especifi

cos del citocromo P-450 (Ernster y Nordenbrand, 1967), indica que

este citocromo no participa en la reducción de esta droga por los
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microsomaa hepáticos.

La Fig. 37 muestra que el benznidazol incrementó signifi

cativamente la velocidad de generación de 1-1202por microsomas

hepáticos suplementados con NADPH.La omisión de NADPHo de mi

crosomas del sistema completo previno la formación de Hzo2

ZO

NADPH
B

l

Fig. 37. Generación de H 02 por microaomas de hígado de rataen presencia de benznidazoí. La mezcla de reacción contenía
microsomas (0.5 mg de proteína/m1), amortiguador fosfato 20 mM,
pH 7.4, KCl 130 mM, y peroxidasa de rábano 0.8 pH. Donde se ig
dica se añadieron NADPH0.3 mMy benznidazol 1.0 mM. Otras cog
dicionea .eyperimentalea comoen Materiales y Métodos. El valor
cerca del trazado indica la velocidad en nmoles de H202/min pormg de proteína.
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El benznidazol estimuló linealmente la producción de H202

por microsomas de higado de rata (Fig. 38 A). En las mismas con

diciones experimentales, el benznidazol fue incapaz de estimular

la generación de H202 por microsomas de epimastigotes de 2; Egg­

gi (Fig. 38 B). Tampocopudo obtenerse estimulo de la producción

de 1-1202por benznidazol utilizando otros dadores de electrones
comoel NADHy otras fracciones subcelulares de EL 9533; (firacción

mitocondrial, sobrenadante), homogenados6 células intactas (datos
omitidos).

20

(nmoles/min/mgproteína)

H202

' l
0 l l

1 N
BENZNIDAZOL (mM)

Fig. 38. Efecto de la concentración de benznidazol sobre la
producción de H 0 por microsomas de hígado (A) y de 2¿ cruzi.
Condiciones experimentales comoen la Fig. 37. E¿ cruzi: 2.0
mg de proteína/m1. Concentración de benznidazol en la abcisa.
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Inhibición del crecimiento del T. cruzi

Concentraciones de benznidazol menores de las necesarias

para estimular la generación de derivados de la reducción parcial

del oxigeno en microsomas de higado de rata e incapaces de generar

estos radicales en las fracciones subcelulares, homogenadosy cé­

lulas intactas de EL9523i fueron efectivas en inhibir el crecimieg
to del parásito en cultivo (Fig. 39).
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Tig. 39. Efecto del benznidazol (20.40.80 y 120pM) sobre el crecimiento del
T anosoma cruzi. C: control. Condiciones experimentales comoen Materiales
y*Metodos.
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DISCUSION

Mecanismode toxicidad del nifurtimox en el T. cruzi yfen el
huésped.

Nuestros estudios indican que el primer intermediario de la

reducción del nifurtimox en el 2; cruzi es presumiblemente el
radical aniónico derivado (Reacción[i2]):

+
2 zumo2 + NAD(P)H + 3+ ——. 2 ArNO + NAD(P)+ + H (12)2

ArNog + o2 a ArN02 + o; (13)

o; + o; +2 H+——-——>H202 + o2 (1)

o; + ¡1202 e OH' + OH' + o2 (2)

El radical reacciona con el 02 generando O2 (reacción 13 )

que a su vez produce ¡{202ya sea espontáneamente o por acción de

la superóxido dismutasa (reacción [1] ). La interacción del H202

con el OEpuede llevar a la producción de radical OH’ (reacción

[2] ) que comoya mencionamos en la Introducción ha sido postula

do como una de las especies de bajo peso molecular más dañinas ge­

neradas por las radiaciones ionizantes. Estas reacciones pueden

llevar a producir extensos daños en los ácidos nucleicos (Olive,

1978) y formación de peróxidos lipidicos y orgánicos (Tappel, 1973).

En el esquema de la Fig.40 se detalla el posible mecanismode la

acción tripanocida del nifurtimox:
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ALTERACION
DEL ADN

o; Fe3+
+ZH+ ::;>_, mr+0H'+oz

NADP+ 2 Anno; 2 oz ¡+202 RHÏROzH

Nltroreductasa (SUD) ¡«f-RocNADPHi-H+ ZAPNOZ 205 2H+ ¡no °2 PEROXIDAClO
LIPIDICA

F13, 40. Posible mecanismo de toxicidad del nifurtimox en g;_._crnzi

La concentración sérica que se alcanza luego de la administra

tración oral de nifurtimox Cls'mg/kg de peso! en el hombrees de

alrededor de 10-20 PM,valor que esta cercano a la concentración
de nifurtimox que produce: al máximaestimulación de la formación

5

la difusión de H202fuera de las células intactas (Fig. 11) y C)

de O por la fracción mitocondrial de 2; 9533; CFig.9)f El iniCia

inhibe completamenteel crecimiEnto del'2;;ggggi en medio de culti

Vo (Fig. 12). Otros mecanismos de toxicidad, sin embargo, no pueden

excluirse. Uno de esos posibles mecanismos consiste en la unión del
radical libre nitroaromático o de metabolitos relacionados a las

macromoléculas celulares

El esquema de la Fig. 40 que detalla el posible mecanismo de

acción tripanocida del nifurtimox podria aplicarse también para



95

explicar los efectos ztdxicos colaterales de esta droga en el

huésped, ya que se detectó: alla formación del radical aniónico

derivado CFigs.l3-lS,l7-18 I en microsomas de higado y en homogena

dos de otros órganos blanco de su toxicidad; b) un incremento de

la utilización microsomal de 02 (Figs. 19 y 20, Tablas 7-9); C)

un estimulo de la generación de o; por microsomas de diferenres
tejidos (Figs.21 y 22, Tablas 8,9 y lZIy dl un estimulo de la vg

locidad de formación de H202 por microsomas de higado (Tabla 8).
Ademásde estos efectos, el nifurtimox incrementó la velocidad de

peroxidación lipidica por los microsomashepáticos (Figs. 23 y 24,
Tabla 13).

Los efectos de los inhibidores de las Tablas 6 y 9 indican que

la reducción inicial de la droga es catalizada por la NADPHcito­

cromo P-450 (c) reductasa, siendo capaz el radical formado de reaccig

nar con oxigeno molecular para_generar anión superóxido. La dismu

tación del o; da origen a1 H202y la reacción de Haber-Weiss que

sigue (dependiente de iones Fe3+1 da origen al radical OH' y posible

mente al l02 que pueden causar: peroxidación lipidica, daño a los

ácidos nucleicos y daño bfliogico. Parte de 1a oxidación de NADPHy

del consumo de 02 observados en 1a Tañla 8 pueden deberse a la

reacción del o; y del OH“con el NADPH,como también ha sido sugerí

do para otros nitrofuranos (Biaglow y col. 1977). Los resultados de

1a Tabla ll están de acuerdo con esta hipótesis. El efecto de inhibi

dores especificos del citocromo P-450 (metopirona y SKF-SZS-A)sobre

la oxidación de NADPH,el consumo de 02 y la formación de o; (Tabla 9]
y de estos inhibidores (C0, metopirona) sobre la formación del radica]



96

aniónico del nifurtimox (Tabla 6) indican que el citocromo P-450

puede estar involucrado en 1a conversión del radical aniónico ni

tro en otro producto de reducción del nifurtimox. Estas reacciones

podrían explicar la falta de estequiometría entre el consumode

02, la formación de 02 y ¡{202 y la oxidación de NADPHpor micro­

somas en presencia de nifurtimox (Tabla 8).

Los microsomas de cerebro, testículos y riñón de rata muestran

una producción incrementada de 03 cuando se los incuba con nifurti
moxy los.homogenados de cerebro y testículos también son capaces

de generar el radical aniónico del nifurtimox (Figs. 17 y 18).

Aunque estas actividades no son tan altas como las de microsomas

de hígado podrían ser las responsables de las lesiones producidas

en esos tejidos por la acción tóxica del nifurtimox (Hoffman,1972).

Los mecanismos de detoxificación del HZO2en cerebro y testículos
no son claros. Las enzimas protectoras comola glutatión peroxida­

sa y la catalasa, que actúan en otros tejidos para destruir al H202
(Introducción) parecen estar en muybaja actividad o ausentes en

cerebro(cóhen y Hochstein, 1973) y testículos (Buhrley y Ellis,1973).

El tejido cerebral es muysensible a la inhibición de la glucólisis

cuando se añaden agentes generadores de ¡{202como los 976 p-hidroxi
fenoles (Hochstein y Cohen, 1960, Cohen y Hochstein, 1963). Esta sen

sibilidad puede contribuir a la susceptibilidad del cerebro a los
efectos citotóxicos del nifurtimox. Por otra parte la peroxidación

lipídica iniciada por los radicales libres generados a través del

ciclo redox del nifurtimox pueden constituir un importante mecanig

mopara explicar el daño del cerebro y otros tejidos. Asimismolas
L

alteraciones ultraestructurales observadas en testículo de rata
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luego de inocular nifurtimox son similares a las producidas por

radiaciones ionizantes (Hugony Borgers, 1966) que generan radi­

cal OH'. Los daños ultraestructurales observados pueden interprg
tarse comoresultado de una alteración inmediata de las células

de Sertoli que a su vez produce un defecto en las células germi

nales (compartimiento apical), especialmente las más activas

los espermatocitos primarios, que degeneran en su totalidad con

los tratamientos prolongados. Comoalteración secundaria y debi

do al aumentode la fagocitosis por las células de Sertoli, se

observa, luego de tratamientos prolongados, un aumento de liso­
somassecundarios (cuerpos multivesiculares), inclusiones lipI­
dicas y otros derivados de la actividad fagocitica.

La reducción enzimática del grupo nitro es requerida para la

acción bactericida de los nitrofuranos. La reducción del grupo

nitro es necesaria para el efecto mutagénico en bacterias y para

la rotura del ADNbacteriano o de mamífero, asi comopara la unión

covalente de los intermediarios de la reducción de los nitrofu­

ranos a las proteinas y al DNA.El o los intermediarios responsg

bles por estos fenómenos son todavia desconocidos y deben tener

un estado de oxidación entre el radical nitro y la amina

(Peterson y col. 1979). La mayoria de los autores creen que la

hidroxilamina, que es el producto de reducción por cuatro elec­

trones, es el metabolito reactivo responsable de los efectos

biológicos de los nitrocompuestos (Peterson y col. 1979). Ya

que la nitrorreducción del nifurtimox procede a través de un

radical libre aniónico, se plantea el interrogante sobre si los
equivalentes de reducción requeridos para la formación de la
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Kidroxilamina y la amina derivan a través de la nitrorreductasa'

del NADPH,o, comoha sido sugerido por estudios electroquimicos

(Peterson y col. 1979) del propio radical libre.

El decaimiento de segundo orden del radical implica que es

el propio radical el que provee el segundo electrón necesario pg

ra la formación del nitrosoderivado. Los nitrosocompuestos son

conocidos comomuy reactivos y susceptibles de reducción enzimá­

tica o no enzimática por NADPH(Guillette, 1971). Este interme­

diario también puede ser reducido por el radical aniónico nitro­
aromático (Kastening, 1964). Por lo tanto, el radical aniónico

podria proveer todos los equivalentes de reducción necesarios pa

ra formar la amina derivada. Sin embargo, los resultados de la

Tabla 9 indican que probablemente el citocromo P-450 puede inter
venir transportando electrones del NADPHal nitrosoderivado para

formar la hidroxilamina. En este sentido, es apropiado destacar

que el citocromo P-450 es esencial al menos en el último paso de

la reducción del nitrobenceno a anilina, la reducción de la

fenilhidroxilamina (Harada y Omura, 1980).

Mecanismode desintoxicación hepática del nifurtimox

Los cambios en el nivel del glutatión oxidado (GSSG)en la

bilis pueden deberse a múltiples factores que determinan ya sea

su sintesis o su degradación. Dos factores influencian su sintg
sis: a) la actividad de la GSHperoxidasa, la enzima limitante en

1a sintesis de GSSGy b) la disponibilidad del sustrato para la

glutatión peroxidasa, es decir, hidroperóxidos lipidicos y peró­
xido de hidrógeno. Nuestros estudios demostraron la ausencia de



99

modificaciones de la actividad de la GSHperoxidasa en las ratas
tratadas con nifurtimox. Sin embargo, el nifurtimox indujo la

generación de H202y la peroxidación lipidica ¿a vitro por micro
somas de higado de rata (Tabla e, Figs. 23 y 24). Aunque los conjg

gados dieno no fueron elevados ig vive luego del tratamiento de las
ratas con nifurtimox este resultado podria indicar solamente un

eficiente mecanismode metabolización de hidroperóxidos.

En la degradación de GSSGson importantes dos factores: a) la

actividad de la GSSGreductasay b) la disponibilidad de la coenzi­

ma de 1a GSSG_reductasa, el NADPH.El nifurtimox estimuló la oxida

ción de NADPHpor microsomas de higado de rata (Tablas 8 y 9),es

decir el consumode coenzima, y-por otro lado inhibió la actividad

¿a vitro de la glutatión reductasa de higado de rata (Fig. 30). Aun

que En vigo esta actividad enzimática no fue afectada, esto puede
atribuirse a una inhibición reversible de la enzima comoha sido

demostrado en el caso de otros nitrofuranos (Buzard y col. 1960).

Por lo tanto, el aumento de la liberación de GSSGno puede

ser solamente el resultado de un incremento de la peroxidación lipg

dica y parece más probable que sea causado por una combinación de

factores múltiples que revelan el stress oxidativo de las células.

En este contexto, vale la pena mencionar que un incremento en la li

beración de GSSGha sido observado durante las transiciones oxidati

vas asociadas a la oxidación de drogas y durante el metabolismo de

hidroperóxidos endógenos y exógenos (Sies y Summer, 1975; Sies y

col. 1978; Oshino y Chance, 1977).

Se ha demostrado la conversión enzimática de varios nitrofura
nos en conjugados del glutatión con liberación de nitritos (Boyland
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Q Speyer, 1970). Esta reacción lleva a la pérdida de la toxiciJ

dad de los nitrofuranos ya que ésta es marcadamente dependiente

de la presencia de grupos nitro. Por lo tanto, la liberación de

GSHdel higado inducida por el nifurtimox podria explicarse por

la formación de un conjugado del mismo. Sin embargo, otros meca

nismos de deplección del GSHhepático no pueden excluirse. Es

posible que debido a su capacidad secuestrante de radicales, el

GSHreaccione con los radicales generados por el nifurtimoxKFig.22)

Los radicales combinadoscon el glutatión que resultarIan podrian,

por un 1ado,llevar a alteraciones funcionales de las proteinas cg

lulares y de membranay,por el otro, a una pérdida de GSHhepáti­

co, ya que este escaparia a la determinación por el método que

utilizamos. Otra posibilidad es que el nifurtimox impida la sintg

sis gg 2922 del GSH.

Los estudios espectrofotométricos de las bilis de las ratas
tratadas con nifurtimox, dieron indicaciones de diferentes máximos

de absorción a 295 nm y 415 nm. Una absorbancia similar a 415 nm

ha sido observada en higados aislados luego de ser perfundidos con

nitrofurantoina y se ha sugerido que posiblemente fuera debida a

un metabolito polar de ese nitrofurano (Jonen y Kaufman, 1980). En

estudios anteriores se habia demostrado la existencia de una via

de metabolización de los nitrofuranos que lleva a la formación de

metabolitos polares amarillos que absorben cerca de 415 nmy que
se detectan en la orina de animales tratados con esos nitrofuranos

(Olivard y col. 1962; Paul y col. 1960). Posteriormente, esos me­
tabolitos fueron identificados en la orina de ratas tratadas con

nitrofurantoina comomezclas tautoméricas de 4-hidroxi-5-nitrofurang
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carboxaldehido y sus correspondientes formas¿gi-nitro, indicati
vas de la hidroxilación metabólica del anillo furano (Olivard y

col. 1976).

Aunquela naturaleza quimica de estos metabolitos del nifurti
moxencontrados en la bilis no se ha identificado, parece posible

que puedan ser 4-hidroxiderivados de la droga.

Mecanismode toxicidad del benznidazol en el T. cruzi y en el huésped

El benznidazol es reducido por los microsomas de higado de ra

ta a un radical aniónico nitroaromatico. La reoxidación de este radi

cal se acompañade la formación de radicales derivados de la reducción

parcial del oxigeno. Se encontró que el benznidazol: a) indujo un au­

mento del consumo de oxigeno microsomal (Fig. 34 y Tabla 16); b) esti

muló la velocidad de generación de o; (Figs. 35 y 36 y Tabla 16) y c)

incrementó la velocidad de formación de ¡{202 (Figs; 37 y 3B). Ademas
de estos efectos, se obtuvieron evidencias de 1a formación del radical

aniónico por espectrometria de resonancia paramagnética electrónica

(Fig. 33). Los efectos de los inhibidores de la Tabla 16 indican que

la reducción inicial de la droga es iniciada por la NADPHcitocromo

P-450 (c) reductasa, siendo la droga capaz de reaccionar con oxigeno

molecular para generar anión superóxido, cuya dismutación determina

la formación de HZOZ.El efecto de los inhibidores e8pecificos del

citocromo P-450 (metopirona y SKF-SZS-A) sobre el consumo de 02 y la

generación de o; (Tabla 16) estimulados por el benznidazol, indica
que el citocromo P-450 no esta involucrado en la reducción del benzni
dazol.
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La reacción del benznidazol con el oxigeno bloquea la redg

cción posterior del grupo nitro y de esa forma inhibe la forma­

ción de intermediarios presumiblemente responsables de la unión

al ADNcomoha sido descripto para otros nitroimidazoles (La Russo

y col., 1977). Se cree que esta interacción con el ADNpuede ser

responsable de la toxicidad del benznidazol en el 2; gggg¿(Polak
y Richle, 1978).

La toxicidad selectiva del benznidazol contra el 2¿ 9533i
(Polak y Richle, 1978) puede explicarse a través de la reacción

de detoxificación entre el oxigeno y el radical aniónico. Ya que

la reducción a través de la cesión de un electrón ocurre solamen

te en los tejidos de mamífero , el oxigeno oxida al radical trans

formándolo nuevamente en la droga original antes de que ocurra

alguna interacción entre el radical libre y las macromoléculasy

antes de que ocurra la reducción de ese radical con la formación

de derivados nitroso e hidroxilamina, los que son aparentemente

responsables de los efectos mutagénicos(Rosenkranz y Speck, 1976)

de la rotura del ADN(Olive y Mc Calla, 1977) y de la alquilación

de proteinas (McCalla y col., 1971). Esta deducción esta apoyada

por la falta de toxicidad de esta droga en el hombre. Estas eviden

cias también indican que la cantidad de anión superóxido y peróxi­

do de hidrógeno generados ¿a vivo por esta droga, no es citotóxi
ca y no debe sobrepasar los niveles basales. Finalmente la reacción

entre el radical y eloxigeno podria explicar la falta de actividad

carcinogénica del benznidazol, ya que el 02 inhibe completamente su
reducción al contrario de lo que ocurre con el potente carcinógeno

4-nitroquinolina N-oxido, cuya reducción es, en parte, insensible
al oxigeno (Kato y col. 1970).
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CONCLUSIONES FINALES

A pesar de que la Enfermedad de Chagas, causada por el 251­

panosoma 2525i, es un importante problema de Salud Pública para

muchos paises Latinoamericanos no se ha conseguido hasta el momen

to el diseño de un adecuado agente terapéutico.

Un intento racional para el diseño y selección de agentes

terapéuticos es el que se basa en la detección de mecanismosbig

lógicos o moleculares en el parásito que puedan ser afectados por

drogas que a la vez resulten inocuas para el huésped. En teoria,

cualquier reacción metabólica importante para el parásito puede

ser considerada un adecuado blanco para los agentes quimioterápi
cos.

Desde hace varios años se han estado estudiando diferentes

vias metabólicas en el 2; 2535; con el objeto de encontrar diferen
cias que puedan llegar a ser importantes para el diseño de nuevos

agentes tripanocidas. La principal diferencia bioquímica que se

ha encontrado hasta el presente es el bajo desarrollo de los meca
nismos protectores del parásito contra los productos derivados de

la reducción parcial del oxigeno.
La ausencia de mecanismoseficientes de defensa contra la

acción deletérea de los productos de la reducción parcial del ox;
geno puede tener una importancia fundamental para el desarrollo

de quimioterápicos que_presenten toxicidad selectiva. Unavance

importante en este sentido esta representado por las investiga­

ciones que realizamos sobre el mecanismode acción de nitrofura
nos y nitroimidazoles.
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El nifurtimox, un derivado nitrofurano, es una de las dro­

gas más efectivas utilizadas en el tratamiento de la enfermedad

de Chagas. Concentraciones farmacológicas de nifurtimox son capa

ces de producir una estimulación máximade la producción de o;

por fracciones mitocondriales y microsomalesde 2; 2523i e iniciar

la difusión de HZO2fuera de las células (Figs. 9-11). El primer
paso en la reducción enzimática del nifurtimox consiste en 1a

transferencia de un solo electrón con generación del radical anig
nico del mismo (Figs. 3-7). Este radical aniónico reacciona con el

oxigeno regenerando el nifurtimox y generando o; que dismuta

T +
NAD(P)H ArN02 o2 2 H daño al ADN

_ Fe3+ l _

NAD(P) ArNOí o2 11202 mi + OH + o2peroxidación lipidica

a H202. Su reacción con o; catalizada por Fe3+ lleva a la genera

ción de radical oxhidrilo (OH') capaz de iniciar procesos de pe­
roxidación lipidica y daño a los ácidos nucleicos. Este mecanis­

moaparentemente es efectivo en todos los estadios celulares de

2; 9533; (Figs. 3-11) y puede ser responsable de los efectos tóxi

cos colaterales del nifurtimox en los tejidos del huésped parcial
mente deficientes en mecanismosprotectores contra los derivados

de la reducción parcial del oxigeno comoel cerebro y los testi­

culos (Figs. 17,18 y 25, Tabla 12) y constituye justamente una de

las limitaciones para el uso de esta droga en Medicina. En el h;
gado la reducción de esta droga es iniciada por la NADPHcitocromo

P-450 (c) reductasa, interviniendo también el citocromo P-450
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en su desintoxicación. A pesar de 1a efectiva generación de deri

vados de la reducción parcial del oxigeno por los microsomas de

higado (Figs. 21,22; Tablas B y 9) y de la peroxidación lipidica

que ocurre ig gitrg (Figs. 23 y 24, Tabla 13) los eficientes meca

nismos de desintoxicación del higado de los productos derivados

de la reducción parcial del oxigeno (Figs. 26-30) llevan a no

provocar daños in giga (Tabla 15).
El benznidazol, un nitroimidazol también efectivo contra la

enfermedad de Chagas,tuvo un mecanismo similar de generación de

derivados de la reducción parcial del oxigeno en microsomas de

higado de rata (Figs. 36-38, Tabla 16). Sin embargo,las concentrg

ciones utilizadas fueron un orden de magnitud superiores a las

utilizadas en el caso del nifurtimox, por lo que la reacción del

radical aniónico derivado del benznidazol con el oxigeno probablg

mente constituyó un mecanismode desintoxicación evitando la for

mación de derivados de la reducción de la droga potencialmente

tóxicos (nitrosoderivado , hidroxilamina) Estas reacciones no ocg

rrieron en el 2¿ 2523i (Figs. 33, 36 y 3B) lo que explicaría la

toxicidad de la mismasobre el parásito, ya que en él podrian

generarse otros productos de reducción de la droga que no apare­

cen en los tejidos del huésped debido a la mencionada reacción de
desintoxicación.
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