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INTRODUCCION

La Enfermedad de Chagas

La Enfermedad de Chagas afecta a los habitantes de précti
camente todos los palses 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 poblacién, lo que significa que al me

nos, 7 millones de personas estédn infectadas con el Trypanosoma

cruzi (World Health Organization, 1960). Se han encontrado a
los vectores en grandes dreas de la regifn neotropical desde el
paralelo 43 Norte hasta el 49 Sur. Se han detectado tripanoso--
mas del tipo T. cruzi en m&s de 100 especies de animales salva-
jes, pertenecientes a diferentes 6rdenes, en regiones endémicas
y en &reas aparentemente libres de Enfermedad de Chagas humana.
Alrededor de 35 millones de habitantes esté&n probablemente ex--
puestos a los riesgos de infeccibén en todas las &reas endémicas
Aunque no existen datos completos sobre su morbilidad y

mortalidad, el impacto causado por la Enfermedad de Chagas pue-
de ponerse en evidencia por su alta prevalencia en ireas rura--
les, la incapacidad ffsica causada por sus formas clfnicas car-
dfacas que afectan especialmente a gente j6ven en la segunda mi
tad de la vida, la ocurrencia de una relativamente alta propor-
ci6n de muertes sGbitas, el costo de hospitalizacién y el dafio
psicol6gico provocado por esta enfermedad potencialmente peli--

grosa en un gran nGmero de pacientes asintom&ticos.



El control de la Enfermedad de Chagas puede llevarse a ca
bo a través del mejoramiento de las viviendas (dependiente de
factores econémicos y sociales usualmente lentos) y la aplica--
cibén de insecticidas de accién 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 t6xica capaz de ser utilizada en casos indivi
duales asf como para prevenir la transmisién de la Enfermedad
de Chagas es afin un suefio vago. Existe por lo tanto una gran ne

cesidad de nuevos compuestos activos contra el Trypanosoma cru-

zi.

Ciclo biocl6gico del Trypanosoma cruzi

El T. cruzi es transmitido usualmente por insectos hematé
fagos (Hemiptera, Reduvidae) que durante o después de la inges-
ta de sangre eliminan heces conteniendo tripomastigotes metaci-
clicos infectantes. Estas formas metaciclicas 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 multiplicacién dis
contfnua: los par&sitos luego de penetrar a una gran variedad
de células, se transforman en la forma amastigote que se multi-
plica por fisifén binaria y luego de 4 & 5 dfas se diferencian
en trjipomastigotes. Estos flagelados recientemente formados son
liberados de las células parasitadas hacia la sangre y luego de
circular por un cierto perfodo de tiempo sin multiplicarse pene

tran a diferentes células del huésped para llevar a cabo un nue



vo ciclo tisular. La fase aguda caracterizada por la presencia
de un gran n@mero de par&sitos en los estadfos tisular y sanguf
neo es seguida comfnmente por una fase cr6nica con una parasite
mia subpatente, escasasformas tisulares y un balance equilibra-
do entre huésped y par8sito. La cura esponténea no ha sido re--
portada hasta ahora. Los vectores se infectan al ingerir las
formas sangufneas que evolucionan a través de su tracto digestl
vo. En el intestino medio se encuentran numerosos epimastigotes
en divisién. La mayorfa de las formas metacfclicas infectantes
se forman aparentemente en el recto donde se tienden a acumular
hasta su eliminacién 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 diferenciacién de los e-
pimastigotes en las formas tripomastigotes metaciclicas infec--
tantes ocurre durante la fase estacionaria de los cultivos. S6lo
las formas metaciclicas son infeceantes para el huésped verte--
brado y su infectividad parece depender de la cepa, el n@imero
de tripomastigotes inoculados y el tiempo de cultivo en un me--

dio artificial (Chiari, 1971).

El enfoque racional de la quimioterapia

Hace mds de 70 anos, Paul Erlich estableci8 que la finalli
dad de una quimoterapia especifica es la utilizacién de drogas

que exterminen al organismo invasor sin perjudicar al huésped.



(Himmelweit, 1960) . Ocasionalmente esta finalidad ha sido conse
guida como resultado del ensayo empirico de drogas seleccionadas.
En su mayor parte los compuestos md&s itiles fueron encontrados
sin reparar en el rol de las estructuras afectadas por esos a--
gentes inhibidores especfficos. Esos estudios fueron desarrolla
dos mucho después en el curso de investigaciones sobre el meca-
nismo de accién de estos antibibticos o sustancias sintéticas.
El conocimiento ganado a través de tales estudios se encuentra
ahora entre los més importantes que nos han permitido caracteri
zar las diferencias bioquimicas entre las distintas especiles.
Estas diferencias bioqufmicas, gque constituyen la base de la
biogquimica comparada, son de dos clases. Una se relaciona con
la diversidad de sistemas metab8licos en diferentes organismos
Y puede ser ejemplificada por diferencias en la biosiIntesis de
metabolitos esenciales o en otros caminos metab&licos. La segun
da se relaciona con los nuevos conocimientos de la biologfa mo-
lecular que afirman que las diferencias en la composicién y se-
cuencia de los &cidos nucleicos entre los organismos determina
diferencias en las estructuras de pr&cticamente todas las pro--
tefnas, y enzimas de los parisitos y sus huéspedes. El primer
tipo de diferencia puede aportarnos informacién sobre lo esen--
cial de un sistema metab6lico para la multiplicacién y supervi-
vencia de tanto el pardsito como el huésped. Para que ese siste
ma esencial pueda ser explotado debemos definirlo y preparar un
reactivo selectivo en una forma que pueda penetrar e inhibir 1la

reaccién esencial especfficamente en el huésped infectado (Co--



hen, 1977).

En 1904, Erlich us® el azul tripdn para curar ratones in-
fectados por ciertos tripanosomas (Himmelweit, 1960). Sus obser
vaciones lo convencieron de las posibilidades de una "chemothe-
rapia specifica", una conviccién que inicié una larga bGisqueda
gue llev6 al descubrimiento de la arsfenamina o Salvarsén, dro
ga clfinicamente Gtil (Albert, 1973). Muchos anos después, en la
década del 30, el descubrimento de que el prontosil y la sulfa
nilamida derivada eran efectivos en la terapéutica de muchas in
fecciones bacterianas apoyaron la hip6tesis de Erlich.

Sin embargo, la demostracién de gue en las bactefias las
sulfodrogas afectaban la incorporacién del &cido para-aminobenzoi
co necesario para la formacién del &cido f6lico, que los tejidos
animales requerfan ya formado, sugirié una vez mds que las bacte
rias y el hombre no poseen grandes diferencias. Las diferencias
parecieron minimas: el hombre habfa perdido los primeros pasos en
la biosintesis de los folatos y muchas bacterias patfgenas carecfan
del transportador para los folatos presentes en los tejidos ani-
males. Asf, una quimioterapia especffica no necesitaba de las
llamadas grandes diferencias bioquimicas evolutivas. Aunque la
incapacidad de las bacterias patfgenas para usar acido f6lico
constitufa un serio inconveniente para la bacteria, la mayoria
de los biogqufmicos no lo consider8 como una gran diferencia
evolutiva. Sin embargo, las diferencias menores en el meta-
bolismo del &cido f6lico en muchos organismos fueron explota-

das y llevaron a la preparacién de numerosas sustanclas que



casl especificamente inhibfan 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 disefio de agentes terapfuticos
no fue seriamente cuestionado hasta el descubrimiento de los an-
tibi6ticos. La existencia de los antibifticos y el esclarecimien
to de su mecanismo de accibén en numerosos casos, por ejemplo la
penicilina y el cloranfenicol, dividié el mundo biolégico en or-
ganismos procariotes y eucariotes (Stanier y col. 1970). La ac--
cién terapéutica especifica de la penicilina radicaba en la inhi
bicién de una enzima esencial para la sintesis de los peptidogli
canos de las bacterias (procariotes), estructuras para las cua--
les no existfan homélogas, es decir contraparte estructural des-
cendientes de formas ancestrales comunes, en los eucariotes. La
sensibilidad especffica de los ribosomas bacterianos al cloranfe
nicol y muchos otros antibiéticos llev6 a creer que existen gran
des diferencias bioquimicas cualitativas entre los procariotes
pat6égenos y sus huéspedes eucariotes. Las células eucariotes po-
seen estructuras asociadas a su membrana y ribosomas citoplasmé-
ticos que son andlogos a estas estructuras de las bacterias. Sin
embargo, estas estructuras de los eucariotes parecen haber evolu
cionado independientemente de las estructuras de los procariotes.

Aunque sabemos que existen sustancias especfficas de los

procariotes y caminos biosintéticos especificos caracteristicos



de ciertas células eucariotes, muy poco se ha hecho para explo-
tar estas diferencias conocidas de modo sistem&tico. Las razo--
nes mé&s obvias de esta deficiencia son el contfnuo &xito tera--
péutico del viejo método de obtencién de drogas por métodos em-
piricos y sus mejoras. Han sido encontradas importantes sustan-
cias antibacterianas y se han hecho modificaciones de los anti-
bi6ticos existentes por sintesis creativa para incrementar su
estabilidad, distribucién y espectro antibacteriano. Como los
compuestos obtenidos de esta forma pueden controlar la mayor
parte de las infecciones bacterianas en el mundo desarrollado,
no se han iniciado nuevas formas de bdisqueda de drogas.

En contraste con el éxito obtenido para la mayorfa de las
infecciones bacterianas, intentos similares para buscar compues
tos sintéticos y productos naturales con actividad especifica
contra protozoarios par&sitos no han llevado a la obtencién de
un nGmero significativo de compuestos clinicamente Gtiles.

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 Trypanosoma cruzi, poco se ha hecho para

ldentificar reacciones metab&licas especificas y aprovecharlas
con finalidad terapéutica y la causa de esta deficiencia ha si-
do la aplicacién del método empirico para la obtencifn de dro--
gas.

La obtencién de farmacos utilizables en medicina humana

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



caracterizacifén de su accién in vitro; b) la demostracibén de su
accién in vivo, en el huésped infectado; c) ensayos de toxici--
dad aguda y crbnica, metabolismo y farmacocinética y d) aplica-
cibén de la tecnologfa farmacéutica para su produccién en escala
industrial. La investigacién b&sica tiene un papel muy importan
te en la primera etapa del proceso pues aporta la informacién

inicial que permite el desarrollo de las etapas subsiguientes.

Describiremos a continuacién las diferencias metabSlicas mds im
portantes que se han encontrado entre el T. cruzi y su huésped
mamffero que han permitido por una parte, concebir un interesan
te modelo quimioteripico, y por la otra, explicar la accién de
nitrofuranos sobre el T. cruzi entre los cuales se encuentra el
nifurtimox, el f&rmaco m&s frecuentemente empleado para tratar

los chag4sicos.

Toxicidad de los productos de la reduccibn parcial del O,.

A pesar de estar presentes en concentraciones muy bajas,
el anién superfxido (0;) Yy el per6xido de hidr&geno (H202) son
metabolitos intracelulares normales.

Varias enzimas citoplasm&ticas del tipo de las flavopro--
tefnas, tales como la xantino oxidasa y la aldehfdo oxidasa,
producen 05 (Fridovich, 1974). Las mitocondrias parecen consti-
tuir el principal sitio celular de produccibén de O;. En hfgado
de rata, hay una formacién de cerca de 24 nmol Oz/min/g, lo que

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



La enzima super6xido dismutasa (SOD) mitocondrial mantiene una

baja concentracién de o2 en estado de equilibrio, cuya concen-

12

tracién fue calculada en 8x10 M en el espacio de la matriz

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

12

citoplasmitica de O en estado estaciomario es de 66x10 M

2
(Tyler, 1975). Datos recientes de literatura indican que el re

tfculo endopl&smico celular puede producir cantidades conside-
2
Sliger y col., 1974, Bartoli y col., 1976).

rables de O, en condiciones fisiol6gicas (Mishine y col., 1976,

En cuanto al Hzoz, se sabe que una serie de organelas y
enzimas son fuentes de esta sustancia y que la velocidad de
formacién de H202 en estos sistemas depende de la ‘provisién de
sustratos y de 0,. Estudios efectuados en hfgado de rata per--
fundido han demostrado que la formacién mitocondrial de per6xi
do de hidr6geno constituye un evento fisiol6gico en condicio--
nes aerSbicas (Oshino y col., 1973). Estudios realizados con
mitocondrias aisladas de diferentes orfigenes han demostrado que
en todos los casos estas organelas son un sistema generador de
H202. Estas determinaciones han sido realizadas con corazén de
paloma (Boveris y Chance, 1973), rata y vaca (Loschen y col.,

1974) hfgado (Boveris y col., 1972) y rifion de rata, pulmén de

paloma, mGsculo de Ascaris sp., Saccharomyces cerevisiae (Chan

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

Se determiné que el ani6én super6xido es un precursor estequio-
métrico del per6xido de hidr8geno mitocondrial y microsomal

(Loschen y col., 1974).
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Los datos obtenidos con las fracciones aisladas de higado
de rata indican que las mitocondrias, los microsomas, los pero-
xisomas y las enzimas solubles son responsables por la formacién
del 14%, 47%, 34% y 5% respectivamente del Hzo2 citoplasmdtico,
en presencia de sustratos adecuados (Boveris y Chance, 1973).
Considerando la velocidad de produccién de H202 en el hfgado de
rata perfundido (Oshino y col. 1973, Oshino y col., 1975a), ¥y
en este mismo 6rgano in situ (Oshino y col., 1975b) y la canti-
dad de catalasa de hfgado de rata (Oshino y col. 1975a), la con
centracién de H202 en estado de equilibrio puede ser estimada

8 M (Oshino y col., 1973).

en cerca de 10
La Fig. 1 esquematiza el metabolismo del per&xido de hi--
dr6geno. El anién super6xido es generado por las mitocondrias
presentes en toda cé€lula aer6bica y por algunas enzimas espe
cializadas presentes en determinados tejidos diferenciados, co-
mo por ejemplo, la xantino oxidasa de hfgado y la ferredoxina
de las adrenales. La super8xido dismutasa (SOD) presente en las
mitocondrias y en el citosol (Fridovich, 1974) asegura la dismu
tacién del radical O, en H 0, v oxfgeno de acuerdo con la reac-

2 2
cibén de Mc Cord y Fridovich (1969):

+ 07 +2H — L HO. + O

© 2 292 » (1]

2
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MITOCONDRIA O2
xantinooxidasa
ferredoxinas .
otc. 02
r

SOD OH'+ OH™+02
H202

GSH / \ AH2

/G P Cat P"\
GSSG +H20 } A+H20
HoO +02

Fig. 1. Metabolismo celular del aniBn superbxido y del Hjy0;.
El H.,O., es normalmente degradado por la catalasa, presen-

272

te en los peroxisomas de hfgado, corazén y rifion. En otros teji
dos desprovistos de actividad cataldsica, el H202 difunde a tra
vé€s de la corriente sangufnea hasta la catalasa de los eritroci
tos, siendo éste el principal mecanismo de eliminacién del Hzoz.
En algunos tipos celulares especializados existen peroxidasas
como la glutatibén peroxidasa (GP) de hfgado o la citocromo ¢ pe
roxidasa de levadura, o la peroxidasa de ribano, que conducen a
la eliminacién del HZOZ acoplada a la oxidacién de ciertas sus-
tancias (AHZ en general) como el glutation (GSH), el citocromo

¢ reducido y fenolaminas aromdticas. Esta combinacifén de enzi--

mas constituye en parte una defensa normal de los organismos
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vivos contra la acumulacién de H,0, ¥ 0;, los cuales pueden in--
teractuar entre sf, de acuerdo con la reaccifén de Haber-Weiss

(1934):

3+
0 Fe ~OH' + OH™ + 0, [2]

0 292

+ H

2

Esta reaccién, que actualmente se piensa que es cataliza-
da por Fe3+ (Mc Cord y Day, 1978), produce radical hidroxilo
(OH*) muy tbxico y principal responsable del dafio biol6gico cau
sado por las radiaciones ionizantes (Fridovich, 1974). Estos
tres productos de la reduccién parcial del oxfgeno son téxicos.
El H,0, es capaz de actuar como oxidante y como reductor de he-
moprotefnas y de moléculas conteniendo grupos tioles. El 0; es
también reductor y oxidante (por ejemplo, reduce al citocromo c
y oxida la adrenalina) participando en reacciones que llevan a
la peroxidacién de lipidos (Fong y col., 1973). El radical hi--
droxilo reacciona indiscriminadamente con cualquier tipo de mo-
lécula atacando grupos metilénicos (-CH, de &cidos gra--
sos o de &cidos nucleicos), con formacién de grupos -CHOH y H+
y originando reacciones en cadena. Ciertos antioxidantes biolé-
gicos, como las vitaminas A y E, podrfan actuar removiendo radi
cales libres y Sioqueando estas reacciones en cadena.

La velocidad de la reaccifn no enzimdtica de Haber-Weiss
(Reaccién [2]) en el citoplasma de hfgado de rata puede ser es-
timada conociendo las concentraciones en estado estacionario
de 0; y de H,0,. Asumiendo una constante de 1010 v 571 para

la reaccifén de segundo orden, se puede concluir que se forman
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cerca de 0.1 nmol OH' /min /g de hfgado (Boveris, 1977).

Se ha postulado (Kellog y Frodovich, 1975) que la reac-
cién de Haber-Weiss es también una fuente de oxfgeno singulete
(102) en lugar del oxiIgeno triplete normal:

~oH' 4+ on” + o, [3]

Este oxfgeno singulete podrfa formarse en medios biolégi
cos (Allen y col., 1974) siendo muy t6xico, m&s atn que el ra-
dical superéxido.

A pesar de que su mecanismo no est8 perfectamente aclara
do, existen evidencias de que tanto el l02 como el OH® pueden
actuar como iniciadores del proceso de peroxidacién lipida (Ke
llog y Fridovich, 1975, Fong y col., 1973). Considerando por
ejemplo al OH' como el iniciador de la cadena de reacciones, po

demos sugerir el siguiente mecanismo:

RH + OH' H,0, + R (4)
R® + O, : RO, [5)
RO, + BRH RO,H + R [e]

En la primera reaccién, el OH' abstrae un dtomo de hidré-
geno de un carbono metilénico. El1 radical formado incorpora 0,
y regenera el radical (reacciones [5) y [6] ) iniciando la cade
na de reacciones que lleva a una extensa formacién de per6xidos
lipfdicos.

A pesar de que faltan evidencias definitivas de la forma-
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cibn de cantidades significativas de per6xidos lipidicos en con-
diciones fisiol8gicas, datos recientes sobre la liberacibn de
'glutatién (GSSG) en hifgado perfundido, constituyen una importan
te contribucién al tema. E1 higado de rata perfundido libera
2-4 nmol GSSG/min/g de tejido (Sies y Summer, 1975). Consideran
do que la liberacifén de GSSG réfleje la actividad de la gluta--
ti6n peroxidasa (Sies y Summer, 1975), este valor corresponde--
rfa a 100 nmol de radicales per6xido (ROOH)/min/g de hfgado. A
parentemente, la cadena de formacién de radicales actfia como un
factor de amplificacién que lleva a la formacién de cerca de
1000 nmol ROOH por OH® (y/o 102) generado (Boveris, 1977).

La peroxidacién lipfdica es t6xica debido a las reaccio--
nes generadas por los radicales libres, principalmente radica--
les per6xido (ROOH) que son producidos.Dehido a sus electrones
no apareados, los radicales libres reaccionan muy enérgicamen-
te e inician substracciones de hidr8geno inespecificas y reac-
ciones qufmicas de adicién (Tappel, 1973). Las biomenbranas y
las organelas subcelulares son los sitios més susceptibles a
la peroxidacion lipfdica. De hecho, las membfanas mitocondria-
les y microsomales contienen cantidades relativamente grandes
de dcidos grasos poliinsaturados en sus fosfolfpidos. Pueden
existir &cidos grasos de 2, 4, 5 y 6 dobles ligaduras, para
las cuales las velocidades relativas de peroxidacién in vitro
son de 1, 4, 6 y 8 respectivamente (Tappel 1973). Por otro la
do, el dafio provocado por estas reacciones en cadena lleva a’

la formacién de uniones cruzadas de protefnas, conduciendo a
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una pérdida de actividad enzimftica y alteraciones estructurales
en las membranas celulares (Tappel, 1973).

Pequefias variaciones en el delicado equilibrio entre los
procesos de generacifén y eliminac;én de los productos de la re-
duccibn parcial del oxfgeno producen dramiticos resultados del
punto de vista biol6gico. Un aumento de la concentracién de oxI
geno a la que est&n expuestos fisiol6gicamente los organismos
vivos lleva a la puesta en evidencia de la toxicidad del mismo,
lo que es interpretado como un aumento de los productos de su

reduccibén parcial (Mc Cord y Fridovich 1969, Fong y col.,1973).

La generacifn de derivados de la reduccién parcial del oxfgeno

en el Trypanosoma cruzi.

La habilidad de los diferentes organismos para prevenir
la accibén letal de los derivados de la reduccibn parcial del O2
depende de su contenido en super6xido dismutasa (EC 1.15.1.1.),
catalasa (EC 1.11.1.6) y peroxidasas (EC 1.11.1.7). Una deficien
clia en estas enzimas puéden definir un blanco adecuado para el
disefio de drogas tripanocidas que actfien incrementando la produc

cién de esos agentes t&xicos.
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La forma de cultiyo (epimastigote) del T. cruzi incubada con
citocromo c peroxidasa (CCP} como indicador externo no muestra
difusién de nzoz fuera de las células (Fig. 2). En contraste con

este resultado negativo con los epimastigotes intactos, se puede

417 -402nm

| H;0,
0.254M ccp y |
l 2min
“Whdagstncruns —

3

AA=0.002

-— by or o G

0.2Mcce
30 4M NADH

304 M NADPH
. 02uM cee

Fig. 2. Generacibn de H20 por epimastigotes de T. cruzi. A: Homo
genado de epimastigotes (6.5 mg de proteina/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/ml) Donde se indica
se adicionaron CCP, Q.25 pM, NADPH & NADH. Otras condiciones como
en A. Los nlmeros adyacentes a los trazados indican la produccibn
de H,0, en pmol/min por 106 c€lulas (A) o en nmol/min por mg prote
ina fo y (C). Tomado de Boveris y Stoppani, 1977.
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demostrar la formacién de H,0, por una cantidad equivalente de
células rotas (Boveris y Stoppani, 1977, Fig. 2). Se puede calcu
lar una velocidad de produccién de 1.0 pmol H,0,/min por 108 célu
las. Esta velocidad se incrementa en presencia de NADPH o NADH

En la Tabla 1 se muestra la produccién de H202 por las

TABLA 1. GENERACION DE H 02 POR FRACCIONES DE T. cruzi

2

Fraccidn Sustrato Generacifn de H202
(Z de proteina (nmoles/min por mg de prot.)
del homogenado) Sin antimicine Con antimicina
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
Microsomal (7) NADH 1.18 -
NADPH 2.30 -
Sobrenadante (33) NADH 4,70 -
NADPH 6.00 -

Todas las muestres fueron incubadas en un medio conteniendo: KC1
130 mM, amortiguador fosfato 20 mM, pH 7.2, CCP 0.6 pM y 0.2-1.0
mg de protefna/ml. Donde se indica fueron aiiadidos 40 pM NADH (&
NADPH), 7 mM succinato y 1-2 pM antimicina. Tomado de Boveris

y Stoppani, 1977,
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fracciones subcelulares. Con la fraccifén mitocondrial es necesa
ria la adicién de NADH 6 NADPH para obtener cantidades medibles
de H,0,, siendo el NADH 3 véces mds efectivo que el NADPH. Ni el
succinato ni la antimicina estimulan la produccifén de H202 a pe-
sar de que los epimastigotes poseen una succinato deshidrogenasa
y una cadena respiratoria sensible a antimicina (Docampo y col.
1978¢).

Con la fraccifn microsomal se obtienen resultados simila--
res aunque la velocidad de produccién de H,0, es mis alta con
NADPH que con NADH. Los valores mis altos de produccifn de H,0,
son observados con el sobrenadante, siendo el NADPH el mds efec-
tivo dador de electrones. La alta velocidad de produccién de

Hzo2 con la fraccién soluble sugiere la presencia de flavoprotef

nas autooxidables del tipo de la flavodoxina en esta fraccifn
(Misra y Fridovich, 1972).

La velocidad de produccién de H,0, por los homogenados de
T. cruzi representa alrededor del 3% del consumo endfgeno de O2
de los epimastigotes. Este podrfa ser el valor minimo conside--
rando la disolucién de sustratos endfgenos y coenzimas presumi--
blemente involucrados en la generacién de Hzo2 bajo condiciones
fisiol6gicas. Por otra parte la respiracién insensible a cianuro
Y antimicina de los epimastigotes es de alrededor del 15-20% del
total del consumo de 0, de estas células (Stoppani y col., 1980)
un valor del cual se puede inferir que una gran parte de la res-
piracibén insensible a cianuro y antimicina se debe a la forma---

cién de H202. En este sentido vale la pena mencionar que Mesch-
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nick y col.,(1977) detectaron una concentracifén alta de H,0, en
otros tripanosomatideoq (T. brucei). La distribucién de protel-
nas en las fracciones subcelulares descriptas en la Tabla 1 asf
como los valores especificos para la generacifén del H,0, por
esas fracciones permiten calcular la contribucién relativa de
las fracciones a la generacién celular total de H202. Esta con-
tribucibn es: sobrenadante 63%, membranas mitocondriales'31% Y
retfculo endoplé&smico 6%. Se debe notar, sin embargo, que este
cflculo esta basado en la afirmacién de que bajo condiciones fi
siol6gicas los generadoresde}bozest&n completamente saturados
con sustratos.

La falta de liberacién de Hzo de células enteras a pesar

2
de su activa generacifn por los epimastigotes implica la opera-
cifn de un sistema detoxificante de H,0,. Sin embargo, en los
homogenados de epimastigotes no se detecta actividad de catala-
sa (Docampo y 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 peroxiddsica estd asociada con las fraccio--
nes que sedimentan a 480 g y 680 g, que incluyen microcuerpos.
La fraccifén soluble muestra una actividad especifica baja aun--
que significativa. En ausencia de ascorbato la velocidad de des

composicién de H,0, por las fracciones conteniendo microcuerpos

no es significativa (0-3% de la velocidad en presencia de ascorxr
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bato) .

La presencia de peroxidasa en los microcuerpos de los epi
mastigotes coincide con a) la preferente distribuci6n de activi
dad peroxidfsica en las fracciones de alta densidads b) el he--
cho de que las peroxidasas oxidan selectivamente dadores conte-
nfendo la estructura enediol y c) la demostracién citoquimica
por Kallinikova (1968) de peroxidasa (Docampo y col., 1976).

La ausencia aparente de catalasa en los microcuerpos de los epl
mastigotes coincide con observaciones negativas similares en
otros protozoarios. E1 T. brucei, por ejemplo, tampoco posee ca
talasa y posee en cambio una actividad peroxiddsica (Muller,

1965) .

TABLA 2. ENZIMAS METABROLIZADORAS DE HZOZ EN T. cruzi

Reacci8n Sustrato (pM) e inhibidor (mM) Actividad
enzimética (mU/lO8 células)
+
Peroxidasa H202(100); ascorbato (50) 7.5 - 1.2 (4P
igual + KCN (1) 5.0 (2)

igual + KCN (3) 3.0 (2)

igual + KCN (7) 1.0 (2)

H,0,(100); guayacol (30) 0 (4)

H,0,(100); pirogalol (50) 0 (4)
0

H,0,(100); citocromo c2+(50) (4)
Catalasa H202(1000) 0 (6)
Superdxido +
dismutasa 03 68 - 7 (4)
(soD)

Datos tomados de Boveris y col. 1980.

®NGmero de experimentos.
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Los resultados de la Tabla 2 muestran que utilizando dife
rentes dadores de electrones (pirogalol, guayacol y citocromo c
reducido) solo puede detectarse una actividad peroxid&sica a al
tas concentraciones de ascorbato. E1 KCN inhibe la actividad as
corbato peroxidasa pero a concentraciones relativamente altas
en comparacifn con peroxidasas tipicas. Esta ascorbato peroxida
sa es termoldbil ya que se obtiene una completa inactivacién a
100 °C durante 5 min y se pierde actividad luego de la didlisis
de los extractos de epimastigotes (Boveris y col., 1980).

Entre las peroxidasas, el rol de la glutatién peroxidasa
(E.C.1.11.1.9) ha sido recientemente reconocido ya que en célu-
las como los hepatocitos de rata, esta enzima es la principal
responsable de la descomposicién del H,0, generado en el cito--
sol y en la mitocondria (Chance y col., 1979).

La medida del glutatién total (Tietze, 1969) en diferen--
tes extractos de epimastigotes permite calcular un valor de 4.9
t 0.7 nmoles de GSH/lO8 epimastigotes. Este valor es de alrede-
dor de 1/10 del contenido de glutatién en células de hfgado de
rata (Burk y col., 1978) cuando se expresan los valores por g
de tejido h@medo (Boveris y col., 1980).

Como se ve en la Tabla 3 existe una actividad de gluta---
ti6n reductasa en los extractos libres de c&lulas. El contenido
de esta enzima en los espimatigotes es de alrededor de 1/30 del
de las células de hfgado de rata (Nishiki y col., 1976) calcula

do por g de tejido hfimedo (Boveris y col., 1980).
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TABLA 3, GLUTATION REDUCTASA, GLUTATION PEROXIDASA Y OTRAS
ACTIVIDADES ENZIMATICAS EN T. cruzi

Reaccibn enzimftica Oxidante Actigidad
(mU/10° cé&lulas)
Glutatibn reductasa GSSG 5.3 ¥ o.4 (8)
Glutati8n peroxidasa H,0, 0 (8)
hidroperBxido de 0.4 T 0.09 (22)
ter-butilo
hidroperfxido de 0.5 Yo.3 (6
cumeno
NADPH oxidasa 0, 3.8%5 (8)

Tomado de Boveris y col. 1980,

En la Tabla 3 se muestra que con H,0, no se puede demostrar
actividad de glutatién peroxidasa. Con hidroper6xido de ter-buti
lo el valor promedio de la actividad peroxidisica aparente es muy
bajo, alrededor de 1/2500 de la actividad en hepatocitos de rata
(Burk y col. 1978). Por otra parte la relacibén de la actividad en
presencia de hidroper6xido de ter-butilo con respecto a 1la activi
dad de glutatién reductasa en los extractos es 0.1 mientras que
la misma relacién en hepatocitos de rata es de 1.95 (Sies y col.
1979).

La superSxido dismutasa tiene un importante rol en la genera-

ci6n de H,0, (Reacc16n [1)) (Fridovich, 1974):

+

+ 02 + 2H H 0, + 0, (1]

2

ST |

Los homogenados de T. cruzi muestran un contenido de SOD de

1/20 del presente en los hepatocitos de rata (Tyler,1975,Tabla 3).
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Estas observaciones permiten afirmar que el Trypanosoma

cruzi es un organismo pobremente dotado para detoxificar Hzozya
que no posee actividad de catalasa ni de glutatibén peroxidasa
dependiente de H,0,. Con respecto a la débil actividad de gluta
ti6n peroxidasa medida con per&xidos orgdnicos, ésta puede re--
flejar una reaccifn relativamente no especffica como la que es
catalizada por la glutation S-transferasa B (Burk y col, 1978)
en la que la oxidacibén del glutatién reducido por hidroper6xi--
dos ocurre en &reas hidroffbicas de la protefna. Aparentemente,
la ascorbato peroxidasa es el finico mecanismo biogqufmico capaz
de metabolizar el Hzo2 del que dispone el T. cruzi. Sin embargo
la fnactividad observada con sustratos utilizados por peroxida-
sas tipicas como el pirogalol y el guayacol ponen en duda el sig
nificado fisiol6gico de la actividad ascorbato peroxidasa y lle
va a considerar la posibilidad de que la oxidacifén de ascorbato
pueda deberse a una actividad pseudo-enzimitica debida a la for
macién de un complejo de un metal unido laxamente a una protefna
de los epimastigotes. La inhibicién de la actividad ascorbato
peroxidasa por cianuro (Tabla 2) asf como la termolabilidad del
factor involucrado provee sustento experimental a esta hipSte--
sis.

Mc Cord y col., (1971) ha sefialado que los organismos aerfbicos
contienen tanto super6xido dismutasa como catalasa, los anaero-
bios aerotolerantes poseen una buena actividad de super6xido dis
mutasa y una baja actividad de catalasa y los organismos anaero
bios parecen ser deficientes en ambas enzimas. Considerando es-

ta clasificacifn podrfamos decir que los epimastigotes de T. cryzi
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'son particularmente yulnerablesa la accién thica del H,0,. La po
sibilidad de aprovechar este metabolismo anormal del H,O, por los
tripanosomas parfsitos a fin de obtener una aplicacién en la qui-
mioterapia constituye, por lo tanto, una importante y novedosa al

ternativa bioquimica.

Generacifén de radicales libres por naftoquinonas en el T. cruzi

Entre las sustancias que pueden participar en la generacibn
de derivados de la reduccifn parcial del 0,, algunos como los o-
Y p-quinoles son capaces de ser oxidados por el oxigeno molecular
con formacién de anién super6xido. A su vez la forma oxidada de
estos quinoles hidrosolubles (quinonas) interactuarfan 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 arom&-
ticos de tal forma que los dos grupos carbonilos pueden estar en
el mismo o en diferentes anillos. Compuestos de naturaleza quiné-
nica funcionan catalfiticamente en animales, plantas y microorga--
nismos., Estas sustancias se encuentran en las organelas subcelula
res que contienen los complejos respiratorios multienzim&ticos
responsables por la formacién de uniones de fosfato de alta ener-
gfa a través del metabolismo oxidativo. Estas estructuras presen-
tan alta concentracifén de lfpidos cuya naturaleza y funcién atn
est8 siendo investigada. Las quinonas parecen estar oriéntadas es

pacialmente en los complejos respiratorios y funcionan como trans
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portadores de electrones entre otras enzimas respiratorias. Ta--
les cofactores liposolubles parecen tener un papel importante en
la fosforilacién oxidativa (Brodie,1965).

Varios tipos de quinonas existentes en la naturaleza son
activas en sistemas biol6gicos. A pesar de que estas quinonas
son estructuralmente diferentes, su actividad biol6gica se rela-
ciona a través de algunas propiedades qufmicas comunes. La es---
tructura qufmica, responsable por las reacciones de oxidacién y
reduccibén es la base de su funcifn catalftica en el transporte
de electrones. Ademis de esto, las quinonas biol6gicamente acti-
vas tienen potenciales de oxido-reduccién compatibles con su po-
8isifn en la cadena de transporte de electrones (Brodie, 1965).

En sfntesis, las quinonas estfn yastamente distribu;das en
la naturaleza, y las benzoquinonas, al contrario de las naftoqui
nonas, se encuentran en todos los tipos celulares.

En el T. cruzi, se ha descripté la actividad letal in vitro
de algunas naftoquinonas como la menadiona (Lopetegui y Sosa Mia-
tello, 1961). Una naftoquinona interesante del punto de vista
biol6gico es el lapachol' (2-hidraxi-3 (metil-2butenil)-1,4~-nafto-
quinona) . Esta sustancia es una 2-pH-naftoquinona con cadena la-
teral insaturada que permite transformaciones quimicas gando ori
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 adici6n de naftoquinonas a las diferentes formas del T.

cruzi incrementa la velocidad intracelular de generacibn de 0; Y
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H,0, Y libera derxivados de la.reducciQn parcial del 0, al medio
de suspensifn (Docampo y col., 1978 b). La respuesta inmediata
indica una rfépida permeacién de la quinona a través de la membra
na de la células. Las reacciones quimicas que explican la accién
tripanocida de la B-lapachona (Q) (Docampo y col., 1978 a) son

las siguientes:

NAD(P)H + H' + Q : » NAD(P)" 4 QH, (7)

QH, + Q . 208 [8]

QH, + o, > Q + H,0, [9]
. < +

QHZ + 02 R QH + 02 + H ﬁ‘d
+

oH" + o, Q + 03 +H [11)

05 + 07 +2 H & — H,0, + 0, (1)

o} + H,0, ~ 0, + OH' + OH (2]

La reaccién [7]es la bien conocida }eaccidn de la quinona
reductasa (Crane, 1961, Slater y col., 1961, Brodie, 1965, Ruzi-
cka y Crane, 1971) que tiene lugar en las membranas mitocondria-
les y del retfculo endoﬁl&smico donde el carfcter lipofilico de
las moléculas de g-lapachona juega seguramente un papel impor--
tante. Las membranas mitocondriales y el NADH son mucho m&s im--
portantes que el retfculo endopl&smico y el NADPH como sistema
reductor de la 8-lapachona en el T. cruzi considerando (a) la
similitud del efecto de la g-lapachona sobre la produccifén de
H,0, por el homogenado y por la fraccién mitocondrial y (b) 1la

distribucifn de protefnas y la actividad especifica de las res--
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pectiyae fraccionee subcelulaxes (Boyexis y col., 1978). Las for
mas reducidas de las quinonas son enzimiticamente oxidadas por
el oxigeno molecular obteniéndose H,0, ¥ O; (reacciones {9}y Bol
Con la B-lapachona y las fracciones subcelulares de T. cruzi la
reduccién de la quinona (reaccién [7]es mis lenta que la oxida-
cién de la quinona reducida (reacciones [9-11]) quedando usual--
mente la B-lapachona predominantemente en un estado oxidado (+
del 98% (Boveris y col., 1978). La formacién de la semiquinona
(reaccién [8 }J) es un proceso muy r&pido en mezclas quinol/quino
na (Michaelis 1951, Yamazaki y Ohnishi, 1966) y puede serlo més
aGn si las moléculas estfn unidas a membranas. Las fracciones sub
celulares de T. cruzi producen y liberan 0; Y H202 en cantidades
similares, implicando el funcionamiento de las reacciones [9] Y
[lb(Boveris y col., 1978). La auto-oxidacién de las semiquinona
(reaccién [11)) parece ser el principal paso limitante de este
grupo de reacciones como lo indica: (a) el hecho de que el 0; Y
el H202 sean producidas en cantidades similares en las fraccio-
nes mitocondriales a pesar de que la g-lapachona totalmente re
ducida genera principalmente Hy0, y(b) la deteccibén del radical
semiquinona en los epimastigotes de T. cruzi tratados con g-la-
pachona (Docampo y col., 1978,) ,La dismutacién del anién super§
xido (reaccién (1) ) lleva la formacién de H,0,. La reaccién de
Haber-Weiss (reaccién (2]) que genera radical OH' (Fong y col.,
1973, Zimmerman y col., 1973) y oxfgeno singulete (Kellog y Fri
dovich, 1975) parece ser el mecanismo m&s razonable para expli-

car las complejas reacciones en cadena que llevan a la formacifén
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de per6xidos lipfdicos y orgfnicos y a los dafios ultraestructura
les observados (Docampo y col. 1976).
En la Fig. 3 se muestra un esquema de las reacciones que

hemos mencionado:

NAD(P)H  @-L 0z 2Ht

NAD(P)  B-L" 0 Hy0, OH' + OH™ +'0,

RP{:::I,—-FNDZH
R: RO>

=

H20 0,

El mismo mecanismo de accién de la g-lapachona fue determi
nado en las tres formas del T. cruzi (epi-, tripo- y amastigote;
Docampe y col. 1978b), en bacterias (Cruz y col. 1978) y en célu
las tumorales (Docampo y col. 1979a). Un derivado de la g-lapacho
na (3-alil- g-lapachona) es estable en presencia de proteinas sé
ricas, posee baja toxicidad y es eficiente en suprimir la infectl
vidad de la forma sanguinea de T. cruzi. Por todo ello se lo consi
dera como potencialmente (til para esterilizar sangre destinada a
transfusién (Gongalves y col. 1979).

El mecanismo de accién tripanocida de las quinonas, en parti
cular de la B-lapachona, constituye un mecanismo novedoso e impor-
tante para explicar la accién de quimioterépicos tripanocidas

(The lLancet, editorial, 1978) y segfn Gutteridge (1980) constituye
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un adelanto significativo en el enfoque racional de la terapéutica

antichagdsica.

Los nitroderivados como potenciales generadores de derivados de

la reduccién parcial del oxigeno

A pesar de las objeciones que se pueden formular (Cangado y
col. 1976), los nitroderivados, en particular el nifurtimox y el
benznidazol, constituyen los quimioteripicos m&s 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
consumo de oxfgeno de las células (Biaglow y co0l.1976) y se ha de
mostrado un contfinuo interé&s por conocer su mecanismo de accifn
(Mason y Holtzman, 1975).

Los nitroderivados ‘son reducidos iﬂ vitro por enzimas solu
bles como la aldehfdo oxidasa (Wolpert y col. 1973) y la xantino
oxidasa (Thayer y col. 1951) o por enzimas microsomales que contie

nen flavinas como la citocromo ¢ reductasa (Wang y col. 1974). El

primer paso de la reduccifn enzimitica de los nitrocompuestos consi

te en la transferencia de un electr8n con generacién del radical

anifnico nitroaromdtico (Mason y Holtzman, 1975). Ciertos radicales

aniénicos nitroarom&ticos pueden reaccionar con el 0, y producir
anién super6xido regenerando el compuesto original (reacciénﬁ;ﬂ). E
anién super6xido se convierte a su vez en H,0,, ya sea esponténeame

te o por accifén de la super6xido dismutasa (reaccién [1] ). Se ha
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ArNO, > ANOj (12)
(13)

03 + 03 + .‘21{"—-1{202+o2 (]

Arnog + 0) —————= AINO, + O

Nl

postulado que la generacién de 02 y H,0, explicarfa la efectivi
dad de estas drogas en el tratamiento de infecciones microbilanas
anaerSbicas (Grunberg y Titswotrth, 1973).

La presente investigacién fue emprendida para determinar:
1) si el nifurtimox y otros nitroderivados utilizados en el tra
tamiento de la enfermedad de Chagas, son convertidos enzimdtica
mente en sus radicales anifnicos nitroaromdticos capaces de par
ticipar en cicl® de oxidacién y reduccién tanto en el T. cruzi
como en tejidos de mamiferos y 2) si la generacién de derivados
de la reduccién parcial del oxfigeno como consecuencia de esas
transformaciones de los nitroderivados, estd involucreda en el
mecanismo de accién de estas drogas sobre el pardsito y en la

produccibn de efectos t6xicos colaterales en el huésped.
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MATERIALES 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 lugar de al 10 %. Seis dfas
después de la inoculacibén, las células fueron recolectadas por
centrifugacién a 3000 g durante 10 min a 4 °C y lavadas con NaCl
0.15 M. La concentracién final de epimastigotes se estimé midien
do la absorbancia de las suspensiones en un fotocolorimetro
Crudo Camafio con un filtro de 670 nm, precalibrado con suspensio
nes de epimastigotes de concentracifn conocida por recuento en
c8mara cuentagl6bulos. Con este método se encontrS una relacibn
lineal entre los valores de absorbancia y de concentracifén celu

lares (Docampo y col. 1978c).

Formas intracelulares y sangufneas: El aislamiento de las for
mas intracelulares (Le6n y col. 1979) y sangufneas (Villalta y
Lebén, 1979) se hizo a partir de ratones infectados segln se des
cribe en las referencias respectivas. La concentracién final de
células se determiné por recuento en c8mara cuentaglébulos.

Homogeinizaci6n y fraccionamiento celulares: Para los experi-

mentos en los que se compararon las actividades de las diferentes
formas del T. cruzi, las células fueron rotas por congelamiento
(a -20 °C) y descongelamiento (2-4 °C) tres veces. La homogeini-
zacién se complet6 pasando las suspensiones tres veces a través
de una aguja hipodérmica (calibre 24). En los demd&s experimentos
donde se us6 s6lo la forma de cultivo, los epimastigotes se mez-
claron con perlas de vidrio (de 150-200 p de difmetro) en la pro
porcifén de 5.0 g por g de células (peso hGmedo) y luego se rompie
ron en un mortero durante 5 min a 4 °C. En todos los casos préc

ticamente la totalidad de las células se rompib, segln fue obser
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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 hfimedo). La mayor parte de las per
las de vidrio fue separada por decantacifn y la suspensibn fue
sometida a centrifugacién diferencial. Las fracciones obtenidas
fueron: a) una fraccién nuclear-flagelar (sedimentada a 680 g
durante 10 min); b) la fraccién mitocondrial (sedimentada a
30000 g durante 30 min; c) la fracciébn microsomal (sedimentada

a 105000 g durante 60 min) y d) el sobrenadante.

Ratas

Tratamiento de los animales. Se usaron ratas macho Wistar, del
Instituto de Farmacologfa, de 200-250 g de peso que fueron ali-
mentados con alimentos Purina y agua y no fueron ayunados previa
mente a su utilizacién. Los animales fueron sacrificados por de-
capitacién en una guillotina Harvard y posteriormente el higado,
cerebro y testfculos fueron procesados. Los testfculos y el riii6n
fueron desprovistos de sus c&psulas conectivas antes de su proce
samiento.

En los experimentos destinados a medir flujo biliar y conteni
do de glutatién en bilis, los animales fueron anestesiados con
pentobarbital s6dico (50 mg/kg peso corporal) intraperitoneal y
luego de abrir la cavidad peritoneal, el conducto biliar comf@n
fue canulado con un catéter PE-1 (Biotrol, Pharma, Paris,Francia)
justo antes del hilio hep&tico para evitar la contaminacién con
el jugo pancredtico. La temperatura rectal, controlada durante
todo el perfodo experimental, se mantuvo entre 37.5 y 38.5 °C
utilizando una tabla de calentamiento. La arteria car6tida y la
vena yugular se canularon con catéteres de polietileno y fueron
utilizadas para extraer muestras de sangre o para hacer infusio
nes. Para medir el flujo basal, la bilis se recolect§ durante
tres perfodos de 15 min inmediatamente después de la canalizacibn
(perfodo basal) y fue luego congelada a -20 °C para su posterior
estudio. El flujo biliar se midi6 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 especffico. Durante

este perfodo basal fue administrada por la vena yugular una in
fusién de NaCl 0.15 M a la velocidad de 7.5 pl/min, para compen
sar la pérdida de agua y electrolitos. Para los ensayos de gluta
ti6n se tomS especial cuidado en transferir las muestras directa
mente a tubos a 0 °C y en realizar los ensayos inmediatamente.
Luego de este perfodo basal, se administrd nifurtimox en una sola
dosis. El flujo bilfiar fue medido cada 15 min durante dos horas

Yy media. La infusién de NaCl 0.15 M se mantuvo durante este perfo
do de recoleccién. Luego de los experimentos los higados se remo-
vieron y pesaron. El nifurtimox se disolvi&§ en Tween 80: NaCl 0.15
M (1:24 V/V). Se verific6é que el solvente no afectaba el flujo bi
liar y la ultraestructura de los hepatocitos.

Fraccionamiento celular. Los tejidos fueron suspendidos en un
medio constitufdo por manitol 0.23 M, sacarosa 0.07 M, EDTA 1 mM
Y Tris-HCl 5 mM (pH 7.4). La desintegracién celular se llev§ a ca
bo en un homogeinizador tipo Potter con véstago de teflén. Los
homogenados fueron sometidos a centrifugacién diferencial a 4 °C.
Los nfcleos 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 fraccifn mitocondrial y el sobrenadante resul
tante fue centrifugado a 105000 g durante 60 min, para separar la
fraccibén microsomal. Esta filtima fraccién fue luego lavada con
KCl 0.15 M y centrifugada nuevamente a 105000 g durante 60 min.

Reactivos

Fueron todos de grado analftico. La L-epinefrina, superéxido
dismutasa de eritrocitos (Tipo 1), peroxidasa de r&bano (Tipo VI),
p-cloromercuribenzoato, xantina, xantina oxidasa (Grado I), NADPH,
NADH, NADP, FMN, glucosa 6-fosfato, glucosa 6-fosfato deshidrogena-
sa, L-histidina, azida s6dica, glutatién (formas oxidada y reduci
da), Trit6én X-100, 5,5'~ditionitrohenzoico, hidroper6xido de ter-
butilo y las perlas de vidrio fueron obtenidos de Sigma Chemical



34

Co., St Louis, Missouri, USA. El manitol fue de Merck A.G. El
nifurtimox (4-[(5-nitrofurfurilideno)amino)-3-metiltiomorfolino-
~-1,1'-di6xido) fue de Bayer A.G. por cortesfa del Dr. A. Haber-
korn. El benznidazol (N-bencil-2-nitro-l-imidazol) y el Ro 5-9963
(1(2,3-dihiébxipropil)-2-nitroimidazol)fueron de Hoffman-La Roche
& Co., Basilea, Suiza. E1 MK 436 (3-(l-metil-S5-nitroimidazol-2-il)
3a,4,5,6,7,7a~hexahidro 1,2-benzoxazol) fue de Merck Institute
for Therapeutic Research por cortesfa del Dr. B.M. Miller. El

Hoe 293 (l-metil-2-(4-metiltiofenoximetil)-5-nitroimidazol) fue
de Hoerhst A.G. por cortesfa del Dr. M. Schorr. La metopirona
(2-metil-1,2-piridil-l-propano) de Ciba Pharmaceutica Co. y el
SKF-525-A (p-dimetilaminoetil difenilpropil acetato) de Smith,
Klein & French Laboratories fueron gentilmente cedidospor el Dr.
J.A. Castro (CITEFA). El DMPO (5,5-dimetil-l-pirrolino-1l-6xido)
fue obtenido de Aldrich Chemical Co. Milwaukee, Wisconsin, USA.
El desferal (desferroxiamina B metanosulfonato) de Ciba Laborato
ries, Horsham, Sussex, United Kingdom, fue amablemente cedido
por el Dr. R. Richmond (King's.College, Londres). La nitrofuran
tofna (N- [5-nitro-2-furfurfurilideno}-l-aminohidantofna) fue ob
tenido de Eaton Vemaco Ltda, Sdao Paulo, Brasil.

Espectrometrfa de resonancia paramagnética electrénica

La observaciones se hicieron a temperatura ambiente (22-24°C)
con un espectrfmetro Varian E-109 equipado con una cavidad ™40
© con espectrSmetros Varian E-4 y Varian E-9, utilizando una mo
dulacién de 100 KHz bajo las condiciones que se describen en las
leyendas de las figuras. La mezcla de reaccién (3 ml) contenfa:
el sustrato (1-3 mM), NADH (0.7 mM) o un sistema generador de
NADPH consistente en nappt (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 Mg,Cl 20 mM. El nifurtimox y el benzni
dazol se disolvieron primeroc en etilenglicol monometileter (2-5
% del volGmen final, respectivamente). Las mezclas de incubacifn
se gasearon durante 5 min antes de iniciar la reaccién con NADP+
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© NADH. Todos los experimentos se hic¢ieron con microsomas o pre

paraciones de T. cruzi frescos, con menos de 9 horas de prepara
dos y conservados en hielo. La determinacién del valor g se reall
26 por comparacién directa con standards conocidos (Mason y
Holtzman, 1975). La simulacién por computadora de los espectros
se realiz6 utilizando un equipo Varian 620-1 conectado el espec
trémetro.

Determinacién de la formacién de anifén super6xido y de per6xido
de hidré6geno.

La produccién de anién super6xido fue determinada por el ensa
yo del adrenocromo (Misra y Fridovich, 1977) midiendo la absorban
cia a 480 menos 575 nm y utilizando un coeficiente de absorcién
(€) de 2.96 m4 1. cm™l. La mezcla de reaccién contenfa epinefri
na 1 mM, NADH § NADPH y la solucién amortiguadora en las concen
traciones que se indican en las leyendas de las figuras.

La generacién de H202 fue determinada por el ensayo de la pe
roxidasa de r&bano rusticano (Boveris y col. 1977), midiendo la
absorbancia a 417 menos 402 nm (€ = 50 mM-l. cm'l). La mezcla de
reaccifn contenfa 0.3-0.8 pM de peroxidasa (HRP), NADH 8 NADPH y
la solucibn amortiguadora que se indica en las leyendas de las
figuras. Se utiliz8 un espectrofotémetro Aminco~Chance (American
Instruments Company, Silver SPringé, Maryland, USA). Todas las
determinaciones se hicieron a 30 °C. Las protefnas se determina
ron por el método de biuret (Gornall y col. 1949).

Consumo de oxigeno

El consumo de oxIgeno se midi6 en un polarSgrafo Gilson, utili
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.

Oxidaciébn de NADPH
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La oxidacién de NADPH en presencia de nifurtimox se midié
a 340 nm en un espectrofotémetro Gilford 2000 a 30 °C. La fraccién
microsomal (0.4 mg de protefna/ml) se suspendif en una solucién de
amortiguador fosfato (Na2HPO4-KH2P04), pH 7.4 y KC1 130 mM y las
adiciones que se indican en las Tablas correspondientes.

Los radicales super6xido fueron generados por el sistema de la
xantino oxidasa (Fridovich, 1970). Los radicales oxhidrilo fueron
generados en presencia de quelatos de hierro (Halliwell,1978) o por
el reactivo de Fenton (Buettner y Oberley, 1979) como se describe
en Resultados. La reduccién anaer8bica del nifurtimox en presencia
de NADPH fue medida espectrofotométricamente a 400 nm (& = 16 mM
cm'l) utilizando cubetas anaer8bicas Aminco.

Peroxidacién lipidica

El método del &cido tiobarbitfirico de determinacién de malon-
dialdehfdo, producto derivado de la peroxidacién lipfdica, se
realizf segfin Placer y col. (1966). La peroxidacién lipfdica in
vivo se determiné midiendo conjugados dieno por absorcién ultra
violeta de los extractos lipfdicos de los homogenados de higado de
rata por el método de Klaassen y Plaa (1969).

Ensayos de glutatién

El glutatién fue determinado en los homogenados de hfgado por
el método de Ellman (1959) segfn la modificacién de Sedlack y
Lindsay (1968). Con este método se determina principalmente GSH ya
que no se han observado diferencias entre los niveles de GSH deter
minados enzimiticamente y los determinados utilizando el reactivo
de Ellman (Mor6n y col. 1979). El GSSG se determind en las muestras
de bilis siguiendo la utilizacién de NADPH a 340 nm luego de la
adicibn de glutatién reductasa (0.1 U/ml) a una solucién contenien
do amortiguador fosfato (K2HP04-KHP04) 50 mM, pH 7.0 y EDTA 1 mM.
El glutatién total, es decir GSH m&s 2 GSSG, fue determinado por
el método catalftico utilizando glutatién reductasa y 5,5'-ditio
bis-(nitrobhenzoico) (Owens y Belcher, 1965; Tietze, 1969). Los re-
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sultados de GSH son los que resultan de sustraer los valores de
GSSG obtenidos por el ensayo de GSSG de los valores de glutatién
total.

Determinaci6n de actividades enzim&ticas.

Las actividades de GSSG reductasa y de GSH peroxidasa 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,
EDTA 1 mM, Triton X-100 al 1 % en la relacién de 10 ml/g de hfgado,
luego de centrifugar a 105000 g durante 60 min. Los ensayos se
realizaron en el mismo amortiguador. Para la GSSG reductasa, la
oxidacién de NADPH se siguif a 340 nm en presencia de GSSG 0.5-1.0
mM. Para el ensayo de la glutatién peroxidasa, la oxidacién de
NADPH se siguif en presencia de GSH 1 mM y 0.1 U/ml de glutatidn
reductasa de levadura y 0.5 mM de hidroperfxido de ter-butilo. Se
utiliz6 un espectrofotémetro Perkin-Elmer 550-8.

Espectrofotometrfa de muestras de bilis y orina.

La bilis y la orina provenientes de las ratas tratadas con ni-
furtimox se diluyeron en 100 vol@menes de amortiguador KCl-Tris
(150 mM, 50 mM, pH 7.4). y el espectro diferencial se registr6
contra bilis y orina de ratas controles. Una solucién de nifurtimox
en dimetilsulféxido-etanol (50 & V/V) fue dilufida en el mismo
amortiguador y su espectro fue registrado contra el amortiguador
sin la droga en un espectrofotémetro Perkin-Elmer 550-S.

Microscopfa electrénica.

Los testiculos de las ratas controles y de las ratas tratadas
con nifurtimox (100 mg/kg de peso por dfa) fueron fijados en glu
taraldehfdo al 2.5 % en solucién de fosfato 0.1 M (pH 7.2) durante
1l hora a temperatura ambiente, postfijados en OsO4 al 1 ¢ en solu
ci6én de fosfato 0.1 M (pH 7.2) durante 1 hora a 4 °C, deshidrata-
dos en etanol y embebidos en Epon. Las secciones fueron tefiidas
con citrato de plomo y observadas en un microscopio electrfénico
Siemens Elmiskop 1 A.
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RESULTADOS

Generacién de radicales libres inducida por el nifurtimox en las

diferentes formas del Trypanosoma cruzi.

Generacifén del radical aniénico del nifurtimox

La incubacién de nifurtimox con un homogenado de amastigotes,
de T. cruzi en presencia de nucleftidos de piridina (NAD(P)H) lle-
v6 a la formacién del radical aniénico derivado. La estructura
hiperfina de la sefial fue similar a la de la obtenida por simula

cién, lo que permitié su identificacién.

106

Fig. 3. Linea A. Espectro simulado por computadora del radical a-
nidénico del nifﬁroxime. Se utiﬁizaron las ﬁiguientes cRnstantes de
acoplamiento: aNo." 11.43 G; a,=~ 1.52 G; a_= 0.82 G; a = 0.24.G
(Greenstock y co?Z 1973), ancao de linea,a 3.5 G. Linea B. Espec
tro de rpe del radical anifnico del nifurtimox luego de la incubacié
anaerfbica de nifurtimox 1 mM con un homogenado de amastigotes (5.6
mg protefna/ml) y NADH 0.7 mM en un medio anaeré§bico conteniendo
KCl 130 mM y amortiguador fosfato 20 mM, pH 7.4. La sefial tiene un
g=2.0044. Las condiciones para las medidas de rpe fueron: poder,50
mV, amplitud de modulacifn, 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 sefial de resonancia paramagnética
electrbénica (rpe) obtenida luego de la incubacién del nifurtimox
con el homogenado de amastigotes en presencia de NADH. La sefal
fue casi idéntica a la obtenida por simulacién por computadora
del radical aniénico del nifuroxime, otro nitrofurano (Fig. 3(A)).

Los radicales derivados de compuestos nitroaromiticos no pue
den ser detectados en soluciones aereadas (Mason y Holtzman, 1975).
Coincidiendo con esto, se observ8 que en mezclas aereadas el es-
pectro del radical anifnico del nifurtimox s6lo pudo &er detecta
do luego de un perfodo de induccién (Fig. 4). Este perfodo de

induccién fue menor en presencia de mayores concentraciones de
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Fig. 4. Cambios en la amplitud de la sefial de rpe luego de afiadir
la mezcla del homogenado de amastigotes (2,7 mg protefina/ml) con:
nifurtimox y NADH (o) o NADPE (o), en un medio saturado con 0,.
Condiciones como en la Fig. 3. La amplitud de la sefial se mide en
unidades arbitrarias.

protefna o en soluciones parcialmente deaereadas. Esto sugiere que
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se produjo el agotamiento del oxfgeno del medio, es decir, la

solucién de hizo anaerobia debido a la reaccién (13):

ArNO; + 0, - AINO, + 0} (13)

A continuacién del perfodo de induccién se alcanzf un estado
estacionario.

La formacién del radical dependié de los tres componentes del
sistema ya que la falta de nuclebétidos de piridina o de nifurtimox
o la inactivacién térmica de los homogenados en un bafio a 100 °C
durante 10 min previno la aparicién de la sefial del radical libre.
El NADH fue mis efectivo que el NADPH como fuente-de equivalentes
de reduccién. Se obtuvieron resultados similares con homogenados
de epi- o tripomastigotes (datos omitidos).

La formacién del radical anibnico del nifurtimox también pudo
ser detectada en células enteras. La Fig. 5 muestra la cinética
de aparicifn del radical libre del nifurtimox luego de afiadir el
nitrofurano a suspensiones de epimastigotes (E) o tripomastigotes
(T) de T. cruzi. Ya que en estos casas no estaban presentes sus-
tratos exfgenos, los metabolitos end8genos actuaron como dadores
de electrones para la reduccién del nifurtimox. El perfodo de
induccién fue mfs corto y la amplitud relativa de la sefial fue
mayor en presencia del mismo nfimero de tripomastigotes que de

epimastigotes.
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Fig. 5. Cambios en la amplitud de la sefial de rpe luego de mezclar
10° epimastigotes (E) o tripomastigotes (T)/ml, con un medio saturs
do con 0, conteniendo nifurtimox 1 mM. Otras condiciones experimen
tales como se describen en la Fig. 2 y en Materiales y Métodos.

Las Figs6y’ muestramla cinética de aparicién del radical aniféni
co derivado del nifurtimox en la fraccién mitocondrial (6) y micro
somal (7) de epimastigotes de T. cruzi. El perfodo de induccibn
fue mds corto y la amplitud relativa de la sefial fue mayor en la

fraccién mitocondrial en presencia de NADH y en la fraccifn microsc

mal en presencia de NADPH.

Estimulacién del consumo de oxfgeno cianuro insensible y de la

produccién de anién superb6xido y peréxido de hidrégeno .

Como se observa en la Tabla 4, el nifurtimox produjo una
estimulacifn inicial de la respiracién cianuro-insensible de los
epimastigotes de T. cruzi, aunque luego de incubaciones prolongadat
ocurtif una inhibicién (datos omitidos). En ausencia de epimasti

gotes el nifurtimox no estimulé el consumo de oxfgeno. La estimula



42

100 -
~ . -
a
d 3. eor
ﬁ : c 0" %o
[7- I NADM
& 60
38 \\ﬁ>\
N AN
Bl o 40 o\
a 1 (=]
g r
E :§ ieot
= 'g!" i NADPN
g :,l (o] —-—-ol—oo—of—o—o—o-—o—l
<

s "© Ty 20

TIEMPO (min)

Fig. 6. Cambios en la amplitud de la sefial de rpe con el tiempo
luego de mezclar la fraccifn mitocondrial(2.0 mg de proteina/ml)
de T. cruzi con una solucién saturada de 0, de nifurtimox 1.0 =M
con NADH o NADPH 0.7 mM. Las condiciones para las determinaciones
como en la Fig. 4. ’
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Fig. 7. Cambios en la amplitud de la sefial de rpe con el tiempo
luego de mezclar la fraccibn microsomal (0.3 mg de protefna/ml)
de T. cruzi con una solucifn saturada de 0, de nifurtimox 1.0 mM
con NADH o NADPH 0.7 mM. Las condiciones para las determinaciones
como en la Fig. 4. )
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cifn en el consumo de oxfgeno cianuro-insensible de los epimasti
gotes revelf que el radical aniénico derivado del nifurtimox pudo
transferirle electrones al oxfgeno determinando la generacién de
anién super6xido (reaccién(l5)). Esta reaccién pudo revelarse mi

diendo la generacién de 05 por los homogenados luego de la adi-

Tabla 4. Efecto del nifurtimox sobre la respiracifn del T. cruzi

Nifurtimox Consumo de oxigeno
(mM) (nmol 0,/min por mg de protefna)
0 3.9 3 0.9 .
0.1 5.2 rd 0.5 (0.1>P>0.01)
1.0 9.2 - 3.4 (P¢0.001)

®La mezcla de incubacibn tenfa amortiguador Tris-HC1l 35 mM (pH 7.2)
amortiguador fosfato 5 mM (pE 7.2), NaCl 5 mM, KC1 0.1 mM, KCN 1 mM
y epimastigotes (4.0 mg de protefna/ml). El nifurtimox se afiadib a

las concentraciones indicadas. El1 consumo de 02 se midid en un pola

r6grafo Gilson con electrodo de platino.

bMedia ¥ DS (cuatro determinaciones independientes)

cSignificaci6n de la diferencias entre las miuestras tratadas con
nifurtimox y las controles, seglin el test de t

cibn del nifurtimox en presencia de un dador de electrones. La Fig.
8 muestra el estimulo de la formacién de 0; que se obtuvo luego de
la adicifén de nifurtimox a un homogenado de amastigotes en presen
cia de NADPH. La adicién posterior de superéxido dismutasa inhibié
la formacién de adrenocromo indicando la participacién del 0; en la
reaccifén. La omisién de NAD(P)H o del homogenado de la mezcla de
incubacifn previno la formacién de adrenocromo. Se pudieron obtener

resultados similares con homogenados de epi- o tripomastigotes (da
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tos experimentales omitidos).
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Fig. 8. Efecto del nifurtimox sobre la produccifn de 0; por un ho
mogenado de amastigotes. El medio de reaccifn contenfa el homoge-
nado (0.4 mg de protefna/ml), epinefrina 1 mM, KCl 130 mM, amorti
guador fosfato 20 mM, pH 7.4. Donde se indica, se agregaron NADPH
0.7 mM, nifurtimox 0.1 mM (N) y superbxido dismutasa (SOD, 3.3 pg/
ml). E1l valor cerca del trazado indica nmol de 0,/min por mg de
protefna. Otras condiciones como en Materiales y Mé&todos.

Como se mencion6 anteriormente (Introduccién), la fraccidn
mitocondrial de T. cruzi genera activamente 0; en presencia de

NADH (Fig. 9). La adicién de nifurtimox a esta fraccién suplemen

tada con NADH, estimulé la produccifén de 05 casl linealmente has

ta una concentracifén de nifurtimox de 20 pM, en cuyo caso la velo
cidad basal se incrementé tres veces. Con NADPH y succinato como

agentes reductores se observaron menores efectos.

La produccién de 05 por la fraccién microsomal también fue

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

furtimox fue capaz de estimular la generacién de 05 en aproxima-

damente dos veces a la concentracifdn de 40 pM. Con NADH como dador
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Fig. 9. Efecto del nifurtimox sobre la produccifn mitocondrial

de 03 en T. cruzi. El medio de incubacifn contenfa manitol 0.23 M,
sacarosa 0.07 M, amortiguador Tris-HC1l 50 mM, pE 7.4, EDTA 1 mM,
epinefrina 1 mM y 0.1-0.4 mg de protefna. Donde se indica se afia
dieron NADH o NADPH 40 pM y succinato (SUC) 3 mM.

NADPH
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Fig. 10. Efecto del nifurtimox sohre la generacifn microsomal de
0 en T. cruzi. La mezcla de incubacifn contenfa KCl1 130 mM, amor
tiguador fosfato de potasio 20 mM, pH 7.2, Donde se indica se
afiadi6 NADH o NADPH 40 uM. En todos los casos la formacibn de
adrenocromo se inhiBié afiadiendo 5 pg de SOD/ml., Otras condicio-
nes como en Materiales y MEtodos.
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de electrones se ohservaron efectos mucho menos acentuados. La
estimulacién de la formacién de adrenocromo no ocurrif en ausen
cia de las fracciones mitocondrial o microsomal ya sea con NADH,
NADPH o succinato.

La adicifén de nifurtimox a células intactas de T. cruzi de

terminé también la liberacién de H,0, al medio de suspensién

(Fig. 11).
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Fig. 11. Efecto del nifurtimox sobre la liberacifn de H 02 por

epimastigotes intactos. La mezcla de incubacifn contenfa amorti-
guador fosfato 5 mM, amortiguador Tris-HC1l 35 mM, pH 7.2, NaCl

5.0 mM, KC1l 0.1 mM, peroxidasa de rédbano rusticano 0.6 pM y epi-
mastigotes (0.1-0.2 mg de proteina/ml). Inserto: trazados origi-
nales mostrando la produccifn de H 02 inducida por nifurtimox en
los epimastigotes. E y N, adicién 5e epimastigotes y nifurtimox,
respectivamente. Los nfimeros indican la concentracifén de nifurti
mox (pM). Otras condiciones como se describe en Materiales y Mé-

todos.

Finalmente la produccién de H202 también fue estimulada por el
nifurtimox en homogenados de las aiferentes formas del T. cruzi
(Tabla 5), siendo el efecto del nifurtimox m&s acentuado con el
homogenado de los amastigotes. La nitrofurantofna, un nitrofurano
prdcticamente inactivo contra el T. cruzi fue incapaz de estimular

la generacifn de H202 por los homogenados.
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TABLA 5. EFECTO DEL NIFURTIMOX SOBRE LA PRODUCCION DE H20 POR
HOMOGENADOS DB T. cruzi *

Adiciones Formas de T. cruzi

Amastigote Epimastigote Tripomastigote

NADH 23.3 ¥ 5.2¢a)*12.7%2.9(e) 6.3%2.1(4)
NADH + nifurtimox 38.3 ¥ 9.5(b) 29.0%8.2¢£)25.7%2.4(x)
NADH + nitrofurantofina ND 10.bt3.2(8) ND

NADPH 14.0 ¥ 0.9¢c) 14.7¥5.7(n) 4.2%0.6(1)
NADPH + nifurtimox 39.2 ¥ 9.6(d) 19.3%2.6(i)17.6%3.0(m)

*La mezcla de reaccibn contenfa KCl 130 mM, amortiguador fosfato
20 mM, pH 7.4, NAD(P)H 0.3 mM y 0.4 mg de protefna de los homoge-
nados, en un volGimen total de 1.5 ml. Temperatura 30 °C. Donde se
indica se afiadif el nitrofurano a una concentracién de 0.1 mM.
Otras condiciones experimentales como se describen en Materiales
y Métodos. Los valores indican nmoles [m1n por mg de proteina.

Medla ¥ s (tres determinaciones 1ndepend1entes) Andlisis de va
rianza a,b,j,k, 0.02>P>0.01; c,d,e,f, 0.01>P»0.001; e,g,h,i, O. 3>
>P>0.2; 1,m, 0.05>P>0.02.

Inhibicién del crecimiento

Las concentraciones de nifurtimox capaces de incrementar la
generacién de 03 y H,0, por los epimastigotes y las fracciones
subcelulares fueron efectivas en inhibir el crecimiento del pgrg

sito (Fig. 12).
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Fig. 12. Efecto del nifurtimox sobre el crecimiento del T. cruzi.
Condiciones experimentales como se describen en Materiales y Méto
dos. El1 tiempo de generacifn es el tiempo(T) requerido para que
el nGmero de ¢&lulas se duplique durante el perfodo logarftmico
de crecimiento. Inserto: Porcentaje de inhibicifn del crecimien
to calculado de la constante de crecimiento (k = 0.69/T) a dife-
rentes concentraciones de nifurtimox.

Alteraciones yltraestructurales producidas por el nifurtimox

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

del Trypanosoma cruzi. Estas alteraciones incluyen la aparicién

de vacuolas citoplasmiticas, la reduccién del nﬁmero de riboso-
mas citoplasmiticos, y el hinchamiento de la mitocondria (Fig.
12 bis). La alteracifin inicial m&s caracterfstica es la apari-
cibén de masas densas homogéneas en 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. Microfotograffa electrfnica de amastigotes de Try-
panosoma cruzi tratados con nifurtimox. Se muestra el hinchamien
to de la mitocondria, la desaparicifn de ribosomas citoplasmiti-
cos, las alteraciones de la membrana nuclear y la aparicidn de
masas densas en la mitocondria de la cé&lula. X 40.000. Tomado de
Hoffman, 1972.
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Generacifn de radicales libres inducida por el nifurtimox en teji-
dos de mamifero.

Formacién del radical aniénico del nifurtimox.

La incubacifn de nifurtimox con microsomas de hfgado de rata
en presencia de NADPH llev8 a la formacién del .radical aniénico
derivado del nitrofurano. La estructura hiperfina de la senal fue
similar a la de la obtenida por simulacién lo que permiti6 su iden
tificaci6bn. La Fig. 13 A, muestra la sefial de rpe obtenida luego
de la incubacién del nifurtimox con microsomas en presencia de NADE
La sefial fue casi idéntica a la obtenida por simulacién por compu
tadora (Fig. 13 B).

En mezclas aereadas el espectro del radical proveniente del ni
furtimox pudo ser observado s6lo después de un perfodo de in-
duccibn (Fig. 14). Este perfodo de induccién fue menor en presen
cla de mayores concentraciones de proteina o en soluciones parcial
mente deaereadas, lo que sugiere el agotamiento del oxfgeno del
medio, es decir, la solucién se hizo anaerobia debido a la reaccifr
(13):

ArNO: + o, — AINO, + 0 (13)

Nel

N

A continuacif6n del perfodo de induccibn se alcanzé un estado
estacionario. La concentracién del radical en estado estacionario
fue proporcional a la rafz cuadrada de la concentraci6n de protel
na (Fig. 15), lo que indica que la terminacién del radical siguié
una cinética de segundo orden, reflejando su dismutacién al nitro

soderivado (Peterson y col. 1979).
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Fig. 13. Espectro de rpe del nifurtimox. B.Espectro formado luego
de la incubacibn de microsomas (1 mg/ml), nifurtimox 1 mM y un sis
tema generador de NADPH formado por NADP (0.38 mM), glucosa-6-fos-
fato (5.5 mM), glucosa 6-fosfato.deshidrogenasa (0.67 unidades/ml)
El espectro se obtuvo con una amplitud de modulacifén de 0.5 G y un
poder de 20 mW. Otras condiciones como en Materiales y Métodos y en
la Fig. 3. A. El1 espectro del radical anifnico del nifurtimox anali

zado por simulacidn con computadora. Las constantes de acoplamien-
to fueron: _N H H . & = _—

aNoz- 11.2 G; a, = 7.3 G; a, = 1.15 G; 84 N 2.25 G; a
1.45 G. E1 valor g = 2.0041. H

N
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La formacién del radical dependif de los tres componentes: mi
crosomas, NADPH y niftrofurano. La omisién de NADPH o el calenta-
miento de los microsomas a 100 °C durante 10 min llevé a una fal-
ta total de actividad. El sistema generador de NADPH no produjo

concentraciones observables del radical anifénico nitroaromftico.
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Fig. l4. Cambios en la amplitud de la sefial de rpe del nifurtimox
luego de mezclar 0.4 mg de microsomas de hfgado de rata con una
solucifn saturada de 0, de nifurtimox 1 mM y NADPH 1 mM (sistema
generador). Otras condiciones experimentales como en la Fig. 13 y
en Materiales y MEtodos.
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Fig. 15. Concentracibfn en estado estacionario del radical anifnico
del nifurtimox y concentracifn en estado estacionario del radical
anifnico del nifurtimox al cuadrado versus la concentracién de pro
teina de microsomas de hfgado de rata.
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El efecto de inhibjdores especificos de la NADPH citocromo
P-450 (c) reductasa, la DT diaforasa y del funcionamiento del ci
tocromo P-450 sobre la formacién del radical anifénico del nifur-
timox por microsomas de hfgado de rata se muestra en la Tabla 6.

El dicumarol no disminuyé la concentracifn en estado estacionario
del radical. La falta de inhibicién por dicumarol descarta cual-
quier supuesto rol de la DT diaforasa microsomal (Ernster y Orrenius
1965) como nitrorreductasa. La inhibicién que produjo el NADP+,

un inhibidor competitivo de la NADPH citocromo 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
- b
Ninguno 100
Metopirona (1.0 mM) 98
co 95
+
NADP (1.0 mM) 30
pCMB (0.05 mM) 0
Dicumarol (0.1 mM) 103
Superdxido dismutasa (20 ug/ml) 100
Catalasa (1 mg/ml) 99

a .

Las mezclas de reaccifn contenfan 1.4 mg de protefna microsomal/
ml. La reaccibn se inici§ agregando NADPH 0.7 mM. Las condiciones
para las medidas como en la Fig. 13.

bCalculado por comparacidn de las intensidades de las sefiales.
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y el p-cloromercuribenzoato, un inhihidor .irreversible de la
misma enzima (Masters y col. 1965; Orrenius, 1965), indican que
esta flavoprotefna puede participar en la reduccién del nifurtl
mox. La falta de inhibicién de la formacibén del radical en pre-
sencia de CO o metopirona, dos inhibidores de la actrvidad del
citocromo P-450 (Ernster y Nordenbrand, 1967), descartan su par
ticipacién en el primer paso de la reduccifn del nifurtimox.

El efecto de la superfxido dismutasa y de la catalasa sobre
la concentracién en estado estacionario del radical anibnico del
nifurtimox, también se muestra en la Tabla 6, e indica que estos
intermediarios de la reduccién parcial del oxfgeno no est&n 1In-
volucrados en la generaci6én del radical.

La baja concentracifn en estado estacionario del radical de
rivado del nifurtimox en presencia del sobrenadante de 105000 g
6 de las mitocondrias de hfgado de rata, ya sea en presencia de
NADH o de NADPH en relacién con la obtenida con la fraccifén mi-
crosomal (datos omitidos) son consistentes con la localizacién
microsomal de la nitrorreductasa.

Mason y Holtzman (1975) observaron la reduccién de compuestos
nitroaromdticos por un sistema modelo consistente en NADPH (10-3M)
y FMN (5 x 10”%M). Este sistema modelo también determiné la for
macién del radical anibnico del nifurtimox (datos no mostrados).
La concentracién en estado estacionario no se modificé en la oscu
ridad, descartfndose la reduccibn fotoquifmica del nifurtimox a su
radical anibnico. A altas concentraciones de flavina, el espectro
del radical anifnico del nifurtimox se superpuso al de la FMNH®

(Fig. 16 A), el producto de oxidacién parcial por un electré6n de
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3395

Fig. 16. En el espectro A, la seifial del radical anifnico del ni-
furtimox esta superpuesta a la de la semiquinona de la flavina. Lue
go de 80 min el radical anibnico del nifurtimox decae dejando el es
pectro B de la semiquinona de la flavina. La mezcla de reaccibn con
tenfia FMN (10 mM), NADPH (20 mM) y nifurtimox (50 mM). Las condicio
nes para las medidas fueron: amplitud de modulacién 0.63 G (A) &
1.0 6 (B); frecuencia aproximada, 9.5 GHz; velocidad de barrido,

12.5 G/min(A) & 25 G/min (B); ganancia, 10.0 x 104 (A) 6 3.2 x 10%
(B); voltaje, 50 mV.



57

la FMNH,, Indicando que la formacifn del radical semiquinona de
la flavina ocurre durante la formaci6én del radical aniénico del
nifurtimox por la transferencia de un electrfn. Luego de 80 min
de incubacién la sefial del radical anifénico del nifurtimox
decayb6 dejando el espectro de la Fig. 16 B de la semiquinona de
la flavina.

En las ratas, los 6rganos blanco de la toxicidad de, nifurti
mox son ademis del hfgado, el cerebro y los testfculos (Hoffman,
1972) . Las Figs. 17 y 18 muestran el tiempo que demor6 en apare-
cer la sefial del radical aniénico del nifurtimox luego de la adi
cién de homogenado de cerebro de rata (Fig. 17) o de homogenado
de testiculos de rata (Fig. 18) en presencia de NADH o de NADPH,
La sefial apareci6 también luego de un perfodo de induccibén, cre-
cif en intensidad y posteriormente decay6. La concentracién en
estado estacionario fue mayor en presencia de NADPH con los homo
genados de cerebro y en presencia de NADH con los homogenados de

testfculo.

Estimulacién del transporte de electrones y la produccién de anién

superb6xido y per6xido de hidrégeno.

Esta bién establecido que los microsomas hep&ticos consumen
02 utilizando NADPH como co-sustrato (Orrenius y col. 1965). La
Fig. 19 muestra que el consumo de oxfgeno por los microsomas fue
incrementado varias veces cuando se introdujo nifurtimox a la mez
cla de reacci6én. El incremento en el consumo de 0, determinado por

el nifurtimox dependié de todos los componentes del sistema, sien
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Fig. 17. Cambios en la amplitud relativa de la sefial de rpe del
radical obtenido luego de la mezcla de 7.0 mg/ml de Homogenado
de cerebro de rata con una solucidn saturada de 0, conteniendo
nifurtimex 1.0 nM, NADH 0.7 wM & un sistema generador de NADPH.
Condiciones experifmentales como en la Fig. 14 y en Materiales
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Fig. 18. Cambios en la amplitud relativa de la sefial de rpe del
radical obtenido luego de la mezcla de 9.6 mg/ml de homogenado
de testIculos de rata con una solucién saturada de 0, contenien
do nifurtimox 1.0 mM, NADH 0.7 mM & 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 0, por micro
somas de higado de rata. La mezcla de reaccibn contenia microso
mas (3.6 mg de proteina/ml) y amortiguador fosfato 20 mM,pH 7.4,
NADPH 0.5 mM y nifurtimox (N) 0.3 mM. Inserto: dependencia del
efecto del nifurtimox sobre la concentracidn de proteina. Otras
condiciones experimentales como se describen en Materiales y M@
todos. Los valores indican nmoles Ozlmin por mg de proteina.
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do la velocidad de reaccifn despreciahle en ausencia de NADPH o
de microsomas o luego de la desnaturalizacién térmica de los mi-
crosomas (datos omitidos). Se pudo establecer una relacién li-
neal entre el consumo de Oz.estimulado por nifurtimox y la con-
centracifn de protefna (Fig. 19, inserto].

La curva de concentracifn-efecto para el nifurtimox se mues
tra en la Fig. 20. Se observa que la estimulacién del consumo de

02 estd de acuerdo con una cinética de saturacién (KM= 0.45 mM;

Vingx. = 16.6 nmol/min por mg de protefna).
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Fig. 20. Efecto de diferentes concentraciones de nifurtimox (N)
sobre el consumo de 0,. Inserto: grdfico de Lineweaver-Burk para

el nifurtimox. Las condiciones experimentales como se describen
en la Fig. 19 y en Materiales y Métodos. Los valores enddgenos

se restaron.
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El exfmen de diferentes fracciones celulares de hfgado de ra
ta en cuanto a su respflesta al nifurtimox, mostr6 que los micro-
somas constitufan el componente subcelular mfis activo (Tabla 7).
Con NADPH como dador de electrones, la utilizacién de 02 mostrd
una estimulacién de cuatro veces en presencia de nifurtimox 0.3
mM. La reépuesta de la fraccibn citos6lica y mitocondrial al nifur
timox fue relativamente menor (se incrementé 1.5-2 veces la velo

cidad de utilizacién de 02).

TABLA 7. LOCALIZACIO§ SUBCELULAR DEL CONSUMO DE 02 INDUCIDO POR

NIFURTIMOX.
Fraccidn celular Consumo de 02
(mg de proteina/ml) (nmoles/min por mg de protefina)
EndSgeno Inducido por nifurtimox
Microsomal (4.4) 2.2 % g.3b 9.1 ¥ 0.2
Mitocondrial (2.7) 1.4 Y 0.4 2.5 Y o.s
Sobrenadante (4.2) 0.7 ¥ 0.2 1.5 Y o1

. mezcla de reaccibn contenfa la fraccién subcelular, amortigua-
dor fosfato 20 mM, pH 7.4, KC1l 130 mM, NADPH 0.5 mM y nifurtimox
0.3 mM. E1 consumo de 0, gse midib§ polarogréficamente con un electro
do de Clark a 30 °C. Otras condiciones se describen en Materiales y
Métodos.

bMedia Yo.s. (4 determinaciones independientes)



62

La Fig. 21 muestra que el nifurtimox increment6 significati

vamente la velocidad de generaci6én de 0

3 por microsomas suplemen

tados con NADPH y disminuy$ el perfodo de induccién de la oxida-

cién de adrenalina.

La omisién de NADPH o de microsomas del sis-

tema completo o la adicifn de super6xido dismutasa previno la

formacién de adrenocromo, mostrando de esta forma el rol del 02

en la transferencia de electrones del radical aniénico nitroaromd

tico al 0,. El nifurtimox estimulé la produccibén de 07 linealmen

te hasta una concentracifn de 60 pM. A esta concentracifén el valor

basal se increment6 7 veces (Fig. 21).
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Fig. 21. Efecto del nifurtimox sobre la generacidn de 0; por
microsomas de higado de rata. La mezcla de reaccibn contenia
microsomas (0.25 mg de protefna/ml), amortiguador fosfato 20 mM,
PE 7.4, KC1l 130 mM y epinefrina 1 mM. Donde se indica se afiadie
ron NADPH 0.16 mM, nifurtimox 0.1 mM (N) y 5 pg/ml de superbxi-
do dismutasa (SOD). Otras condiciones experimentales como se in
dican en Materiales y M&todos. El valor cerca del trazado indica
la velocidad en nmoles Oglmin por mg de protefina.
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Fig. 22. Efecto de la concentracién de nifurtimox sobre la pro-

duccidn de anién superbxido por microsomas de higado. Condicio-

nes experimentales como en Materiales y Métodos y en la Fig. 20,
excepto la concentracifn de nifurtimox que se indica en la abei-
sa. Los valores enddgenos se restaron.

o
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La induccién de la produccién de 05 por derivados nitroaromd
ticos involucra la conversién del radical nitroaromftico al com-
puesto original (Mason, 1979). La oxidacién aerSbica de este ra-
dical es muy rdpida (Mason, 1979} y por lo tanto no fue posible
detectar una reduccién neta del nitrocompuesto midiendo el efecto
del NADPH sobre su absorcién a 400 nm (en presencia de preparacio
nes microsomales y bajo condiciones anaerSbicas, la velocidad de
reduccibén del nifurtimox fue de 0.26 ha 0.02 nmoles/min por mg de
proteina, para una concentracién de droga de 100 uM). La actividad
nifurtimox reductasa dependiente de NADPH de los microsomas de hi

gado bajo condiciones aer6bicas pudo, sin embargo, medirse espec
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trofotométricamente siguiendo la yvelocidad de oxidacibén de NADPH

por el nifurtfmox. La axidacién de NADPH por la fraccién microso

mal fue estimulada tres veces por el nifurtimox (100 pM) (Tabla 8).
La produccién de H,0, por la fraccifn microsomal también fue esti
mulada por nifurtimox. Debe notarse en la Tabla 8 que, en presen-
cia de nifurtfmox, la oxidacién de NADPH, el consumo de 02, la
produccién de 05 y la formacibn de E,0, no fueron equimolares. As{,
2.6 moles de NADPH fueron oxidados por cada 2.2 moles de 0, consu
midos, por cada 2.1 moles de 0; Yy 1 mol de H202 generados.

TABLA 8. EFECTO DEL NIFURTIMOX SOBRE EL CONSUMO DE O LA PRODUCCION

- ’
DE 0 Y H O2 Y LA OXIDACION DE NADPH POR MIEROSOMAS DE HIGA
DO D% RATA®

Nifurtimox Paréimetros metab8licos
(nmoles/min por mg de proteina)

(mM) Consumo Produccidn Oxidacién Produccidn
de O de O de NADPH de H,O
2 5 292
0 1.5 ¥ 0.1 1.1%o0.a 1.6 ¥ 0.5 1.4 Y 0.2
0.1 4.6 ¥ 0.2 4.5 ¥ 0.1 5.5 £ 0.3 2.1 Y 0.2

®La mezcla de incubacibn contenia protefnas microsomales (2.3 mg/ml)
amortiguador fosfato 20 mM, pH 7.4, KCl 130 mM, NADPH 0.5 mM y nifu
timox. Para las determinaciones de 0. se agregd epinefrina 1 mM. La
formacidn de adrenocromo fue inhibida completamente por superdxido
dismutasa (5 pg/ml). Para la determinacidén de H,0, se agregd peroxi
dasa de rabano 0.8 uM. Otras condiciones experimentales se describe

en Materiales y Mé&todos. La oxidacidn de NADPH se midid a 340 nm.

b .+ . . . .
Media - D.S. (tres determinaciones independientes)
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La Tabla 9 muestra el efecto de inhibidores especificos del
transporte de electrones microsomal sobre la oxidacién de NADPH,

el consumo de 0, v la formacién de 05 por microsomas de hifgado.

TABLA 9. EFECTO DE INHIBIDORES SOBRE EL CONSUMO DE 0,Y LA FORMA-

CION DE O DEPENDIENTES DE NADPH EN PRESENCIA DE NIFUR
a 2

TIMOX.

Inhibidor Par@metros metab8licos (nmoles/min por mg prot.)
(mM) Oxidacién de Consumo de Generasi&n de
NADPH 0, 03

Ninguno Y o.3 4.5 ¥ 0.2 4.6 ¥ 0.1
Dicumarol (0.01) Y o.3 (¢ np¢ ND
naprt (1.0) 1.0 ¥ 0.1 (81) 2.6 Y 0.2 (42) 2.9 Y 0.3 37
p-cloromercuri
benzoato (0.04) 0 (100) 0 (100) 0 (100)
Metopirona (0.1) Yo.2 21) Yo.3 (31) ¥ 0.1 (0)
SKF-525-A (0.1) 3.8 ¥ 0.3 (29) 1.2 ¥ 0.2 (29) 4.5 Y 0.2 (2)

®La mezcla de incubacifn contenia proteinas microsomales (0.4 mg/ml),
nifurtimox 0.1 mM y los inhibidores. Otras condiciones como en la
Tabla 7.

bMedia ha D.S. (tres determinaciones independientes)
®Porcentaje de inhibicibn

dNo determinado

Estos resultados merecen los siguientes cementarios: a)J el transpor
te de electrones no fue afectado bor dicumarocl, lo que descarta un
rol importante de una DT diaforasa microsomal (Ernster y Orrenius,
1965) en la reduccién del nifurtimox; b) la inhibicién de 1la acti
vidad por NADPt indica la participacién de la NADPH citocromo P-450

(c) reductasa, ya que el NADP+ es un inhibidor competitivo de esta
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enzima; c] la misma conclusifén es apoyada por el efecto del p-clo
romercuribenzoato, un inhibidor del transporte de electrones mi-
crosomal de hfgado durante la oxidacién de NADPH (Ernster y Orre-
nius, 1965; Orrenius, 1965; Masters y col. 1965); d) El efecto de
la metopirona y el SKF-525-A, dos inhibidores especfficos del
transporte de electrones microsomal a nivel del citocromo P-450
(Ernster y Nordenbrand, 1967), confirma la participacién de este
citocromo en la reducciédn del nifurtimox. Sin embargo, la forma-
cién del radical anibnico del nifurtimox no fue inhibida por monéxi
do de carbono y metopirona (Tabla 6). En concordancia con estos
resultados la metopirona y el SKF-525-A no inhibieron la generacidn
de 0; (Tabla 9), lo que implica que el citocromo P-450 puede estar
involucrado en la conversién del radical anibnico nitro en otro
producto de la reduccibén del nifurtimox(probablemente la hidroxila
mina) .

La falta de la esperada estequiometrfa 1l:1:1 para la oxidacién
de NADPH, el consumo de 02 y la formacién de H202 (Tabla 8) indica
que otros mecanismos pueden estar involucrados en la reduccién del
nifurtimox. Por ejemplo, la oxidacién de NADPH estimulada por ni-
furtimox fue inhibida por superéxido dismutasa y también por la ca
talasa en presencia de super6xido dismutasa (Tabla 10). Estas inhi
biciones sugieren que, en presencia de nifurtimox, el NADPH es hasta
cierto punto oxidado por el 05 o por alguna especie derivada como
el radical OH® (Biaglow y col. 1977). Un hecho que refuerza esta
hip6tesis es la inhibicfén de la oxidacién de NADPH dependiente de

0; Y de OH' por la super6xido 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
DO EN PRESENCIA DE NIFURTIMOX.®

Superdxido Catalasa Manitol DMPO Oxidacifn de NADPH
dismutasa(pg/ml) (pg/ml) (mM) (mg/ml) (nmoles/min por mg
' de proteina)

0 0 0 0 6.6 ¥ o0.3%¢
33 0 0 o 4.1 %o0.4 (38)¢
0 200 0 0o 6.0 X0.7 (9)
33 200 0 o 2.8 X 0.4 (57
0 0 6.7 0 4.6 T 0.3 (30)
0 0 0 6.7 4.9 % 0.5 (26)

®La mezcla de incubacibn contenfa proteinas microsomales (0.3 mg/
ml), nifurtimox 0.1 mM y las adiciones que se sefialan. Otras con

diciones como en la 7.

b .+ . . . -
Media - D.S. ( 5 determinaciones independientes)

®Velocidad en ausencia de nifurtimox: 3.5 ¥ 0.2 nmoles/min por mg
de protefina.

dPorcentaje de inhibici8n.

les OH', como el manitol, el DMPO y el desferal(Tabla 11}. El
03 y el OH' oxidaron el NADPH a baja velocidad, como ha sido obser
vado con otros nucleStidos de piridina (Bielski y Chan, 1976). El
rol de tanto el anién super8xido como el radical oxhidrilo en la
oxidaci6én de NADPH se demostr8 por el efecto sinergfstico de la
dismutasa y el desferal o el DMPO (Tabla 11l].

Los microsomas de rifién, cerebro y testfculos no fueron tan

activos como los de hfgado como generadores de 0; en presencia

de nifurtimox, aunque la velocidad de produccién de este radical
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TABLA 11. OXIDACION DE NADPH POR ANION SUPEROXIDO Y RADICAL
HIDROXILO.

Inhibidor Velocidad de oxidacibn de NADPH (pmol/min)®
Oxidante: o; Oxidante: 03  Oxidante: 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)° 6.4 (33)
DMPO (7 mg/ml) - 2.03 (76) 4.9 (48)
Desferal (0.7 mg/ml) - 3.2 (63) -
Manitol (10 mM) + -
desferal (0.7 mg/ml) - 2.67 (69)
Superfxido dismuta '
sa (33 ug/ml) 0.3 (94) 3.2 (63) -
igual + desferal
igual + DMPO(7mg/ml) -~ 0.97 (89) 2.03 (79)

%Los nimeros representan el promedio de muestras por duplicado. La
composicifn de las mezclas de reaccibén fue la siguiente (volfGmen
final: 1.5 ml). A: Tris-HCl 0.1 M, pH 7.6, xantina 50 mM, NADPH
0.33 mM y 20 ul de xantina oxidasa (0.48 unidades) afiadidas al
tiempo cero. B. lo mismo que A, mé@s FeSO, 0.1 mM y EDTA 0.3 mM.
C. Trie-HC1 0.1 M, pE 7.6, NADPH 0.33 mM, FeSO, 0.1 mM y H,0, 1
mM afiadida al tiempo cero. A, seglin Fridovich, 1970; B, segln
Halliwell 1978 y C, seglin Buetner y Oberley, 1979.

bPorcentaje de inhibicién.

fue significativamente aumentada pox esta droga (Tabla 12).



69

TABLA 12. EFECTO DEL NIFURTIMOX SOBRE LA PRODUCCION DE ANION SU-
PEROXIDO POR MICROSOMAS DE HIGADO, RINON, CEREBRO Y TES
TICULOS DE RATA.®

Suspensidn Produccidn de OE inducida Prodgcci&n enddgena

microsomal por nifurtimox de 03
(nmoles/min por mg prot.) (nmoies/min por mg prot.)
- SOD + SOD

Higado 5.2 % 0,3b 0 1.3 ¥ 0.3

Rifidn 2.8 ¥ 0.1 0.01 0

Cerebro 3.8 Y0 0.02 0

Testfculo 3.0 ¥ 0.2 0.01 0

®La mezcla de incuhecidn contenfa proteinas microsomales (0.16 mg/ml),
nifurtimox 0.1 mM y las adiciones que se indican en la Fig. 21. SOD,
superdxido dismutasa (33 pg/ml). Otras condiciones como en Materia-
les y Métodos.

bHedia ¥ op.s. (tres determinaciones independientes)

La incubacibén de microsomas de higado de rata en presencia
de nifurtimox y NADPH determiné un aumento significativo de la
formacifén de malondialdehfdo (Fig. 23). El efecto del nifurtimox

fue mdximo en presencia de NADPH como dador de electrones.
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Fig. 23, Efecto del nifurtimox sobre la peroxidacién lipfdica de
microsomas de higado. La mezcla de reaccifn y otras condiciones
como en la Tabla 13. La concentracifn de nifurtimox o de protefi-

na (a una concentracién de nifurtimox de 0.1 mM) se indican en 1la
abcisa.

La Fig. 23 muestra que la formacién de malondialdéfdo fue 11
nealmente dependiente de la concentracién de protefna utilizada

y de la concentracifén de nifurtimox en el medio de incubacién.

T T
6

(-]
o

MOA (nmoles /ml»

0 30 60 30
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Fig. 24. Cinética de la estimulacidn de la peroxidacidn lipidica

inducida por nifurtimox en microsomas de higado de rata. Los micro

somas (3.2 mg de proteina/ml) fueron suspendidos en el medio des-

cripto en la Fig. 23, a 37°C durante los tiempos indicados en la

abcisa. Concentracidn de nifurtimox 0.33 mM.
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La formacifn de malondialdehfdo se increment8 al. prolengar
el tiempo de incubacif6n, pero después de 30 min se mantuvo constan
te (Fig. 24).

A pesar de que el mecanismo de la peroxidacién lipfdica no
esta del todo explicado, diferentes argumentos indican que tanto
el oxfgeno singulete 6102) como el radical oxhidrilo (OH°) pueden
actuar como iniciadores del proceso. La estimulacién de la lipope
roxidacién por el nifurtimox fue inhibida en presencia de agentes;

1

secuestrantes de radicales OH' (manitol] y de 0, (histidina, azi

da) (Tabla 13), lo que demuestra que los derivados de la reduccién

. 1
TABLA 13. EFECTO DE AGENTES SECUESTRANTES DE RADICALES OH vy 02

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

Adiciones Absorbancia a 548 nm
Ninguna 0.006 ¥ 0.002°
Nifurtimox + NADPH 0.312 ¥ 0.041
Nifurtimox + NADPH + manitol 0.225 ¥ 0.013 (30.1)€
Nifurtimox + NADPH + histidina 0.206 ¥ 0.009 (34)
Nifurtimox + NADPH + azida 0.191 ¥ 0.004 (38.8)

%La incubacidn se llevé a cabo a 37 °C durante una hora con micro-
somas (4 mg de proteina/ml) suspendidos en amortiguador fosfato
20 mM, pH 7.4 y KC1 130 mM en un volGmen final de 1 ml. Nifurtimox
0.33 mM, NADPH 0.5 mM, manitol 0.1 mM, histidina 10 mM, azida, 10
nM.

bMedia ¥ D.S. (tres determinaciones independientes)

c - - - - T4
Porcentaje de inhibicidn.
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parcial del 0, estdn involucrados en las reacclones de peroxida

cién lipfdica estimuladas por el nitrofurano.

Alteraciones ultraestructurales en los 8rganos blanco de la
toxicidad del nifurtimox

Uno de los 6rganos mis sensibles a los procesos de peroxida
cién lipfdica es el testfculo (Tappel, 1973) y justamente este
6rgano es uno de los blancos de la toxicidad selectiva del nifur
timox en mamifero (Hoffman, 1972). La Fig. 25 A muestra un corte
transversal de un tfbulo semnifero de testfculo de rata normal
(inoculada con el solvente utilizado para suspender el nifurti=
mox: Tween 80-agua 4 ¢ V/V)). La Fig. 25 B muestra los efectos
observados luego de dos horas de la administracibén intraperito-
neal de 100 mg de nifurtimox/kg de peso. Se observa dilatacidn
difusa del retfculo endoplésmico liso de las células de Sertoli,
extendida a todo su citoplasma, con la apariericia de microvacuo-
las y también alteraciones de la membrana basal. En la Fig. 25 C
se observan los efectos producidos después de la administracién
intraperitoneal de 100 mg de nifurtimax/kg de peso por dfa duran
te 5 dfas. Se observa necrosis de los espermatocitos primarios
con picnosis y mayor densidad citoplasm&tica, aumento del nGmero
de cuerpos multivesiculares o lisosomas secundarios en el cito-
plasma de las células de Sertoli probablemente por digestién de
restos celulares de espermatocitos y espermdtides y retraccibén ci
toplasmdtica en el compartimiento basal, con grandes espacios que

s6lo contienen algunas membranas.
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Fig. 25. A. Microfotografia electrdnica de testiculo de rata
control (inoculada con el solvente del nifurtimox) mostrando
una célula de Sertoli (S) normal. Abreviaturas usadas: N, ni
cleo, B, membrana basal. x 4500. B. Microfotograffa electré-
nica de testiculo de rata inoculada con 100 mg de nifurtimox
por kg de peso y sacrificada dqs horac después, mostrando un
célula de Sertoli alterada con dilataciones del retfculo en-
dopldsmico liso en forma de microvacuolas (V). La membrana
basal también esta alterada y se observan cuerpos de lipofuc
sina (L) en las células de Sertoli. X 4500. C. Microfotogra-
fia electrdnica de testficulo de rata inoculada con 100 mg de
nifurtimox/kg de peso por dia durante 5 dfas mostrando esper
matocitos (E) en necrosis con sus nficleos picnéticos, retrac
cidn de las células de Sertoli con grandes espacios vacios y
restos de la actividad fagocitica (flechas). x 4500.

73
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Mecanismo de desintoxicacibébn hepdtica del nifurtimox

Se reconoce de manera general que muchas reacciones adversas
provocadas por drogas se deben a la transformacién de las mismas
en especies qufmicas altamente reactivas. Estos metabolitos t6xi
cos pueden alterar la estructura y funcién de las macromoléculas
tisulares de diferentes maneras, tales como mediante la alquila-
cién de protefnas y &cidos nucleicos o por estimulacién de la pero
xidaci6n lipfdica como hemos observado en el caso del nifurtimox.
Las cé€lulas han desarrollado varios mecanismos de defensa contra
tales ataques oxidativos. Entre estos, el glutatién reducido (GSH)
juega un papel muy importante junto a la glutatibén peroxidasa
mediante la remocién de perbxido de hidrSgeno (H,0,) y los hidro

per6xidos (ROOH) que se forman (Sies y col. 1978):

NADP GSH OOH 6§ HOOH g.r: GSSG reductasa
g-I, g-p g.p: GSH peroxidasa
NADPH GSSG ROH & HOH

Por otro lado, el glutatibn reacciona con diversos interme
diarios electrofflicos para formar conjugados. Estas reacciones
de conjugacién son catalizadas por las glutatién-S-transferasas
Y resultan en una depleccién de las reservas de glutatién.

El nifurtimox produjo una depleccién notable del glutatién
hepdtico en ratas, con un valor mf&ximo entre las 2 y 4 horas de
administrado (Fig. 26). Esta depleccién fue dependiente de la do
sis y con una concentracién de 200 mg/kg de peso, el nifurtimox

disminuy6 el contenido de glutatibn hepdtico en un 30 % sin pro
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vocar la mortalidad de las ratas ni alterar la histologfa hep&-

tica o la actividad de la piruvato transaminasa sérica (datos o-

mitidos). 8 —r— T T T T T T
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Fig. 26. Depleccién del glutatidn hepdtico inducida por nifurti
mox (e), 200 mg/kg de peso, intraperitoneal. Cada punto represen
ta la media = error standard de 6 animales. (o) Ratas controles
inoculadas 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 ho
ras (P<0.02).

La liberacifén de glutatifn oxidado (GSSG) de hfgado de rata
fue evaluada como un indicador del stress oxidativo (Sies y col.
1978) . Como se muestra en la Fig. 27, el nifurtimox determind un
incremento de la salida de GSSG del hfgado. Se lleg6 a una velo-

cidad estacionaria de liberacién de GSSG alrededor de los 45 min

luego de la inoculacibén de la droga que luego se mantuvo constan
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te hasta més alli de los 120 min (Fig. 27)
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MINUTOS DESPUES DE LA INOCULACION
Fig. 27. Secrecifn biliar de GSSG, La bilis se recolect8 cada
15 min luego de la inoculacifn de nifurtimox (o), 200 mg/kg de
peso, intraperitoneal. Cada punto representa la media # E.S. de
6 animales. Las diferencias fueron significativas a partir de
los 30 min (P< 0.001).

El incremento de la liberacién de glutatifn oxidado se acompa
fi6 de un incremento paralelo de la liberacién de glutatibén redu-
cido alcanzando esta una velocidad méxima alrededor de los 90 min

de administrada la droga (Fig. 28).
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Fig. 28, Secrecidn biliar de GSH. Iguales condiciones que en la
Fig. 27. Cada punto representa la media + E.S. de 6 animales. Las

diferencias fueron significativas a partir de los 45 min (P<LO0.05)
A los 105 min, P< 0.01.

La investigacifn por espectrofotometrfa de las bilis de
las ratas tratadas con nifurtimox revel6 la existencia de un pre
sunto metabolito de la droga con picos miximos de absorcién a 295
nm y 415 nm (Fig. 29). Este espectro fue comparado con el obteni
do de una solucién pura de nifurtimox (Fig. 29). Los mismos picos

de absorcifn a 295 nm y 415 nm fueron encontrados al estudiar
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Fig. 29. Espectro de absorcién del nifurtimox (A) mostrando
picos de absorcifn a 400 nm y 270 nm. (B) Espectro diferencial
de bilie de ratas tratadas con nifurtimox (200 mg/kg) contra
bilis de ratas inoculadas 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 nifu;timo;.

Se’ encontr8 una buena correlacifn entre la eliminacifn biliar
del presunto metabolito del nifurtimox y la eliminacién del glu-
tatién total (Fig. 30), lo que puede indicar que la absorbancia
encontrada en bilis se debe a la eliminacifn de un conjugado del

nifurtimox con el glutatién. La correlacién entre la eliminacibn
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ABSORBANCIA

Fig.30. Correlacidn entre la liberacidn de glutatién total en
bilis y la absorbancia del metabolito del nifurtimox enm la bilis
en diferentes tiempos luego luego de su administraci8n (200 mg/
kg de peso). Condiciones experimentales como en Materiales y
Métodos.

de glutatién total y la absorbancia a 415 nm de las bilis fue po
sitiva (r = 0.82, P<0.Ql). La 1fnea en la Fig. 30 representa la
recta de regresifn (y = 16.0 + 73.3x]. También fue buena la corre
laci6n entre la eliminacifn de glutatién total y la absorbancia
de las bilis a 295 nm (r = 0.76, P<0.01) representando la lfnea

de la Fig., 30, la recta de regresién (y = 16.6 + 24.9x).
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El flujo biliar no fue significatiyamente modificado después
de la administracifén de una dosis de 200 mg/kg de peso.

Se sabe que algunos nitrofuranos como la nitrofurantq!na
(Buzard y co0l.,1960) inhiben la actividad 15'22552 de la glutatifn
reductasa por lo que se investigé la actividad de esta enzima y
de la glutatién peroxidasa en el hfgado de las ratas tratadas con
nifurtimox (200 mg/kg de peso]l, ya que una modificacifn de estas
actividades podrfa explicar el aumento de la eliminacién de glu-
tatién en bilis.

La Tabla 14 muestra que no hubo diferencias significativas
entre las actividades de ambas enzimas 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 RIGA-
DO DE RATA.2

Ratas Actividades enzimdticas
(nmoles/ min por mg de protefna)
Glutati8n peroxidasa Glutatidn reductasa
Controles 505 + 53 127 + 27

Tratadas con
nifurtimox 534 + 63 123 + 25

%Las determinaciones se hicieron en los sobrenadantes de 105000 g
obtenidos después de la desintegracidn celular como se describe
en Materiales y M&todos(l mg proteina/ml).

b .
Media + D.S. (tres determinaciones independientes).
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Sin embargo, el nifurtimox inhibi6 la glutatifn reductasa
in vitro. El efecto del nifurtimox sobre la actividad de la glu-
tatién reductasa se muestra en la Fig.3l. El nifurtimox causé una
pronunciada inhibici6n de la actividad glutatifén reductasa del

sobrenadante de hfgado de rata.
100 I I I |

80 -

% INHIBICION

0 1 1 | |

20 40 60 80 100
NIFURTIMOX qm)

Fig. 31. Efecto de la concentracifn de nifurtimox sobre la activi
dad glutatidn reductasa de higado de rata., El sobrenadante de
105000 g (2 mg de proteina/ml) fue. incubado en amortiguador fos-
fato de potasio 50 mM, EDTA 1 mM, pH 7.0 en presencia de nifurti
mox. Otras condiciones como en Materiales y Métodos.
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Como era de esperar ante el eficiente mecanismo de desintoxi
cacién hep&tfca del nifurtimox, la peroxidacién lipfdica, medida

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

ratas tratadas con nifurtimox (Tabla 15).

TABLA 15, EFECTO DEL NIFURTIMOX SOBRE LA ABSORCION DE C0§JUGADOS
DIENO DE LOS LIPIDOS DE HOMOGENADOS HEPATICOS.

Homogenados de higado de: A235 nm

Ratas controles 0.235 + 0.016b

Ratas inoculadas con
nifurtimox 0.227 + 0.009

BAlicuotas de los homogenados de hfigado de rata (20 mg de protefna/
ml) fueron extrafdas por el método de Klaassen y Plaa, 1969.

PMedia + D.S. (n=4 a 6).
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Generacién de radicales libres inducida por el benznidazol en

el Trypanosoma cruzi y en el huésped.

Formacién del radical anibdnico del benznidazol

La incubacién de benznidazol (Fig.32), un 2-nitroimidazol
utilizado clfinicamente en el tratamiento de la enfermedad de

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

N
|

N NO,

|

Fig. 32. Fdormula quimica del benznidazol (Ro-1051, N-bencil-2-
~nitro-l-imidazol).

llev6 a la formacién del radical aniénico del nitroimidazol

N
(Fig. 33). El1l valor de aNo2

con el valor de 14.10 G para el misonidazol ( Ayscough y co0l.1978)

fue de 13.75 G y estd de acuerdo

otro 2-nitroimidazol. La formacién del radical dependi8 de

los tres componentes: microsomas, NADPH y benznidazol. La omi
si6n de NADPH o el calentamiento de los microsomas a 100 °C
durante 10 min llev6 a una falta total de actividad. El sistema
generador de NADPH no produjo concentraciones observables del

radical aniénico nitroarom&tico.
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Fig. 33. Espectro de rpe del benznidazol. A: Espectro formado
luego de la incubacibn de microsomas (2 mg proteina/ml), benzni
dazol 2 mM y un sistema generador de NADPH formado por NADP

(0.38 mM), glucosa-6-fosfato (5.5 mM), glucosa-6-fosfato deshi
drogenasa (0.67 unidades/ml). El espectro se obtuvo con una ampli
tud de modulacidn de 0.5 G y un poder de 20 mV., Otras condiciones
como en Materiales y Métodos. B) Espectro obtenido luego de la
incubacidn de epimastigotes de T. cruzi (109 c€lulas/ml) y benzni
dazol 1.6 mM en las mismas condiciones experimentales que en A

y en la Fig. 3.

De la misma forma que ocurrif para la obtencién del radical
libre del nifurtimox, el espectro del radical proveniente del

benznidazol pudo ser observado s6lo después de un perfodo de in-
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r
duccién que revelS el agotamiento del oxfgeno del medio debido

a la reaccién ya descripta (13):

ArNOé + 02

ArNO, + 0j (13 )

"En las mismas condiciones experimentales, la incubacién
de benznidazol en presencia de NADPH 6 NADH y fracciones mitocon
driales, microsomales, solubles y homogenados (no mostrados) 6
en presencia de epimastigotes intactos (Fig. 33 B) no llev6 a la

formacién de un radical detectable.

Estimulacién del transporte de electrones y la produccién de anién
super6xido y per6xido de hidr6geno

La Fig. 34 muestra que el consumo de 02 por los microsomas
hepdticos fﬁe incrementado varias veces cuando se introdujo benzni
dazol a la mezcla de reaccién. El incremento en el consumo de 0,
determinado por el benznidazol dependi8 de todos los componentes del
sistema, siendo la velocidad de reaccifn despreciable en ausencia de
NADPH o de microsomas o luego de la desnaturalizacién térmica de los
microsomas (datos omitidos).

La Fig. 35 muestra que el benznidazol incrementé significati

vamente la velocidad de generacién de O2 por microsomas suplementa
dos con NADPH, disminuyendo el perfodo de induccién de la oxidacién
de adrenalina. La omisién de NADPH o de microsomas del sistema com
pleto o la adicién de super6xido dismutasa previno la formacién de

adrenocromo, mostrando de esta forma el rol del 05 en la transferen

cia de electrones del radical aniénico nitroarom&tico al oxfgeno.
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Fig. 34. Efecto del benznidazol sobre el consumo de oxigeno por
microsomas de higado de rata. La mezcla de reaccidn contenia mi
crosomas (4.0 mg de proteina/ml) y amortiguador fosfato 20 mM,
pH 7.4, NADPH 0.5 mM y benznidazol (B) 1.0 mM. Los valores indi
can nmoles de 0,/min por mg de proteina. Otras condiciones como
se describe en ﬁateriales y Métodos.
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Fig. 35. Efecto del benznidazol sobre la generacidn de 0: por
microsomas de higado de rata. La mezcla de reaccidn contenia
microsomas (0.5 mg de proteina/ml), amortiguador fosfato 20
mM, pH 7.4, KC1l 130 mM y epinefrina 1 mM. Donde se indica se
afiadieron NADPH 0.3 mM, benznidazol 1.0 mM (B) y 5 pg/ml de
superdxido dismutasa (SOD). Otras condiciones experimentales
como se indican en Materiales y Métodos. El valor cerca del
tr;zado indica la velocidad en nmoles 0;/min por mg de pro-
teina.

La Fig. 36 muestra el efecto de diferentes concentracio
nes de benznidazol sobre la generacifén de 05' por microsomas de
hfgado de rata (A) y por microsomas de epimastigotes de Trypa-

nosoma cruzi(B),S6locon los microsomas hepdticos, el henznidazol

fue capaz de estimular la generacién de anién superéxido.
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Fig. 36. Efecto de la concentracifn de benznidazol sobre la pro
duccifn de anidn superdxido por microsomas de higado (A) y de
T. cruzi (B). Condiciones experimentales como en la Fig. 35 y
en Materiales y Métodos. La concentracidn de benznidazol se in-
dica en la abcisa. T. cruzi: 2.0 mg de proteina microsomal/ml.
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La Tabla 16 muestra el efecto de inhibidores especfficos

del transporte de electrones microsomal sobre el consumo de 02

y la formacién de 05 por microsomas de hfgado de rata.

TABLA 16. EFECTO DE INHIBIDORES SOBRE EL CONSUMO DE O, Y LA FOR-
MACION DE O; DEPENDIENTES DE NADPH EN PRESE&CIA DE

BENZNIDAZOL?a

Inhibidor Pardmetro metabdlicos (nmoles/min por mg prot.)

(mM) Consumo de 02 Generacidn de OZ
Ninguno 4.4 ¥ 0.2 6.0 ¥ 0.5

+ + +
NADP (1.0) 2.9 - 0.2 (66) - 0.2 (75)
p-cloromercuri
benzoato (0.04) 0 (100) 0 (100)
Metopirona (0.1) Y o.3 (o) 5.2 ¥ 0.4 (13)
SKF-525-A (0.1) 5.0 £ 0.3 5.1 0.3 (15)

a . .
La mezcla de reaccifn contenfa proteinas microsomales ( 4 mg/ml)
benznidazol 1 mM y los inhibidores. Otras condiciones como en Mate
riales y M@todos.

PMedia + D.S. (tres determinaciones independientes)

cPorcentaje de inhibicién

La inhibicibén de la actividad por NADP+, inhibidor competiti
vo de la NADPH citocromo P-450 (c) reductasa, y por p-cloromercuri-
benzoato, inhibidor irreversible de la misma actividad (Ernster y
Orrenius, 1965; Orrenius, 1965; Masters y col. 1965) ,indican la par
ticipacifn de esa enzima en la reduccibdn del benznidazol.La falta de
efecto de la metopirona y el SKF-525-A, dos inhibidores especifi
cos del citocromo P-450 (Ernster y Nordenbrand, 1967), indica que

este citocromo no participa en la reduccibén de esta droga por los
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microsomas hep&ticos.

La Fig. 37 muestra que el benznidazol increment§ signifi
cativamente la velocidad de generacién de H,0, por microsomas
hepdticos suplementados con NADPH, La omisién de NADPH o de mi

crosomas del sistema completo previno la formacién de H,O0,

4
AA:0.005

T

7.0

NADPH
B

1min | Y

Fig. 37. Generacidn de H 02 por microsomas de higado de rata
en presencia de benznidazoz. La mezcla de reaccidn contenfia
microsomas (0.5 mg de proteina/ml), amortiguador fosfato 20 mM,
pH 7.4, KC1l 130 umM, y peroxidasa de rdbano 0.8 pM. Donde se in
dica se afiadieron NADPH 0.3 mM y benznidazol 1.0 mM. Otras con
diciones .experimentales como en Materiales y Métodos. El valor
cerca del trazado indica la velocidad en nmoles de H202/min por
mg de proteina.
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El benznidazol estimuld linealmente la produccibén de H2°2

por microsomas de hfgado de rata (Fig. 38 A). En las mismas con
diciones experimentales, el benznidazol fue incapaz de estimular
la generacién de Hzo2 por microsomas de epimastigotes de T. cru-
zl (Fig. 38 B). Tampoco pudo obtenerse estfmulo de la produccibn
de H202 por benznidazol utilizando otros dadores de electrones
como el NADH y otras fracciones subcelulares de T. cruzi (firaccibn

mitocondrial, sobrenadante), homogenados 6 células intactas (datos

omitidos).
20 | | |

H,0, (mmoles/min/mg proteina)

| 1 |
0 1

BENZNIDAZOL (mM)

Fig. 38. Efecto de la concentracidn de benznidazol sobre 1la
produccién de H,0, por microsomas de higado (A) y de T. cruzi.
Condiciones experimentales como en la Fig. 37. T. cruzi: 2.0
mg de proteina/ml. Concentracidén de benznidazol en la abcisa.
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Inhibici8n del crecimiento del T. cruzi

Concentraciones de benznidazol menores de las necesarias
para estimular la generacién de derivados de la reduccibn parcial
del oxigeno en microsomas de hfgado de rata e incapaces de generar
estos radicales en las fracciones subcelulares, homogenados y cé-
lulas intactas de T. cruzi fueron efectivas en inhibir el crecimien

to del pardsito en cultivo (Fig. 39).
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Fig., 39. Efecto del benznidazol (20,40,80 y 120 pM) sobre el crecimiento del

Tryganosorma cruzi. C: control. Condiciones experimentales como en Materiales
¥y Metodos.
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DISCUSION

Mecanismo de toxicidad del nifurtimox en el T. cruzi y en el
huésped.

Nuestros estudios indican que el primer intermediario de la
reduccién del nifurtimox en el T. cruzi es presumiblemente el

radical aniénico derivado (Reaccién[izj):

2 ArNO, + NAD(P)H + B — 5 2 AINO; + nap(p)t + vt (12)

< e < 13
ArNO; + 0, - AINO, + O3 (13)
< < + o 1l
0 + 05 + 2 H R0, + 0, (1)
05 + H,0, —> OH® + OH + O, (2)

El radical reacciona con el 0, generando O2 (reaccién 13 )
que a su vez produce H202 ya sea esponté&neamente o por accién de

la superb6xido dismutasa (reaccién [1] }. La interaccién del H202
con el 0; puede llevar a la produccibn de radical OH® (reaccibn

(2] ) que como ya mencionamos en la Introduccién ha sido postula

do como una de las especies de bajo peso molecular mis dafiinas ge-
neradas por las radiaciones ionizantes. Estas reacciones pueden
llevar a producir extensos dafios en los &cidos nucleicos (Olive,
1978) y formacién de peréxidos lipfdicos y org&nicos (Tappel, 1973).

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

accién tripanocida del nifurtimox:
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ALTERACION
DEL ADN
< 3+

+2n* 02::2;_, OR" + OH™ + 0,
NADP* 2 ArNO3 20, H202 RHj'—Roz“

Nitroreductasa (SOD) R'7..Ro\'z

+ T + o
NADPH+ H 2ArNO2 202 2H HeO e PEROXIDACIO

LIPIDICA

Fig. 40. Posible mecaqismo de toxicidad del nifurtimox en T, cruzi

La concentraci6n sérica que se alcanza luego de la administra

tracién oral de nifurtimox (15 mg/kg de pesol en el hombre es de
alrededor de 10-20 PM' yalor que esta cercano a la concentracién

de nifurtimox que produce: a) mixima estimulacién de la formacién
2
la difusibn de H,0, fuera de las cé€lulas intactas (Fig. 1] y c)

de 05 por la fraccibén mitocondrial de 2;'95235 (Fig. 9); bl inicia
inhibe completamente el crecimiento del'z;;gsggi en medio de culti
vo (Fig. 12). Otros mecanismos de toxicidad, sin embargo, no pueden
excluirse. Uno de esos posibles mecanismos consiste en la unién del
radical libre nitroarom&tico o de metabolitos relacionados a las
macromoléculas celulares

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

accibn tripanocida del nifurtimox podrfa aplicarse también para
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explicar los efectos téxicos colaterales de esta droga en el
huésped, ya que se detect8: alla formacién del radical aniénico
derivado (Fifgs.13-15,17-18 ]| en microsomas de hfgado y en homogena
dos de otros 8rganos blanco de su toxicidad; b] un incremento de
la utilizaci8n microsomal de 0, (Figs. 19 y 20, Tablas 7-3); c)

un estimulo de la generacién de OE por microsomas de diferenres
tejidos (Figs.21 y 22, Tablas 8,9 y 12]y d]l un estfmulo de la ve
locidad de formacién de H,0, por microsomas de hfgado (Tabla 8].
Adem&s de estos efectos, el nifurtimox increment8 la velocidad de
peroxidacién lipfdica por los microsomas hepdticos (Figs. 23 y 24,
Tahla 13),

Los efectos de los inhibidores de las Tablas 6 y 9 indican que
la reduccifén inicial de la droga es catalizada por la NADPH cito-
cromo P-450 (c) reductasa, siendo capaz el radical formado de reaccio
nar con oxfgeno molecular para generar anifn super6xido. La dismu
tacién del 05 da origen al H,0, v la reaccién de Haber-Weiss que
sigue (dependiente de iones Fe3+1 da origen al radical OH' y posible
mente al 102 que pueden causar: peroxfdacién lipfdica, dafio a los
dcidos nucleicos y dafio bil6gico. Parte de la oxidacibn de NADPH y
del consumo de 02 obseryados en la Tabla 8 pueden deberse a la

reaccién del 02 y del OH® con el NADPH, como también ha sido sugeri
do para otros nifrofuranos (Biaglow y col. 1977]. Los resultados de
la Tabla 11 est&n de acuerdo con esta hip6tesis. El efecto de inhibi
dores especfficos del citocromo P-450 (metopirona y SKF-525-A) sobre
la oxidaci6én de NADPH, el consumo de 0, vy la formacibén de 05 (Tabla 9]

Y de estos inhibidores (CO, metopirona) sobre la formacién del radica:
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aniénico del nifurtimox (Tabla 6) indican que el citocromo P-450
puede estar involucrado en la conversién del radical anifnico ni
tro en otro producto de reducciédn del nifurtimox. Estas reacciones
podrfan explicar 1la falta de estequiometrfa entre el consumo de

0,, la formacién de 05 y H,0, v la oxidacién de NADPH por micro-
somas en presencia de nifurtimox (Tabla 8).

Los microsomas de cerebro, testfculos y rifi6n de rata muestran
una produccién incrementada de 0; cuando se los incuba con nifurti
mox y los.homogenados de cerebro y testfculos también son capaces
de generar el radical anifnico del nifurtimox (Figs. 17 y 18).
Aunque estas actividades no son tan altas como las de microsomas
de higado podrfan ser las responsables de las lesiones producidas
en esos tejidos por la accién téxica del nifurtimox (Hoffman, 1972).
Los mecanismos de detoxificacién del 5202 en cerebro y testiculos
no son claros. Las enzimas protectoras como la glutatién peroxida-
sa y la catalasa, que actfan en otros tejidos para destruir al H202
(Introduccién) parecen estar en muy baja actividad o ausentes en
cerebro (Cochen y Hochstein, 1973) y testfculos (Buhrley y Ellis,1973).
El tejido cerebral es muy sensible a la inhibici6n de la gluc6lisis
cuando se afiaden agentes generadores de H,0, como los 6-6 p-hidroxi
fenoles (Hochstein y Cohen, 1960, Cohen y Hochstein, 1963). Esta sen
sibilidad puede contribuir a la susceptibilidad del cerebro a los
efectos citot6xicos del nifurtimox. Por otra parte la peroxidacidn
lipfdica iniciada por los radicales libres generados a través del
ciclo redox del nifurtimox pueden constituir un importante mecanis
mo para explicar el dano del cerebro y otros tejidos. Asimismo las

(&

alteraciones ultraestructurales observadas en testfculo de rata

.
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luego de inocular nifurtimox son similares a las producidas por
radiaciones ionizantes (Hugon y Borgers, 1966) que generan radi-
cal OH'. Los dafos ultraestructurales observados pueden interpre
tarse como resultado de una alteracién inmediata de las células
de Sertoli que a su vez produce un defecto en las células germi
nales (compartimiento apical), especialmente las mé&s activas
los espermatocitos primarios, que degemeran en su totalidad con
los tratamientos prolongados. Como alteracibn secundaria y debi
do al aumento de la fagocitosis por las cé&lulas de Sertoli, se
observa, luego de tratamientos prolongados, un aumento de liso-
somas secundarios (cuerpos multivesiculares), inclusiones lipi-
dicas y otros derivados de la actividad fagocftica.

ta reduccibn enzim&tica del grupo nitro es requerida para la
accién bactericida de los nitrofuranos. La reduccién del grupo
nitro es necesaria para el efecto mutagénico en bacterias y para
la rotura del ADN bacteriano o de mamffero, asf como para la unién
covalente de los intermediarios de la reduccién de los nitrofu-
ranos a las protefnas y al DNA. El o los intermediarios responsa
bles por estos fenémenos son todavfa desconocidos y deben tener
un estado de oxidacibén entre el radical nitro y la amina
(Peterson y col. 1979). La mayorfa de los autores creen que la
hidroxilamina, que es el producto de reduccién por cuatro elec-
trones, es el metabolito reactivo responsable de los efectos
biol6gicos de los nitrocompuestos (Peterson y col. 1979). Ya
que la nitrorreduccién del nifurtimox procede a través de un
radical libre aniénico, se plantea el interrogante sobre si los

equivalentes de reduccién requeridos para la formacién de la
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Hidroxilamina y la amina derivan a través de la nitrorreductasa
del NADPH, o, como ha 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 electrfn necesario pa
ra la formacién del nitrosoderivado. Los nitrosocompuestos son
conocidos como muy reactivos y susceptibles de reduccién enzim&-
tica o no enzimdtica por NADPH (Guillette, 1971). Este interme-
diario también puede ser reducido por el radical aniénico nitro-
arom&tico (Kastening, 1964). Por lo tanto, el radical anibénico
podrfa proveer todos los equivalentes de reduccién 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 NADPH al nitrosoderivado para
formar la hidroxilamina. En este sentido, es apropiado destacar
que el citocromo P-450 es esencial al menos en el dltimo paso de
la reduccién del nitrobenceno a anilina, la reduccién de la

fenilhidroxilamina (Harada y Omura, 1980).

Mecanismo de desintoxicacifn hepdtica del nifurtimox

Los cambios en el nivel del glutatién oxidado (GSSG) en la
bilis pueden deberse a miltiples factores que determinan ya sea
su sintesis o su degradacibn. Dos factores influencian su sinte
sis: a) la actividad de la GSH peroxidasa, la enzima limitante en
la sintesis de GSSG y b) la disponibilidad del sustrato para la
glutatién peroxidasa, es decir, hidroper8xidos lipfdicos y per6-

xido de hidr6geno. Nuestros estudios demostraron la ausencia de
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podificaciones de la actividad de la GSH peroxidasa en las ratag
tratadas con nifurtimox. Sin embargo, el nifurtimox indujo la
generacién de H,0, y la peroxidacifn lipfdica in vitro por micro
somas de hfgado de rata (Tabla 8, Figs. 23 y 24). Aunque los conju
gados dieno no fueron elevados in vivo luego del tratamiento de las
ratas con nifurtimox este resultado podrfa indicar solamente un
eficiente mecanismo de metabolizacién de hidroperéxidos.

En la degradacién de GSSG son importantes dos factores: a) la
actividad de la GSSGreductasa y b) la disponibilidad de la coenzi-
ma de la GSSG.reductasa, el NADPH. El nifurtimox estimulé la oxida

cién de NADPH por microsomas de hfgado de rata (Tablas 8 y 9),es
decir el consumo de coenzima, y -por otro lado inhibi6 la actividad
in vitro de la glutatibén reductasa de hfgado de rata (Fig. 30). Aun
que in vivo esta actividad enzimitica no fue afectada, esto puede
atribuirse a una inhibicién reversible de la enzima como ha sido
demostrado en el caso de otros nitrofuranos (Buzard y col. 1960).

Por lo tanto, el aumento de la liberacién de GSSG no puede
ser solamente el resultado de un incremento de la peroxidacién lipi
dica y parece m&s probable que sea causado por una combinacién de
factores mGltiples que revelan el stress oxidativo de las células.
En este contexto, vale la pena mencionar que un incremento en la 11
beracifn de GSSG ha sido observado durante las transiciones oxidati
vas asociadas a la oxidacifén de drogas y durante el metabolismo de
hidroper6xidos endfégenos y ex8genos (Sies y Summer, 1975; Sies y
col. 1978; Oshino y Chance, 1977).

Se ha demostrado la conversién enzimética de varios nitrofura

nos en conjugados del glutatién con liberacién de nitritos (Boyland
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Yy Speyer, 1970). Esta reaccifn lleva a la pérdida de la toxici-
dad de los nitrofuranos ya que &sta es marcadamente dependiente

de la presencia de grupos nitro. Por lo tanto, la liberacién de
GSH del hfgado inducida por el nifurtimox podrfa explicarse por

la formacién de un conjugado del mismo. Sin embérgo, otros meca
nismos de depleccién del GSH hep&tico no pueden excluirse. Es
posible que debido a su capacidad secuestrante de radicales, el
GSH reaccione con los radicales generados por el nifurtimox(Fig.22)
Los radicales combinados con el glutatién que resultarfan podrian,
por un lado,llevar a alteraciones funcionales de las protefnas ce
lulares y de membrana y,por el otro, a una pérdida de GSH hep&ti-
co, ya que este escaparfa a la determinacién por el método que
utilizamos. Otra posibilidad es que el nifurtimox impida la sinte
sis de novo del GSH.

Los estudios espectrofotométricos de las bilis de las ratas
tratadas con nifurtimox, dieron indicaciones de diferentes m&ximos
de absorcibn a 295 nm y 415 nm. Una absorbancia similar a 415 nm
ha sido observada en hfgados aislados luego de ser perfundidos con
nitrofurantofna y se ha sugerido que posiblemente fuera debida a
un metabolito polar de ese nitrofurano (Jonen y Kaufman, 1980). En
estudios anteriores se habfa demostrado la existencia de una via
de metabolizacién de los nitrofuranos que lleva a la formacién de
metabolitos polares amarillos que absorben cerca de 415 nm y 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

nitrofurantofna como mezclas tautoméricas de 4-hidroxi-5-nitrofuranc
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carboxaldehfdo y sus correspondientes formas aci-nitro, indicati
vas de la hidroxilacién metab6lica del anillo furano (Olivard y
col. 1976}.

Aunque la naturaleza qufmica de estos metabolitos del nifurti
mox encontrados en la bilis no se ha identificado, parece posible

que puedan ser 4-hidroxiderivados de la droga.

Mecanismo de toxicidad del benznidazol en el T. cruzi y en el huésped

El benznidazol es reducido por los microsomas de hfgado de ra
ta a un radical aniénico nitroarom&tico. La reoxidacifén de este radi
cal se acompafia de la formacién de radicales derivados de la reduccibn
parcial del oxfgeno. Se encontrf que el benznidazol: a) indujo un au-
mento del consumo de oxfgeno microsomal (Fig. 34 y Tabla 16); b) esti
mulé la velocidad de generacién de o; (Figs. 35 y 36 y Tabla 16) y c)
increment6 la velocidad de formacién de H,0, (Figs. 37 y 38) . Ademés
de estos efectos, se obtuvieron evidencias de la formaci6én del radical
anifnico por espectrometrfa de resonancia paramagnética electrénica
(Fig. 33). Los efectos de los inhibidores de la Tabla 16 indican que
la reduccién inicial de la droga es iniciada por la NADPH citocromo
P-450 (c) reductasa, siendo la droga capaz de reaccionar con oxigeno
molecular para generar anifén superé6xido, cuya dismutacién determina
la formacién de H202. El efecto de los inhibidores especificos del
citocromo P-450 (metopirona y SKF-525-A) sobre el consumo de 02 y la
generacién de 0; (Tabla 16) estimulados por el benznidazol, indica
que el citocromo P-450 no esta involucrado en la reduccién del bemzni

dazol.
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La reaccién del benznidazol con el oxfgeno bloquea la redu
ccibn posterior del grupo nitro y de esa forma inhibe la forma-
cién de intermediarios presumiblemente responsables de la unién
al ADN como ha sido descripto para otros nitroimidazoles (La Russo
y col., 1977). Se cree que esta interaccién con el ADN puede ser
responsable de la toxicidad del benznidazol en el T. cruzi(Polak
y Richle, 1978).

La toxicidad selectiva del benznidazol contra el T. cruzi
(Polak y Richle, 1978) puede explicarse a través de la reaccidn
de detoxificacién entre el oxigeno y el radical aniénico. Ya que
la reduccién a través de la cesibn de un electrfn ocurre solamen
te en los tejidos de mamffero , el oxfgeno oxida al radical trans
form&ndolo nuevamente en la droga original antes de que ocurra
alguna interaccién entre el radical libre y las macromoléculas y
antes de que ocurra la reduccién de ese radical con la formacién
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 algquilacién
de protefnas (Mc Calla y col., 1971). Esta deduccifn esta apoyada
por la falta de toxicidad de esta droga en el hombre. Estas eviden
cias también indican que la cantidad de anién superbxido y perbxi-
do de hidr6geno generados in vivo por esta droga, no es citot6xi
ca y no debe sobrepasar los niveles basales. Finalmente la reaccién
entre el radical y eloxfgeno podrfa explicar la falta de actividad
carcinogénica del benznidazol, ya que el 0, inhibe completamente su
reduccibn al contrario de lo que ocurre con el potente carcinégeno
4-nitroquinolina N-oxido, cuya reduccién es, en parte, insensible

al oxfigeno (Kato y col. 1970).



103

CONCLUSIONES FINALES

A pesar de que la Enfermedad de Chagas, causada por el Try-

panosoma cruzi, es un importante problema de Salud Pdblica para

muchos pafses Latinoamericanos no se ha conseguido hasta el momen
to el disefio de un adecuado agente terapéutico.

Un intento racional para el disefio y seleccibén de agentes
terapéuticos es el que se basa en la deteccifén de mecanismos bio
16gicos o moleculares en el par&sito que puedan ser afectados por
drogas que a la vez resulten inocuas para el huésped. En teorla,
cualquier reaccifén metab&lice importante para el par&sito puede
ser considerada un adecuado blanco para los agentes quimioteripi
cos.

Desde hace varios afios se han estado estudiando diferentes
vias metab6licas en el T. cruzi con el objeto de encontrar diferen
clas que puedan llegar a ser importantes para el disefio de nuevos
agentes tripanocidas. La principal diferencia bioquimica que se
ha encontrado hasta el presente es el bajo desarrollo de los meca
nismos protectores del parfsito contra los productos derivados de
la reduccién parcial del oxfgeno.

La ausencia de mecanismos eficientes de defensa contra la
accibn deletérea de los productos de la reduccibn parcial del oxI
geno puede tener una importancia fundamental para el desarrollo
de quimioterdpicos que presenten toxicidad selectiva. Un avance
importante en este sentido esta representado por las investiga-
ciones que realizamos sobre el mecanismo de accién de nitrofura

nos y nitroimidazoles.
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El nifurtimox, un derivado nitrofurano, es una de las dro-
gas mis efectivas utilizadas en el tratamiento de la enfermedad
de Chagas. Concentraciones farmacolb6gicas de nifurtimox son capa
ces de producir una estimulacién m&xima de la produccién de O;
por fracciones mitocondriales y microsomales de T. cruzi e iniciar
la difusién de H,0, fuera de las células (Figs. 9-11). El primer
paso en la reduccién enzimitica del nifurtimox consiste en 1la
transferencia de un solo electrbn con generacién del radical anif

nico del mismo (Figs. 3-7). Este radical aniénico reacciona con el

oxigeno regenerando el nifurtimox y generando 05 gue dismuta

NAD(P)H‘><ArN02X /—\L‘ N
NAD (P) ArNO3 OH + OH™ + 0,

peroxidacién lipfdica

a H,0,. Su reaccifn con OZ catalizada por Fe3+ lleva a la genera
cién de radical qxhidtilo (OH®) capaz de iniciar procesos de pe-
roxidacién lipidica y dafno a los &cidos nucleicos. Este mecanis-
mo aparentemente es efectivo en todos los estadfos celulares de
T. cruzi (Figs. 3-11) y puede ser responsable de los efectos t&xi
cos colaterales del nifurtimox en los tejidos del huésped parcial
mente deficientes en mecanismos protectores contra los derivados
de la reduccién parcial del oxfgeno como el 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 hi
gado la reduccibn de esta droga es iniciada por la NADPH citocromo

P-450 (c) reductasa, interviniendo también el citocromo P-450
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en su desintoxicacién. A pesar de la efectiva generacifén de deri
vados de la reduccién parcial del oxfgeno por los microsomas de
hfigado (Figs. 21,22; Tablas 8 y 9) y de la peroxidacibén lipidica
que ocurre in vitro (Figs. 23 y 24, Tabla 13) los eficientes meca
nismos de desintoxicacifn del hfgado de los productos derivados
de la reduccibn parcial del oxfgeno (Figs. 26-30) llevan a no
provocar danos in vivo (Tabla 15).

El benznidazol, un nitroimidazol también efectivo contra la
enfermedad de Chagas,tuvo un mecanismo similar de generacién de
derivados de la reduccién parcial del oxfgeno en microsomas de
hfgado de rata (Figs. 36-38, Tabla 16). Sin embargo,las concentra
ciones utilizadas fueron un orden de magnitud superiores a las
utilizadas en el caso del nifurtimox, por lo que la reaccién del
radical anibénico derivado del benznidazol con el oxigeno probable
mente constituyé un mecanismo de desintoxicacién evitando la for
macién de derivados de la reduccién de la droga potencialmente
t6xicos (nitrosoderivado , hidroxilamina) Estas reacciones no ocu
rrieron en el T. cruzi (Figs. 33, 36 y 38) lo que explicarfa la
toxicidad de la misma sobre el par&sito, ya que en &1 podrfan
generarse otros productos de reduccién de la droga que no apare-
cen en los tejidos del huésped debido a la mencionada reaccién de

desintoxicacién.
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