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INTRODUCCION



I

La enfermedad de Chagas

La tripanosomiasis es una afección parasitaria causada

por 1a presencia en e] organismo de un tripanosoma, que per

tenece a1 género de Ios f1age1ados, de] grupo de Ïos proto

zoarios. La forma parasitaria se encuentra en invertebrados,

plantas y vertebrados y comprende varios géneros que tienen

una interesante secuencia evo1utiva, que va desde protozoa

rios parásitos en un huésped invertebrado (monogenético, gé

nero Crithidia, Leptomonas, Bïastocrithidia y Herpetomonas)

a protozoarios parásitos, que tienen en forma aiternada hués

pedes vertebrados e invertebrados (Nature, vo]. 283, Revisión

1978). Entre eilos se encuentran ios géneros Leishmania y

Trvpanosoma que son causantes de enfermedades médicas y de

probiemas económicos muy importantes, tanto en humanos como

en animaies. Durante e] desarroiio en e] insecto o vector y

en e] mamífero, tanto Leishmania como Trvpanosoma, tienen

formas morfológicamente comparabïes a las de] género monoge

nético.

E1 tripanosoma tiene un cicio bioiógico interesante, de

finido por e] método de transmisión y 1a Iocaiización de] ci

cïo de desarroïïo en e] insecto vector. La más primitiva de

estas especies, estercoraria, se desarroiia en e] intestino
de] insecto vector y se transmite a través de 1as heces, a1

huésped vertebrado. Ejemp1osde T. estercoraria incluyen

T.thei1eri (en ganado), T.1ewisi (en roedores) y T. cruzi

(agente causa] de 1a Enfermedad de Chagas en humanos). Pre

sumibiemente, ias especies más evoiucionadas (saiivaria) se

desarrolian en e] intestino y/o boca de] insecto vector



(Giossina Sp) y son inocuiadas directamente en e] torrente

sanguíneo de] huésped vertebrado, durante su aiimentación.

Dentro de este grupo se encuentran T.vivax, T.congo]ense,

T.brucei, T rhodesiense y T.gambiense. Estos tres üitimos,

no son distinguibies morfoiógicamente, pero presentan es

pecificidad de huésped. E1 T.brucei causa una enfermedad

mortal a1 ganado, y e] T.rhodesiense y e] T.gambiense son

105 agentes etiológicos de 1a enfermedad de] sueño en hu

manos.

La Enfermedad de Chagas fue descubierta en 1907 por

Carios Chagas, en e] estado de Minas Gerais en Brasi] y 1ue

go.se comprobó en toda Latinoamérica, desde e] sur de Esta

dos Unidos hasta 1a Argentina. Grandes regiones de ios pai

ses invoiucrados, se han convertido en áreas endémicas, don

de e] número de personas infectadas 11ega a 25 miliones, de

1as cuaies, aproximadamente 2 miiiones han sido iocaiizadas

en 1a Argentina. Sin embargo, no todas son enfermas, sólo

e] 15%presentan lesiones cardiacas o visceraies y ei resto

está constituido por portadores, que pueden considerarse co

mo personas sanas.

Esta enfermedad representa un grave probiema sanitario

que afecta especiaimente a las zonas ruraïes; aiii se combi
nan factores socioeconómicos derivados de las malas condicio

nes de vida, que permiten que numerosos insectos, incluido

e] transmisor de 1a enfermedad de Chagas, encuentren un iu

gar favorabie para su desarroïio.

E1 T.cruzi tiene afinidad por 1as céiuias de] parénqui

ma de] corazón y ias céiuias nerviosas de] piexo mesentérico.



La enfermedad se inicia en forma aguda y posteriormente

pasa a formas crónicas. Una de las complicaciones más fre

cuentes, comoresultado del ataque del parásito al músculo

cardiaco, es la cardiopatía chagásica que tiene una morta

lidad muy elevada.

En la actualidad se realizan grandes esfuerzos para

controlar la enfermedad de Chagas a través de programas na

cionales, que consisten en la desinfección domiciliaria,

particularmente de ranchos y otro tipo de locales precarios,

en el mejoramiento de las viviendas, en la educación popular

y en el desarrollo de compuestos activos contra el T.cruzi.

Hasta el presente no se han logrado resultados satisfacto

rios, debido a que las campañas no alcanzaron la efectivi

dad indispensable, por el alto costo de las mismas y por el

hecho que hasta el momento, no se ha encontrado un agente

quimioterápico adecuado. Se ha avanzado en el tratamiento

de la enfermedad aguda, pero la enfermedad crónica, sigue
aún sin resolverse.

Ciclo biológico del T. cruzi

El ciclo biológico del parásito consiste en dos fases

bien diferenciadas; una ocurre en el insecto vector, y la

otra en el huésped vertebrado. El invertebrado es un insecto

hematófago perteneciente a la familia Reduviidae al que co

munmentese designa vinchuca. Tanto las larvas y ninfas co

mo los insectos adultos, necesitan sangre para su desarrollo;

si un insecto se alimenta con sangre que contiene parásitos,
En else vuelve infeccioso de por vida. intestino medio del



vector, el T.cruzi se transforma en epimastigote, el cual

se multiplica por fisión binaria longitudinal. En el recto

del insecto se desarrollan epimastigotes más chicos, que

se convierten en tripomastigotes metaciclicos infectantes.

La transmisión se produce por contaminación; cuando el in

secto se alimenta, deposita las heces y los parásitos se

inoculan en la picadura misma o en las mucosas (conjuntival,

bucal o nasal).

En el vertebrado, el T.cruzi sigue un proceso discon

tinuo de multiplicación en la sangre y los tejidos del sis

tema reticulo endotelial. Luegode penetrar en las células,

los tripomastigotes se transforman en amastigotes de 2-4 mi

crones de diámetro. Por fisión binaria y diferenciación, se

forman tripomastigotes que se liberan desde las células pa

rasitadas hacia la sangre, donde circulan un cierto periodo

sin multiplicarse y penetran nuevamente en las células para
iniciar un nuevo ciclo tisular.

Comose describió, el parásito sigue una multiplicación

discontinua en el hombre, donde se alternan las forma amasti

gotes en los tejidos y los tripomastigotes en la sangre. La

fase aguda se caracteriza por la presencia de un gran número

de parásitos en los estadios tisular y sanguíneos, esta fase

es seguida por otra crónica con parasitemia sublatente y es

casas formas tisulares. El desarrollo de agentes quimioterá

picos es complicado por varios hechos inherentes al ciclo de

vida del T.cruzi. Hasta el presente se han hecho avances en

el tratamiento de las infecciones agudas, cuando los organis

mos son más accesibles a la acción de los compuestos, pero la



enfermedad crónica aün continua.sin soiución.
En e] laboratorio se pueden obtener cu1tivos de T.cruz

E1 parásito crece en medios complejos (Tayior y c01.,1968)

y hasta e] momento no ha sido cuitivado en un medio comp1e

tamente definido. La forma de cuitivo es 1a de epimastigote,

1a diferenciación en ias formas tripomastigotes metaciciicos

infectantes, ocurre durante 1a fase estacionaria de los cu]

tivos. 5610 1as formas metaciciicas son infectantes para e]

huésped vertebrado y su infectividad depende de 1a cepa, e]

número de tripomastigotes inocuiados y e1 tiempo de cuitivo

en un medio.artificia1 (Chiari, 1971L

Organización y estructura de] DNAnuciear xfkinetopiástico
de] T.cruzi

E1 DNAde ios tripanosomas está iocaiizado en dos re

giones: en e] nücieo y extranuclearmente, en 1a única mito

condria presente en estos parásitos.

E1 DNAnuciear, nDNA, tiene un tamaño entre 2-3 x 107

pares de bases y posee caracteristicas simiiares a1 de ias

céiuïas de eucariotes superiores. Esto es, presenta tres

componentes fundamentaies cuando se 10 anaiiza por medio

de técnicas de desnaturalización y renaturaiización. E1105
son:

a) Componentede renaturaiización rápida: consiste en se

cuencias repetidas un gran número de veces, de] orden de

106 veces por genoma, como e] DNAsatélite observado en

gradientes de CSC] (Smith, 1979; Ohno, 1971). Esta clase

de DNAse encontró primero en tripanosomas diskinetopiás



ticos y por e11o se lo consideró una forma aiterada de kDNA,

debido a que sedimenta a igua] densidad que éste, en gradien

tes de CSC] (Riou y c01.,1978). Borst y c01.(1980), Frasch

y c01.(1980) demostraron recientemente que e] DNAsatéiite

de T.cruzi posee 170-190 pares de bases y no tiene secuencias

homólogas con e] kDNAy que está presente aün en tripanosomas

con kinetopiasto.

b) Componentede renaturaiización intermedia: contiene secuen

cias repetidas en e] orden de 101-105 veces, ias secuencias

de este tipo están intercaiadas entre e1ementosno repetiti

vos. En esta fracción están contenidos ios genes para e]

RNAribosomal, rRNA, presentes aproximadamente 200 veces por

genomahapioide (Castro y c01.,1981á).

c) C0mponentede renaturaiización 1enta: representa ias se

cuencias contenidas 5610 una vez por genoma, “copias únicas

de DNA“.Estas secuencias constituyen una pequeña porción

de] DNAtota]. Es probabïe que en este grupo se incïuyan

genes ya descriptos en otras céïuias eucariotas asi como

aïgunos propios de estos parásitos. De este ü1timo grupo,

los mejores estudiados son los correspondientes a ias pro

teinas de superficie de ios tripanosomas africanos(Hoeij

makers y c01., 1980; Vickerman, 1978).

Los experimentos de renaturaiización en e] T.cruzi

demostraron que e] nDNAde estos tripanosomas, contiene

12%de secuencias a1tamente repetitivas, 20%medianamente

repetitivas, además de 1as copias únicas de DNA(Borst y

c01.,1980b).Trabajos recientes de Castro y co] (1981) y

Frasch y co] (1983) usando tecnoïogia de DNArecombinante,



\presentan evidencias que indican que en e1 T.cruzi, 1as
secuencias repetitivas están organizadas en fami1ias de

repeticiones 1argas distribuidas en todo e] genomade]

parásito.
Por otro lado, e] DNAextracromosoma] está 1oca1i

zado en una región especiaïizada de 1a mitocondria 11a

mada kinetopiasto. E1 DNAkinetopïástico, kDNA,es uno

de 1os DNAmás extraños de 1a natura1eza. Fue e] primer

DNAextranucïear descubierto (Bressïau y co1.,1924). Con

siste en una gran malla de 10000 círculos encadenados, en

1a que se pueden distinguir 2 componentes, los maxicírcu

Ios y Ios minicírcuios (Engïund, 1981; Figura 1). E1 kDNA

comprende entre e] 5 y e] 30% de] DNAtota] dependiendo

de las especies (Simpson, 1972; Vickerman y co],1976;

Noïstenho1me y co],1974).

Los maxicircuïos representan entre e] 5 y e] 10%de

1a masa del kDNA. E1 tamaño de Ios mismos es especifico

para cada especie y varia entre 5 y 14 pm(13-40 kbp, Ta

bla 1) son homogéneos y poseen una secuencia rica en A y

T (Kleisen y c01.,1976; Borst y co].,1979a; Masuda y c01.,.

1979; Borst y co].,1979c;Steinert y c01., 1975; Simpson,

1979; Stuart, 1979). Los minicircuïos son e] mayor compo

nente y determinan e] tamaño y 1a forma de 1a ma11a, re

presentan e] 90% de] kDNA(Engïund, 1981; Borst y co].,

1979a;Fair1amb y co]., 1978; Neis1oge1 y co1.,1977). E1

tamaño de los minicircuïos varia entre 0.2 pm en Leishma

gig y 0.8 pm en Crithidia (Tabïa 1). La mayoria de 10s

minicircu10s estudiados tienen secuencias heterogéneas

(Frasch y col.,1981).Excepciona1mente se han descripto
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Figura 1. Fotografía de 1a malla de kDNAal microscopio
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es 1 11m.Tomado de Borst y Hoeijmakers (1979).



4.

ais1amientos con minicircuios homogéneos (Frasch y c01.,

1980).

A partir de] anáiisis de 1a secuencia dei kDNAy de

Ios transcriptos dei mismo, se ha 11egado a 1a conciusión

que e] componente de maxicircuios representa e] verdadero

DNAmitocondria]. La estructura en forma de ma11a seria

necesaria para e] funcionamiento de 1os maxicircuios y en

consecuencia 1a biogénesis de 1a mitocondria. Hasta e] mo

mento no se 1e ha asignado ninguna función a1 minicircuio

aunque se han hecho varias especuïaciones, entre e11as se

propone: a) una función estructura] para 1a ma11a, que

serviria como punto de amarre para ios maxicircu105 a fin

de asegurar su posición a una parte determinada de 1a mi

tocondria, b)contribución a 1a segregación ordenada de ias

dos mitocondrias hijas durante 1a división celuiar y c) una

función mecánica en 1a segregación de] compiejo mitocondria

f1age10.

Formación y toxicidad de 10s productos de 1a reducción parcia]

de] oxigeno.

Los intermediarios de 1a reducción parcia] de] oxigeno,

e] 05 y e] H202, se generan en müitipies sitios subceiuiares
por transferencia de e1ectrones en sistemas redox enzimáti

cos unidos a membranas (Tyler, 1975). E1 agua oxigenada,

(H202) y e] anión superóxido (0;), se encuentran en ias cé1u
E1 nivel de anión

—11_

1as normaïes en concentraciones muy bajas.

superóxido, 1a especie más reactiva, se mantiene entre 10
—1210 M por medio de 1a enzima superóxido dismutasa (SOD)



TABLAI.PROPIEDADESDELkDNADEALGUNOSKINETOPLASTIDOS

Organismos

Minicïrcuïo

tamañofiJm)

Maxicïrcu1okDNA

tamañoCum)

Referencias

densidad(gr/cm3)

Crithidia

C.acanthocehaïí C.fascicu1ata C.1uc11iae

Leishmania

L.tarentolae

Igypanosoma(Schizotrypanum)

T.cruzi

Trxganosoma(Trxganosoon)

T.bruceibrucei I¿_bruceíeuierdum T.bruceíevansi

0.8 0.8 0.8 0.2 0.5 0.3 0.3 0.3

Fouts.yc01.(1975)
Steinertyc01.(1980) Kleisenyco].(1976)

111.702 111.702 111.703 101.703‘Nesïeyyco].(1973) 121.698Riouyco].(1977)
61.692 61.691 -1.691

Steinertyco].(1980) Steinertyco].(1980) Steinertyco].(1980)

10
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(Tyler, 1975), mientras que e] nive] de H202, está reguia
do hasta concentraciones de 3'órdenes de magnitud mayor,

10'9—1o'7 M, dependiendo de 1a producción de H202 (Mishine
y c01.,1976).

E1 anión superóxido se genera en varios sistemas bio

lógicos que reducen a1 oxigeno moiecuïar. E1105 son: 1a au

tooxidación de ias hidroquinonas, catecoiaminas, tioies,

tetrahidropterinas, hemoproteinas y ferredoxinas (Nugteren

y c01., 1973; Misra y co]., 1972; Fridovich, 1974). E1 05
también se produce por 1a acción de enzimas oxidativas,

xantino-oxidasa y aidehido oxidasa; en organeias subceiuia

res, mitocondrias y cioropiastos; y en macrófagos y leuco

citos p01imorfonuc1eares (Hemmerich y c01., 1970; Matthews

y c01., 1969; Fiohé y c01., 1976). La dismutación de] anión

superóxido se 11eva a cabo por 1a enzima superóxido dismuta

sa (SOD), esta enzima se encuentra en e] citopiasma y tam

bién en 1a matriz mitocondriai. La actividad de 1a enzima

fue descubierta por Mc Cord y Fridovich en 1969. La reac

ción cataiizada por 1a SODes 1a siguiente:

2 o; + 2 H+ ——————ÉQQ———5>H202 + 02 reacción 1

E1 anión superóxido también puede dismutar en forma no en

zimática en una reacción de segundo orden, 1a reacción tie

ne un tiempo medio de 7 seg a pH: 9.5 (Kiug y co]., 1972)

7 M. Este tiem
7

cuando 1a concentración de OE es de 1.5 x 10'

po disminuye a 0.5 mseg en presencia de 3.5 x 10' M de SOD

(K1ug y c01., 1972) debido a 1a a1ta constante de velocidad

para 1a reacción: 2 x 109 M'1 s'1 (K1ug y c01., 1972; Roti1io



y co]., 1972; Roti1io y c01., 1974). La SODestá presente

en aque1105 compartimientos donde se produce anión super

óxido. En higado de rata y de p0110, 1a mayor actividad

de 1a SODse encuentra en e] citoso], mientras que e1 15

20%está asociado a 1a matriz mitocondria] (Tyïer, 1975;

Neisiger y c01.,1973a; Neisiger y c01., 1973b;Panchenko y

c01., 1975; Peeters-Joris y c01., 1975).

E1 nive] de H202 intraceïuïar está reguiado por ias
enzimas cataiasa y giutatión peroxidasa. Ambasenzimas tie

nen una función metabóiica importante en e] contro] de 1a

concentración de H202a diferentes niveles y 1ugares den
tro de 1a céiula.

La cata1asa está presente en todas ias céiuïas de ma

mífero (Theoreii, 1951). En muchos casos, 1a enzima está

ïocalizada en organeias subceiuiares como10s peroxisomas,

en higado y riñón, o en microperoxisomas (Nichoiis y c01.,

1963; Bri11, 1966; Chance, 1951). En tejidos desprovistos

de actividad de cata1asa, e] H202 difunde a través de 1a
corriente sanguínea, hasta 1a cataiasa de ios eritrocitos,

siendo éste e] principa] mecanismo de eliminación de H202.
También existen otras peroxidasas como 1a glutatión

peroxidasa, citocromo g peroxidasa de 1evadura y peroxida

sa de rábano, que permiten 1a e1iminación de H202 acopïa
da a 1a oxidación de ciertas sustancias.

La giutatión peroxidasa utiïiza ios hidroperóxidos

y 10s puede metaboiizar en e] citoplasma y 1a mitocondria.

Esta enzima que fue descubierta en 1960 por Miiis, catali
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za ]a descomposición de] H202 asociada a ]a oxidación de

g]utatión reducido (GSH)

ROOH + 2 GSH -—-—————€>ROH + GSSH + H20 reacción 9

E] agua oxigenada que no es degradada por a]guna de ]as

enzimas anteriores puede, a través de ]a reacción de Haber

Weiss (Haber y co]., 1934; McCordy co]., 1978; Ha]]iwe]],

1976), generar e] radica] oxhidri]o (0H')

202 + 02 -—---—€> 02 + OH' + OH' reacción 2

La reacción anterior necesita un meta] comocata]iza

dor. Se propone ]a formación de un comp]ejo entre e] Fe

(III)-05 6 H202-Fe(III) en 1a formación de] OH' (Kop
penoe y co]., 1977; I]an y co]., 1977). Si se tiene en cuen

ta ]a ve]ocidad de producción de 05 y de H202, ]a genera
—12_ —9ción de OH' en e] higado de rata se estima en 10 10

M.s'1. E] radica] OH‘ es muy tóxico y es responsab]e de ]a

peroxidación ]ipidica y de lesiones en e] DNA(Fridovich,

1974).

También se ha postulado ]a formación de oxigeno sin

gu]ete, durante ]a reacción de Haber Weiss (Haber y co].,

1934; Fong y co]., 1973)

H o + o’ ————€> OH’ + OH' + 1o reacción 32 2 2 2

Este ü]timo compuesto, e] 102, es aün más tóxico que
e] radica] superóxido, y se ]o propone junto con e] OH' co

mo iniciador de ]a peroxidación ]ipídica (Fong y co]., 1973;



Keliog y co]., 1975). La abstracción de hidrógeno por

un radica] iibre, iieva a una secuencia autocataiitica,

que transforma 1a moiécuia iipidiCa en un radica] peró
xido.

LH (Iipido) + R“ (rad. 1ibre)—€> L'(rad.1ipido) + RH
. .

L + 02 -————-—————-€> LOO

LOO'+ LH —————————-—%>LO0H(hidroperóx.1ip) + L‘

La peroxidación iipidica trae comoconsecuencia 1a

desestabiiización de 1a membranadebido a 1a introducción

de funciones hidrofiiicas aún iuego de 1a reducción a ios
hidroxiiipidos correspondientes. Por otra partegei daño

provocado por estas reacciones inhibe 1a actividad enzimá

tica de ias proteinas (Tappei, 1973). Todos estos eventos

' iievan a aiteraciones en 1a.permeabiiidad de 1a membrana.

"í
2
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Fig.2. Esquemageneral de la dístriBuci'ón intracelular y funcio
nes de la catalasa (Cat), glutatión peroxidasa (G Per) y
superóxido dísmutasa (SOD). Se señalan las concentraciones
de los metabolitos en el estado estacionario,
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Resumiendo,la célula utiliza diferentes mecanismosde

defensa contra los productos tóxic05 de la reducción par

cial del 02. Ellos son: protección contra el aumento de la

tensión de O2a nivel celular, la localización intracelu
lar de las enzimas adecuadas para la descomposición de los

intermediarios tóxicos generados, la presencia de secues

tradores fisiológicos de radicales libres comoel a tocofe

rol y el B caroteno; los cuales tienen la ventaja de estar

distribuidos en la membranadonde ocurre la peroxidación

lipidica y finalmente, la glutatión peroxidasa, que reac

ciona directamente con los lipoperóxidos.

Detoxificación de los productos de la reducción parcial

del oxioeno en el T. cruzi.

La habilidad de los organismos para prevenir la ac

ción letal de los intermediarios de la reducción parcial
del oxigeno, depende del contenido de superóxido dismuta

sa, catalasa, y de peroxidasa, En el T. cruzi, se genera

HZOZpor medio de enzimas mitocondriales, microsomales y

citosólicas; la producción total de H202corresponde al
4% del consumo endógeno de los epimastigotes (Boveris

y col., 1977b). Los parásitos contienen superóxido dismu

tasa, pero no tienen catalasa al igual que los tripanoso

mas Africanos (Fulton y col., 1956) y tampoco presentan

actividad de peroxidasa.
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Los resultados obtenidos por Boveris y c01.,(1980)

(Tabla 2), muestran que sóio se detecta actividad de pe

roxidasa con ascorbato como dador de electrones pero no

con pirogaioi, guayaco] y citocromo g reducido. E1 cia

nuro de potasio inhibe 1a actividad de ascorbato peroxi

dasa en concentraciones relativamente altas comparada

con otras peroxidasas tipicas. Esta acción peroxidasa es

termosensibie, se pierde totaimente 1uego de] caientamien

to a 100°C durante 5 min o 1uego de 1a diáiisis de Ios ex

tractos de epimastigotes.

TABLA II. ENZIMAS METABOLIZADORAS DE H 02 EN EL T. CRUZI2

Reacción Sustrato (uM) e inhibidor (mM) ActigidadEnzimática (mU/lO céi)

Peroxidasa H202(100); ascorbato (50) 7.5 :_1.2 (4)a
igua1+KCN (1) 5.o (2)

igua1+KCN (3) 3.0 (2)
igua1+KCN (7) 1.o (2)_

¡+202 (100); guayacoi (30) _o (4)

¡+202(100); pirogaioi (50) o (4)

H202 (100); citocromo c2+ (50) o (4)

Cataiasa H202 (1000) 0 (6)

Superóxido _
Dismutasa (SOD) 02 68 :_7 (4)

Datos tomados de Boveris y c01., 1980

a. Número de experimentos.



Unproceso alternativo para 1a utiiización metabóiica de H202,

es e] sistema de 1a giutatión peroxidasa ( Chance y coi., 1979). En

hepatocitos de rata, esta enzima es 1a principe] responsable de 1a

descomposición de H20 generada en e] citoso] y ia mitocondria (Chan2

ce y c01., 1979). E1 contenido de giutatión reducido presente en ex

tractos de epimastigotes, es de 4.9 :_0.7 nmo] de GSH/lO8céiuias,

este vaior es 1/10 de] contenido de gïutatión hepático en ratas (Tyier,

1975) cuando ios resultados se expresan por g de tejido húmedo (Bove

ris y c01., 1980). La actividad de giutatión reductasa, medida en ex

tractos de epimastigotes, se muestra en 1a Tabia 2. E1 contenido de

esta enzima en T. cruzi es 1/30 de] de ias céiuias de higado de rata

(Nishiki y c01., 1976), calculado por g de tejido húmedo(Boveris y

c01., 1980).

'TABLA III. GLUTATION REDUCTASA, GLUTATION PEROXIDASA Y

OTRAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS EN EL T. CRUZI

Reacción enzimática Oxidante Actividad

(mU/ 108 céi.)

Gïutatión Reductasa GSSH 5.3 :_0.4 (8)

Giutatión Peroxidasa HZO2 0 (8)
hidroperóxido de
tert-butiio 0.4 Ï_0.09 (22)
hidroperóxido de
cumeno 0.5 :_0.3 (6)

NADPHoxidasa 02 3.8 Ï_0.5 (8)

Tomado de Boveris y c01., 1980.
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Boveris y col. no pudieron.demostrar actividad de

glutatión peroxidasa (Tabla 2) usando H202 como sustra
to . Con tert-butil hidroperóxido se pudo medir activi

dad de glutatión peroxidasa, aunque 1/2500 veces menor

que la actividad de la de los hepatocitos. Más aün, la

relación tert-butil peróxido/actividad glutatión reduc

tasa en los extractos fue menor que 0.1, esa misma rela

ción en los hepatocitos es de 1.95 (Sies y col., 1979).

Esto podria reflejar una reacción no especifica, comola

catalizada por la glutatión S transferasa B (Burk y col.,

1978), donde.la oxidación del GSHpor los hidroperóxidos

ocurre en áreas hidrofóbicas de la proteina.

En homogenatos de T. cruzi, se encontró superóxido

dismutasa aunque en concentración 20 veces menor que la

de hepatocitos de rata (Tyler, 1975).

De manera que el T. cruzi es un organismo que no es

tá capacitado para detoxificar H202; además de la ausencia
de catalasa, no se encuentra actividad de glutatión pero

xidasa en extractos de epimastigotes (Boveris y col.,1980).

La ascorbato peroxidasa (Sies y col., 1979) parece ser el

ünico mecanismo por el cual el T. cruzi metaboliza el H202,
sin embargo la inactividad observada con otros sustratos

tipicos para peroxidasas comoel pirogalol, guayacol y ci

tocromo g reducido, hacen dudar del significado fisiológi
co de la enzima.

Diseño de drogas quimioterápicas

Los avances en el campo de la farmacología molecular



19

han contribuido a1 diseño de nuevos agentes quimioterá

picos, basándose en e] mayor conocimiento de ios proce

sos bioiógicos del huésped y de] parásito, y de 1a reia

ción existente entre eiios. E1 enfoque racional para e]

diseño y seiección de agentes quimioterápicos,consiste

en 1a detección de mecanismos biológicos o moiecuiares

esenciaies para 1a muitipiicación y supervivencia de]

parásito, que puedan ser afectados por drogas que a 1a

vez resuiten inocuas para e] huésped. Para e110 se pre

paran compuestos selectivos que penetran e inhiben una

reacción especifica. Entre ias lesiones producidas por

las drogas, se inciuyen a1teraciones en 1a permeabiii

dad de ias membranas y en un sentido amp1io, inhibición

de 1a sintesis de DNA, RNAy proteinas.

La información genética está contenida en ias cua

tro unidades básicas de] DNA,(adenina, timina, guanina

y citosina) e] cua] se sintetiza enzimáticamente por 1a

DNApoiimerasa a partir de Ios cuatro deoxinucieósidos

trifosfato y de] DNAcomo tempiado. La información se

transcribe a1 RNAde cadena simpie por medio de 1a RNA

poiimerasa-DNA dependiente, que da por resuitado e] mRNA

y se traduce en proteinas ceiuiares. Todos ios procesos

que 11evan a 1a formación de DNA, RNAy proteinas son

regulabies, cuaiquier aiteración en e] caminobiosinté

tico, podria resuitar en 1a formación de componentes ma

cromoiecuiares sin función, que se traduciria en mutacio

nes y en 1a eventua] muerte de] parásito. La biosintesis

de DNApuede modificarse por productos quimicos y por
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radiaciones. Asi, se puede interferir en 1a sintesis mis
ma disminuyendo por ejempio, 1a disponibiiidad de aiguno

de ios nucieósidos trifosfato (inhibición de 1a timidiia

to sintetasa por e] 5-F1uordeoxiuridina) o modificando

directamente e] DNApor medio de agentes que se unen co

vaientemente o se intercaian en 1a macromoiécuia forman

do aductos. La formación de esos aductos, aiteran 1a es

tructura de doble héiice, previniendo 1a transcripción

a1 mRNAo produciendo mutaciones.

Interacciones fisico-químicas entre distintos compuestos

guimicos y 105 ácidos nuc1eicos.

Existen una serie de compuestos de estructura quimica

diferente, algunos de eiios extraídos de microorganismos,

que poseen actividad antineopiásica (Codnane3/coi.,1975L

Estos agentes antitumoraies tienen un efecto directo y
bien definido sobre Ios ácidos nucieicos. Interfieren en

1a sintesis de DNAa través de 1a intercaiación (daunomici

na, adriamicina, actinomicina D), remoción de bases (bieo

micina) unión covalente y modificaciones en ias bases (mi

tomicina C, ciciofosfamida, cispiatino) y rupturas en una

de las cadenas. En varios casos se encontraron paraieiismos

entre ias lesiones causadas por 1as drogas y las radiaciones,

asi, ias rupturas inducidas por 1a adriamicina o bieomicina,

son semejantes a 1as lesiones de ios rayos X. En forma simi

iar, 1a mitomicina C produce ias mismas 1esiones que 1a luz

U.V.



21

Las propiedades radiomiméticas de los agentes a1qui1an

tes sugiere que e] DNAes e] principa] b1anco de estas dro

gas (Eison, 1963). Brookes y Lawiey (1960) fueron Ios pri

meros en demostrar 1a acción "in vivo" de una droga a1qui

1ante bifunciona] en e] DNAde céiuias tumoraïes. Posterior

mente, Ios mismos autores encontraron que e] entrecruzamien

to en e] DNAes debido a 1a reacción entre e] agente a1qui

1ante y e] N-7 de 1a guanina en 1a dob1e héiice (Brookes y

co]., 1961; Lawiey y c01., 1967). La formación de intra o

intercruzamientos en e1 DNAfue confirmado 1uego por varios

autores (Naiker, 1971; Kohny c01., 1966). La posición más

comunmente modificada , es e] N-7 de 1a guanina de] RNAy

de] DNAy en menor proporción ias posiciones 1 y 3 de 1a a

denina, 3 de 1a citosina y 0-6 de 1a guanina (Lawiey , 1966;

Lawiey y c01., 1970; Loveiess, 1969). La ocurrencia y persis

tencia de 1a 0-6 metiïguanina se correiaciona con 1a acción

carcinogénica de ios agentes monofuncionaies (Craddock, 1973;

Craddock y c01., 1974) esta modificación se repara muy 1enta
mente y causa errores en 1a dupiicación de] DNA(Gerchman y

c01., 19%3; Lawiey y c01., 1968). En contraste, 1a 7-meti1

guanina es rápidamente escindida y da 1ugar a un sitio apuri

nico reparado (Capps y co]., 1973; Roberts y c01., 1971). Por

otro 1ado, esta base modificada puede aparearse correctamente

con ia citosina (Niiheim y c01., 1966).

La mitomicina C, aisïada de] Streptomyes caespitosis

(Kirsch y co1., 1976), es un inhibidor especifico de 1a sin

tesis de DNA.En genera] se reconoce que este antibiótico

actüa como un agente aiquiiante (Schwartz y c01., 1963 ),
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además, Iyer y Szybaisky demostraron que 1a mitomicina C

produce entrecnuamientos entre'ias cadenas complementarias
de] DNAcomo resuitado de 1a unión covaiente con 1a macro

molécuia, luego de 1a reducción de] antibiótico a un deri

vado hidroquinona ( Iyer y c01., 1963). Se ha sugerido que

1a mitomicina C tiene un efecto simiiar a 1a radiación U.V.,

esta hipótesis se basa en que cé1u1as deficientes en e] sis

tema de reparación, Xeroderma Pigmentosum, muestran gran sen

sibiiidad a1 antibiótico y a 1a 1uz U.V. (Otsuji y co]., 1972).

Este compuesto se une a 1a moïécuia de DNApero no a1 RNAde

cadena simple, ni a1 DNAde 0 X 174 de cadena simpie (Kers

ten y co]., 1964; Schwartz y c01., 1963), 1a unión a1 DNA

constituye 1a base para 1a inhibición de 1a DNApolimerasa

pero no de 1a RNApoiimerasa.

La bieomicina está comprendida dentro de una famiiia

de antibióticos metaiogiicopeptidicos que difieren en 1a

cadena aminotermina] ( Umezawa, 1975). Este compuesto inhi

be 1a incorporación de |3H|timidina a1 DNAen céïuias intac

tas y causa rupturas en una de ias cadenas de] DNA(Kohn y

co]., 1976). La fragmentación de 1a macromoïécuia en 1as cé

1uÏas tratadas,se repara cuando 1as mismas crecen en un medio

1ibre de antibiótico (Byfieid y c01., 1976; Iqba] y co].,

1976). La bieomicina ciiva preferenciaimente 1as secuencias

GCy GT (Haidie y c01., 1972; Takeshita y co]., 1978) en

una reacción que requiere Fe(II) y 02 (Burger y c01., 1980).
Entre ios productos de 1a reacción se inciuyen bases iibres,

oiigonucleótidos y varios compuestos que forman cromóforos

con e] ácido tiobarbitürico (Sausviïïe y c01., 1978). Este
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antibiótico inhibe la RNApolimerasa-DNA dependiente y esti

mula la accción de las DNAsas.

La neocarzinostatina rompe el DNAprincipalmente en

los residuos de timina y en menor grado los residuos de ade

nina (Hatayama y col., 1978; D'Andrea y col., 1978). Esta

especificidad es probablemente debida a la alta afinidad del

cromóforo por zonas del DNAricas en A y T (Kappen y col.,

1982). La neocarzinostatina es funcionalmente similar a la

bleomicina en que ambas drogas inducen rupturas en el DNA,

las que están acompañadas de la liberación de bases libres,

principalmente timina (Hatayama y col., 1978; Poon y col.,

1977; Ishida y col., 1976). Ambas drogas se activan con 02
(Goldberg y col., 1981), pero mientras que en la degradación

del DNApor bleomicina está involucrada la oxidación del Fe

en el complejo Fe(II)-bleomicina (Burger y col., 1979), no

hay evidencias de la necesidad de metales de transición en

la acción de la neocarzinostatina (Goldberg y col., 1981).

Ademásde estos antibióticos, existen otros que se in

tercalan en el DNAcomo la adriamicina, que también introdu

ce rupturas en una de las cadenas del DNA.Para la adriami

cina, una antraciclina quinoide usada en el tratamiento de

la leucemia y de tumores sólidos (Bonadonna y col., 1970;

Middleman y col., 1971), se sugieren dos mecanismos de to

xicidad: intercalación en el DNA(Pigram y col., 1972) y

escisión del UNApor los radicales libres que genera la

adriamicina (Berlin y col., 1981). El compuesto puede actuar

comoaceptor de electrones de flavoproteinas microsomales;

en presencia de NADPH,la fracción microsomal activa a la

adriamicina dando lugar a la formación del radical libre
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semiquinona (Beriin y c01., 1981; Sinha y c01., 1979).

Durante este proceso se consume 02 y se genera anión su

peróxido ( Lown y c01., 1977) de acuerdo con e] siguien

te esquema

0

NADPH FPoxidada ;[:::[. o2

usazztszz'wsDC o X

NADP+ FPreducida ]:::[ o;

Figura 3: Formación de] anión superóxido a partir de
1a adriamicina.

La intercaïación de 1a adriamicina inhibe 1a transcrip

ción a1 RNAy 1a repiicación de] DNA(Di Marco, 1968; Goodman

y c01., 1974; Zunino y c01., 1975). Además se producen ruptu

ras en una de ias cadenas de] DNAcomo consecuencia de 1a ac

ción de] radica] OH'. E1 0H° se forma por 1a interacción de]

0; y H202 según ias reacciones 2 y 3. Para esta acción e]
antibiótico no necesita intercaiarse, Ber1in y Haseïtine(1981)

basan esta afirmación en e] hecho que e] DNAde cadena simple

es tan buen sustrato como e] de dob1e cadena. Este efecto no

seria e1 esperado si 1a intercaiación fuera necesaria, en cu

yo caso e1-DNA de dob1e cadena es mucho mejor sustrato. Es

interesante destacar que todos ios efectos nocivos sobre e]

DNApueden prevenirse con e] agregado de SODy/o cataiasa a]
medio de incubación (Kanter y c01., 1979).

Agentes qyimioterápicos usados en ei tratamiento de 1a enfer

medad de Chagas.
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8.1 Las naftoquinonas como generadores de radicales libres en

el T. cruzi.

Existen una serie de compuestos quimicos que pueden

actuar comoaceptores de electrones, dando lugar a la for

mación de productos de la reducción parcial del oxigeno.

Incluido en este grupo se encuentran los g y p quinoles,

capaces de ser oxidados por el oxigeno molecular, con for

mación de anión superóxido.

Varios tipos de quinonas existentes en la naturaleza

son activas en sistemas biológicos. Si bien las estructu

ras de estos compuestos son diferentes, la actividad bioe

lógica de todos ellos se relaciona a través de propiedades

químicas comunes. La base de la función catalitica en el

transporte de electrones reside en la estructura responsa
ble de las reacciones de óxido reducción.

La adición de naftoquinonas a diferentes formas de

T. cruzi, aumenta la velocidad intracelular de formación

05 y H202 con liberación de los mismos al medio de incuba
ción (Docampoy col., 1978a).

Entre las sustancias que pueden participar en la gene

ración de productos de la reducción parcial del 02, se en
cuentra la Blapachona, una g quinona que se extrae del la

pacho junto con el lapachol. La Blapachona produce notables

alteraciones estructurales y metabólicas en las distintas

formas de T. cruzi (Docampoy col.,1977a; Docampo, 1977b).

La adición de esta quinona o sus análogos "in vitro", in

crementa la velocidad intracelular de generación de OEy

H202 (Boveris y col.,1978a; Boveris y col.,1978b). Las
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reacciones químicas que exp1ican 1a acción tripanocida de

1a Bïapachona son ias siguientes:

NAD(P)H + H+ + Q ——> NAD(P)+ + QH2 reacción 4

QH2 + Q ——————€>2 QH' reacción 5

QH2 + 02 —————€>Q + H202 reacción 6

QH2 + o2 —> QH' + o; + H+ reacción 7

QH' + 02 —————e>Q + o; + H+ reacción 8

0; + OE + 2 H+ —————€>H202 + 02 reacción 1

05 + “202 _____¿> 02 + OH' + OH' reacción 2

La reacción 4, cataïizada por 1a quinona reductasa
(Fong y co].,1973; Michaeiis, 1951; Zimmermany co]., 1973),

tiene Iugar en las membranasmitocondriaïes y en e] reticuio

endopïásmico.

Teniendo en cuenta 1a distribución de proteinas y 1a

actividad especifica de 1as fracciones subceiuïares (Boveris

y c01.,1978a), las membranas mitocondriaïes y e] NADHson

mucho más importantes que e] reticuio endop1ásmico y e] NADPH

como sistema reductor de 1a Blapachona. Las formas reducidas

de 1a quinona son enzimáticamente oxidadas por e1 02 obtenién

dose H202 y OE (reacción 6 y 7). Con 1a siapachona y Ias frac
ciones subce1u1ares de] T. cruzi 1a reducción de 1a quinona

(reacción 4) es más lenta que 1a oxidación de 1a quinona re

ducida, (reacciones 6-8) quedando 1a lapachona en estado pre

dominantemente oxidado (más de] 98%) (Boveris y c01., 1978a).
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La formación de ]a semiquinona es un proceso muy rápido

(reacción 5) (Michae]is, 1951). Las fracciones subce]u]a

res de T. cruzi, producen y ]iberan 0; y H202 en cantida
des simi]ares, ]o que imp]icaria e] funcionamiento de ]as

reacciones 6 y 7 (Boveris y co].1978bLQue e] 05 y e] H202

se produzcan en cantidades igua]es en ]as fracciones mi

tocondria]es, indica que ]a autooxidación de ]a semiquino

na (reacción 8) es e] paso ]imitante de] grupo de reaccio

nes. La detección de] radica] ]ibre semiquinona en epimas

tigotes de T. cruzi tratados con B]apachona, (Docampoy

co].,1978a) está de acuerdo con esta afirmación. La dis

mutación de] anión superóxido (reacción 1) ]]eva a ]a for

mación de H202, e] cua] por medio de ]a reacción de Haber
weiss (reacción 2) (Haber y co]., 1934) genera radica] hi

droxi]o (Haber y co]., 1934; Fong y co]., 1973; Zimmerman

y co]., 1973) responsab]e de] daño bio]ógico causado por

]as radiaciones ionizantes (Fridovich, 1975). E] radica]

hidroxi]o, reacciona con cua]quier tipo de mo]écu]as, ata

cando ]os grupos meti]énicos de ]os ácidos grasos y de ]os

ácidos nuc]eicos, dando origen a reacciones en cadena. Exis

ten evidencias que e] radica] OH' actúa iniciando ]os proce

sos de peroxidación ]ipidica (Fong y co]., 1973; Ke]]og y

co]., 1975; Docampoy co]., 1976) y causando rupturas en una

de ]as cadenas de] DNA( Hisra y co]., 1972; Meneghini, 1976).

E] esquema de ]as reacciones mencionadas se encuentra

en ]a Figura 4.
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NAD(P)H BL 02 2 H rupturas en e] DNA

NAD(P)+ BL“ o H o ' (ÏH' + OH' +102 2 2 ___€> 2

RH(o;
2

H 0 0
2 2

Figura 4. Mecanismos de toxicidad de 1a B1apachona

8.2 NITRODERIVADOS

8.2.1. Generalidades

Las drogas nitroheterociciicas entre 1as que se inciu

yen los nitrofuranos y los nitroimidazoles, cobran dia a

'dia más importancia, sobre todo los nitroimidazoies debi

do a su uso comoagentes antimicrobianos y radiosensibi

1i2antes de tumores hipóxicos.

A pesar de 1a gran cantidad de nitroderivados que apa

recen en 1a literatura, e] mecanismo de acción de Ios mis

mos, hasta e] momento, no está claramente di1ucidado. La

base para 1a acción de estas drogas reside en 1a habi1i

dad de 1as cé1u1as para reducirias, a través de] grupo ni

tro, a metaboiitos no totaimente identificados y que son más

tóxicos que ei compuesto origina] (Taiiey y c01., 1978;

Lindmark y c01., 1976; Coombs, 1976). La eficiencia c1ini

ca y 1a seiectividad de estas drogas comoagentes antimicro
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bianos es especifica para los anaeróbios (Edwards y col.,

1970) debido a que estos microorganismos tienen potencial

de reducción suficiente comopara reducir el grupo nitro

dando lugar a la formación de productos responsables de

lesiones en el DNA(Edwards y col., 1973).

El mecanismode radiosensibilización y de citotoxici

dad de las drogas es diferente. Si bien la reducción del

grupo nitro es un prerrequisito para ambosefectos, la

citotoxicidad en anaeróbios ocurre por mecanismos de re

ducción enzimática y es relativamente lento (Edwards y

col., 1970; Edwardsy col., 1973), mientras que la radio

sensibilización ocurre por radicales libres y es más rá

pida (Mason y col., 1975; Pérez-Reyes y col., 1979).

Comoconsecuencia de estos efectos, las drogas dis

minuyenla viscosidad, la renaturalización térmica, y el

valor de Tm del DNA; y aumentan el contenido de rupturas

en una de las cadenas del DNA(Knight y col., 1979; Knight

y col., 1978). La lesión en el DNAseria la acción prima

ria que resultaría en la pérdida de la estructura de héli

ce con la concomitante disminución del peso molecular.

La efectividad de metronidazol (5-nitroimidazol) en

el tratamiento de la tricomoniasis humanacausada por la

Trichomonas vaginalis (Cosar y col., 1959), provocó una

intensa búsqueda de otros agentes antitricomonas de ac

tividad superior al metronidazol mismo(timidazol, orni

dazol, dimetridazol) (Knight y col., 1979) y de nitrode

rivados de espectro de acción mayor, lo que produjo com
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puestos con apiicaciones terapéuticas comoradiosensibiii

zantes (misonidazoï, 2-nitroimidazoï) ( Knight y c01., 1979)

o comoagentes quimioterapéuticos (benznidazol) (Poiak y

coi., 1978).

Los nitrofuranos son tóxicos para una variedad de

organismos eucariotas y bacterias, y en aigunas situacio

nes son ütiies con fines profiiácticos o terapéuticos. La

nitrofurazona y 1a furazoïidina se usan comoagentes anti

coccideos en 1a comida de 1as aves ( Anon, 1976). E1 SQ

18506 y e] nifurtimox se usan en 1a terapia de 1a enferme

dad de Chagas (Sims y C011, 1978). Gutteridge estudió e]

SQ 18506 y conciuyó que e] sitio de acción más importante

de ese compuesto en e] T. cruzi, es e] DNA,y que 1as ie

siones a1 DNAprovocarian inhibición de Ia-sintesis de ma

cromoiécuïas (Sims y co]., 1978).

Desafortunadamente, 1a eficacia de Ios nitrofuranos

en e] tratamiento de 1a enfermedad de Chagas se reduce a 1a

supresión de 1as formas circuiantes, rara vez se produce 1a

compieta eiiminación de] parásito. Más aún, las concentra

ciones a las cua1es se suministra 1a droga, producen efec

tos coiaterales no toierabies para muchospacientes.

8.2.2 Los nitroderivados como generadores de productos de 1a

reducción parcial de] oxigeno.

La toxicidad de los nitroderivados se atribuye a 1a me

taboïización de] compuesto a especies químicas muy reactivas

(Biagiow y c01., 1976), que producen aiteraciones de ias ma

cromoiécuias y/o peroxidación lipidica, que pueden iievar a
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1a necrosis ceiuiar (Hang y c01., 1977; Docampoy c01.,

1981a).Estos compuestos son redutidos "in vitro" por en

zimas soiubies como 1a aidehido oxidasa (Noipert y c01.,

1973), 1a xantino-oxidasa (Thayer, 1977) o por enzimas

microsomaies que contienen fiavina como 1a citocromo g

reductasa (Hang y coi., 1974). La reducción de ios grupos

nitro es esencia] para activar 1a droga (Peterson y c01.,

1979), ya sea aia forma hidroxiiamina (Mason y co]., 1975)

o a un derivado de] radicai aniónico. Por analogia con ias

aminas aromáticas, donde 1a oxidación y conversión a1 de

rivado N hidroxiiado constituye un importante paso en 1a

activación (Akao y c01., 1971), se sugirió que 1a hidroxii

amina formada por 1a reducción de] nitroderivado; seria e]

mutágeno. Sin embargo, e] mismo no ha sido aisiado hasta e]

momento, y e] producto fina] de 1a reducción, e] aminofura

no no tiene actividad bioiógica.

Los trabajos recientes de Mason (1975) y Docampo(1981b),

han centralizado su atención en 10s nitroderivados aniónicos

formados por 1a adición de un eiectrón a ios nitrocompuestos,

un proceso cataiizado por una serie de fiavoproteinas. Por

medio de Resonancia de Spin Eiectrónico, E.S.R., se ha demos

trado que 1a concentración de los radicaies 1ibres en e] es

tado estacionario puede 11egar a micromoiar en condiciones

de anoxia. En presencia de oxigeno, e] nitroradicai aniónico

rápidamente se reoxida a1 compuesto origina] (reacción 11)
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————-————€>ArNO' reacción 10
ArNO 22

ArNOE + O2 -————-———€>ArNO + 0 reacción 112

A] mismo tiempo e] oxigeno se reduce a 05. E1 anión
superóxido se convierte en agua oxigenada espontáneamente

o por acción de 1a superóxido dismutasa.

2 DE + 2 H+ ————————e>H202 + 02 reacción 1

Una de ias drogas más frecuentemente empieadas en e]

tratamiento de 1a enfermedad de Chagas,es e] nifurtimox.

Este compuesto es un nitrofurano cuya fórmuia está repre

sentada en 1a Figura 5.Concentraciones farmacoiógicas de

-nifurtimox, son capaces de producir una máximaestimuia

ción de 05 por 1as fracciones mitocondriaies, microsoma
ies y por homogenatos de T. cruzi (Docampo y c01., 1981b);

Moreno y c01., 1982), promoviendo 1a difusión de H202 fue
ra de 1a céiuïa. E1 siguiente esquema ha sido propuesto co

mo mecanismo de toxicidad de] nifurtimox en e] T. cruzi.

¿3
NADP+ 2 ArNo; 2 o2 +1202 —-—->0H‘+ 0H'+ o

nitanÉductasa J Lh - +
2 AMO2 2 O2 2 H

2

NADPH

Figura 6. Mecanismode toxicidad del nifurtimox enel
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028 N-N=CH‘[I - _
\ / o NO2

CH3

NIFU RT lMOX

[-jkúo’
N

I

CH2-CU-NH-CH2O

BENZNID'AZOL

Figura 5. Estructura química del nífurtimox y e]; benznidazol
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El radical 0H° generado a partir de H202 y Fe (III)
(reacción de Haber-Weiss) (Haber y col., 1934), actúa co

mo iniciador de los procesos de peroxidación lipidica. La

estimulación de la lipoperoxidación por el nifurtimox, es

inhibida en presencia de agentes secuestrantes de radica

les libres 0H°, como el manitol (Docampoy col.,1981b), lo

que demuestra que los derivados de la reducción parcial del

02 están involucrados en este proceso estimulado por el ni
trofurano.

El benznidazol, un 5-nitroimidazol, (Figura 5), es

junto con el nifurtimox, la droga de elección en el trata

miento de la enfermedad de Chagas. Este compuesto tiene un

mecanismosimilar al nitrofurano para la generación de pro

ductos de la reducción parcial del oxigeno por microsomas

de higado de rata. La reacción del benznidazol con el oxi

geno bloquea la reducción posterior del grupo nitro, de

ese modo se inhibe la formación de intermediarios que se

unirian al DNA,comose ha descripto para otros nitroimi

dazoles (Knight y col., 1979). La toxicidad selectiva del

benznidazol en el T. cruzi (Moreno y col., 1982) puede ex

plicarse a través de la reacción de detoxificación entre

el oxigeno y su radical aniónico. La reducción por cesión

de un electrón, ocurre solamente en los tejidos de mamífero,

donde el oxigeno oxida al radical transformándolo nuevamen

te en la droga original antes de que ocurra alguna interac

ción entre el radical libre y las macromoléculas, y antes
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de que e] radica] se reduzca a otros derivados de estado

de oxidación intermedios entre nitro y amina, ios que apa

rentemente son responsabies de efectos mutagénicos (Akao

y c01., 1971) y rupturas de] DNA(Tu y coi., 1975; 01ive

y co].,-1977).

La presente investigación se iievó a cabo con e] ob

jeto de determinar: a) 1a acción de] nifurtimox y e] benz

nidazoi, ios dos nitroderivados usados en e] tratamiento

de 1a enfermedad de Chagas, sobre ios ácidos nucleicos de]

T. cruzi , correiacionando ios resuitados obtenidos con 1a

generación o no de productos de 1a reducción parcia] de]

oxigeno, producidos durante 1a metaboiización de ios nitro

derivados en e] parásito; b) anaiizar ias lesiones produci

das por ios compuestos en ei DNAnuciear y kinetopiástico

de] T. cruzi ; y c) estudiar e] efecto de] nifurtimox, benz

nidazo] y otras drogas tripanocidas, sobre 1a biosintesis

de macromoiécuias y e] crecimiento de] tripanosoma.



MATERIAL Y

METODOS



1. Cultivo y mantenimiento de T. cruzi

Los epimastigotes, cepa Tulahuén 0, se cultivaron en

medio liquido de Warren, a 28°C, modificado por el uso de

suero bovino al 4% en lugar del 10% (Warren, 1960).

2. Fraccionamiento subcelular

2.1 Fracción microsomal de T. cruzi

Los epimastigotes se recogieron por centrifugación a

3000 g durante 10 min a 4°C y se lavaron con NaCl 0.15 M.

Las células se mezclaron con perlas de vidrio (de 150

200 p de diámetro) en la proporción 5.0 g por g de célu

las (peso húmedo) y luego se rompieron en un mortero du

rante 5 min a 4°C. La mezcla resultante de la rotura en

mortero, fue suspendida en sacarosa 0.25 M, KCl 5 mM

(10 ml/g de célula, peso húmedo). La mayor parte de las

perlas de vidrio fue separada por decantación y la suspen

sión fue sometida a centrífugación diferencial. La frac
ción microsomal se sedimentó a 105000 g durante 60 min.

2.2 Fracción microsomal de higado de rata

El higado se suspendió en buffer TRIS-HCl, 50 mM,

KCl,150 mM,pH: 7.4. La desintegración celular se llevó

a cabo en un homogeneizador tipo Potter con vástago de

teflón. Los homogenatos fueron sometidos a centrifugación

diferencial a 4°C. Los núcleos y restos celulares se pre

cipitaron a 680 g durante 10 min. El sobrenadante se cen

trifugó a 12000 g durante 30 min para separar la fracción

mitocondrial, y el sobrenadante resultante se centrifugó

a 105000 g durante 60 min, para separar la fracción micro

somal. Esta última fracción luego se lavó con KCl 0.15 M
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y se centrifugó nuevamente a 105000 g durante 60 min. La

fracción microsoma] se guardó a'-70°C y se usó dentro de

los tres dias de preparada.

Preparación de] DNAde T. cruzi marcado con I3H|timidina

Cultivos de T. cruzi, cepa Tuiahuén 0, de un dia de

crecimiento fueron incubados en presencia de 10 uCi/m]

de |3H|timidina. A1 tercer o cuarto dia de crecimiento

se recogieron los parásitos por centrifugación (5000 rpm

durante 10 min), se lavaron 2 veces con medio fresco y se

resuspendieron en medio nuevo a una concentración de 106

cel/500 u]. Los parásitos marcados con |3H|timidina se

trataron con nifurtimox, benznidazoi, y Biapachona a ias

concentraciones y tiempos indicados. Una vez finaiizada 1a

incubación, se recogieron ios epimastigotes por centrifuga

ción (5 min a 3500 rpm). Se separaron einDNAy'e] kDNA.

Aisiamiento y purificación de] n y kDNAde] T. cruzi

Los tripanosomas se resuspendieron en TRIS-HC], 10 mM;

NaC], 100 mM; EDTA, 100 mMpH: 7.8 (0.1 g peso seco/m1).

Se iisaron con SDS1%concentración fina], agitando suave

mente (Borst y c01., 1980). Se agregó 1 mg/ m1 de pronasa.

La suspensión se incubó 30 min a 37°C. Luego se hicieron

4-5 extracciones con igua] volumen de fenoi-cioroformo

aicohol isoamiiico (50:49:1) hasta desaparición de 1a in

terfase. La maiia de kDNAse separó de] nDNApor centrifu

gación a 16000 g durante 30 min a 4°C. E1 sobrenadante de

nDNAy e] precipitado de kDNAresuspendido en TRIS-HC],
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10 mM; EDTA, 0.1 mMpH: 7.5, se digirieron nuevamente con

SDS 1% y pronasa 0.5 mg/mi a 376€ durante 30 min. Luego

ias suspensiones se extrajeron con igual voiumen de fen01

cioroformo-aicohoi isoami1ico (50:49:1) hasta desaparición

de 1a interfase. AmbosDNAsse precipitaron, 11evando las

soiuciones a 0.3 M en AcONay agregando 2,5 voiümenes de

EtOH absoiuto a 0°C.

Incorporación de precursores radiactivos a macromoiécuias

A1 cabo de] cuarto dia de cuitivo, fase exponencia],

10s epimastigotes se recogieron por centrifugación y se

resuspendieron en medio fresco para dar una concentración

de'106 parásitos/m1. En ios experimentos de incorporación

del3H|1eucina, se usó Krebs-Ringer comomedio de cuitivo.

A aiicuotas de esta suspensión, se ies agregaron nifurti

mox, benznidazo], a y Biapachona, tingenona o miconidina

preparados en e] momento,y ios precursores radiactivos,

|3H|timidina, |3H|uridinla o L|3H|1eucina(2uCi/m1);y se
incubaron a 37°C con agitación. A distintos tiempos, se

tomaron a1icuotas de 1 m1y se fiitraron en seguida sobre

fiitros de nitroce1uiosa de 0.45 um . Las muestras en 1as

que se midió 1a radiactividad incorporada a proteinas, se

ca1entaron 10 min a 100°C para descargar e] tRNA, antes de

fiitrarlas. Las muestras utilizadas para 1a medición de 1a

incorporación de precursor radiactivo a las macromoiécuias,

se 1avaron sobre e] filtro con 10 m1 de NaC], 9% frio, 2

veces, 1uego con 10 m1 de TCA 10% frio, y finaimente con

igua] voiumen de TCA 5% frio.



Las muestras utiiizadas para 1a medición de incorporación

tota] de] precursor a1 parásito, se 1avaron con 10 m1 de

NaC1 9% frio, repitiéndose e] 1avado 4 veces. En los dos

casos ios fiitros se secaron y se determinó 1a radiacti

vidad incorporada en un contador de cente11eo liquido

Nuciear Chicago. La mezcia de centeiieo contenía PPO,

2.5 g; POPOP, 0.05 g en un iitro de toiueno. Todas 1as me

diciones se reaiizaron por dupiicado. Los valores son e]

promedio de 3 experimentos.

Determinación de MDApor e] método de] TBA

La mezcia de incubación contenía: 0.2 m1 de homogena

to de higado de rata; MgC], 250 pM; un sistema generador

de NADPHcompuesto por;NADP, 500 uM; G1ucosa 6-P, 5 mMy

3.5 U de Giucosa 6-P deshidrogenasa; 100 ui de DNAde ti

mo de ternera (5 mg/m1 en PBS), nifurtimox o benznidazoi;

en un voiumen fina] de 215 m1 en buffer TRIS-HC1,50 mM;

KC1,150 mMpH: 7.4. Los tubos se incubaron a 37°C con vi

gorosa agitación para asegurar 1a aereación. A ios inter
vaios indicados se tomaron aiicuotas de 1a mezcla de incu

bación y se paró 1a reacción en baño de hieio. A 1 m1 de

cada muestra se ie agregó igual voiumen de TCA 10% y se

centrifugó a 3000 rpm 5 min. En e] sobrenadante se deter

minó GSH por e] Método de E11man (1959) modificado por

Sediack y Lindsay (1968). No se observaron diferencias

en e] contenido de GSHmedido enzimáticamente o con e]

reactivo de E11man. E1 MDAproveniente de 1a peroxidación
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Iipidica o de 1a degradación de] DNA,se midió por e] método

de] ácido 2-tiobarbitürico, TBA,propuesto por Placer y c01.,

(1966) y Gutteridge (1979). E1 desarrollo de] coior se llevó

a cabo agregando a 1 m1 de 1a mezcia de incubación (en frio,

sin TCA) 1 m1 de TBA 1%, 1 m] de HC] 25% V/V y caientando a

100°C durante 15 min. Se midió 1a absorbancia a 532 nm. E1 MDA

correspondiente a 1a degradación de] DNAse obtuvo por diferen

cia entre e] MDAtota] y e] presente en una mezcia de incuba

ción sin DNA.

Anáiisis de ias iesiones causadas por nifurtimox y benznidazoi

en e] DNA"in vitro".

Para 1a detección de 1a degradación de] DNA, se usó DNA

de] piásmido pBR 325 (Boiivar, 1978) de dob1e cadena, super

enroiiado. Se coiocaron 25 u] equivaiente a 0.5 ug de DNAen

una boisa de diáiisis, 1a cua] se depositó dentro de un tubo

de vidrio conteniendo 1a siguiente mezcia de incubación: mi

crosomas de higado de rata o de T. cruzi, 2 mg/mi; giucosa

6-fosfato, 5 mM;giucosa 6-P-deshidrogenasa, 7.5 U; NADP,

5 mM; MgC12, 250 uM; buffer TRIS-HC1,50 mM; KC1,150 mM pH:

7.4, hasta compietar 5 m1, y ias drogas nifurtimox, 10 uM

o benznidazo], 40 uM preparadas en DMSO-EtOH(50:50) en e]

momento de 1a incubación. Luego de 1a reacción (1 hora a 37°C)

ias muestras se anaiizaron en geïes horizontaies de agarosa

1.1%. E1 buffer de e1ectroforesis fue TRIS-Borato 90 mM, EDTA

2.5 mMpH: 8.3, con 0.5 ug/m] de bromuro de etidio para vi

suaiizar ias bandas. Los geies se fotografiaron por transi

iuminación con 1uz U.V. con fiitro coior naranja (Kodak

Pantomic-X).La concentración de proteinas en ios microsomas
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se midió por e] método de Biuret.

8. Anáiisis de ias iesiones en e] DNAde] T. cruzi

8.1 Anáiisis de las rupturas en e] nDNA

Las rupturas en e] nDNAde] T.cruzi se analizaron por

medio de gradientes aicaiinos de sacarosa. Una muestra de

100 u] (10000 cpm) se sembró sobre un gradiente 1inea1 de

sacarosa de 5-20% (P/V) en SDS, 0.1%; NaOH, 0.1 N; NaC],

0.9 M; EDTA, 0.001%; pH: 12.4. Luego de 90 min a tempera

tura ambiente, ios gradientes se centrifugaron a 36000 rpm

durante 3,5 horas en un rotor SN 65 a 20°C. Se recogieron

24 fracciones.desde e] fondo de] tubo por medio de una bom

ba peristáitica. Las muestras se precipitaron sobre discos

de pape] Whatman 3 MMmojados con TCA 5%. Una vez secos

se midió 1a radiactividad contenida en ios mismos.

8.2 Cáicuio de] número de rupturas

E1 coeficiente de Sedimentación, Si, de cada fracción
de] gradiente se determinó a partir de 1a ecuación:

s.= B di
1 sz

donde di es 1a distancia en cm entre 1a fracción i y 1a pri
mera fracción, w es 1a ve10cidad anguiar en rpm, T es e]

tiempo de sedimentación en horas, B es una constante ha11a

da caiibrando ios gradientes con e] DNAde T7 (S= 37.2)

(Studier, 1965). E1 peso m01ecu1ar, Mi, de cada fracción
se caicuió como (Studier, 1965):

s= 0.0528 Mio'40
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E1 peso molecuiar promedio, Mn de] DNAcontro] y de] tra
tado se caicuió con 1a ecuación:

z f.
Mn 1

hifi/M.i

donde fi es 1a fracción de 1a radiactividad tota] en 1a
fracción i.

Finaimente se calcuió e] número de roturas, N, a par

tir de 1a siguiente ecuación:

N = Mn DNA contro] - 1

Mn DNA fragmentado

E1 número de rupturas se refirió a 106 nucieótidos.

8.3 Anáiisis de las rupturas en e] kDNA

Las rupturas en el kDNAse determinaron por dos métodos:

un ensayo con filtros de nitrocelulosa y en geies alcaiinos

de agarosa.

E1 anáiisis de ias rupturas por medio de] ensayo con

fiitros de nitroceiulosa, fue descripto por Center (1970)

y modificado por Kuhniein (1979). A aiicuotas conteniendo

50 u] de kDNAtratado con ias drogas tripanocidas, se ie agre

garon 150 u] de soiución conteniendo SDS, 0.01%; EDTA, 2.5 mM;

pH: 7.0. Luego se desnaturaiizaron con 200 u] de KH2P04, 0.3 M;

KOHpH: 12.8 y se neutraiizaron con 200 p] de NaC], 5 M y 5 mi

de buffer A (NaCi, 1 M; TRIS-HC], 50 mM; pH: 8.0).

Las soiuciones se fiitraron a través de fiitros de nitro

celuiosa mojados en e] mismo buffer A. Los tubos se enjuaga

ron con 2 m1 de buffer A. Los fiitros se lavaron con 2 m1 de
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buffer A y 5 m1 de 2 x SSC. Una vez secos se midió 1a radiac

tividad contenida en ios mismos en un contador de centelieo

liquido comose describió anteriormente. En cada muestra a

demás se determinó 1a radiactividad tota]. Los resultados se

expresaron como e] porcentaje de DNAretenido, en cada mues

tra, con respecto a 1a radiactividad tota] de 1a misma.

8.4 Eiectroforesis en geies aicaïinOS de agarosa

E1 anáiisis de ios kDNAsextraídos de tripanosomas tra

tados con nifurtimox, benznidazoi o Biapachona, también se

reaiizó en geies aicaiinos de agarosa. Se usaron geies hori

zontaies de agarosa a1 2%. La agarosa uti1izada fue de baja

eiectroendosmosis. E1 buffer de eiectroforesis fue: NaOH,

30 mM; EDTA 2 mM (McDonneii y c01., 1977).

Se sembraron 0.5 ug de DNA/siot aproximadamente. A ca

da muestra se ie agregó Ficoil, 30%; Orange G, 0.2 %, 1:10,

antes de sembrar. E1 Orange G migra con e] frente haciéndoio

visibie. Unavez finaiizada 1a eiectroforesis, 6 horas a

200 mA(10 cm) e] ge] se cortó en 20 fracciones iguaies en

las que se determinó 1a radiactividad.

9. Inducción de "sintesis no programada de DNA"

9.1 Efecto de inhibidores de 1a sintesis de DNA

Cuitivos de T. cruzi en 1a fase exponencia] (106cé1/m1)

se trataron con hidroxiurea, fiuordeoxiuridina, cafeína o

cicioheximida en distintas concentraciones y tiempos. Luego

de 1a incubación, se añadió |3H|timidina (5 uCi/mï) y se
continuó la incubación 2 horas más a 37°C. Se determinó 1a
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radiactividad incorporada a1 DNApasando 1as muestras a

través de fiïtros de Mi11ipore de nitroceïulosa de 0.45

um de poro. Los fiïtros se 1avaron con 10 m1 de NaCl 9%

P/V frio, dos veces, 1uego con 10 mi de TCA 10% frio y

finaimente con igua] volumen de TCA5% frio. Los filtros

se secaron y se midió 1a radiactividad. Todas 1as medi

ciones se reaïizaron por duplicado. Los resuitados son

e] promedio de tres determinaciones independientes.

9.2 Inducción de "sintesis no programada de DNA"en e] T. cruzi

Para medir "sintesis no programada de DNA“en e]

T. cruzi, se inhibió 1a sintesis semiconservativa de DNA

en e] parásito con hidroxiurea, 10 mMy cicïoheximida, 100

ug/m] durante 16 horas. Luego de 1a incubación se tomaron

aïicuotas (106 cé1/500 ul) a 1as que se agregó|3H|timidina

(5 uCi/mï) y nifurtimox, benznidazo] o Bïapachona prepara

das en DMSO-EtON(50:50) en ei momento. Las muestras se in

cubaron 5 horas a 37°C con agitación para permitir 1a reac

ción con e] DNAy 1a incorporación de |3H|timidina. La ra

diactividad incorporada se determinó comoantes.

Reactivos

NADP,glucosa 6-fosfato, gïucosa 6-fosfato deshidroge

nasa, gïutatión (forma oxidada y reducida), ácido 2-tiobar

bitürico, per1as de vidrio, SDS, TRIS, agarosa (tipo I, ba

ja eiectroendosmosis), bromurode etidio, proteinasa K (ti

po XI), DNAde timo de ternera (tipo I), cicïoheximida,

f1uordeoxiuridina e hidroxiurea, fueron obtenidos de Sigma
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Chemicai Co., St. Louis, Missouri, USA. E1 manito] fue de

Merck, A.G. E1 nifurtimox fue de Bayer por cortesía de]

Dr. A. Haberkorn. E1 benznidazo] fue cedido por Hoffman

La Roche y Co., Basiiea, Suiza. La a y Biapachona fueron

provistas por e] Dr. S. Aïbónico, Departamento de Farma

cologia, Facuitad de Farmacia y Bioquímica de 1a Univer

sidad de Buenos Aires. La miconidina y tingenona fueron

aisïadas por e] Dr. Marini-Bettoio de 1a Universidad de

Turín, Italia.

La |3H Itimidina (25 Ci/mmo]; 1 mCi/ml); |5-6 3H|

uridina (4o Ci/mmo], 1 mCi/mï) y 1a L| 4,5-3H |1eucina

(68 Ci/mmoi, 1 mCi/mi) se obtuvieron de Radiochemica]

Centre, Amersham, U.K.

Todos ios reactivos utiiizados fueron de grado ana
Iitico.



RESULTADOS
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Anáiisis de 1as rupturas inducidas por e] nifurtimox l
benznidazoi en e] DNA"in vitroh

La generación de 0; y H202 durante 1a autooxidación de]
nifurtimox y benznidazoi previamente metaboiizados por 1a

fracción microsoma] de higado de rata, sugirió 1a posibiii

dad que e] DNAse degrade en este proceso. Para detectar las

rupturas en 1as cadenas se usó e] DNAde] pïásmido p BR 325

covaientemente cerrado y superenroïiado (forma I). E1 DNA

forma I se re1aja cuando se introducen rupturas en una de

ias cadenas (forma Il) o en ias dos cadenas (forma 1ineal L)

cambiando en consecuencia, 1a moviiidad electroforética. Se

estudió e] efecto de] tratamiento de] nifurtimox y benznida

zo] sobre e] DNAde] pBR 325 metaboïizado por 1a fracción mi

crosoma] de a) higado de rata y b) de] T. cruzi. Para preve

nir 1a degradación inespecifica de 1as nucieasas, e] DNAse

separó de 1a mezcia de incubación, por medio de una bolsa de

diálisis. En 1a Figura 7, se observa que ambas drogas tripa

nocidas incrementaron 1a forma L de] DNAde] pBR 325 (ii:

neas B y C). A pesar que e] benznidazo] no genera productos

de 1a reducción parciai de] oxigeno cuando es metabolizado

por microsomas de T. cruzi, también se observaron rupturas

en e] DNAde] pBR 325 (1inea E). Este hecho estaria de acuer

do con 1a formación de un metabolito reducido de estado de

oxidación intermedio entre e] nitro y 1a amina que causa

rupturas en una de ias cadenas de] DNA.Eilfifurtmmx redu

cido por 1a fracción microsoma] de] T. cruzi, también pro

dujo lesiones en e] DNAde] pBR 325, que se tradujeron en



un aumento de 1a forma

dei sistema generador de NADPHprevino 1a ruptura de]

mostrando 1a necesidad de 1a reducción

benznidazoi por 1a fracción microsoma]

(Figura 8, iineas B y C) o 1a fracción
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L (Figura 7, iinea D). La omisión

DNA,

dei nifurtimox y

de hígado de rata

microsomai de T.cruzi

(Figura 8, Ïineas D y E).

Fig. 7. Electroforesis en gel de agarosa del DNAde pBR 325. Las bandas
corresponden a las siguientes conformaciones: I, superenrrolla
do, covalentemente cerrado; II, duplex con 1 corte; L, forma li
neal. Muestras A, control; B y C tratados con nifurtimox 10 DMy
benznidazol 381JMrespectivamente, metabolizados por la fracción
microsomal de hígado de rata y un sistema generador de NADPH;D
y E tratados con nifurtimox 10 UMy benznidazol 38 MMrespectiva
mente, metabolizados por la fracción microsomal de T. cruzi_y un
sistema generador de NADPH.Las condiciones de incubación se des
criben en Material V Métodos.
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Fig. 8. Electroforesis en gel de aÏarosa del DNAde pBR325.as bandas corresponden a as siguientes contormacio
nes: I, superenrrollado,covalentemente cerrado; II,
duplex con un corte; L, forma lineal. Muestras A,
control; B y C tratados con nifurtimox 10 UMy benz
nidazol 38 MMrespectivamente, metabolizados por la
fracción microsomal de hígado de rata sin NADPH;D y
E, tratados con nifurtimox 10 UMy benznidazol 38 UM
respectivamente, metabolizados por la fracción micro
somal de T. cruzi, sin NADPH.Las condiciones de incu
bación se describen en Materiales y Métodos.
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Relación entre ias rupturas en e] DNA,peroxidación iipidica

y contenido hepático de glutatión reducido.

E1 aducto coioreado característico de] maiondiaidehido

MDA,se forma a partir de ios productos de 1a degradación

de] DNA(Burger y co].,1979a) y de 1a peroxidación de ácidos

grasos (Naravdekar, 1959) sometidos a radiaciones ionizantes

o soiuciones aeróbicas de Fe(II). Se usó 1a generación de MDA

para medir 1a producción de rupturas en ei DNAy en ios Iípi

dos causadas por 105 radicales provenientes de 1a metaboliza

ción de] nifurtimox y benznidazo] por homogenatos de higado

de rata. Se reiacionó e] daño en e] DNAy 1a peroxidación ii

pidica con e] contenido hepático de giutatión reducido; GSH.

E1 aducto TBA-MDAformado a partir de] DNAluego de] a

gregado de] nifurtimox o benznidazoi, aumentó con e] tiempo

de incubación, 11egándose a] máximo 1uego de los 30 min. (Fi

gura 9). La Figura 10 muestra que 1a formación de] compiejo

TBA-MDAfue dependiente de 1a concentración de nifurtimox y

de benznidazo] en e] medio de incubación. Con e] nitroimida

zo] e] efecto fue de menor magnitud y 5610 se observó con 1a

mayor concentración.

Se ha establecido que durante 1a autoxidación de ios ra

dicales aniónicos de] nifurtimox y benznidazo], se generan

secuenciaimente DEy H202. La interacción entre e] 05 y H202
en presencia de iones metáiicos, produce 0H'. Se estudió cuál

o cuáles de ios productos de 1a reducción parciai de] oxigeno

están implicados en 1a producción de iesiones en e] DNA,ob

servado como e] aumento de MDA.Para e110 se usó superóxido
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dismutasa, cataIasa y secuestrantes de radicaies iibres OH’,

para suprimir Tos efectos de 05,'H202 y OH‘ respectivamente.
La degradación de] DNAse inhibió en presencia de SODo cata

Iasa, sugiriendo que ambos productos de 1a reducción parcia]

de] oxigeno están invoiucrados en 1as lesiones (Tab1a 4). E1

requerimiento de H202 para 1a degradación de] DNA,sugirió
1a posibiiidad que e] OH'sea 1a especie activa. En efecto, e]

manito] y e] benzoato, dos secuestrantes de radica] OH', pre

vinieron las rupturas de] DNAen un 70 y 79% respectivamente.

(TabIa 4).

TABLA IV. EFECTO DE INHIBIDORES DE LOS PRODUCTOS DE LA REDUC

CION PARCIAL DEL OXIGENO SOBRE LA GENERACION DE MDA

PROVENIENTE DEL DNA DE TIMO DE TERNERA.

A532 % inhibición

Contro] 276 i 18*

Superóxido dismutasa (150 U) 0 100

Cataiasa 200 ug/mI IO Ï_ 0.6 97

Manito] (150 mM) 83 :_ 8 70

Benzoato (150 pM) 57 Ï_ 7 79

Todas Ias muestran contenían nifurtimox 500 pMy e] inhibidor indicado.

*Los resuïtados son e] promedio de 6 experimentos reaIizados por dupIi

cado.

Las condiciones experimentaïes se describen en Materiaies y Métodos.
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Fig.9. qumación del aducto TBA-MDAinducida por
nifurtimox 0.5 y 1.0 mM.La mezcla de 1n
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La concentración de MDAse determinó como
se describió en Materiales y Métodos.
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Efecto de la concentración de nifurtimox (N) y benznidazol (B) sobre
la producción de MDAproveniente del DNAde timo de ternera. La mez
cla de incubación contenía: homogenato de hígado de rata 500 ul; sis
tema generador de NADPHcompuesto por NADP, 500 UM; Glucosa 6-?. 5 LH;
y Glucosa 6-P deshidrogenasa, 3.5 U; DNAde timo de ternera, i ug
nifurtimox y benznidazol en las concentraciones indicadas; en un volu
men final de 2.5 m1 en buffer TRIS-HCl, 50 mM, KCl, 150 nüípH: 7.4.
Las mezclas se incubaron a 37°C durante 30 min. La concentración de >DA
se determinó comose describió en Materiales y Métodos.
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En genera], se reconoce que varios compuestos son tóxicos para

1a cóiuia luego de su metaboiización a compuestos e1ectrofi

Iicos que también pueden resultar en 1a formación de OH' y

H202. Estos compuestos atacan a moiécuias ricas en electrones
como 105 ácidos nuc1eicos y estimulan 1a peroxidación iipidi

ca. La presencia de GSHen 1a céiuia es un sistema de defensa

contra e] ataque oxidativo. E1 GSHjunto a 1a glutatión pero

xidasa contribuyen a 1a remoción de H202 y ios hidroperóxidos
ROOH(Sies y co1., 1978)

GSH ROOH o HOOH

Giutat ón peroxidasa
GSSH ROH o HOH

Por otro iado, e] giutatión reacciona con diversos interme

diarios eiectrofiiicos para formar conjugados. Estas reaccio

nes de conjugación son cataiizadas por Ta giutatión S-trans

ferasa y resuitan en 1a depieción de Ios niveles de GSH.

La adición de nifurtimox y benznidazo] a1 homogenato de

higado de rata determinó una disminución de] contenido de GSH,

de distinta magnitud (Figura 11). En 1a Figura 11 se muestra

que e] efecto depietor de] nifurtimox comenzó desde ios prime

ros minutos de 1a incubación.

E1 GSHcontinuó disminuyendo hasta 11egar a niveies no

dosabies a los 150 min. No se encontró correiación entre 1a

depieción de GSHy 1a concentración de nifurtimox. E1 benzni

dazo] también descendió e] contenido de GSHen e1 homogenato

de higado de rata con respecto a1 contro] pero en forma menos

marcada. La tendencia de] nitroimidazo] a disminuir e] GSHse
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Efecto del nifurtimox (N) y benznidazol (B) sobre el contenido hepático
de GSH. La mezcla de incubación contenía: homogenato de hígado de rata,
500 ul; un sistema generador de NADPHcompuesto por NADP, 500 EH; Glu
cosa 6-P, 5 mM;y Glucosa 6-P deshidrogenasa, 3.5 U; nifurtimox y benz
nidazol en las concentraciones indicadas, en un volumen final de 2.5 m1
en buffer TRIS-HCl, 50 mM-KCl, 150 mMpH: 7.4. Las mezclas se incubaron
a 37°C a los tiempos indicados. El GSHse determinó por el método de
Ellman.



observó a'io 1argo de los 150 min.

La estimuiación de 1a 1ipoperoxidación por e] nifurtimox

y benznidazo] se hizo notabie a partir de Ios 30 min. Luego

de este tiempo se observó un rápido aumento de] MDAdependien

te de 1a concentración de nifurtimox en e] medio de incubación.

E1 mismo efecto se observó con benznidazo] pero en concentra

ción 4000 uM. E1 materia] que reacciona con e] ácido tiobar

bitürico aumentó 1uego de 1a disminución de] contenido hepá

tico de GSH(Figura 12).

3. Anáiisis de las rupturas inducidas por e] nifurtimox y benzni

dazo] en e] DNAde] T. cruzi "in vivo"

Se estudió e] efecto de] nifurtimox y benznidazo] sobre

e] DNAde] T. cruzi "in vivo". A efectos de comparación, se

usó otra droga tripanocida, 1a Biapachona, que también da

origen a 0; y HZO2en e] T. cruzi (Docampo y c01., 1978b;

Boveris y co]., 1978a).Se anaïizaron 1as iesiones en ei DNA

nucïeary kinetoplástico.

3.1 Lesiones en e] nDNA

E1 anáïisis de ias iesiones en e] nDNAse realizó por

medio de gradientes a1ca1inos de sacarosa. Esta técnica se

basa en e1 cambio de] comportamiento de 1a macromoiécuia en

soiución a1ca1ina cuando hay rupturas presentes en las cade

nas. Además permite cuantificar ias 1esiones en e] DNApre

marcado con |3H|timidina. Se encontró que las tres drogas

tripanocidas causaron rupturas en una de 1as cadenas de]

nDNA, luego de 2 horas de incubación. En 1a Figura 13 se

observa e] perfi] de sedimentación de] nDNAcontro] y de ios
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Fíg. 12. Cínétíca de la estimulación de la peroxidación lipídica por nifurtimox
(N) y benznídazol (B) en homogenatos de hígado de rata. La mezcla de
incubación contenía: homogenato de hígado de rata, 500 nl; un sistema
generador de NADPHcompuesto por NADP, 500 UM; Glucosa 6-P, 5 mM; y
Glucosa 6-P deshidrogenasa, 3.5 U; nífurtimox y benznidazol en las con
centraciones indicadas, en un volumen final de 2.5 ml en buffer TRIS
HCl, 50 mM; KCl, 150 mMDH: 7.4. Las mezclas se incubaron a 37°C a los
tiempos indicados. La concentración de MDAse determinó comose descri
bió en Materiales y Métodos.



nDNAsextraídos de tripanosomas tratados con nifurtimox,

benznidazoi y Biapachona (Figura 14-15).

Luego de 1a incubación se encontró una disminución de]

peso moiecuiar de] nDNAque corresponde a un aumento de ias

rupturas en una de ias cadenas. E1 nDNAde ios tripanosomas

expuestos a 1a Biapachona sedimentó más ientamente que e]

tratado con benznidazo], decreciendo también 1a veiocidad de

sedimentación con e] aumento de 1a concentración de 1a qui

nona. Los vaiores de 1as rupturas se expresaron como: número

de rupturas/106 nucieótidos en una cadena de] DNAde T. cruzi.

20 Ï l I I I I 1 Í I I I I I I l I I I r1

lllllllllllllllllllllll
0 5 10 15 20 25

FRACCIONES

°/.RADIOACTIVIDADTOTAL

Fig. 13. Sedimentación del nDNAobtenido de epimastigotes de
T.cruzi incubados con nifurtimox 10 y 100 11M.T,
muestra testigo. Las condiciones experimentales se
describen en Materiales y Métodos.
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Fig. 14. Sedimentación del nDNAde T. cruzi incubado con benznidazol 38 y 380 UM.
T, muestra testigo. Las condiciones experimentales se describen en Mate
riales y Métodos.
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Fig. 15. Sedimentación del nDNAobtenido de epimastigotes de T. cruzi tratados
con Blapachona 1.6 y 7.8 UH. T, muestra testigo. Las condiciones expe
rimentales se describen en Materiales y Métodos.
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incremento de ias rupturas de 32 a

65/106 nucieótidos cuando 1a concentración de nifurtimox au

mentó de 10 a 100 uM. E1

dujo menos iesiones, aún

rupturas causadas en una

ron cuando ios parásitos

dieron en medio fresco y

benznidazo] fue e] compuesto que in

con 1a mayor concentración usada. Las

de ias cadenas de] nDNAdesaparecie

expuestos a ias drogas se resuspen

se anaiizaron iuego de 20-24 horas

para permitir 1a reparación. Los resuitados obtenidos se pre
sentan en 1a Tabla 5. No se observó reparación compieta en e]

nDNAproveniente de Ios tripanosomas tratados con 7.8 pH de

Biapachona.

TABLA V. NUMERO DE RUPTURAS EN UNA DE LAS CADENAS DEL nDNA

INDUCIDAS POR EL NIFURTIMOX, BENZNIDAZOL Y BLAPA_

CHONA.

Droga(uM) Número de rquturas/loónucieótidos

24 horas de reparación

Nifurtimox 10 UM 32

100 uM 65

Benznidazo] 38 uM 0.12

3&)uM 1.4

BLapachona 1.6 pM 1

7.8 uM 41 41

Las condiciones experimentaïes se describen en Materiaies y Métodos.
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Lesiones en e] kDNA

Las lesiones inducidas por e] nifurtimox, benznidazo] y

Blapachona en e] kDNAde] T. cruzi, se anaiizaron por dos mé

todos: a) como e] porcentaje de DNÁde una cadena retenido

en filtros de nitroceiuiosa y b) en geies desnaturaïizantes

de agarosa.

Cmm>ene1enayo de ios fiitros de nitroceiuiosa descripto

por Center y Richardson (1970),e1 DNAcovaientemente cerrado

de los mini y maxicircuios de] kDNAextraido de ios parásitos

tratados con ias drogas tripanocidas, se desnaturaiizó y rena

turaiizó rápidamente en condiciones poco estrictas. E1 DNAque

no renaturaiizó, se unió a1 fiitro de nitroceiuiosa que retie

ne DNAde cadena simpie y deja pasar a1 de dobie cadena. Cuan

mayor es e] porcentaje de DNAretenido; mayor es e] número

rupturas en una de ias cadenas de] kDNA.

no es retenidod a _—__.+
sinWto

alcalinización

y renaturalización

tr tamiento
0x174 DNA con rogas

queda retenido
-————————+>

16. EfectC) del tratamiento alcalino sobre la desnaturalización y
renaturalización de un DNAcovalentemente cerrado.
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En 1a Tabia 6 se muestra e] porcentaje de retención

de DNApor fiitros de nitroceiuiosa. Con ios tres compues

tos se observaron aumentos en e] porcentaje de retención

respecto de] kDNAcontro], en forma dependiente de 1a con

centración empieada. En e] kDNAde ios tripanosomas trata

dos con nifurtimox, benznidazoi y Biapachona, y resuspen

didos en medio de incubación fresco durante 20-24 horas,

se observó disminución en e] porcentaje de retención. Con

1a mayor concentración de Biapachona, 7.8 uM, se obtuvie

ron Ïos mayores indices de rupturas, 53%, y ios parásitos

no se recuperaron totaimente a ias 24 horas, 46%.

TABLA VI

INFLUENCIA DEL NIFURTIMOX, BENZNIDAZOL Y BLAPACHONA EN LA

PRODUCCION DE RUPTURAS EN EL KDNA DE T. CRUZI

Concentración de agentes % de DNAdañado antes de % de DNAdañado despué
lesivos (uM) 1a depurinación y trat. de 1a depurinación y

aicaiino trat. alcaiino
% de retención

24 hs sin droga

Contro] 5.4 4.5 10

Nifurtimox 10 20 5 29

100 47 7 58

Benznidazo] 38 15 4 22

380 35 3 47

Bïapachona 1.6 24 5 30
7.8 53 46 79

Las condiciones experimentaies se describen en Materiaies
y Métodos
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Con los geïes desnaturaiizantes de agarosa, se observó

un aumento de los fragmentos de peso moiecu1ar pequeño, en

e] kDNAde ios tripanosomas tratados con ias drogas respecto

a1 contro] (Figura 17). La relación kDNAde bajo peso molecu

lar/kDNA contro] aumentó con e] aumento de 1a concentración

de ias drogas, especiaimente de 1a Biapachona. En 1a Figura

18 de muestran ios resultados obtenidos con e] kDNAprove

niente de ios tripanosomas a ios cuaies se ies permitió re

cuperarse de ias iesiones durante 24 horas. Se observó una

disminución de] pico radiactivo correspondiente a ios frag

mentos de bajo peso moiecuiar. E1 kDNAde los parásitos tra

tados con Blapachona, 7.8 uM, no se reparó totalmente.

También se estudió si estas drogas actuaban como agentes

aiquiiantes de] kDNA.Se sabe que 1a metiiación aumenta 1a

velocidad de depurinación de] DNAen varios órdenes de magni

tud. Esta propiedad se usó para medir 1a cantidad de DNAme

ti1ado. Para e110,primero se caientó e] DNAa 70°C a pH 7.5

y iuego se 1o incubó en medio a1ca1ino. E1 ca1entamiento ii

bera 1as bases metiiadas y e] tratamiento a1ca1ino cliva 1os

sitios apurinicos (Center y c01., 1970). Comose observa en

1a Tabïa 6, ninguna de ias drogas actuó a través de este me

canismo, la re1ación entre ios porcentajes de DNAretenidos

antes y después de] tratamiento a1ca1ino se mantuvieron.
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Fig. 17. Análisis del kDNAde T. cruzi en gel alcalino de
agarosa. T, muestra testigo; N, tratado con Nifur
timox 100 uM; B, tratado con benznidazol 380 uM;
L, tratado con Blapachona 7.8 pM. Las condiciones
experimentales se describen en Material y Métodos.
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Fig. 18. Análisis del kDNAde T. cruzi en gel alcalino de
agarosa. El kDNAse extrajo de epimastigotes tra
tados con las drogas indicadas y reincubados 24
hs en ausencia de las mismas. T, muestra testigo;
N, tratado con nifurtimox 100 UH; B, tratado con
benznidazol 380 UM;L, tratado con Blapachona 7.8
UM.Las condiciones experimentales se describen en
Material y Métodos.
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4.1 Efecto de inhibidores de 1a sintesis de DNAen e] T.

64

Inducción de"sintesis no programada de DNA"

E1 benznidazo], nifurtimox y Biapachona son metaboii

zados por e] T. cruzi a compuestos tóxicos que reaccionan

con e] DNA,en e] cua] introducen rupturas. Comoconsecuen

cia de 1a reacción con e] DNA,e] tripanosoma deberia remo

ver ïos aductos covaientemente unidos y ias bases degrada

das,por e] proceso de escisión y reparación dentro de 1a

cé1u1a. Un método para medir reparación como consecuencia

de 1a reacción de un compuesto con e] DNA,es 1a "sintesis

no programada de DNA".Este método consiste en cuantificar

1a incorporación de |3H|timidina en céiulas arrestadas en

1a fase S. Para ello, fue necesario inhibir primero 1a sin
tesis semiconservativa de DNAen e] T. cruzi.

cruzi

Se estudió e] efecto de varios compuestos que inhiben

1a sintesis semiconservativa de DNA.Los compuestos fueron:

hidroxiurea, fïuordeoxiuridina, cafeína y cicioheximida. La

adición de estas drogas a ios tripanosbmas en 1a fase expo

nencial, causó inhibición en 1a incorporación de |3H|timidi
na a1 materia] insoiubie en TCA(Tabia 7). La máxima inhibi

ción, 85%respecto a] contro], se obtuvo con ios parásitos

expuestos a 10 mMhidroxiurea durante 16 horas. Con cicio

heximida 1 mg/m], se observó una drástica disminución en 1a

incorporación de |3H|1eucina, 92%, mientras que 1a incorpo

ración de |3H|timidina disminuyó a un 34%. La cafeina en

concentraciones entre 1 y 10 mMno disminuyó 1a sintesis se

miconservativa de DNAen forma significativa. Con 1a F d-uri

dina a tiempos cortos, 1 y 2 horas, se obtuvieron resuitados simi1a—
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¡es aïos de 1a hidroxiurea.

TABLA VII

EFECTO DE DISTINTOS INHIBIDORES SOBRE LA INCORPORACION DE

|3H Itimidina y L|3H lieucina AL MATERIAL INSOLUBLE EN TCA

% de] contro]

|3H ltimidina L|3H |1eucina

Contro] 100

Hidroxiurea
10 mM ( 1 hora )
10 mM ( 2 horas) 31
10 mM(16 horas)
20 mM ( 2 horas)

Hidroxiurea 10 mMy
cicloheximida 100 ug/m]

( 1 hora ) 35 22
( 2 horas) 30 18

F1uordeoxiuridina 10'5M
( 1 hora ) 40
(16 horas) 20

F1uordeoxiuridina IO'5My
cicïoheximida 100 ug/m]

( 1 hora ) 45 25

F1uordeoxiuridina 10'5M e
hidroxiurea 10 mM

( 1 hora ) 39

Cafeina _2
10 M ( 1 hora ) 84

IO'3M ( 1 hora ) 80

Cicïoheximida

10 g/m1 ( 2 horas) 49 41
100 g/m1 ( 2 horas) 42 26
500 g/m] ( 2 horas) 34 13

1000 g/m] ( 2 horas) 30 8

Las condiciones experimentaies se describen en Materiaïes y
Métodos.



4.2 Inducción de "sintesis no programada de DNA“

Para medir 1a capacidad deinifurtimox, benznidazo] y

Biapachona para inducir "sintesis no programadade DNA",se

arrestaron ios tripanosomas con hidroxiurea 10 mMy ciclo

heximida 100 pg/mi, durante 16 horas. De ese modo se dis

minuyó 1a incorporación de |3H|timidina debida a 1a dup1i

cación de] DNA.Luego ios parásitos se incubaron con ias

drogas tripanocidas mencionadas en presencia de |3H|timi

dina. Los resuitados se presentan en 1a Tabia 8. Se observó

una estimuiación en 1a incorporación de |3H|timidina en ios

parásitos tratados respecto a1 contro]. E1 tratamiento con

ias drogas productoras de radicaïes Ïibres en e] T. cruzi,

resuitó en un aumento de 9 veces y de 8 veces para e] nifur

timox y la Biapachona respectivamente, e] nivel de incorpo

ración de |3H|timidina. E1 benznidazo], por otro 1ado, in

dujo "sintesis no programada de DNA",pero e] incremento

fue 5610 e] tripie de] contro]. A efecto de comparación se

usó 1a aiapachona, este compuesto es un isómero bioiógica

mente inactivo de 1a Biapachona de] cua1 se sabe que no

genera productos de 1a reducción parcial de] oxigeno en e]

T. cruzi. La aiapachona no indujo"sintesisrw programada de

DNA", como se esperaba.
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TABLA VIII

INDUCCION DE SINTESIS N0 PROGRAMADA DE DNA EN EL T.CRUZI

dpm/lO6parásitos incremento

Hidroxiurea 10 mM+
cicioheximida 100 ug/m] 170*

+Nifurtimox 100 uM 1527 9 veces

üBenznidazo] 380 uM 457 3 veces

+Biapachona 7.8 uM 1005 8 veces

+a1apachona 7.8 uM 140

Las condiciones experimentaies se describen en Materiaies

y Métodos.

.* Los resuitados son e] promedio de tres experimentos por

dupiicado.

Efecto de] nifurtimox, benznidazoi, a y B 1apachona, tin

genona y miconidina sobre 1a biosintesis de macromoiécuias.

Se estudió e1 efecto de drogas tripanocidas de dis

tinta estructura quimica, sobre 1a biosintesis de macromoié

cuias de T. cruzi, midiendo 1a incorporación de I3Hltimidina,

|3H|uridina y L|3HI1eucina a1 DNA,RNAy proteinas respecti

vamente.

5.1 Efecto de] nifurtimox

La acción de] nifurtimox sobre 1a incorporación de|3H|
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timidina, I3H luridina y LI3HI1eucina a1 DNA,RNAy proteí

nas se muestra en 1a Figura 19. Se observó que e] nifurti

moxinhibió 1a incorporación de precursores radiactivos a

1a fracción precipitabïe con TCA. La magnitud de 1a inhibi

ción fue dependiente de 1a concentración de] nitrofurano.

La incorporación de|3H|timidina,|3H|uridina y L|3H|1eucina

se vió modificada desde 1a primera hora de incubación. Lue

go de 1a primera hora y con 1a concentración más a1ta de

nifurtímox, 100 uM. La curva de incorporación de|3H|uridina

se hizo bifásica.

8 ' [3M] ïlMIDINA [3H] URIDINA L-[3H] LEUCINA 

c C k '

2 TS 6 ' o ° ' _
9 o
U 3 _ 0 o . _’
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O \. b
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Fig. 19. Efecto del nifurtimox sobre la incorporación de|3H|timidina,
I3Hluridina y L|3H|1eucina al DNA,RNAy proteínas de T. cruzi
respectivamente. El nifurtimox se usó en concentraciones 10 y
100 “M, (C), muestra control. Las condiciones experimentales
se describen en Material y Métodos. Los puntos representados
son el promedio de tres experimentos realizados por duplicado.
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Si bien 1a disminución en 1a incorporación de precur

sores radiactivos a macromoiécuiaspuede refiejar interfe

rencias en 1a biosintesis de ias mismas, también se debe

considerar 1a disminución en 1a entrada, "uptake", de ios

precursores radiactivos. Para eiio se midió 1a radiactivi

dad tota] en ias células por una parte y 1a incorporada a1

DNA,RNAy proteina por 1a otra. La radiactividad tota] re

presenta 1a incorporación de ios precursores radiactivos a

ias fracciones metabólicas soiubies más 1a incorporación a]

DNA,RNAo proteinas respectivamente, mientras que 1a incor

poración a1 materia] insoiubie en TCA,representa exciusiva

mente 1a sintesis de macromoiécuias. La comparación de estos

dos parámetros en función de] tiempo y de 1a concentración

de nifurtimox se presenta en 1a Figura 20. Se observó que

1a inhibición en 1a sintesis de macromoiécuias fue siempre

mayor que 1a inhibición en 1a entrada de ios respectivos

precursores (Tabla 9).
E1 efecto de] nifurtimox sobre 1a sintesis de DNAse

confirmó en condiciones exciuyentes de otras acciones me

tabóiicas como 10 son 1a inhibición de] transporte de 13H}

timidina, o 1a transformación deficiente de timidina a timi

dina trifosfato. Se utiiizó un modeio experimenta] semejante
a1 de Piagemann (1975) para 1a inhibición de procesos biosin

téticos en hepatomas. Los epimastigotes se incubaron primero

con I3H|timidina, 30 min a 6° C , en estas condiciones

ei nucieótido penetra en 1a céiuia pero no se incorpora a1

DNA(Figura 21, izq), iuego se 1avaron y se resuspendieron
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E3 ENTRADA
i _ l INCORPORACION c
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Fig. 20. Cínética de la incorporación a macromoléculas y entrada a 1a célula de
precursores radiactivos a epimastígotes de T. cruzi tratados con
nífurtímox 10 y 100 MM,(C),muestra control. Las condiciones experi
mentales se describen en Material y Métodos.

1

en medio de incubación nuevo y se trataron con nifurtimox

10 y 100 uM a 37°C. Se observó que 1aI3HItimidina en ei

interior de ios parásitos se incorporó rápidamente a1 DNA

(curva testigo), e] nifurtimox inhibió esa incorporación

en forma proporciona] a su concentración (Figura 21, dere

cha). Sin embargo,a1 cabo de las tres horas de incubación

ias inhibiciones de 1a incorporación fueron menores, 13 y

41%, que ias caicuiadas en base a ios datos de 1a Figura 20

para igua] tiempo de incubación. Las diferencias representan

1a inhibición dei transporte deI3Hltimidina por e] nifurtimox.
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(C)

TIEMPO (h)

Efecto del nífqrtimox sobre 1a biosíntesis de DNAen e imastigotes
de T. cruzi. Los triplnosomas se preincubaron con I3H ïtimidina du
rante 30 mix a 6°C, JJego se lavaron, se resuspendieron en medio de
incubación nuevo y se trataron con nifurtimox 10 y 100 HMa 37°C.
L, lavado: N, nifurtimox; C, muestra control. Los valores son el pro
medio de ios experimentos aislados realizados por duplicado.



TABLA IX

INHIBICION DE LA BIOSINTESIS DE MACROMOLECULAS EN T. CRUZI

POR NIFURTIMOX Y BENZNIDAZOL*

Droga (uN) Precursor Inhibición de 1a Inhibición de 1a
incorporación de incorporación
macromo]écu1as(%) tota] (%)

Nifurtimox (10) |3H|Timidina 33** 20**
(100) 83 52

Nifurtimox (10) |3H|Uridina 32 4
(100) 75 49

Nifurtimox (10) L-I3HILeucina 49 33
(100) 72 47

Benznidazo](38) |3H|Timidina 10 9
(380) 54 39

Benznidazo1(38) |3H|Uridina 9 6
(380) 42 39

Benznidazo](38) L-I3HILeucina 48 45
(380) 80 82

* Las condiciones experimentaies se describen en Materiales y Métodos.
Tiempo de incubación, 2 horas.

** Promedio de dos determinaciones; 1a diferencia con ios vaiores indi
viduaies fue < 5%.
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5.2 Efecto de] benznidazo]

E1 benznidazo] disminuyó 1a entrada tota] y 1a incor

poración del3HItimidina a1 DNA.Los resultados se muestran

en 1a Figura 22. Se observaron diferencias en 1a magnitud

de esas inhibiciones con 1a concentración de nitroimidazoi

380 uM. Pero aún a esa concentración correspondiente a 1a

mayor empieada, 1a diferencia fue menor que 1a obtenida pa
ra e] nifurtimox.

ENTRADA TOTAL INCORPORACION

L T EN DNA

( cx)b O O O l
h (c)

- (38) _

N O O O
l l

A w O) V

(380) - A

' ' (380)

INCORPORACIONDE[3H]TIMIDINA

(dpm/106celulas)

0 1 2 3 0 1 2 3

NEMPO(M

Fig. 22. Efecto del benznidazol sobre la entrada a la célula y 1a incorporación
de I3Hltimidina al DNAde epimastigotes de T. cruzi. Las concentracio
nes de benznidazol fueron 38 y 380 uM.(C) muestra control. Las condi
ciones experimentales se describen en Materiales y Métodos. Los resul
tados son el promedio de tres experimentos aislados realizados por du
plicado.
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También se estudió e] efecto de esta droga sobre la entrada

e incorporación del3HIuridina y Li3HI1eucina (Figura 23).

Los valores porcentuales de esas inhibiciones se incluyen

en 1a Tabla 9. Se observó que e] porcentaje de disminución

en 1a entrada de los precursores radiactivos a ios parási

tos fue similar a] de 1a inhibición de la sintesis de DNA,

RNAy proteinas. E1 efecto del benznidazo] varió seoün el

precursor estudiado, observándose máximas inhibiciones con

la LÍ3HI1eucina.
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Cinética de la incorporación de macromoléculas y entrada a la célula
de precursores radiactivos en epimastígotes de T. cruzi tratados con
benznidazol 38 y 380 UM.(C),muestra control. Las condiciones experi
mentales se describen en Materiales y Métodos. Los valores son el pro
medio de tres experimentos aislados realizados por duplicado.
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5.3 Efecto de las a y Blapachonas

La Blapachona es un generador positivo de 05 y H202
en el T. cruzi, existiendo buena correlación entre esa

capacidad y 1a acción tripanocida "in vitro" (Boveris y

col., 1980). La Blapachona disminuyó 1a incorporación de

precursores radiactivos a las macromoléculas. La Figura

24 muestra que la Blapachona 1.6 uM produjo una inhibi

ción significativa en la incorporación deI3HItimidina

mientras que con la concentración 7.8 uM, 1a inhibición

fue casi total. Para confirmar 1a intervención de los

radicales del oxigeno es estos efectos, se realizó un ex

hperimento paralelo con la alapachona, que es un isómero

biológicamente inactivo de la Blapachona (Boveris y col.,

1978). Los resultados de la Figura 24 confirman la espe

cificidad del isómero B con respecto al a. Estas observa
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Fig. 24. Cinética de incorporación deI3HItimidina al DNAde T. cruzi
tratados con a y Blapachona 1.6 y 7.8 uM (C) muestra control
Las condiciones experimentales se describen en Materiales y
Métodos. Los resultados son el promedio de tres experimentos
realizados por duplicado.
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Fig. 25. Cinética de la incorporación de I3Hluridina al RNAde T. cruzi
tratados con a y Blapachona 1.6 y 7.8 UM.(C)muestra control. Las
condiciones experimentales se describen en Materiales y Métodos.
Los resultados son el promedio de tres experimentos realizados
por duplicado.
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Fig. 26. Cinética de incorporación de LI3B!leucina a las proteínas del T. cruzi
tratados con 0Ly Blapachona 1.6 y 7.8 UM.(C) muestra control. Las con
diciones experimentales se describen en Materiales y Métodos. Los resul
tados con el promedio de tres experimentos realizados por duplicado.



ciones se compiementaron con e] examen de] efecto de ambas

1apachonas sobre 1a incorporación deI3HIuridina y L!3HI1eu

cina. (Figuras 25-26). A1 igua] que con e] nifurtimox,para

1a Biapachona, se observó una curva bifásica para 1a incor

poración de|3Hluridina, con un máximo a 1a hora de incuba

ción. Los resuitados en 1a Tabia 10, muestran que 1a Biapa

chona inhibió 1a incorporación deI3Hitimidina más eficazmen

te que 1a aiapachona. La Biapachona inhibió más intensamen

te ia incorporación del3HItimidina que 1a de ios otros pre

cursores. En cambio 1a aTapachona inhibió en mayor grado 1a

incorporación deI3HI1eucina que 1a de ios otros precursores,

siendo esta inhibición comparabie a 1a que produjo 1a Biapa

chona (Figuras 24-25-26). En e] caso de 1a a 1apachona, 1a

disminución en 1a incorporación de|3H|timidina, se debió a

una menor entrada de] precurSor radiactivo a1 parásito. La

Biapachona, no sóio afectó 1a entrada de precursor radiac

tivo sino que además inhibió 1a sintesis de DNA.

5.4 Efecto de 1a tingenona y miconidina

E1 efecto de 1a tingenona y miconidina sobre 1a incor

poración deI3HItimidina se muestra en 1a Figura 27. En am

bos casos se observó inhibición en 1a incorporación que fue

proporciona] a 1a concentración de 1a droga y a1 tiempo de

incubación. La miconidina fue más potente que 1a tingenona,

pues concentraciones menores produjeron efectos simiiares

o mayores que Ios obtenidos con 1a tingenona. La Figura 28

muestra e] efecto de estas drogas sobre 1a incorporación de
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Fig. 27. cinética de la incorporación deI3HItimidina al DNAde epimastigotes
de T. cruzi tratados con miconidina 3.2 y 8.0 UM(izq.) y tingenona
4.7 y 19 UM(derecha). (C) muestra control. Las condiciones experi
mentales se describen en Materiales y Métodos. Los resultados son
el promedio de tres experimentos realizados por duplicado.
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Fig. 28. Cinética de la incorporación deI3HIuridina al RNAde epímastigotes de
T. cruzi tratados con miconidina 3.2 y 8.0 HM(izq.) y tíngenona 4.7
y 19 UM(derecha). (C), muestra control. Las condiciones experimenta
les se describen en Materiales y Métodos. Los resultados son el prome
dio de tres experimentos realizados por duplicado.
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I3H luridina en epimastigotes de T. cruzi. También se observó

inhibición en 1a incorporación. Con miconidina 0.8 uM, 1uego

de 1a primera hora de incubación, disminuyó 1a actividad in

corporada a1 RNA dando lugar a una curva bifásica. Este

efecto no se observó con 1a tingenona no obstante 1a inhibi

ción de 1a incorporación de] precursor radiactivo. Las dos

drogas también tienen acción inhibitoria sobre 1a incorpo

ración de L|3H|1eucina (Figura 29).

O5
l

MICONIDlNA r» ïlNGENONA
(C)(C)

m

b

N

(d.p.m./103celulas)

w

d

INCORPORACIONDEL-[3H]LEuc¡NA

0 1 2 3 0 I 2 3

TIEMPO(h)

Fig. 29. Cinética de 1a incorporación de L 3Hlleucina a las proteínas del
T. cruzi tratados con miconidina 3.2 y 8.0 uM (izq) y tingenona
4.7 y 19 UM(derecha). Las condiciones experimentales se descri
ben en Materiales y Métodos. Los resultados con el promedio de
tres experimentos aislados realizados por duplicado.
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Se midieron ios porcentajes de inhibición en 1a sin

tesis de macromoiécuïas con respecto a 1a inhibición en

1a entrada de Ios respectivos precursores (Tab1a 11). En

genera] se encontró una inhibición de igua] magnitud entre

1a entrada de 103 precursores radiactivos y 1a biosintesis

de DNA,RNAy proteinas para 1a tingenona. Mientras que

para 1a miconidina, e] primer proceso fue menos disminuido

que e] segundo.

TABLA XI

INHIBICION DE LA BIOSINTESIS DE MACROMOLECULASEN T. CRUZI

POR TINGENONA Y MICONIDINA*

Droga (uM) Precursor Inhibición de 1a Inhibición de 1a
incorporacion de incorporación tota]
macromoiécuias

Tingenona 4.7 | 3Hltimidina 30** 25**
19 62 45

Tingenona 4.7 | 3Hluridina 12 8
19 65 68

Tingenona 4.7 LI3HI1eucina 41 37
19 62 49

Miconidina 3.2 I 3HItimidina 35 21
8.0 67 36

Miconidina 3.2 | 3H|uridina 42 1o
8.0 83 58

Miconidina 3.2 LI3HI1eucina 62 24
8.0 67 31

* Las condiciones experimentaies se describen en Materiaies y Métodos.
Tiempo de incubacion: 3 horas. ** Promedio de dos determinaciones,
1a diferencia de Ios valores individuaïes fue < 5%.
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5.5 Potencia re1ativa de 1as drogas tripanocidas comoinhibi

dores de 1a sintesis de DNA.

Se midieron ias concentraciones que produjeron un 50%de

inhibición en 1a incorporación de|3Hltimidina a] DNA.En 1a

Figura 30 se muestra 1a reiación concentración-efecto para

ias seis drogas , nifurtimox, benznidazo], ay B lapachona,

tingenona y miconidina.

100 I 417 Í l Ï III] I Í

3‘CDCD C)CDCD

(°/odeltestigo)

INCORPORACIONDEPH] TIMIDINA

hO C)

C) l l I l ll lll l l »l l 1 [lll l l
1 5 1o 50 100 400

CONCENTRACION (pM)
Fig. 30. Relación concentración-efecto para inhibidores de la incorporación de

3H|timidina. Las condiciones experimentales se describen en Materiales
y Métodos. B-L, Blapachona, a-L, alapachona, N, nifurtimox, B, benzni
dazol, T, tingenona y M, miconidina.
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Los resuitados obtenidos fueron: nifurtimox, 60 uM;

benznidazo], 300 un; a 1apachona 10 uM(extrap01ado); B

1apachona 1.5 pH; miconidina 7 uM; y tingenona 12.6 uM.

Comparando 1as drogas de estructura quimica semejante, e1

nifurtimox fue 5 veces más potente que e] benznidazo], 1a

B 1apachona 6 veces más efectiva que e] isómero a.

Efecto de] nifurtimox y B 1apachona en epimastiootes prein

cubados con 1as drogas

Se estudió e] efecto que tuvo 1a preincubación de

epimastigotes de T. cruzi sobre 1a incorporación del3HI

timidina a] DNA.Para e110 se incubaron Ios parásitos

con nifurtimox 100 uM o B 1apachona 1.5 uM, ios tiempos

indicados, 1uego de e1iminar e] compuesto por 1avados, se

reincubaron conI3H|timidina durante una hora, para permi

tir 1a incorporación de] nuc1eótido a1 DNA.Los resuïtados

se muestran en 1a Figura 31. Los efectos más notabies se

obtuvieron con e] nifurtimox, pues 1a incorporación de|3H|

timidina disminuyó un 85%en 1as muestras preincubadas dos

horas con e] nitrofurano. Resultados semejantes aunque de

menor magnitud, se obtuvieron con 1a Bïapachona.
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Efecto del tiempo de preincubación con nifurtimox o Blapachona sobre
la inhibición de la incorporación deI3HItimidina en el DNA.Las con
diciones experimentales se describen en Materiales y Métodos. N, ni
furtimox, 100 UM;B-L, Blapachona, 7.8]JM. Los resultados son el pro
medio de dos experimentos realizados por duplicado.



Efecto de] nifurtimox, benznidazoigy Biaoachona sobre 1a

degradación de] DNA, RNAy proteinas.

Las Figuras 32-33 y 34 muestran ios efectos del nifur

timox y benznidazo] sobre 1a degradación de] DNA, RNAy pro

teinas de] T. cruzi premarcadas conl3Hltimidina,|3H|uridina

y L|3H|1eucina respectivamente. Para faciiitar 1a compara

ción con los efectos sobre 1a incorporación de los precurso

res radiactivos, ias drogas se empiearon en concentraciones

iguaies a 1as empieadas en ios experimentos de inhibición

de 1a biosintesis de macromoiécuïas. Los resuïtados muestran

en primer término 1a disminución de 1a actividad especifica

en función de] tiempo, de cada macromoiécuia premarcada con

3HItimidina,I3HIuridina y LI3HI1eucina, en ausencia de inhi

bidor. La disminución varió según e] precursor. A1 cabo de

tres horas de incubación, 1a radiactividad de ios epimasti

gotes marcados conI3Hltimidina (Figura 32)y U3HI1eucina(Fi

gura 34) disminuyó menos de] 5%de] vaior inicia], mientras

que conI3HIuridina (Figura 33) 1a disminución fue de aproxi

madamente 25%de] vaior inicia]. La adición de nifurtimox y

benznidazo], aumentó en todos ios casos, 1a disminución de

1a actividad especifica de 1a macromoiécuia correspondiente.

Según ias Figuras 32 y 34, e] nifurtimox estimuló más que

e] benznidazo] 1a disminución de radiactividad de] DNAo de

ias proteinas ceiuiares, cuaiquiera que fuesen 1as concentra

ciones utiiizadas. En cambio, en 1a Figura 33 se muestra que

e] RNAfue afectado por ambas drogas con igua] intensidad

(concentraciones aïtas) y con mayor intensidad por e] benzni
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Fig. 32. Efecto del nifurtimox sobre la estabilidad del DNA
del 2. cruzi. Los epimastígotes preincubados con

I3HItimídina se incubaron con nifurtimox (N) y benz
nidazol (B) durante el tiempo indicado en la absci
sa. Las condiciones experimentales se describen en
el texto. T, muestra testigo. Los números indican
1a concentración de la droga (uM).
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Fig. 33. Efecto del nifurtimox y el benznidazol sobre la estabilidad del RNA
del T. cruzi. Los epimastigotes preincubados conI3Hltimidina se in
cubaron con nifurtimox (N) y benznidazol (B) durante el tiempo indi
cado en la abscísa. Las condiciones experimentales se describen en
el texto. Los números indican la concentración de droga (11M).
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Efecto del nifurtimox y benznidazol sobre la estabilidad de los compo
nentes proteicos en el T. cruzi. Los cpimastigotes preincubados con
L-I3HI1eucina, se incubaron con nifurtimox (N) y benznidazol (B) duran
te el tiempo indicado en la abscisa. Las condiciones experimentales se
describen en el texto. Los números indican la concentración de las dro
gas (11M).
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dazo] (concentraciones bajas). Dado que en e] T. cruzi

e] nifurtimox genera radicales iibres de] oxigeno, para

verificar e] pape] de estos radicaies en ios efectos ob

servados, se ensayó 1a Biapachona, cuya actividad como

generador de"oxigeno activo" es bien conocida. Los resui

tados en 1a Figura 35 indican un fuerte efecto sobre 1a

estabiiidad de] DNA,dependiente de 1a concentración de

1a Biapachona. La comparación de.1as Figuras 32 y 35 de

muestra que 1a Biapachona fue más activa que e] nifurtimox

y benznidazoi. Resuitados simiiares se obtuvieron con epi

mastigotes marcados conI3HIuridina y LI3HI1eucina (Figu

ras 36-37).

Para obtener una expresión cuantitativa de 1a dismi

nución de 1a radiactividad ceiuiar, ios vaiores presenta»

dos en ias Figuras 32-37 se aplicaron a 1a ecuación 1,

donde A y A son 1a radiactividad inicia]-0 t

109 At = -0.693 5 log A0 ecuación_1

de ios epimastigotes (a1 tiempo 0) y 1a radiactividad des

pués de incubar con 1a droga durante e] tiempo t .E es una

constante cinética cuyo vaior se obtiene de 1a representa

ción gráfica de 1a ecuación 1, que es 1a ecuación de una

recta, cuya pendiente negativa es igua] a -0.693 k. Cuando

1a radiactividad a1 tiempo t es igual a la mitad de 1a ra

diactividad inicia1(A = 0.5 A0), e] tiempo de incubaciónt

(3 0 5) es igua] a 0.693 E y representa 1a vida media de 1a

macromoiécuia. to 5 es 1a inversa de 1a veiocidad de recam
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Fig. 35. Efecto de la Blapachona sobre la estabilidad del DNAdel T. cruzi. Los
epimastigotes preincubados con|3HItimidina se incubaron con Blapachona
durante el tiempo indicado en la abscisa. Las condiciones experimenta
les se describen en el texto. Los números indican 1a concentración de
droga (11H).
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Efecto de la Blapachona sobre la estabilidad del RNAdel T. cruzi. Los
epimastigotes preincubados conI3HIuridina, se incubaron con la Blapa
chona durante el tiempo indicado en 1a abscisa. Las condiciones expe
rimentales se describen en el texto. Los números indican la concentra
ción de la droga (UM).
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Efecto de la Blapachona sobre la estabilidad de los componentes proteicos
del T. cruzi. Los epímastigotes preincubados con LI H leucina se incubaron
con la Blapachona el tiempo indicado en 1a abscisa. Las condiciones experi
mentales se describen en el texto. Los números indican la concentración de
la droga (UM)
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bio metabóiico, de manera que cuanto menor es 1a "vida

media" más rápida es 1a renovación, "turnover" molecuïar,

La Figura 38 muestra 1a representación de 105 datos

experimentaies primarios según 1a ecuación 2. Se puede ver

que 1a decadencia natura] de 1as macromoiécuias dió en to

dos 105 casos rectas, con pendiente de mayor va10r en e]

caso de 1aI3HIuridina. Lo mismo ocurrió con e] benznidazo]

que fimrementó e] valor negativo de ias pendientes. En cam

bio, con e] nifintimox se obtuvieron curvas iigeramente hi

perbóiicas, cóncavas hacia arriba excepto con 1aI3HIuridina

que originó una recta. La B 1apachona, produjo ios efectos

más intensos y dió siempre, curvas poiifásicas.
La Tabia 12 muestra e] efecto de] nifurtimox, e] benz

nidazoi y 1a B 1apachona sobre 1a "vida media" de cada una

de ias especies moiecuiares. En todos ios casos hubo dismi

nución, pero con modalidades diferentes. Una expresión direc

ta de esas modificaciones, se obtuvo mediante e] cociente

T/D (T y D son 1a vida media de 1a macromoiécuia en los epi

mastigotes testigos y en ios tratados con ias drogas, respec

tivamente). Conviene notar que cuando T/D = 1, no hay modifi

cación en 1a "vida media". Los vaiores de T/D en 1a Tabia 12

(entre paréntesis) prueban que e] nifurtimox afectó 1a esta

biiidad de] DNAmucho más que 1a de ias proteinas y 1a de]

RNA,mientras e] benznidazo] produjo en todos ios casos efec

tos significativamente menores. Por su parte, 1a B 1apachona

estimuió fuertemente 1a degradación de] DNAy de ias protei

nas, y en grado menor 1a de] RNA. En ese sentido, 1a B 1apa

chona superó siempre a1 nifurtimox y a] benznidazo], mientras
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que e] nifurtimox superó a1 benznidazo], excepto sobre e]

RNA.Los resuitados con Biapachona se refieren a1 componen

te inicia] de 1a curva de degradación, que es e] más rápido.

Si se calcuïan los vaïores correspondientes a] componente

lento, también se nota un incremento respecto a1 testigo,

pero significativamente menor que con e] primer componente

(vaïores omitidos).

(3H) TlMIDINA (3H)URIDINA L(3H)LEUCINA
C ' C20

logdeRADlACTIVIDAD

S

TIEMPo(hd

Fig. 38. Representación logaritmica del efecto del nifurtimox,
benznidazol y Blapachona sobre la disminución de la
radiactividad de los epimastigotes preincubados con
I3Hltimidina, I3HIuridina y LI3HI1eucina. Las concen
traciones (uN), fueron nifurtimox, 100; benznidazol,
380; Blapachona, 7.8. Las condiciones experimentales
se describen.en Materiales y Métodos.



TABl.AXII

EFECTODELNIFURTIMOX,BENZNIDAZOLYBLAPACHONASOBRELAVIDAMEDIADELDNA,RNAYPROTEINASDEL T.CRUZI
MacromoiécuiaNifurtimoxBenznidazo]Biapachona

ConcentraciónVidamediaConcentraciónVidamediaConcentraciónVidamedia

(UM)(h)(uN)(h)(uM)(h)

DNA030.1030.1030.1

106.3(4.8)3815.0(2.0)1.63.0(10.1)
1003.8(7.9)38010.0(3.0)7.81.7(17.7)

RNA07.507.507.5

106.0(1.2)384.3(1.7)1.61.4(5.3)
1003.3(2.2)3803.3(2.3)7.80.9(8.3)

Proteinas030.1O30.1030.1

1015.0(2.0)3830.0(1.0)1.62.7(11.1)
1007.5(4.0)38015.0(2.0)7.81.7(17.7)

Lascondicionesexperimentaiessedescribenene]texto. Entreparéntesis,1areiaciónT/D.
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Efecto dei nifurtimox y benznidazo] sobre 105 ácidos

nuc1eicos “in vitro".

Inducción de rupturas en e] DNA

Los resuïtados presentados muestran que e] nifurtimox

y e] benznidazo] metaboïizados por 1a fracción microsoma]

de higado de rata y de T. cruzi, inducen 1esiones en e]

DNA.Para detectar 1as rupturas en las cadenas de] DNAse

usó como modeïo e] DNAde] piásmido pBR325 que es cova1en—

temente cerrado y superenrr011ado (Forma I). Cuando a este

DNAse le introducen rupturas en una de ias cadenas (Forma

II) o en 1as dos cadenas (Forma 1inear L), se relaja y cam

bia 1a movilidad eïectroforética (Korycka Dah] y c01., 1980).

E1 tratamiento de] DNAde] pBR325 con benznidazo] y nifurti

mox indujo rupturas en las cadenas de] pïásmido que se tra

dujo en e] aumento de 1as formas II y L. La degradación de]

DNAfue dependiente de la presencia de un sistema metaboii

zante de 1as drogas. Este requisito se cumplió con microso

mas de higado de rata o de I¿_gru¿i en presencia de un sis

tema generador de NADPH.Docampo y co]. (1981a,1982) demos

traron que 1a adición de nifurtimox o benznidazo] a microso

mas de higado de rata produce 10s radicaïes aniónicos nitro

aromáticos respectivos, 10s cuaïes a1 reoxidarse a1 compues

to originaï, generan productos de 1a reducción parcia] de]

oxigeno, 05 y H202. La interacción entre 05 y H202, en pre
sencia de iones metáïicos (reacción de Haber Weiss, 1934),

forma Ios radicaïes OH‘ a ios que se ies asigna un pape1

importante como iniciadOres de reacciones en cadena que 11e

van a 1a peroxidación 1ipidica y 1a degradación de] DNA
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( Quey co]., 1980 ; Meneghini , 1976; Misra y c01., 1972),

La producción de estos intermediarios en 1a reducción de

Ios nitroderivados por 1a fracción microsoma] de higado

de rata, iievaron a 1a producción de rupturas en e] DNA

de] pBR325. Sin embargo, 1a toxicidad selectiva de] benz

nidazo] contra e] T. cruzi, no invoiucra e] 0;, H202 ni
a] OH', si no a algún metaboiito mismo de] benznidazo].

La activación de] compuesto por 1a fracción microsoma]

de] T. cruzi produce e] radica] aniónico que podria inter

actuar con e] DNAy/o proteinas directamente o previa re

ducción a otra especie activa, comoocurre con otro S-ni

troimidazo], e] metronidazo] (Masony c01., 1975; Knight,

y c01., 1979). E1 o los intermediarios responsabies de

esta reacción son todavia desconocidos, se postuia que
tienen un estado de oxidación intermedio entre e] nitro

y 1a amina (Haiïiwe11, 1976; Koppenoe y c01., 1977). La

mayoria de Ios autores piensa que e] metaboïito activo es

1a hidroxilamina, e] producto de reducción de 4 eiectrones

(Iïan y c01., 1977). En este sentido es interesante agregar

que 1a reducción de ios nitrocompuestos que tuvo 1ugar en

e] medio de incubación, causó rupturas a1 DNAde] pBR325

contenido dentro de una boisa diáiisis, comosi Ios inter

mediarios activos de los nitroderivados, ya sea e] H2020
compuestos de estado de oxidación intermedio entre e] ra

dica] nitro y 1a amina, fueran capaces de por Io menos,

Iimitada difusión. Estos resuitados están de acuerdo con

los obtenidos por 01ive (en prensa) con un modeio de tumor

"in vitro" que contiene céïuias hipóxicas y oxigenadas, don

de se sugiere que 1a reducción de 105 nitroheterocicïos por



ias células hipóxicas causa 1a muerte de ias céiuias oxi

genadas adyacentes.

Re1aci6n entre peroxidación iigidica, 1esiones en e1 DNA

chontenido hepático de glutatión reducido.

La peroxidación de ácidos grasos poliinsaturados y 1a

inducción de 1esiones en e] DNA,son dos procesos dependien

tes de 105 radicaies 1ibres ligados a1 anión superóxido. E1

nifurtimox y e] benznidazo] aumentaron 1a peroxidación 1ipi

dica y 1as rupturas en e] DNAmedidas como e] maiondiaïdehi

do derivado a) de ios ácidos grasos insaturados y b) de

los carbonos 1'-3' de 1a desoxirribosa de] DNA,en homoge

natos de higado de rata. Este aumento se correiacionó inver

samente con e] contenido hepático de GSH, medido en 1a misma

muestra. Estudios rea1izados "in vivo" por Dubin y c01.,

(1982) muestran una depleción de] nive] de GSHhepático en

ratas tratadas con nifurtimox, pero no observan diferencias

en e] contenido de conjugados dienos. Los resuitados obteni

dos en e] presente estudio, demuestran cïaramente que 1a dis

minución de GSHse asoció a un aumento paraïeio de conjugados

dienos medidos por 1a formación de] aducto coioreado MDA-TBA.

Ambas drogas disminuyeron e] contenido de GSHde distinta

manera. Con e] nifurtimox e] nive] de GSHse hizo no dosabie

a 10s 150 min. mientras que e1 benznidazo] aün en concentra

ciones muy aitas, 4000 uM, 5610 11egó a disminuirïo en un

56%. La drástica dep1eción de GSHse asoció a 1a mayor cito

xicidad de] nifurtimox con respecto a] benznidazo] como gene
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rador de radicaïes Iibres de] oxigeno. Estos resultados
están de acuerdo con e] ro] protector que se le asigna

a1 GSHcomo removedor de hidroperóxidos y de peróxido de

hidrógeno (Sies y c01., 1978; Dubin y c01., 1982). Se ob

servó estimuiación de 1a peroxidación iipidica por e] ni

furtimox en forma dependiente de 1a concentración, y de]

tiempo de incubación. E1 benznidazo] incrementó ei MDA

proveniente de 1a peroxidación lípidica con 1a mayor con

centración empieada. En ios dos casos e] MDAsóio aumentó

1uego de 1a disminución de] GSHhepático. La diferencia

entre ios resultados "in vivo" e "in vitro", puede deber

se a que en e] presente estudio se usó un modeio experi

menta] diferente_y aque "in vivo" opera un eficiente meca

nismo de metabolización de hidroperóxidos.

La disminución de GSHhepático se acompañó de un au

mento paraieio de MDAproveniente de 1a desoxirribosa de]

DNA. E1 daño a1 DNAfue una reacción rápida ya que ei MDA

proveniente de esa macromoïécuia aumentó a ios 15 min de

comenzada 1a reacción, aün antes de] aumento de 1a peroxi

dación 1ipidica. La toxicidad de ios nitroderivados genera]

mente se atribuye a ios radicaies Iibres generados durante

e] ciclo redox de 1a droga. E1 H202 y e] 0; producidos du
rante ]a reducción de] nifurtimox y benznidazo] por homoge

natos de hígado de rata estuvieron invoiucrados en 1a pro

ducción de iesiones en e] DNA,e] agregado de SODo cata1a

sa a1 medio de reacción, impidió 1a formación de MDAderi

vado de] DNA,sugiriendo que e] Dé y H202 son intermediarios
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que e] anión superóxido mismo no es 1a especie reactiva, de

otro modo 1a degradación de] DNAdeberia haberse prevenido

por 1a SODpero no por 1a cataiasa. De todos los derivados

de 1a reducción parcia] de] oxigeno, ¿Cuái es 1a especie

invoiucrada en 1a producción de rupturas en e] DNA?. E1 ma

nito] y benzoato, dos secuestrantes de ios radicaies 1ibres

OH’, protegieron a] DNAsugiriendo que e] 0H° es 1a especie

primaria causante de ias 1esiones. Este radica] se puede for

mar por interacción entre 05 y H202 en presencia de hierro
(reacción de Haber Neiss,1934). Aparentemente esta reacción

es ienta. Se conocen otros pasos que requieren 0; y H202
y Fe (III)(Ha11iwe11, 1976) que también 11evan a 1a produc

ción de OH’, de 1a siguiente forma:

o + Fe(III) ——> Fe(II) + o2 (reacción 12)2

H 022 + Fe(II) —————e>Fe(III) + OH' + OH' (reacción 13)

Estas reacciones son más rápidas y también ocurren en e]

sistema xantina-xantinoxidasa (Fong y c01., 1976). La b1eo

micina causa 1esiones en e] DNAque iievan a 1a 1iberación

de 01igonuc1eótidos, bases iibres y maiondiaidehido que reac
ciona con e] TBAdando e] aducto coioreado característico.

Las 1esiones dependen de 1a presencia de 02 y Fe(II) y de 1a
formación de 0H° durante a1 autooxidac de] Fe(II) (Bur

ger y c01., 1979b).

Es importante señaiar que 1a cantidad de anión superóxi

do y peróxido de hidrógeno generado "in vivo" por e] benzni

dazoi, no sobrepasa Ios niveles basaies, mientras que e] ni
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uitraestructuraies en cerebro, testicuio, riñón e higado

(Moreno y c01., 1980). En estos tejidos, se encontró una

elevada producción de 05 cuando se ios incuba con nifurti
mox. La peroxidación iipidica y 1a degradación de] DNAi

niciada por ios radicaies 1ibres generados a través de]

ciclo redox de] nitrofurano, pueden constituir dos mecanis

mos para explicar e] daño en ios tejidos de] huésped.

Efecto de] nifurtimox y benznidazo] sobre ios ácidos nu

c1eicos de] T. cruzi "in vivo"

A1 igua] que en investigaciones previas que adjudican

a los intermediarios de 1a reducción parciai de] oxigeno

y a ios nitroderivados e] pape] de productores de rupturas

en las cadenas de] DNA,encontramos que e] nifurtimox y

benznidazo] causaron iesiones en e] DNAdel T. cruzi "in

vivo". A ios efectos de comparación, se usó otro compuesto

tripanocida de estructura Quimicadiferente a Ios anterio

res, 1a Biapachona. Este compuesto es una quinona que tam

bién es fuente de 05 y H202 en ei T. cruzi, como e] nifur
timox (Boveris y c01., 1977a).Las tres drogas introdujeron

1esiones en e1 DNAde] parásito, que se extendieron a1 nDNA

y a1 kDNA. E1 nDNAfue extensamente degradado por e] nifur

timox y 1a Bïapachona. E1 incremento de 1as rupturas depen

dió directamente de ia concentración de ios generadores de

productos de 1a reducción parcia] de] oxigeno. Se encontró

una buena correiación entre e] número de rupturas/106 nucieó

tidos en e] nDNAproducidos por e] nifurtimox y 1a Biapachona



con respecto a] benznidazo], teniendo en cuenta el meta

boiismo diferente de estas drogas en e] T.cruzi. E1 radi

ca] aniónico de 1a estreptonigrina, un antibiótico con es

2

a] iguai que otros citostáticos que contienen estructura

tructura aminoquinónica, genera 0 (Bachur y co]., 1978)

semiquinona y que son reducidos por e] sistema microsoma]

NADPHdependiente. Estos agentes anticancerosos actúan co

moproductores de: a) radicaies 1ibres que se intercaian

en e] DNApara 1a producción de iesiones (Bachur y co].,

1979) o b) aumentan e] nive] de OE y H202 durante 1a reoxi

dación de] compuesto (Goodman y c01., 1977). E1 H202 y e]

05 dan 1ugar a 1a formación de OH‘ según ias siguientes
reacciones:

k(M'ls'1)
_ + 9202+2H fi H202+02 2x10 (1)

H202 + o2 ————> o2 + OH' + OH 0.13 (2)

+1202+ Fe(II) ——> Fe(III) + OH'+0H' 76 (13)

Los productos de 1a ruptura de] DNAa partir de reacciones

que contienen Fe(II) y H202 (reacción de Fenton) no son dis
tinguibies de ios obtenidos en reacciones con compuestos de

distinta naturaieza quimica pero que generan 0; y HZO2y
en consecuencia OH', como 1a adriamicina, b1eomicina, rifa

micina, mitomicina C (Yger y c01., 1963; Burger y c01.,

1980; Sausviiie y c01., 1978; Berlin y c01., 1981). La de

gradación de] DNApor 1a Bïapachona y nifurtimox parece
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similar a la degradación por los otros agentes antitumo

rales en que todos dependen de la formación del radical

OH'. El 0H° es un poderoso agente oxidante que: a) intro

duce rupturas en una de las cadenas del DNApor abstrac

ción de un átomo de hidrógeno de la desoxirribosa, que

lleva a la desestabilización del enlace fosfodiester adya

cente (Repine y col., 1981) y b) origina malondialdehido

a partir de los carbonos 1'-3' de la desoxirribosa (Burger

y col., 1980). El númerode rupturas/106 nucleótidos halla

do para el nifurtimox y la Blapachona concuerdan con los

hallados en la literatura para drogas productoras de OEy

H202 (Berlin y col., 1981).
El benznidazol por otro lado, no aumenta la concen

tración intracelular de los productos de la reducción par

cial del oxígeno en el T. cruzi (Moreno y col., 1982). A

pesar de ello, también se detectaron rupturas en una de

las cadenas del nDNAal igual que en el DNAdel pBR325.

El mecanismo de acción en el parásito implicaría la forma

ción de algún metabolito reducido del nitroimidazol. Se ha

demostrado la presencia de aductos nitroderivado-DNA en

bacterias (Sugimura y col., 1976; Tanaka y col., 1977), el
intermediario activo es el metabolito reducido del nitro

compuesto, el cual se une fuertemente al DNA.Todos estos

compuestos al igual que el benznidazol, producen rupturas

en una de las cadenas del DNA(Lu y col., 1979; Albertini

y col., 1982).
Las lesiones en el kDNAse visualizaron de 2 maneras
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1) como un aumento de DNAde cadena simple que no rena

turaiizó luego de un tratamiento aicaiino y quedó rete

nido en filtros de nitroceiuiosa y 2) como e] aumento

de fragmentos de kDNAde bajo peso molecuiar detectados

por eiectroforesis en geies a1ca1inos de agarosa. Con

ambos métodos se encontró que e] nifurtimox, benznida

zo] y Biapachona indujeron rupturas en e] kDNA.La es

tructura en forma de ma11a de] DNAde T. cruzi compues

ta por maxi y minicircuios concatenados, se asimiló a1

DNAcovaientemente cerrado de] D X 174 RFI. Cuando se

introducen rupturas en una de ias cadenas de] D X 174,

se 10 desnaturaiiza y renaturaiiza rápidamente en con

diciones no muy estrictas, e] DNAcon rupturas no rena

turaiiza y queda como DNAde una cadena, e] cua] puede

unirse a fiitros de nitroceiuiosa que retienen especi

ficamente e] DNAde una cadena pero no a1 dupiex (Cen

ter y co]., 1970). E1 aumento de] porcentaje de reten

ción de DNAde cadena simple haiiado en ios kDNAstra

tados con ias drogas tripanocidas con respecto a1 con

tro], indica que estos compuestos indujeron 1esiones en

e] kDNA. Nuevamente e] nifurtimox y 1a Biapachona cau

saron más rupturas que ei benznidazo]. Usando geies a1

caiinos de agarosa, se encontró aumento de fragmentos

de bajo peso moiecuiar en ios kDNAsprovenientes de pará

sitos tratados con ias drogas. Es 11amativo que no se ha

Ilan encontrado fragmentos de peso moiecular intermedio

entre 1a ma11a de DNAy los fragmentos chicos. Probabie

mente, debido a 1a estructura misma de] kDNA, en e]
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tiempo de incubación sólo ios circuios ubicados en 1a

periferia de 1a ma11a fueron accesibles a ios productos

tóxicos. Sims y Gutteridge (1978), usando gradientes de
CSC] no encontraron diferencia en 1a densidad (6:1.6988

g/m1) de] kDNAde T. cruzi tratado durante 6 horas con

e] nitrofurano SQ 18506, tampoco observaron cambios en

1a apariencia de 1a malla a1 microscopio eiectrónico.

Ninguna de ias tres drogas se metaboiiza a;niespor si

misma un agente a1qui1ante de] DNA. No se obtuvieron mo

dificaciones significativas en 1a veiocidad de depurini

zación en e] kDNAproveniente de epimastigotes tratados

con nifurtimox, benznidazo] o Blapachona, o sea que 1a

metiiación de] DNAno se afectó.

La formación intraceiuiar de OEy HáO2puede consi
derarse como 1a causa de 1a toxicidad de] nifurtimox y

1a BIapachona en e] T. cruzi, donde 1a ausencia de cata

1asa y glutatión peroxidasa H202-dependiente, asi como
1a baja actividad de 1a ascorbato peroxidasa (Boveris y

c01., 1980), hace a 105 epimastigotes de T. cruzi par

ticuiarmente sensibïes a1 H202. La deficiencia de estas

enzimas exp1ica e] aumento de H202 por ias drogas tripa
nocidas. La producción de rupturas en e] DNApor e] ni

furtimox y 1a Bïapachona "in vivo" podria expiicarse de

dos maneras: a) estos compuestos debido a su estructura

quimica podrian unirse o intercaiarse en e] DNAy generar

radicaïes OH' en 1a vecindad de 1as uniones susceptibies

de rupturas, 10 que resuita en 1a degradación de] DNAo

b) e] H202 generada a través de] cicio redox de 1a droga
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difundiria a1 nücieo (Meneghini, 1976) donde reaccionaria

con Fe(II) o aigün complejo metai-macromoïécula para gene

rar OH“, principa] causante de 1esiones en e] DNA.Floyd

(1981) demostró que e] DNAse une a] Fe(II) de manera ta]

que cuando se agrega H202, aumenta 1a concentración de OH'

detectabie por resonancia de spin eïectrónico. En cambio

e] benznidazo], reducido por e] I¿_crugi_interactuaria con

e] DNAa1 cua] se uniria fuertemente induciendo rupturas

en una de ias cadenas.

Reparación de las rupturas inducidas por e] nifurtimox,

benznidazo] y Biapachona en e] DNAde] T. cruzi.

La reparación de] DNApuede usarse como un método

indirecto para detectar 1esiones en e] DN (Lett y c01.,

1967). Los mecanismos de reparación, generaïmente invoiu

cran, en aïgün paso de] proceso, rupturas en las cadenas.

Por 10 tanto, 1a medición de ias rupturas en e] DNA1uego

de un tiempo de incubación en ausencia de 1a droga, da in

formación sobre 1a capacidad de un organismo para recupe

rarse. E1 tripanosoma puede reparar 1as rupturas inducidas

por e] nifurtimox, benznidazo] y Bïapachona. Este proceso

se observó en e] nDNAy kDNApara ias tres drogas. En

contraste con estos resuitados no se encontró una eiimina

ción tota] de ias rupturas luego de] tratamiento con 81a

pachona 7.8 uM. La razón de esta diferencia no es c1ara

aunque no puede descartarse que con esa concentración, 1a
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magnitud de las iesiones fuese ta] que e] daño sea irre

versibie. Una persistencia simiiar en e] número de ruptu

ras se encontró en céiuïas de giiosarcoma de ratón luego

de 1a exposición "in vivo" a1 1-(2-c10roeti1)-3-cicio

hexiÏ-l-nitrosourea (CCNU)(Gutin y c01., 1977). Nordens

kjoid y co]., (1979) tampoco observaron eiiminación tota]

de 1as rupturas iuego de] tratamiento de fibrobiastos hu
manos con ciciofosfamida.

Los organismos eucariotas y procariotas responden de

manera diferente para reparar e] daño producido en e] DNA.

En los primeros e] sistema de reparación es inducibie (fun

ciones -SOS).(Litt1e, 1982; Littie y co]., 1980) y en ei

segundo es constitutivo. Este hecho se refieja en ias cur

vas dosis-respuesta para 1a frecuencia de mutación, que

son acumuïativas en E. coii (Radmany co]., 1977) y linea

res en eucariotas (Thacker y co]., 1975; Van Zeeiand y c01.,

1976). Se ha demostrado que ias céiuias eucariotas pueden

desarroiiar procesos bioquimicos similares a1 proceso de

reparación por radiación en microorganismos. Estos incluyen

a) 1a re-unión de ias rupturas causadas por radiaciones io

nizantes en una de ias cadenas de] DNA(Lett y coï., 1967)

b) 1a escisión de ios dimeros de pirimidina iuego de 1a

irradiación con 1uz U.V. (Regan y c01., 1968) y c) 1a inser

ción de bases en ias cadenas moide de DNA(reparación rep1i

cativa) iuego de] tratamiento con aigün compuesto quimico,

irradiación con 1uz U.V. (Painter y co]., 1967) o rayos X

(Rasmussen y c01., 1966; Cieaver y c01., 1968). Uno de ios

métodos más sensibies para medir reparación como consecuencia
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de 1a interacción de] DNAcon un compuesto o radiaciones

es 1a medida de 1a "sintesis no programada de DNA". Este

método se basa en 1a incorporación de |3H|timidina a1

DNAen céiuias arrestadas en 1a fase S (Trostko y c01.,

1974). Para medir "sintesis no programada de DNA"en ei

T. cruzi, fue necesario primero disminuir 1a sintesis se

miconservativa de] DNA,evitando de ese modo 1a incorpora

ción de |3H|timidina debida a 1a dupiicación de 1a macro

moiécuia. Se estudió ei efecto de 4 compuestos que inhi

ben 1a sintesis de DNAde forma diferente: hidroxiurea,

fiuordeoxiuridina, cicioheximida y cafeína. Los dos pri

meros disminuyen 1a sintesis de ios nucieósidos trifosfa

to (Figura 39) (Adams y c01., 1967; Young y c01., 1967)

1a cicïoheximida inhibe 1a sintesis de DNAy de proteinas

(Cieaver, 1969) y 1a cafeína inhibe ias enzimas invoiucra

das en 1a sintesis (Cieaver, 1969).

F UdR

UDP -—> dUDP —> dUMP —-—-> dTMP—> dTDP —> dTTP

CDP ————> dCDP > dCTP

ADP ———H-U—-> dADP a dATP//7GDP —> dGDP y dGTP

Fig. 39. Inhibición de la síntesis de DNApor 5-Fluor
deoxiuridina, F UdR, hidroxiurea, HU.
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La hidroxiurea y 1a fiuordeoxiuridina inhibieron 1a

sintesis de DNA,pero no afectaron 1a reparación repiica

tiva. Se observó un aumento de 1a actividad especifica de]

DNAde T. cruzi, luego de 1a exposición a ias drogas tripa

nocidas. Estos compuestos reducen e] suministro de precur

sores para 1a sintesis de DNA(Regan y c01., 1968; Cieaver,

1969), sin embargo no parecen a1terar 1a disponibilidad de

precursores para 1a reparación repiicativa. La hidroxiurea

a1 igual que 1a f1uordeoxiuridina,son inhibidores de 1a

sintesis semiconservativa de DNA(Young y co]., 1964) y no

tienen acción sobre e] proceso de reparación y repiicación

(Trostko y c01., 1974) o reparación repiicativa (Cieaver,

1969). La hidroxiurea es e] compuesto que asociado a un

inhibidor de 1a sintesis de proteinas, se usa para dismi

'nuir 1a sintesis semiconservativa de DNAy permitir 1a me

dición de "sintesis no programada de DNA"(Martin y c01.,

1978). La cafeina no tuvo efecto sobre 1a repiicación. Es

te compuesto reduce ia supervivencia de bacterias (Rauth,

1967) y de céiuias L de ratón (Harm, 1967) irradiadas con

iuz U.V., estas observaciones 11evaron a postuiar 1a exis

tencia de un mecanismo de reparación cafeina-sensibie. Con

respecto a 1a cicioheximida, se encontró una correiación

entre 1a sintesis de proteinas y 1a repiicación semicon
servativa de DNA.Estos resuitados concuerdan con 10s de

Weintraub y Hoitzer (1972) y Schneiderman y co].(1971).

En generai se observó que cuando ios inhibidores iimitan

1a disponibiiidad de precursores para 1a sintesis de DNA,
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como1a hidroxiurea y f1uordeoxiuridina, hubo inhibición
en 1a repïicación semiconservativa pero no en 1a repara

ción repiicativa. La reparación repiicativa es inhibida

principaimente por agentes que se unen a1 DNAcomo 1a ca

feina (Rauth, 1967).

En e] T. cruzi fue posibie inducir "sintesis no pro

gramada de DNA". La inducción fue una respuesta de] pará

sito a las 1esiones causadas por e] nifurtimox, benznida

zo] y Bïapachona. Con e] obieto de discriminar e] efecto

de las drogas tripanocidas sobre 1a sintesis semiconser

vativa de DNAde 1a reparación repiicativa, se inhibió

e] primer proceso con hidroxiurea y cicioheximida. La de

tección de "sintesis no programada de DNA"está a favor

de 1a existencia de un mecanismo de reparación en los pa

rásitos. E1 proceso se observó aún iuego de 1a exposición

de ios epimastigotes a 1a cicioheximida durante 16 horas,

estos resuitados son consistentes con ios de Gaustchi y

co]. (1973) y Trotsko y Yager (1974) en e] sentido que ias

enzimas necesarias para este tipo de reparación tendrian

una vida media reiativamente 1arga. A1 igua] que en otras

céïuias eucariotas (Gaustchi y c01., 1973) 1a reparación

de1 DNAno está afectada por 1a inhibición en 1a sintesis

de DNAni de proteinas. Un hecho importante es que e] mé

todo de "sintesis no programada de DNA"mide 1a reparación

inducida a) por radiaciones y b) por compuestos que se unen

a1 DNAy forman aductos, que 1uego son removidos en e] pro

ceso de escisión y reparación dentro de 1a céluia (Martin
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y coi., 1978). Hentzei encontró aductos nitrofurano DNA

en bacterias tratadas con 2-(24feni1)-3-(5-nitro-2-feni1)

acriiamida y con(2 amino)-4-(5-nitro-2-feni1)-tiazoi, es

tos aductos se remueven en bacterias uvr+(Wentze1 y co].,

1982). Los resuitados obtenidos están a favor de 1a exis

tencia de] aducto benznidazo]—DNA,ei cua] es reempiazado

en ei proceso de escisión y reparación dando iugar a 1a

incorporación de |3H|timidina en ios parásitos arrestados

en 1a fase S. La metaboiización de] nifurtimox y Biapacho

na en e] T. cruzi da 1ugar a 1a formación de OH', miméti

co de radiaciones ionizantes. Entre ias lesiones que cau

sa este radica] se incluyen 1a degradación de ias bases

y e] aumento de] MDAproveniente de ios C T-3'de 1a des

oxirribosa, que son sustituidas durante 1a reparación. Si

bien 1a reparación repiicativa es un mecanismo importante

para 1a recuperación de] parásito de] daño causado por ra

diaciones o compuestos quimicos, se debe tener en cuenta

que 1a reparación observada, no impiica necesariamente un

mecanismo eficiente para e] tripanosoma. A pesar deque elpa

rásito cuenta con sistemas adecuados paraeiiminar ias iesio

nes causadas por e] nifurtimox, benznidazoi y Biapachona,

1a exposición proiongada de] T. cruzi a estasdrogas podria

resultar en mutaciones en e] tripanosoma.

Efecto de drogas tripanocidas sobre 1a biosintesis de macro

moiécuias en ei T. cruzi

E1 crecimiento y 1a muitipiicación de] T. cruzi son

procesos compiejos que invoiucran 1a dupiicación de] DNA
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1a transcripción de 1a información genética a1 RNAy 1a

biosintesis de proteinas. Estos procesos se pueden eva

iuar usando precursores especificos. Asi 1a |3H|timidina

se incorpora a1 DNA, 1a |3H|uridina a1 RNAy 1a L|3H|1eu

cina a ias proteinas. Con estas bases se construyó un pro

tocoio experimenta] para 1a evaiuación de drogas tripano

cidas. Los compuestos que se consideraron en este estudio

fueron de distinta estructura y propiedades fisico-quimi

cas. Se usaron e] nifurtimox, un nitrofurano; e] benznida

201, un nitroimidazo]; la a y Biapachona, 2 quinonas de

rivadas de] 1apacho; 1a miconidina, una benzoquinona sus

tituida y 1a tingenona que posee una estructura poiicic1i—

ca con 2 acetonas y un OH en C-3 vecino a1 carboniio en

C-2 (Figura 40). En e] T. cruzi ia metaboiización de] ni

furtimox, Biapachona (Boveris y c01., l978b;Docampo y c01.,

1981a)y miconidina (Goijman y c01., en prensa), impiica una

serie de oxido-reducciones que 11evan a 1a generación de

OE , H202 y OH'. Se estudió e] efecto de estos compuestos
sobre 1a biosintesis de 1as macromoiécuias, correiacionan

do ios resuitados con 1a metaboiización de ios compuestos

en e] T. cruzi. Todas las drogas empieadas inhibieron 1a

incorporación de precursores radiactivos a1 parásito, pero
los efectos fueron diferentes. E1 nifurtimox inhibió con

intensidad aproximadamente igual 1a incorporación de |3H|

timidina, |3H|uridina y L|3H|1eucina, 1a Biapachona a 1a

mayor concentración, 7.8 pM, disminuyó 1a incorporación de

|3H|timidina y Ll3H|1eucina, ia miconidina inhibió 1a bio

sintesis de DNA,RNAy especialmente proteinas. E1 benzni
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MC(CH2)4 DMC
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Fíg. 40. Estructura química de 1a tingenona y la miconidína
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dazo], aiapachona y tingenona inhibieron más 1a incorpora

ción de L |3H|1eucina que cualquier otro precursor radiac

tivo, si bien se observaron disminuciones en 1a incorpora

ción de |3H|timidina y |3H|uridina. La inhibición en 1a

sintesis de proteinas reveiada por 1a menor incorporación

de L|3H|1eucina a 1a fracción precitabie con TCA, no pare

ce ser un factor esencia] en 1a acción tripanocida, pues 1a

aiapachona que 1a inhibe se1ectivamente, es un débi] inhibi

dor de] crecimiento de] T. cruzi (Boveris y c01., 1977a)

Con todas ias drogas se midieron simuitáneamente 1a entrada

tota] y 1a incorporación de ios precursores radiactivos a

las macromoiécuias. En genera] se encontró que e] nifurti

mox, Biapachona y miconidina, inhibieron ambos procesos con

distinta magnitud, mientras que las otras drogas a 1a menor

concentración 10 hicieron preferenciaimente sobre 1a entra

da de] precursor radiactivo a1 parásito; de manera que 1a

disminución en 1a biosintesis de ias macromoiéculas se de

bió a una menor disponibiiidad de] precursor radiactivo.

Si sóïo se considera 1a incorporación de |3H|timidina,

1a inactivación de este proceso decreció en e] orden: 81a

pachona > aiapachona, nifurtimox > benznidazo], miconidina>

tingenona, o sea que en todos ios casos 1a Biapachona, ni

furtimox y miconidina fueron los compuestos más eficaces.

Dada 1a capacidad de esos compuestos para generar anión su

peróxido, es obvio que 1a presencia de superóxido dismutasa

en e] T. cruzi (Boveris y c01., 1980) aseguró 1a formación

de H O2 y de radica] OH'. Con e] nifurtimox, Biapachona y2

miconidina, existió una reiación entre 1) generación de
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radicaïes libres de] oxigeno; 2) inactivación de 1a sintesis

de DNA;y 3) acción tripanocida "in vitro". En otras paia

bras, las acciones tripanocidas de los compuestos menciona

dos debe invoïucrar, comocomponente importante, 1a aitera

ción de] DNAmediada por radicales libres, especiaimente

e] radica] OH', como se observó previamente en 1a producción

de rupturas en una de ias cadenas de] nDNAy kDNAde] T. cruzi

y en e] aumento de] maïondiaidehido proveniente de los carbo

nos 1'-3' de 1a desoxirribosa de] DNA.Los resuitados obteni

dos, también están de acuerdo con e] aumento de 1a inhibición

en 1a sintesis de DNAen tripanosomas pretratados con nifur

timox o Bïapachona durante distintos tiempos. E] efecto de]

nifurtimox sobre 1a biosintesis de DNA,se comprobó en con

diciones exciuyentes de otras acciones de] nitroderivado co

mo son: peroxidación Iipidica, disminución de 1a entrada de]

precursor radiactivo a 1a céiuia y deficiente transformación

de timidina a timidina trifosfato. Con respecto a 1a incor

poración de I3HI timidina a1 RNA,se obtuvieron curvas bifá

sicas para 1a incorporación de este precursor radiactivo en

presencia de nifurtimox, Biapachona y miconidina. Después de

1a primera hora de incubación, Ios compuestos favorecieron

1a degradación de] RNApreviamente sintetizado. Las curvas

obtenidas para estas drogas de distinta estructura quimica,
están a favor de 1a existencia de un metaboiito en común

en 1os tres casos, que seria e] OH'. Si ios compuestos se co:

paran en base a su capacidad para inhibir 1a incorporación

¡3de] L HI ieucina, e1 benznidazoi , 1a alapachona y 1a tin7

genona, resuïtaron muyeficaces a pesar de su incapacidad



para generar radicales libres (Polak y col., 1978; Boveris

y col., 1977a;Goijman y col., en prensa), de lo que se pue

de inferir que estos últimos no son esenciales para la in

hibición de la sintesis de proteinas. Más aún, con la ala

pachona la inhibición en la incorporación de I3Hl leucina

superó ampliamente la escasa capacidad de la alapachona

para inhibir el crecimiento del T. cruzi "in vitro". Ello

significa que la inhibición de la sintesis de DNAes la le

sión bioquímica de mayor relevancia para la acción tripano

cida, como lo confirma la comparación de las concentracio

nes 50%inhibidoras del crecimiento del T. cruzi para el

nifurtimox (IO uM) (Docampoy col., 1980), benznidazol

(50 uM) (Polak y col., 1978) ,Blapachona (1.5 pM) (Boveris

y col., 1977a) ,alapachona (no afecta) (Boveris y col.,

,1977a),miconidina (5 pM) (Goijman y col., en prensa) y

tingenona (15 pM) (Goijman y cól., en prensa). Sin embar

go,la inhibición en la sintesis de DNAno excluye la de

otros procesos metabólicos, especialmente con las concen

traciones altas de drogas. La lesión primaria en el DNA

finalmente se traducirá en alteraciones en el RNAy las

proteinas. Sims y Gutteridge obtuvieron resultados simila

res con otro 5 nitrofurano, SQ 18506 (Sims y col., 1978)

en el T. cruzi.Crithidia fasciculata un protozoario no

patógeno dotado de catalasa, también es sensible a la ac

ción de los nitroderivados nifurtimox y MK436, los cuales

actuarian sobre la biosintesisy musandolesiones ultraes
tructurales (Gutteridge y col., 1982).
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E1 nifurtimox, benznidazo] y Biapachona, acortaron

1a vida media de cada una de ias macromoiécuias de] pa

rásito, con modaiidades dependientes de] precursor uti

1izado. Este acortamiento podria impiicar: a) una reno

vación más rápida de 1a especie moiecuiar invoiucrada

(mayor recambio o"turnover") o bien b) mayor degradación

de ias macromoiécuias. E1 primer mecanismo representaría

un aumento de] proceso norma] dentro de 1a célula mien

tras que e1 segundo seria 1a consecuencia de un daño

moiecuiar. Los resuitados obtenidos con e] nifurtimox,

benznidazo] y Biapachona como inductores de 1esiones en

una de ias cadenas de] DNAy de “sintesis no programada

de DNA", estarian a favor de] segundo mecanismo.

Los diferentes efectos de ias drogas tripanocidas

sobre 1a biosintesis de macromoiécuias y 1a producción

de iesiones en e] DNA,no implican necesariamente una

mayor acción antiparasitaria de ios compuestos producto

res de radicaies 1ibres con respecto a los otros. En efec

to, ratones inocuiados con ias cepas Y y CAde T. cruzi,

tratados con iguaies dosis (100 mg/kg/dia) de nifurtimox

y benznidazo] durante 8 semanas, mostraron un indice de

curación parasitoiógica de 8/20 con e] primero y de 20/35

con e] segundo (Richtie, comun.persona1). Es indudabie

que estas drogas tienen acciones müïtiples sobre e]

T. cruzi, que finaimente 11evarian ala destrucción y

muerte de] parásito.



CONCLUSlONES



La reducción metabólica o "activación" de los nitrode
rivados es un prerreouisito para la acción tóxica de estos

compuestos sobre el DNA.

Comoconsecuencia del tratamiento de los epimastigotes
con nifurtimox y benznidazol, se introdujeron lesiones en el

DHAdel T. cruzi, que se extendieron al nDNAy kDNA.

Se produjeron runturas en una de las cadenas del DNAen

los tripanosomas incubados con nifurtimox y benznidazol. El

nifurtimox causó mayor número de rupturas/106 nucleótidos que

el nitroimidazol. Esto está de acuerdo con la producción de

un metabolito más tóxico en el primer caso que en el segundo,

que seria el OH'. Los resultados obtenidos con la Blapachona

"in vivo" y con los secuestrantes de radicales 0H° "in vitro"

confirmanesta hipótesis.

Se observó un aumento paralelo de la peroxidación lipi

dica y de las lesiones en el DNAasociado a una disminución

en el contenido de GSHheoático. Las lesiones medidas como el

incremento de malondialdehido proveniente de los C 1'-3‘ del

DNA,confirman que el radical 0H°, tiene un papel imnortante

en la degradación del DNA.Esta afirmación se complementa con

la inhibición de los efectos en presencia de SOD,catalasa y

secuestrantes de radicales OH“.

Ninguno de los dos nitroderivados produjo modificacio

nes en las bases. No se observó aumento en la velocidad de de

purinación del DNA,oue se internretó como la ausencia de

bases metiladas.

El tripanosoma cuenta con mecanismos que le permitieron
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reparar ias rupturas en e] DNAcuando se 10 incubó en ausen

cia de ias drogas.

7. E1 nifurtimox, benznidazoi y Biapachona, indujeron "sin

tesis no programada de DNA". Este hecho indica que ias drogas

produjeron iesiones en e] DNA,1as cuaies se repararon por ei

proceso de escisión-reparación. En e] caso de] nifurtimox y

Blapachona e] daño puede atribuirse a] radica] OH'. Con e1

benznidazo], a 1a formación de un aducto benznidazoi-DNA que

es reempiazado en e] proceso de reparación.

8. E1 nifurtimox inhibió 1a sintesis de DNA,medido en con

diciones exciuyentes de otras acciones de 1a droga. Los otros

compuestos tripanocidas generadores de 05 y HZG2tuvieron un
modo de acción simiiar. E1 nifurtimox, miconidina y Biapachona

inhibieron principaimente 1a sintesis de DNÁy dieron curvas

bjfásicas en 1a incorporación deI3HIuridina a1 RNA.E1 benzni
dazo], aiapachona y tingenona, por otro iado, inhibieron 1a

sintesis de proteinas más que 1a de DNAy RNA.

9. E1 nifurtimox y 1a Blapachona incrementaron en forma mar

cada 1a degradación de DNA, RNAy proteinas. E1 aumento se co

rreiacionó con 1a habiiidad dei tripanosoma para metaboiizar

esos compuestos de forma de generar OE y H202.
10. Se encontró correiación entre inhibición en 1a biosinte

sis de macromoiécuias e inhibición de] crecimiento de ios pa
rásitos.

p.5t. Dn. ANDRES C).M.
'IIICVO-l (HL CINVHO m‘ INVCÏTI JCI:

uma" vrie-as"
shpru NII .l maraton-cm

cel-¡Jo uAcIcuu 0| mvanaAclo



BIBLlOGRAFIA



119

ADAMS,R.L.P., LINDSAY,J.G. (1967) J.Bi01.Chem. 242, 1314

AKAO, N. KHRODA,K., HIYAKI, K. (1971) Biochem.PharmaC01
20, 3091.

ALBERTINI, J.P., GARNIER,A., TORI, L. (1982) Biochem.
Biophys.Res.Comm. 104, 557.

ANON,C. (1976) Fed.Reqíst. 41, 34884

BACHUR,N.R., GORDON,S.L., GEE, M.V. (1977) Cancer Res. 38,
1745.

BACHUR, N.R., GORDON,S.L., GEE, M.V. KON, H. (1979) Proc.
Nat1.Acad.Sci. U.S.A. 76, 954.

BERLIN, V., HASELTINE,N.A. (1981) J.Bi01.Chem. 10, 4747.

BIAGLOH, J.E., NYGAARD,O.F., GREENSTOCK,C.L. (1976) Biochem.
Pharmaco]. 25, 393.

BONADONNA,G., MONFARDINI, S., DE LENA, H., FOSSATI-BELLANI,F.,
BERETTA, G. (1970) Canger Res. 30, 2572

BOLIVAR, F. (1978) Gene 4, 121

BORST, P., FASE-FONLER,F. (1979a) Biochem.Biophys.Acta 565,1.

BORST, P., HOEIJMAKERS,J.H.J. (1979b) P1asmid 2, 20

BORST, P., HOEIJMAKERS,J.H.J. (1979c). En: "Extrachromosoma1
DNA", ICN.UCLASymposia on Mo1ecu1ar and Ce11u1ar Biology
(A.J. Cummings, P.Borst, B. David, S.M. Weissman, C.F. Fox,
eds.) Academic Press, New York, 15, 515.

BORST, P. FASE-FOHLER, F., FRASCH, A.C.C., HOEIJMAKERS,J.H;J.,
WEIJERS,P.J. (1980) M01.Biochim.Parasit01. 1, 221.

BOVERIS, A., DOCAMPO,R., TURRENS, J.F., STOPPANI, A.0.M. (1977a)
Rev.Asoc.Arg.Hicrobi01. 2, 54.

BOVERIS,A., STOPPANI,A.0.M. (1977b) Experientia 33, 1306.

BOVERIS, A,, DOCAMPO,R., TURRENS, J.F., STOPPANI, A.0.N.
(1978a) Biochem.J. 175, 431.

BOVERIS, A., STOPPANI, A.0.M., DOCAHPO,R., CRUZ, F.S. (1978b)
Comp.Biochem.Physio]. 61 C, 327.

S H., MARTINO, E.E., DOCAMPO,R., TURRENS, J.F.BOVERIS, A., SI ,
.M. (1980) Biochem.J. 188, 643.

E

STOPPANI, A.0

BRESSLAV,E., SCREMIN,L. (1924) Archiv.fur Protistenkunde 48,
509.



120

BAILL, A.S. (1966) En: "Peroxidase and cataTase:Comprehensive
Biochemistry“ (M. FTorkins, E.H. Stotz, eds.) Amsterdam,
ETsivier, 447.

BROOKES,P., LAHLEY,P.D.(1960) Biochem.J. 77, 4781

BROOKES,P., LAHLEY,P.D. (1961) Biochem.J. 80, 496

BURGER, E.H., PEISACH, J., BLUHBERF,H.E., HORHITZ, S.B. (1979a)
J.Bi01.Chem. 254, 10906

BURGER, R.H., HORHITZ, S.B., PEISACH, J., HITTEMBERG,J.B.
(1979b) J.Bi01.Chem. 254, 12299.

BURGER, R.H., BERKOHITZ, A.R., PEISACH, J., HORHITZ, S.B.
(1980) J.BioT.Chem. 24, 11832

BURK, R.F. Jr., NISHIKI, K., LAHRENCE,R.A., CHANCE,B. (1978)
J.BioT.Chem. 253, 43

BYFIELD, J.E., LEE, Y.C, TAU, L., KULHANIAN,F. (1976)
Cancer Res. 36, 1138

CAPPS, M.J., O'CONNOR,P.J., CRAIG, A.N. (1973) Biochem.
Biophys.Acta 331, 33.

CASTRO, C., HERNANDEZ,R., CASTAÑEDA,M. (1981a) Mo]ec.Biochem.
ParasitoT. 2, 219

CASTRO, C., CRAIG, S.P., CASTAÑEDA,M. (1980b) MoTec.Biochem.
Parasito]. 4, 273

CENTER, M.S., RICHARDSON,C.C.(1970) J.BioT.Chem. 245, 6285

CHANCE,B. (1951) En: "The Iron containing enzymes. The enzymes"
J.B. Summers, K. Myrback, eds.) New York Academic 428.

CHANCE,B., SIES, H., BOVERIS, A. (1979) Physi01.ReV. 59, 527

CHIARI, E. (1971) Tesis, Univ.Fed.Minas Gerais, BeTo Horizonte
Brasi].

CLEAVER,J.E., PAINTER, R.B. (1968) Biochim.Biophys.Acta 161,
552.

CLEAVER,J.E. (1969) Rad.Res. 37, 334

COCHRAN,J.H., HAHN,F.E. (eds.)(1975)Antibióticos VoT.3.
BerTin HeideTberg-New York.Springer

COOMBS,G.H. (1976) En: "Biochemistry of Parasites and Host
Parasite ReTationship" (H. Van der Bossche, ed.) North
HoTTand, Amsterdam, 545.

COSAR,P., JULOU, L. (1959) Ann. de T'Institut Pasteur 96, 238



121

CRADDOCK,V.M. (1973) Nature (London) 245, 386

CRADDOCK,V.M., FREI, J.V. (1974) Br.J.Cancer 30, 503

D'ANDREA,A.D., HASELTINE,N.A. (1978) Proc.Nat1.Acad.Sci.
U.S.A. 75, 3608

DIMARCO,A. (1968) Acta Genet.Med.Geme1101. 17,102

DOCAMPO,R., BOISO, J.F., BOVERIS, A., STOPPANI, A.D.M.
(1976) Experientia 32, 972

DOCANPO,R. (1977a) Tesis, Univr.Fed.de Río de Janeiro,
Brasi].

DOCANPO,R., LOPEZ, J.N., CRUZ, F.S., DE SOUZA, N. (1977a)
Exp.Parasíto1. 42, 42

DOCAMPO,R. CRUZ, F.S., BOVERIS, A., MUÑIZ, R.P.A., ESQUIVEL,
A.H.S. (1978€) Arch.Biochem.Biophys. 186, 292

DOCANPO, R., DE SOUZA, N, CRUZ, F.S., ROITMAN, I., COUER, B.,
GUTTERIDGE,H.E. (1978a) Z.Farasitenkr. 57, 189

DOCANPO,R., STOPPANI, A.D.M. (1980) Medicina (BS.AS.) 40,10

DOCAMPO,R., MORENO,S.N.J., STOPPANI, A.0.M. (1981a) Arch.
Biochem.Biophys. 207, 316

DOCAMPO,R., MORENO,S.N.J., STOPPANI, A. .M., LEON, N., CRUZ,
P.S., VILLALTA,F., MUÑIZ, R.P.A. (1981b) Biochem.Pharmac01.
30, 1947

DUBIN, H., MORENO,S.N.J.; MARTINO, E., DOCAHPO, R., STOPPANI,
A.0.M. (1982) Biochem.Pharmac01. 32, 483

EDNARDS,D.I., HATHISON,G.E. (1970) J.Gen.Microbi01. 63, 297

EDNARDS,D.I., DYE, M., CAINE, H. (1973) J.Gen.Microbi01. 76,
135.

ELSON,L.A. (1963) Radiation and Radíomimetre Chemicaïs.
Butterworth, London

ELLNAN,G.L. (1959) Arch.Biochem.Biophys. 82, 70.

ENGLUND,P.T. (1981) En: "Biochemistry and Physioïogy of Protozoa"
(M. Leucadowsky, S.H. Hutner, eds.) 2nd ed. V01.4, Academic
Press, New York, 333.

FAIRLAHB, A.H., HEISLOGEL, P.O., HOEIJMAKERS,J.H.J., BORST, P.
(1978) J.Ce11.Bi01. 76, 293.

FLOHE, L., GUNZEER,H.A., LADENSTEIN,R. (1976) En:"G1utathíone:
Metaboïism and Function" (M. Arias, k.B. Jacoby, eds.) Raven,
New York, 115.



FLOYD,R.A. (1981) Biochem.Biophys.Res.Comm. 99, 1209

., HC CAY, P.B., FOYER, J.L., KEELE, B.B., MISRA,FONG, L
H. 197 ) J.Bi01.Chem. 248, 7792

K

(

-FONG, K.L., MC KAY, P.B., FOYER, J.F., MISRA, H., KEELE, 8.3.
(1976) Chem.Bi01.Interact. 15, 77

FOUTS, D.L., MANNING,J.E., HOLSTENHOLME,D.R. (1975) J.Ce11.
Bio]. 67, 378

FRASCH, A.C.C., HAJDUK, S.L., HOEIJMAKERS,J.H.J., BORST, P.
BRUNEL,F., DAVISON,J. (1980) Biochim.Biophys.Acta 607,
397.

FRASCH, A.C.C., GOIJNAN, 5.6., CAZZULO,J.J., STOPPANI, A.O.H.
(1981) Ho ec.Biochem.Parasíto1.

FRASCH, A. .C., CARRASCO, A.E., GOIJMAN, S.G., SANCHEZ, D.B.
(1983) Mo .Biochem.Parasit01. 8, 227

FRIDOVICH, I.(1974) Adv.En2ym01. 41, 35

FRIDOVICH,I. (1975) Horizons Biochem.Biophys. 1, 1

FULTON,J.D., SPOONER,D.F. (1956) Biochem.J. 63, 475

GAUSTCHI,J.R., YOUNG,B.R., CLEAVER,J.E. (1973) Expt]. Ceïï.
Res. 76, 87

GERCHMAN,L.L., LUDLUM,D.B. (1973) Proc.Am.Assoc.Cancer Res.
1 139

GOIJMAN, S.G., TURRENS, J.F., HARINI-BETTOLO, G.B., STOPPAHI,
A.O.M. (1983) Medicina (Bs.As.) en prensa

GOLDBERG, I.H., HATAYAMA,T., KAPPEN, LJS., NAPIER, H.A., POI
VIRK, L.F. (1981) En: "Second Annua] Bristoï-Myers Symposium
in Cancer Research" Academic Press, New York, 163

GOODMAN,N.F., BRESSMAN,H.J., BACHUR, N.R. (1974) Proc. Hat}.
Acad.Sci. U.S.A 71, 1193

GOODHAN,J., HOCHSTEIN,P. (1977) Biochim.Biophys.Res.Comm.
7 797i

GUTIN, P.H., HILTON, J., FEIN, V.J., ALLAN, A.E., ROTTHAH,A.E.,
WALKER,M.D. (1977) Cancer Res. 37, 3761

GUTTERIDGE,J.M.C., FU, X. (1979) FEBS Lett. 2, 278

GUTTERIDGE, w.E., ROSS, J., HARGADON,N.R., HUDSON, J.E. (1982)
Trans.Roya1 Soc.Trop.Med. 76, 493.

HABER,F., NEISS, J. (1934) Proc.Roya1 Society London 147, 332



123

HAIDLE, C.N., NEISS, K.K., KUO, M.T. (1972) No1.Pharmac01.
531

HALLIHELL, B. (1976) FEBS Lett. 72, 8

HATAYAHA, T., GOLDBERG, I.H., TAKESHIMA, M., GROLLMAN, A.P.
(1978) Proc.Nat1.Acad.Sci.U.S.A. 75, 3603

HARM,H. (1967) Mutation Res. 4, 93

HEMMERICH, P., NAGELSCHNEIDER, G., VEEGER, C. (1970) FEBS
Lett. 8, 69

HOEIJMAKERS,J.H.J., FRASCH, A.C.C., BERNARDS,A., BORST, P.,
CROSS, G.A.M. (1980) Nature (London) 284, 78

ILAN, Y.A., CZAPSKI, G. (1977) Biochem.Biophys.Acta 498, 386

IQBAL, Z.M., KAHN,K.H., EHIG, R.A.G., FORNACE,A.J. Jr. (1976)
Cancer Res. 36, 3834

ISHIDA, R., TAKAHASHI,T. (1976) Biochem.Biophys.Res.Comm.
68, 256

IYER, V.N., SYBALSKY,H. (1963) Proc.Nat1.Acad;Sci. U.S.A. 50,
355

KANTER, P.M., SCHMARTZ,H.S. (1979) Cancer Res. 39, 3661

KAPPEN,L.S., GOLDBERG,I.H., LEISCH, J.M. (1982) Proc.Nat1.
Acad.Sci. U.S.A. 79, 744

KELLOG,E.H., FRIDOVICH, I. (1975) B101.Chem. 250, 8812

KERSTEN, H., KERSTEN, H., LEOPOLD, G., SCHNEIDER, B. (1964)
Biochem.Biophys.Acta 80, 521

KIRSCH,E.J. (1976) En: "Antibiotics" Vo1.2 (T.w. Corcoran, F.E.
Hahn eds.) Ber1in. Heideïberg-New York, Spinger 66

kLEISEN, C.H., BORST,P., HEIJERS, P.J. (1976) Eur.J.Biochem.
6 141

KLUG, D., RABANI, 1., FRIDOVICH, I. (1972) J.B101.Chem. 247,
4839

KNIGHT, R.C., SKOLIMOHSKY,I., EDWARDS,D.I. (1978) Biochem.
Pharmaco]. 17, 2089

KNIGHT, R.C., ROHLEY, D.A., SKOLIMOHSKY, I., EDHARDS, D.I.
(1979) Int.J.Radiat.Bi01. 4, 367

KOHN, K.W., SPEARS, C.L., DOTY, P. (1966) J.M01.B101. 19, 266



124

KOHN,K.H., EHIG, R.A.G. (1976) Cáncer Res. 36, 3839

KOPPENOE,H.H., BUTLER, J. (1977) FEBS Lett. 83, 1

KORYCKA-DAHL,H., RICHARDSON,T. (1980) Biochem.Biophys.
Acta 610, 229

KUHNLEIN,U., TSANG, S.S., EDHARDS,J. (1979) Mutat.Res. 64,167

LANLEY,P.D. (1966) Prog.Nuc1e1 Acid Res.M01.Bioï. 6, 89

LAHLEY,P.D., BROOKES,P. (1967) J.M01.Bi01. 25, 143

LAHLEY, P.D., BROOKES,P. (1968) Biochem.J. 109, 433

LAHLEY,P.D., THATCHER,C.J. (1970) Biochem.J. 116, 693

LETT, J.T., CALDHELL,I., DEAN, C.J., ALEXANDER,P. (1967)
Nature 214, 790

LINDMARK,D.G., HULLER,N. (1976) Antimicrob.Agents Chemother.
10, 476

LITTLE, J.H., EDMISTON,S.H., PACELLI, L.Z., MOUNT,D.N.
(1980) Proc.Nat1.Acad.Scí. U.S.A. 77, 3225

LITTLE, J.w. (1982) Biochemíe 64, 585

LOVELESS,A. (1969) Nature (London) 223, 206

LOHN, J.w., SIM, S.K., MAJUMDAR,K.C., CHANG, R.Y. (1977)
Biochem.Biophys.Res.Comm. 76, 705

LU, C., Mc CALLA, D.R., BRYANT,D.H. (1979) Mutat.Res. 67, 133

MASON,R.P., HOLTZMAN,J.L (1975) Biochemistry 14, 1626

MARTIN, N., MC DERMID, A.C., GARNER, R.C. (1978) Cancer Res.
38, 2621

MASUDA, H., SIMPSON, L., ROSEMBLATT, H., SIMPSON, H. (1979)
Gene 6, 51

MATTHENS, R.G., SCHUMAN,M. SULLIVAN, P.A. (1969) Biochem.
Biophys.Res.Comm. 36, 891

Mc CORD, J.M., FRIDOVICH, I. (1969) J.Bío1.Chem. 244, 6049

Mc CORD, J.M., DAY, E.D. Jr. (1978) FEBS Lett. 86, 139

MC DONNELL, M.H., SIMON, M.N., STUDIER, F.N. (1977) J. M01.
Bio]. 110, 119

MENEGHINI,R. (1976) Biochim.BiophyS.Acta 425, 419



125

MENEGHINI,R., HOFFMANN,M.E. (1980) Biochim.Biophys.Acta
608, 167

MICHAELIS, (1951) En: "The Enzymes". Academic Press, New
York, 1

MIDDLEMAN,E., LUCE, J., FREI, E. (1971) Cancer 28, 844

MILLS, G.C. (1960) Arch.Biochim.Biophys. 86, 1

MISHINE, U., POKROVSKY,A., LYAKOVICH, U.V. (1976) Biochem.
J. 154, 307

MISRA, H.P., FRIDOVICH, I. (1972) J.B101.Chem. 247, 188

MORENO, S.N.J., PALMERO, D.J., KUMIKO, E., DOCAMPO,R.,
STOPPANI, A.O.M. (1980) Medicina (Bs.AS) 40, 553

MORENO,S.N.J., DOCAMPO,R., MASON, R.P., LEON, N., STOPPANI,
A.O.H. (1982) Arch.Bíochem.Biophys. 218, 585

NATURE,Revisión (1978) Parasitoïogy Suppïemented, V01. 283

NICHOLLS, P., SCHONBAUM,G.R. (1963) En: "CataÍases. The
Enzymes" (P. quer, H.A. Lardy, K. Myrback, eds.) New
York, Academic 8, 147

NISHIKI, K., OSHINO, N., JAMIESON, D., CHANCE, B. (1976)
Biochem.J. 160, 343

NORDENSKJOLD,M., SODERHALL, S., MOLDEUS, P. (1979) Mut.Res.
63, 393

NUGTEREN,D.M., HAZELHOF,t. (1973) Biochem.Biophys.Acta.326
448 .

OHNO,S. (1971) Nature, 234, 134

OLIVE, P.L., McCALLA,D.R. (1977) Chem.Bio1.Interact. 16, 223

OLIVE, P.L., DURAND,R.E. (1983) Br.J.Cancer (en prensa)

OTSUJI, N., MURAYAMA,S. (1972) J.Bacteri01. 109, 475

PAINTER, R.B., CLEAVER,J.E. (1967) Nature (London) 216, 369

PANCHENKO,L.F., BRUSOV, 0.5., GERASIMOV, A.N., LOKTAEVA, T.D.
(1975) FEBS Lett. 55, 84

PEETERS-JORIS, C., VANDEVOORDE,A.M., BAUDHUIN, P. (1975)
Biochem.J. 150, 31.

PEREZ-REYES, E., KALYANARAMAN,B., HASON, R.P. (1979) M01.
Pharmaco]. 11, 239



126

PETERSON, F.J., MASON, R.P., HOUSEPIAN, J., HOLTZMAN,J.L.
(1979) J.Bi01.Chem. 254, 4009

PIGRAM, H.J., FULLER, w., HAMILTON,L.D. (1972) Nature
New Bio]. 235, 17

PLACER, Z.A., CUSHMAN,L.L., JOHNSON, B.R. (1966) Ana].
Biochem. 16, 359

PLAGEHAN,P.G. (1975) J.Ce11.PhysioI. 75, 315

POLAK,A., RICHLE, R. (1978) Ann.Trop.Med.Parasit. 72, 45

POON, R., BEERMAN,T.A., GOLDBERG,I.H. (1977) Biochemistry
1 8’

QUE, B.G., DOWNEY,K.M., SOH, G. (1980) Biochemístry 19, 5887

RADMAN,M., VILLANI, G., BOITEUX, S., DEFAIS, M., CAILLET
FAUQUET,P., SPADARI, S. (1977) En: "Origen of Human Cancer”
(J.D. Watson, H. Hiaït, eds.) C01d Srping Harbor Laboratory,
Book B, 993.

RASMUSSEN,R.E., PAINTER, R.B. (1966) J.Ce11.BioI. 29, 11

RAUTH,A.M. (1967) Radiation Res. 31, 121.

REGAN,J.D., TROSKO,J.E., CARRIER, H.L. (1968) Biophys. J.
9

REPINE, J.E., PFENNINGER, 0.W., TALMAGE,A.M., BERGER, E.H.,
PETTIJOHN,D.E. (1981) Proc.Nat1.Acad.Sci. U.S.A. 78, 1001

RIOU, G.F., YOT, P. (1977) Biochemistry 16, 2390

RIOU, G.F., GUTTERIDGE,H.E. (1978) Biochemie 60, 365

ROBERTS,J.J., PASCOE, J.M., PLANT, J.E., STURROCK,J.E.,
CRATHORN,A.R. (1971) Chem.Bi01.Interact. 3, 29

ROTILIO, G., BRAY, R.C., FIELDEN, E.M. (1972) Biochem.Biophys.
Acta 268, 605

ROTILIO, G. CALABRESE,L. (1974) Bíochem.J. 139, 49

SAUSVILLE, E.A., STEIN, R.W., PEISACH, J., HORHITZ, S.B.
(1978) Biochemistry 17, 2746

SCHNEIDERNAN,M.H., DEHEY, H.C., HIGHFIELD, D.P. (1971)
Expt1.Ce11 Res. 67, 147

SCHNARTZ,H.S., SODERGREN,J.E., PHILIPS, F.S. (1963) Science
142 118

3



127

SEDLACK,J., LINDSAY, R.H. (1968) Ana1.Biochem. 25, 192

SIES, H., BARTOLI, G.M., BULK, RLF., HAYDHAS,C. (1978)
Eur.J.Biochem. 89, 113

SIES, H., KOCH, 0.R., MARTINO, E., BOVERIS, A. (1979) FEBS
Lett. 103, 287

SIMPSON,L. (1972) Int.Rev.Cyt01. 32, 139

SIMPSON,L. (1979) Proc.Nat1.Acad.Scí. U.S.A. 76, 1585

SIMS, P., GUTTERIDGE,H.E. (1978) Biochem.Pharmac01. 27, 2815

SINHA, B.K., CHIGNELL,C.F. (1979) Chem.Bi01.Interactions
28, 301

SMITH, H.0. (1979) Science 205, 455

STEINERT, M., VANASSEL, S. (1975) Exp.Ce11.Res. 96, 406

STEINERT, M., VANASSEL, S. (1980) P1asmid 3, 7

STUART, K. (1979) PTasmid 2, 520

STUDIER, F.N. (1965) J. M01.Bi01. 11, 373

SUGIMURA, T., SATO, S., NAGAO, M., YAHAGI, T., SURINO, Y.
(1976) En: "Fundamentaïs in Cancer Prevention" Univ. of
Tokyo Press. 191

TAKESHITA, M., GROLLMAN,A.P., OHTSUBO, E., OHTSUBO, H.(1978)
Proc.Nat1.Acad.Sci. U.S.A. 75, 5983

TANAKA, N., SUGIURA, K., HATTORI, M., GOTO, M (1977) Chemosphere
9, 569

TALLEY, F.P., GOLDIN, B.R., SULLIVAN, N., JOHNSTON, J., GORBACH,
S.L. (1978) Antimicrob.Agents Chemother 13, 460

TAPPEL, L. (1973) Fed.Pr0C. 32, 1870A.

TAYLOR,A.E.R., BAKER,J.P. (1968) "The Cuïtivation of Parasítes
in vitro" Bïackwelï, Oxford

THACKER,J., COX, R. (1975) Nature (London) 258, 429

THAVER,w.s. (1977) Chem.Bio].Interact. 19, 265

THEORELL,H. (1951) En: "Cata1ases and Peroxidases. The Enzymes"
(J.B. Summer, K. Myrback, eds.) New York, Academic 2, 397



128

TROSKO,J.E., YAGER,J.D. (1974) Exn1.Ce11 Res. 88, 47

TU, G., Mc CALLA,D.R. (1975) Bíocnim.Bioohys. Acta 402, 142

TYLER, D.D. (1975) Biochem.J. 147, 493

UMEZAHA,H. (1975 En: "Antibiotics" (J.N. Corcoran, F.E. Hahn,
eds.) Berïin-Heideïberg, NewYork, Springer. V01. 3, 21.

VANSEELAND, A..A, SIMONS, J.W. (1976) Mut.Res. 35, 129

VICKERMAN,K., PRESTON, T.M. (1976) En: "Biology of Kineto
pïastida 0LH.R.Lumbsden, D.A. Evans, eds.) Academic Press,
London, 1, 35

VICKERMAN,K. (1978) Nature 273, 613

WALKER,J.G. (1971) Cancer J. Bíochem. 49, 332

HANG, C.Y , BEHRENS, B.C., ICHIKANA, H., BRYAN, G.T. (1974)
Biochem. Pharmaco]. 13, 3395

WANG,C.Y., HAYASHIDA,S. (1977) Proc.Am.Assoc.Cancer Res.
18

NARAVDEKAR,V.S., SASLAH, L.D. (1959) J.Bí01.Chem. 234, 1945

HARREN,L. (1960) J. Parasito]. 46, 529

WEINTRAUB,H., HOLTZER, H, (1972) J.M01.Bio]. 66, 13

HEISLOGEL, P.0., HOEIJHAKERS, J.H.J., FAIRLAMB, A.H , KLEISEN,
.M. BORST, P. (1977) Biochem.Bíophys.Acta 478, 167

NEISIGER, R.A., FRIDOVICH,I. (1973a) J.Bio].Chem. 248, 4793

HEISIGER, R.A., FRIDOVICH,I. (1973b) J.Bi01.Chem. 248, 3582

NENTZEL,B., Mc CALLA,D.R. (1980) Chem.Bí01.Interact.31, 133

HESLEY, R.D., SIMPSON, L. (1973) Biochem.Biophys.Acta 319, 267

HILHELN, R.C., LUDLERM,D.B. (1966) Science 153, 1403

NOLPERT,M.K., ALTHANS,J.R., JOHNS, D. (1973) J.Pharmac.Exp.
Ther. 185, 202

HOLSTENHOLHE,D.R., REUGER, H.C., MANNING, J.E., FOUTS, D.L.
(1974) J.Protozoo] 21, 622

YOUNG,c.w., HODAS, S. (1964) Science 146, 1172

YOUNG, C.H., SCHOCHETHAN,G., KARNOVSKY,D.A. (1967) Cancer
Res. 27, 526



ZIMMERMAN, R.,
FEBS Lett.

FLOHE, L.,
29, 117

ZUNINO, F., GAMBETTA, A.,
(1975) Cancer Res. 35,

NEISER, v.,

DIMARCO, A.,
754

HARTMAN,H.J.

ZACCARA, A.,

(1973)

LUONI,

129

G.


	Portada
	Agradecimientos
	Abreviaturas
	Índice
	Introducción
	Material y Métodos
	Resultados
	Discusión
	Conclusiones
	Bibliografía

