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Resumen

La quimioterapia de la enfermedad de Chagas cuenta en la actualidad con el
empleo de dos farmacos solamente: Nifurtimox y Benznidazol. Nifurtimox es
un nitrofurano y Benznidazol es un compuesto nitroimidazélico. El uso de es-
tas drogas para tratar la fase aguda de la enfermedad se acepta ampliamente.
Sin embargo, su utilizacién en el tratamiento de la fase crénica no esta exenta
de cuestionamientos serios. Los efectos colaterales de ambas son un incon-
veniente mayor en su uso, y frecuentemente fuerza a los médicos a detener el
tratamiento. Los estudios de toxicidad experimentales con Nifurtimox eviden-
ciaron neurotoxicidad, dafio testicular, toxicidad ovarica y efectos deletéreos
en corazoén, tejido mamario, adrenales, colon y eséfago. Para el Benznidazol,
se observaron efectos deletéreos en adrenales, colon y eséfago. También inhibe
el metabolismo de varios xenobiéticos transformados por el sistema del cito-
cromo P450 y sus metabolitos reaccionan con los componentes fetales in vivo.
Ambas drogas exhibieron efectos mutagénicos significativos y se demostré en
algunos estudios que eran carcinogénicas o tumorigénicas. Los efectos toxicos
de ambos farmacos dependen de la reduccion enzimatica de su grupo nitro.
En este trabajo se resume la actividad de este laboratorio en el esfuerzo por
comprender los mecanismos de la accién téxica de estos farmacos.

Palabras clave: Benznidazol * Nifurtimox * enfermedad de Chagas * quimio-
terapia * quimioprofilaxis * violeta de Genciana * tripanosomiasis americana

Summary

Chemotherapy of Chagas disease is currently performed by the use of only two
drugs: Nifurtimox and Benznidazole. Nifurtimox is a nitrofurane and Benzni-
dazole is a nitroimidazole compound. The use of these drugs to treat the acute
phase of the disease is now widely accepted. However, their use in the treat-
ment of the chronic phase is not without serious consequences. The side ef-
fects of both drugs are a major drawback in their use and often force physicians
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to stop treatment. In the case of Nifurtimox, experimental toxicity studies showed neurotoxicity, testicular dam-
age, ovarian toxicity and deleterious effects in heart, breast tissue, adrenals, colon and esophagus. Benznidazole
deleterious effects were observed in adrenals, colon and esophagus. It also inhibits the metabolism of various
xenobiotics transformed by cytochrome P450 and its metabolites react with fetal components in vivo. Both
drugs exhibited significant mutagenic effects and in some studies, they demonstrated to be carcinogenic or
tumorigenic. Toxic effects of both drugs are dependent on the enzymatic reduction of the nitro group. This paper
summarizes this laboratory’s activity in an effort to understand the mechanisms of these drugs’ toxic action.

Key words: Benznidazole * Nifurtimox * Chagas’ disease * chemotherapy * chemoprophylaxis * Gentian violet *
American trypanosomiasis

Resumo

A quimioterapia da doenga de Chagas tem atualmente com o uso de apenas dois medicamentos: nifurtimox e
benzonidazol. Nifurtimox é um nitrofuran e benzonidazol é um composto nitroimidazdlico. A utilizagdo destes
farmacos para o tratamento da fase aguda da doenga é agora amplamente aceite. No entanto, a sua utilizagdo
no tratamento da fase crénica ndo é sem duvida graves. Os efeitos colaterais de ambas sdo uma grande desvan-
tagem na sua utilizagdo, e frequentemente médicos forca para interromper o tratamento. Estudos experimen-
tais com Nifurtimox mostraram neurotoxicidade, lesdo testicular, toxicidade ovariana e efeitos deletérios no
coragéo, tecido mamadrio, adrenal, célon e eséfago. Para benzonidazole efeitos deletérios foram observadas em
supra-renal, célon e esofagica. Também inibe o metabolismo de varios xenobidticos transformadas pelo citocro-
mo P450 e seus metabolitos reagem com componentes fetal in vivo. Ambos os farmacos apresentaram efeitos
mutagénicos significativos demonstrado em alguns estudos que eram cancerigenas ou tumorigenic. Os efeitos
toéxicos de ambas as drogas séo dependentes da redugdo enzimatica do grupo nitro. Neste trabalho a atividade
do nosso laboratdrio no esforgo para compreender os mecanismos de agdo toxica dessas drogas é resumida.

Palavras chave: Benzonidazole * Nifurtimox * doenca de Chagas * quimioterapia * quimioprofilaxia * violeta

Genciana * Tripanossomiase americana

Los mecanismos de la toxicidad
en la quimioterapia y la quimioprofilaxis
del Mal de Chagas

La actividad de investigacion vinculada con los farma-
cos empleados en la quimioterapia del Mal de Chagas, Ni-
furtimox y Benznidazol, comenzé en el CEITOX en 1983.

La motivacién para encarar esas actividades tuvo
origen en que uno de los autores (J.A.C.) por primera
y Unica vez en su vida vio en detalle un grupo de vi-
viendas muy precarias (ranchos) repletas de vinchucas
(Triatoma infestans) donde vivian familias muy pobres.
La impresion fue muy grande y el deseo de hacer algo
que tuviera que ver con ese problema también. En esa
época en el bioterio del CEITOX se empleaba bromuro
de metilo para esterilizar la viruta de las camas de las ra-
tas. Fue asi que se llevaron a cabo estudios colaborativos
con un laboratorio vecino que iniciaba una linea de tra-
bajo en entomotoxicologia. Ensayado sobre las vinchu-
cas y sus huevos, los mat6 atin en concentraciones muy
diluidas. El anhidrido sulfuroso también lo hacia pero
era menos potente. El entusiasmo fue grande e hizo
que fuera de interés estudiar el mecanismo de la alqui-
laciéon que ocurria en sus componentes tisulares (1).
Su efectividad hizo incluso que se lo ensayara segin un
procedimiento empleado en EE.UU. para el control de
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termitas en las casas; “encarpar” un rancho y gasearlo.
No se tocaba nada de lo que habia adentro (ello si era
un problema serio con el malation). Se realizaron expe-
riencias en campo en Catamarca, comparando ambos
procesos (el de malation y el de bromuro de metilo).
No obstante, habia varias limitaciones importantes
en el CEITOX para encarar el desafio de hacer un apor-
te relevante hacia la enfermedad de Chagas. Por un
lado, el laboratorio se habia propuesto tratar de aportar
en el conocimiento acerca de “;Por qué los t6xicos son
toxicos?” y ello se encaraba empleando un sistema mo-
delo muy adecuado: el tetracloruro de carbono (CCl,)
y su efecto necrogénico en el higado de la rata. Estas
investigaciones contaban con el financiamiento de un
proyecto aprobado por los National Institutes of Health
(NIH) de EE.UU. La competencia era enorme; un gran
namero de laboratorios muy relevantes de ese pais y
de Europa también eran muy activos en el tema. No
era facil desviar esfuerzos y cumplir con ese proyecto.
Surgi6 una posibilidad de hacer algo sobre los farma-
cos antichagas cuando llegaron al CEITOX dos nuevos
investigadores. También fue posible concretar un enfo-
que “peculiar” del proyecto presentado al NIH. La idea
era que una vez entendidas supuestamente las razones
mecanisticas de “;Por qué los toxicos son toxicos?” con
el sistema modelo del CCl, (chemically induced free radical
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cell injury) podria verificarse qué efectos tendrian estos
compuestos en distintos 6rganos/distintas especies/
distintos seres vivos, etc. También verificar si los trata-
mientos que se desarrollaban eran eficaces y finalmen-
te, ver si las reglas de toxicidad aprendidas con el mo-
delo CCl, - Higado podian aplicarse conceptualmente
a efectos de distintos toxicos actuando sobre distintos
6rganos y de distintos seres vivos.

Esto dio cabida a investigaciones para aportar en los
temas vinculados con Mal de Chagas.

¢Por qué no usar al Benznidazol y al Nifurtimox
como ejemplos de distintos toxicos actuando sobre dis-
tintos 6rganos?

¢Por qué no estudiar si las reglas aprendidas también
se aplicarian cuando un compuesto t6xico actia sobre
otros seres vivos, como el Triatoma infestans o el Tripano-
soma cruzir

Esto fue lo que finalmente se hizo. En parte fue po-
sible por interacciéon con otros laboratorios, puesto que
en el CEITOX se criaban ratas y ratones inicamente
pero no se disponia de vinchucas o 7. cruzi. El aporte se
volvi6 factible por tener el laboratorio una formacion
mas general y orientada al “metabolismo de sustancia
extranas al organismo” y a la “toxicidad mediada por la
generacion de radicales libres” y contando con el apor-
te de formacién en Quimica, Bioquimica, Histologia,
Histoquimica y Microscopia electrénica.

Los resultados obtenidos desde el inicio y hasta el
ano 2006 fueron descriptos en varias revisiones biblio-
graficas (2-5). Un resumen de las contribuciones que
resultaron de mayor interés sobre el tema se desarrolla
a continuacion.

La bioactivacién a metabolitos reactivos

Un primer punto importante de los estudios efectua-
dos a lo largo de los anos fue el poder establecer que
tanto el Nifurtimox como el Benznidazol requerian de
un paso metabélico de nitrorreduccién para ejercer su
accion toxica. Esos estudios emplearon ademas observa-
ciones con microscopia electrénica de transmision, que
permitieron ubicar la organela celular donde ocurria el
proceso de nitrorreduccion a metabolitos reactivos. Esos
estudios se realizaron en distintos 6rganos como higado,
placenta, ovarios, adrenales, colon, es6fago, pancreas,
coraz6n, mama, y ain con materia fecal.

Benznidazol

Estudios anteriores de Docampo, et al. habian permi-
tido establecer que Nifurtimox se bioactivaba en micro-
somas hepaticos y que generaba un proceso de “ciclo
redox” con la generacion de especies reactivas de oxi-
geno (redox cycling) pero que ello no sucedia en el caso
de la nitrorreduccién de Benznidazol (6).

Un segundo aspecto relevante de los estudios rea-
lizados en el CEITOX fue establecer que durante su
nitrorreducciéon anaerébica el Benznidazol generaba
metabolitos reactivos que se unian al ADN, proteinas y
lipidos. Nifurtimox, en cambio, solo después del ciclo
redox y la generaciéon de especies reactivas del oxige-
no (ROS) producia alteraciones en proteinas, lipidos
y ADN (2-5).

Era de mucho interés también estudiar en distintos
6rganos qué organelas y qué enzimas participaban en los
procesos de nitrorreduccién activantes, causantes de los
efectos toxicos observados. En el higado, la bioactivaciéon
predomina en el reticulo endoplasmatico (microsomas)
pero también ocurre en el citosol y aun en nucleos. En
el caso del Benznidazol la contribucién mayor es de los
microsomas hepaticos y el proceso involucra en mayor
proporcion a la P450-reductasa y en parte al P450. En
citosol el metabolismo es menos intenso y participan en
una proporcién mucho menor la xantino 6xidorreduc-
tasa (XOR) y la aldehido oxidasa (AO). La bioactivacién
del Benznidazol se inhibe totalmente en presencia de
oxigeno y se bloquea cuando hay suficiente glutation en
el medio (7). Esto dltimo es critico para entender otros
experimentos que se analizarian mas adelante.

En el caso del Nifurtimox la actividad nitrorreduc-
tasa hepatica también fue observada en microsomas,
nucleos y citosol. La primera requiri6 participacion de
P450-reductasa, acompanada de una mayor proporciéon
de P450 (28%). En citosol actiian en menor proporcion
XOyAO (8).

Los procesos de bioactivaciéon de Nifurtimox y Benz-
nidazol por la P450 reductasa se estimularon preferen-
temente por la presencia simultanea de FAD y la bioac-
tivacion citosolica por XO fue inhibida por alopurinol
(79). Conocer en qué medida se pueden modular o
combinar alguno de estos dos procesos bioactivantes
para disminuir efectos toxicos o lograr una mejor qui-
mioprofilaxis o quimioterapia, luce atractivo.

Es importante tener en cuenta que durante estos
procesos de nitrorreduccién no solamente ocurren
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Figura 1. Benznidazol y Nifurtimox.
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Figura 2. Caminos metabdlicos nitrorreductivos posibles del Nifurtimox y del Benznidazol.

etapas de bioactivaciéon, que mas adelante se analizara
coémo tienen vinculo con los efectos téxicos, sino que es
relevante para definir la concentracién de los farmacos
en el organismo. Ello es valido particularmente para el
caso de la nitrorreduccién hepaticay para la que ocurre
a nivel de la fracciéon microsomal.

Pero no solo el metabolismo hepatico es determi-
nante en este efecto. También lo es la metabolizacion
en la materia fecal. Esta es marcadamente intensa tanto
en la rata como en los seres humanos (10).

Otro aspecto de interés tuvo que ver con la evalua-
cion de los factores que modulan esos metabolismos
nitrorreductivos microsomales hepaticos de ambos, Ni-
furtimox y Benznidazol. La base racional de ese interés
era obvia, ya que la duracién de la presencia en el or-
ganismo de ambos antichagasicos y su toxicidad eran
reguladas por el metabolismo.

Lo primero que surgié como critico conocer fue
coémo variaba la nitrorreduccién hepatica microsomal
con la edad del animal (11)(12). Es que en farmaco-
logia y toxicologia experimental es conocido que las
ratas recién nacidas tienen una actividad enzimatica he-
patica microsomal muy baja, mediada por P450 y P450
reductasa. Esta capacidad va aumentando hasta llegar
a su maximo alrededor de los 30 dias de edad y pos-
teriormente comienza a disminuir, y a los 600 dias de
edad solo es un 50-60% de la maxima. Observaciones
hechas sobre la actividad nitrorreductasa microsomal
hepatica de Benznidazol y Nifurtimox mostraron que
era significativamente mas baja en los recién nacidos
y un poco después también (11)(12). Puede inferirse
entonces que el tiempo ideal para hacer un tratamiento

con Nifurtimox o Benznidazol es poco después del na-
cimiento, si ello es posible (11)(12). Mas aun, el recién
nacido carece en su materia fecal de la capacidad de
biotransformacion de sustancias extranas al organismo
y en el laboratorio se habia demostrado la degradacion
nitrorreductiva relevante que tiene lugar en la materia
fecal del adulto (10). De alli que esa propuesta hecha
en 1987 fuera central para lo que hoy esta establecido
para seres humanos: tanto Benznidazol como Nifurti-
mox son mas efectivos y con menos efectos toxicos late-
rales en los ninos que en los adultos jévenes.

El metabolismo activante también esta involucrado en
la quimioterapia de estos firmacos. Asi lo demuestran el
efecto senalado por Docampo y Moreno en 1986 para la
accion del Nifurtimox sobre 7. cruzi (6) y el que tiene el
Benznidazol sobre el parasito, por el cual sus metabolitos
atacan el ADN (nuclear y kinetoplastico) y sus proteinas
y lipidos (13). Estos trabajos senalan justamente que la
bioactivacion nitrorreductiva a metabolitos reactivos es
el paso clave de la accién quimioterapica.

El riesgo mutagénico y carcinogénico

Un esfuerzo importante del laboratorio se dirigi6 a
demostrar que ambos compuestos tienen efectos mu-
tagénicos, ya sea inducidos por la capacidad de los me-
tabolitos reactivos de Benznidazol de unirse covalente-
mente al ADN y proteinas nucleares (14) o, en el caso
de Nifurtimox, porque se pudo verificar que prepara-
dos de nucleos (libres de contaminacién) bioactivan a
este antichagasico por nitrorreducciéon (15) y que ello
puede producir un ciclo redox cercano al ADN vy las
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Figura 3. Hipdtesis de trabajo sobre los mecanismos de accion téxica para Benznidazol y Nifurtimox.
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proteinas nucleares y conducir a un riesgo mutagénico
y eventualmente carcinogénico (16).

El proceso no solo podia generar ROS, también se
pudo observar que se producian pequenas cantidades
de especies reactivas de nitrégeno (17). Nifurtimox
también tiene la capacidad para reaccionar quimica-
mente con grupos sulfhidrilos de la coenzima A, el aci-
do lipoico reducido, el glutatién y la cisteina (18). Ello
implica que afectaria los procesos de desintoxicaciéon
mediados por glutation y la glutation transferasa y tam-
bién las defensas contra especies reactivas de oxigeno a
través de la glutation peroxidasa, asi como el riesgo de
inhibir enzimas que poseen grupos sulfhidrilos criticos
para su actividad (ej la O%metilguanina demetilasa que
interviene en procesos de reparacion del ADN) (18).

De alli que no fuera sorpresa que el Nifurtimox au-
mentara la formaciéon de microntucleos en la médula
6sea de raton cuando se lo administra por via oral. Es
decir, ambos, Nifurtimox y Benznidazol son mutagéni-
cos y potencialmente podran iniciar un proceso de car-
cinogénesis (2-5) (16).

En el CEITOX se intent6 establecer cuales deberian
haber sido las condiciones experimentales que permitie-
ran evaluar el riesgo carcinoégenico en las condiciones
mas adecuadas. Para ello se estudié como variaba el me-
tabolismo nitrorreductivo microsomal bioactivante de
Benznidazol y de Nifurtimox en distintas especies que se
emplean habitualmente en ensayos de carcinogenicidad
(rata, raton, hamster, cobayo). De esos trabajos surgio
que las especies que habrian sido mas convenientes para
esos estudios son el ratén y el hamster (19). Estos anima-
les tienen una mayor capacidad bioactivante de ambos
farmacos. También fue interesante que esa capacidad no
variara con el sexo del animal empleado de esas dos espe-
cies. En cambio, la rata difiere fuertemente en esa capa-
cidad, siendo significativamente mayor en el macho(19).

En el caso del Nifurtimox, Bayer habia hecho estu-
dios de carcinogenicidad en ratas de ambos sexos. Los
resultados se informaron mezclando datos de ambos se-
xos pero generaban dudas acerca de un potencial ries-
go de cancer mamario. Ello sugirié que era importante
estudiar el metabolismo nitrorreductivo de ambos, Ni-
furtimox y Benznidazol, en fracciones celulares de teji-
do mamario de rata (20) (21).

El tejido mamario tiene una actividad muy alta (la ma-
yor en su organismo) de XO. Solo Nifurtimox se meta-
boliz6é por nitrorreduccién en el citosol. También, solo
Nifurtimox se metaboliz6 en microsomas mamarios y
con participacién del P450 y de la P450 reductasa. Pos-
teriormente se comparo6 la actividad nitrorreductiva del
tejido mamario de ambos farmacos con la de la nitrorre-
duccioén de otros compuestos nitrofuranicos de conocida
actividad carcinogénica mamaria en la rata (nitrofurazo-
na; nitrofurantoina; furazolidona) y con un nitroimida-
zol como el metronidazol. En general, estos nitrofuranos
carcinogénicos se nitrorreducian con mayor intensidad

que el Nifurtimox (21). En cambio, no hubo nitrorre-
duccion bioactivante de los nitroimidazoles (20)(21).
Esto sugiere que los procesos de “ciclo redox” que surgen
de la nitrorreduccién de los nitrofuranos podrian estar
involucrados en la capacidad carcinogénica que poseen.

Riesgo téxico sobre la reproduccion

Siendo el sistema reproductor en ambos sexos un
blanco frecuente de los toxicos, resulté de interés estu-
diar este tipo de riesgo para el Nifurtimox y el Benzni-
dazol (22). Se pudo detectar la actividad nitrorreductasa
microsomal y citosolica en testiculos para el caso de Ni-
furtimox pero no para el caso del Benznidazol. La cito-
solica estaba mediada por XOR. Se encontré en cambio
que los metabolitos reactivos de Benznidazol se unian co-
valentemente a proteinas y fosfolipidos testiculares (22).

Lo mas relevante fue evidenciar por microscopia
electrénica que el Nifurtimox danaba intensamente las
células de Sertoli, dilatando su reticulo endoplasmatico
y la membrana nuclear y alteraba la forma y tamano
de las mitocondrias, aumentaba la actividad lisosomal y
producia el despegue de los ribosomas del RER. Benz-
nidazol produjo alteraciones de caracteristicas similares
pero muchisimo menos intensas y que solo ocurrian en
algunas células (22).

También se estudio el efecto de ambos farmacos sobre
los ovarios (23). En este caso se observo la actividad nitro-
rreductasa activante de Nifurtimox y Benznidazol. Para
el Benznidazol esa actividad solo se observo en la frac-
cién mitocondrial y se inhibi6 parcialmente por monoxi-
do de carbono. En el caso del Nifurtimox la actividad fue
mayor en mitocondrias pero también estuvo presente en
microsomas y en el citosol. La enzima microsomal se in-
hibi6 totalmente por accion del monéxido de carbono
mientras que la mitocondrial solo lo hizo parcialmente.
La actividad citoso6lica era mediada por XO. Para el ova-
rio se postul6 que la bioactivacion estaria mediada por la
participacién de P450, flavoenzimas y alguna enzima con
complejos hierro-azufre también.

La microscopia electrénica de transmisiéon detecto
que ambas quimioterapias producian efectos degenera-
tivos a nivel ultraestructural en distintos tipos de células
ovaricas. Ellos incluyeron hinchazén, disrupcion, desor-
ganizacion, y pérdida de componentes en su matriz mi-
tocondrial. Estos procesos ocurrian en cualquier etapa
del ciclo estral de la rata. Todas estas alteraciones pueden
afectar potencialmente el potencial reproductivo (23).

Un aspecto de particular preocupacion derivé de
tener conocimiento de que algunos médicos conside-
raban la posibilidad de emplear Benznidazol (o Nifur-
timox) en mujeres embarazadas chagasicas, para preve-
nir la infeccion en el recién nacido. Esto sucedia a fines
de la década del setenta. Se decidié entonces estudiar
si el Benznidazol era capaz de atravesar la barrera trans-
placentaria de ratas prenadas y ello permiti6 establecer
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que el farmaco llegaba al feto (24). Mas aun, en el feto
se bioactivaba y sus metabolitos reactivos se unian co-
valentemente a las proteinas fetales, ademas de las ma-
ternas. Esto condujo a que se alertara acerca de riesgos
potenciales para el feto (24). Hoy ya es parte de las pre-
cauciones establecidas para el uso del Benznidazol. Es
mas seguro esperar el parto y tratar al nino, dado que
en él la toxicidad del farmaco es mucho menor y mas
efectiva (11) (12) y tratar a la madre separadamente.

Toxicidad en el sistema endocrino

Se realizaron estudios sobre los efectos de Nifurti-
mox y Benznidazol en las adrenales de rata (26) (27). El
efecto observado fue muy distinto con cada antichaga-
sico. En los estudios por microscopia electrénica pudo
observarse que Nifurtimox afecta la glandula adrenal
en sus zonas fasciculatay reticularis pero no en la glome-
rulosa. Las alteraciones involucraban las mitocondrias,
nucleos, el aparato de Golgi y el reticulo endoplasmico
pero fueron mas intensas en mitocondrias. Otro tanto
pas6 con la actividad Nifurtimox-nitrorreductasa. Fue
mas intensa en mitocondrias que en el citosol o en el
reticulo endoplasmatico. Se estudi6 alli la participaciéon
de la P450 reductasa, el P450 (menor) y de la XO (25).

Benznidazol también afecté las adrenales de la rata
en sus zonas fasciculata y reticularis y no en la glomeru-
losa pero reflej6 un efecto muy distinto al Nifurtimox
(26) consistente en una gran acumulacién de lipidos
(probablemente una hormona) y también alteraciones
en nucleos, reticulo endoplasmdtico y mitocondrias.

La capacidad nitrorreductiva de Benznidazol fue
mayor en mitocondrias que en microsomas y no se en-
contr6 actividad actividad de XO o de AO en el citosol.
Participaria, de modo limitado, el P450 y en el proceso
reductivo se formarian los metabolitos reactivos que re-
ducen el dano en cada organela (26).

También se efectuaron estudios sobre efectos de Ni-
furtimox en el pancreas de rata (27). Alli se pudieron
observar alteraciones ultraestructurales en el reticulo
endoplasmatico y nicleos de las células acinares y en
las células beta. Ademas, pudo verificarse que el pan-
creas de la rata tenia actividad nitrorreductasa para el
farmaco en la fracciéon microsomal de sus homogenatos
y también XO en sus fracciones citosolicas. L.a adminis-
tracion de Nifurtimox condujo ademas a una disminu-
cién del contenido de grupos sulfhidrilos en sus protei-
nasy a la produccién de alteraciones atribuibles a estrés
oxidativo (27).

Efectos toxicos de los farmacos en sitios
blancos de |la enfermedad

La enfermedad de Chagas crénica compromete se-
riamente algunos 6rganos del tracto digestivo (es6fago
y colon) y también al corazén. Se comenzaron a analizar
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posibles interacciones toxicas de Nifurtimox y Benzni-
dazol sobre 6rganos que frecuentemente estan compro-
metidos durante la etapa crénica de la enfermedad de
Chagas (28-32). Tal es el caso del colon, que se manifies-
ta como megacolon. El interés deriva de que el empleo
actual de ambas quimioterapias en etapas cronicas de la
enfermedad podria agregar un dano al propio de la en-
fermedad, que deba tenerse en cuenta.

En estudios sobre la ultraestructura del colon de rata
se pudo observar que Nifurtimox puede producir alte-
raciones en las células de la mucosa colénica (28). Basi-
camente ellos involucran una dilataci6n moderada del
reticulo endoplasmatico y una intensa dilatacion de su
complejo de Golgi. Esas alteraciones se correlacionaron
con una capacidad de la fraccién microsomal col6ni-
ca para nitrorreducir a Nifurtimox y promover el ciclo
redox perjudicial. Dada la conocida participacién del
complejo de Golgi en la sintesis y almacenamiento de
productos de secrecién celular es de esperar que Ni-
furtimox produzca alteraciones en estos procesos (28).

El tratamiento con Benznidazol también produjo
alteraciones ultraestructurales significativas (29). Con-
dujo a la secrecion abundante de mucus a nivel de las
celulas Goblet y a la dilatacion del reticulo endoplasma-
tico y el aparato de Golgi en las células epiteliales. Tam-
bién en este caso hubo una correlacién entre los danos
observados y la capacidad de la fraccién microsomal del
tejido colénico para generar metabolitos reactivos de
Benznidazol que se ligan covalentemente proteinas y
otros compuestos celulares (29). Es por lo tanto factible
que tanto Benznidazol como Nifurtimox ejerzan accio-
nes adicionales a las que la enfermedad crénica en si
produce en el colon.

Se efectuaron también estudios sobre los efectos de
la administraciéon oral del Benznidazol en el es6fago
de la rata (30). En ese caso los estudios de la ultraes-
trucutura evidenciaron el despegue de ribosomas del
reticulo endoplasmico rugoso, acompanado de con-
glomeracion de polirribosomas y de una reduccién de
la presencia de desmosomas. También se observé una
disminucién del nimero de bacterias que se encuen-
tran presentes en la superficie del es6fago. También
se observo la presencia de actividad nitrorreductasa de
Benznidazol en las fracciones microsomales y citosoli-
cas de homogenatos de mucosa esofagica. La actividad
microsomal involucré a la P450 reductasa en tanto que
la citosolica estuvo mediada por XOR (30).

Un aspecto que fue de particular preocupaciéon en
este laboratorio tuvo que ver con el riesgo toxicolégico
que podria tener el empleo de ambas quimioterapias
en enfermos cronicos chagasicos que pudieran tener
ya problemas cardiol6gicos. Esto constituyé un motivo
para efectuar estudios sobre la cardiotoxicidad poten-
cial de ambos farmacos (31) (32).

Inicialmente se estudio si las fracciones celulares de
tejido cardiaco eran capaces de bioactivar por nitrorre-
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duccién al Nifurtimox (31). Se pudo establecer que la
fraccién microsomal tiene actividad NADPH dependien-
te y que estaba involucrado el P450 y la P450 reductasa.
No se detect6 una actividad citosélica capaz de nitrorre-
ducirlo. También se pudo establecer que como resultado
de ese proceso se verificaba un ciclo redox con forma-
cion de carbonilos proteicos y la disminucién del conte-
nido de grupos sulfhidrilos proteicos. Ello parecia razo-
nable dado que el proceso para el caso de Nifurtimox no
solo no es inhibido por la presencia de oxigeno sino que
lo estimula para conducir al ciclo redox. Se postul6 que
este mecanismo podia conducir a danos ultraestructura-
les en el tejido cardiaco. Asi sucedi6 (31).

Después de 24 horas de la administracion de una
dosis tinica de Nifurtimox se encontré en el tejido car-
diaco una marcada vacuolizacién citoplasmaitica, sepa-
racion y pérdida de miofibrillas e hinchazén en sus mi-
tocondrias (31).

Estos hallazgos condujeron a la necesidad de ver si
algo equivalente pasaria con Benznidazol (32). Si bien se
observo la presencia de una nitrorreductasa microsomal
para Benznidazol, solo puede ocurrir en medio anaero-
bio y no en presencia de oxigeno. No hubo metabolismo
nitrorreductivo en el citosol. Tampoco se encontraron
efectos adversos detectables en la ultraestructura, por
microscopia electrénica de transmision (32). Esto sugie-
re que el uso del Benznidazol que se esta haciendo en los
chagasicos crénicos tiene menos riesgo cardiaco téxico
(o ninguno) que el empleo de Nifurtimox cuando pue-
de existir alguna cardiopatia de base.

Los farmacos antichagas y las defensas
antioxidantes

Es interesante senalar que también pudo demostrar-
se que el Nifurtimox tiene capacidad para reaccionar
de un modo directo con distintos compuestos biol6gi-
camente relevantes que contienen grupos sulfhidrilos
en su estructura, por ejemplo coenzima A, glutation re-
ducido, cisteina y acido dihidrolipoico. En esa reaccion
quimica directa se forma nitrito y se producen aductos.
Ello podria contribuir a explicar la disminucién del
contenido de grupos SH mencionado anteriormente
como también la inhibicién de enzimas sulfidrilicas re-
levantes (18)(33).

Benznidazol también puede reaccionar con grupos
sulfidrilo pero para ello requiere un metabolismo nitro-
rreductivo activante previo, tal cual se evidenci6 en el
caso del glutation. Una aplicacién interesante de estos
resultados es que permitieron entender el efecto de los
metabolitos reactivos sobre las enzimas que metaboli-
zan farmacos como el pentobarbital, y que conducen a
una prolongacién preocupante en el tiempo de sueno.
Esto pudo bloquearse con distintos compuestos ti6licos
(ej. cisteina, N-acetil cisteina, penicilanina) previamen-
te administrados al animal (33).

Es importante analizar otra consecuencia importan-
te de este tipo de reacciones entre metabolitos reacti-
vos de Benznidazol y el glutatién. Si bien los efectos
iniciales del Benznidazol conducen a la formacién de
metabolitos reactivos que se unen covalentemente a
componentes celulares criticos (como fue claramente
establecido por este laboratorio tanto para el mamifero
como para el T. cruzi), esto no excluye que en etapas
del proceso posteriores puedan verificarse procesos de
estrés oxidativo. Ello no ocurrié en las primeras diez ho-
ras posteriores a la administracién de Benznidazol a la
rata pero habia posibilidades predecibles de que si po-
dian ocurrir posteriormente, como resultado del consu-
mo de glutation que esos metabolitos reactivos produ-
cen (34). Esto ocurrié en el caso de Nifurtimox, como
lo evidenciaron estudios de otros autores. En ese caso el
estrés oxidativo ocurre mas tempranamente (34). Esta
posibilidad de efectos adicionales debido a alteraciones
producidas por interacciones covalentes de metabolitos
reactivos de Benznidazol y estrés oxidativo adicional es
mucho mas probable durante los tratamientos repetiti-
vos del Benznidazol de un mes de duracién. En tal caso
deberia establecerse porque si fuese asi podrian ayudar
los tratamientos coadyuvantes con antioxidantes (con
vitamina E u otros).

Aspectos farmacocinéticos

Una linea de trabajo en el CEITOX se orient6 a tra-
tar de desarrollar una metodologia que pudiera em-
plearse en un laboratorio que no cuente con equipa-
miento muy sofisticado para determinar en sangre al
Benznidazol. El ideal podria ser HPLC/MS-MS pero
ello no es comun en zonas de enfermedad endémica.
Se recurrié al empleo de HPLC/UV y se generé asi un
procedimiento de uso razonablemente simple (35). Se
lo aplic6 para demostrar que el empleo de Benznidazol
en ratas jovenes conduce a niveles mayores de Benzni-
dazol en sangre y mas persistentes que en ratas adultas
(12). Ello fue coherente con lo que se habia propues-
to muchos anos antes para emplear en seres humanos.
Esto es, la terapéutica debe ser mas efectiva y con me-
nor toxicidad en el organismo joven (11) (12).

Farmacos antichagas y consumo de alcohol

Otro aporte tuvo que ver con intentar explicar por qué
es incompatible el consumo de alcohol con el empleo de
Nifurtimox o Benznidazol (36). En las recomendaciones
de uso de los fabricantes se lo menciona repetidamente
pero no se dice la razén. Se realizaron estudios dirigidos
a entender las causas, especificamente si ello tenia que
ver con un potencial efecto inductor del consumo de al-
cohol sobre los procesos de nitrorreduccioén activante de
Benznidazol o de Nifurtimox. Especialmente teniendo
en cuenta que el higado es el 6érgano mas relevante de
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los procesos de bioactivacion y desintoxicacion de estos
farmacos, a través de su actividad microsomal P450 de-
pendiente.

El consumo de alcohol indujo la activacion de ambos
farmacos en ratas macho y lo hizo con mayor intensidad
para Benznidazol que para Nifurtimox (11% para Nifur-
timox y 41% para Benznidazol) (36). Este incremento
fue atribuido a una elevacion de la P450-reductasa. Sin
embrago, esto no ocurri6 en las ratas hembras. Se con-
cluy6 que la incompatibilidad solo puede explicarse par-
cialmente en término de estos procesos inductivos (36).

Alternativas quimioterapicas

Paralelamente a la descripcién del perfil toxicol6gi-
co de cada uno de los farmacos, existié otra linea de
investigacién que apunt6 a imaginar que se podia ha-
cer para disponer de otros tratamientos menos toxicos
o agentes que pudieran ser utiles en la quimioprofilaxis
de la enfermedad.

Por ejemplo, mediante una asociacion fructifera con
el laboratorio del Dr. J.J. Cazzulo en la UNSAM, este la-
boratorio pudo efectuar estudios sobre acciones de dis-
tintos compuestos sobre el 7. ¢ruzi con la expectativa de
visualizar modos de eliminarlo y tener asi potenciales
nuevas quimioterapias o quimioprofilaxis.

Los resultados obtenidos con dos inhibidores cla-
sicos de metabolismos mediados por el P450, tales
como el compuesto SKF 525A (2,2-difenilpentanoa-
to de 2-dietilaminoetilo) y el Lilly 18947 (2,4-dicloro-
6-fenilfenoxietil dietilamina) mostraron que ambos
eran tripanomicidas efectivos contra T. cruzi. (37)(38).
Esto era de esperar teniendo en cuenta que dicho cito-
cromo esta involucrado en la sintesis del ergosterol de
sus membranas. Esto sugirié que compuestos con esta
accion inhibidora podrian utilizarse en la quimioprofi-
laxis de la enfermedad.

Otro intento estuvo basado en que otros autores ha-
bian demostrado que el 7. cruzi contenia calmodulina
y que se habia verificado que sustancias con capacidad
anticalmodulinica (por ejemplo, clorpromazina y flu-
fenazina) eran capaces de disminuir la movilidad de pa-
rasito. Fue entonces que se ensay6 otra anticalmodulina
sobre el 7. cruzi, la trifluorperazina (39). Sin embargo,
se verifico que su accién era atribuible fundamental-
mente a una disrupcion de la funcién mitocondrial en
el parasito.

Otro objetivo fue encontrar sustitutos del Violeta de
Genciana que se utiliza en la quimioprofilaxis de san-
gre para transfusiones en emergencias que ocurren en
zonas endémicas y que involucran numerosas personas.
Los resultados obtenidos fueron ttiles para visualizar
las “debilidades” del T. cruzi que podrian explotarse
con el objeto de eliminarlo. Recientemente se hizo un
intento de mejorar la quimioprofilaxis existente, que
emplea al Violeta de Genciana (40). La razén de su uso
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es que tiene muchos anos de empleo aceptable como
aditivo a la sangre para eliminar al 7. cruzi en transfusio-
nes, cuando no es posible un control previo de labora-
torio o bien bajo situaciones de emergencia. Su empleo
genera preocupacion por tener una marcada genotoxi-
cidad en ensayos bacterianos y ser potencialmente car-
cinogénico. Lo primero que se hizo en el CEITOX fue
confirmar mediante el ensayo Cometa que ese efecto
mutagénico ocurria cuando se lo agrega a la sangre
bajo las condiciones empleadas para esterilizarla para
transfusiones. Los resultados obtenidos con el ensayo
Cometa sugieren la formaciéon de bases hidroxiladas
del ADN como resultado de un ataque de especies reac-
tivas de oxigeno y apoyan la genotoxicidad del Violeta
de Genciana y su potencial carcinogenicidad (40). Lo
interesante es que esos efectos puedan ser prevenidos
por la administracion de antioxidantes que ya tienen
uso clinico seguro como el 4cido lipoico, el alfa toco-
ferol o la N-acetilcisteina. Como el procedimiento de
eliminacién del 7. cruzi se efectiia previamente en la
sangre del donante, existe la posibilidad de proteger al
receptor de esa sangre con estos antioxidantes y de ese
modo obviar los cuestionamientos existentes sobre el
empleo del Violeta de Genciana. Ese fue el objetivo, ya
que eliminaria los cuestionamientos existentes (40).

Conclusiones

La enfermedad de Chagas como problema sanitario
involucra varios factores relacionados entre si, que in-
cluyen la politica de salud publica, factores puramente
cientificos y tecnolégicos, econémicos, educacionales,
y otros. Sin embargo, la necesidad mas urgente es en-
contrar nuevas drogas mas seguras y efectivas para el
tratamiento de esta enfermedad. Los dos farmacos
disponibles no son completamente efectivos y por
otra parte han sido cuestionados por sus importantes
efectos colaterales toxicos. Este desafio permanece en
la comunidad cientifica, que incluye pero no se limita
obviamente a los toxic6logos. Las companias farmacéu-
ticas no hacen una inversion suficiente en el desarrollo
de drogas para las enfermedades tropicales. La razén
principal de este fené6meno es econémica. El desarrollo
de una nueva droga requiere usualmente de decenas de
millones de délares para lograr un producto exitosoy la
perspectiva de un retorno econémico razonable es baja.

Actualmente existen esfuerzos intensos de la comu-
nidad cientifica para establecer nuevos tratamientos o
drogas. Sin embargo, tanto el Benznidazol como el Ni-
furtimox seran todavia las inicas drogas disponibles por
algtin tiempo. Es importante por lo tanto disponer del
mejor conocimiento posible sobre sus mecanismos de
accion terapéutica y toxica. Las lineas de investigacion
desarrolladas en el CEITOX a lo largo de casi tres dé-
cadas siempre apuntaron a esos objetivos. Esta revision
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pretende solamente aportar conocimiento para que los
médicos que prescriben tengan a mano un resumen de
los efectos adversos de las drogas que les permitan to-
mar decisiones riesgo-beneficio apropiadas.
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