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RESUMEN

En general los procesos de biotransformacion de farmacos originan metabolitos
excretables por la orina. Nitrofurantoina y Nifurtimox son compuestos lipofilicos, sin
embargo no existen antecedentes acerca de la eliminacion de metabolitos de estos
farmacos en orina. Su administracion induce diversos efectos adversos asociados a la
nitrorreduccion que ellos sufririan in vivo, reacciéon que genera un nitro anién radical
(NO2") intermediario que sufre reciclaje redox con O, generando ROS. Naftaleno es
un xenobidtico metabolizado por oxidacion a través del sistema citocromo P450;
ademas, induce estrés oxidativo por esta via metabdlica. En este trabajo realizamos
un estudio comparativo entre el metabolismo de naftaleno y, Nitrofurantoina y
Nifurtimox catalizado por el sistema citocromo P450. Para ello utilizamos una
preparacion enriquecida en reticulo endoplasmico hepatico de rata (microsomas). La
incubaciéon de los microsomas con ya sea naftaleno, Nitrofurantoina o Nifurtimox y
NADPH indujo lipoperoxidacion microsémica, fenémeno que fue inhibido por GSH vy
un extracto hidroalcohélico de Buddleja globosa (matico) de una forma concentracion-
respuesta. La lipoperoxidacibn microsémica inducida por los 3 xenobidticos
ensayados tuvo un comportamiento bimodal y fue dependiente de la concentracion de
los xenobidticos; naftaleno aumenté la lipoperoxidacion y, Nitrofurantoina y Nifurtimox,
la disminuyeron. Asi, la primera pendiente positiva obtenida en presencia de naftaleno
fue 2 veces mayor que la segunda; asimismo, la pendiente negativa obtenida a
concentraciones pPM de ya sea Nitrofurantoina o Nifurtimox fue 20 y 10 veces mayor
gue la obtenida a concentraciones mM, respectivamente. Ademas, los 3 xenobidticos:
a) disminuyeron el contenido de tioles microsémicos en condiciones de
biotransformacién, b) se unieron a la monooxigenasa citocromo P450 de una forma
concentracion-respuesta, c) inhibieron la O-desmetilacion de p-nitroanisol, reaccion
catalizada por el sistema citocromo P450, fendbmeno que fue prevenido parcialmente
por GSH y DTT. Nuestros resultados muestran que Nitrofurantoina y Nifurtimox
pueden ser nitrorreducidos y ademas, oxidados por el sistema citocromo P450; sin
embargo, se requieren nuevos experimentos que permitan confirmar este postulado.

Por otra parte, ya que el estrés oxidativo inducido por la nitrorreduccién fue inhibido

Vi



por antioxidantes, la administracion de una terapia asociada podria ayudar a disminuir
los efectos adversos descritos para estos farmacos.
SUMMARY

NITROFURANTOIN AND NIFURTIMOX TOXICITY INDUCED BY
BIOTRANSFORMATION ACROSS CYTOCHROME P450 SYSTEM

In general, the drug biotransformation produces metabolites which are excreted by
urine. Nitrofurantoin and Nifurtimox are lipophilic compounds; there are no date
however, related with the elimination of metabolites of these drugs in urine. The
administration of both drugs induce several adverse effects which are associated to it's
nitro-reduction in vivo; this reaction would generate a nitro anion radical (NOz"); in the
presence of O this intermediate suffer redox reaction, so conducing to the formation of
ROS. Naphtalen is oxidized by cytochrome P450 system inducing oxidative stress.
Thus, in this work, we realized a comparative study between naphtalen and,
Nitrofurantoin and Nifurtimox biotransformation catalyzed by cytochrome P450 system.
In this study we used a preparation enriched in endoplasmic reticulum of rat liver
(microsomes). The incubation of microsomes with naphtalen, Nitrofurantoin or
Nifurtimox, and NADPH induced microsomal lipoperoxidation, phenomenon which was
inhibited by GSH and a hydroalcoholic extract of Buddleja globosa (matico) as a
concentration-response manner. The microsomal lipoperoxidation induced by the 3
xenobiotics assayed was conduced as a concentration-dependent and bimodal
manner; but naphtalen increased the lipoperoxidation and, Nifrofurantoin and
Nifurtimox diminished it. Thus, naphtalen first slope obtained was 2 fold higher than
the second slope and, the negative slope obtained to UM drug concentrations of either
Nitrofurantoin or Nifurtimox was 20 fold higher than that observed to mM drug
concentrations. In biotransformation conditions the 3 xenobiotics: a) diminished the
microsomal thiol content and the cytochrome P450 monooxygenase microsomal
content ; b) inhibited the p-nitroanisole O-demethylation catalyzed by cytochrome
P450 system, phenomenon which was patrtially inhibited by GSH and DTT.

Nitrofurantoin and Nifurtimox could be nitro-reduced and also oxidized by cytochrome
P450 system; however, new experiments are required to confirm this postulate.
Because oxidative stress induced by the nitro-reduction of Nitrofurantoin and

Nifurtimox was inhibited by antioxidant compounds, the administration of an
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associated therapy may be considered to diminish the adverse effects described for
these drugs.



I. INTRODUCCION

Los seres vivos, entre ellos los mamiferos, constantemente estan expuestos a una
amplia variedad de sustancias quimicas extrafias a ellos, que se les designa con el
nombre de xenobidticos. Los cuales incluye entre otros; los farmacos, los
contaminantes ambientales y los constituyentes de los alimentos. Estos compuestos
sufren biotransformaciones conducentes a polarizar estas moléculas para su posterior

excrecion a través de la orina (Riddick, 1997).

En general, el proceso de biotransformacion de los farmacos lipofilicos es secuencial,
es decir, sufren primariamente reacciones de Fase | (oxidaciones y reducciones) y
luego de Fase Il (reacciones de sintesis o0 conjugacion). Sin embargo, existen algunos
farmacos que requieren solo la biotransformacion por Fase | o sélo Fase Il para
adquirir la polaridad necesaria y ser eliminados del organismo (Riddick, 1997). Es
necesario hacer notar ademas, que existen farmacos que pueden ser eliminados del
organismo parcial o totalmente sin sufrir metabolizacion (Del Arco, 1997); es el caso de
Nitrofurantoina, en donde el 30% del farmaco administrado, se elimina como tal sin

sufrir biotransformacion (Azanza, 1997).

Las enzimas encargadas de estos procesos se ubican principalmente en el higado,
6rgano metabolizador por excelencia. Sin embargo existen otros 6rganos tales como el
rindn, pulmén, glandulas suprarrenales e intestino que también realizan procesos de
biotransformacién, pero en menor extension. A nivel subcelular, el principal organelo
encargado de la biotransformacién de xenobiéticos, entre ellos los farmacos, es el
reticulo endoplasmico hepéatico; en él ese encuentran localizados el sistema oxidativo
del citocromo P450 responsable mayoritario de la biotransformacién de compuestos
lipofilicos (sistema Fase 1) y la UDP-glucuroniltransferasa, enzima que conjuga
mayoritariamente alcoholes y fenoles con &cido glucurénico (Fase 1l), conjugados que

son en general, farmacoldgicamente inactivos y facilmente excretables.



Sistema oxidativo del citocromo P450 microsdmico. Este sistema esta constituido,
entre otros, por una familia de monooxigenasas de funcién multiple (hemoproteinas)
localizadas fundamentalmente en el reticulo endoplasmico de los hepatocitos; en el
higado humano se han descrito al menos doce isoformas (Nebert y colaboradores,
1991), las cuales poseen una amplia selectividad de sustrato. Cada isoforma de la
monooxigenasa citocromo P450 es identificada actualmente por el prefijo CYP seguida
de un numero arabico que indica la familia de genes, una letra mayudscula que
corresponde a la subfamilia de genes y un nimero arabico que identifica el gen
individual. Las familias génicas 1, 2 y 3 del citocromo P450 (CYP1, CYP2 y CYP3) son
las que codifican las enzimas que intervienen en la mayor parte de las

biotransformaciones de farmacos.

Mecanismo de accion del sistema oxidativo del citocromo P450. Las reacciones
catalizadas por el sistema oxidativo del citocromo P450 microsémico involucran varias

etapas:

1.  El xenobidtico o sustrato se une a la monooxigenasa citocromo P450 en su estado
oxidado (Fe*) para formar un complejo binario xenobiético-monooxigenasa

citocromo P450.

2. El Fe* del complejo binario formado es reducido a Fe?* por la flavoproteina
NADPH-citocromo P450 reductasa, la cual le transfiere un electron que se obtiene
desde el NADPH. Esta reductasa puede también transferir sus electrones al
citocromo ¢ u otro aceptor de electrones exdgeno, tales como el azul de metileno,
la menadiona y los compuestos nitro-arilos. Tales aceptores de electrones actian,
por lo tanto, como inhibidores de las reacciones de oxidacion (Coon y Persson,
1980b). En ocasiones, los electrones son cedidos por el NADH al citocromo bs

mediante la actividad de la NADH-citocromo bs-reductasa.

3. El complejo xenobiodtico-monooxigenasa citocromo P450 reducido interactia con

el oxigeno molecular para formar un complejo ternario, el oxi-xenobiético-



monooxigenasa citocromo P450. En ocasiones, dicho complejo ternario puede

disociarse dando lugar a anién superéxido, regenerandose la proteina férrica.

4. El complejo ternario sufre un reordenamiento interno en donde un atomo de
oxigeno permanece unido al xenobidtico y el otro reacciona con dos protones para
formar agua; el xenobidtico oxidado queda liberado y el citocromo P450 se

regenera en su forma férrica.

De acuerdo al mecanismo enzimatico descrito, la monooxigenasa, proteina heminica,
une la droga lipofilica en su forma oxidada (Fe*"); cuando esto ocurre, las propiedades
espectroscopicas de la enzima cambian. Por otra parte, esta proteina es capaz de
unirse a monoxido de carbono en su forma reducida (Fe?*), complejo cuya absorbancia

maxima corresponde a 450 nm (Omura y Sato, 1964).

Las isoenzimas de la monooxigenasa citocromo P450 poseen dos a tres grupos tiélicos
cuando se encuentran insertas en la membrana microsémica; sin embargo, las
isoenzimas solubilizadas exhiben cuatro a cinco grupos tidlicos (Al'terman vy
colaboradores, 1981). En la actualidad, se han purificado a homogeneidad varias
monooxigenasas citocromo P450 y también los demas componentes del sistema
oxidativo del citocromo P450, incluyendo los fosfolipidos. Se ha medido la actividad
oxidativa en sistemas reconstituidos y se ha concluido que la presencia de los
fosfolipidos, fosfatidil-colina y fosfatidil-etanolamina, es indispensable para la expresion
de dicha actividad (Coon y colaboradores, 1980a). De estas observaciones se deriva la
importancia de mantener la integridad de la membrana del reticulo endoplasmico con el

objeto de conservar las actividades enzimaticas relacionadas con este sistema.

Los sustratos oxidados por este sistema son numerosos Yy variados y presentan como
caracteristica en comun su alta lipofilicidad. Estos compuestos pueden ser tanto
enddgenos como exdgenos. De los primeros podemos mencionar las prostaglandinas,
las hormonas esteroidales y el colesterol: entre los xenobidticos, los hidrocarburos
policiclicos aromaticos, los compuestos nitroarilos, las aminas alifaticas y aromaticas,
los pesticidas 6rgano-halogenados y los alquil-haluros (Karuzina y Archakov, 1994).
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Muchos de los sustratos del sistema oxidativo citocromo P450 pueden actuar ademas,
como inductores y también como inhibidores competitivos de su actividad catalitica;
esto Ultimo se debe a la amplia especificidad de sustrato de las isoformas de la
monooxigenasa citocromo P450 (Tinel y colaboradores, 1987).

Generacion de especies reactivas del oxigeno (ROS) por biotransformacion de
farmacos a través del sistema citocromo P450. Como se menciond anteriormente
este sistema cataliza reacciones de oxidacion y reduccién; a través de ambas vias se
han descrito ejemplos de xenobidticos que inducen estrés oxidativo. Asi por ejemplo,
ciertos hidrocarburos aromaticos al ser oxidados por el sistema citocromo P450 pueden
inducir estrés oxidativo. La unién de la monooxigenasa citocromo P450 al xenobiético y
al oxigeno molecular genera especies radicalarias transitorias que corresponden a
complejos oxi o peroxi-citocromo P450; estas especies altamente inestables pueden
generar especies reactivas del oxigeno (ROS) por ruptura del complejo ternario oxi-
xenobidtico-citocromo P450. Al producirse el decaimiento de estos complejos
transcientes, se pueden formar ademas, intermediarios reactivos provenientes del
xenobidtico, como epodxidos, N-Oxidos, S-6xidos, aldehidos y cetonas (Halpert y
colaboradores, 1986; Guengerich y colaboradores, 1990). Al respecto diversas
investigaciones han demostrado que el metabolismo oxidativo de los hidrocarburos
policiclicos aromaticos genera metabolitos carcinogénicos; los metabolitos se oxidan a
electrofilos altamente reactivos (Bock, 1991). Asi por ejemplo, el naftaleno es
metabolizado por el sistema oxidativo del citocromo P450 a un epodxido, el cual
posteriormente, experimenta varias reacciones competitivas: conjugacion con GSH, un
cambio no enzimatico a naftol y la conversion enzimatica al dihidrodiol (Quick y Shuler,
1999). Estos dos Uultimos metabolitos se convierten enzimaticamente a 1,2-
naftalenodiol, el cual se oxida a naftoquinona, paso a través del cual se generarian las
especies radicalarias del oxigeno, responsables de su toxicidad (Zheng vy

colaboradores, 1997).

Asimismo, el sistema del citocromo P450 cataliza reacciones de reduccion, lo cual es
posible ya que una de las enzimas que constituyen este sistema es la citocromo P450
reductasa, flavoproteina cuya actividad enzimatica depende en forma especifica de
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NADPH. Ejemplos de este tipo de reacciones es la nitrorreducion de farmacos
nitrofuranos como son la Nitrofurantoina (N-[5-nitro-2-furfurilidina]-1-amino-hidantoina)
y el Nifurtimox [4-(5-nitro-furfuriliden)-amino-3-metiltiomorfolina-1,1-dioxido]. La
Nitrofurantoina es un farmaco antimicrobiano utilizado principalmente en infecciones
urinarias y el Nifurtimox es un farmaco utilizado en el tratamiento de la enfermedad de
Chagas. La reduccion del grupo nitro (-NO2) a nitroso (-NO) es catalizada por la
citocromo P450 reductasa, en esta reaccion se forma como intermediario un nitroanion
radical (NO3-), el cual entra en reciclaje redox con el oxigeno molecular generandose
las especies radicalarias O,-~ y HO- las cuales inducen estrés oxidativo (Letelier y
colaboradores, 2004). Al respecto, existe consenso en que los efectos téxicos que
Nifurtimox produce en pacientes chagasicos tratados con este farmaco, se deberia a la
nitrorreduccion enzimatica que este compuesto sufriria in vivo (NUfez-Vergara y
colaboradores, 1997). Asimismo, la toxicidad de la Nitrofurantoina, también ha sido
asociada a una induccion de estrés oxidativo (Rossi y colaboradores, 1988; Nufez-
Vergara y colaboradores, 1997). Cabe sefialar en este punto que, si bien estos nitro-
compuestos pueden sufrir in vivo nitro-reduccion, el NO- intermediario puede seguir
dos caminos: a) reaccionar con oxigeno molecular generando O, reacciéon en la cual
se regenera el compuesto original nitro, completando asi un ciclo futil reductivo y b)

continuar hacia el derivado nitroso.

Amplia es la informacién en la literatura acerca del metabolismo reductivo como
también de los efectos adversos de Nitrofurantoina y Nifurtimox; sin embargo, no
existen antecedentes acerca del metabolismo oxidativo de estos compuestos. Ambos
son compuestos lipofilicos y por lo tanto, deben polarizarse a través de procesos
oxidativos, para poder ser eliminados del organismo. Los antecedentes presentados
muestran que el sistema del citocromo P450 podria oxidar y reducir simultdneamente a
la Nitrofurantoina y al Nifurtimox. Sin embargo, las especies reactivas del oxigeno
provenientes de la reduccién de estos farmacos podrian inducir oxidacion de los lipidos
de la membrana, necesarios para la actividad enzimatica del sistema citocromo P450.
Cabe recordar en este punto, que naftaleno es un xenobiético, sustrato del sistema

citocromo P450 el cual es oxidado y, a su vez, induce estrés oxidativo a través de esta
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via de biotransformacion oxidativa. Es por ello que en este trabajo realizamos un
estudio comparativo entre el metabolismo catalizado por el sistema citocromo P450 de
naftaleno y, Nitrofurantoina y Nifurtimox. Como una forma de evaluar la posible
oxidacion y reduccién simultanea de Nitrofurantoina y Nifurtimox a través del sistema
oxidativo del citocromo P450, en este trabajo se establecieron las condiciones a través
de las cuales se pudieran evaluar ambos fenémenos. Para ello utilizamos como
preparacion biol6gica, microsomas hepaticos de rata (preparacion enriquecida en
reticulo endoplasmico). En estas condiciones se estudié la capacidad de estos
xenobidticos de inducir lipoperoxidacion microsémica. La preincubacion de los
microsomas hepaticos de rata ya sea con naftaleno, Nitrofurantoina o Nifurtimox indujo
lipoperoxidaciébn microsémica, la cual fue inhibida por la presencia de GSH y un
extracto hidroalcohdlico de Buddleja globosa o matico, enriquecido en polifenoles, los
cuales son compuestos de reconocida actividad antioxidante. Por otra parte, se
determind la capacidad de estos xenobidticos de unirse a la monooxigenasa citocromo
P450 en su forma oxidada (Fe®*) midiendo su espectro de absorbancia de acuerdo a lo
descrito en Meétodos. Naftaleno, Nitrofurantoina y Nifurtimox disminuyeron la
absorbancia a 450 nm de la monooxigenasa citocromo P450 de una forma
concentracion-respuesta, indicando con ello que los 3 xenobidticos pueden unirse a la
monooxigenasa citocromo P450. Mas aun, naftaleno, Nitrofurantoina y Nifurtimox
fueron capaces de inhibir la O-desmetilacion de p-nitrofenol, sustrato caracteristico del

sistema oxidativo del citocromo P450.

Nuestros resultados indican que Nitrofurantoina y Nifurtimox podrian sufrir no sélo
nitrorreducciéon sino ademas, oxidacion; ambas reacciones serian catalizadas por el
sistema citocromo P450 y ocurririan en forma competitiva y simultanea. Mas aln, la
nitrorreduccion se favoreceria a bajas concentraciones de estos farmacos (uM) y la via
oxidativa a altas concentraciones (mM). La importancia farmacoldgica y toxicolégica de

estos resultados se discute en el texto.



HIPOTESIS

Postulamos que la Nitrofurantoina y el Nifurtimox son oxidados a través del sistema

oxidativo del citocromo P450, ademés de inducir estrés oxidativo por nitrorreduccion.

OBJETIVOS

1. Objetivo general

Evaluar en forma comparativa el metabolismo oxidativo y reductivo de naftaleno v,

Nitrofurantoina y Nifurtimox a través del sistema oxidativo del citocromo P450

microsomico de higado de rata.

2. Objetivos especificos

2.1

2.2.

2.3.

2.4,

2.5.

Evaluar la lipoperoxidaciébn microsémica inducida por el metabolismo de
naftaleno, Nitrofurantoina y Nifurtimox en las condiciones cataliticas del sistema

oxidativo del citocromo P450.

Evaluar la capacidad antioxidante de GSH y un extracto hidroalcohdlico de
Buddleja globosa (matico) sobre la lipoperoxidacion microsémica inducida por

biotransformacién de naftaleno, Nitrofurantoina y Nifurtimox.

Medir la capacidad de naftaleno, Nitrofurantoina y Nifurtimox de unirse a la
monooxigenasa citocromo P450 oxidasa, mediante la evaluacion del espectro

de absorbancia de esta enzima.

Determinar el contenido de tioles totales de la membrana microsémica en
condiciones de estrés oxidativo inducido por la metabolizacion de naftaleno,

Nitrofurantoina y Nifurtimox.

Evaluar la O-desmetilacion de p-nitro-anisol catalizada por el sistema oxidativo

del citocromo P450 en presencia de naftaleno, Nitrofurantoina y Nifurtimox.



Il. MATERIALES Y METODOS

A. MATERIALES

1. Reactivos

La albamina de bovino fraccion IV, el acido-5-tio-2-nitrobenzoico (DTNB), el glutation
reducido (GSH), el B-nicotinamida-adenin-dinucleétido-fosfato (NADP), la glucosa-6-
fosfato (G-6-P), G-6-P deshidrogenasa, p-nitroanisol (PNA), p-nitrofenol (PNP) y el
ditiotreitol (DTT) se obtuvieron de SIGMA Chemical Co. Chile. El sulfato de cobre, el
acido tiobarbitarico (TBA), el acido tricloroacético (TCA), el ditionito de sodio, el acido
férmico concentrado, el acido sulfdrico concentrado, el dimetil-sulféxido (DMSO), el
reactivo de Folin-Ciocalteu-fenol, el carbonato de sodio, el tartrato de sodio y potasio, el
fosfato diacido de potasio y el naftaleno, se obtuvieron de Merck Chile. El extracto
hidroalcohdlico (70:30) de Buddleja globosa (matico) fue preparado por Laboratorios

Ximena Polanco.

Nitrofurantoina: [N-(5-nitro-2-furfurilidina)-1-amino-hidantoina] se obtuvo del recetario

magistral Farmacias Ahumada.

Nifurtimox: [4-(5-nitro-furfuriliden) amino-3-metiltiomorfolina-1,1-diéxido] se obtuvo de

Laboratorios Bayer.
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2. Animales de experimentacién

Se emplearon ratas machos de la cepa Sprague Dawley de tres meses de edad y con
200 a 230 g de peso corporal. Los animales se mantuvieron con una dieta normal de
pellet Kimber, agua ad libitum, ciclos de luz y oscuridad, y a una temperatura ambiental
de 21° C. Estos animales se obtuvieron del vivero de la Facultad de Ciencias Quimicas
y Farmacéuticas de la Universidad de Chile. Todos los procedimientos se desarrollaron

de acuerdo a los protocolos aprobados por el Comité Etico Institucional.

B. METODOS

1. Preparacién de microsomas hepéticos de rata

Los microsomas fueron preparados por el método de fraccionamiento subcelular
descrito en Letelier y colaboradores (1985). Los animales machos se mantuvieron en
ayunas por 15 horas previas al sacrificio, con agua ad libitum, se sacrificaron por
decapitacion, se desangraron y los higados fueron perfundidos, in situ, con cuatro
volimenes de 20 mL de NaCl 0,9% P/V. Luego, los higados se extirparon, se limpiaron
de tejido conectivo y vasos sanguineos, se pesaron, se cortaron en pequefios trozos y
se prepararon homogeneizados al 20% en KCI 1,15% P/V. La homogeneizacion se
realizé en forma manual en un homogeneizador Douncen Wheaton tipo B, realizando
12 pases. El homogeneizado total se centrifugd a 9000 x g durante 15 min en una
centrifuga refrigerada (4°C) Heraeus Sepatech, modelo Suprafuge 22, para sedimentar
células intactas, fragmentos celulares, ndcleos y mitocondrias. El sedimento de esta
centrifugacion se elimind y el sobrenadante se centrifugé a 105.000 x g durante 1 hora
(4°C) en una ultracentrifuga Beckman modelo XL-90. El sedimento de esta Ultima
centrifugacion se denomina fraccion microsémica y corresponde a la preparacion

enriguecida en reticulo endoplasmico.

2. Determinacién de proteinas
La proteina de la fraccion microsomica se determind mediante el método de Lowry y

colaboradores (1951), utilizando como estandar, albimina de bovino, fraccién IV.



3. Lipoperoxidacion microsémica

La lipoperoxidacion microsémica se estimé midiendo las sustancias reactivas al acido
tiobarbitirico (TBARS) por el método convencional descrito en Letelier y
colaboradores, 2004. ElI malonaldehido generado como producto de descomposiciéon
de los lipoperéxidos formados, reacciona con el acido tiobarbitdrico dando lugar a un
conjugado el cual posee una absorbancia maxima a 532 nm y su coeficiente de

extincion es 156 mM™* x cm™.

La mezcla de reaccién contenia (concentraciones finales) en un volumen final de 1,0
mL: amortiguador fosfato 50 mM, pH 7,4; concentraciones variables de proteina
microsémica/mL (0,1 a 2,0 mg/mL); concentraciones variables de Nitrofurantoina,
Nifurtimox y naftaleno (0,1 a 2,0 mM); B-NADP 0,6 mM; G-6-P 6,0 mM; G-6-P
deshidrogenasa 5,0 Unidades/mL. Los blancos contenian sélo amortiguador fosfato 50
mM, pH 7,4 y los xenobibticos respectivos; los controles que corresponden a la
lipoperoxidacion basal, contenian todos los reactivos a excepcion del sistema
generador de NADPH y los xenobidticos. Las mezclas se incubaron durante tiempos
variables (5 a 60 min) con los xenobiéticos a 37°C en un bafio termorregulado, con
agitacion constante. Al cabo de este periodo, las proteinas se precipitaron agregando
500 pL de TCA al 20 % P/V frio (4°C). Luego, las muestras se centrifugaron a 10.000 x
g durante 10 min en una centrifuga refrigerada (4°C) Heraeus Biofuge 15R, con el
objeto de decantar la suspension microsémica; alicuotas de 500 uL de los
sobrenadantes se mezclaron con 500 uL de TBA al 1% P/V y se incubaron durante 60
minutos a 50° C, para desarrollar la reaccion colorimétrica. Al cabo de este periodo, se
leyo la absorbancia de las muestras a 532 nm, utilizando como referencia los blancos
respectivos, en un espectrofotometro UNICAM/VIS modelo UV 3, acoplado a un

computador.

4. Determinacion del contenido de citocromo P450
La cuantificacion del contenido de la monooxigenasa citocromo P450 fue medida de
acuerdo al método descrito por Omura y Sato (1964). Este método aprovecha la

capacidad del monoxido de carbono de coordinarse con la monooxigenasa citocromo

10



P450 reducida y absorber a 450 nm. Los nmoles de citocromo P450 se calcularon
usando el coeficiente de extinciéon del conjugado descrito por estos autores, 91 mM=* x

cm™.

La mezcla de reaccion contenia (concentraciones finales) en un volumen de 1,0 mL:
amortiguador fosfato 50 mM, pH 7,4; proteina microsbmica 1,0 mg/mL;
concentraciones variables ya sea de naftaleno, Nitrofurantoina y Nifurtimox; ditionito de
sodio 5,0 mM; monéxido de carbono a saturacion. La referencia contenia todos los
reactivos a excepcion del monéxido de carbono. A continuacién se realizé un barrido
de absorbancia entre 390 y 500 nm, utilizando para ello un espectrofotémetro
UNICAM/VIS modelo UV 3, acoplado a un computador.

5. Determinacion de tioles totales

La medicion de los tioles totales se realiz6 de acuerdo a la técnica descrita en Letelier y
colaboradores (2004). Esta técnica cuantifica espectrofotométricamente el TNB
liberado en la reaccion entre el DTNB y los grupos sulfhidrilos presentes en la muestra.

Este compuesto absorbe a 412 nm y su coeficiente de extincion es 13.600 M* x cm™.

La mezcla de reacciéon contenia los reactivos siguientes en concentraciones finales (en
un volumen de 1,0 mL): amortiguador fosfato de potasio 50 mM, pH 7,4; proteina
microsémica 0,2 mg/mL; naftaleno 0,5 mM y Nitrofurantoina o Nifurtimox 10 uM; B-
NADP 0,6 mM; G-6-P 6,0 mM; G-6-P deshidrogenasa 5,0 Unidades/mL; DTNB 0,6 mM.
Los blancos contenian todos los reactivos, a excepcion de la proteina microsémica.
Las mezclas se incubaron durante 10 min, a 37°C, en un bafio termorregulado y con
agitacion constante. A continuacion se adicion6é el DTNB a las mezclas y se incubaron
nuevamente durante 60 min a 37°C en un bafio termorregulado con agitacion
constante. Al cabo de este periodo las muestras se centrifugaron a 9.000 x g durante
10 min en una centrifuga refrigerada (4°C) Heraeus Biofuge 15R, con el objeto de
decantar la suspension microsémica. A continuacion, se leyeron las absorbancias de

los sobrenadantes a 412 nm en un espectrofotometro UNICAM UV/VIS modelo UV3
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acoplado a un computador, utilizando para ello sus blancos respectivos. El contenido

de tioles fue expresado en nmoles de tioles/0.2mg de proteina microsomica.

6. Actividad enzimatica catalizada por el sistema oxidativo del citocromo P450:
O-desmetilacion de p-nitroanisol

La actividad O-desmetilante del sistema oxidativo citocromo P450 microsémico se
determind de acuerdo a la técnica descrita por Letelier y colaboradores (1985). En ella
se cuantifica el p-nitrofenol (PNP) formado en la reaccién; este compuesto en medio
béasico absorbe a 410 nm.

La ecuacion quimica que representa la reaccion enziméatica es la siguiente:

OCH, OH

microsomas

+ HCHO
NADPH + H* + O,

NO, NO,

La mezcla de reaccion contenia (concentraciones finales) en un volumen de 1,0 mL:
amortiguador fosfato de potasio 50 mM, pH 7,4; proteina microsémica 2 mg/mL; p-
nitroanisol (PNA) 1 mM; sistema generador de NADPH constituido por glucosa-6-
fosfato 6 mM; NADP 0,6 mM y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa 5,0 Unidades/mL. La
reacciéon enzimatica se inici6 agregando la G-6-P deshidrogenasa. Los blancos
contenian todos los reactivos, a excepcion de p-nitroanisol. Las mezclas se incubaron
durante 1 hora a 37°C en un bafio termorregulado, con agitaciébn constante. La
reaccion se detuvo precipitando las proteinas con 500 uL de TCA frio (4°C) al 10% P/V.
Luego, se centrifugaron a 9.000 x g durante 10 min en una centrifuga refrigerada (4°C)
Heraeus Biofuge 15R, con el objeto de separar las proteinas. Alicuotas de 0,5 mL de
los sobrenadantes se mezclaron con 0,75 mL de NaOH 1 M y se ley6 la absorbancia
de ellas a 410 nm en un espectrofotdmetro UNICAM UV/VIS modelo UV3, acoplado a
un computador. Para cuantificar la actividad O-desmetilante del sistema oxidativo
citocromo P450, se utilizé6 como estandar una soluciéon de p-nitrofenol 100 nmoles/mL;

12



ella fue expresada en mmoles de p-nitro-fenol formados/min/mg de proteina

microsdmica.

La linealidad del método se comprobé realizando una curva estandar de p-nitrofenol. El
tiempo de incubacion y la concentracion de proteina utilizados en la actividad oxidativa
medida fueron directamente proporcionales a la concentracién de producto formado

(Letelier y colaboradores, 1985).

7. Anédlisis estadistico

Cada uno de los experimentos se realiz6 al menos en cuadruplicado. Los resultados se
expresaron como el promedio de los valores obtenidos de cada experimento + las
desviaciones estdndar de las observaciones de las muestras en relaciébn con sus
promedios (test de t-Student); se exigié en cada caso un 95% de certeza. Con el fin de
establecer si las diferencias entre los controles y las muestras (microsomas tratados
con los xenobidticos) eran estadisticamente significativas, se utilizé el test de t-Student.
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lll. RESULTADOS

Lipoperoxidacién microsdmica inducida por biotransformacion de naftaleno,
Nitrofurantoina y Nifurtimox. Las figuras 1 (naftaleno), 2 (Nitrofurantoina) y 3
(Nifurtimox) muestran estos resultados. Las figuras 1A, 1B y 1C muestran el efecto del
tiempo de incubacién de los microsomas, la concentracion de proteina microsémica y
la concentracion de naftaleno, respectivamente, sobre la lipoperoxidacion microsémica
inducida en presencia de NADPH, condicién necesaria para determinar metabolismo
de compuestos lipofilicos a través del sistema oxidativo del citocromo P450. La
lipoperoxidacién inducida por biotransformacién de naftaleno aument6 en forma lineal
respecto del tiempo de incubacién de los microsomas con naftaleno (rA: 0,9916), como
asimismo con respecto a la concentracién de proteina microsomica (rB: 0,99972)
(figuras 1A y 1B). Sin embargo, el aumento de la lipoperoxidacion microsémica
inducido al aumentar la concentracién de naftaleno fue bimodal (figura 1C). En el rango
entre 0 y 0,25 mM de concentraciones ensayadas se observo una pendiente positiva
(m1) cuyo valor fue 1,924; al aumentar las concentraciones de naftaleno desde 0,25
hasta 1 mM, este efecto disminuyd bruscamente y se establecié una nueva pendiente

(m2) cuyo valor fue: 0,864 (figura 1C).

Asimismo, la lipoperoxidacion microsémica inducida por metabolismo de
Nitrofurantoina (figura 2) y Nifurtimox (figura 3) a través del sistema citocromo P450
aument6 de una forma concentracion-respuesta respecto del tiempo de incubacién de
los microsomas con cada uno de los farmacos (figuras 2A y 3A) como también, con
respecto a la concentracion de proteina microsémica (figuras 2B y 3 B). Sin embargo,
al aumentar la concentracion tanto de Nitrofurantoina como de Nifurtimox, la
lipoperoxidacién microsémica disminuyé de una forma bimodal (figuras 2C y 3C). Asi,
en el rango de concentracion entre 0 y 0,5 mM la pendiente (m1) para Nitrofurantoina
fue: -0,265; y para Nifurtimox, -0,209; asimismo, la segunda pendiente (m2) para

Nitrofurantoina fue -0,0156 y para Nifurtimox, -0,022.
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Figura 1. Lipoperoxidacién microsémica inducida por metabolismo oxidativo de
Naftaleno a traves del sistema citocromo P450. A: [Proteina microsémica]: 0,2 mg/mL;
[Naftaleno] 0.5 mM. B: [Naftaleno]: 0.5 mM; tiempo de incubacién: 15 minutos C: [Proteina
microsémica]: 0.2 mg/mL; tiempo de incubacién: 15 minutos. Las flechas sobre los graficos
indican las condiciones de tiempo de incubacion, concentracion de proteina y de naftaleno
seleccionadas para realizar los experimentos posteriores. La determinacion de lipoperoxidacion
fue realizada de acuerdo a lo descrito en Métodos. Los valores representan la media de al
menos 4 experimentos independientes + su desviacién estandar. Los valores de regresion lineal
de las rectas fueron: rA: 0,9916; rB: 0,99972; rCm1: 0,99606; rCm2:0,99666
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Figura 2. Lipoperoxidacién microsémica inducida por metabolismo de
Nitrofurantoina a través del sistema citocromo P450. A: [Proteina microsémica]: 1,0
mg/mL; [Nitrofurantoina]:1,0 mM. B: [Nitrofurantoina]:1,0 mM; tiempo de incubacion: 30 minutos.
C: [Proteina microsoémica]: 1,0 mg/mL; tiempo de incubacién: 30 minutos. Las flechas sobre los
graficos indican las condiciones de tiempo de incubacion, concentracion de proteina y de
Nitrofurantoina seleccionadas para realizar los experimentos posteriores. La determinacion de
lipoperoxidacion fue realizada de acuerdo a lo descrito en Métodos. Los valores representan la
media de al menos 4 experimentos independientes + su desviacion estandar. Los valores de
regresion lineal de las rectas fueron: rA; 0,9967; rB: 0,9972; rCm1: 0,9935; rCm2: 0,9978.
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Figura 3. Lipoperoxidacion microsémica inducida por metabolismo de Nifurtimox
a través del sistema citocromo P450. A: [Proteina microsémical: 1,0 mg/mL;
[Nifurtimox]:1,0 mM. B: [Nifurtimox]: 1,0 mM; tiempo de incubacion: 30 minutos. C: [Proteina
microsémica]: 1,0 mg/ mL; tiempo de incubacion: 30 minutos. Las flechas sobre los graficos
indican las condiciones de tiempo de incubacion, concentracién de proteina y de Nifurtimox
seleccionadas para realizar los experimentos posteriores. La determinacién de lipoperoxidacion
fue realizada de acuerdo a lo descrito en Métodos. Los valores representan la media de al
menos 4 experimentos independientes + su desviacién estandar. Los valores de regresion lineal
de las rectas fueron: rA: 0,9940; rB: 0,9996; rm1: 0,9943; rm2: 0,9998.
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Lipoperoxidacién microsémica inducida por biotransformacién a través del
sistema citocromo P450 de naftaleno, Nitrofurantoina y Nifurtimox. Efecto de
GSH. El efecto de GSH sobre la lipoperoxidacion inducida por biotransformacion de
estos xenobidticos se muestra en las figuras 4A (naftaleno), 4B (Nitrofurantoina) y 4C
(Nifurtimox). GSH fue capaz de inhibir la lipoperoxidacion inducida por la
biotransformacion a través del sistema citocromo P450 de estos 3 xenobioticos. El
mayor efecto alcanzado fue sobre la lipoperoxidacion inducida por Nitrofurantoina y el
menor, sobre la lipoperoxidacién inducida por naftaleno; esto queda demostrado al
comparar los ICs obtenidos que representan la concentracion de GSH que inhibe el 50
% la lipoperoxidacién ensayada. Asi, los ICso fueron: para naftaleno, 1,58 umoles/0,2
mg de proteina microsomica (figura 4A); para Nitrofurantoina, 0,2 pmoles/mg de
proteina microsémica (figura 4B) y para Nifurtimox, 0,69 umoles/mg de proteina

microsémica (figura 4C).

Lipoperoxidacién microsémica inducida por biotransformacién a través del
sistema citocromo P450 de naftaleno, Nitrofurantoina y Nifurtimox. Efecto de
Buddleja globosa (matico). La preincubacion de los microsomas con el extracto
hidroalcohélico de matico inhibié la lipoperoxidacién inducida por biotransformaciéon a
través del sistema citocromo P450 de naftaleno, Nitrofurantoina y Nifurtimox, como lo
muestra la figura 5. En este caso el mayor efecto se obtuvo sobre la lipoperoxidacion
inducida por Nifurtimox (figura 5C) y el menor, sobre aquella inducida por naftaleno
(figura 5A). Los ICso que representan la concentracion de extracto que inhibe el 50% de
la lipoperoxidacién inducida por estos xenobi6ticos, fueron para naftaleno: 0,21 ulL de
extracto/0,2 mg de proteina microsémica (figura 5A); para Nitrofurantoina: 0,27 uL de
extracto/mg de proteina microsomica (figura 5B) y para Nifurtimox: 0,16 uL de

extracto/mg de proteina microsémica (figura 5C).
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Figura 4. Lipoperoxidacion microsémica inducida por biotransformacién a través
del sistema citocromo P450 de naftaleno (A), Nitrofurantoina (B) y Nifurtimox (C).
Efecto de GSH. A:[Naftaleno] 0,5 mM y [proteina microsémica] 0,2 mg/mL; B:
[Nitrofurantoina] 1 mM y [proteina microsémica] 1,0 mg/mL; C: [Nifurtimox] 1mM y [proteina
microsémica] 1,0 mg/mL. La proteina microsémica fue preincubada a 37° C durante 10 minutos
antes de inducir la lipoperoxidacion de acuerdo a lo descrito en Métodos. Los graficos insertos
representan las curvas concentracion-respuesta obtenidas de los datos experimentales directos.
El valor de ICso corresponde a la concentracion de GSH que inhibi6 en un 50% la
lipoperoxidacién inducida por metabolismo de los xenobidticos. Los valores representan la
media de al menos 4 experimentos independientes + su desviacion estandar.
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Figura 5. Lipoperoxidaciéon microsémica inducida por metabolismo oxidativo de
Naftaleno (A), Nitrofurantoina (B) y Nifurtimox (C). Efecto del extracto
hidroalcohdlico de Buddleja globosa (matico). A:[Naftaleno] 0,5 mM vy [proteina
microsémica] 0,2 mg/mL; B: [Nitrofurantoina] 1 mM y [proteina microsémica] 1,0 mg/mL; C:
[Nifurtimox] 1mM y [proteina microsémica] 1,0 mg/mL. La proteina microsémica fue preincubada
a 37° C durante 10 minutos con el extracto de matico antes de inducir la lipoperoxidacion de
acuerdo a lo descrito en Métodos. Los graficos insertos representan las curvas concentracion-
respuesta obtenidas de los datos experimentales directos. El valor de ICso corresponde a la
concentracién de matico que inhibié en un 50% la lipoperoxidacién inducida por metabolismo de
los xenobidticos. Los valores representan la media de al menos 4 experimentos independientes

+ su desviacion estandar.
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Efecto de naftaleno, Nitrofurantoina y Nifurtimox sobre el contenido microsémico
de la monooxigenasa citocromo P450. La figura 6 muestra el espectro control de la
monooxigenasa citocromo P450 determinado de acuerdo a lo descrito en Métodos. La
absorbancia méxima de esta enzima disminuy6 de una forma concentracion respuesta
al preincubar los microsomas con naftaleno, Nitrofurantoina y Nifurtimox, antes de
adicionar el ditionito de sodio y formar el complejo monooxigenasa citocromo P450-CO.
Los resultados se muestran en la figura 7 y estdn expresados como nmmoles de
monooxigenasa citocromo P450/mg de proteina microsémica versus la concentracion
de naftaleno (figura 7A), Nitrofurantoina (figura 7B) y Nifurtimox (figura 7C); los valores
fueron calculados a partir de las absorbancia experimentales y el coeficiente de
extincidbn molar descrito en Omura y Sato, 1964. La mayor disminucién fue provocada
por Nifurtimox y la menor por naftaleno; asi para obtener una disminucién desde 0,7 a
0,4 mmoles de citocromo P450/mg de proteina microsémica se necesitaron
concentraciones de naftaleno, Nitrofurantoina y Nifurtimox de ~1mM, ~15 uM y ~4 uM,

respectivamente.

Como se mencion6 en la introduccién, los sustratos de la monooxigenasa sé6lo se unen
a su forma oxidada; sin embargo, se pueden producir interacciones inespecificas de los
sustratos con componentes de la membrana microsémica, que podrian alterar la
absorbancia maxima de esta enzima. Es por ello que como una forma de evaluar
posibles interacciones, se repitié el experimento de la figura 7 en dos condiciones de
ensayo: condiciéon A; el xenobidtico fue incubado durante 5 min con la suspensién
microsémica antes de adicionar el ditionito de sodio; condicién B; la suspension
microsomica fue tratada previamente con ditionito de sodio, y luego incubada 5 min con
cada uno de los xenobidticos. A continuacion, se les burbujeé monéxido de carbono a
ambas mezclas y se les determinaron sus espectros de absorbancia de acuerdo a lo
descrito en Métodos. Una muestra de los espectros de la monooxigenasa citocromo
P450 obtenidos se muestran en la figura 8 y corresponden a las concentraciones de
naftaleno, Nitrofurantoina y Nifurtimox utilizadas 1 mM, 15 uM y 10 uM,
respectivamente (concentraciones seleccionadas del experimento mostrado en la
figura 7). La absorbancia maxima a 450 nm de la monooxigenasa citocromo P450 para

los 3 xenobidticos fue menor en la condicion A que en la condicion B. Como una forma
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de descartar la unién inespecifica de naftaleno, Nitrofurantoina y Nifurtimox a la
membrana microsémica se calcularon las diferencias entre las nmoles de enzima/mg
de proteina microsémica obtenidas en la condicién B y la condicién A. Los resultados
aparecen en la Tabla 1 y muestran que Nifurtimox fue el que mayoritariamente se unié
a la monooxigenasa citocromo P450, le sigue la Nitrofurantoina y luego, el naftaleno,
xenobidtico cuyo metabolismo oxidativo a través del sistema citocromo P450 es

reconocido (Tabla 1).
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Figura 6. Espectro control de la absorbancia de la monooxigenasa citocromo
P450 microsémica. [Proteina microsémica]: 1,0 mg/mL. La técnica utilizada para realizar la
determinacion del espectro de absorbancia de la monooxigenasa citocromo P450 esta
descrita en Métodos.
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Figura 7. Efecto de naftaleno (A), Nitrofurantoina (B) y Nifurtimox (C) sobre el
contenido microsémico de la monooxigenasa citocromo P450. [Proteina
microsémica]: 1,0 mg/mL. El contenido de citocromo P450 se determindé de acuerdo a lo
descrito en Métodos. Los valores corresponden a la diferencia entre los nmoles de citocromo
P450 obtenidos al adicionar los xenobiéticos a los microsomas antes de adicionar ditionito de
sodio y después de adicionar este reductor. Las flechas sobre las barras corresponden a las
concentraciones elegidas para realizar los experimentos posteriores. Los valores representan la
media de al menos 4 experimentos independientes + su desviacion estandar.
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Figura 8. Efecto de naftaleno (A) Nitrofurantoina (B) y Nifurtimox (C) sobre el
espectro de absorbancia de la monooxigenasa citocromo P450 microsémica.
[Proteina microsémical: 1,0 mg/mL. [Naftaleno]: 0,5 mM; [Nitrofurantoina]: 15 puM; [Nifurtimox]:
10 uM. Condicién A: los microsomas fueron preincubados 5 min con el xenobi6tico y luego se
adicion6 ditionito de sodio para determinar el espectro de absorbancia. Condicién B: los
microsomas, el xenobiético y el ditionito fueron incubados durante 5 min antes de realizar el
espectro de absorbancia. La determinacién del espectro de absorbancia se realiz6 de acuerdo a
lo descrito en Métodos. Los valores representan la media de al menos 4 experimentos
independientes + su desviacién estandar.
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Xenobidtico Condicion A | Condicién B Diferencia (B - A)

Control 0.714+£0.014 | 0.714£0.004 | -
Naftaleno
1mM 0,328 £ 0.076 | 0,645 £ 0.036 0,317
Nitrofurantoina
15 uM 0,277 £ 0.017 | 0,607 £ 0.025 0,330
Nifurtimox
10 uM 0,052 + 0.039 | 0,583 £ 0.025 0,531

Tabla 1. Efecto de naftaleno, Nitrofurantoina y Nifurtimox sobre el contenido
microsémico de la monooxigenasa citocromo P450. Los valores estan expresados
expresado en mmoles de citocromo P450/mg de proteina microsdmica. Condicion A:
microsomas incubados durante 5 min con los diferentes xenobi6ticos, antes de adicionar
ditionito de sodio. Condicion B: microsomas reducidos con ditionito de sodio y luego
incubados con los diferentes xenobiéticos durante 5 min. Las condiciones del ensayo y la
técnica utilizada estan descritas en Métodos. Cada valor representa el promedio de al menos
4 experimentos independientes + su desviacion estandar.

Contenido de tioles microsdmicos. Efecto de naftaleno, Nitrofurantoina y

Nifurtimox en condiciones de biotransformacidén a través del sistema citocromo
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P450. Dado que los 3 xenobibticos ensayados en condiciones de biotransformacion
indujeron efectos oxidativos sobre los lipidos de la membrana, ensayamos los posibles
efectos oxidativos que en estas condiciones podrian producirse sobre los tioles de las
proteinas microsdmicas. Como lo muestra la figura 9, efectivamente, naftaleno,
Nitrofurantoina y Nifurtimox en condiciones de biotransformacion a través del sistema
citocromo P450 disminuyeron el contenido de tioles microsémicos; el mayor efecto fue

inducido por Nifurtimox (88.1%) y el menor, por naftaleno (53.6%).

nmoles de tioles /
0,2 mg de proteina microsémica

Figura 9. Contenido total de tioles microsémicos. Efecto de naftaleno,
Nitrofurantoina y Nifurtimox en condiciones de biotransformacion por el sistema
citocromo P450. [Proteina microsémica]: 0,2 mg/mL; [naftaleno]: 0,5 mM; [Nitrofurantoina]:
10 pM; [Nifurtimox]: 10 uM. El contenido total de tioles se determiné de acuerdo a lo descrito en
Métodos. Los valores representan la media de al menos 4 experimentos independientes + su
desviacion estandar.

O-Desmetilaciéon de p-nitroanisol medida en presencia de naftaleno,

Nitrofurantoina y Nifurtimox. Como se menciond en la introduccién, los sustratos del
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sistema citocromo P450 pueden actuar como inhibidores de las reacciones catalizadas
por este sistema. La O-desmetilacion de p-nitroanisol es una reaccion que se utiliza
comunmente para medir la actividad enzimética oxidativa del sistema citocromo P450.
Como otra forma de evaluar la capacidad de Nitrofurantoina y Nifurtimox de
comportarse como sustratos del sistema oxidativo del citocromo P450, se determinoé la
O-desmetilacion de p-nitroanisol en presencia de naftaleno (0,5 mM), Nitrofurantoina
(10uM) y Nifurtimox (10uM). Estos resultados se muestran en la figura 10. Los 3
xenobidticos ensayados inhibieron la O-desmetilacién de p-nitroanisol; los porcentajes

fueron los siguientes: Nitrofurantoina 83,3%, Nifurtimox 74% y naftaleno 52,5%.

La induccién de estrés oxidativo por biotransformaciéon a través del citocromo P450
puede inactivar al sistema oxidativo del citocromo P450; esta inactivacion puede ser
provocada por la oxidacién de los grupos tidlicos de la monooxigenasa citocromo P450,
como también por la oxidacién de los lipidos de la membrana microsémica, los cuales
son fundamentales para el desarrollo de su actividad enzimatica. Asi, el efecto
inhibitorio sobre la O-desmetilacion de p-nitroanisol inducido por naftaleno,
Nitrofurantoina y Nifurtimox observado, podria ser provocado por la inactivacién parcial
del sistema citocromo P450 por el estrés oxidativo inducido por biotransformacién de
estos xenobidticos. Como una forma de diferenciar los efectos oxidativos de los
estrictamente debidos a la biotransformacion, se repitio la O-desmetilacion en
presencia de naftaleno, Nitrofurantoina y Nifurtimox, pero ahora en presencia ademas,
de GSH y DTT. Los resultados se muestran en la figura 11. GSH 2 mM y DTT 2 mM
disminuyeron parcialmente el efecto inhibitorio sobre la O-desmetilacion provocado por
naftaleno, Nitrofurantoina y Nifurtimox. Asi, al preincubar los microsomas con GSH la
actividad residual O-desmetilante de p-nitroanisol obtenida en presencia de naftaleno
aument6 desde 47,5 % a 81,6% (figura 11, condicion A) y con DTT, desde 47,5% a
88,5% (figurall, condicion B). Asimismo, en presencia de GSH la actividad residual O-
desmetilante de p-nitroanisol obtenida en presencia de Nitrofurantoina y Nifurtimox
aumento desde 16,7% a 64,6% y 26% a 48,1%, respectivamente (figuras 11 By 11C,
condicion A); de la misma forma, al preincubar los microsomas con DTT la actividad
residual O-desmetilante de Nitrofurantoina y Nifurtimox aument6 desde 16,7% a 89% y
desde 26% al 64,8%, respectivamente (figura 11 By 11C, condicion B).
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Figura 10. Efecto de naftaleno, Nitrofurantoina y Nifurtimox sobre la O-
desmetilacion de p-nitroanisol. [Proteina microsémical: 2 mg/mL; [naftaleno]: 0,5 mM;
[Nitrofurantoina] 10 puM; [Nifurtimox] 10 uM. Control; sistema en ausencia de los xenobioticos.
La O-desmetilacion se determiné de acuerdo a lo descrito en Métodos. Los valores representan
la media de al menos 4 experimentos independientes + su desviacion estandar.
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IV. DISCUSION

La Nitrofurantoina es un farmaco antimicrobiano utilizado principalmente en infecciones
urinarias y el Nifurtimox es un farmaco trypanocida utilizado en el tratamiento de la
enfermedad de Chagas. Son numerosos los antecedentes que existen en la literatura
acerca del metabolismo reductivo como también de los efectos adversos producidos
por la administracion de Nitrofurantoina y Nifurtimox (Rossi y colaboradores, 1988;
Nufiez-Vergara y colaboradores, 1997; Letelier y colaboradores, 2004). Ambos son
compuestos lipofilicos y por lo tanto, deben polarizarse a través de procesos oxidativos
para poder ser eliminados del organismo; sin embargo, no existen antecedentes acerca
del metabolismo oxidativo de estos compuestos, ni tampoco de la presencia en orina
de metabolitos de estos farmacos. El principal responsable del metabolismo oxidativo
de xenobidticos lipofilicos es el sistema oxidativo del citocromo P450, el cual se
localiza principalmente en el reticulo endoplasmico hepatico. Letelier y colaboradores
(2004) demostraron que microsomas hepaticos de rata en presencia de NADPH y
Nitrofurantoina como Nifurtimox (condiciones de biotransformacién oxidativa), eran
capaces de generar especies reactivas del oxigeno (ROS) e inducir lipoperoxidacion
microsdmica, disminucién de los tioles microsémicos y activacion oxidativa de la UDP-
glucuroniltransferasa. Los autores demostraron que las especies reactivas del oxigeno
eran provenientes de la nitrorreduccion tanto de Nitrofurantoina como Nifurtimox,
reaccion catalizada por la citocromo P450 reductasa, enzima que forma parte del
sistema oxidativo del citocromo P450. Al respecto cabe sefialar que hidrocaburos
aromaticos policiclicos, como naftaleno por ejemplo, no sélo son oxidados por el
sistema del citocromo P450, sino ademas, inducen estrés oxidativo a través de su
biotransformacién oxidativa (Bock, 1991; Zheng y colaboradores, 1997). Sin embargo,
la generacion de ROS que este proceso conlleva, induce oxidacion de lipidos y grupos
tiblicos de proteinas, entre ellas la monooxigenasa del citocromo P450, enzima tidlica
gue une los sustratos lipofilicos a oxidar por el sistema del citocromo P450. En este
punto cabe recordar que tanto los lipidos de la membrana microsémica como los
grupos tidlicos de esta enzima, son fundamentales para su actividad enzimatica

(Omura y Sato, 1964; Al'terman y colaboradores, 1981).
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Estos antecedentes nos llevaron a intentar probar la participacion del sistema del
citocromo P450 no soOlo en la nitrorreduccion sino también, en la oxidacion de
Nitrofurantoina y Nifurtimox. Las curvas de concentracion de Nitrofurantoina y
Nifurtimox versus la lipoperoxidacion microsdmica inducida en condiciones de
biotransformacién, disminuyeron la lipoperoxidacion, fenémeno bimodal dependiente
de la concentracion de estos farmacos, asi, a concentraciones uM de Nitrofurantoina y
Nifurtimox, la pendiente de disminucion fue 20 y 10 veces mayor que a
concentraciones mM, respectivamente (figuras 2C y 3C). Estos resultados muestran
que probablemente Nitrofurantoina como Nifurtimox estan siendo derivados a algln
otro proceso de biotransformacion microsémica, mas alla de la nitrorreduccion que
ellos sufren. Este proceso metabdlico podria ser su biotransformacion oxidativa por el
sistema del citocromo P450. Sin embargo, el cambio tan brusco de pendiente desde
las concentraciones uM a mM, podria indicar también que las especies oxidantes
generadas por nitrorreduccion (ROS) puedan estar siendo atrapadas por algun
mecanismo antioxidante microsémico. En este sentido cabe sefialar que en el
microsoma se encuentra presente una isoforma de la GSH-transferasa, enzima que
ademas de conjugar sustratos lipofilicos y altamente electrofilicos es capaz de reducir
lipoperdxidos (Mosialou y Morgenstern, 1989). Mas aln, esta enzima se activa frente a
H.O- (Aniya y Naito, 1993) Asi, probablemente, los lipoperdoxidos acumulados por la
oxidacién de los lipidos podrian estar siendo reducidos por la GSH-transferasa;, lo cual
impediria la formacion de malondialdehido que es el producto de la lipoperoxidacion
que medimos en nuestros experimentos (figuras 2C y 3C). Sin embargo, la
lipoperoxidacién microsémica aument6 al aumentar la concentracion de naftaleno en
forma también bimodal (figura 1C). Cabe recordar en este punto que la oxidacién de
este xenobibtico y la induccién de estrés oxidativo inducida por biotransformacion son
llevados a cabo por la via oxidativa del citocromo P450; es decir, en ambos procesos
es la monooxigenasa del citocromo P450 la que une al xenobi6tico y luego el complejo
ternario monooxigenasa-xenobiético-oxigeno se desestabiliza generando ROS. En
cambio, el estrés oxidativo inducido por la biotransformacién de Nitrofurantoina y
Nifurtimox es provocado por la nitrorreduccién de estos compuestos, reaccion que es
catalizada por la citocromo P450 reductasa, enzima que forma parte del sistema del

citocromo P450. Esto nos lleva a pensar que la localizacién subcelular tanto de esta
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reductasa como de la monooxigenasa citocromo P450 es muy cercana. Los postulados
presentados podrian explicar las respuestas opuestas observadas frente al efecto de
concentracion sobre la lipoperoxidacion microsémica inducida por biotransformacion de

naftaleno y, Nitrofurantoina y Nifurtimox.

Dado que Nitrofurantoina y Nifurtimox son altamente lipofilicos, en estas condiciones
su interaccion con la monooxigenasa es probable. Como se menciond en la
introduccion, esta enzima es una proteina heminica y en la primera etapa del
mecanismo de reaccién los sustratos lipofilicos del sistema oxidativo del citocromo
P450 se unen a esta monooxigenasa en su estado Fe*'; el complejo binario formado
posteriormente es reducido por la citocromo P450 reductasa. Nuestros resultados
mostraron que ambos farmacos se unen a la monooxigenasa citocromo P450 de una
forma concentracién-respuesta (figuras 7 y 8; Tabla 1), ensayo determinado evaluando
los cambios en la absorbancia maxima de la monooxigenasa citocromo P450 por
interaccion con los farmacos en estudio (Omura y Sato, 1964). Por otra parte, es un
hecho conocido que los sustratos del sistema oxidativo citocromo P450 pueden actuar
como inhibidores competitivos de la actividad catalitica de este sistema (Tinel y
colaboradores, 1987). Si dos compuestos son sustratos del sistema oxidativo del
citocromo P450, competiran por la uniébn a la monooxigenasa citocromo P450 para
formar el complejo binario y por tanto, la biotransformacién de ellos se inhibe. Por otra
parte, la conservacién de los lipidos como la de los grupos ti6licos microsémicos son
indispensables en la actividad del sistema del citocromo P450 (Al'terman vy
colaboradores, 1981). Sin embargo, la biotransformacion de naftaleno, Nitrofurantoina
y Nifurtimox indujo lipoperoxidacion microsémica y oxidacion de los tioles proteicos
microsémicos (figura 9), fenébmenos que pueden inhibir la actividad del sistema
oxidativo del citocromo P450. Al respecto, la O-desmetilacion de p-nitroanisol
reconocida reaccion catalizada por el sistema oxidativo del citocromo P450 fue inhibida
por naftaleno, Nitrofurantoina y Nifurtimox (figura 10), fendbmeno que fue prevenido
parcialmente por GSH y DTT (ambos reductores que no son sustratos del sistema
oxidativo del citocromo P450) (figura 11). Estos resultados indican que la inhibicion de

la O-desmetilacion de p-nitroanisol observada en presencia de naftaleno,
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Nitrofurantoina y Nifurtimox tendria dos componentes: el estrés oxidativo inducido por
biotransformacion y la inhibicibn competitiva por sustrato.

Por otra parte, la lipoperoxidacion microsémica fue inhibida por la presencia de GSH y
Buddleja globosa o matico, extracto hidroalcohdlico enriquecido en polifenoles,
compuestos de reconocida actividad antioxidante. Cabe sefialar que se aconseja que
la administracion de Nitrofurantoina no debiera superar los 10 dias de tratamiento para
evitar los efectos adversos asociados a el estrés oxidativo que este farmaco induce in
vivo (Dwyer y O’Reilly, 2002). Asimismo, los efectos adversos en los pacientes
chagasicos tratados con Nifurtimox se asocian a la induccién de estrés oxidativo
inducido por su nitrorreduccién. Generalmente los farmacos que inducen estrés
oxidativo por biotransformacién se consideran de alto riesgo por la capacidad de
inducir carcinogénesis y por lo mismo son eliminados del comercio. Sin embargo, la
falta de otras alternativas terapéuticas hace que el uso de algunos de ellos persista;
este es el caso de Nitrofurantoina y Nifurtimox. Por lo tanto, la evaluacion de terapias
antioxidantes asociadas al uso de este tipo de farmacos deberia ser evaluada, lo cual

ayudaria a disminuir el alto riesgo implicito en el uso de este tipo de farmacos.

Resumiendo podemos decir que Nitrofurantoina y Nifurtimox se metabolizarian no sélo
por nitrorreduccion sino también, por oxidacién a través del sistema oxidativo del
citocromo P450, fenébmenos que sucederian en forma competitiva y simultanea. Este
postulado requiere ser confirmado y para ello estamos realizando experimentos que
demuestren: a) la inhibicibn competitiva que Nitrofurantoina y Nifurtimox ejercerian
sobre diferentes reacciones catalizadas por el sistema citocromo P450; y b) la
presencia de los posibles metabolitos provenientes de la biotransformacion oxidativa

de estos farmacos.
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CONCLUSIONES

e Naftaleno aumentd la lipoperoxidaciéon microsémica vy, Nitrofurantoina y
Nifurtimox, la disminuyeron. De una forma concentracién-respuesta. Este
fenbmeno tuvo un comportamiento bimodal, es decir, la primera pendiente
positiva obtenida en presencia de naftaleno fue 2 veces mayor que la segunda;
asimismo, la pendiente negativa obtenida a concentraciones UM de ya sea
Nitrofurantoina o Nifurtimox fue 20 y 10 veces mayor que la obtenida a

concentraciones mM, respectivamente.

e El proceso oxidativo inducido por los 3 xenobiéticos fue inhibido por GSH y por
un extracto hidroalcohdlico de Buddleja globosa (matico) de una forma

concentracion-respuesta.

e Naftaleno, Nitrofurantoina y Nifurtimox se unieron a la monooxigenasa

citocromo P450 de una forma concentracion-respuesta.

e Naftaleno, Nitrofurantoina y Nifurtimox disminuyeron el contenido de tioles

microsémicos en condiciones de biotransformacion.
¢ Naftaleno, Nitrofurantoina y Nifurtimox inhibieron la O-desmetilaciéon de p-
nitroanisol, reaccion catalizada por el sistema oxidativo del citocromo P450,

fendmeno que fue prevenido parcialmente por GSHy DTT.

e Nitrofurantoina y Nifurtimox se nitrorreducen y ademas, se oxidarian a través

del sistema oxidativo del citocromo P450.
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