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RESUMEN 
 
 

La enfermedad de Chagas constituye uno de los principales problemas en salud 

pública en América Latina.  Las drogas disponibles en la actualidad para el 

tratamiento, Nifurtimox y Benznidazol no presentan una respuesta clínica 

satisfactoria. 

 

El mecanismo de acción de estas drogas es mediante la generación de 

radicales libres y/o metabolitos electrofílicos.  Al respecto,  el Glutatión (GSH) y 

su conjugado con espermidina, Tripanotión (T(SH)2), constituyen los principales 

mecanismos de defensa antioxidante del parásito.  

 

L-Butionina-(S,R)-Sulfoximina (BSO) inhibe la síntesis de GSH y (T(SH)2),  y 

potencia el efecto tripanocida del Nifurtimox y Benznidazol en modelos in vitro 

de la enfermedad de Chagas.  A dosis de 500 µM de BSO se observa una 

disminución de más de un 80% de tioles en todas las formas del parásito. 

 

En epimastigotes, BSO 500 µM disminuyó los ICKc50 (dosis inhibitoria 50 para 

la constante de crecimiento) de Nifurtimox o Benznidazol en un 60%, resultado 

similar se observó al evaluar la viabilidad de los epimastigotes midiendo la 

reducción de MTT ([3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium bromuro).  

 

Al tratar tripomastigotes de Trypanosoma cruzi con BSO 500 µM y Nifurtimox se 

observó una disminución del IC50 medido por la reducción de MTT de 7,68 µM a 
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3,01 µM y al asociar Benznidazol con BSO 500 µM el IC50 disminuyó de 33,07 a 

3,84 µM. 

 

En células Vero infectadas con amastigotes, BSO 25 µM fue capaz de potenciar 

el efecto de Nifurtimox y Benznidazol.  Nifurtimox a concentración de 0,5 µM, el 

índice endocítico  (porcentaje de células infectadas multiplicado por el promedio 

de amastigotes intracelulares) disminuyó de 2.500 a 980 cuando se agregó 

BSO 25 µM.  Un resultado similar se observó cuando se asoció Benznidazol 

con BSO 25 µM.   

 

En ratones infectados con Trypanosoma cruzi, el tratamiento sólo con BSO, no 

aumentó la sobrevida de los animales; no obstante a ello, se observa una 

disminución significativa de la parasitemia a la dosis de BSO 1000 

µmoles/Kg/día.  Al asociar esta dosis de BSO con Nifurtimox o Benznidazol, no 

se observa un aumento en la sobrevida o una disminución significativa en las 

parasitemias.   

 

Los resultados in vitro, indican que la potenciación de Nifurtimox o Benznidazol 

por BSO podría disminuir las dosis clínicas de ambas drogas y disminuir los 

efectos secundarios o la duración de la terapia, no obstante los resultados in 

vivo no se orientan en el mismo sentido. 
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SUMARY 

 

Chagas’ disease is a major parasitic cause of death and hardship, especially in 

the poor regions of the developing world.  The current drugs: Nifurtimox and 

Benznidazole, are unsatisfactory for treatment.  

 

These drugs act through the formation of free radicals and/or electrophilic 

metabolites, and Glutathione and its spermidine conjugated, Trypanothione are 

the main antioxidant defense mechanisms of the parasite. 

 

The Glutathione synthesis inhibition with L-Buthionine (S,R)-sulfoximine (BSO) 

increased Nifurtimox and Benznidazole toxicity against epimastigote, 

trypomastigote, and amastigote forms of Trypanosoma cruzi.  500 µM BSO 

decreased total glutathione-derived thiols by 70 to 80% in 48 h.   

 

In epimastigotes, 500 µM BSO decreased the concentration of Nifurtimox o 

Benznidazole needed to reduce the parasites’s growth constant (ICKc50) by 

60%.  The survival of epimastigotes treated with Nifurtimox or Benznidazole, as 

measured by MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium 

bromide) reduction, was significantly decreased by 500 µM BSO.   
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Trypomastigotes treated with 500 µM BSO decreased the IC50 of Nifurtimox 

measured by MTT reduction, from 7.68 µM to 3.01 µM and that of Benznidazole 

from 33.07 to 3.84 µM. 

 

In Vero cells infected with amastigotes, 25 µM BSO was able to potentiate the 

effect of Nifurtimox and Benznidazole.  At 0.5 µM Nifurtimox, the endocytic index 

(percentage of infected Vero cells multiplied by the average number of 

intracellular amastigotes) decreased from 2,500 to 980 when 25 µM BSO was 

added.  A similar result was observed with the Benznidazole-BSO combination. 

 

In BALB/c mice infected with Trypanosome cruzi, the treatment with only BSO 

did not increase animals survival; however a significant decrease of 

parasitemias was observed, with a BSO dose of 1000 µmol/Kg/day.  This dose 

associated with Nifurtimox or Benznidazole, do not show an increase in the 

survival rate or a decrease in the parasitemia. 

 

In vitro results indicate that potentiation of Nifurtimox or Benznidazole by BSO 

could decrease the clinical dose of both drugs and decrease to the side effects 

or therapy length.  However the in vivo results do not lead to the same 

conclusion. 
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INTRODUCCIÓN 

 

La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana es la condición clínica 

derivada de la infección por el protozoo Trypanosoma cruzi, un parásito 

perteneciente a la clase kinetoplastidia. 

 

Esta enfermedad compromete órganos del sistema linforreticular, sistema 

nervioso central, miocardio y órganos huecos.  Puede presentar tres fases 

clínicas generales; fase aguda, de latencia y crónica (Atías, 1998).  

 

La fase aguda de esta enfermedad comienza, independiente de la forma de 

contagio, inmediatamente después de la infección.  Este estado puede durar 

semanas o meses y es típicamente asintomático o asociado a fiebre u otras 

manifestaciones no específicas, sin embargo puede presentarse miocarditis 

aguda o meningoencefalitis, particularmente en niños y en pacientes 

inmunocomprometidos.  La mortalidad en pacientes que presentan estos 

síntomas es cerca del 10% (Castro y cols., 2006). 

 

Después de años o décadas de infección subclínica (fase de latencia), entre un 

10 y un 50% de los pacientes que sobreviven a la fase aguda, desarrollan la 

denominada fase crónica de la enfermedad de Chagas que se caracteriza por 
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presentar cardiomiopatía, situación potencialmente letal,  y/o megasíndromes 

(megaesófago y megacolon) (Castro y cols., 2006). 

 

Respecto de lo anterior, es importante tomar en cuenta el tiempo que ha 

transcurrido desde que la infección fue adquirida, en este sentido, se considera 

una fase crónica temprana si la infección ocurrió durante los últimos diez años o 

en victimas menores de 12 años y se considera una fase crónica tardía si el 

paciente presenta mas de diez años de infección.  Se ha descrito una mejor 

respuesta al tratamiento si este se realiza en la fase aguda o en la crónica 

temprana (Rodríguez-Coura y Castro, 2002). 

 

Clínicamente, las drogas disponibles en la actualidad para el tratamiento no 

presentan una respuesta satisfactoria (Teixeira y cols., 2006).  

 

Antecedentes Históricos de la Enfermedad de Chagas  
 

En 1909, Carlos Chagas describió el agente etiológico de la enfermedad, un 

protozoo hemoflagelado al que denominó Trypanosoma cruzi, en honor a su 

maestro, el médico sanitarista Osvaldo Cruz.  Además identificó algunos de los 

vectores y hospederos reservorios, junto con deducir correctamente la mayor 

parte del ciclo de transmisión de este parásito (Chagas, 1909).  Así, el 

descubrimiento de esta parasitosis data desde comienzos del siglo pasado.   
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Por otra parte, existen antecedentes de que esta enfermedad esta presente 

desde hace mas de 9.000 años en el continente americano, pues se ha 

demostrado mediante PCR de fragmentos de DNA del kinetoplasto, la 

presencia de Trypanosoma cruzi en momias disecadas naturalmente 

encontradas en la costa y valle de la zona norte de Chile y sur del Perú 

(Aufderheide y cols. 2004). 

  

Ciclo biológico del Trypanosoma cruzi 

 

El complejo ciclo de vida del parásito se ilustra en la figura 1. Se puede 

observar que éste involucra necesariamente a un hospedero mamífero y a un 

insecto vector (triatominos hematófagos).  La transmisión a mamíferos, incluido 

el hombre ocurre cuando las heces del triatomino que contienen la forma 

infectiva del parásito, tienen contacto con la picadura, mucosa o conjuntiva del 

mamífero.  Luego de una multiplicación intracelular local del parásito, nuevas 

formas infectantes son liberadas desde la célula hospedera, la cual muere.  

Ahora estos parásitos son capaces de infectar otras células del organismo en 

lugares distantes de la primera infección.  El ciclo se completa cuando un 

triatomino hematófago se alimenta de sangre que contiene formas infectantes 

del parásito.  Evidentemente transfusiones sanguíneas desde pacientes 

infectados, implica la transmisión del parásito.  Por otra parte, y en forma 

ocasional, los parásitos pueden ser transmitidos de la madre al feto resultando 

en un aborto espontáneo o en enfermedad de Chagas congénita, que en 
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algunas áreas puede presentarse del 2 al 5 % en infantes nacidos de madres 

infectadas.  La transmisión oral de la infección por Trypanosoma cruzi no es 

común pero es posible, hecho que se ha demostrado con animales de 

laboratorio y por algunos casos documentados (Teixeira y cols., 2006).  

Finalmente este parásito se puede transmitir accidentalmente en laboratorios de 

investigación, pero su incidencia es prácticamente nula (Kirchhoff, 1993). 

 

Lo anterior implica cambios morfológicos y fisiológicos en el parásito para poder 

adaptarse a las diferentes condiciones de los hospederos, ya sea en la célula, 

en la sangre del mamífero o el intestino del triatoma (Molyneux y Ashford, 

1983).  El ciclo biológico del parásito incluye tres estados morfológicos que se 

caracterizan por las posiciones relativas del flagelo, kinetoplasto y núcleo (Atías, 

1998): 

 

1. Tripomastigote: Mide 20 micrones, fusiforme, la posición del 

kinetoplasto es subterminal.  Constituyen la forma infectante y se 

encuentran en la sangre de los mamíferos y en el intestino posterior de 

los triatominos.  Carece de la capacidad de multiplicarse.  En mamíferos, 

es el diseminador de la infección por vía sanguínea (Atías, 1998). 

 

2. Epimastigote: Mide 20 micrones de largo, la posición del kinetoplasto es 

anterior al núcleo y es fusiforme.  Representa la forma multiplicativa del 

parásito en el intestino del triatomino (Morello y cols., 1987; Atías, 1998). 



5 
 

3. Amastigote: Mide aproximadamente 2 micrones de diámetro, 

redondeados y de flagelo no emergente.  Se multiplica por fisión binaria 

al interior de células nucleadas del hospedero mamífero, produciendo la 

ruptura de estas, liberando tripomastigotes a la sangre, los cuales 

infectarán nuevamente a otras células (Atías, 1998).  

 

Figura 1 Ciclo biológico del Trypanosoma cruzi 

1.- El insecto vector portador de T. cruzi, luego de alimentarse de la sangre del mamífero, 
deyecta liberando tripomastigotes metacíclicos, los cuales atraviesan la dermis por el sitio 
de la picadura o por las mucosas. 2.- En el mamífero los tripomastigotes invaden las 
células nucleadas (primeramente macrófagos), para luego diferenciarse en amastigotes. 3.- 
Los amastigotes se multiplican por fisión binaria en el interior de células nucleadas hasta 
repletarla y salir de ella bajo la forma tripomastigota. 4.- Los tripomastigotes salen a la 
circulación sanguínea e infectan otros tejidos. 5.- El ciclo termina cuando un nuevo vector 
se alimenta de sangre que contiene tripomastigotes. A.- En el intestino del triatomino el 
tripomastigote se diferencia a epimastigote. B.- El epimastigote se multiplica por fisión 
binaria en el intestino medio del insecto vector. C.- En el intestino posterior del triatomino 
los epimastigotes se diferencian a tripomastigotes metacíclicos, los cuales son eliminados 
con las deyecciones del vector, al alimentarse con la sangre de un nuevo hospedero 
mamífero. 
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Epidemiología: 

 

En términos de salud pública e impacto económico, se puede decir que la 

enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis Americana, dada su alta morbilidad y 

mortalidad, es la infección parasitaria más importante en América Latina (Miles, 

2003).  En nuestro continente, esta patología es endémica y es después de la 

malaria la enfermedad ligada a vectores de mayor impacto (Atías, 1998., WHO, 

2002., Rodríguez-Coura y Castro, 2002). 

 

Se considera que existen al menos 100 millones de personas expuestas al 

riesgo de la infección lo que representa el 25% de la población latinoamericana 

(WHO, 2002), estimándose un total de 24,7 millones de casos, cifras a las que 

Chile contribuye con aproximadamente 350.000 casos presumiblemente 

infectados  (Atías, 1998).  Por otro lado, según lo reportado por la Organización 

Mundial de Salud, las tasas de mortalidad varían entre 8 y 12 % dependiendo 

del país estudiado, la edad, el estado fisiológico de los pacientes y la modalidad 

del tratamiento recibido (WHO, 2002). 

 

El riesgo de contraer la enfermedad se relaciona en forma directa con la 

pobreza.  Los insectos triatominos hematófagos encuentran un hábitat favorable 

en hendiduras de las paredes y tejados de casas precariamente construidas en 

áreas rurales y barrios urbanos periféricos.  Los movimientos migratorios hacia 

las zonas urbanas que ocurrieron en América Latina entre 1970 y 1980 
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cambiaron el modelo epidemiológico tradicional de la enfermedad de Chagas y 

la transformaron en una infección urbana que puede transmitirse por transfusión 

sanguínea.  La sangre contaminada en algunos bancos de sangre urbanos 

oscila entre un 3,0 y un 53,0 % mostrando así que la cantidad de sangre 

infectada con Trypanosoma cruzi es mas alta que la infectada con VIH y 

Hepatitis B o C (WHO, 2002). 

 

Características de la Enfermedad de Chagas 

 

El Trypanosoma cruzi es transmitido por insectos del orden de los hemípteros, 

conocidos también como insectos besadores, dada su tendencia a picar en los 

labios y en la cara.  En nuestro país el principal insecto vector es el Triatoma 

infestans, conocido comúnmente como Vinchuca (Cox, 2002). 

 

Los principales vectores involucrados en la infección por T. cruzi son Triatoma 

infestans (Chile, Argentina, Bolivia, Brasil, Paraguay, Perú y Uruguay), 

Rhodnius prolixus, Triatoma dimidiata, Rhodnius pallescens (Colombia, 

Venezuela y Centro América), Panstrongylus megitus, Triatoma brasililians 

(Brasil).  En Chile se reconocen dos especies de vectores de importancia 

epidemiológica en la transmisión de la enfermedad, Triatoma infestans 

involucrado en el ciclo domiciliario y Mepraia spinolai (Triatoma spinolai) 

involucrado en el ciclo silvestre (Canals y cols., 1999).  También se describe 
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una nueva especie silvestre, Mepraia gajardoi (Frías y cols., 1998), pero aún no 

se conoce su importancia epidemiológica.  

 

En Chile, la zona endémica comprende desde la primera a la sexta región, 

restringiéndose a zonas rurales, (Atias, 1998), siendo el principal vector el 

Triatoma infestans, cuyo hábitat se asocia a construcciones rurales, 

particularmente aquellas con paredes de barro y paja.  No obstante, 

recientemente se han detectado ejemplares adultos del triatomino en viviendas 

rurales en la región metropolitana, con ausencia absoluta de estados ninfales, lo 

que sugiere focos extradomiciliarios de desarrollo de este vector (Bacigalupo y 

cols., 2006). 

 

En el hombre, la infección se inicia en las capas dérmicas o mucosa conjuntiva 

por tripomastigotes metacíclicos (presentes en las heces del triatomino), 

capaces de infectar y de multiplicarse prácticamente dentro de cualquier célula 

nucleada.  La infección intracelular tiene una duración de entre 3 a 5 días luego 

de los cuales los tripomastigotes infectivos son liberados dentro del torrente 

sanguíneo del hospedero, diseminando la infección.  Por lo tanto, la capacidad 

de infectar y replicarse dentro de una gran variedad de células nucleadas es un 

característica esencial del ciclo biológico del T. cruzi en el mamífero (Burleigh, 

2002). 
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En el estado post-agudo de la infección, los parásitos pueden ser indetectables 

en la mayoría de los tejidos y la parasitemia es bajísima, no obstante se puede 

detectar un nivel de persistencia, principalmente en el miocardio y en la 

musculatura lisa, lo que contribuye con el estado patológico asociado al estadio 

crónico de la enfermedad (Burleigh, 2002). 

 

Tratamiento de la enfermedad de Chagas 

 

Las drogas actualmente utilizadas para el tratamiento de la enfermedad de 

Chagas son el Nifurtimox (4-[(5-nitrofurfurilideno)amino]-3-metiltiomorfolino-1,1-

dióxido), derivado del nitrofurano y el Benznidazol (N-benzil-2-nitroimidazol-1-

acetamida) derivado nitroimidazólico (Figura 2).  El Nifurtimox ha sido el 

derivado 5-nitrofurfurilideno mas activo experimentalmente ensayado (Bock y 

cols., 1969); el Benznidazol demostró una alta actividad tripanonocida tanto en 

ensayos in vitro, como en ensayos in vivo (Pollak, 1978).  La dosis de 

Nifurtimox recomendada en la fase aguda de la enfermedad es de 8-10 

mg/kg/día por 120 días en adultos y de 15 mg/kg/día en niños (Van Voorhis y 

cols., 1990);  para el Benznidazol, 5 mg/kg/día por 60 - 90 días (Dictar y cols., 

1998, Viotti y cols., 1994).  La duración promedio de la terapia es 60 días, pero 

en casos de reactivación de la enfermedad crónica, como en pacientes 

inmunosuprimidos, la duración puede prolongarse hasta 5 meses o más.  Sólo 

en infecciones accidentales, sea a través del vector, por transfusión de sangre 
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o por contaminación en el laboratorio, la duración del tratamiento es de 10-15 

días.  

 

El uso de estas drogas para el tratamiento durante la fase aguda de la 

enfermedad es ampliamente aceptado. El paciente es tratado 

independientemente de la forma de infección y cerca del 60% de ellos puede 

ser curado durante esta fase (Urbina, 2003).  Sin embargo su efectividad 

durante la fase crónica de la enfermedad permanece controversial (Castro y 

cols., 2006).  

 

La razón para esta controversia se basa en diferencias entre el momento que 

se inicia el tratamiento farmacológico respecto del tiempo de infección del 

paciente.  Así, pacientes tratados durante la fase crónica temprana tienen un 

mejor pronóstico de pacientes tratados en la fase crónica tardía de la 

enfermedad (Urbina, 2003; Castro y cols., 2006). 

 

La efectividad de ambos nitroderivados es mejor sobre la forma infectante 

extracelular de Trypanosoma cruzi que sobre la forma intracelular multiplicativa 

característica de la fase crónica de la patología. (Urbina 2003., Castro y cols., 

2006). 

 

El Nifurtimox y el Benznidazol tienen acción tripanocida contra todas las formas 

del parásito (Stopani, 1999).  Sin embargo, pueden presentar una toxicidad 
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sistémica y efectos colaterales que van de leves a graves.  Así, el Nifurtimox 

puede producir anorexia, náuseas, vómitos, depresión o excitación nerviosa, 

convulsiones, vértigo, cefalea, parestesias, neuropatías periféricas y dermatitis. 

Por su parte, el Benznidazol puede inducir náuseas, vómitos, amnesia, cefalea, 

polineuropatía, prurito y fiebre (Castro y cols., 2006).  Se ha demostrado 

además, que estas dos drogas producen mutagénesis y daño al DNA, por lo 

que hay dudas acerca del beneficio de su uso (Zahoor y cols., 1987; Gorla y 

cols., 1989).  Sin embargo, en grandes series de pacientes tratados con estos 

fármacos, no se ha encontrado mayores problemas relacionados con este 

punto, por lo que el riesgo es más teórico que observado (Apt, 1999).  Por otro 

lado, se ha reportado que el efecto terapéutico de estos dos fármacos varía en 

pacientes provenientes de distintas áreas geográficas.  Esta situación estaría 

dada probablemente a infecciones con distintas cepas de Tripanosoma cruzi 

que presentan respuesta diferencial a estos fármacos (Castro y cols., 2006).   

 

Figura 2 Fármacos antichagásicos Nifurtimox y Benznidazol 
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Mecanismo de acción del Nifurtimox y del Benznidazol 

 

El mecanismo de acción de las drogas Nifurtimox y Benznidazol es a través de 

la formación de radicales libres y/o metabolitos electrofílicos.  

Figura 3 Reducción de Nitrocompuestos, reciclaje redox 
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Como se observa en la figura 3, el grupo nitro de ambas drogas, por acción de 

nitroreductasas, requiere de seis electrones para reducirse a grupo amino, lo 

cual genera varios radicales libres y metabolitos electrófilos (Moreno y cols., 

1982).  El proceso mediante el cual se forman los radicales libres se inicia por 

una reacción catalizada por flavoproteínas, incluyendo la NADPH-citocromo P-

450 reductasa, que actúa directamente sobre el grupo nitro de las moléculas R-

NO2, produciendo un radical intermediario anión nitro (R-NO2
.-) (Moreno y cols., 

1982).  Este radical intermediario entra en reciclaje redox con el oxígeno 

molecular produciendo una reducción parcial del oxígeno y regenerando la 

droga (Mason y Holtzman, 1975).  El anión superóxido (O2
.-) es dismutado a 

H2O2 por la enzima superóxido dismutasa (SOD) (Temperton y cols., 1998).  El 

anión superóxido (O2
.-) y el peróxido de hidrógeno (H2O2), en presencia de Fe3+ 

forman el radical libre hidroxilo (OH.) (Reacción de Haber-Weiss Fenton).  

Estos radicales libres, fundamentalmente el OH., alteran la estructura de 

macromoléculas biológicas: lípidos, proteínas y DNA y por lo tanto, podrían 

producir mutagénesis y carcinogénesis.  Del mismo modo se ha descrito el 

daño oxidativo de estos radicales en presencia de cobre sobre membranas 

celulares y sobre ciertas proteínas relacionadas con la detoxificación de 

especies reactivas ( Letelier y cols., 2005., Letelier y cols., 2006). 

 

Cuando se añade Nifurtimox a cultivos de Trypanosoma cruzi, aparece un 

espectro EPR característico correspondiente al radical anión nitro (Docampo y 

Stopanni, 1979; Docampo y cols., 1981; Docampo y Moreno, 1984).  Es más, la 
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concentración de Nifurtimox (10-20 µM) a la cual se inhiben los cultivos de 

epimastigotes es similar a la requerida para la máxima producción de anión 

superóxido e iniciar la salida de peróxido de hidrógeno desde la célula 

(Docampo y Stoppani, 1979; Moreno y cols., 1982. Docampo y Moreno, 1984).  

Estos y otros experimentos (Docampo y Stoppani, 1980; Dubin y Cols. 1983) 

sugieren que la generación de radicales libres del oxígeno derivados de 

reducción intracelular del Nifurtimox es el mecanismo de acción de esta droga 

contra el Trypanosoma cruzi. 

 

Cuando se añade Benznidazol a homogenizados de Trypanosoma cruzi 

conteniendo NADPH, se genera una débil señal EPR, correspondiente al 

radical anión nitro (Docampo y Moreno, 1984).  El Benznidazol inhibe el 

crecimiento de epimastigotes de Trypanosoma cruzi a concentraciones que no 

inducen la generación de O2
.- y H2O2.  Estos resultados indican que el efecto 

tripanocida no depende de radicales del oxígeno como ocurre con el Nifurtimox 

(Moreno y cols., 1982).  Parece probable que los metabolitos reducidos del 

Benznidazol, mediante unión covalente con macromoléculas están 

involucrados en sus efectos tóxicos y tripanocidas (Docampo y Stoppani, 1979; 

Masana y cols., 1984; Diaz de Toranzo y cols., 1988; Aldunate y Morello, 1993; 

Maya y cols., 1997).  Esta hipótesis es apoyada por la observación de que la 

generación de radicales nitro provenientes del Benznidazol tiene un efecto 

importante sobre el proceso infectivo de los tripanosomas, mejorando la 

fagocitosis y aumentando la muerte del parásito (Murta y cols., 1999, Castro y 
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cols., 2006).  Por otro lado, se ha reportado que el Benznidazol inhibe la 

NADH-fumarato reductasa de Trypanosoma cruzi produciendo alteraciones en 

la cadena respiratoria en el parásito (Turrens y cols, 1996) y además, gatillaría 

la expansión de células T CD8+ promoviendo resistencia a una eventual 

reinfección dada las propiedades antiparásitarias de estas células (Olivieri y 

cols., 2002), constituyéndose potencialmente en una importante herramienta 

terapéutica en las zonas endémicas mas pobres de Latino América. 

 

Existen investigaciones experimentales que demuestran diferencias en la 

respuesta a Nifurtimox y a Benznidazol, por parte de diferentes cepas de T. 

cruzi al (Urbina y Docampo 2003, Castro y cols., 2006).  La explicación a este 

fenómeno es desconocida, aunque se ha propuesto un incremento en la 

concentración de las enzimas de destoxicación o a través de modificaciones en 

el contenido de tioles intracelulares (Morello y cols., 1994; Maya y cols., 1997). 

 

Metabolismo de tioles y defensa contra radicales libres 

 

Las células de mamíferos poseen mecanismos de defensa anti-radicalarios 

enzimáticos y no-enzimáticos (Gutteridge y Halliwell, 2000; Halliwell, 1999).  

Entre los enzimáticos se encuentran la superóxido dismutasa, la catalasa, la 

Glutatión peroxidasa y la Glutatión-S-transferasa y entre los no-enzimáticos, los 

compuestos reductores GSH, α-tocoferol, ácido ascórbico y β-caroteno.  Sin 

embargo, los mecanismos de defensa del parásito frente al estrés oxidativo son 
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deficientes (Krauth-Siegel y Coombs, 1999).  No se ha detectado actividad de 

las enzimas catalasa y Glutatión peroxidasa selenio dependiente (Mehlotra, 

1996) y la actividad de la superóxido dismutasa se encuentra muy reducida 

(Ismail y cols., 1997; Temperton y cols., 1998); no obstante esta enzima ha 

demostrado ser inducible en condiciones de estrés oxidativo confiriendo 

protección al parásito contra radicales libres y agentes electrofílicos como el 

Benznidazol (Nogueira y cols., 2006; Piacenza y cols., 2007).  Por otra parte, 

no se ha detectado la existencia de β-caroteno y α-tocoferol, reductores 

presentes en células de mamíferos.  Cabe señalar además, que se ha descrito 

la presencia de actividad de las enzimas ascorbato reductasa y 

deshidroascorbato reductasa en epimastigotes y tripomastigotes, lo cual 

sugiere la presencia de un ciclo redox del ácido ascórbico, semejante al de las 

células de mamífero. (Clark y cols., 1994).  Por otra parte se ha demostrado 

que el tripomastigote presenta en el glicosoma la capacidad de sintetizar 

ascorbato así como la de incorporarlo activamente (Wilkinson y cols., 2005). 

 

Dado que los mecanismos antioxidantes (enzimáticos y no enzimáticos) del 

Trypanosoma cruzi son deficientes respecto a las células de mamífero, sus 

principales mecanismos de defensa contra radicales libres serían el Glutatión 

reducido y un conjugado de Glutatión y espermidina denominado Tripanotión.  

Este compuesto es característico de todos los tripanosomátidos y es 

indispensable para la reducción del Glutatión (Krauth-Siegel y Coombs, 1999). 
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El Glutatión (γL-glutamil-L-cisteinil-glicina) (Figura 4) es el tiol de bajo peso 

molecular más abundante en las células de mamíferos.  Se le ha encontrado en 

casi todos los seres vivos (Sies, 1999) en concentraciones que fluctúan entre 

0,5 y 10 mM, dependiendo de la especie, órgano u organelo estudiados. 

 

El Glutatión tiene como función, entre otras, la protección de los efectos tóxicos 

producidos por ciertos compuestos altamente electrofílicos como son ciertos 

xenobióticos, metabolitos de xenobióticos y contra los radicales libres (Sies, 

1999). 

 

Este tripéptido (ver figura 4) juega un rol fundamental en la destoxicación de 

metales pesados, herbicidas e insecticidas (Keppler, 1999; Fu, 1999; Eaton, 

2000; Pourahmad y O'Brien, 2000).  Así, a) actúa como cofactor en reacciones 

catalizadas por las Glutatión-S-transferasas, enzimas que conjugan GSH con 

una variedad de xenobióticos de carácter lipofílico-electrofílico; (Griffith y 

Mulcahy, 1999) b) juega un papel importante en la protección del DNA (Mazur, 

2000) y de la membrana lipídica del daño producido por radicales libres (Hayes 

y Mclellan, 1999); c) actúa efectivamente como atrapador de radicales libres y 

participa como un cofactor del ciclo Glutatión peroxidasa/Glutatión reductasa d) 

actuaría en forma no enzimática frente al peróxido de hidrógeno, radicales 

libres (Sies, 1999) y en la reacción con metales pesados y agentes 

electrofílicos  (Estrela y cols., 2006). Participando como agente reductor en 
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presencia de estos agentes oxidantes, producto de estas reacciones se genera 

glutatión oxidado. (Figura 4). 

 

Figura 4 Glutatión 
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La Glutatión reductasa, enzima encargada de reducir el Glutatión oxidado en 

mamíferos tiene una actividad prácticamente irreversible con el Glutatión 

oxidado, manteniendo la razón GSH/GSSG muy alta (Estrela y cols., 2006).  

Hay estudios que sugieren que esta enzima puede catalizar la reducción de 

disulfuros mixtos entre el Glutatión y otros compuestos, como por ejemplo, 

Glutatión y γ-glutamil cisteína o entre Glutatión y coenzima A (Luo y cols. 2006).  

A diferencia de lo que ocurre en mamíferos, en Trypanosoma cruzi la reducción 

de GSSG se efectúa por intermedio del Tripanotión; no se ha encontrado la 

enzima Glutatión reductasa (Fairlamb y Cerami, 1985). 
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El Glutatión es sintetizado mediante la acción sucesiva de las enzimas γ-

glutamil cisteinil sintetasa y la Glutatión sintetasa, cuyas actividades dependen 

de ATP (ver figura 5).  El Glutatión reducido inhibe por retroalimentación de 

manera no alostérica a la γ-glutamil-cisteinil sintetasa.  La degradación del 

Glutatión es catalizada por las enzimas γ-glutamil transpeptidasa, γ-glutamil 

ciclotransferasa y 5-oxo-prolinasa.  Todas estas enzimas conforman el 

denominado ciclo del γ-glutamilo (Estrela  y cols., 2006) (Figura 6).  

 

Figura 5 Síntesis de Glutatión y Tripanotión en Trypanosoma cruzi y su 
inhibición por Butionina Sulfoximina. 
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Figura 6 Ciclo del gama-glutamilo 

 

aa, aminoácidos; Cys-Gly, Cisteinil-glicina; γ−GCT. Gama-glutamil ciclotransferasa; OP: 
Oxoprolinasa; γ−GCT: gama-glutamil cistein sintetasa; GSHS; Glutatión sintetasa. GGT 
Gama glutamiltranspeptidasa 
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La γ-glutamil-cisteinil sintetasa inicia la síntesis del Glutatión y puede ser 

inhibida por un conjunto de análogos químicos, siendo uno de ellos la D-L-

Butionina [S,R] Sulfoximina (BSO) (Figura 5) (Anderson, 1998).  La inhibición 

de la γ-glutamil-cisteinil sintetasa, se debe a que el BSO o su derivado 

fosforilado por ATP se une fuertemente, pero no en forma covalente, al sitio 

activo de la enzima. (Griffith y Mulcahy, 1999; Estrela y cols. 2006). 

 

Debido a que el carbono alfa y el azufre de la BSO son centros quirales, la DL-

SR-BSO es una mezcla de cuatro isómeros,  al respecto, Tate y Meister, (1974) 

indicaron, que el isómero L-S-BSO es el más potente inhibidor de la enzima.  

La L-S-BSO, en un principio se une al sitio de unión del glutamato y cisteína 

simulando al estado de transición previo a la unión de estos aminoácidos, 

donde la L-S-BSO simula al intermediario tetraédrico formado cuando la 

cisteína reacciona con el gamma-glutamil fosfato en la reacción normal.  La 

fuerza de esta unión primaria es difícil de determinar ya que la BSO es 

rápidamente fosforilada formando una unión muy firme con la enzima (Griffith y 

Mulcahy, 1999).  Por otra parte, la L-R-BSO presenta una estructura tetraédrica 

similar pero que no es fosforilada inhibiendo en forma reversible y competitiva 

(con L-glutamato) a la enzima, presentando un valor de Ki de 0,15 mM, este 

valor es significativamente menor que la Km observada para L-glutamato (1,5 

mM) sugiriendo que una configuración tetraédrica S provee una mayor afinidad 

para la unión, y soporta la caracterización de L-S-BSO como un inhibidor ya 
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que simula el estado de transición de una forma relativamente irreversible 

(Griffith y Mulcahy, 1999). 

 

La administración de L-S,R-Butionina Sulfoximina a animales a dosis de 2 

mmol/Kg bloquea la síntesis de GSH prácticamente en todos los tejidos (Griffith 

y Meister 1979), cuando esta disminución en la concentración de GSH se 

estudió en tejido neoplásico, se observó que la velocidad de recuperación de 

los niveles de GSH eran inferiores en los tumores que en el tejido normal, esto 

evidenció la posible utilidad de este inhibidor como agente sensibilizante de 

tumores a la radiación y a los agentes quimioterapéuticos (Bailey y cols. 1994).  

Al respecto se relacionó la eliminación de tumores con la disminución de los 

niveles de GSH mediado por BSO al ser tratados con distintos agentes 

alquilantes y cisplatino mostrando un mínimo aumento de las reacciones 

adversas clásicas mediadas por estos agentes quimioterapéuticos (Bailey y 

cols., 1994). 

 

Estudios conducidos por Bailey y cols., utilizaron L-S,R-Butionina Sulfoximina  

a dosis de 1,5 a 13,1 g/m2 administrada cada 12 horas, por un máximo de 5 

días, la toxicidad presentada a este tratamiento, se limitó sólo a náuseas y 

vómitos (Bailey y cols, 1994). 

 

La relación entre contenido de GSH, Quimioterapia y respuesta a radiación ha 

sido examinada en muchas líneas tumorales previo tratamiento con BSO.  
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Células cancerosas con bajos niveles de GSH demostraron ser mucho mas 

sensibles a radiación gama comparadas con el control.  Sin embargo, BSO 

induce una disminución de los niveles de GSH in vivo que no selectiva a la 

célula tumoral, lo cual se puede traducir en deleciones del DNA del tejido sano, 

que podría jugar un rol importante en carcinogenicidad en estos tejidos.  

Aparentemente sólo si la disminución de los niveles de GSH es selectiva a 

células cancerosas, se podría disponer de una terapia efectiva. Hasta la fecha 

no se dispone de una tecnología capaz de disminuir los niveles de GSH en una 

célula tumoral, sin afectar el tejido normal (Estrela y cols., 2006). 

 

Se ha descrito que una disminución en la relación GSH/GSSG, funciona como 

señal intracelular que media le expresión de diferentes factores 

transcripcionales tales como NF-KB y AP-1, y la modulación de varias vías 

transduccionales, como la regulación del receptor de insulina, la actividad 

enzimática de ciertas fosfatasas y kinasas y la amplificación de funciones 

immunológicas. (Dröge, 2002).  Hasta este momento no se ha descrito la 

relación entre la expresión y/o actividad de nitroreductasas y una disminución 

de la relación GSH/GSSG. 

 

Es interesante anotar que Benznidazol, fármaco capaz de disminuir los niveles 

intracelulares de GSH, inhibe la disponibilidad de NF-κB en macrófagos 

estimulados, inhibiendo la proteólisis de IKB, demostrando que el Benznidazol 

es capaz de inhibir específicamente la activación de NF-κB en macrófagos 
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después de una estimulación de estos con IFN-gamma y LPS (Piaggio y cols., 

2001).  De esta forma, este compuesto presentaría un efecto inhibitorio sobre la 

secreción de ciertas citokinas como PGE2, contribuyendo a disminuir infección 

del parasito sobre macrófago ya que el proceso apoptótico, fundamental para el 

parásito, se ve disminuido mediado por una disminución en los niveles de TGF-

B1. (Freire da lima y cols., 2002) 

 

La γ-glutamil transpeptidasa, además de ser responsable del catabolismo del 

Glutatión, participa en el transporte de aminoácidos a través de la membrana 

(Griffith, 1999; Sies, 1999).  

 

Por otra parte, algunos metabolitos provenientes de la conjugación de 

xenobióticos con GSH, reacción catalizada por las Glutatión-S-transferasas, 

son degradados en una primera etapa por la γ-glutamil transpeptidasa, donde la 

enzima elimina el grupo γ-glutamilo.  Posteriormente, el derivado S-conjugado 

pierde el grupo glicilo y luego es acetilado.  Este último compuesto recibe el 

nombre de ácido mercaptúrico, el cual es eliminado fácilmente por la orina 

(Keppler, 1999). 

 

Dado que el Glutatión actúa efectivamente como atrapador de radicales libres, 

tiene la capacidad de conjugarse con especies electrofílicas y actúa como 

cofactor enzimático de enzimas antioxidantes (Sies, 1999) y las drogas 

antichagásicas como son el Nifurtimox y el Benznidazol, producen su efecto 
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farmacológico mediante la generación (por nitro reducción) de radicales libres 

y/o metabolitos electrofílicos, una depleción en los niveles de Glutatión, 

resultaría en un posible aumento de los efectos secundarios descritos para 

estos agentes quimioterapéuticos. Sin embargo, la célula de mamífero, al 

poseer una mayor cantidad de mecanismos antioxidantes, debería 

experimentar aumentos discretos en los efectos deletéreos mediados por estas 

drogas. Además los diversos estudios citados anteriormente, referentes al uso 

concomitante de drogas antineoplásicas y L-S,R-BSO, demostraron que los 

aumentos de los efectos secundarios mediados por esta terapia son leves 

comparados con la utilización del citostático en forma aislada.  Recientemente 

se ha reportado el efecto de BSO sobre el DNA en ratones tratados con BSO. 

(Reliene y cols., 2006). 

 

Por otra parte, una inhibición sostenida de la γ-glutamil-cisteinil sintetasa con la 

consecuente disminución de los niveles de Glutatión,  y aumento de especies 

electrofílicas podrían traducirse en algunos cambios adaptativos como un 

aumento en la expresión de la enzima o aumento de la actividad de la misma, 

efecto descrito en mamíferos (Dickinson y cols., 2004) o como el aumento en la 

expresión de metalotioneinas frente a una disminución de GSH descrita 

recientemente en T. cruzi (Maya y cols., 2004).  Además en mamíferos, esta 

enzima ha demostrado ser inducida y/o activada en respuesta a estrés 

oxidativo, citoquinas inflamatorias, algunos fármacos e incluso ante la 

presencia de antioxidantes. (Griffith, 1999).  Del mismo modo se ha descrito 
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que el Factor de Necrosis Tumoral α induce una activación coordinada de las 

enzimas necesarias para la síntesis de GSH vía activación del factor nuclear κB 

y AP-1. (Yang y cols. 2005).  Las implicancias de estos y otros posibles 

procesos adaptativos tanto en el huésped como en el parásito podrían influir en 

la efectividad de la terapia concomitante entre BSO y drogas antichagásicas. 

 

El Tripanotión (N1, N8-bis(glutationil) espermidina, (T(SH)2) (Figura 7) es un tiol 

de bajo peso molecular sintetizado por la conjugación de dos moléculas de 

Glutatión reducido y espermidina, en una reacción dependiente de ATP 

(Fairlamb y Cerami, 1985., Fairlamb y cols., 1987;).  Esta reacción es 

catalizada por dos enzimas, la glutationil-espermidina sintetasa y la Tripanotión 

sintetasa. Ambas enzimas son muy específicas y características de los 

tripanosomátidos (Fairlamb y Cerami, 1992).  Recientemente se demostró que 

en T. cruzi y T. brucei la síntesis de Tripanotión es realizada en forma exclusiva 

por la enzima Tripanotión sintetasa, (Oza y cols. 2002). 

 

El Tripanotión necesita dos electrones para reducirse y a pH fisiológico tiene 

una carga de +1.  Su potencial redox (T(SH)2/T(S)2) es de E’o= - 0,24±0,02 V 

(Fairlamb y Cerami, 1992), siendo ligeramente más electronegativo que el del 

Glutatión (-0.23 V). Estas características le confieren un poder reductor 

importante.  Hay estudios que muestran que T(SH)2 es mejor radioprotector del 

DNA que el GSH o la espermidina, presumiblemente porque la espermidina del 
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T(SH)2 permite, por su carga positiva, una mayor concentración local de grupos 

SH cerca del DNA (Awad y cols., 1992). 

 

El rol del Tripanotión reducido en los tripanosomátidos se caracteriza por ser la 

molécula que reduce al Glutatión oxidado y además, tiene una función 

equivalente a la del Glutatión en los mamíferos, es decir, actúa como un 

protector intracelular frente a agentes oxidantes endógenos y exógenos 

(Fairlamb y Cerami, 1992).  Otras funciones del Tripanotión incluyen la 

mantención de la homeostasis de ascorbato (Krauth-Siegel y Lüdemann, 1996), 

la reducción de hidroperóxidos (Wilkinson y cols, 2000), la síntesis de 

desoxirribonucleotidos así como conjugación con metales y drogas (Dröge, 

2002). Actuando como agente reductor de la misma forma que el glutatión. 

generando Tripanotión oxidado (Figura 7). 

Figura 7 Tripanotión 
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Podemos concluir que en los tripanosomátidos, los sistemas de defensa son 

deficientes frente al estrés oxidativo comparado con los de los mamíferos.  El 

T. cruzi presenta actividad superóxido dismutasa muy baja, ausencia de 

Glutatión peroxidasa y catalasa y no se ha demostrado la presencia de α-

tocoferol o de β-caroteno (Aldunate y Morello, 1993). De lo anterior se 

desprende que, el principal mecanismo de defensa de estos parásitos frente al 

estrés oxidativo estaría dado por el Glutatión y el Tripanotión, siendo esta 

última molécula una característica exclusiva de los tripanosomátidos. 
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HIPOTESIS 

 

Dado que el Glutatión y su análogo conjugado (Tripanotión) constituyen el 

principal mecanismo de defensa a radicales libres y agentes electrofílicos, 

producidos por las drogas antichagásicas de uso clínico, como son el Nifurtimox 

y el Benznidazol, se postula que: 

 

La inhibición de la síntesis de GSH por BSO, potencia el efecto 

farmacológico de Nifurtimox y Benznidazol 
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OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL 

 

Potenciar la actividad tripanocida de Nifurtimox y Benznidazol, inhibiendo la 

síntesis de GSH en distintos modelos in vitro e in vivo de la enfermedad de 

Chagas 

 

OBJETIVOS ESPECIFICOS 

 

1. Determinar el efecto de Butionina Sulfoximina sobre el contenido de 

tioles en las distintas formas de Trypanosoma cruzi  

 

2. Determinar el efecto de BSO, Nifurtimox, Benznidazol y de las distintas 

combinaciones de BSO-Nifurtimox y BSO-Benznidazol sobre el 

crecimiento y viabilidad de epimastigotes de distintas cepas de 

Trypanosoma cruzi. 

 

3. Evaluar el efecto tripanocida de BSO, Nifurtimox, Benznidazol y de las 

combinaciones BSO-Nifurtimox y BSO-Benznidazol en células VERO 

infectadas con Trypanosoma cruzi.  
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4. Evaluar el efecto tripanocida de BSO, Nifurtimox, Benznidazol y de las 

combinaciones BSO-Nifurtimox y BSO-Benznidazol en tripomastigotes 

de Trypanosoma cruzi  

 

5. Evaluar el efecto de BSO, Nifurtimox, Benznidazol y de las 

combinaciones BSO-Nifurtimox y BSO-Benznidazol en ratones 

infectados con distintas cepas de Trypanosoma cruzi. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

I. MATERIALES 

 

Las distintas cepas de parásitos se obtuvieron de la colección de T. cruzi del 

laboratorio de Farmacología y Bioquímica de Parásitos, de la facultad de 

Medicina de la Universidad de Chile. 

 

La Triptosa, la triptona, el extracto de levadura y el suero neonato de bovino se 

obtuvieron  de Difco Laboratories, Detroit, Michigan, USA. 

 

El EDTA, el estándar de albúmina de bovino, el bicarbonato de sodio, el d-

canfor-sulfónato de litio, el ácido metanosulfónico, la L-Butionina sulfoximina, la 

fenazina metosulfato y el SDS se obtuvieron de Sigma Chemical Co. 

 

El KOH, el NaOH, el NaHCO3, el NaCl, el KH2PO4, el tartrato de sodio y potasio, 

el reactivo de Folin, el 1-propanol, el metanol, el etanol, y el DMSO se 

obtuvieron de Merck, DarmstadT. 

 

El Monobromobimano (tiolite) y el HEPPS se obtuvieron de Calbiochem 

Corporation.  
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El Nifurtimox se obtuvo de laboratorios Bayer y el Benznidazol se obtuvo de 

laboratorios Roche. 

 

En esta tesis se trabajó con material patógeno como es el T. cruzi. Los 

experimentos se realizaron en un laboratorio exclusivo para el cultivo, 

manipulación y experimentación con tripanosomas vivos o viables donde se 

operó con guantes, lentes y en campana de flujo laminar.  

 

II. MÉTODOS 

 

Células VERO:  

 

Se sembraron células tipo fibroblastos de riñón de mono verde (VERO) en 

frascos de cultivo Falkon de 25 cm2 a una densidad de 4.000 células/cm2, en 

medio RPMI suplementado con bicarbonato de sodio 0,22%, estreptomicina 

100 µg/mL, penicilina 100 µg/mL y suero fetal bovino al 10% para crecimiento o 

al 5% para mantenimiento.  Una vez que hubo confluencia de las células 

VERO, se cambió el medio de cultivo por medio fresco con o sin BSO o drogas 

y se incubó las células a 37°C en ambiente humidificado y CO2 5% durante 96 

horas, cambiando el medio cada 24 horas. (Urbina y cols., 2000).  
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Trypanosoma cruzi tripomastigotes:  

 

Se infectaron células VERO con tripomastigotes presentes en cultivos de 

epimastigotes envejecidos.  De esta manera se obtuvieron los primeros 

tripomastigotes.  Posteriormente células VERO se infectaron directamente con 

tripomastigotes obtenidos por este método, a la relación de tres parásitos por 

célula en cepa MF, LQ, y en una relación de diez parásitos por célula en la 

cepa Tulahuén y Dm28c (Contreras y cols., 1985).  

 

Determinación de tioles:  

 

El contenido de Glutatión de células VERO, de tripomastigotes, epimastigotes y 

amastigotes, se determinó mediante derivación con monobromobimano y 

separación del aducto fluorescente por HPLC. El sedimento producido por la 

centrifugación a 10000 x g de la respectiva suspensión de célulasu 

homogenizado de tejido, equivalente a 1 mg de proteína (Lowry y cols., 1951), 

se suspendió en HEPPS 40 mM, EDTA 2 mM a pH 8 y monobromobimano 2 

mM y se calentó a 70ºC por 3 minutos, para formar los aductos fluorescentes.  

Se precipitaron las proteínas con ácido metano-sulfónico 4 M a 4 ºC por 10 

minutos.  El sobrenadante resultante de la centrifugación a 10000 x g durante 

10 minutos fue filtrado a través de una membrana de nylon 0.2 µ y 4 mm, y se 

aplicó a una columna HPLC de fase reversa Lichrospher 100 RP-18 (5 µm) 

usando como fase móvil α-canforsulfonato de litio al 0,25% (p/v) en agua 
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bidestilada a pH 2,65 (solución A) y 25% (p/v) de n-propanol en A (solución B).  

Las mediciones se llevaron a cabo en un cromatógrafo líquido de alta eficiencia 

L-6200 lntelligent-pump, eluyendo durante 70 minutos a un flujo de 1 mL/min, 

usando el siguiente esquema:  De 0 a 20 minutos, 90% de solución A y 10% de 

solución B; de 20 a 40 minutos, 10% a 50% de B en gradiente lineal; de 40 a 70 

minutos, 50% de B isocrático en A, regresando a las condiciones iniciales por 

30 minutos.  La detección del aducto fluorescente se realizó en un 

espectrofotómetro de fluorescencia F-1050 y un integrador de datos D-2500 

(Merck-Hitachi), empleando una longitud de onda de excitación de 385 nm y de 

emisión de 480 nm. (Fairlamb y cols., 1987; Repetto y cols., 1996; Maya y 

Cols., 1997). 

 

La molécula de GSH se identificó por el tiempo de retención que presenta en el 

HPLC (Fairlamb y cols., 1987) y la concentración del tiol se calculó partir de una 

curva estándar de picomoles de Glutatión reducido versus el área relativa del 

correspondiente pico del producto fluorescente.  El área relativa del producto 

fluorescente es directamente proporcional a la concentración del tiol empleada. 

 

Ensayos de Viabilidad:  

 

El efecto de los diferentes tratamientos estudiados sobre la viabilidad celular se 

evaluó mediante la reducción mitocondrial de sales de tetrazolium o MTT a 
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formazán, que tiene un color púrpura y cuya absorbancia es directamente 

proporcional al número de células vivas en el medio (Muelas y  cols., 2002).     

A 100 µL de la suspensión de parásitos se adiciona 10 µL de MTT 5 mg/mL en 

presencia de fenazina metosulfato 0,22 mg/mL (como transportador de 

electrones), se incuba durante 4 horas a 28ºC, y el precipitado de cristales de 

formazán fue disuelto en 100 µL de SDS al 10% en HCl 0,01M incubándolo a 

28ºC o 37ºC durante toda la noche.  La intensidad del color se midió a una 

longitud de onda de 570 nm en un lector de microplacas Labsystems Multiskan 

MS, Finlandia.  

 

Determinación de proteínas totales.  

 

La cantidad de proteína en los distintos cultivos se determinó mediante el 

método de Lowry y colaboradores (1951), utilizando como estándar albúmina de 

bovino fracción IV. 

 

Índice endocítico.  

 

Se sembraron células VERO en frascos de cultivo Falkcon  de 25 cm2, con 

medio RPMI suplementado con bicarbonato de sodio 0,22%, estreptomicina 100 

µg/mL, penicilina 100 µg/mL y suero fetal bovino al 5 %, a una concentración de 
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100.000 células / mL e infectadas con tripomastigotes a la razón de 3 parásitos 

por célula en las cepas MF, LQ, y a una razón de diez parásitos por célula en la 

cepa Tulahuén y Dm28c.  

 

Nifurtimox, Benznidazol y BSO y las combinaciones BSO-Droga se adicionaron 

pasadas 24 horas de la infección a las concentraciones descritas en las tablas. 

Cambiando los medios con y sin droga cada 24 horas.  El efecto de los 

tratamientos sobre los amastigotes fue determinado luego de 120 horas, por 

visualización directa en un microscopio de contraste de fase (Zeiss 

Photomicroscope II) y por microfotografía.  Para cada frasco de cultivo se 

determinó el número total de células VERO, el número de células infectadas y 

el número de amastigotes intracelulares a partir de 10 campos seleccionados 

aleatoriamente, del mismo modo se determinó la razón cantidad de proteína 

versus número de células VERO dado al aumento observado en este parámetro 

cuando las células están infectadas.  El número de amastigotes se determinó 

dada la relación 1 mg de proteína corresponde a 220.000.000 de amastigotes. 

El Índice endocítico (Franke de Cazzulo y cols., 1998) corresponde a porcentaje 

de células VERO infectadas multiplicado por el promedio de amastigotes 

intracelulares. 
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Ratones  

 

Se utilizaron ratones machos, de la cepa BALB/c de 4 a 6 semanas de edad, 

con un peso promedio de 20 ± 2 gramos, obtenidos del Bioterio Central  de la 

Facultad de Medicina de la Universidad de Chile, proporcionándoles alimento y 

agua ad libitum.  El manejo de los ratones, contó con la aprobación del Comité 

de Bioética sobre Investigación en Animales, de la Facultad de Medicina, dentro 

del marco del proyecto FONDECYT 1061072.  

 

Modelo de infección  
 

Los ratones fueron inoculados intraperitonealmente con 30.000 tripomastigotes 

sanguíneos de la cepa DM28c de T. cruzi y se dividieron aleatoriamente en  

grupos de 6 animales cada uno para la administración de los distintos 

tratamientos y controles. 

 

Administración de drogas  
 

Benznidazol se suspendió en agua destilada para su administración por vía 

oral, mediante una sonda orofaríngea, a razón de una dosis diarias de 100 

mg/kg o 50 mg/kg, en un volumen final de 150 µL para cada dosis.  BSO se 

preparó en agua destilada estéril y se administró por vía intraperitoneal (i.p.), en 

un volumen final de 100 µL para cada dosis, a razón de dos dosis diarias de 
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1000 o 125 µmoles/kg cada una.  Esta dosis está justificada, por cuanto en 

ratones, BSO 2 mmoles/kg disminuye en más del 50 %, los niveles de GSH en 

todos los tejidos estudiados, sin la presencia de patologías asociadas o un 

comportamiento anormal de los ratones tratados (Griffith y Meister, 1979). 

Adicionalmente, en T. brucei, esta misma dosis es capaz de disminuir 

significativamente la cantidad de GSH, eliminando las parasitemias, sin producir 

toxicidad en los ratones tratados (Arrick y cols., 1981).  

 

Estudio de parasitemia  
 

Luego de confirmar la presencia de parásitos en sangre, lo cual ocurre entre 4 a 

5 días después de la infección, se comenzó a evaluar cuantitativamente las 

parasitemias por microscopía directa (examen de sangre fresca) y se iniciaron 

los tratamientos.  Los ratones infectados sin tratamiento y ratones infectados 

con tratamiento fueron monitoreados diariamente, para determinar la 

parasitemia.  Se tomaron aproximadamente 50 µL de sangre fresca de la punta 

de la cola de los animales infectados en un tubo de microhematocrito el cual 

una vez sellado, se centrifugó durante 5 minutos a 1000 rpm y se dejaron a 

37ºC durante 30 minutos.  Posteriormente, se hizo recuento microscópico del 

sobrenadante.  Los resultados del número de parásitos obtenidos en cada día 

de estudio se expresaron como promedio de parasitemia del grupo, más la 

desviación estándar correspondiente. 

 



40 
 

Estudios Histológicos:  
 

Fijación 

A los animales que murieron durante los distintos tratamientos se les extrajo el 

corazón y se suspendió inmediatamente en una solución de formalina al 10%. 

 

Inclusión 

Se aplicó una serie gradual de soluciones acuosas de menor a mayor 

concentración de Alcohol Etílico.  Iniciando con alcohol al 50 %, luego con una 

solución de 60%, 70%, 80%, 90%, 96% y finalmente alcohol al 100 % para 

eliminar el agua.  Luego de deshidratar el tejido, se pasó a una solución de 

Xilol.  

 

Posteriormente los tejidos fueron incluidos en parafina. Se colocaron las 

muestras de tejido en un recipiente y se le agregó la parafina fundida a 60º C, 

colocando la muestra en una estufa de 30 minutos a 6 horas manteniendo la 

temperatura a 60º C. 

 

Después se colocó la muestra y un poco de parafina fundida en un molde de 

papel o metal de forma rectangular y se dejó solidificar a temperatura ambiente,  
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Las muestras fueron cortadas en un micrótomo y montadas sobre un 

portaobjeto.  La parafina se eliminó utilizando Xilol y posteriormente se rehidrató 

haciéndola pasar por una serie de graduaciones decrecientes de alcohol etílico 

hasta llegar a una solución 100% de agua. 

 

Poteriormente se sumergieron los portaobjetos con las muestras en solución de 

hematoxilina durante 5 minutos y posteriormente en solución de eosina por 5 

minutos. Una vez teñido, se deshidrató nuevamente y se fijó con el 

cubreobjetos utilizando bálsamo de Canadá.  

 

Análisis estadístico  

 

Para determinar las diferencias entre las parasitemias de los grupos estudiados 

se utilizó la prueba del t-student.  Las diferencias se consideraron 

estadísticamente significativas cuando p<0,05.  Para los análisis estadísticos se 

utilizó el software Origin® versión 7.0, de OriginLab Corporation.   El análisis de 

supervivencia se hizo de acuerdo al método de Kaplan-Meier y la comparación 

de las curvas de sobrevida se realizó mediante el método log-rank, utilizando el 

software Graphpad prism 4.0, considerándose p<0,05, como estadísticamente 

significativo.  Todos los resultados se presentan como el promedio ± DS de por 

lo menos tres experimentos independientes.  
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RESULTADOS 

ESTUDIOS IN VITRO 

 

Efecto de BSO sobre el contenido de tioles en Trypanosoma cruzi. 

 

El GSH participa en una serie de procesos intracelulares entre los que destacan 

procesos inmunológicos, proliferación celular y protección contra la agresión 

oxidativa, además de ser precursor para la síntesis de T(SH)2 en el parásito.  

Por otro lado, la BSO es un potente inhibidor de la síntesis de GSH en distintos 

tipos de células (Griffith, 1999, Estrela y cols., 2006.). 

 

Se han realizado estudios fase I, donde se utiliza BSO para disminuir el 

contenido de Glutatión en células tumorales.  En dichos estudios se demostró 

que es posible alcanzar una reducción significativa de los niveles de GSH con 

dosis cercanas a 500 µM en el estado estacionario, con una baja toxicidad por 

parte de esta droga (O’Dwyer y cols, 1996; Bailey y cols, 1997). 

 

En base a esta información, trabajos realizado previamente en el laboratorio, 

determinaron que 500 µM de BSO reducen significativamente el contenido de 

tioles libres de los epimastigotes de T. cruzi (Letelier, 2004).  Por esto, y dado 

que este trabajo enmarca el estudio de todas las formas del parásito, en esta 

Tesis se estudió el efecto de BSO sobre la reducción de tioles en epimastigotes, 

amastigotes y tripomastigotes de T. cruzi. 
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En la Figura 8 podemos observar que el contenido de tioles totales disminuye 

alrededor de un 80% en todas las formas del parásito, siendo el Tripanotión, la 

especie tiólica más afectada por la acción de la BSO. 
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Figura 8 Efecto de BSO sobre el contenido de tioles en Typanosoma cruzi. 

 
 

Epimastigotes 
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BSO se agregó 48 horas antes de la determinación de tioles a una concentración final 500 µM.  Los valores corresponden al promedio 
de tres experimentos independientes ± D.S. Los contenidos de GSH, GSH-SP y T(SH)2 fueron expresados como nmoles de GSH/mg 
proteína.  El contenido de Glutatión de tripomastigotes, epimastigotes y amastigotes, se determinó mediante derivación con 
monobromobimano y separación del aducto fluorescente por HPLC.  La detección del aducto fluorescente se realizó en un 
espectrofotómetro de fluorescencia empleando una longitud de onda de excitación de 385 nm y de emisión de 480 nm. (Fairlamb y 
cols., 1987; Repetto y cols., 1996; Maya y Cols., 1997). 
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Determinación del efecto de Butionina Sulfoximina sobre el crecimiento de 

epimastigotes de Trypanosoma cruzi. 

 

Para determinar el posible efecto tóxico de la BSO sobre T. cruzi, se cultivaron 

3x106 epimastigotes/mL de distintas cepas de T. cruzi (MF, LQ, Tulahuén y 

Dm28c) incubándolas con distintas concentraciones de BSO.  A partir del 

análisis de las nefelometrías, como se describe en materiales y métodos, se 

graficaron los valores de constante de crecimiento (kc) obtenidos para cada una 

de las dosis estudiadas, y construyendo las curvas Dosis-Respuesta se calculó 

la concentración a la cual la constante de crecimiento disminuye en un 50% 

(ICkc50) (Figura 9) valores que se detallan en la tabla 1.  

 

El crecimiento de epimastigotes de las distintas cepas de T. cruzi no se ve 

significativamente afectado a concentraciones menores a 0,5 mM  de BSO, a 

excepción de la cepa Tulahuén.  Lo anterior indica que el BSO tiene muy poca 

toxicidad a las concentraciones estudiadas.    

 

 

 

 

 

 



45 
 

Figura 9 Efecto de BSO sobre el crecimiento de epimastigotes de T. cruzi. 
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El crecimiento se determino mediante nefelometría.  (Ver materiales y métodos).  Los  
valores de ICkc50 se calcularon utilizando la herramienta Sigmoidal Fit / Dose-response 
del programa Originlab 7.5 y están expresados en concentraciones µM correspondiendo 
al promedio de tres experimentos independientes ± D.S. La BSO se agregó el día cero. 
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Tabla 1 Valores de ICkc50 para BSO sobre T. cruzi 

ICkc50 Cepa de T. cruzi [µM] 

LQ 8125,8 ± 1878,8 

DM28c 2114,6 ± 584,2 

Tulahuén 599,4 ± 26,4 

MF 13470 ± 293,8 

Los valores de ICkc50 se calcularon de acuerdo a lo explicado previamente y 
corresponden al promedio de tres experimentos independientes ± D.S. Valores obtenidos 
de la figura 6. 

 
 

 



47 
 

Determinación del efecto de drogas antichagásicas y su asociación con 

BSO sobre el crecimiento de epimastigotes de Trypanosoma cruzi.  

Los valores de ICkc50 de Nifurtimox, Benznidazol y de sus respectivas 

asociaciones con BSO sobre el crecimiento epimastigotes de las distintas cepas 

de T. cruzi se resumen en la tabla 2.  El Nifurtimox y el Benznidazol inhiben el 

crecimiento en cultivos axénicos de epimastigotes de T. cruzi.  Al comparar 

estos valores con los obtenidos al asociar las drogas con BSO 500 µM se 

observa una considerable disminución en el valor ICkc50 apreciándose una 

potenciación del efecto tripanocida de ambas drogas en aproximadamente un 

60%. 

Figura 10 Efecto de Nx, Bz y su asociación con BSO sobre el crecimiento 
de epimastigotes de la cepa LQ 
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El crecimiento se determinó mediante nefelometría. (Ver materiales y métodos). Los  
valores de ICkc50  se calcularon utilizando la herramienta Sigmoidal Fit / Dose-response 
del programa Originlab 7.5 Los valores están expresados en concentraciones µM y 
corresponden al promedio de tres experimentos independientes ± D.S. Las drogas se 
agregaron el día cero. 
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Figura 11 Efecto de Nx, Bz y su asociación con BSO sobre  el crecimiento 
de epimastigotes de la cepa MF. 

A.  Nifurtimox B.  Benznidazol 
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El crecimiento se determinó mediante nefelometría. (Ver materiales y métodos). Los  
valores de ICkc50  se calcularon utilizando la herramienta Sigmoidal Fit / Dose-response 
del programa Originlab 7.5. Los valores están expresados en concentraciones µM y 
corresponden al promedio de tres experimentos independientes ± D.S. Las drogas se 
agregaron el día cero. 
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Figura 12 Efecto de Nx, Bz y su asociación con BSO sobre  el crecimiento 
de epimastigotes de la cepa Dm28c. 

A.  Nifurtimox                     B.  Benznidazol 
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El crecimiento se determinó mediante nefelometría. (Ver materiales y métodos). Los  
valores de ICkc50  se calcularon utilizando la herramienta Sigmoidal Fit / Dose-
response del programa Originlab 7.5. Los valores están expresados en 
concentraciones µM y corresponden al promedio de tres experimentos independientes 
± D.S. Las drogas se agregaron el día cero. 
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Tabla 2 Valores ICkc50 para Nx, Bz y su asociación con BSO sobre T. 
cruzi. 

Cepa de T. cruzi LQ MF Dm 28c 
ICkc50/[µM] 8,09 ± 0,44 9,53 6,11± 0,31 

Nx + BSO 
ICkc50/[µM] 3,13 ± 0,45 4,09 3,23 ± 0,17 

Nx / Nx + BSO 2,6 2,3 1,9 
ICkc50/[µM] 19,16  ± 5,13 17,44  ± 1,86 17,64  ± 0,34 

Bz + BSO 
ICkc50/[µM] 5,30 ± 2,82 5,74 ± 0,72 8,53  ± 0,31 

Bz / Bz + BSO 3,6 3,1 2,1 
El crecimiento se determino mediante nefelometría. (Ver materiales y métodos). Los  
valores de ICkc50 se calcularon de acuerdo a lo explicado previamente, están 
expresados en concentraciones µM y corresponden al promedio de tres experimentos 
independientes ± D.S. Las distintas drogas se agregaron el día cero. Valores obtenidos 
de las figuras 10, 11 y 12. 
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Determinación del efecto de drogas antichagásicas y su asociación con 

BSO sobre la viabilidad de epimastigotes de Trypanosoma cruzi.  

 

El viabilidad de los parásitos en cultivos axénicos es un valioso indicador 

biológico, que puede ser estudiado con diversos métodos, tal como la reducción 

de sales de tetrazolium (MTT), la cual puede ser seguida por colorimetría del 

producto formado, formazán.  Esta técnica permite también determinar el 

número de células vivas, ya que la formación e intensidad del formazán es 

directamente proporcional al número de células vivas en cultivo. 

 

Al igual que en el experimento anterior, se cultivaron 3x106 epimastigotes/mL de 

distintas cepas de T. cruzi incubándolas con distintas concentraciones de Bz o 

Nx asociadas o no a BSO 500 µM.  A partir del análisis de las absorbancias, 

como se describe en materiales y métodos, se graficaron los valores de 

constante de sobrevida (ks) obtenidos para cada una de las dosis estudiadas, y 

construyendo las curvas Dosis/Respuesta se calculó la concentración a la cual 

la constante de sobrevida disminuye en un 50% (ICks50) valores que se detallan 

en la tabla 3.  

 

Este experimento es importante por cuanto los seguimientos por nefelometría 

no diferencian entre muerte celular y detención de la duplicación celular. La 

disminución en la viabilidad de los epimastigotes, evidenciada por el daño 
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mitocondrial que conlleva necesariamente a la muerte celular, explica que a 

altas concentraciones no se observe prácticamente ninguna actividad 

mitocondrial.   

 

Del mismo modo que en el caso de la evaluación de kc, se observa que el 

efecto inhibitorio sobre ks de las drogas antichagásicas se ve fuertemente 

potenciado al asociarlas con BSO. 

 

Figura 13 Efecto de Nx, Bz y su asociación con BSO sobre  la viabilidad de 
epimastigotes de la cepa LQ. 

A.  Nifurtimox B.  Benznidazol 
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Bz ICks50 = 7,95 ± 0,56
Bz + BSO ICks50 = 5,11 ± 0,05

La viabilidad se determinó mediante la reducción de sales de tetrazolium (MTT). (Ver 
materiales y métodos). Las distintas drogas se agregaron el día cero. Los  valores de 
ICks50 se calcularon utilizando la herramienta Sigmoidal Fit / Dose-response del 
programa Originlab 7.5. Los valores están expresados en concentraciones µM y 
corresponden al promedio de tres experimentos independientes ± D.S. 
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Figura 14 Efecto de Nx, Bz y su asociación con BSO sobre  la viabilidad 
de epimastigotes de la cepa MF. 

A.  Nifurtimox B.  Benznidazol 
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La viabilidad se determinó mediante la reducción de sales de tetrazolium (MTT). (Ver 
materiales y métodos). Los  valores de ICks50 se calcularon utilizando la herramienta 
Sigmoidal Fit / Dose-response del programa Originlab 7.5. Las distintas drogas se 
agregaron el día cero. Los valores están expresados en concentraciones µM y 
corresponden al promedio de tres experimentos independientes ± D.S. 
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Figura 15 Efecto de Nx, Bz y su asociación con BSO sobre  la viabilidad de 
epimastigotes de la cepa Dm28c. 

A.  Nifurtimox                      B.  Benznidazol 
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Bz ICks50 = 6,85 ± 0,42
Bz + BSO ICks50 = 2,75 ± 0,29

La viabilidad se determinó mediante la reducción de sales de tetrazolium (MTT). (Ver 
materiales y métodos). Los  valores de ICks50  se calcularon utilizando la herramienta 
Sigmoidal Fit / Dose-response del programa Originlab 7.5. Las distintas drogas se 
agregaron el día cero. Los valores de ICks50 están expresados en concentraciones µM y 
corresponden al promedio de tres experimentos independientes ± D.S. 

 

Tabla 3  Valores ICks50 para Nx, Bz y su asociación con BSO sobre T. 
cruzi 

Cepa de T. cruzi LQ MF Dm 28c 
ICks50/[µM] 7,35 ± 1,45 8,31 ± 1,01 7,27 ± 0.46 

Nx + BSO 
ICks50/[µM] 1,28 ± 0,60 2,61 ± 0,31 5,39 ± 0,51 

Nx / Nx + BSO 5,7 2,9 1,4 
ICks50/[µM] 7,95 ± 0,56 9,14 ± 0,96 7,25 ± 0,39 

Bz + BSO 
ICks50/[µM] 2,11 ± 0,05 2,27 ± 0,30 2,81 ± 0,61 

Bz / Bz + BSO 3,8 4,0 2,6 
La viabilidad se determinó mediante la reducción de sales de tetrazolium (MTT). (Ver 
materiales y métodos). Las distintas drogas se agregaron el día cero. Los valores de 
ICks50 están expresados en concentraciones µM y corresponden al promedio de tres 
experimentos independientes ± D.S. Valores obtenidos de las figuras 13, 14 y 15. 
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Efecto de Nifurtimox y Benznidazol y su asociación con BSO en células 

VERO infectadas con Trypanosoma cruzi. 

 

La forma tripomastigota del parásito, penetra al torrente sanguíneo a través 

de una herida dejada por el triatomino al momento de alimentarse de la 

sangre del mamífero o a través de su mucosa conjuntival.  El ciclo replicativo 

intracelular tarda de 3 a 5 días, luego de los cuales nuevos tripomastigotes 

son liberados al torrente sanguíneo del hospedero y diseminados en el 

cuerpo donde son capaces de infectar otros tejidos en sitos alejados de la 

invasión.  Así, la capacidad de infectar y replicarse dentro de una variedad de 

tipos celulares es una característica esencial del ciclo de vida del 

Trypanosoma cruzi en el mamífero hospedero. (Burleigh, 2002). 

 
Los tripomastigotes son capaces de infectar a la mayoría de las células 

nucleadas de mamífero (Burleigh, 2002) y establecer residencia dentro de su 

citoplasma diferenciándose en amastigotes.  Esta forma intracelular del 

parásito presenta la facultad de multiplicarse por fisión binaria, repletando el 

citoplasma de la célula infectada con amastigotes que previo a la lisis de la 

célula se diferencian en tripomastigotes, que serán liberados al medio 

extracelular y podrán entonces infectar a otras células diseminando la 

infección. 
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Para evaluar el efecto de Nifurtimox, de Benznidazol y de su asociación con 

BSO sobre  amastigotes intracelulares, se infectaron células VERO con 

tripomastigotes de las distintas cepas de T. cruzi como se describe en 

materiales y métodos y luego de 24 horas se adicionaron los distintos 

tratamientos. 

 

Luego de 5 días de la infección se determinó el grado de ésta, mediante el 

recuento de amastigotes intracelulares por medio de visualización 

microscópica directa y por la determinación de proteínas totales del cultivo. 

 

En la figura 16 se muestran las microfotografías representativas de células 

VERO infectadas con T. Cruzi de la cepa MF, luego de 5 días de infección y 

tratadas con Nx o Bz y su asociación de éstas a BSO. 

 

En ella se puede observar claramente el efecto nulo de la BSO sobre la 

cantidad de amastigotes intracelulares.  Por otra parte se observa que la 

disminución de los amastigotes causada por Nifurtimox se ve aumentada al 

asociar esta droga con BSO, un efecto similar se observa en células VERO 

infectadas tratadas con Bz y su respectiva asociación con BSO. 
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Resultados similares se obtuvieron en células VERO infectadas con las 

cepas LQ, Dm28c y Tulahuén de T. cruzi expuestas a los distintos 

tratamientos descritos.  
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Figura 16 Efecto de Nifurtimox y su asociación con BSO en células 
VERO infectadas con Trypanosoma cruzi. 

A. Células VERO 

 
B. CONTROL C.  BSO 

 
 
 

 

D. Nx 0,5 µM E. Nx 0,5 µM + BSO 
  

Microfotografía de células VERO infectadas con la cepa MF de T. cruzi, luego de 120 horas de 
infección. A.- Células VERO sin infectar. B.- Células VERO infectadas. C.- Células VERO 
infectadas más BSO 25 µM. D.- Células VERO infectadas tratadas con Nifurtimox 0,5 µM. E.- 
Células VERO infectadas, tratadas con Nifurtimox 0,5 µM más BSO 25 µM.  

Amastigotes 

Amastigotes 

25 µM 
___ 

25 µM 
___ 

25 µM 
___ 

25 µM 
___ 

25 µM 
___ 
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En 1998, Cazzulo y cols, definieron el índice endocítico como el porcentaje 

de células infectadas, multiplicado por el promedio de amastigotes 

intracelulares, como un indicador del efecto de drogas utilizadas en modelos 

in vitro de la enfermedad de Chagas. 

 

A modo de evaluar el efecto tripanocida de distintas concentraciones de 

Nifurtimox y del Benznidazol y de su asociación con BSO se infectaron 

células VERO con distintas cepas de T. cruzi y luego de 4 días de 

tratamiento se evaluó el índice endocítico. 

 

En las figuras 17 a la 20 se presentan las curvas dosis-respuesta del efecto 

tripanocida de Nx, Bz y de su asociación con BSO en células VERO 

infectadas con distintas cepas de T. cruzi.  

 

En la tabla 4 se resumen los valores de IC50 para cada droga y su asociación 

con BSO. Tanto en las figuras como en la Tabla  se puede apreciar 

claramente  la potenciación del efecto tripanocida de Nifurtimox y 

Benznidazol al asociarlos con  BSO. 
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Figura 17 Efecto Nx, Bz y su asociación con BSO sobre el índice 
endocítico en células VERO infectadas con la cepa MF de Trypanosoma 

cruzi. 
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El índice endocítico se determinó mediante microfotografía (recuento de 
amastigotes intracelulares) y mediante la determinación de proteínas totales. Los  
valores de IC50  se calcularon utilizando la herramienta Sigmoidal Fit / Dose-
response del programa Originlab 7.5. Los valores están expresados en 
concentraciones µM y corresponde al promedio de tres experimentos 
independientes ± D.S. (Ver materiales y métodos).  Las distintas drogas se 
agregaron el día cero. 
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Figura 18 Efecto Nx, Bz y su asociación con BSO sobre el índice 
endocítico en células VERO infectadas con la cepa LQ de Trypanosoma 

cruzi. 
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El índice endocítico se determinó mediante microfotografía (recuento de 
amastigotes intracelulares) y mediante la determinación de proteínas totales. Los  
valores de IC50  se calcularon utilizando la herramienta Sigmoidal Fit / Dose-
response del programa Originlab 7.5. Los valores están expresados en 
concentraciones µM y corresponde al promedio de tres experimentos 
independientes ± D.S. (ver materiales y métodos).  Las distintas drogas se 
agregaron el día cero. 
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Figura 19 Efecto Nx, Bz y su asociación con BSO sobre el índice 
endocítico en células VERO infectadas con la cepa Tulahuén de 

Trypanosoma cruzi. 
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El índice endocítico se determinó mediante microfotografía (recuento de 
amastigotes intracelulares) y mediante la determinación de proteínas totales. Los  
valores de IC50  se calcularon utilizando la herramienta Sigmoidal Fit / Dose-
response del programa Originlab 7.5. Los valores están expresados en 
concentraciones µM y corresponde al promedio de tres experimentos 
independientes ± D.S. (ver materiales y métodos).  Las distintas drogas se 
agregaron el día cero. 
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Figura 20 Efecto Nx, Bz y su asociación con BSO sobre el índice 
endocítico en células VERO infectadas con la cepa Dm28c de 

Trypanosoma cruzi. 
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Bz + BSO IC50 = 0,944 ± 0,19
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El índice endocítico se determinó mediante microfotografía (recuento de 
amastigotes intracelulares) y mediante la determinación de proteínas totales. Los  
valores de IC50  se calcularon utilizando la herramienta Sigmoidal Fit / Dose-
response del programa Originlab 7.5. Los valores están expresados en 
concentraciones µM y corresponde al promedio de tres experimentos 
independientes ± D.S. (ver materiales y métodos).  Las distintas drogas se 
agregaron el día cero. 

 

Tabla 4  Valores IC50 para Nx, Bz y su asociación con BSO sobre T. cruzi en 
células VERO infectadas. 

Cepa de T. cruzi MF LQ Tulahuén Dm 28c 
IC50/[µM] 0,47 ± 0,04 0,71 ± 0,07 0,33 ± 0,02 0,23 ± 0,02 

Nx + BSO 
IC50/[µM] 0,26 ± 0,02 0,37 ± 0,01 0,13 ± 0,01 0,12 ± 0,02 

Nx / Nx + BSO 1,8 1,9 2,5 1,9 
IC50/[µM] 0,99 ± 0,04 1,37 ± 0,06 1,67 ± 0,13 2,92 ± 0,24 

Bz + BSO 
IC50/[µM] 0,62 ± 0,01 0,84 ± 0,03 0,28 ± 0,04 0,94 ± 0,19 

Bz / Bz + BSO 1,6 1,6 5,9 3,1 
El índice endocítico se determinó mediante microfotografía (recuento de amastigotes 
intracelulares) y mediante la determinación de proteínas totales. Los  valores de IC50  se 
calcularon utilizando la herramienta Sigmoidal Fit / Dose-response del programa Originlab 
7.5. Los valores están expresados en concentraciones µM y corresponde al promedio de 
tres experimentos independientes ± D.S. (ver materiales y métodos).  Las distintas drogas 
se agregaron el día cero. Valores obtenidos de las figuras 14 a la 17. 
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Sobrevida de tripomastigotes de Trypanosoma cruzi.  Efecto de 

Nifurtimox, Benznidazol y su combinación con BSO. 

 

La forma tripomastigota constituye la forma infectiva del parásito y se puede 

observar su presencia en la sangre de pacientes infectados con T. cruzi, en 

este estado es capaz de infectar otras células y diseminar la infección. En la 

tabla 5 y 6 se muestra la el efecto citotóxico de Nifurtimox, Benznidazol y su 

asociación con BSO sobre tripomastigotes de la cepa MF de T. cruzi.  En ella 

podemos observar claramente que el efecto citotóxico de ambas drogas de 

ve fuertemente potenciado al asociarlas con BSO. 

 

En la figura 21 se muestran la curvas dosis/respuesta del efecto tripanocida 

de Nx, Bz y su asociación con BSO sobre tripomastigotes de T. cruzi de la 

cepa MF, observándose una potenciación del valor IC50 para Nx de un 60 % 

al asociarlo con BSO (7,68 µM v/s 3,01 µM respectivamente). Del mismo 

modo se observa la potenciación del valor de IC50 para Bz de un 88% al 

asociarlo con BSO (33,07 µM v/s 3,84 µM respectivamente). 
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Tabla 5 Efecto citotóxico de Nifurtimox y su asociación con BSO sobre 
tripomastigotes de la cepa MF. 

Concentración / µM Nifurtimox 
%  de parásitos viables 

Nifurtimox + BSO 500 
µM 

% de parásitos viables 
0 100 ± 7 100 ± 10 
2 97 ± 6 73 ± 8 
4 88 ± 6 33 ± 18 
6 73 ± 12 16 ± 12 
8 45 ± 15 11 ± 11 

El 100 % de parásitos viables coresponde a la diferencia de absorbancia medida entre 
570-nm y 690-nm/mg de proteína en el ensayo de MTT de los tripomastigotes que no 
fueron expuestos a ningún tratamiento. (ver materiales y métodos). Las distintas 
drogas se agregaron el día cero. 

 
 
 
 

 

Tabla 6 Efecto citotóxico de Benznidazol y su asociación  con BSO 
sobre tripomastigotes de la cepa MF. 

Concentración / µM Benznidazol 
%  de parásitos viables 

Benznidazol + BSO  
500 µM 

% de parásitos viables 
0 100 ± 11 100 ± 5 
5 96 ± 11 44 ± 6 
10 91 ± 13 22 ± 9 
25 60 ± 7 13 ± 8 
40 43 ± 5 7 ± 10 

El 100 % de parásitos viables coresponde a la diferencia de absorbancia medida entre 
570-nm y 690-nm/mg de proteína en el ensayo de MTT de los tripomastigotes que no 
fueron expuestos a ningún tratamiento. (Ver materiales y métodos). Las distintas 
drogas se agregaron el día cero. 
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Figura 21 Efecto Nx, Bz y su asociación con BSO sobre el la viabilidad de 
tripomastigotes de la cepa MF. 
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Bz IC50 = 33,07 ± 1,23
Bz + BSO IC50 = 3,84 ± 0,49

 Benznidazol
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Los valores de IC50 corresponden a la concentración necesaria para disminuir en un 50% 
la viabilidad de tripomastigotes de T. cruzi. Los  valores de IC50  se calcularon utilizando 
la herramienta Sigmoidal Fit / Dose-response del programa Originlab 7.5. Las distintas 
drogas se agregaron el día cero. Los valores de IC50 están expresados en 
concentraciones µM y corresponden al promedio de tres experimentos independientes ± 
DS. Ver materiales y métodos. Valores obtenidos de las tablas 6 y 7. 
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ESTUDIOS IN VIVO 

 

Efecto de BSO en ratones infectados con Trypanosoma cruzi. 

 

Para evaluar el efecto in vivo de BSO, se infectaron ratones de la cepa 

BALB/c con 30.000 tripomastigotes sanguíneos de la cepa DM28c de T.cruzi.  

Las dosis utilizadas fueron: 125 y 1000 µmoles/Kg/día.  La figura 22-A 

muestra el análisis de sobrevida comparativo entre ambos grupos respecto 

del control según el método de Kaplan-Meier.  En esta figura se puede 

observar un 100% de sobrevida hasta el día 13, luego esta disminuye 

diferencialmente para los grupos tratados con BSO y para el grupo control.  

Esta diferencia no es estadísticamente significativa por el análisis logrank 

para ninguno de los grupos tratados,  p>0.05 

 

Del mismo modo, se muestra la evolución en el tiempo de la parasitemia de 

los grupos tratados con BSO respecto del control (Figura 22-B), en esta 

figura se puede observar una diferencia significativa entre el grupo tratado 

con la dosis de 1000 µmoles/Kg/día y el grupo control, mediante análisis de 

ANOVA de una vía test Tukey, p=0,0139. La dosis de 125 µmoles/Kg/día no 

mostró diferencias significativas respecto del control, p=0,4805.  A pesar de 

que el grupo tratado con la dosis mas alta de BSO presentó diferencias 

significativas respecto del control, esta diferencia no se correlaciona 

estadísticamente con la sobrevida.  
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Figura 22 Efecto de BSO en ratones infectados con Trypanosoma cruzi cepa 
Dm28c 
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Sobrevida y parasitemias de ratones BALB/c infectados con la cepa DM28c de T. cruzi, 
tratados con BSO. Los ratones se infectaron con 30000 tripomastigotes de T. cruzi y se le 
administraron dosis de BSO 125 µmoles/Kg/día y 1000 µmoles/Kg/día, el grupo control 
recibió H2O, 200 µL por vía intraperitoneal administrados según materiales y métodos. La 
sobrevida fue evaluada diariamente. No se observan diferencias significativas comparadas 
con el control. BSO 125 µmoles/Kg/día p=0,0749; BSO 1000 µmoles/Kg/día p=0,3022, según 
el test logrank. Respecto de las parasitemias, se observan diferencias significativas 
comparadas con el control a dosis de 1000 µmoles/Kg/día, a lo largo de todo el experimento, 
p=0,01639 en ANOVA de una vía, test Tukey. 
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Los animales que no sobrevivieron, fueron sometidos a estudios 

histopatológicos de tejido cardíaco para poder correlacionar la sobrevida y/o 

parasitemia con la aparición de miocarditis, causa característica de muerte 

mediada por infección aguda de Trypansoma cruzi (Castro y cols., 2006). 

 

En la figura 23 se muestran las microfotografías de cortes histológicos 

teñidos con hematoxilina-eosina de miocardio de ratones sanos, ratones 

infectados con T. cruzi y ratones infectados con T. cruzi y tratados con BSO. 

 

En esta figura podemos observar que mediado por la infección se observa la 

aparición de nidos de amastigotes (destacados en la figura) y de una gran 

cantidad de infiltrado inflamatorio, situación que tiende a disminuir por efecto 

de BSO.  Al igual que lo observado con respecto a las parasitemias esta 

disminución del efecto inflamatorio en el corazón no se correlaciona con un 

aumento de la sobrevida de los animales. 
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Figura 23 Efecto de BSO en miocardio de ratones BALB/C infectados 
con Trypanosoma cruzi 

A. Ratón Sano 
  

B. Ratón Infectado 
  

C. Ratón tratado con BSO 
  

 
  
 
 
 
 
 
 
  

Microfotografías de cortes histológicos de miocardio de ratones 
BALB/c teñidos con hematoxilina-eosina. 
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Efecto de Nifurtimox y su asociación con BSO sobre ratones BALB/c, 

infectados con T. cruzi, cepa DM28c.  

 
Para estudiar el efecto in vivo de de Nifurtimox y su asociación con BSO, se 

infectaron ratones de la cepa BALB/c con 30.000
 
tripomastigotes sanguíneos, 

cepa DM28c de T. cruzi y se dividieron aleatoriamente en grupos de 6 

animales cada uno.  Luego de 5 días de infección, donde se observaron 

parásitos en sangre,  se administraron los tratamientos con Nifurtimox a dosis 

de 25 y 50 mg/Kg/día y sus respectivas asociaciones con BSO 1000 

µmoles/Kg/día, además de la dosis efectiva reportada en la literatura de 100 

mg/Kg/día utilizada como control positivo.  La figura 24-A muestra los análisis 

de sobrevida comparativo en ratones BALB/c infectados con T. cruzi, y 

tratados solamente con Nifurtimox, en ella podemos observar que a dosis de 

25 y 50 mg/Kg/día no hay una diferencia significativa por el análisis logrank 

respecto del control, situación no observada a dosis de 100 mg/Kg/día los 

que concuerda con datos presentes en la literatura (Urbina y cols., 2004).  La 

figura 24-B  muestra la evolución de la parasitemia en el tiempo de los 

grupos tratados con Nifurtimox respecto del control, en ella se observa que 

no hay diferencias significativas entre el grupo tratado con Nx 25 

µmoles/Kg/día y el grupo control, pero si se observan con el grupo tratado 

con 1000 µmoles/Kg/día, sin embargo esta diferencia en parasitemia no se 

refleja en una diferencia con la sobrevida. 
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Figura 24 Efecto de Nifurtimox sobre ratones BALB/C infectados con 
Trypanosoma cruzi 

A. Sobrevida B. Parasitemias 
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Sobrevida y parasitemias de ratones BALB/c infectados con la cepa DM28c de T. cruzi, 
tratados con Nifurtimox.  Los ratones se infectaron con 30000 tripomastigotes de T. cruzi y 
luego de cinco días comenzaron a ser tratados con Nx 25 mg/Kg/Día, 50 mg/Kg/Día 100 
mg/Kg/Día administados según materiales y métodos. La mortalidad fue evaluada 
diariamente. Se observan diferencias significativas solamante para el grupo de mayor 
dosis, p=0.0145, a dosis de 25 mg/Kg/Día y 50 mg/Kg/Día loas valores de p fueron 0,0930 y 
0,0546 respectivamente según el test logrank. Respecto de las parasitemias, se observan 
diferencias significativas comparadas con el control a dosis de 50 y 100 mg/Kg/día de Nx a 
lo largo de todo el experimento, p=0,01160 y 0,01140 respectivamente en análisis de ANOVA 
de una vía, test Tukey. 

 
 
 
 

 

 

 



73 
 

Dado que a las dosis de 25 y 50 mg/Kg/día de Nifurtimox no se observaron 

diferencias significativas en la sobrevida respecto del grupo control, estas 

dosis se asociaron a 1000 µmoles/Kg/día de BSO.  En la Figura  25 se 

observan los análisis de sobrevida de ratones BALB/c infectados con T.cruzi 

y tratados con Nifurtimox a las dosis mencionadas en asociación a BSO 1000 

µmoles/Kg/día, en ella podemos observar que la asociación de estos 

fármacos no implica un aumento significativo en la sobrevida de los ratones 

si lo comparamos al control o al grupo tratado solamente con nifiurtimox  

 

En la figura 26, se muestran la evolución de la parasitemia en el tiempo de 

los grupos tratados con Nx 25 y 50 mg/Kg/día y su asociación con BSO 1000 

µmoles/Kg/día respecto del control, en ella podemos observar para la dosis 

de 25 mg/kg/día una disminución significativa de la parasitemia del grupo 

tratado con la asociación de drogas respecto del grupo control y respecto del 

grupo tratado con la droga sin asociar, no obstante a ello, este dato no se 

correlaciona con los datos de sobrevida de estos animales (Figura 25).  Por 

otra parte, tanto la dosis de 50 mg/Kg/día de Nifurtimox y su asociación con 

BSO 1000 µmoles/Kg/día presentan una disminución significativa de la 

parasitemia durante el período estudiado, comparado con el grupo control sin 

embargo no existe diferencia estadística al realizar el análisis entre estas 

dosificaciones. 
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Figura 25 Análisis de sobrevida de ratones BALB/C infectados con 
Trypanosoma cruzi y tratados con Nifurtimox asociado a BSO. 
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Sobrevida de ratones BALB/c infectados con la cepa DM28c de T. cruzi, tratados con con la 
asociacion Nifurtimox/BSO.  Los ratones se infectaron con 30000 tripomastigotes de T. cruzi. 
Luego de cinco días de infección, los animales recibieron Nx 25 o 50 mg/Kg/Día y Nx 25 o 50 
mg/Kg/Día asociado a  BSO 1000 µmoles/Kg/día.  Nifurtimox se administró por via oral y BSO 
por vía intraperitoneal según materiales y métodos.  La mortalidad fue evaluada diariamente. 
No se observaron diferencias significativas entre los grupos que recibieron la asociación 
comparadas con el control ni con sus respectivas dosis sin asociar,  p > 0,05 en todos los 
casos según el test logrank.  

 

Figura 26 Efecto de Nifurtimox y su asociación con BSO sobre parasitemias 
en ratones infectados con T. cruzi 
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Las parasitemias se evaluaron por conteo bajo microscópio según materiales y métodos, se 
observan diferencias significativas entre el grupo que recibe 25 mg/kg/día asociado a BSO y 
el control, p= 0,0228 en análisis de ANOVA de una vía, test Tukey.  A dosis de 50 mg/Kg/día se 
observan diferencias comparadas con el control con o sin la adición de BSO, sin embargo no 
se observa diferencia estadística entre ellas en análisis de ANOVA de una vía, test Tukey. 
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En la figura 27 se muestran las fotografías de cortes de miocardio teñidos 

con hematoxilina-eosina de ratones infectados con T. cruzi y ratones 

infectados con T. cruzi y tratados con Nx y su asosiación con BSO. 

 

En esta figura se observan nidos de amastigotes (destacados en la figura) y 

una gran cantidad de infiltrado inflamatorio, situación que tiende a disminuir 

por efecto de Nifurtimox 100 mg/Kg/día observación que se correlaciona con 

la sobrevida. Esta disminución tanto en cantidad de amastigotes como en 

tejido inflamatorio, no se observa a la dosis de 25 mg/kg/día.  Al asociar Nx 

25 mg/Kg/día con BSO 1000 µmoles/Kg/día se observa una disminución 

tanto del infiltrado inflamatorio e incluso no se observan nidos de 

amastigotes, paradojalmente, esta situación no se correlaciona con la 

sobrevida de estos animales. 
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Figura 27 Efecto de NX su asociación con BSO sobre miocardio de 
ratones BALB/C infectados con Trypanosoma cruzi 

CONTROL Nx 100 mg/Kg/Día 
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µmoles/Kg/día 

  

Microfotografías de cortes histológicos de miocardio de ratones BALB/c teñidos con 
hematoxilina-eosina. 
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Efecto de Benznidazol y su asociación con BSO sobre ratones BALB/c, 

infectados con Trypanosoma cruzi, cepa DM28c. 

 
 

Del mismo modo que con Nifurtimox, para estudiar el efecto in vivo de 

Benznidazol y su asociación con BSO, se infectaron ratones de la cepa 

BALB/C con 30.000
 
tripomastigotes sanguíneos, cepa DM28c de T. cruzi y se 

dividieron aleatoriamente grupos de 6 animales cada uno.  Luego de 5 días 

de infección, donde se observaron parásitos en sangre, se administraron los 

tratamientos con Benznidazol a dosis de 10, 25 y 50 mg/Kg/día y sus 

respectivas asociaciones con BSO 1000 µmoles/Kg/día, además de la dosis 

efectiva reportada en la literatura de 100 mg/Kg/día utilizada como control 

positivo.  La figura 28 muestra análisis de sobrevida comparativo sobre en 

ratones BALB/C infectados con T. cruzi, y tratados solamente con 

Benznidazol en ella podemos observar que a dosis de 10 mg/Kg/día no hay 

una diferencia significativa por el análisis logrank respecto del control, 

situación no observada a dosis de 25, 50 y 100 mg/Kg/día. 
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Figura 28 Efecto de Benznidazol sobre ratones BALB/c infectados con 
Trypanosoma cruzi 
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Sobrevida y parasitemias de ratones BALB/c infectados con la cepa DM28c de T. cruzi, 
tratados con Benznidazol.  Los ratones se infectaron con 30000 tripomastigotes de T. cruzi 
y luego de cinco días comenzaron a ser tratados con Bz 10, 25, 50 o 100 mg/Kg/Día, 
administados según materiales y métodos.  La mortalidad fue evaluada diariamente.  Se 
observan diferencias significativas a las dosis de 100, 50 y 25 mg/Kg/día, p < 0,05. Para el 
grupo tratado con 10 mg/Kg/día, p= 0,5133 según el test logrank. Respecto de las 
parasitemias, se observan diferencias significativas comparadas con el control a dosis de 
25, 50 y 100 mg/Kg/día de Bz a lo largo de todo el experimento, p=0,01240, 0,01320 y 0,0098 
respectivamente en análisis de ANOVA de una vía, test Tukey. 
 
 
 

 

 

La Dosis de 10 mg/Kg/día de Benznidazol, se asoció a 1000 µmoles/Kg/día 

de BSO.  En la Figura 29 se observan los análisis de sobrevida de ratones 

BALB/C infectados con T.cruzi y tratados con Benanidazol a esta dosis 

subefectiva asociada a BSO, en ella podemos observar que al asociar 

Benznidazol con BSO no existen diferencias significativas respecto del 

control ni con respecto al uso de Benznidazol sin asociar. 
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Figura 29 Análisis de sobrevida de ratones BALB/c infectados con T. cruzi 
y tratados con la asociación de Benznidazol mas BSO. 

Sobrevida Parasitemias 

0 10 20 30
0

25

50

75

100

125
Bz 10 mg/Kg/día - BSO
Control
Bz 10 mg/Kg/día

Días de Infección

Po
rc

en
ta

je
 d

e 
so

br
ev

id
a

4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
-100000

0

100000

200000

300000

400000

500000

600000

700000

800000

900000

1000000

*

Pa
rá

si
to

s 
/ m

L 
de

 s
an

gr
e

Días de infección

 Control
 Bz 10 mg/Kg/día
 Bz 10 mg/Kg/día + BSO

*

Sobrevida de ratones BALB/c infectados con la cepa DM28c de T. cruzi, tratados con la 
asociación Benznidazol/BSO.  Los ratones se infectaron con 30000 tripomastigotes de T. 
cruzi.  Luego de cinco días de infección, los animales recibieron Bz 10 mg/Kg/Día y Bz 10 
mg/Kg/Día asociado a  BSO 1000 µmoles/Kg/día.  Bz se administró por vía oral y BSO por 
vía intraperitoneal según materiales y métodos.  La mortalidad fue evaluada diariamente. 
No se observaron diferencias significativas entre los grupos que recibieron la asociación 
comparadas con el control ni con sus respectivas dosis sin asociar,  p > 0,05 en todos 
los casos según el test logrank.  
Las parasitemias se evaluaron por conteo bajo microscópio según materiales y métodos, 
se observan diferencias significativas entre el grupo que recibe 10 mg/kg/día d Bz 
asociado a BSO y el control, p= 0,0358 en análisis de ANOVA de una vía, test Tukey. 
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En la figura 30 se muestran las fotografías de cortes de miocardio de ratones 

infectados con T. cruzi y tratados con Benznidazol y su asociación con BSO. 

 

En esta figura podemos observar que mediado por la infección se observa la 

aparición de nidos de amastigotes (destacados en la figura) y de una gran 

cantidad de infiltrado inflamatorio, situación que tiende a disminuir por efecto 

de Benznidazol.  Por otra parte, por efecto de Benznidazol a dosis de 10 

mg/Kg/día, no se observan nidos de amastigotes pero queda en evidencia la 

presencia de infiltrado inflamatorio, situación observada también al asociar 

esta dosis con BSO.  Al igual que lo observado con respecto a las 

parasitemias esta disminución del efecto inflamatorio en el corazón no se 

correlaciona con un aumento de la sobrevida de los animales. 
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Figura 30 Efecto de Bz su asociación con BSO sobre miocardio de 
ratones BALB/c infectados con trypanosoma cruzi 
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Microfotografías de cortes histológicos de miocardio de ratones Balb/c teñidos con 
hematoxilina-eosina. 
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DISCUSIÓN 

 

En América Latina, la enfermedad de Chagas constituye una de las mayores 

preocupaciones en materia de salud pública, siendo después de la malaria, la 

enfermedad ligada a vectores de mayor prevalencia y mortalidad (Atias, 

1998; WHO, 2002).  

 

Esta enfermedad puede ser prevenida si se implementan medidas de salud 

públicas orientadas a la erradicación del vector.  De hecho, programas de 

control del vector basados en el uso de insecticidas han mostrado beneficios 

incuestionables, presentando abruptas disminuciones en infecciones por T. 

cruzi en poblaciones jóvenes viéndose esto reflejado en una disminución en 

la tasa de muerte durante los últimos treinta años.  Sin embargo, dado el 

gran número de vectores capaces de transmitir la enfermedad, no se ha 

logrado un total control de la transmisión de la enfermedad mediada por 

artrópodos (Texeira, 2006). Es más, estudios recientes realizados en Chile, 

en la región Metropolitana, han demostrado el desarrollo extra y 

peridomiciliario de Triatoma infestans, principal insecto vector en nuestro 

país, lo que hace necesario un replanteamiento de los planes de control de 

este vector (Bacigalupo y cols., 2006). 

 

Por otra parte,  la erradicación se dificulta en países dónde la detección en 

bancos de sangre no es sistemática, y por el aumento del fenómeno social 
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de la migración que incluye pacientes en fase latente o crónica de la 

enfermedad lo que facilita la transmisión vía sanguínea del parásito.  

 

Por otra parte, la inhibición de la síntesis de GSH con BSO se ha usado 

como estrategia para revertir resistencia (Calvert, 1998) y potenciar el efecto 

antineoplásico de agentes como doxorubicina (Vanhoefer y cols., 1996), 

melfalán (Anderson y cols., 2000) o ciclofosfamida (Sipos y cols., 2001).  En 

estudios de fase I (Bailey y cols., 1994; Bailey y cols., 1997; O’Dwyer y cols., 

1996), usaron concentraciones plasmáticas de BSO entre 0,5 a 1 mM, 

reduciendo los niveles de GSH en células blancas a menos de un 20%. 

 

En esta tesis reportamos que la BSO es capaz de disminuir eficazmente los 

niveles de GSH y TSH2 en todas las formas de T. cruzi  (Figura 8).  Lo que 

demuestra que la gamma-glutamilcistein sintetasa del parásito es inhibida por 

la BSO, dato que concuerda con experimentos realizados en T. brucei 

(Arrick, 1990).  En esta tabla se observa que luego de 48 horas de 

incubación con BSO no se llega a una disminución total del contenido de 

GSH, esto se debe a la existencia de compartimentos intracelulares capaces 

de almacenar GSH (Griffith y Meister 1985). 

 

Por otra parte, los estudios realizados en epimastigotes, forma replicativa de 

T. cruzi, nos indican que BSO presenta una baja toxicidad sobre el parásito 

afectando el crecimiento y la viabilidad de manera dosis dependiente, a 

concentraciones superiores a las necesarias para inhibir la síntesis de GSH 
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(Figura 8, Figura 9 y Tabla 1), situación que sugiere que el GSH no es 

indispensable para el crecimiento de epimastigotes. 

 

En las figuras 10, 11, y 12, se muestran las curvas dosis respuestas del 

efecto de Nx y Bz y de sus asociaciones con BSO sobre el crecimiento de 

epimastigotes de distintas cepas en T. cruzi, claramente se observa un efecto 

potenciador de la BSO ya que a las dosis utilizadas para inhibir la síntesis de 

GSH, no se afecta el valor de la constante de crecimiento de los cultivos, 

pudiendo disminuir los valores de ICKc50 alrededor de 50 % (tabla 1). 

 

Del mismo modo, y en forma simultánea, se estudió el efecto de las drogas 

antichagásicas y su asociación con BSO sobre la constante de viabilidad de 

cultivos de distintas cepas de epimastigotes de T. cruzi. (Figuras 13, 14 y 15) 

pudiendo observar nuevamente la potenciación del efecto de Nx o Bz por la 

asociación con BSO, datos resumidos en la tabla 3.  La potenciación que se 

observa al comparar los valores de ICKs50 son algo mayores que si 

comparamos las curvas de crecimiento (aproximadamente 70% v/s 50% 

respectivamente).  Esta situación se puede deber a diferencias en los tipos 

de mediciones ya que la nefelométrica mide solamente la presencia de 

parásitos, no siendo por ello, todos viables, diferencia que permite dilucidar 

los ensayos de viabilidad (Tabla 2 y Tabla 3). 

 

Para analizar si este efecto potenciador se podía observar en un modelo in 

vitro de enfermedad Chagas como lo es el modelo de células VERO, se 
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estudió el efecto de Nx, Bz y sus asociaciones con BSO en cultivos de 

células VERO infectadas con distintas cepas de T. cruzi.  Para medir este 

efecto se determinó el porcentaje de células infectadas, multiplicado por el 

promedio de amastigotes intracelulares, como un indicador del efecto de 

drogas utilizadas en modelos in vitro de la enfermedad de Chagas, este 

parámetro llamado índice endocítico fue descrito por Cazzulo y cols., en 

1998.  En las figuras 17, 18, 19 y 20, se muestran las curvas dosis-respuesta 

que relaciona el índice endocítico con las drogas antichagásicas y su 

asociación con BSO.  En ellas podemos observar un efecto potenciador de la 

BSO ya que los valores de IC50 para el índice endocítico disminuyen en 

promedio en más de un 50 % para todas las cepas estudiadas.  

Específicamente, se observa que los valores de IC50 disminuyen 

aproximadamente en un 40% para ambas drogas en las cepas MF y LQ, y 

cerca de un 60% para Nx y un 80% para Bz para la cepa Tulahuén.  

Reportes anteriores han demostrado que el contenido de GSH y T(SH)2 para 

esta cepa son menores que para el resto, lo cual podría explicar esta 

diferencia observada.(Maya y cols. 1997) 

 

Como se puede observar en la figura 16C, la BSO no presenta efecto 

antichagásico en células VERO infectadas con T. cruzi.   Además, la dosis de 

BSO utilizada (25 µM) no afecta la viabilidad de las células VERO, pero si 

inhibe efectivamente los niveles de GSH.  Del mismo modo en células 

infectadas con T. cruzi y tratadas con BSO 25 µM se detectaron niveles muy 
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bajos de GSH comparados con el control y no se pudo detectar la presencia 

de T(SH)2 lo que indica que la dosis utilizada efectivamente se inhibe la 

síntesis de T(SH)2 en amastigotes intracelulares.   Este hecho, junto con el 

nulo efecto de la BSO sobre el índice endocítico en células VERO infectadas, 

nos indican que ni el GSH ni el T(SH)2 son indispensables para la 

multiplicación intracelular del parásito, pero si son factores fundamentales 

para la defensa contra radicales libres y/o agentes electrofílicos en células 

VERO. 

 

La forma tripomastigota constituye la forma infectante del parásito y es la 

responsable de la infección en mamíferos, en la figura 21 se muestra el 

efecto de Nx y Bz y su asociación con BSO sobre la viabilidad de 

tripomastigotes de T. cruzi, en ella se observa un claro efecto potenciador del 

efecto tripanocida de Nx o Bz cuando se asocian con BSO, datos 

presentados en las tabla 5 y 6, hecho relevante ya que esta forma es la 

encargada de infectar al mamífero, de diseminar la infección al resto de 

tejidos del organismo y es la forma característica presente en la enfermedad 

de Chagas aguda (Castro y cols., 2006, Texeira 2006).  Además se observa 

que la BSO a la dosis utilizada, efectivamente disminuye los niveles de GSH 

y T(SH)2, sin afectar la viabilidad de los parásitos, lo que nos indica que GSH 

no es indispensable para la sobrevida de tripomastigotes de T. cruzi. 
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Se infiere de lo anterior, que la forma infectiva tripomastigota (Tabla 5 y 6) y 

la intracelular amastigota (Tabla 4) fueron más sensibles a la potenciación de 

Nifurtimox y Benznidazol asociado a BSO que la forma epimastigota.  Una 

posible explicación para esta observación es que las formas tripo y 

amastigota contienen menos de la mitad de la concentración total de tioles 

que la forma epimastigota.  

 

Por otra parte, Nifurtimox, Benznidazol y Butionina Sulfoximina disminuyen el 

contenido total de tioles por dos mecanismos distintos (Maya y cols., 1997; 

Maya y cols., 2003).  Así, BSO inhibe la síntesis de GSH, mientras los 

metabolitos electrofílicos de Nx y Bz se conjugan con tioles libres.   En 

ambas situaciones la concentración de GSH y T(SH)2  se ven disminuidas 

facilitando la acción citotóxica de radicales libres o metabolitos electrofílicos. 

 

Existen antecedentes en la literatura que demuestran que ratones infectados 

con Trypanosoma brucei fueron curados utilizando solamente BSO (Arrick y 

cols., 1981), Por otra parte, al tratar con BSO a macrófagos infectados con 

Leishmania donovani se observó que los macrófagos recuperaban su 

capacidad tripanocida con la consecuente desaparición de la infección 

(Kapoor y cols., 2000).  Estos antecedentes, abren la posibilidad de 

determinar un posible efecto tripanocida de la BSO sobre Trypanosoma cruzi.  

En los estudios presentados en esta tesis, no observamos este efecto de la 

BSO en células VERO (Figura 16), ni en ratones BALB/c infectados.  Lo que 

nos indica que el GSH ni el T(SH)2 son fundamentales para la sobrevida del 
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parasito tanto en modelos in vitro como en modelos in vivo de la enfermedad 

de Chagas.  

 

En la figura 22-A se observa el efecto de BSO sobre ratones infectados con 

T. cruzi, en ella podemos observar que BSO no tiene ningún efecto en la 

sobrevida de los ratones infectados a ninguna de las dosis estudiadas, lo que 

podría indicar que ni el GSH ni el T(SH)2 son fundamentales para el 

desarrollo patológico de la enfermedad, no obstante a ello, en la figura 22-B 

que muestra el efecto de BSO sobre la parasitemia en ratones infectados, se 

observa una disminución significativa de este parámetro en ratones tratados 

con 1000 µmoles/Kg/día de BSO, dato interesante ya que a esta dosis no 

hay diferencia con la sobrevida, lo que indicaría que no existe correlación 

entre parasitemia y sobrevida del ratón infectado. 

 

Las dosis de Nx 25 y 50 mg/kg/día que se asociaron a BSO son dosis 

subefectivas (figura 23) y que corresponden aproximadamente al 50% de la 

dosis efectiva (100 mg/Kg/día). Estas dosis fueron seleccionadas como 

aproximación de los datos obtenidos in vitro que ofrecían una potenciación 

cercana al 50%. En la figura 24 se observa el efecto sobre la sobrevida de 

ratones infectados con t. cruzi y tratados con Nx a las dosis indicadas y su 

asociación con BSO. Se observa que no hay diferencias significativas entre 

el control y el tratamiento con Nx ni con la asociación con BSO, pero si se 

observa un efecto en la parasitemia a la dosis de 25 mg/kg/día. Si 

comparamos este resultado con el de la figura 22-B, se deduce que la 
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disminución en la parasitemia está dada por la BSO y no existe un efecto ni 

sumatorio ni potenciador a ese nivel. 

 

Al realizar el experimento con Bz se determina que la dosis de 10 mg/kg/día 

es subefectiva a diferencia de 25, 50 o 100 mg/kg/día.  Al asociar esta dosis 

con BSO como se muestra en la figura 29 no se observan diferencias 

significativos en la sobrevida comparada con el control.  Respecto de las 

parasitemias,  igual que para el caso del Nx, se observa una disminución 

significativa de esta al asocias Bz 10 mg/Kg/día con BSO, no obstante esta 

diferencia estaría dado por el efecto de la BSO. 

 

El Trypanosoma cruzi, una vez que ha ingresado al organismo infecta a todo 

tipo de células nucleadas, especialmente a macrófagos (Burleight, 2002).  

Este parásito, al igual que otros agentes infecciosos, es capaz de evadir 

eficientemente la acción antiparasitaria del macrófago mediante algunos 

mecanismos adaptativos.  Uno de estos mecanismos es evitar la activación 

de la iNOS con el consecuente aumento en la producción de NO y citokinas.  

 

Estudios anteriores, han demostrado que macrófagos tratados con BSO, ven 

aumentados sus niveles intracelulares de NO, aumentando su acción 

antiparasitaria.  Esto se debería a que el GSH es el encargado de controlar 

los niveles de NO, cuando estos aumentan en forma desmedida (Kapoor, 

2002). 
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Por otra parte, el parásito sintetiza T(SH)2 a partir de GSH y espermidina, el 

hecho de la disminución de los niveles de GSH y T(SH)2 por efecto de la 

BSO, aumentaría los niveles disponibles de espermidina, lo que como 

consecuencia produciría una inhibición de su síntesis a partir de L-Arginina. 

(Freire de lima y cols. 2000).  Esto produciría un aumento en  la 

disponibilidad de la L-Arginina pudiendo aumentar la síntesis de NO por parte 

de la iNOS, potenciando de esta forma el efecto antiparasitario del 

macrófago. 

 

En la figura 22, se observa una disminución de las parasitemias en ratones 

tratados con BSO; disminución que no se relaciona con la sobrevida de los 

animales.  La observación anterior puede llevar a pensar en que el BSO 

produce un efecto directo sobre los tripomastigotes sanguíneos o bien, 

induce un aumento en la eficacia de la inmunidad innata.  Evidentemente, 

esta situación es insuficiente para asegurar la supervivencia del hospedero.   

En el mismo sentido, la BSO es una molécula de carácter hidrosoluble por lo 

que se distribuirá principalmente en el plasma (Griffith y Mulcahy 1999). 

Además, Según datos farmacocinéticos, BSO presenta un volumen de 

distribución de 20 Litros (O'Dwyer y cols., 1996; Gallo y cols., 1995).  Este 

dato es importante, pensando que la fase aguda de la enfermedad, se 

caracteriza por una alta presencia de parásitos en el torrente sanguíneo los 

cuales al tener menor poder reductor dada la disminución en sus niveles de 

GSH y T(SH)2, serían mas susceptibles al “Burst oxidativo” desencadenado 
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por células fagocíticas que a su vez podrían tener aumentados los niveles de 

NO. 

 

Por otra parte, en los estudios histológicos no se aprecia una mejoría 

importante de la patología por efecto de la BSO ni por las drogas 

antichagásicas a dosis subefectivas, ni por la asociación de estas a BSO.  

Esto indica que el efecto observado de BSO es distinto en miocardio que en 

plasma situación que podría estar mediada por un bajo efecto en la inhibición 

de la GGCS en el miocardio.  Al respecto existen estudios que han 

demostrado que luego de una administración intraperitoneal de BSO los 

niveles de GSH disminuyen en forma diferencial en los distintos órganos, 

siendo uno de los menos afectados el miocardio (Grifith, 1988).  

 

Actualmente no se han desarrollado nuevas drogas para el tratamiento de la 

enfermedad de Chagas.  Aparentemente no se han desarrollado drogas más 

eficaces que Nx o Bz.  Todos estos datos nos llevan a concluir que el efecto 

potenciador existe y es importante dados los resultados in vitro, sin embargo, 

in vivo BSO podría tener dificultades para poder actuar en los tejidos 

afectados por el parásito. Del mismo modo permite proyectar la importancia 

de desarrollar análogos de BSO con mayor liposolubilidad que puedan tener 

un efecto más importante in vivo y con una mayor selectividad para la enzima 

del parásito. 
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CONCLUSIONES 

1. BSO a concentración de 500 µM disminuye significativamente los 

tioles en todas las formas del parásito. 

2. BSO a concentraciones menores de 500 µM, no altera 

significativamente el crecimiento en epimastigotes de T.  cruzi, cepas 

MF, LQ y Dm28c. 

3. BSO 500 µM, potencia el efecto de Nifurtimox y Benznidazol sobre el 

crecimiento de epimastigotes de T.  cruzi, cepas MF, LQ y Dm28c. 

4. BSO 500 µM, potencia el efecto citotoxico de Nifurtimox y Benznidazol 

sobre la viabilidad de epimastigotes de T.  cruzi, cepas MF, LQ y 

Dm28c. 

5. BSO 25 µM potencia el efecto tripanocida de Nifurtimox y Benznidazol 

sobre la forma amastigota intracelular en células VERO infectadas. 

6. BSO no tiene actividad tripanocida sobre cultivos de células VERO 

infectadas con T.  cruzi. 

7. BSO 500 µM potencia la acción tripanocida de Nifurtimox y 

Benznidazol sobre la forma tripomastigota de T.  cruzi, cepa MF. 

8. La forma infectiva tripomastigota y la multiplicativa intracelular 

amastigota fueron más sensibles a la potenciación comparada con la 

forma epimastigota. 

9. Ni el GSH ni el T(SH)2  son indispensables para la sobrevida del 

parásito ya sea en modelos in vitro o modelos in vivo de la 

enfermedad de Chagas. 
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10. BSO 1000 µmoles/Kg/día disminuye significativamente las 

parasitemias de ratones BALB/c infectados con T. cruzi. No obstante, 

esta situación no se correlaciona con las sobrevidas. 

11. El efecto potenciador de BSO sobre Nifurtimox y Benznidazol sólo se 

observó en modelos in vitro. 
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