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ALTERACIONES ULTRAESTRUCTURALES EN LA MUCOSA DEL COLON DE
RATAS TRATADAS CON NIFURTIMOX*
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Resumen El nifurtimox (Nfx) es un farmaco empleado en el tratamiento del Mal de Chagas agudo que ha evi-
denciado en su uso clinico y en estudios experimentales efectos colaterales tédxicos que comprome-
ten su empleo. Estos efectos fueron correlacionados con la nitrorreduccién del Nfx a radical nitroanion y la genera-
cioén de aniones superoéxido a través de un ciclo redox. El objetivo de este trabajo fue verificar si después de la
administracién oral de Nfx (100 mgekg?) a ratas macho Sprague Dawley se observan alteraciones ultraestructurales
en el colon. Los resultados mostraron que 24 h después de administrar el Nfx se observan alteraciones consisten-
tes en una dilatacién moderada del reticulo endoplasmico y en una dilatacién intensa del complejo de Golgi en las
células epiteliales coldnicas. El Nfx esta presente en el tejido colénico 1y 3 h después de su administracion oral,
en concentraciones de 9.7 + 2.9y 7.0 + 1.7 nmoleg ! respectivamente. Los estudios de actividad nitrorreductasica
del Nfx, espectrofotémetricos y por HPLC, en fracciones subcelulares, permiten establecer su presencia en la frac-
cién microsomal, con valores de 0.72 + 0.29 y 0.26 + 0.04 nmol Nfxemin-temg™* proteina, pero no en el citosol. Los
resultados muestran una correlacién entre la localizacion del dafio observado y la fraccién celular donde ocurre la
nitrorreduccion. El dafio intenso del complejo de Golgi producido por el Nfx sugiere potenciales alteraciones en las
funciones de sintesis y/o almacenamiento de productos de secrecién de la mucosa colénica.

Palabras clave: nifurtimox, derivados nitroheterociclicos, nitrorreduccién, quimioterapia del mal de Chagas, dafios
en el colon

Abstract Ultrastructural alterations in colonic mucosa of nifurtimox treated rats . Nifurtimox (Nfx) is a
chemotherapeutic agent used in the treatment of acute Chagas’ disease. Clinical and experimental
studies with this nitroheterocyclic compound evidenced serious undesirable side effects. These were correlated with
Nfx nitroreduction to a nitroanion radical followed by superoxide anion generation through a redox cycling process.
The aim of this study was to verify whether the oral administration of Nfx to Sprague Dawley male rats (100 mgekg,
po) produced any observable ultrastructural alteration in the cells of the colonic mucosa. Results showed that 24 h
after Nfx administration there were observable alterations in this type of cells. They essentially consisted of moderate
dilatation of their endoplasmic reticulum and intense dilatation of their Golgi complex. Already 1 and 3 h after Nfx
administration, the original compound reached a concentration of 9.7 + 2.9 and 7.0 + 1.7 nmoleg respectively in
the colonic tissue. Studies on Nfx nitroreductase activity of colonic mucosa as determined spectrophotometrically
and by HPLC methods showed that the microsomal fraction (from 0.72 + 0.29 to 0.26 + 0.04 nmol Nfxemin-temg*
protein) but not the cytosol had the ability to nitroreduce Nfx. The results obtained show a correlation between the
ultrastructural localization of injury and that of nitroreductase activity. The intense deleterious effects of Nfx in the
Golgi apparatus suggest the potential occurrence of alterations in the synthesis/storage of secretory products of
the colonic mucosa.
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El Mal de Chagas es una enfermedad endémica de
los paises latinoamericanos®3. Existen al menos 20 mi-
llones de personas afectadas y alrededor de 60 millones
viviendo en areas de potencial infeccion. Después de la
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fase aguda de la enfermedad en los pacientes chagéasicos
pueden aparecer efectos adversos en el corazén y sis-
tema nervioso central y también procesos inflamatorios
intensos en el colon y es6fago!. Asimismo, en la literatu-
ra se han publicado casos de incidencia aumentada de
cancer en colon y eso6fago en estos pacientes*®.

En el tratamiento de la fase aguda de la enfermedad
de Chagas se han usado dos drogas, el Nifurtimox, 4-
[(5-nitrofurfuriliden) amino]-3- metiltiomorfolina-1,1-
dioxido (Nfx) (Fig 1) y el Benznidazol, N- bencil-2- nitro-
1- imidazol acetamida (Bz)* ¢%. Ambas drogas muestran
distinta efectividad quimioterapéutica frente al agente
etidlogico de la enfermedad, el Trypanosoma cruzi, y
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Fig 1.— Nifurtimox

producen diferentes efectos téxicos colaterales ’. Se han
realizado estudios clinicos ®** empleando Nfx en los cua-
les se observaron reacciones indeseables que muchas
veces obligaron a los pacientes a abandonar el trata-
miento* 1. En estudios experimentales el Nfx ha
demostrado poseer efectos que no son facilmente evi-
dentes en su uso clinico, por ejemplo, mutagénicos,
endocrinos, carcinogénicos, sobre la reproduccion y
otros'®24,

La toxicidad de este nitroheterociclo se ha atribuido a
su metabolismo nitrorreductivo que conduce a la forma-
cion del radical nitroanién y especies reactivas del oxi-
geno (Fig 2)" 14152526 En este proceso se ha observa-
do la participacion de nitrorreductasas microsoma-
les y citosdlicas obtenidas a partir de diferentes teji-
d0822—24, 27—29.

En el presente estudio se describe la correlacion en-
tre los efectos ultraestructurales producido por el Nfx en
la mucosa colénica y su biotransformacion nitrorreductiva
in situ.

Materiales y métodos

Reactivos: El Nifurtimox, 4- [(5-nitrofurfuriliden) amino]-3-
metiltiomorfolina-1, 1-didxido (Nfx) fue suministrado por el la-
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boratorio Bayer A.G. Leverkusen, Alemania. Todos las drogas
empleadas fueron de grado analitico.

Animales y tratamientos: Se emplearon ratas macho
Sprague Dawley de 200-300 g de peso que fueron criadas en
nuestro laboratorio. Las ratas se distribuyeron en grupos de 5
por jaula y se mantuvieron en condiciones climaticamente con-
troladas con ciclos de luz/oscuridad de 12/12 h (ciclo de luz
de 07:00-19:00 h). El acceso a agua y alimento fue ad libitum.
Los animales se ayunaron 12-14 h antes del tratamiento. El Nfx
se administré po en una dosis de 100 mg/kg suspendido en
carboximetilcelulosa (CMC) 1%. Las ratas control recibieron
s6lo CMC. Los animales se sacrificaron a diferentes tiempos
después de la administracion de la droga y el colon fue rapida-
mente retirado y lavado hasta eliminacién completa de las he-
ces. Para realizar los estudios metabdlicos se empleé la mu-
cosa del colon, que fue cuidadosamente raspada y acumulada
antes de su procesamiento. La operacion se realiz6 a 4°C.

Microscopia electrénica: Grupos de 5 ratas macho (control
y tratadas con Nfx) se anestesiaron con éter etilico 24 h des-
pués de la administracién de CMC or Nfx. Se expuso el colon
mediante una incision en la parte media del abdomen de cada
animal y una vez retirado en su totalidad cada espécimen fue
colocado inmediatamente en una solucién buffer fria (pH 7.4) de
formaldehido 2%-glutaraldehido 2% en &cido cacodilico 100
mmol-L* que contenia 0.02% Cl,Ca. El tejido cortado
longitudinalmente fue sumergido en el fijador y agitado suave-
mente varias veces para eliminar las heces. Después de una
adecuada fijacion, 10 cubos de 3 mm? obtenidos a partir de cada
animal se lavaron con buffer barbital y se fijaron nuevamente con
tetroxido de osmio 1%. Luego, cada bloque fue tefiido con acetato
de uranilo, deshidratado con distintas concentraciones de etanol
y embebido verticalmente en resina epoxi con el objeto de ase-
gurar una orientacion apropiada para efectuar el corte perpendi-
cularmente al plano de la superficie luminal.

La seleccion de areas para hacer los cortes finos se efec-
tu6é examinando con un microscopio 6ptico secciones de 1mm
de espesor tefiidas con azul de toluidina. Las secciones finas
se cortaron con cuchilla de diamante, se tifieron con acetato
de uranilo y citrato de plomo y se observaron en un microsco-
pio electrénico de transmision Philips EM 3007224,

Aislamiento de las fracciones celulares: La mucosa del co-
lon se homogeneizé en un homogeinizador de vidrio/teflon Potter-
Elvehjem con 4 volimenes de buffer Tris/HCI 20 mmol-L?, pH
7.4; que contenia sacarosa 0.25 mol-Ly acido etilendiamino
tetraacético (EDTA) 5 mmol-L*. Los homogenatos se centrifu-
garon a 9000 x g durante 20 min. Los sobrenadantes resultan-
tes se centrifugaron a 105.000 x g durante 1 h para obtener
los microsomas y el correspondiente sobrenadante. Este se
dializ6 durante la noche empleando 2 L de un buffer Tris/HCI
20 mmol-L%, pH 7.4, que contenia sacarosa 0.25 mol-L*y &ci-

Nitro Radical Nitroso Radical Hidroxil Amina
compuesto nitroanion compuesto hidronitréxido amina
e H e 2e
RNO, —> RNO; —> RNO —» (R-NO) —> RNHOH —> RNH,
2H* H* H* 2H*
m ¢
o; O, 0; O,

Anién radical
superoxido

Anién radical
superoxido

Fig 2.— Via metabdlica reductiva de los nitrocompuestos y formacion del anién radical superéxido
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do etilendiamino tetraacético (EDTA) 50 mmol-L*. Durante es-
tas operaciones la temperatura de las muestras se mantuvo a
4°C %,

Determinacion del contenido de Nfx en el tejido colénico: El
colon de ratas tratadas con una Unica dosis oral de Nfx se lavo
para eliminar la materia fecal y luego se homogeneizé en un
homogeinizador Ultra Turrax T, con solucién salina (10 volu-
menes por g). La extraccion de 1 ml de homogenato con 6 ml
de diclorometano se efectué empleando una columna de
Extrelut®. El solvente se evapor6 a sequedad bajo corriente de
nitrégeno y el residuo se disolvié en 0.4 ml de fase movil. La
muestra (20 pl) se cromatografi6 a 40°C usando un
cromatégrafo liquido Hewlett Packard modelo 1090 Serie Il y
una columna HP ODS Hypersil (20 cm x 2.1 mm DI, con ta-
mafio de particula de 5 pum). La fase moévil (metanol 60 %-agua)
se bombed a un caudal constante de 0.2 ml min?. La
absorbancia del eluyente de la columna se determiné a 400 nm.
La eficiencia de la recuperacion del Nfx agregado a un
homogenato de tejido fue mayor que el 72%. La curva de cali-
bracién se prepar6 a partir de 1 ml de homogenato al que se le
agreg6 cantidades conocidas del compuesto (entre 80 y 400
ng Nfxeml?). La correlacién del area de los picos obtenidos fue
lineal respecto de la concentracién de las muestras en el ran-
go estudiado (factor de correlacién 0.998). El limite de detec-
cion fue de 80 ng Nfxeml* para 1 ml de homogenato y una re-
lacion sefial-ruido de 2.

Determinacion de la actividad nitrorreductasica: Todas las
incubaciones anaerdbicas se realizaron en viales de 20 ml de
capacidad cerrados con tapas de goma, con agitacion de 150
oscilaciones por minuto en bafio de agua a 37°C. Para obte-
ner condiciones anaerdbicas , se pasé una corriente de nitr6-
geno libre de oxigeno durante 5 min antes de la incubacion de
las mezclas. Estas contenian: a) buffer fosfato (pH 7.4); b) la
fraccién microsomal (concentracion final de proteina 4 geL?; c)
sistema generador de NADPH 0.5 mmolsL* (que contenia 0.2
ml de buffer Tris/HCI 0.3 molsL*, pH 7.4; 0.2 ml Cl,Mg 1 mol-L*,
0.6 ml isocitrato deshidrogenasa tipo IV de corazén porcino, 124
mg de sal trisddica del acido dl-isocitrico y 20 mg de sal sédica
de NADP) y d) Nfx 0.2 mmolsL* en N,N-dimetilformamida
(DMF).

Para determinar la actividad enzimatica en el citosol, el
NADPH fue omitido y reemplazado por un sustrato apropiado.
En el caso de la aldehido oxidasa, la concentracion final del
sustrato especifico, N-metilnicotimanida, y el inhibidor,
menadiona, fueron de 2.5 mmolsL* y 10 pmolsL* respectiva-
mente. En el caso de la xantino oxidasa la concentracion final
del sustrato especifico, hipoxantina, y el inhibidor, alopurinol,
fueron de 0.25 mmolsL* y 0.15 mmolsL* respectivamente. La
concentracion citosélica proteica en las determinaciones de ac-
tividad enzimatica fue de 6-8 g.proteinasL™.

Para determinar espectrofotométricamente la actividad Nfx
nitrorreductasica microsomal, los viales que contenian un volu-
men final de 2.5 ml se incubaron durante 20 minutos. La reac-
cién enzimatica se interrumpié por adicion de 1 ml de sulfato de
zinc 15%. Las mezclas de incubacién se volcaron sobre 2.5 g
de NaCl y se extrajeron con 7 ml de acetato de etilo. Se deter-
mino6 la absorbancia de la fase organica a una longitud de onda
de 400 nm, que corresponde al maximo de absorcion del Nfx.

Para determinar la actividad Nfx-nitrorreductésica por HPLC,
los viales que contenian un volumen final de 0.5 ml de la sus-
pensién microsomal o citosoélica se incubaron durante 20 6 60
minutos respectivamente. La reaccion enzimatica se interrum-
pi6 por adicién de 1 ml de metanol. Cada muestra (1.5 ml) se
centrifugé a 13000 x g durante 15 minutos y el sobrenadante
se cromatografié por HPLC en fase reversa en forma similar a
la descripta anteriormente. La cuantificacion se realizé compa-
rando el area de los picos con estandares de referencia trata-
dos en forma idéntica.
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En estos estudios efectuados in vitro la actividad Nfx
nitrorreductasica se determiné midiendo la desapariciéon de
sustrato.

La concentracién de proteina se determiné por el método
de Lowry et al 3! usando albdmina sérica bovina como estandar
de referencia.

Resultados

Los estudios por HPLC de ratas que recibieron Nfx oral-
mente demostraron que la droga sin modificar llega al
colon rapidamente (Tabla 1). También se comprobd que
los microsomas obtenidos a partir de la mucosa del co-
lon reducen al Nfx (Tabla 2). La fraccién citosélica, en
cambio, no produce nitrorreduccion del Nfx en presen-
cia de N-metil-nicotinamida como cosustrato de la enzi-
ma aldehido oxidasa o en presencia de hipoxantina como
cosustrato de la enzima xantino oxidorreductasa.

Discusion

Estudios previos de otros laboratorios demostraron que
la biotransformacion nitrorreductiva del Nfx conduce a la

TABLA 1.— Contenido de Nifurtimox (Nfx) en el tejido del
colon de ratas a distintos tiempos después de su
administracion

Tiempo después de la administracion Contenido de Nfx

(horas) (nmoleg? colon + DE)
1 9.7+29
3 7017

El Nfx (100 mg-kg?) se administro a las ratas oralmente. Los animales
se sacrificaron a distintos tiempos después de la administracién de la
droga y el contenido de Nfx en el tejido del colon fue analizado por
HPLC. Los resultados corresponden a la media + DE de tres
determinaciones.

TABLA 2.— Actividad nifurtimox (Nfx) nitrorreductasica en
microsomas de colon de rata

Microsomas Tiempo de Actividad Nfx
incubacion nitrorreductasica
(min)  (nmol Nfx-min'x-proteina)
Determinacion 20 0.72+0.29
espectrofotométrica
Determinacion por HPLC 20 0.26 + 0.04

Los microsomas se incubaron a 37°C en atmdsfera de N, con Nix y
sistema generador de NADPH. En cada experimento se emplearon 25
animales. Los resultados corresponden a la media + DE de tres
determinaciones.
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formacion del radical nitroaniéon y del anién superéxido
2,26 | os efectos adversos observados pueden ser debi-
dos a la disminucion de la concentracién de glutation
gue acompafia al ciclo redox de la reaccion®* *, Las pér-
didas significativas de glutation reducido provoca que
las células sean mas susceptibles a las especies
reactivas del oxigeno y consecuentemente se produce
la peroxidacién lipidica®. La formacion de radicales li-
bres hidroxilo en el proceso nitrorreductivo del Nfx in vitro
no se observa®. La peroxidacion de lipidos que ocurre
in vivo podria deberse a la disminucién de la concentra-
cién de glutatién asociada a la nitrorreduccion de la dro-
ga. Asimismo, se sabe que existe una correlacion entre
la capacidad nitrorreductiva del Nfx y la produccién de
dafio celular ultraestructural en diferentes tejidos como
testiculos, ovarios y glandulas adrenales? 24, En este
estudio también se observé una correlacion entre
nitrorreduccion y dafio ya que el Nfx fue reducido por la
fraccion microsomal de la mucosa del colon y los estu-
dios por microscopia electrénica mostraron una dilata-
cién moderada del reticulo endoplasmico y una marca-

Fig 3.— Microfotografia electrénica de transmisién de células
epiteliales del colon de una rata control. Las células
epiteliales absorbentes muestran vellosidades regulares en
el borde luminal. El resto del citoplasma contiene numero-
sas mitocondrias, reticulo endoplasmico rugoso, complejo
de Golgi y ribosomas libres. Una célula de goblet llena de
mucus esté cerca del lumen. x 11000.
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da dilatacion del complejo de Golgi de las células
epiteliales del colon de ratas tratadas con la droga (Fig.
5y 6) comparados con las mencionadas organelas de
animales control (Fig. 3y 4).

Acerca de las implicancias potenciales de estas ob-
servaciones es interesante sefialar que en los pacientes
tratados con Nfx se observan con frecuencia alteracio-
nes funcionales gastrointestinales!*. Los efectos
descriptos en este estudio podrian estar asociados con
las mismas. En efecto, la dilatacion del reticulo endo-
plasmico y del complejo de Golgi inducida por el Nfx en
las células epiteliales del colon podria alterar las funcio-
nes de absorcion/secrecion de la mucosa ocasionando
procesos inflamatorios®® “°. Estos efectos podrian estar
relacionados con las reacciones indeseables observa-
das en el uso clinico del Nfx*4. Las acciones indeseables
no tendrian mucha importancia siempre que no fueran
demasiado prolongadas o de gran intensidad. Los efec-
tos observados en estos estudios son reversibles y no
suficientemente intensos como para comprometer la
supervivencia de la célula.

Fig 4.— Microfotografia electrénica de transmisién de células
epiteliales del colon de una rata control. Se observan ni-
cleos elongados en numerosas células columnares. Las
mitocondrias y los ribosomas libres estan dispersos en el
citoplasma. Hay numerosas interdigitaciones entre los bor-
des laterales de las células absorbentes. x 23 760.



NIFURTIMOX Y COLON

71

Fig 5.— Microfotografia electronica de transmision de células
epiteliales del colon de una rata tratada con Nfx. En las
células absorbentes se observa hipertofia, dilatacion y dis-
torsion del complejo de Golgi. Numerosos complejos de
Golgi ocupan grandes areas de la célula. x 17 600.
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It is not the strongest of the species that survives, nor the most intelligent; it is the one that is most

adaptable to change.

No es el mas fuerte de la especie el que sobrevive, ni el mas inteligente; sino el mas adaptable al

cambio.

Charles R. Darwin (1809-1882)



