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RESUMEN

Los compuestos 5-nitroimidazélicos (Metronidazol (MTZ), Ornidazol (ONZ), entre otros) han sido utiliza-
dos en la terapéutica como agentes antibacterianos, antiftingicos y antiprotozoos. La presencia de muerte
celular debido a los agentes nitroimidazélicos constituye un importante componente del tratamiento. En
condiciones aerdbicas, se ha sugerido que su toxicidad estarfa vinculada a la generacién de especies reactivas
del oxigeno. La glicoproteina P, miembro de la familia de bombas de eflujo ABC (ATP- binding cassette), ha
demostrado estar involucrada en el transporte de drogas de relevancia clinica. Su sobreexpresién ha sido
observada en asociacién con la generacién de especies libres del oxigeno. Teniendo en cuenta que nuestro
sistema de ensayo consiste de linfocitos humanos obtenidos de sangre periférica, decidimos evaluar el MTZ
y ONZ y su posible efecto sobre esta glicoproteina mediante citometrfa de flujo (rodamina 123) asf como la
caracterizacién morfoldgica del proceso de muerte celular (Naranja de Acridina/ Bromuro de Etidio). Los
resultados cuantitativos muestran: a) un incremento significativo del porcentaje de células no viables con
respecto al control (MTZ,  11%, p<0,05; MTZ,  30%, p<0,001; ONZ, 8%, p<0,05; ONZ, 16%, p<0,05);
b) el transporte de rodamina es mayor al realizarse el ensayo en presencia de MTZ y ONZ (p<0,03). Consi-
derando los datos reportados en la literatura y aquellos obtenidos en este estudio, es posible sugerir que MTZ
y ONZ, los cuales inducirfan un efecto citotéxico mediado por radicales libres del oxigeno producto de su
metabolizacién intracelular, podrian gatillar una respuesta de estrés en la cual se induzca la expresién de P-gp
y lleve a la muerte celular por un mecanismo de apoptosis.

PALABRAS CLAVES: Ornidazol, metronidazol, glicoproteina B, muerte celular.

ABSTRACT

5-nitroimidazolic derivatives have been used in therapeutics as antibacterial, antifungal and antiprotozoal
agents. Cell death due to these drugs constitutes an important step in the treatment. In aerobic media, it has
been suggested that nitroimidazoles toxicity would be mediated by reactive oxygen species generated in its
intracellular metabolism. P-glycoprotein (P-gp), member of the ATP binding cassette efflux pumps, has
been involved in relevant clinical drug transport. Its overexpression has been observed in association with
reactive oxygen species generation. Taking into account that our assay has been developed with human
lymphocyte isolated from peripheral blood, we decided to evaluate metronidazole and ornidazole and its
possible effect on P-gp by flow cytometry (thodamine 123) as well as the morphological characterization of
cell death process (acridine orange/ ethidium bromide). Quantitative results show: a) a significant increase
in the non viable cell percentage compared against the control (MTZ,  11%, p<0,05; MTZ,  30%, p<0,001;
ONZ, 8%, p<0,05; ONZ,  16%, p<0,05); b) rhodamine transport is increased when the assay includes
MTZ and ONZ (p<0,03). Considering the information reported in the literature and our own results, it
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becomes possible to suggest that MTZ and ONZ, which would induce a cytotoxic effect mediated by reac-
tive oxygen species, could activate a stress response that may induce P-gp expression and cell death by apoptosis.

Keyworps: Ornidazole, metronidazole, P-glicoprotein, cell death.
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INTRODUCCION

Metronidazol (MTZ, 1-[2-hidroxietil]-2-
metil-5-nitroimidazol) es una de las drogas
de mayor empleo a nivel mundial que for-
ma parte del listado de drogas esenciales de
la OMS (WHO, 1999). Luego de la sintesis
de MTZ en 1957, se desarrollé una amplia
variedad de 4- y 5-nitrocompuestos con dis-
tintos sustituyentes en posicién 1y 2, tales
como Dimetridazol (DMZ), Flunidazol
(FNZ), Ronidazol (RNZ), Tinidazol (TNZ)
y Ornidazol (ONZ). En Latinoamérica
MTZ, TNZ, ONZ, Secnidazol y Nimorazol
son ampliamente utilizados a nivel clinico
(Raether y Hinel, 2003). Como resultado
de estudios toxicoldgicos surgié la sospecha
sobre su posible mutagenicidad y carcino-
genicidad. El grupo nitro es considerado res-
ponsable de las propiedades antimicrobianas
asi{ como de su potencial mutagenicidad
(Voogd et al., 1977; Dobias et al., 1994).
Entre los estudios de nuestro grupo de
trabajo, se realiz6 una evaluacién citotdxica
y genotdxica de los derivados MTZ y ONZ,
(1- [3-cloro-2-hidroxi] propil-2-metil-5-
nitroimidazol) empleando biomarcadores de
efecto tales como Intercambio de Cromdti-
das Hermanas (ICH), Aberraciones Cromo-
sémicas (AC), Indice Mitético (IM), Ciné-
tica de Proliferacién Celular (CPC) y Ensa-
yo del Cometa (Carballo etal., 2001, 2004;
Rodriguez et al., 2002; Lépez Nigro et al.,
2003). En condiciones in Vitro, linfocitos de
sangre periférica fueron expuestos a las con-
centraciones plasmdticas alcanzadas bajo
condiciones terapéuticas (0.1, 1.0, 10.0 y
50.0 mg/ml). Nuestros resultados muestran
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que MTZ y ONZ inducen un incremento
significativo en las frecuencias de ICH
(p<0.0001) y AC (p<0.0001), disminucién
significativa del IM (p<0.0001) y ausencia
de modificacién de la CPC, sugiriendo que
ambos compuestos inducirfan un efecto
citotdxico, el cual estarfa asociado a proce-
sos de muerte celular.

En nuestro pais MTZ y ONZ son am-
pliamente utilizados para el tratamiento de
infecciones en el tracto uro-genital debidas
a Trichomonas vaginalis. Se ha descripto la
presencia de la glicoproteina P (P-gp) en
Trichomonas vaginalis y se ha establecido que
la misma es similar a la presente en mamife-
ros. En estos protozoos no se ha podido es-
tablecer si la mencionada bomba de eflujo
juega un rol importante en la resistencia a
MTZ (Dunne ¢t al., 2003).

Las bombas de eflujo de la familia de pro-
teinas ABC (ATP binding cassette) tienen
un alto impacto en el comportamiento far-
macoldgico de gran parte de las drogas uti-
lizadas actualmente. Dentro de esta familia,
la glicoproteina P (P-gp), entre otras, demos-
tr6 estar involucrada en el transporte de dro-
gas de relevancia clinica (Schinkel y Jonker,
2003). Ha sido descripta la sobreexpresién
de P-gp dependiendo del estado metabélico
de la célulay, en particular, frente a la gene-
racién de radicales libres del oxigeno (ROS)
(Ledouxetal., 2003; Ziemann et al., 1999).

El objetivo del presente trabajo fue eva-
luar el efecto de MTZ y ONZ sobre la acti-
vidad de esta importante glicoproteina y
definir el tipo de muerte celular involucrado
empleando linfocitos humanos de sangre
periférica.
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MATERIALES Y METODOS

Aislamiento de células mononucleares
de sangre periféerica

El disefio experimental incluyé dos mujeres
y dos hombres sometidos a un protocolo cli-
nico (hemograma, glucemia, creatininemia,
colesterol total, triglicéridos, bilirrubina to-
tal, transaminasas y eritrosedimentacién) que
contiene criterios de inclusién y una anam-
nesis (edad, sexo, altura, peso, raza, naciona-
lidad, consumo de medicamentos y/o ciga-
rrillo, hdbitos alimenticios). Las células mo-
nonucleares fueron aislados a partir de san-
gre entera heparinizada empleando Ficoll
Paque Plus (Boyum, 1964). Posteriormen-
te, se procedié al recuento en cdmara de
Neubauer con Azul Tripdn para el cdlculo
de la concentracién celular.

Viabilidad celular. Caracterizacion
morfoldgica

Para el andlisis de viabilidad y morfologia,
10° células aisladas / ml (controles y expues-
tos: MTZ y ONZ (10.0 y 50.0 ug/ml)) se
incubaron 48 horas a 37°C y 5% CO, en
RPMI 1640 suplementado con 0,05% de
L-glutamina y 10% de suero fetal bovino
(SFB). Se tomo una alicuota, se centrifugé
y el pellet se resuspendié en solucién fisio-
légica (SF) adicionando 4 wl de una solu-
cién fresca de Naranja de Acridina (NA) /
Bromuro de Etidio (BE) (NA 100ug/ml +
BE 100 ug/ml en buffer fosfato). Se incubé
5 minutos en oscuridad, se lavé con SF y se
realizaron los extendidos. El andlisis se efec-
tué contabilizando 200 células por indivi-
duo/droga/concentracién con microscopio
de epi-fluorescencia.
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Ensayo de funcionalidad de P-gp en
células mononucleares

Para el ensayo de eflujo de rodamina 123,
10° células aisladas se incubaron con el co-
lorante (150 pug/ml) por 10 minutos a tem-
peratura ambiente en oscuridad. Se realiza-
ron lavados con PBS frio y se incubé a 37°C
durante 3 horas con RPMI 1640 libre de
rodamina y 10% de SFB, en presencia y
ausencia de verapamilo (100 uM). Finalmen-
te, las células se analizaron mediante citometria
de flujo (FACSCalibour, Becton-Dickinson)
(Chaudhary et al., 1991; Donnenberg et al.,
2001). Para el cdlculo del eflujo de rodami-
na, se selecciond la regién linfoidea y la ac-
tividad de P-gp se determiné como el co-
ciente entre la fluorescencia intracelular con
y sin inhibidor (Rh123+Verapamilo/Rh123)
(Machado et al., 2003). Utilizando la meto-
dologfa descripta, paralelamente se incuba-
ron células con los derivados nitroimidazé-

licos MTZ y ONZ (10.0 y 50.0 ug/ml).

Anélisis estadistico

Para la evaluacién estadistica tanto de los
resultados del ensayo de viabilidad como
para el eflujo de rodamina se empled el test
de U-Mann Whitney de dos colas.

RESULTADOS

Para caracterizar morfolégicamente el pro-
ceso de muerte celular se emplearon dos
fluorocromos con afinidad por el ADN
como son NA y BE. Luego de exponer las
células a MTZ y ONZ, se contabilizé el
porcentaje de células viables (verdes; NA
positivas) y no viables (rojas; BE positivas).
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Se tomé registro de las modificaciones mor-
folégicas observadas en cada uno de los en-
sayos realizados. Los resultados cuantitati-
vos muestran un incremento significativo del
porcentaje de células no viables para cada
una de las concentraciones ensayadas con
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respecto a los valores control, encontrando
el mayor porcentaje de muerte con MTZ
50 mg/ml (MTZ10 11%, p<0,05; MTZ50
30%, p<0,001; ONZ 8%, p<0,05; ONZ,,
16%, p<0,05; control 5%) (Figura 1).
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FiGura 1. Niveles de viabilidad de células mononucleares expuestas a distintas concentraciones de MTZ

y ONZ.

Andlisis de los niveles de viabilidad, apoptosis y necrosis en cultivo de células mononucleares. Luego de
la incubacién en medio de cultivo a 37°C durante 48 hs con MTZ y ONZ 10 y 50 mg/ml se realiza la
tincién con Naranja de Acridina y Bromuro de Etidio. Los preparados son observados con microscopio
de fluorescencia. Se presentan los valores promedio + desvio estdndar de tres experimentos indepen-

dientes.

La observacién microscépica de los con-
troles mostré nticleos con estructura croma-
tinica homogénea y citoplasma intacto; en
aquellos expuestos se observaron rasgos ti-
picos de apoptosis tales como disminucién
del tamano celular, condensacién de la cro-
matina, formacién de agregados cromatini-
cos, fragmentaciéon nuclear y cambios en la
membrana plasmdtica como la presencia de

blebbing citoplasmdtico (Fig. 2).
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El ensayo de eflujo de rodamina 123 se
fundamenta en que el colorante es sustrato
de P-gp; éste ingresa por difusién pasiva a la
célula y al incubar a 37°C, la P-gp lo bom-
bea hacia el espacio extracelular. El agrega-
do de un inhibidor quimico como el vera-
pamilo bloquea en forma competitiva la sa-
lida de rodamina. Los resultados obtenidos
se muestran en la Tabla I. La expresién de
resultados sugiere que un dato numérico
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Figura 2. Andlisis morfoldgico de células mononucleares expuestas a MTZ y ONZ.

Microscopia de fluorescencia analizada a través de tincién con Naranja de Acridina y Bromuro de
Etidio luego de 48 horas de incubacién: a) Célula control; b) Apoptosis inducida por 50 mg/ml de
MTZ.; ¢) Apoptosis inducida por 50 mg/ml de ONZ.

Tabla I. Transporte de rodamina en células mononucleares expuestas a MTZ y ONZ. Los valores repre-
sentan el cociente de la intensidad de fluorescencia media (IFM) de linfocitos tratados con respecto al
control. El andlisis estadistico realizado con el test de U-Mann Whitney determiné diferencia significa-
tiva entre el control y los diferentes tratamientos (p<0,03).

Tratamiento Individuo X +=DS
1 2 3 4
Control 2.4 1,8 3,0 2,3 2,4 +0,5
MTZ 10 0,87 0,81 0,97 0,78 0,86 +0,08
MTZ 50 0,77 0,77 0,89 0,79 0,81 = 0,06
ONZ 10 0,79 0,79 0,89 0,78 0,82 + 0,05
ONZ 50 0,86 0,81 0,95 0,79 0,86 = 0,07

igual a 1 indicarfa que la droga no produce  observa un valor menor a 1 en el cociente
efecto sobre el transporte de rodamina mien-  de fluorescencia, poniendo en evidencia que
tras que cuando el resultado es mayora 1,1a el transporte de rodamina es mayor al reali-
droga tendrfa efecto inhibitorio. Al exponer  zarse el ensayo en presencia de MTZ y ONZ
las células aisladas a las diferentes drogas se  (p<0,03) (Fig. 3).
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Figura 3. Distribucién de la poblacién linfoidea en funcién del contenido de rodamina 123.

Linfocitos humanos incubados a 37°C, previa exposicién a rodamina 123, sujetos a los distintos trata-
mientos: Control: sin droga (rojo) y con verapamilo (negro); MTZ 50: sin droga (rojo) y con 50 mg/ml
de MTZ (negro); ONZ 50: sin droga (rojo) y con 50 mg/ml de ONZ (negro).
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

En el tratamiento con los dos agentes nitro-
imidazélicos, al realizar la tincién con Na-
ranja de Acridina y Bromuro de Etidio(Fig.
2), se observa claramente la presencia de
nucleos y cuerpos apoptéticos, migracion de
diversas porciones de la cromatina hacia la
membrana nuclear y gemaciones citoplasmd-
ticas (blebbing), todas imdgenes asociadas a
mecanismos de apoptosis (Darzynkiewicz et
al., 1997). La presencia en el cultivo de es-
tos rasgos morfoldgicos coincide con la pro-
gresion en el tiempo y el incremento de la
dosis de exposicién de los derivados ensaya-
dos.

Comparativamente MTZ mostré un ma-
yor efecto apoptdtico que ONZ, hecho que
podria ser atribuido a su estructura quimi-
ca. Los compuestos nitroimidazélicos son
agentes terapéuticos cuya actividad citotdxi-
ca y mutagénica estd vinculada a la reduc-
cién enzimdtica del grupo nitro presente en
su estructura originando intermediarios
reactivos (Edwards, 1993). Sin embargo, en
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condiciones aerdbicas, se ha sugerido que su
toxicidad estarfa vinculada a la generacién
de especies activas del oxigeno tales como el
radical superéxido (O,) (Hreliaetal., 1990;
Réetal., 1997). Esta molécula, asf como su
producto de dismutacién el H,O,, estdn aso-
ciados a procesos de muerte celular via apop-
tosis (Gregus y Klaassen, 2001).

Se ha obtenido evidencia experimental
por métodos bioquimicos, fisiolégicos, mo-
leculares y toxicoldgicos, que sostienen la
hipétesis de que P-gp funciona como una
linea de defensa contra productos naturales
y compuestos sintéticos (Colombo et al.,
2003). A partir de los resultados obtenidos
en este trabajo, se observé que el tratamiento
de los linfocitos con los derivados nitroimi-
dazélicos provocé un aumento estadistica-
mente significativo en el eflujo de rodamina
123.

Se ha comprobado que la P-gp puede
aumentar su expresién en presencia de una
droga, compuesto o mezcla compleja. Es
factible que el estrés celular y la expresién
de P-gp estén ligadas, ya que este transpor-
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tador juega un rol crucial en la proteccién
de la célula frente a productos téxicos libe-
rados al entorno celular durante situaciones
de estrés (Sukhai y Piquette-Miller, 2000).
Estudios en ratones demostraron que un
amplio espectro de inductores de P-gp no
relacionados estructuralmente gatillan la
produccién de ROS, sugiriendo esto que el
estrés oxidativo juega un rol importante en
la induccién del mdrlb (Ledouxetal., 2003).

Teniendo en cuenta los datos reportados
en la literatura y aquellos obtenidos en este
estudio, es posible sugerir que MTZ y ONZ,
los cuales inducirfan un efecto citotéxico
mediado por radicales libres del oxigeno pro-
ductos de su metabolizacién intracelular,
podrian gatillar una respuesta de estrés en la
cual se induzca la expresién de P-gp y lleve a
la muerte celular por un mecanismo de
apoptosis.

Esta evaluacién preliminar requerirfa del
aporte de otras metodologfas como el estu-
dio por métodos moleculares de la expre-
sién de P-gp y la utilizacién de Anexina Ve
ioduro de propidio con citometria de flujo
para la determinacién de marcadores tem-
pranos del proceso de apoptosis, entre otras.
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