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Resumen

El Violeta de Genciana (GV) se usa como aditivo en la sangre para eliminar
el Trypanosoma cruzi en la quimioprofilaxis de la infeccién por enferme-
dad de Chagas via transfusién sanguinea, cuando no es posible un control
previo de laboratorio o bajo situaciones de emergencia. En estos estudios
se encontraron efectos genotéxicos del GV con el ensayo Cometa, cuando
se lo agregd a la sangre bajo las condiciones empleadas para esterilizarla
para transfusién. El efecto genotéxico fue alin mas intenso si la sangre se
mantenia con GV por 48 horas. Los resultados obtenidos con el ensayo Co-
meta sugieren la formacién de bases hidroxiladas de ADN como resultado
de un ataque de especies reactivas de oxigeno y apoyan la genotoxicidad del
GV y su potencial carcinogénico ya informado previamente. Los efectos ge-
notéxicos observados en el ensayo Cometa fueron parcialmente prevenidos
por administraciéon de antioxidantes que ya tienen uso clinico seguro, como
a-tocoferol, &cido lipoico o N-acetilcisteina. El acido lipoico fue capaz tam-
bién de reaccionar in vitro con GV. Los resultados sugieren un uso potencial
de estos antioxidantes para prevenir los efectos secundarios no deseados del
GV para el individuo receptor de la sangre.

Palabras clave: violeta de Genciana * enfermedad de Chagas * transfusién san-
guinea * ensayo Cometa * efectos genotéxicos * antioxidantes

Summary

Gentian violet (GV) is being used as blood additive to eliminate Trypanosoma
cruzi in the chemoprophylaxis of Chagas disease infection via blood transfu-
sion when prior laboratory control is not possible or under emergency cir-
cumstances in endemic areas. In these studies genotoxic effects of GV were
found employing the Comet assay when GV was added to rat blood under the
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conditions employed to sterilize it for transfusion. The genotoxic effect was even more intense if blood
was kept with GV for 48 hours. The positive results obtained in the Comet assay suggest the formation
of DNA hydroxylated bases as result of a reactive oxygen species (ROS) attack and further confirm GV
genotoxicity and its potential carcinogenic effects previously reported. Genotoxicity effects observed in
the Comet assay were partially but significantly prevented by prior administration of antioxidants hav-
ing safe clinical use such as o.-tocopherol; lipoic acid or N-acetylcysteine. Lipoic acid was also able to
chemically react in vitro with GV (eg. the one remaining in the transfusion mixture after it had enough
time to eliminate the parasite from blood). Results would suggest the potential use of these antioxidants
to prevent unwanted side effects of GV for the blood recipient.

Key words: Gentian Violet * Chagas’ disease * blood transfusion * Comet assay * genotoxic effects * antioxi-
dants

RBSUI‘HO

O Violeta de Genciana (GV) é utilizado como aditivo no sangue para remover o Trypanosoma cruzi da san-
gue em quimioprofilaxia da infecgdo por doenca de Chagas através de transfuséo de sangue, quando ndo
é possivel controle prévio de laboratdrio ou em situagdes de emergéncia. Nestes estudos encontraram-se
efeitos genotdxicos do GV utilizando o ensaio Cometa, quando o GV foi adicionado ao sangue sob as
condigbes utilizadas para a esterilizagdo para transfusgo. O efeito genotdxico foi ainda mais intenso se
o0 sangue era mantido durante 48 horas com GV. Os resultados obtidos com o ensaio Cometa sugerem a
formagédo de bases de DNA hidroxiladas, como resultado de um ataque de espécies reativas de oxigénio
e apoiam a genotoxicidade do GV e seu potencial carcinogénico ja informado anteriormente. Efeitos
genotoxicos observados no ensaio do Cometa foram parcialmente prevenidos por administracdo de an-
tioxidantes que ja tém uso clinico seguro, como a.-tocoferol, o dcido lipoico ou N-acetilcisteina. O acido
lipoico também foi capaz de reagir in vitro com GV. Os resultados sugerem um uso potencial destes an-
tioxidantes para prevenir os efeitos colaterais ndo desejados de GV para o individuo receptor do sangue.

Palavras-chave: violeta Genciana * doenca de Chagas * transfus3o de sangue * ensaio Cometa * efeitos

genotdxicos * antioxidantes

Introduccién

Se estima que 15-16 millones de personas estan infec-
tadas con Trypanosoma cruzi (1. cruzi) en América Lati-
nay que 75-90 millones estdn expuestos a la infeccién.
El control de la enfermedad de Chagas debe llevarse a
cabo interrumpiendo su transmisiéon por vectores y en
la transfusién sanguinea, mejorando las viviendas y las
areas que rodean a las mismas, proveyendo educaciéon
sanitaria a las poblaciones expuestas y tratando los casos
agudos y los recientemente infectados (1). La infeccion
por T. cruzi se extiende a través de Norte, Centro y Sud
América, afecta 21 paises y frecuentemente permanece
sin diagnosticar. Ademas, el 7. cruzi puede detectarse en
la sangre de individuos infectados décadas después de
que la infeccién tuvo lugar y la transfusion sanguinea
y el trasplante de 6rganos es considerado el segundo
modo mas comun de transmision de 7. cruzi (2).

La transmision de la enfermedad de Chagas a través
de productos de la sangre no es iinicamente un proble-
ma de las dreas rurales en paises endémicos en América
Latina. En efecto, un gran niimero de personas infecta-
das por T. cruzi provenientes de areas rurales endémi-
cas migran a zonas urbanas en paises endémicos y no
endémicos (2-4). Los paises no endémicos que reciben
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inmigrantes provenientes de otros endémicos deberian
desarrollar politicas preventivas para evitar la contami-
nacién de la sangre para transfusion con 7. cruzi (2)
(5-7). En dreas altamente endémicas o donde no es po-
sible (o no esta disponible) el control serolégico, el ries-
go de transmision del 7. ¢ruzi por transfusion sanguinea
puede ser reducido por la adicién de Violeta de Gencia-
na (GV) ala sangre a transfundir (3). Este tratamiento
es capaz de eliminar el parasito en 24 horas (3) (8) (9).
Sin embargo, la toxicidad a largo plazo de este agente
para los receptores de la sangre es todavia un problema
no resuelto (3) (10-12).

El desarrollo de tratamientos profilacticos alternati-
vos que sean efectivos y seguros deberia ser de interés
sanitario. Esfuerzos de este laboratorio en este sentido
fueron informados anteriormente (13-15).

En el presente trabajo se informan resultados que
evidencian que durante la exposicion de la sangre a
GV bajo condiciones empleadas regularmente para la
quimioprofilaxis contra la infeccion de la enfermedad
de Chagas por transfusion, se producen efectos muta-
génicos sobre el ADN de los gl6bulos blancos de la san-
gre. Estas acciones deletéreas fueron significativamente
disminuidas cuando la sangre se obtuvo de animales
pretratados con vitamina E, dcido lipoico o N-acetil cis-



teina. Se discuten las limitaciones potenciales y el valor
de los resultados obtenidos para mejorar la quimiopro-
filaxis por GV para prevenir la infeccién de Chagas por
transfusion, en emergencias importantes que ocurran en
zonas endémicas y se discuten las ventajas, desventajas
y dificultades para una eventual aplicacién practica que
existiria en comparacion con otras alternativas que em-
plean métodos de diagnostico rapido por inmunocroma-
tografia como modo para descartar sangre infectada.

Materiales y Métodos

COMPUESTOS QUIMICOS

El acido lipoico o DIL-6,8-acido ti6ctico (LA), el
a-tocoferol anhidro (a-T), la N-acetil cisteina (NAC)
y el Violeta de Genciana (GV) fueron adquiridos a
Sigma-Aldrich (St. Louis, EE.UU.). Agarosa Ultra Pura
y L.M.P. Agarosa fueron de Invitrogen, Life Technolo-
gies, Espana. Los otros compuestos usados fueron de
grado reactivo analitico.

ANIMALES

Se usaron ratas macho de la cepa Sprague Dawley
(250-270 g de peso corporal) en todos los experimentos
y la colonia de cria original fue de Charles River (Wil-
mington, EE.UU.). Los procedimientos usados para la
cria, alojamiento y manipulacion de los animales fueron
los establecidos por la Administracion Nacional de Me-
dicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica (ANMAT).

En el experimento con a-tocoferol, a las ratas se les
administraron 575 mg/kg en aceite de oliva, y luego
de 4 6 24 horas, se extrajo sangre via la vena cava (16).
Cuando se probo el acido lipoico, en un experimento
a las ratas se les administré 550 mg/kg en carboxime-
tilcelulosa 0,1% por via oral intragastrica (po) y se les
extrajo sangre a la media horay en otro la dosis fue de
121 mg/kg en carboximetilcelulosa 0,1% vy la sangre
fue extraida a las 3 horas (17). Cuando se administré
NAC se us6 una dosis de 2000 mg/kg en agua, po, yla
sangre se extrajo después de 30 minutos (18). En to-
dos los experimentos se usaron cinco ratas por grupo
y se hicieron los controles correspondientes con aceite
de oliva, carboximetilcelulosa o agua.

ENSAYO COMETA

El ensayo Cometa se llevé a cabo en sangre venosa he-
parinizada (extraida de la vena cava inferior bajo aneste-
sia suave con éter) proveniente de ratas sin pretratamien-
to (efecto de GV a 24 y 48 horas) o con pretratamiento
con o-tocoferol, acido lipoico o NAC. El ensayo se realizo
en tubos de ensayo que contenian 2 mL de sangre mas
0,3 mL de anticoagulante (citrato de sodio 81,3 mM,
acido citrico.H,O 37,9 mM, glucosa 100 mM). Luego de
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agregar GV (50 pL del colorante de una solucion 0,0245
M) alasangre extraida de los animales, la mezcla se dejo
a 4 °C por 24 horas (o 48 horas en un caso). El experi-
mento se realiz6 en duplicado para cada rata. Los con-
troles con GV o para cada una de las otras drogas solas
o sin GV se realizaron simultineamente. Después del
periodo de incubacion las células se centrifugaron, se la-
varon una vez con HBSS (KCl 5,0 mM; KH2PO4 0,3mM;
NaCl 138,0 mM; NaHCO3 4mM; Na2HPO4 0,3mM, pH
7-7,5), se resuspendieron en HBSS, se separé una alicuo-
ta para evaluar el rendimiento celular y la viabilidad y
el resto después de centrifugar nuevamente se usé para
llevar a cabo la electroforesis en gel de células individua-
les en medio alcalino (pH>13), single-cell gel electrophoresis
(SCGE) o ensayo Cometa, el cual se realizo6 en duplicado
para cada muestra. El ensayo SCGE se llevo a cabo esen-
cialmente de acuerdo con Singh et al.(19). El pellet fue
resuspendido en agarosa de bajo punto de fusion (0,5%
en PBS) y 75 pL se depositaron sobre portaobjetos que
habian sido cubiertos previamente con agarosa de punto
de fusién normal (0,5% en PBS). Después que la agarosa
hubo solidificado (4 °C por 10 minutos), se aplic6 una se-
gunda capa de agarosa de bajo punto de fusion de modo
similar a la primera. Luego, los portaobjetos fueron su-
mergidos en una solucion lisante (NaCl 2,5 M, Na,EDTA
100 mM, Tris—HCI 10 mM, pH 10, que contenian 1% Tri-
ton X100 recién preparada y 10% DMSO) por al menos
1 hora a 4 °Cyluego colocados en un aparato de electro-
foresis horizontal con bufferrecién preparado (Na,EDTA
1 mM, NaOH 300 mM, pH>13). Después de 20 minutos
de pre-incubacion (para desenrollar el ADN), la electro-
foresis se llevo a cabo por 20 minutos a un voltaje fijo de
25V (0,83 V/cm) y 300 mA, ajustado ya sea elevando o
bajando el nivel del buffer de electroforesis en la cuba.
Al final de la electroforesis, los portaobjetos se lavaron
dos veces con buffer de neutralizacion (Tris—=HCI 0,4 M,
pH 7,5), se secaron a temperatura ambiente y se fijaron
en etanol 100% por cinco minutos. Los portaobjetos se
tineron con 40 pL. de bromuro de etidio (20 pg/mL).

DETECCION DE LOS COMETAS Y ANALISIS
ESTADISTICO

Las células se analizaron 24 horas después del teni-
do con un microscopio de fluorescencia Eclipse E 400
(Nikon, Japon) equipado con filtros de epifluorescencia
y a una magnificaciéon de 20 x. La captacion de imagenes
se realiz6 mediante un programa Nikon ACT-2U con una
camara DS 5M digital. Se us6 el software CASP adquirido
desde http://www.casp.of.pl, para determinar Longitud
de la cola, Intensidad de la cola y el Momento de la cola
(20), todos parametros relacionados con el grado de dano
al ADN en cada célula. Para cuantificar el dano al ADN, se
analizaron un total de 50 células por portaobjetos.

Los resultados de cada experimento se analizaron
usando el test ANOVA de una via. Para todos los anali-
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sis el criterio de significancia fue establecido a $<0,05y
los valores promedio fueron comparados mediante el
Tukey’s post hoc test. Los calculos se realizaron usando
un software GraphPad (GraphPad Instat) (21).

El rendimiento celular y la viabilidad de las suspen-
siones celulares se evaluaron con una tinciéon dual con
diacetato de 5-6-carboxifluoresceina y bromuro de eti-
dio. La viabilidad celular después de los tratamientos
fue siempre mayor del 80%.

REDUCCION DEL VIOLETA DE GENCIANA POR ACIDO
LIPOICO

Para ensayar la reduccién del GV por 4cido lipoico,
a una absorbancia de 590 nm, se usaron dos soluciones
stock de los compuestos: Violeta de Genciana (10% M) y
acido lipoico (b x 10 M), ambos en buffer Tris pH 7,5.
Se tomaron alicuotas de estas soluciones hasta alcanzar
las concentraciones del ensayo. Simultineamente se
realizaron los controles correspondientes.

Resultados

1) Efecto del Violeta de Genciana sobre parametros del ensa-
yo Comela a 24 h y 48 h en sangre de rata.

Se midi6 el efecto del GV sobre la induccién de rotu-
ras en las hebras del ADN en células individuales, usan-
do el ensayo Cometa alcalino, en sangre entera.

Se observo que el GV condujo a un incremento sig-
nificativo de la presencia de imagenes de Cometa a am-
bos periodos de tiempo en la sangre proveniente de las
ratas Sprague Dawley usadas y la diferencia en todos los
parametros determinados: Longitud de la cola, % ADN
en la colay el Momento de la cola fue atin mayor a 48
horas (Tabla I).

2) Efecto del a-tocoferol, dcido lipoico o N-acelil cisteina
sobre los efectos inducidos por el Violeta de Genciana en pard-
melros del ensayo Cometa en sangre de rata a 24 h.

Se midio el efecto de diferentes dosis y tiempos de
administracion de los tres antioxidantes, nuevamente
usando el ensayo Cometa alcalino y midiendo el efecto
sobre los tres diferentes parametros ya mencionados.

Bajo las condiciones experimentales empleadas, la
administraciéon previa de o-T previno de manera sig-
nificativa pero s6lo moderada la accién genotoxica del
GV (Tabla IT). Mas efectivo que el a-T mostr6 ser el LA.
En un experimento inicial se probé una dosis menor
(125 mg/kg) y se extrajo sangre a las 3 horas después de
la administracion de LA. Luego se increment6 la dosis
de LA (550 mg/kg) y se obtuvo sangre a la media hora
después del tratamiento y asi el grado de efecto preven-
tivo del LA fue aumentado significativamente y fue mas
notable comparativamente que el del o-T (Tabla III).

De manera interesante el NAC a una dosis de 2000
mg/kg y extrayendo sangre después de 30 min, probo
ser mas efectivo que el a-T o el LA, previniendo el efec-
to del GV en un 55% (Tabla IV).

3) Reduccion del Violeta de Genciana por dcido lipoico.

Se observo que midiendo el efecto del acido lipoico
sobre la absorbancia del GV a 590 nm, hay una disminu-
cion marcada de la misma, que indica un efecto directo
quimico destructivo y significativo sobre el GV (Fig. 1).

Discusion y Conclusiones

El uso de GV, primero informado por Nussenzweig
et al. ya en 1953, fue indicado en dreas endémicas ca-
recientes de controles o bajo circunstancias de emer-
gencia cuando el control no esta disponible cuando se
necesita (22). El GV es capaz de eliminar el parasito en
24 horas (3)(8) (9).

El agregado de Violeta de Genciana tiene atun vigen-
cia como modo de asegurar transfusiones en zonas en-
démicas, particularmente en emergencias importantes
cuando el nimero de dadores de sangre es critico. Asi
lo senala explicitamente el Ministerio de Salud y Medio
Ambiente de Argentina en su “Guia para la atencion
del paciente infectado con Trypanosoma cruzi (Enfer-
medad de Chagas)”. Este texto fue elaborado en 2005
y aprobado por Resolucién Ministerial N° 1870 del
29/11/2006. En su texto, en el punto 5.1.4 senala: “En
las zonas endémicas en las cuales el nimero de dadores
es critico y/o para casos de emergencia se recomienda

Tabla |. Efecto del Violeta de Genciana (GV) sobre pardmetros del ensayo Cometa a 24 y 48 horas en sangre de rata*.

Parametros

Longitud cola (um)

Momento cola

ADN% I
% en cola (unidades arbitrarias)

Control (24 h) 3,80+0,60 2,90+0,10 0,25+0,58
GV (24 h) 12,20+2,312 11,44+2,36° 1,49+0,37°
Control (48 h) 4,10+1,02 3,92+0,86 0,98+0,23
GV (48h) 20,78+2,382 13,60+1,932 4,77+1,232

* A la sangre extraida de las ratas, se agregd GV, se dej6 por 24 ¢ 48 horas y el ensayo Cometa se llevé a cabo seglin se describe en Métodos.

Los datos son el promedio + DE.
a p<0,001 cuando se compara con Control.
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Tabla Il. Prevencion por pretratamiento con a.-tocoferol de los efectos inducidos por el Violeta de Genciana (GV) en parametros del ensayo

Cometa (en sangre de rata a 24 horas)*.

Parametros
Longitud cola (um) ADN% en cola Momento cola (unidades arbitrarias)
Control 4,60+0,57 3,03+1,37 0,36+0,12
GV 13,92+2,042 9,921,602 1,81+0,11¢
a-tocoferol (575 mg/ kg) (4 h) 4,80+0,65 3,05+1,30 0,39+0,10
GV + a-tocoferol (575 mg/ kg) (4 h) 10,60+1,59° 7,10+1,40P 1,20+0,13P
a-tocoferol (575 mg/ kg) (24 h) 4,45+0,60 3,08+1,39 0,34+0,09
GV + a-tocoferol (575 mg/ kg) (24 h) 8,79+1,29¢ 5,90+1,41°¢ 0,98+0,25¢

* Las ratas se trataron con a-T y se extrajo sangre a los dos tiempos indicados. El ensayo Cometa se llevé a cabo después de agregar GV a la sangre y dejar

por 24 h segln se describe en Métodos. Control se refiere a la sangre sin ninguna de las drogas. Los datos son el promedio + DE.
El valor para la significancia del efecto total del tratamiento previo con a-T a los dos tiempos, obtenido por anélisis de variancia fue p<0,001 para los tres

parametros medidos.
2 p<0,001 cuando se compara con Control.

b p<0,001 cuando se compara con GV, ¢ p<0,001 cuando se compara con GV.

Tabla Ill. Prevencién por pretratamiento con 4cido lipoico de los efectos inducidos por el Violeta de Genciana (GV) en parametros del ensayo

Cometa (en sangre de rata a 24 horas)*.

Parametros
Longitud cola (um) ADN% en cola Momento cola (unidades arbitrarias)
Control 3,50+0,31 2,49+0,60 0,32+0,09
GV 11,66+1,612 9,84+1,87° 1,490,112
Acido lipoico (550 mg/kg) (30 min) 3,30+0,42 2,40+0,63 0,29+0,07
GV + &cido lipoico (550 mg/kg) (30 min) 6,24+1,18° 4,88+1,25P° 0,70+0,18P
Acido lipoico (121 mg/kg) (3 h) 3,90+0,40 2,60+0,65 0,35+0,10
GV + &cido lipoico (121 mg/kg) (3 h) 8,06x1,45¢ 6,10+1,69¢ 0,89+0,25°¢

* Las ratas se trataron con LA a las dosis indicadas y se extrajo sangre a los dos tiempos indicados. El ensayo Cometa se llev6 a cabo

después de agregar GV a la sangre y dejar por 24 h segln se describe en Métodos. Control se refiere a sangre sin ninguna de las drogas.
Los datos son el promedio = DE.

El valor para la significancia del efecto total del tratamiento previo con LA a los dos tiempos y dosis, obtenido por analisis de variancia
fue p<0,001 para los tres parametros medidos.

p<0,001 cuando se compara con Control.

p<0,001 cuando se compara con GV.

p<0,001 cuando se compara con GV.

Tabla IV. Prevencion por pretratamiento con N-acetil cisteina (NAC) de los efectos inducidos por el Violeta de Genciana (GV) en pardmetros
del ensayo Cometa (en sangre de rata a 24 horas)*.

Parédmetros

Momento cola

ADN % /. . .
en coia (unidades arbitrarias)

Longitud cola (um)

Control 4,20+0,54 2,85+0,35 0,40+0,09
GV 14,20+1,98? 10,20+1,937 1,50+0,262
NAC (2000 mg\kg) (30 min) 4,40+0,60 2,90+0,39 0,43+0,11
GV + NAC (2000 mg\kg) (30 min) 6,39+0,98° 5,80+0,88° 0,72+0,19°

Después de tratar las ratas con NAC a la dosis indicada la sangre se extrajo a la media hora, y el ensayo Cometa se Ilevé a cabo después
de agregar GV a la sangre y dejar por 24 h segln se describe en Métodos. Control se refiere a la sangre sin ninguna de las drogas. Los

datos son el promedio + DE.
El valor para la significancia del efecto total del tratamiento previo con NAC obtenido por anélisis de variancia fue p<0,001 para los tres

parametros medidos.

@ p<0,001 cuando se compara con Control.
b p<0,001 cuando se compara con GV.
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Figura 1. Reduccién del Violeta de Genciana por &cido lipoico.

Se tomaron alicuotas de dos soluciones stock de los compuestos en buffer Tris pH 7,5 y se midié la absorbancia a 590 nm.

mantener un stock permanente de sangre tratada con
cristal violeta en una concentracion final de 125 mg por
cada 500 cc a ser utilizada, como minimo, después de
24 horas de tratamiento”.

Idealmente lo conveniente es usar en transfusiones
sangre libre de T. cruzi. Esa situacion no siempre se da
en zonas endémicas y menos aun si la necesidad se da
durante una emergencia grave (ej. terremotos, conflic-
tos, accidentes importantes, etc.). No es facil, en esos
casos, en zonas endémicas disponer de suficientes do-
nantes sanos y en cantidad.

Sin embargo, la administraciéon intravenosa de GV
causa depresion en el nimero de glébulos blancos (10).
Ademas, se conoce que el GV es un mutageno, un téxico
mitético y un clastégeno. Estas conclusiones se obtuvie-
ron al ensayar el GV con cepas de Salmonella typhimurium
TA97 y TA104 (11) o ensayando su toxicidad citogené-
tica en células de hamster chino (CHO) (11)(23) . Este
compuesto también se mostré que es carcinogénico para
ratones macho y hembra de la cepa B6C3F1 (11).

En los presentes estudios se observaron efectos ge-
notoxicos del GV en leucocitos de la sangre empleando
el ensayo Cometa. Este ensayo es capaz de detectar con
alta sensibilidad la produccién de bases hidroxiladas del
ADN resultantes de un ataque por estrés oxidativo (24).
El efecto fue ensayado a 24 y 48 horas (Tabla I). E1 GV
condujo a un incremento significativo de la presencia de
imagenes de cometa a ambos tiempos en la sangre prove-
niente de las ratas Sprague Dawley usadas y la diferencia
en todos los parametros determinados resulté atin ma-
yor a las 48 horas. Estos resultados pueden tomarse como
indicativos de que el GV puede también alterar el ADN
proveniente de leucocitos de la sangre del individuo re-
ceptor después de la transfusion para producir bases de
ADN hidroxiladas. Si este proceso es suficientemente in-
tenso, los leucocitos podrian morir, y esto explicaria la
depresion en el conteo de los glébulos blancos (10). Si,
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en cambio, este proceso es menos intenso y el dano no
es reparado y ocurre en el ADN, pueden resultar células
transformadas como resultado de la transfusion.

En el presente trabajo se intent6 prevenir estos efec-
tos genotoxicos del GV en el individuo receptor usando
algunos antioxidantes como el o-tocoferol, el acido li-
poico o N-acetil cisteina. Las bases racionales de esta es-
trategia se basan en el conocimiento de que los efectos
daninos del GV se consideran vinculados a su capacidad
para generar especies reactivas del oxigeno (ROS) ca-
paces de danar no s6lo al ADN sino también proteinasy
lipidos (10). Los antioxidantes se sabe que son capaces
de bloquear los efectos pro-oxidantes daninos iniciados
por los ROS (25) (26). Los tres antioxidantes selecciona-
dos tienen uso aceptado clinicamente para prevenir o
tratar efectos daninos de diversos compuestos mediados
por ROS (25-27).

Estos ensayos solo pretenden evidenciar que estos an-
tioxidantes son capaces de bloquear total o parcialmente
los efectos genotoxicos del GV sobre los leucocitos. No
significa que se pretenda tratar al donante con ellos antes
de donar. Solo ilustran lo que sucederia en el receptor al
recibirlo frente al GV que incorpor6 con la sangre tratada
con este compuesto en las bolsas de transfusion.

Bajo las condiciones experimentales empleadas en
el presente trabajo, la administraciéon previa de o-T
previno de manera significativa pero s6lo moderada la
accion genotoxica del GV (Tabla II). Mas efectivo que
el o-T mostro ser el LA (Tabla III). En un experimento
inicial se ensay6 una dosis menor (125 mg/kg), extra-
yendo la sangre a las 3 horas después de la administra-
ciéon de LA. Luego se increment6 la dosis de LA (550
mg/kg) y se obtuvo la sangre justo a la media hora des-
pués resultando que el grado de los efectos preventivos
del LA aumento significativamente. Es importante con-
siderar que el LA, en contraste con el o-T, es degradado
rapidamente bajo las condiciones in vivo (17).



El LA, sin embargo, tiene un beneficio adicional. En
efecto, pudo observarse un efecto directo quimico des-
tructivo y significativo sobre el GV (Fig. 1). Este compor-
tamiento podria tener un significado practico importante
si el LA se utilizara para bloquear los efectos mutagénicos
potenciales del GV en el individuo receptor. El1 GV rema-
nente presente después de 24 horas de la accion tripano-
somicida en la sangre del donante podria ser destruido
por el LA no toxico antes de la transfusion pero también
el LA podria administrarse al individuo receptor de la
sangre antes de la transfusion. Ambos procedimientos
pueden producir alternativamente un efecto preventivo
por el LA (administrado bajo las formas farmacéuticas
disponibles oxidadas) in vivo, atribuible a su rapida trans-
formacion a la forma de dcido dihidrolipoico (26). Esta
forma reducida es un agente reductor poderoso capaz de
regenerar o-I y también dcido ascérbico, y esta propie-
dad esta ligada a la presencia de dos grupos sulfhidrilo
vecinos presentes en su molécula (25) (26).

La interesante capacidad de este antioxidante que
contiene grupos SH para prevenir la mutagenicidad del
GV y para destruir quimicamente cualquier remanente
de GV en la sangre posterior a la accién tripanosomici-
da llevé a ensayar el NAC para ver si éste tenia un efecto
potencial preventivo. El NAC es un antioxidante efec-
tivo, contiene un grupo SH libre y es una fuente ade-
cuada de niveles de glutation (GSH) en los tejidos(25)
(26). Es menos toxico que el aminodcido relacionado
cisteina y puede ser administrado ya sea oralmente o iv
(26). A la dosis y tiempo empleados el NAC prob6 ser
mas efectivo que el o-T o el LA (Tabla IV).

Todos estos experimentos preliminares abren la posi-
bilidad de ofrecer una respuesta a los efectos que varios
estudios previos mostraron concernientes a las acciones
linfopénicas, mutagénicas y carcinogénicas del GV, cuan-
do se lo usa como tripanosomicida durante la transfusion
sanguinea en dreas o circunstancias donde el control de
la sangre no es posible. En efecto, existe la posibilidad de
que después de las 24 horas de exposicion de la sangre al
GV necesarias para eliminar al 7. cruzi, se efectie ya sea el
agregado de LA o de NAC a la misma o la administracion
de LA o de NAC al individuo receptor de la sangre. Existe
también la posibilidad de hacer ambas cosas. Todas estas
alternativas deben ser ensayadas rigurosamente porque
la utilizacion del GV tiene la ventaja de poseer una in-
teresante historia de uso para evitar la transmision de la
enfermedad de Chagas por transfusion, que merece ser
considerada cuando el control previo de la sangre o su
disponibilidad no es factible.

Es conveniente en este punto analizar las potencia-
les ventajas, desventajas y dificultades para una eventual
aplicacion practica de estas propuestas y compararlas
con la realizacion de serologia rapida €j. por inmuno-
cromatografia (IC) que permitiria excluir de transfu-
siones la sangre tratada (ver ¢j WL Check Chagas de
Laboratorios Wiener).
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1) La técnica IC seria 1util para excluir dadores de
sangre infectada con T ¢ruzi. En zonas endémicas por
Chagas (o que lo han sido por anos) puede haber im-
portante cantidad de personas con sangre infectada
aunque los vectores hayan sido controlados. Se perde-
ria una cantidad importante de dadores en momentos
de alta necesidad.

2) Un resultado negativo por la técnica IC no ex-
cluye la posibilidad de infeccién por 7. cruzi. Se puede
obtener un resultado falso negativo en muestras con ni-
veles bajos de anticuerpos anti 7. cruzi.

3) Pueden obtenerse resultados falsos positivos en
las siguientes situaciones: enfermedades autoinmunes,
tuberculosis, lupus eritematoso sistémico, embarazo, va-
cunacién contra hepatitis B y otras inmunizaciones, he-
modidlisis, enfermedad hepatica, otras parasitosis como
leishmaniasis y otras enfermedades infecciosas diferentes
a Chagas (HIV, HTLV, hepatitis C, hepatitis B, sifilis, etc.).
Existen algunos datos atn limitados sobre estas interfe-
rencias. Estos falsos positivos conducirian a su vez a elimi-
nar muestras ttiles potencialmente, cosa que no ocurriria
de usar como biocida al GV. De hecho se requiere ejecu-
tar otros dos ensayos adicionales para confirmar.

4) Lo deseable para trabajo rapido es obtener sangre
entera capilar. Ello implica tener que realizar la prueba
inmediatamente. Si se empleara otro método de obten-
cion de sangre o suero o plasma (ej. puncion venosa), di-
ficultaria la posibilidad de efectuar estos ensayos en situa-
ciones de campo y se agregarian mas tiempos al proceso.

5) La ejecucion correcta y confiable del procedi-
miento debiera estar a cargo de un bioquimico o un
laboratorista calificado y entrenado en la ejecucion e
interpretacion concreta. Ello agrega complejidad al ma-
nejo de la emergencia.

6) Cada ensayo requiere leer los resultados entre los
25y 35 minutos (después de los 35 minutos pueden ob-
tenerse resultados erroneos).

7) Muy recientemente Rodrigues Coura y Borges-Pe-
reira explicitamente senalaron la gran necesidad de la
existencia de un fest rapido con alta sensibilidad, especi-
ficidad y estabilidad para ser empleado en condiciones
de campo y en bancos de sangre en casos de emergen-
cias en distintas areas geograficas en las cuales existen
diferentes cepas y clones de 7. cruzi circulando y esta
necesidad no esta satisfecha aun (28).

Se concluye que es totalmente factible que cuando
este tipo de técnicas de diagnostico rapido sean ain mas
rapidas, mas especificas y menos dependientes de perso-
nal calificado y que los bancos de sangre en todas las zo-
nas (endémicas y no-endémicas) dispongan de suficiente
material en emergencias, estos procedimientos reem-
plazaran al antiguo pero probadamente eficaz procedi-
miento que emplea GV. La administracion al receptor de
antioxidante o su adicion a la sangre a transfundir des-
pués de las 24 horas necesarias para eliminar al 7. ¢cruzi,
podria mejorar el procedimiento que emplea solo GV.
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