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 SUMMARY 

EFFECT OF BENZNIDAZOL ON DRUG BIOTRANSFORMATION AND EXCRETION 
SYSTEMS AFFECTING ITS OWN METABOLISM. 

 

Benznidazole (BZL) constitutes the therapeutic agent of choice for treatment of 
Chagas disease in endemic regions and during its acute phase. During BZL therapy, drug-
drug interactions, generation of BZL toxic metabolites, or changes in BZL metabolism or 
pharmacokinetics may occur. These undesirable effects are poorly characterized at present. 
We here reviewed most relevant data demonstrating up-regulation of expression and activity 
of phase I and II biotransformation systems and drug export pumps, which take place either 
in liver or intestine. Based on these effects it is possible to predict the occurrence of drug-
drug interactions with therapeutic agents coadministered with BZL, as well as a decrease in 
BZL therapeutic efficacy, particularly under chronic treatment conditions. 

 
Key words: Chagas disease, benznidazole, drug metabolism. 

 
INTRODUCCIÓN. 

 
La enfermedad de Chagas, cuyo agente etiológico es el parásito Trypanosoma cruzi 

(T. cruzi), es una infección endémica en América Latina que afecta a más de 8 millones de 
personas (1). La morbilidad es relativamente alta: 17-30 % de los pacientes en la fase 
crónica exhiben manifestaciones clínicas como miocardiopatía y megavísceras 
(megaesófago y megacolon). Actualmente, en la mayoría de las zonas endémicas la única 
droga disponible para el tratamiento en la fase aguda es el benznidazol (BZL), activo contra 
todas las formas del parásito (intra o extracelular) (2). Sin embargo, los efectos tóxicos son 
frecuentes y llevan, en algunos casos, a suspender el tratamiento. La dosis recomendada es  
de 5-7 mg/kg/día p.o. La duración promedio del tratamiento es de aproximadamente 60 días, 
pero puede prolongarse por 5 meses o más cuando la enfermedad se reactiva durante la 
fase crónica (por ej. en pacientes con inmunodeficiencia inducida o adquirida) (3). El BZL 
actúa a través de la formación de radicales libres y/o metabolitos electrofílicos que 
probablemente se unen a macromoléculas del parásito (3-5). Los mecanismos de defensa 
del T. cruzi contra el estrés oxidativo son deficientes (6). En contraste, las células de los 
mamíferos cuentan con sistemas capaces de contrarrestar el desafío provocado por los 
radicales libres (mecanismos enzimáticos: glutation S-transferasas, superóxido dismutasa, 
glutation reductasa, etc. y mecanismos no enzimáticos: alfa-tocoferol, ascorbato, beta-
carotenos y glutation reducido) (7). Sin embargo a pesar de estos mecanismos, los 
derivados de BZL pueden producir efectos citotóxicos, descriptos por ejemplo en hepatocitos 
de rata (8). 

 
SISTEMAS DE BIOTRANSFORMACIÓN Y TRANSPORTE. SU REGULACIÓN. 

 
 Los seres humanos están expuestos a lo largo de su vida a una amplia variedad de 

xenobióticos, incluyendo drogas de uso terapéutico, contaminantes ambientales y toxinas. 
La concentración plasmática de un compuesto depende de su absorción, distribución, 
metabolismo y eliminación. El hígado es el principal órgano involucrado en la 
biotransformación de compuestos endógenos (bilirrubina, sales biliares, hormonas, etc.) y  
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exógenos (fármacos, toxinas, etc.). El intestino, reconocido por su importancia en la 
absorción de nutrientes, toxinas o fármacos, está dotado con los mismos sistemas de 
metabolización y transporte que el hígado y es también responsable del efecto de primer 
paso que sufren compuestos administrados oralmente. El metabolismo enzimático involucra: 

a- reacciones de Fase I (oxidación, reducción, hidrólisis) catalizadas, en su mayoría, por 
miembros de la familia del citocromo P-450 (siendo CYP3A4 la isoforma más abundante y la 
que metaboliza el 60% de las drogas de uso terapéutico) (9), y b- reacciones de Fase II 
(conjugación con grupos endógenos como ácido glucurónico o glutation) catalizadas por 
isoformas de glutation S-transferasa (GST) y UDP-glucuronosiltransferasa (UGT), entre otras 

Si bien todos estos sistemas se expresan en forma significativa también en riñón, el 
hígado y el intestino constituyen los órganos de primer paso cuando la incorporación de un 
xenobiótico o droga de uso terapéutico ocurre por vía digestiva. Los productos resultantes 
del metabolismo hepático e intestinal son excretados al canalículo biliar o a la luz intestinal, 
respectivamente. La excreción a través de la membrana apical de estos compuestos es 
mediada por proteínas pertenecientes a la familia ATP-binding cassette (proteínas ABC). 
Entre ellas pueden citarse como muy relevantes: a- P-glicoproteína (P-gp, MDR1 o ABCB1) 
que posee afinidad por una amplia variedad de fármacos incluidos digoxina, atenolol, 
losartán, nifedipina, antibióticos, agentes retrovirales, etc., y b- la proteína asociada a 
resistencia a multidrogas 2 (MRP2 o ABCC2) que posee afinidad por compuestos 
conjugados con ácido glucurónico, glutation o sulfato, incluyendo glucurónidos de bilirrubina, 
estradiol, paracetamol, etc., mayormente derivados del metabolismo de fase II (10, 11). 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
Fig. 1. Acción coordinada de los sistemas celulares de biotransformación y transporte 
de xenobióticos. El esquema representa una célula polarizada (ej. hepatocito, enterocito, 
etc), donde el ingreso de un xenobiótico ocurre a nivel basolateral por mecanismo difusivo 
simple o mediado por proteínas como el transportador de aniones orgánicos (OAT), de 
cationes orgánicos (OCT), o polipéptido transportador de aniones orgánicos (OATP). Una 
vez dentro de la célula, el xenobiótico puede sufrir reacciones de fase I, mayormente 
protagonizadas por miembros de la familia de citocromos 1, 2 o 3, siendo un ejemplo 
importante el CYP3A4 perteneciente a la última familia. El compuesto derivado (ej. 
hidroxilado), puede adicionar grupos polares (ej. ácido glucurónico, glutation o sulfato) 
representado por la letra ‘X’ a través de enzimas de fase II, para finalmente excretarse a 
través de la membrana apical por transportadores dependientes de ATP como MRP2, P-gp 
o BCRP, o bien a través del polo basolateral por MRP3. 
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La expresión de los sistemas enzimáticos de biotransformación y los transportadores 
ABC en distintos tipos celulares (epitelios absortivos o secretores, elementos figurados de la 
sangre, macrófagos, etc.) no es estática ya que las células tienen una remarcable capacidad 
para regular sus niveles. La exposición a una variada gama de agentes químicos, 
incluyendo agentes terapéuticos, produce un incremento en la expresión de las enzimas de 
biotransformación y de transportadores alterando la depuración de endo- y xenobióticos (12-
14). 

En general, existe una regulación coordinada de los sistemas de biotransformación y 
los sistemas de transporte en un dado tipo celular. Diferencias tejido-específicas han sido 
atribuidas a variaciones en la abundancia de determinados mediadores (por ej. factores de 
transcripción) (15). Se ha observado que los sistemas enzimáticos y de transporte son 
influenciados por un gran número de factores como sexo, edad, composición de la dieta, 
hormonas, fármacos, etc., y que esta modulación puede ser mediada por receptores 
nucleares. Como consecuencia, un aumento en la cantidad de proteína y 
concomitantemente, en su actividad, podría acelerar la depuración de los compuestos que 
son sus sustratos (11, 13). 

Es sabido que la regulación de estos sistemas puede producirse a varios niveles: 
A nivel transcripcional: 
- Por interacción de moléculas específicas con sitios selectivos en el promotor de los 

genes correspondientes. 
A nivel postranscripcional: 
- Por cambios en el procesamiento y estabilidad del ARNm. 
- Por cambios en la velocidad de degradación de la proteína, en su localización, etc. 
 Tanto para los mecanismos de regulación transcripcional como postranscripcional se 

ha demostrado la participación de receptores nucleares activados por ligandos (endógenos 
o exógenos) (10, 11, 13). El receptor de pregnanos X (PXR, NR1I2) y el receptor constitutivo 
de androstanos (CAR, NR1I3) son considerados, en ese orden de relevancia, los más 
importantes sensores de xenobióticos que regulan genes involucrados en la 
biotransformación y eliminación de compuestos endógenos y exógenos (14). 

Los receptores nucleares, en especial los que reconocen a xenobióticos como 
ligandos, luego de activarse actúan uniéndose a elementos de respuesta caracterizados por 
la presencia de dos o más repeticiones directas o invertidas de una dada secuencia 
consenso. Éstas pueden localizarse en el promotor proximal o en zonas distales 
(enhancers). La presencia de tales elementos se ha confirmado experimentalmente para el 
gen MDR1 (codificante de la proteína P-gp), donde median la inducción PXR-dependiente 
por rifampicina (16) y la inducción CAR-dependiente por ácido valproico (17). Resultados 
similares se han descrito para los genes humanos que codifican las enzimas CYP3A4 y 
UGT1A1, donde existen elementos de respuesta que median la inducción PXR-dependiente 
por rifampicina (18, 19). También se describió la presencia de elementos proximales de 
respuesta a PXR en el promotor de Mrp2 de rata, que median la inducción dependiente de 
este receptor nuclear luego del tratamiento con pregnenolona-16α-carbonitrilo (20). No 
obstante, no se encuentra descrita en la bibliografía la presencia de tales sitios ni en el 
promotor ni en la región 5' distal del gen de MRP2 humano. Mediante estudios in silico 
nuestro grupo determinó la presencia de dos supuestos sitios de respuesta a receptores de 
xenobióticos en la región 5´ reguladora del gen de MRP2 humano (resultados no 
publicados). Alternativamente, en la respuesta pueden estar implicados otros factores de  
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transcripción tales como AP-1. Al respecto, se ha descrito que la activación de AP-1 media 
la inducción de una isoforma de GST en hepatocitos de rata (21). 

 

REGULACIÓN TRANSCRIPCIONAL. RECEPTOR NUCLEAR DE PREGNANOS X (PXR). 

El mecanismo más estudiado de regulación de sistemas de biotransformación y 
transporte por fármacos es el transcripcional. En la mayoría de los casos se encuentra 
mediado por receptores nucleares. Como se mencionó anteriormente, PXR es el receptor 
nuclear más importante en la mediación del efecto de fármacos y xenobióticos, modulando 
la expresión de los sistemas de biotransformación y excreción, que en definitiva afecta la 
farmacocinética de los mismos xenobióticos. PXR fue clonado por primera vez a partir de 
una biblioteca de hígado de ratón (22). Los mayores niveles de expresión de PXR se 
observaron en hígado e intestino. También se ha observado expresión de PXR, aunque con 
niveles inferiores, en riñón, pulmón, estómago, monocitos, capilares de la barrera 
hematoencefálica, útero, ovario, placenta, glándula mamaria, osteoclastos, corazón, 
glándulas adrenales, células progenitoras de la médula ósea, ciertas regiones del cerebro y 
células tumorales de origen diverso (23). 

La importancia de PXR en la regulación de los sistemas en cuestión se basa en dos 
pilares. Por un lado, su elevada promiscuidad en lo que hace a la unión de ligandos y, por 
otro lado, su unión a las secuencias reguladoras de un gran número de genes entre los que 
se encuentran sistemas de biotransformación de fase I, de fase II y transportadores de 
drogas (14). La elevada promiscuidad de PXR se debe a la presencia de un bolsillo 
hidrofóbico de gran tamaño (1200 Å3). El mismo goza además de una flexibilidad que le 
permite expandirse hasta 1600 Å3 y acomodar compuestos de tamaños y, 
fundamentalmente, de estructuras químicas variables (23). 

 
INTERACCIONES DROGA-DROGA. 

La regulación de la expresión y/o actividad de los sistemas de biotransformación y 
transportadores de drogas puede afectar la absorción, la distribución, el metabolismo y/o la 
excreción de aquellos fármacos que sean sustratos de los mismos. Esto puede afectar al 
mismo fármaco responsable del efecto y también a otros fármacos administrados 
conjuntamente con el primero. En el segundo caso, se dice que existe una interacción 
droga-droga. Como consecuencia, pueden presentarse cambios en la respuesta terapéutica 
y/o toxicidad. Las interacciones pueden ser tanto deseadas o beneficiosas como también no 
deseadas o perjudiciales. Se pueden dividir en interacciones de carácter farmacocinético, 
que por lo general implican un simple desplazamiento en la curva dosis-respuesta, o 
interacciones de carácter farmacodinámico cuando además implican un cambio en la forma 
de la curva dosis-respuesta (24). 

Los cambios en la expresión y/o actividad de las proteínas responsables del 
metabolismo y la excreción de drogas observados en estudios in vitro o in vivo en animales 
permiten sugerir potenciales interacciones droga-droga. Por ejemplo, la inducción de P-gp 
intestinal por espironolactona en ratas, disminuye la absorción de digoxina (25). Un 
fenómeno similar se ha descripto en estudios clínicos para distintos fármacos. Uno de esos 
casos incluye el cotratamiento con rifampicina, debido fundamentalmente a su rol inductor 
sobre varios sistemas de biotransformación y excreción de xenobióticos. Entre los fármacos 
cuya depuración es inducida por rifampicina pueden mencionarse: ciclofosfamida, 
ciclosporina, digoxina, erlotinib, etinilestradiol, ifosfamida, imatinib, lamotrigina, midazolam, 
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morfina, propafenona, verapamilo, warfarina y zidovudina (26-30). Las observaciones se 
asociaron a inducciones en la expresión de CYP3A4, UGT y P-gp, entre otras proteínas. Un 
efecto similar se observó en la administración de fenitoína con imatinib, irinotecan, 
metotrexato, paclitaxel, teniposido y topotecan (31). Lo mismo se observó luego del empleo 
de preparados de bálsamo de San Juan conteniendo el antidepresivo de origen natural 
hiperforina. En este caso se registró una mayor depuración de ciclosporina, seguida del 
rechazo de órganos trasplantados (32, 33). Para ciertos compuestos como ciclofosfamida, la 
inducción de su metabolismo como se describió en un paciente cotratado con fenitoína, no 
sólo disminuyó la concentración de la droga original sino que aumentó la concentración de 
metabolitos de mayor toxicidad (34). 

Las interacciones droga-droga también pueden implicar una menor depuración de 
fármacos coadministrados, por lo general debido a la inhibición de una o más proteínas 
involucradas en tal proceso. Existen diversos ejemplos de interacciones que se registran 
ante la administración de un inhibidor del CYP3A4 junto a un sustrato del mismo. Vale 
recordar que el CYP3A4 es el responsable del metabolismo de aproximadamente el 60% de 
las drogas empleadas en la práctica clínica (35). Por ejemplo se ha observado que 
mibefradil inhibe CYP3A4, y en cierta medida también a P-gp, y de esa manera aumenta la 
concentración de ciclosporina, digoxina, simvastatina y tacrolimus en el organismo (36). De 
la misma manera se observó una menor depuración de midazolam ante la coadministración 
con voriconazol o ritonavir, ambos inhibidores de CYP3A4 (37). Otros inhibidores del 
CYP3A4 que pueden modificar el metabolismo de drogas coadministradas son amprenavir, 
claritromicina, diltiazem, eritromicina, fluoxetina, ketoconazol, saquinavir y tamoxifeno (35). 

 

BENZNIDAZOL (BZL). 

El benznidazol (N-bencil-2-(2-nitroimidazol-1-il) acetamida, BZL) (Fig. 2) es un 
fármaco que pertenece a la familia de los nitroimidazoles. 

 
 
 
 
 
 
 

 
                               Fig. 2. Estructura química del BZL. 
 
Junto con el nifurtimox son los fármacos de elección para el tratamiento de la 

enfermedad de Chagas, siendo el BZL el de mayor disponibilidad en las áreas endémicas. 
El BZL actúa como prodroga, por lo que debe activarse para poder ejercer su función. Al 
igual que para otros compuestos nitroheterocíclicos, la activación implica la reducción del 
grupo nitro catalizada por una nitroreductasa. En ciertos organismos, como en el caso de los 
mamíferos, se postuló que la nitroreducción del BZL por acción de nitroreductasas de tipo II 
daría como resultado la formación de compuestos como los radicales nitro y superóxido, con 
el consecuente daño oxidativo sobre la célula. 
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Tanto los mamíferos como los parásitos poseen mecanismos de defensa contra los 
intermediarios electrófilos y en particular contra el glioxal formado por activación del BZL. En 
el caso de los mamíferos, el sistema de las glutation-S-transferasas (GSTs) y de las 
glioxalasas se constituyen en defensas efectivas contra las mencionadas especies reactivas. 
En los mamíferos las glioxalasas utilizan glutation y zinc como cofactores,mientras que en el 
caso del parásito utilizan tripanotionina y níquel (6, 43). Además, algunos parásitos carecen 
de glioxalasas con funciones de destoxificación, lo que representaría un factor clave que 
determina la sensibilidad del mismo a la droga (42). Por el contrario, la deficiencia de 
nitroreductasas de tipo I se constituiría en un factor de resistencia (44). 

La información acerca del efecto del BZL sobre la expresión y/o actividad de sistemas 
de biotransformación y transportadores de drogas es muy escasa. Si el BZL puede modificar 
la farmacocinética de otras drogas o incluso su propia farmacocinética es aún más incierto. 
Al respecto, existen estudios que atribuirían al BZL un rol inhibidor sobre proteínas de la 
familia del citocromo P450. A principios de la década del 80, se describió un efecto 
potenciador de BZL en la respuesta antitumoral por lomustina (45), por un mecanismo que 
implicaría la inhibición de la hidroxilación de la lomustina por BZL (46, 47). En concordancia 
con esto, BZL aumenta el tiempo de sueño de ratas anestesiadas con pentobarbital. El 
efecto se correlaciona con la inhibición de las actividades aminopirina- y etilmorfina N-
desmetilasa, probablemente por unión covalente de metabolitos del BZL, sin cambios en los 
contenidos de proteína (48). La coadministración de compuestos conteniendo grupos tioles 
(cisteína, N-acetilcisteína, penicilamina, glutation) produce una reversión del efecto (49). No 
obstante, como se anticipó más arriba, se desconocen los efectos a nivel de la expresión de 
las isoformas más importantes del citocromo P-450, como así también sobre la expresión y 
actividad de otros sistemas relevantes de biotransformación y transporte. Interesantemente, 
un estudio realizado en pacientes varones que recibieron BZL por 30 días (7 mg/kg/día, en 
dos tomas diarias) reveló que la concentración plasmática máxima tiende a disminuir con el 
tiempo de tratamiento (50), sugiriendo un aumento en su velocidad de metabolismo y/o 
excreción. 

En un intento por avanzar en el conocimiento de las posibles interacciones droga-
droga y en la afectación de la farmacocinética del propio BZL, nuestro grupo realizó estudios 
recientes tanto en ratas como en cultivo de células de origen humano. Los resultados se 
presentan a continuación en forma sintética. 

 
EFECTO DEL BZL SOBRE ENZIMAS DE BIOTRANSFORMACIÓN Y TRANSPORTADORES DE 
DROGAS EN CÉLULAS HEPG2. 

En una primera etapa, realizamos estudios utilizando la línea celular HepG2 como 
modelo de hepatocito humano (51). Así, en Rigalli y col. (52) demostramos un efecto 
inductor de BZL (200 µM, 48 h) sobre los niveles de CYP3A4 (proteína y ARNm), aunque 
con una inhibición de su actividad como hecho más significativo. Esta inhibición, 
posiblemente debido a una acción directa sobre la enzima, podría dar lugar a potenciales 
interacciones droga-droga. De la misma manera en que se observó una menor depuración 
de midazolam ante la coadministración con inhibidores de CYP3A4 como voriconazol y 
ritonavir (37), lo mismo podría llegar a ocurrir en el caso de que el BZL sea administrado con 
sustratos del CYP3A4. La interacción sería aún de mayor gravedad en el caso de sujetos 
que ya expresan bajos niveles de CYP3A4 debido a factores etarios, étnicos y/o 
nutricionales (53, 54). 
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Además, se evaluó el efecto de BZL sobre enzimas de fase II. Con respecto a GST, 
la expresión de GSTπ (proteína y ARNm) aumentó en respuesta al tratamiento que se 
tradujo en un aumento de la actividad GST global, determinada utilizando 1-cloro-2,4-
dinitrobenceno (CDNB) como sustrato. Dado que no se observaron diferencias en la 
expresión de GSTα ni de GSTμ, el incremento medido en la actividad se debería al aumento 
en la expresión de GSTπ. Al respecto, se ha descrito su inducibilidad en hígado luego de la 
exposición a estímulos químicos y en modelos de preneoplasia (21, 55). En hígado humano, 
GSTP1 es la única isoforma de GSTπ presente, siendo los ductos biliares el mayor sitio de 
expresión constitutiva. GST se ha visto implicada en la conjugación de especies 
electrofílicas potencialmente perjudiciales para la célula (56). La inducción de GST medido 
en la actividad se debería al aumento en la expresión de GSTπ. Al respecto, se ha descrito 
su inducibilidad en hígado luego de la exposición a estímulos químicos y en modelos de 
preneoplasia (21, 55). En hígado humano, GSTP1 es la única isoforma de GSTπ presente, 
siendo los ductos biliares el mayor sitio de expresión constitutiva. GST se ha visto implicada 
en la conjugación de especies electrofílicas potencialmente perjudiciales para la célula (56). 
La inducción de GST por BZL podría contrarrestar potenciales efectos oxidativos 
desencadenados por el mismo fármaco y por otros fármacos coadministrados (38). La 
expresión de UGT1A no fue afectada por BZL podría contrarrestar potenciales efectos 
oxidativos desencadenados por el mismo fármaco y por otros fármacos coadministrados 
(38). La expresión de UGT1A no fue afectada por BZL. 

Cuando se evaluó el efecto del tratamiento con BZL sobre las proteínas 
transportadoras de drogas se observó un aumento concentración-dependiente en la 
expresión de P-gp y MRP2, sin cambios en BCRP (proteína de resistencia asociada al 
cáncer de mama), ni en el transportador basolateral MRP3. El aumento en los niveles 
proteicos y de ARNm de estos transportadores se correlacionó con un aumento en sus 
actividades de transporte, determinada utilizando sustratos modelos. Este es el primer 
estudio que demuestra un rol inductor de BZL sobre P-gp y MRP2 en un sistema humano. 
En estudios clínicos, se observó que sujetos con inducción de P-gp o MRP2 por rifampicina 
muestran menor AUC y/o mayor excreción de fármacos coadministrados (29, 30, 57). De ser 
BZL capaz de evocar una respuesta similar a la de rifampicina, se podrían esperar efectos 
sobre la depuración de otros fármacos sustratos de P-gp y/o MRP2, y por ende, cambios en 
la respuesta farmacológica y/o toxicológica. 
 

ACTIVACIÓN DE PXR POR BZL EN UN MODELO CELULAR. 

Utilizando la metodología del ARN de interferencia se logró silenciar la expresión de 
PXR en células HepG2. En este modelo, los efectos inductores de BZL fueron abolidos 
indicando que PXR es el mediador de su acción. A continuación y con la finalidad de 
determinar si el mecanismo por el cual PXR media el efecto de BZL consiste en una 
activación del mismo, se determinó la actividad del receptor nuclear en presencia de 
distintas concentraciones de BZL. Para ello se utilizaron células LS180-PXRRE que 
expresan en forma estable un gen reportero sensible a la activación de PXR. Como control 
positivo de activación de PXR se empleó rifampicina corroborándose la activación esperada 
de PXR por BZL (52). 
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EFLUJO DE BZL EN CÉLULAS HEPG2. ROL DE P-GP. 

Para determinar el/los transportador/es involucrado/s en la extrusión de BZL de 
células HepG2 se coincubaron las células con BZL (100 μM, 2 h) y con los inhibidores del 
transporte probenecid (PRO, 1 mM, inhibidor de MRPs) o verapamilo (VER, 100 μM, 
inhibidor de P-gp) y se determinó la cantidad de BZL retenido luego de la incubación. Las 
células coincubadas con VER mostraron una mayor acumulación que las células controles o 
las coincubadas con PRO, sugiriendo que P-gp se encuentra efectivamente involucrada en 
el transporte de BZL, al menos en parte. 

A fin de evaluar en forma más directa la participación de P-gp en el transporte de BZL 
en células HepG2 se procedió al silenciamiento del transportador mediante transfección con 
un siRNA específico. En estas condiciones se observó una acumulación significativamente 
mayor de BZL en células P-gp- que en células P-gp+, confirmándose la participación de P-
gp. 

Finalmente, teniendo en cuenta que P-gp participa en el transporte de BZL y que el 
pretratamiento con BZL induce la expresión de P-gp, era esperable que el pretratamiento 
con BZL modificara su propia concentración intracelular. Efectivamente, se observó una 
acumulación significativamente menor de BZL en las células que fueron pretratadas por 48 h 
con el fármaco, respecto de aquellas células controles que fueron expuestas al vehículo 
durante 48 h. El efecto desapareció ante el agregado del inhibidor VER. Estos estudios nos 
permiten concluir que el tratamiento con BZL induce la expresión y actividad de P-gp, 
afectando su propia acumulación en las células HepG2. Los resultados se sintetizan en la 
Fig. 3. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 3. Efectos destacados del tratamiento in vitro con BZL.

 

Las células HepG2 expresan 
las enzimas de biotransformación y transportadores de drogas característicos del hígado. 
MRP2 (en rojo) se expresa en la zona de contacto entre células o pseudocanalículo, que se 
identifica en la foto superior circundado por la proteína de uniones estrechas ZO-1 (en 
verde). Similar distribución se observa para P-gp. Los efectos mostrados en la parte inferior 
resultaron de la incubación de las células con BZL 200 µM, durante 48 hs. La mediación de 
PXR fue demostrada experimentalmente por supresión parcial de su expresión. La 
inducción de P-gp por su parte condujo a un aumento de la extrusión de BZL resultando por 
lo tanto en una menor acumulación celular (52). 
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EFECTO DEL BZL SOBRE ENZIMAS DE BIOTRANSFORMACIÓN Y TRANSPORTADORES DE 
DROGAS EN UN MODELO IN VIVO. 

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en la línea celular HepG2, podría 
especularse que el tratamiento con BZL ha de afectar la expresión y actividad de estos 
sistemas en distintos tejidos del huésped donde normalmente se expresan, esto es, hígado, 
mucosa intestinal y riñón, entre otros. Estos órganos afectan la biodisponibilidad de drogas, 
por intervenir en su absorción, metabolismo y excreción, por lo que la alteración de estos 
sistemas por BZL podría modificar la depuración de drogas coadministradas con BZL e 
incluso la del propio fármaco. En una segunda etapa, evaluamos el efecto del tratamiento 
con distintas dosis de BZL (25; 50 y 100 mg/kg/día i.p., 3 días consecutivos) sobre los 
sistemas mencionados en hígado, intestino y riñón de rata. En principio, evaluamos el efecto 
sobre CYP3A, UGT y GST, sistemas enzimáticos cuantitativamente más importantes en los 
procesos de biotransformación de drogas. El tratamiento con la dosis mayor aumentó no 
sólo la expresión proteica de la familia de proteínas CYP3A sino también estimuló la 
actividad de CYP3A4 hepática, contrariamente a lo observado en células HepG2 (donde la 
actividad enzimática disminuyó). La contradicción entre los resultados descritos podría 
deberse a diferencias en los protocolos experimentales y/o a diferencias especie-específicas 
en la respuesta al BZL.En intestino (yeyuno e íleon) y en riñón no se observaron cambios 
significativos en la expresión de esta enzima. Como el hígado es el órgano 
cuantitativamente más importante en el proceso de biotransformación, los resultados 
sugieren que el metabolismo de otras drogas coadministradas y del propio BZL podría verse 
afectado por el tratamiento con BZL (58). 

Con respecto a enzimas de fase II, el tratamiento con BZL no alteró los niveles de 
expresión de UGT1A en ninguno de los tejidos analizados indicando que esta etapa no es 
afectada para las isoformas analizadas, que representan las isoenzimas más relevantes 
involucradas en la glucuronización de derivados fenólicos como acetaminofeno y 
compuestos endógenos como la bilirrubina (56). 

En cuanto a GST, las clases α y μ fueron las únicas que mostraron un aumento en la 
expresión luego del tratamiento con BZL, con un concomitante aumento en la actividad 
global. En hígado se observó un aumento en la expresión proteica de GSTμ, sin cambios en  
la expresión de GSTα ni GSTπ, acompañado de un aumento en la actividad. Por otra parte, 
en yeyuno e íleon se observó un aumento proteico de GSTα, sin cambios en la expresión de 
GSTμ ni GSTπ, el que se tradujo en un aumento de la actividad de GST global. Estos 
resultados sugieren que el aumento de la actividad GST en intestino se debería al menos en 
parte a la inducción de la expresión proteica de GSTα. En riñón no se observaron 
alteraciones en la expresión de ninguna de las isoformas estudiadas (58). Es sabido que los 
metabolitos electrofílicos son metabolizados y excretados por procesos dependientes de 
glutation que reducen su toxicidad. La reacción de conjugación es generalmente catalizada 
por GSTs, protegiendo a las macromoléculas celulares del ataque por compuestos 
electrofílicos reactivos (56). Como se dijo anteriormente, BZL es metabolizado por una 
nitroreductasa tipo I NADH-dependiente produciendo glioxal en el parásito (un agente 
citotóxico y mutagénico) (42), mientras que en mamíferos el grupo nitro es reducido a un 
grupo amino por una nitroreductasa tipo II, con la formación de radicales libres 
intermediarios y especies reactivas del oxígeno (ROS) (3, 42). En los protocolos 
terapéuticos, BZL es administrado vía oral. Es posible que la inducción de la expresión y 
actividad de GSTμ en hígado y GSTα en intestino (yeyuno e íleon) por BZL observada en  
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nuestro trabajo se constituya en un mecanismo compensatorio presistémico para hacer 
frente a la producción de metabolitos electrofílicos en el sitio de entrada de la droga al 
organismo. 

En cuanto a la expresión de P-gp observamos que el tratamiento de ratas Wistar 
macho adultas con BZL indujo un aumento significativo en hígado, en yeyuno y en íleon. En 
riñón no se observaron cambios en la expresión de P-gp. Para evaluar si el aumento en la 
expresión de P-gp podría tener consecuencias funcionales sobre su actividad, la velocidad 
de eflujo de rodamina 123 (Ro-123, sustrato modelo de P-gp) fue medida en ratas tratadas 
con BZL y controles en un modelo de perfusión intestinal in situ de simple paso y con 
recolección simultánea de bilis y orina. Se observó un incremento en las velocidades de 
excreción biliar e intestinal (yeyuno) de Ro-123 en concordancia con el aumento de 
expresión de este transportador. Por otra parte, no se observaron diferencias en la excreción 
renal del compuesto en las ratas tratadas con BZL en relación al grupo control. La actividad 
de P-gp en íleon no fue evaluada (58). 

Por otra parte, los niveles de expresión proteica de Mrp2 fueron significativamente 
inducidos por el tratamiento con BZL en hígado y en yeyuno, sin alterarse los niveles de 
expresión en riñón. En íleon, Mrp2 no fue detectable, como era de esperar. Utilizando el 
mismo modelo de perfusión intestinal in situ de simple paso se evaluó la velocidad de 
excreción de dinitrofenil-S-glutation (DNP-SG, sustrato modelo, resultante de la 
metabolización de CDNB) como medida de la actividad de Mrp2. Se observó que, a pesar 
del gran aumento observado en los niveles de expresión hepática de Mrp2, la excreción 
biliar de DNP-SG y su metabolito mayoritario dinitrofenil-cisteinilglicina (DNP-CG) fue 
apenas ligeramente mayor en las ratas tratadas con BZL. En yeyuno proximal, la velocidad 
de excreción de DNP-SG/CG en ratas tratadas con BZL se correlacionó con el aumento en 
los niveles de expresión de Mrp2 observados. Como era esperado, no se observaron 
diferencias en la excreción renal de estos compuestos (58). 

Con respecto a Mrp2, el aumento en su expresión es usualmente acompañada por un 
incremento en la excreción de sus sustratos. Sin embargo, el moderado incremento en la 
excreción biliar de DNP-SG+DNP-CG podría deberse a síntesis de proteína no funcional 
(por ej. Mrp2 no localizada en la membrana canalicular), a la presencia de otros compuestos 
que compitan en la excreción mediada por Mrp2 (por ej. metabolitos de BZL capaces de 
inhibir la actividad de Mrp2) o a la utilización de concentraciones no apropiadas de CDNB (la 
concentración utilizada en el modelo in vivo es saturante a nivel intestinal, pero puede no 
serlo a nivel hepático). Para esclarecer esta discrepancia decidimos usar otra estrategia 
para evaluar la actividad intrínseca de Mrp2, utilizando el modelo de hepatocitos aislados. 
En el proceso de aislamiento, los hepatocitos se lavan de compuestos intracelulares 
(bilirrubina, sales biliares, glutation e incluso, los derivados de BZL) que podrían competir 
con DNP-SG por la secreción. En este modelo encontramos un incremento más significativo 
en la actividad de Mrp2 en respuesta al tratamiento con BZL, que esta vez se correspondió 
mejor con el aumento en los niveles proteicos. Estos resultados sugieren que los obtenidos 
in vivo pueden afectarse, al menos en parte, por la competición entre DNP-SG y otros 
potenciales sustratos de Mrp2 (58). 
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Fig. 4. Efectos destacados del tratamiento in vivo con BZL.

DETERMINACIÓN DE PARÁMETROS FARMACOCINÉTICOS DE UNA DOSIS TESTIGO DE BZL 
EN RATAS. 

En la Tabla 1 se muestran los parámetros farmacocinéticos determinados en ratas 
controles y pretratadas con BZL para una dosis testigo de BZL (5 mg de BZL/kg peso 
corporal, intraduodenal). La constante de decaimiento plasmático de BZL (k) fue mayor en 
ratas pretratadas con BZL comparadas con el grupo control, en concordancia con un área 
bajo la curva (AUC) menor en el grupo pretratado con BZL en comparación al grupo control. 
También puede observarse que la cantidad de BZL eliminado en bilis durante 90 min fue 
significativamente mayor en animales pretratados con BZL en comparación con animales 
controles. En contraste, la cantidad de BZL excretada en orina fue similar entre ambos 
grupos experimentales 

 
  . 
 

 Los efectos que se 
muestran en la parte inferior de la figura resultaron del tratamiento con una dosis de 100 
mg/kg peso/día, i.p., durante 3 días (58). 
 
En conjunto, estos resultados sugieren que la inducción de P-gp y Mrp2 en hígado, 

podría alterar la capacidad de excreción biliar de diversos compuestos y llevar a 
interacciones droga-droga a nivel hepático. Por otra parte, la inducción de P-gp a nivel 
intestinal podría tener implicancias en la absorción del BZL, que se administra 
terapéuticamente por vía oral o de otras drogas sustratos del transportador. Como es 
sabido, P-gp es uno de los principales transportadores ABC expresados en intestino y 
representa una importante barrera contra la absorción de xenobióticos. Por consiguiente, su 
eventual inducción produciría una disminución de la biodisponibilidad de ciertos fármacos y 
en consecuencia, de su efectividad. Por otra parte, el aumento en la expresión de Mrp2 en 
intestino podría modificar el tiempo de permanencia en el interior celular y la excreción 
intestinal de derivados resultantes de la metabolización del BZL y otras drogas. Los 
resultados más  relevantes descriptos anteriormente se sintetizan gráficamente en la Fig. 4. 
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TABLA 1: Parámetros farmacocinéticos resultantes de una dosis testigo de BZL.

MUESTRA 

 Cmáx: 
concentración plasmática máxima; AUC: área bajo la curva; k: velocidad de eliminación. 
Cada valor representa la media±SD.*significativamente diferente de Control,p<0,05, n=4-5 

 

PARÁMETRO CONTROL BZL 

Plasma Cmáx(µM) 18,8±2,3 14,7±1,6* 

“ AUC(nmolmin/ml) 1298 ± 178 799 ± 20 * 

“ k(min-1) -0,0042 ± 0,0020 -0,0166 ± 0,0045* 

Bilis 
Excreción acumulativa 

(pmol/g hígado) 
%dosis 

152±18 
 

0,64± 0.17 

244±23* 
 

1,16±0,10* 

Orina 
Excreción acumulativa 

(pmol/griñón) 
%dosis 

1178±299 
 

1,01±0,67 

1016±184 
 

1,55±0,19 
 

Los resultados claramente confirman la mayor eliminación de BZL en animales 
pretratados con el fármaco, en correspondencia con los hallazgos sobre sus efectos a nivel 
de expresión y actividad de transportadores como P-gp en hígado (58). 
 

 

EFECTO DEL PRETRATAMIENTO CON BZL SOBRE SU PROPIA ABSORCIÓN INTESTINAL. 

Para evaluar si la inducción de P-gp a nivel intestinal podría afectar la absorción de 
BZL, se utilizó el modelo de sacos intestinales. La velocidad de absorción de BZL fue 
particularmente estimada en sacos de yeyuno, donde previamente observamos una mayor 
inducción de Mrp2 y P-gp por BZL, en presencia o ausencia de PSC833, inhibidor específico 
de P-gp. La velocidad de transporte de BZL desde el lado mucoso al lado seroso fue menor 
en el grupo pretratado con BZL, que en el grupo control, a lo largo de todo el experimento; 
efecto que se revirtió con el tratamiento con PSC833. Se observó además una menor 
absorción acumulativa de BZL en ratas pretratadas en comparación con el grupo control. 
PSC833 fue capaz de aumentar la captación intestinal en ambos grupos experimentales 
(58). 

En conjunto, todos estos hallazgos sugieren la posibilidad de una disminución 
progresiva en la absorción de BZL y/o incremento en la metabolización/eliminación después 
de su administración terapéutica. La afectación de la absorción y farmacocinética de otras 
drogas coadministradas con BZL es, por supuesto, también esperable. 
 

POSIBLES IMPLICANCIAS CLÍNICAS. 

Al presente, se desconoce si podría existir una inducción de sistemas de 
biotransformación y transportadores de drogas en pacientes tratados con BZL. La dosis 
usual utilizada para el tratamiento con BZL durante la enfermedad de Chagas varía entre 5 y  
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10 mg/kg peso corporal, administrada durante 30-60 días o por más de 5 meses en casos 
de reactivación de la enfermedad (2). En nuestros estudios, se utilizó una dosis de 100 
mg/kg/día durante 3 días consecutivos, mostrando un efecto inductor sobre varios sistemas. 
La concentración plasmática de BZL medida 24 h posteriores a la última inyección en ratas 
fue de 15 μM, la cual es similar a la encontrada en pacientes (13-26 μM) 24 h posteriores a 
la última dosis y después de 30 días de tratamiento (50). En general, los roedores necesitan 
mayores dosis de un compuesto dado para reproducir los mismos efectos que en humanos. 
Entonces, el efector inductor de BZL en pacientes no debería ser descartado, dado que el 
tiempo de tratamiento es más extenso que en nuestro modelo experimental. Las 
interacciones droga-droga podrían ser particularmente importantes en pacientes bajo 
tratamiento de inmunosupresión con ciclosporina A, corticoesteroides y azatioprina para 
trasplantes de corazón o riñón (59, 60), o en pacientes VIH positivos infectados con T. cruzi 
que reciben antiretrovirales (61, 62). 

Por otra parte, la inducción de P-gp a nivel intestinal podría tener implicancias en la 
absorción del BZL, que se administra terapéuticamente por vía oral o de otras drogas 
sustratos del transportador. Hasta el momento, no existe evidencia directa basada en 
estudios clínicos que sea capaz de sustentar esta presunción. Sin embargo, y a favor de 
esta hipótesis, Raaflaub (50) observó que la concentración plasmática máxima en pacientes 
hombres que recibieron BZL (7 mg/kg/día durante 30 días, dos veces al día) tiende a 
disminuir durante el tratamiento (-20% después de 25 días), sugiriendo un incremento en el 
metabolismo y/o excreción de BZL. Es por esto que decidimos estudiar si las alteraciones en 
las proteínas transportadoras observadas podrían tener algún efecto sobre la 
biodisponibilidad de una dosis testigo de BZL (5 mg/kg). Los parámetros farmacocinéticos 
de la dosis testigo de BZL calculados mostraron un aumento en la constante de eliminación 
plasmática (k) y una menor AUC plasmática en el grupo pretratado con BZL (100 mg/kg/día) 
en comparación con el grupo control, indicando un aumento en la depuración plasmática. 
Además, la Cmáx de BZL en plasma fue menor en los animales pretratados con BZL, 
sugiriendo una menor absorción intestinal de BZL. Cuando evaluamos la cantidad de BZL 
excretada por la vía biliar observamos un aumento significativo en animales pretratados con 
BZL en comparación a los animales controles. La cantidad de BZL excretada en orina fue 
similar entre ambos grupos experimentales, sugiriendo que el aumento en la depuración 
plasmática podría deberse, al menos en parte, al aumento observado a nivel biliar (debido a 
la inducción de P-gp). 

Al observar la disminución en la concentración plasmática máxima alcanzada luego 
de la administración de la dosis testigo de BZL en el grupo pretratado, decidimos evaluar si 
la capacidad de absorción intestinal podría estar afectada. Para este fin, estudiamos el 
transporte intestinal mucoso-seroso de BZL utilizando la técnica de sacos intestinales, en 
presencia o ausencia de PSC833 (inhibidor específico de la actividad de P-gp). Los 
resultados obtenidos (27% menos transporte de BZL en el sentido luminal-seroso) 
confirmaron nuestra hipótesis. La participación de P-gp en el eflujo de BZL fue previamente 
observada en células HepG2 (52). La información obtenida a partir de nuestros estudios 
sugiere la posibilidad de una disminución progresiva en la absorción de BZL y/o incremento 
en la metabolización/eliminación después de su administración terapéutica. 

El hecho de que el pretratamiento con BZL no haya producido alteraciones en la 
expresión de CYP3A, GST, P-gp y Mrp2 en riñón es desconocido, poniéndose en evidencia 
un efecto órgano-específico. PXR es un receptor nuclear que regula la expresión de 
enzimas de biotransformación de fase I y fase II así como transportadores de xenobióticos 
(23). PXR se expresa ampliamente en hígado y en intestino delgado en el ser humano, rata,  
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ratón y conejo. Interesantemente, estos son tejidos donde los sistemas de biotransformación 
y transportadores se encuentran ampliamente expresados y se inducen por BZL. En células 
HepG2 donde se silenció el gen de PXR no se observó inducción de CYP3A4, GSTπ, P-gp 
ni MRP2 al ser expuestas a BZL, sugiriendo que este receptor nuclear estaría involucrado 
en los efectos observados (52). Postulamos entonces que la inducción diferencial de los 
sistemas estudiados en hígado e intestino en comparación a la ausencia de efectos 
observados en riñón podría estar relacionada a diferencias tejido-específicas en la expresión 
de PXR y/o otros factores de transcripción. En riñón humano se detectaron menores niveles 
de PXR que en hígado e intestino (22). En consecuencia, resultados similares podrían 
esperarse en condiciones de tratamiento terapéutico. 

 

CONCLUSIONES. 

Las Figs. 3 y 4 y la Tabla 1 reflejan los principales hallazgos encontrados en nuestros 
propios estudios utilizando el modelo de rata in vivo así como un modelo in vitro de células 
hepáticas de origen humano. El incremento de la expresión y actividad de sistemas 
específicos de fase I y II y en los transportadores de drogas más relevantes podrían dar 
lugar a la aparición de interacciones droga-droga con otros fármacos que pudieran ser 
coadministrados durante el tratamiento, así como afectar el metabolismo y excreción del 
propio BZL y sus metabolitos. Estas consideraciones merecen tenerse presentes, 
particularmente ante tratamientos prolongados con la droga. 
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