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Resumen

La Ciclosporina A (CyA) es un inmunosupresor que presenta efectos adversos
como la hepatotoxicidad. Se estudió el efecto de CyA sobre el sistema de de-
fensa antioxidante (SDA), su relación con la lipoperoxidación y la función he-
pática. Ratas machos wistar de 200-260 g de peso fueron tratadas durante
7 días (agudo) y 120 días (crónico) con dosis orales de CyA de 5 y 20 mg/kg/
día. Se estudió el SDA midiendo el contenido hepático total de glutatión
(GSH), glutatión peroxidasa (GPx) y catalasa (CAT); el perfil de funcionamien-
to hepático (PFH) se realizó determinando aspartato aminotransferasa (AST),
alanín aminotransferasa (ALT) y bilirrubina total (Bt) y para la lipoperoxidación
se midieron las sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico (SRAT). Los resul-
tados fueron confirmados con estudios histológicos. El tratamiento agudo con
20 mg/kg/día de CyA mostró aumento significativo de SRAT (30,51±1,97
nmol/g), pérdida de GSH (2,47±0,06 µmol/g), incremento significativo de GPx
(663,25±1,88 mU/mg) y CAT (290,65±3,31 mU/mg). El tratamiento crónico
con 5 mg/kg/día de CyA mostró disminución tiempo-dependiente del SDA con
disminución de GSH (3,19±0,05 µmol/g), GPx (569,6±2,67 mU/mg) y CAT
(223,3±2,78 mU/mg), sin cambios en SRAT. Los resultados del tratamiento
crónico y agudo con 20 mg/kg/día de CyA son coincidentes y sólo en esta do-
sis se observaron alteraciones de la histo-arquitectura del parénquima hepáti-
co. Se concluye que dosis de 20 mg/kg/día de CyA en tratamiento agudo y cró-
nico provocan lipoperoxidación con compromiso del SDA y alteración del
hepatocito; dosis de 5 mg/kg/día de CyA en tratamiento crónico producen de-
terioro reversible del SDA sin lipoperoxidación. La inmunosupresión aplicada
en clínica con dosis de 3 a 8 mg/kg/día produciría disminución del SDA sin
cambios en la histo-arquitectura del parénquima hepático.

Palabras clave: ciclosporina A * sistema de defensas antioxidantes * gluta-
tión * glutatión peroxidasa * catalasa * lipoperoxidación 

Summary
Cyclosporin A (CyA), an immunosuppressive agent, exerts adverse effects
such as hepatotoxicity. The effect of CyA on the Antioxidant Defence
System(ADS), its relation to lipoperoxidation, and liver function were stud-
ied. Assays were performed on male wistar rats weighing 200-260 g during
acute (7 days) and chronic (120 days) treatment with oral doses of CyA of 



Introducción
El hígado, órgano principal involucrado en el meta-

bolismo de los fármacos, está expuesto al estrés oxidati-
vo por la producción de especies reactivas de oxígeno,
tanto en el sistema mitocondrial como en el microsómi-
co y por la formación de derivados de oxígeno reduci-
do catalizados por la NADPH oxidasa en las células de
Küpffer, los polimorfonucleares y los macrófagos (1). 

Numerosos autores han reconocido a los radicales
libres de oxígeno como agentes beneficiosos en cir-
cunstancias patológicas, tales como procesos inmuni-
tarios del organismo frente a las infecciones, respues-
ta a la inflamación tisular, actividad fagocítica de
neutrófilos o poder bactericida de leucocitos. Pero
también se pueden comportar como agentes patóge-
nos perse, desencadenando graves consecuencias como
el daño en la isquemia intestinal, injuria gástrica por
hemorragia, distrés respiratorio del adulto, enferme-
dades autoinmunes, rechazo de órganos transplanta-
dos y cáncer, entre otras (2).

Para combatir el estrés oxidativo el hígado está do-
tado de un conjunto de mecanismos conocido como
“sistema de defensa antioxidante” (SDA) el que inclu-
ye micronutrientes tales como las vitaminas C y E, pro-
teínas ricas en grupos tioles y proteínas secuestradoras
de metales como la ferritina y enzimas que metaboli-
zan los metabolitos reactivos, como la epóxido hidro-
lasa, y los derivados del oxígeno reactivo como la cata-
lasa (CAT) y superóxido dismutasa (SOD) (3).

Sin embargo, el mecanismo antioxidante más im-
portante es el mediado por el glutatión (GSH). El con-
tenido hepático de GSH oscila entre 5 y 10 nmol/L y
está influenciado por varios factores: la disponibilidad

de aminoácidos precursores, la actividad de gamma
glutamilcisteín sintetasa (GGCS), el flujo de GSH des-
de el hígado, el uso intracelular del GSH como agen-
te reductor de peróxidos tóxicos, la conjugación con
metabolitos electrofílicos y por la combinación de to-
dos estos factores (4).

Así también las especies reactivas de oxígeno han si-
do involucradas en los mecanismos de toxicidad por
drogas de uso terapéutico (5). Entre ellas, la Ciclospo-
rina A (CyA), un decapéptido cíclico de origen fúngi-
co actúa como un potente inmunosupresor y es usado
en el tratamiento de pacientes transplantados. Su uso
está asociado con efectos adversos principalmente en
hígado y riñón, observados en humanos y ratas (6-12).
Dichos efectos son atribuidos tanto a la droga madre
como a los metabolitos resultantes de su biotransfor-
mación por el sistema de citocromo P450 (13). 

El efecto tóxico de CyA sobre el parénquima hepáti-
co en períodos de corto tratamiento y altas dosis se ma-
nifiesta como un síndrome colestásico en ratas y huma-
nos. Diferentes autores han mencionado como
procesos responsables de este síndrome a los cambios
en la fluidez de la membrana plasmática, a la alteración
de los transportadores de membrana y al GSH reducido
del hepatocito y su secreción en la bilis (10)(14).

Resultados discordantes han sido reportados sobre
el contenido de GSH en la hepatotoxicidad y nefroto-
xicidad inducida por CyA (14-17).

Ha sido publicado recientemente que el estrés oxida-
tivo inducido por CyA en dosis de 10 y 20 mg/kg/día en
fase aguda produce disminución en el SDA, especial-
mente alteraciones en la homeostasis del GSH, lo que
compromete a los procesos basados en la detoxifica-
ción y protección contra el estrés oxidativo (18)(19).
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5 and 20 mg/kg/day. ADS was studied in rat liver homogenate by measuring the liver content
of total glutathion (GSH), glutathion peroxidase(GPx) and catalase (CAT); the Liver Profile Test
(LPT) was measured by determining aspartate amino transferase (AST), alanin amino trans-
ferase (ALT) and total bilirubin (TB), and lipoperoxidation by determining thiobarbituric acid
reactive substances (TRAS). The results were confirmed by histological studies. In the acute
treatment, 20 mg/kg/day with CyA, a significant increase in TRAS (30.51±1.97 nmol/g), a loss
of GSH (2.47±0.06 µmol/g) and a significant increase in GPx (663.25±1.88 mU/mg) and CAT
(290.65±3.31 mU/mg) were observed. In the chronic treatment, 5 mg/kg/day with CyA, a time-
dependent decrease in the ADS with a diminution in GSH (3.19±0.05 µmol/g), GPx
(569.6±2.67 mU/mg) and CAT (223.3±2.78 mU/mg) were observed, with no changes in
TRAS. The results for the chronic and acute treatment with 20 mg/kg/day of CyA are coinci-
dent, only this dose causing alterations in liver parenchyma histoarchitecture. CyA doses of 20
mg/kg/day during acute and chronic treatment cause lipoperoxidation with ADS involvement
and hepatocyte alteration. CyA doses of 5 mg/kg/day during chronic treatment cause deterio-
ration in the ADS with no lipoperoxidation, hepatotoxicity being reversible. Immunosuppression
in human patients with 3 to 8 mg/kg/day doses, would cause a decrease in the ADS with no
structural or functional changes in the hepatocyte.

Key words: cyclosporin A * antioxidant defence system * glutathion * glutathion peroxidase *
catalase * lipoperoxidation



Otros autores que trabajan en cultivo de células
han señalado al disbalance entre las enzimas antioxi-
dantes SOD y CAT como responsable del principal
mecanismo de acumulación de peróxidos y muerte
del hepatocito (20).

Algunos investigadores han publicado cambios en
el metabolismo del GSH en ratas tratadas con CyA. Los
cambios fueron observados en hígado y en riñón. Las
alteraciones observadas en hígado no fueron relacio-
nadas con las dosis y el tiempo de tratamiento (21).

Sin embargo, la posible progresión de los efectos
hepatotóxicos de CyA cuando se incrementan las dosis
y el tiempo de tratamiento, aún no ha sido investigada.

En el presente trabajo se estudió el SDA midiendo
el contenido hepático total de GSH y las enzimas an-
tioxidantes GPx y CAT y la lipoperoxidación midiendo
SRAT, en ratas tratadas con CyA a dosis de 5 y 20
mg/kg/día en períodos cortos de una semana y pro-
longados de 16 semanas. Estos resultados se relaciona-
ron con los obtenidos en el test de perfil hepático que
comprendió la determinación de bilirrubina total
(Bt), aspartato aminotransferasa (AST) y alanin ami-
notransferasa (ALT). Los hallazgos se correlacionaron
con la observación microscópica del parénquima he-
pático y el cálculo del radio hepatosómico.

Materiales y Métodos

ANIMALES, TRATAMIENTO Y PREPARACIÓN DEL
TEJIDO HEPÁTICO 

Los experimentos se realizaron en ratas machos wis-
tar de 200 a 260 g de peso corporal, hospedadas en jau-
las estándares en un ambiente de 12 horas de luz a 21 ºC
y 50-70% de humedad. Fueron alimentadas con dieta
estándar para roedores y agua corriente de bebida, ba-
jo estricto cumplimiento de las Normas Internaciona-
les de Buenas Prácticas de Manufactura (GMP) y de
Laboratorio (GLP).

Se utilizó CyA soluble en agua (Sandimmun Neoral
10 mg) de Laboratorios Novartis. Se preparó una solu-
ción de CyA de 1 mg/mL en agua destilada a tempe-
ratura ambiente.

Se dividieron los animales al azar en cinco grupos
de ocho cada uno (n=8). 

Grupo A (control): alimentados exclusivamente
con dieta estándar.

Grupo B1: alimentados con dieta estándar suple-
mentada con CyA 5 mg/kg/día durante una semana.

Grupo B16: alimentados con dieta estándar suple-
mentada con CyA 5 mg/kg/día durante 16 semanas.

Grupo C1: alimentados con dieta estándar suple-
mentada con CyA 20 mg/kg/día durante una semana
(7 días).

Grupo C16: alimentados con dieta estándar suple-
mentada con CyA 20 mg/kg/día durante 16 semanas
(120 días).

Los tiempos de tratamiento permitieron reproducir
el esquema de inmunosupresión que se aplica en hu-
manos y de este modo evaluar los efectos del trata-
miento agudo y crónico con diferentes dosis de CyA.

Al comienzo del ensayo se pesaron los animales y se
recogieron muestras de sangre por punción de la vena
de la cola. Al final del tratamiento agudo y crónico se
recogieron muestras de sangre por punción intracar-
díaca sin anticoagulante para obtener suero y determi-
nar el perfil hepático y con EDTA para determinar la
concentración en sangre de CyA.

A los días 8° y 121° de los tratamientos con CyA,
los animales se pesaron nuevamente y se sacrificaron
por decapitación para asegurar el desangrado total,
sin uso de anestésicos para evitar interferencias o re-
sultados falsos. Los hígados se removieron rápida-
mente y se lavaron in situ con solución salina isotóni-
ca fría. Se pesaron con el objeto de calcular el radio
hepatosómico. Se preparó el homogenato pesando 1
g de hígado y colocándolo en 10 mL de buffer frío
KH2PO4 - K2HPO4 pH 7.40. Se utilizó un homogenei-
zador Potter – Elvehjem provisto con tubo de vidrio y
paleta de teflón. El procedimiento se efectuó en ba-
ño de hielo. 

Para la observación microscópica se removieron pe-
queñas porciones de cada hígado, se lavaron con solu-
ción fisiológica y se colocaron en solución de formol al
10%. Las porciones se incluyeron en parafina, se cor-
taron con micrótomo en láminas de 5 a 6 µ de espesor
y se colorearon con hematoxilina-eosina.

ENSAYOS BIOQUÍMICOS EN HOMOGENATO 
DE HÍGADO

El contenido hepático total de GSH se determinó
pesando una parte de homogenato de hígado en cin-
co volúmenes de ácido pícrico al 1% como desprotei-
nizante. La solución resultante se centrifugó y al so-
brenandante libre de proteínas se agregó
2-vinilpiridina (2 µL por cada 100 µL de sobrenadan-
te). Se mezcló vigorosamente durante 1 min y se dejó
en reposo entre 20 a 60 min a 25 °C para que el GSH
reducido presente se transforme en glutatión oxidado
(GSSG). Una alícuota (100 µL) de esta solución se co-
locó en una cubeta de espectrofotómetro de 1 cm de
paso de luz con la siguiente mezcla: 700 µL de
NADPH 0,3 mM, 100 µL de ditio-bis ácido 2-nitroben-
zoico (DTNB) 6 mM y se llevó a un volumen final de
1 mL con agua destilada (pH final: 7-7.40). 

Con el agregado de 10 µL de glutatión reductasa
(GR) (50 U/mL) a la mezcla equilibrada a 30 °C se de-
terminó el contenido hepático total de GSH de la alí-
cuota ensayada, de acuerdo al método de Griffith  (22).
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El contenido de GSH + GSSG hepático se expresó en
µmol/g de proteína.

La actividad catalítica de CAT se determinó por es-
pectrofotometría a 240 nm, según Aebi (23). Se con-
sideró una unidad de actividad igual a 1 µM de H2O2
degradada por minuto, por mg de proteína. Se expre-
só en mU/mg de proteína.

Para evitar la inactivación de la enzima durante el
ensayo (generalmente 30 s) o la formación de burbu-
jas en la cubeta debido a la liberación de O2, es nece-
sario usar una concentración relativamente baja de
H2O2 (10 mM). La dependencia de la temperatura es
mínima, por ello la medida puede hacerse entre 0 y
37 °C; en este ensayo se seleccionó 20 °C. Las medidas
se realizaron a pH 7.40.

Se utilizaron los siguientes reactivos: buffer fosfato 
50 mM pH 7.40; peróxido de hidrógeno 30 mM diluido
en buffer fosfato, concentración final 10 mM.

Para medir CAT en el homogenato de hígado obte-
nido se hicieron diluciones con buffer fosfato pH 7.40
(1:100 a 1:500).

La enzima es muy estable hasta 6 días a 2 °C, sin em-
bargo, en los homogenatos su actividad declina rápida-
mente. Las diluciones del homogenato se analizaron
entre 5 y 10 min después de obtenido.

La actividad de GPx se determinó con el método de
Flohe y Gunsler (24). La actividad se expresó en
mU/mg de proteína.

El GSSG formado durante la reacción de la GPx es
instantáneo y continuamente reducido por un exceso
de GR. Esta reducción se monitoreó espectrofotométri-
camente por la oxidación concomitante de NADPH a
NADP.

Se utilizaron los siguientes reactivos: buffer fosfato 
0,1 M pH: 7,40, EDTA 1 mM; 2,4 U/mL de GR (de leva-
dura) preparada a partir de una suspensión comercial
cristalina (5 mg/mL; 120 U/mg). Preparación diaria y
conservación en frío, GSH 10 mM en agua, NADPH 1,5
mM en NaHCO3 0,1% y H2O2 1,5 mM al 30%.

Para medir GPx se usaron 100 µL de homogenato
preincubado a 37 °C con 500 µL de buffer fosfato 0,1 M,
pH 7,40, 100 µL de GR que equivalen a 0,24 U y 10 µL
de GSH 10 mM. Luego se agregaron 100 µL de
NADPH y 100 µL de H2O2. Durante 5 minutos se mi-
dió la disminución de la absorbancia a 340 nm.

Las sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico
(SRAT) son marcadoras de peroxidación lipídica; fue-
ron determinadas en homogenato de hígado, según
el método de Ohkawa y col (25); un coeficiente de ex-
tinción de 1,56 x 105 l/mol x cm se usó en el cálculo
de los equivalentes de concentración de malondialde-
hído (MDA). Los resultados se expresaron en nmol/g
de tejido.

Las proteínas totales en el homogenato de hígado
de ratas se determinaron según Lowry (26), con albú-
mina bovina sérica como estándar. 

ENSAYOS BIOQUÍMICOS EN MUESTRAS 
DE SANGRE

SUERO

El perfil de funcionamiento hepático (PFH) inclu-
yó la determinación en suero de las aminotransferasas
(ALT y AST) por método UV y de bilirrubina total (Bt)
por diazorreacción (27-29).

PLASMA

Se determinó CyA en sangre por un inmunoensayo
de polarización de la fluorescencia (FPIA) (30) con
un equipo AXSYM (Abbott Laboratories, Abbott Park,
IL, USA).

REACTIVOS

Las actividades enzimáticas de aminotransferasas y
Bt se ensayaron con equipos de Wienner Lab. (Rosa-
rio, Argentina).

Las drogas y reactivos usados en la preparación de
los buffers y GSH , DTNB, glutatión reductasa, NADPH,
2 vinilpiridina , GPx , CAT, SRAT y MDA fueron de Sig-
ma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

La CyA fue de Sandimmun (Novartis, Basle , Swit-
zerland).

ESTUDIO ESTADÍSTICO

El análisis de la varianza y la posterior comparación
de medias se realizó mediante el Test de Tukey con un
alfa de 5%.

Resultados

Los cuatro grupos de ratas tratadas se sometieron a
diferentes dosis de CyA. Grupos B: 5 mg/kg/día y Gru-
pos C: 20 mg/kg/día durante períodos distintos: de 7
días y de 120 días con la finalidad de reproducir en
ellos el tratamiento agudo y crónico del inmunosupre-
sor usado en humanos.

Durante el ensayo a cronicidad, 120 días, los anima-
les de los diferentes grupos aumentaron de peso, lo cual
coincidió con hallazgos reportados por otros autores
(19)(31). Los valores del radio hepatosómico se midie-
ron al final del tratamiento y después de sacrificados los
animales; no mostraron diferencias significativas en
los Grupos B1, B16 y C1 respecto de A. El Grupo C16
mostró disminución significativa respecto de A. Estos
resultados se observan en la Tabla I.

Todos los animales conservaron su estado de salud
y ninguno de ellos murió durante el tratamiento.

La CyA administrada por vía oral es absorbida de
modo variable e incompleto a nivel del tracto gastroin-
testinal. Para determinar su concentración en sangre,



a los días primero, octavo y ciento veintiuno de los di-
ferentes grupos se extrajeron muestras de sangre.

La Figura 1 muestra la concentración de CyA en san-
gre de ratas tratadas con dosis de 5 y 20 mg/kg/día. Se
observa que la cantidad de CyA en sangre es directa-
mente proporcional a las dosis administradas y es equi-
valente para los animales de los Grupos B (B1 y B16) y
de los Grupos C (C1 y C16) en fase aguda (7 días) y fa-
se crónica (120 días). Dosis de 5 mg/kg/día dieron
concentraciones en sangre de CyA de 200±24 ng/mL
en los grupos B1 y B16. Dosis de 20 mg/kg/día dieron
concentraciones en sangre de CyA de 598±57 ng/mL
en los grupos C1 y C16.

El SDA se estudió midiendo el contenido hepático
total de GSH y las enzimas antioxidantes GPx y CAT.
Para corroborar la lipoperoxidación inducida por el
tratamiento de CyA se midieron las SRAT expresadas
en nmol/g de hígado.

La Figura 2 muestra la disminución, estadísticamen-
te significativa, en el contenido hepático de GSH en
los Grupos C, tanto en fase aguda (C1) como en fase
crónica (C16) respecto del Grupo A (control). Dosis
de 20 mg/kg/día produjeron una disminución del
contenido hepático de GSH total en un 32% en fase
aguda (Grupo C1) y en un 45% en fase crónica (Gru-
po C16).

El contenido hepático de GSH en los Grupos B tiene
un comportamiento variable con el tiempo de exposi-
ción a CyA. Mientras el Grupo B1 no exhibe diferencias
significativas respecto de A, el Grupo B16 muestra una
disminución de 22% en el contenido de GSH en fase
crónica, respecto del Grupo A.
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Figura 1. Concentraciones de CyA en sangre de ratas tratadas con
dosis de 5 y 20 mg/kg/día. Los valores para los distintos Grupos
(n=8) son:
Grupos B (B1 y B16): 200 ± 24 ng/mL de CyA en sangre.

Grupos C (C1 y C16): 598 ± 57 ng/mL de CyA en sangre.

Concentración de CyA en animales tratados en fases aguda 
y crónica

Figura 2. Glutatión hepático total en homogenato de hígados de ratas tratadas
con CyA. Se observa que los grupos con dosis de 20 mg/kg/día (C1 y C16) pre-
sentan disminución del contenido total de glutatión. En dosis de 5 mg/kg/día sólo
en tratamiento crónico durante 120 días (B16) presenta una disminución esta-
dísticamente significativa de GSH respecto de A.

Contenido hepático de glutatión en los grupos control y tratados 
con diferentes dosis de CyA en fase aguda y crónica
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Grupos Radio hepatosómico 

A (control) 3,62±0,06  
B1 (5 mg/kg/día durante 7 días) 3,22±0,08  
B16 (5 mg/kg/día durante 120 días) 3,12±0,08  
C1 (20 mg/kg/día durante 7 días) 3,35±0,06  
C16 (20 mg/kg/día durante 120 días) 2,25±0,05  

Radio hepatosómico:
Peso de hígado x 100

Peso corporal total

Tabla I. Radio hepatosómico en los diferentes grupos tratados con CyA
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En la Figura 3 se observa que dosis de 5 mg/kg/día
no produjeron aumento significativo de SRAT. Dosis
de 20 mg/kg/día exhibieron un aumento significativo
de SRAT respecto de A. Se interpretó que los niveles de
SRAT son tiempo-dependiente.

Para determinar el posible mecanismo responsable

de los cambios observados en el contenido de GSH (Fi-
gura 2), se midió la actividad de GPx en homogenato
de hígado. La Figura 4 muestra el incremento, estadís-
ticamente significativo, de GPx en el grupo C1 respecto
del Grupo A. Dosis de 20 mg/kg/día durante 7 días dis-
minuyeron el contenido de GSH hepático e incremen-
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Niveles de sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico con dosis de 5 y 20 mg/kg/día 
de CyA en fase aguda y crónica

Figura 3. SRAT en homogenato de hígado de ratas tratadas con CyA. Se observa
que dosis de 20 mg/kg/día, Grupos C1 y C16, presentan un aumento estadística-
mente significativo de SRAT respecto de A. El incremento de C16 respecto de C1
muestra que es tiempo-dependiente.

35

30

25

20

15

10

5

0

S
R

A
T

nm
ol

/g

A B1 B16 C1 C16

Grupos

Actividad de glutatión peroxidasa en grupos control vs. grupos tratados 
con CyA a diferentes dosis en fase aguda y crónica

Figura 4. Actividad de GPx en mU/mg de proteína de homogenato de hígados de ratas. El gráfico mues-
tra los valores promedios de los Grupos tratados B1, B16, C1 y C16 apareados con el Grupo Control A.
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taron los niveles de GPx, en un intento por neutralizar
las especies reactivas de oxígeno o compuestos electro-
fílicos resultantes de la biotransformación de CyA.

La disminución, estadísticamente significativa, de
GPx en el Grupo C16 respecto del Grupo A -dosis de 
20 mg/ kg/ día durante 120 días- se relacionó con el in-
cremento, estadísticamente significativo concomitante, de
los niveles de SRAT en este grupo (Figura 3)(Figura 4).

La Figura 5 muestra la disminución, estadísticamen-
te significativa, de la actividad de CAT en los grupos
B16 y C16, en tratamiento crónico, respecto del grupo
A. Un incremento significativo de CAT se observa en

el Grupo C1 respecto del Grupo A y del Grupo C16. Es
posible que este comportamiento “dispar” de esta en-
zima para una misma dosis de CyA (20 mg/kg/día) se
deba al agotamiento en el tiempo de los mecanismos
antioxidantes enzimáticos.

El perfil de función hepática que incluye las deter-
minaciones de Bt, AST y ALT, para los diferentes gru-
pos tratados, no mostró efectos colestásicos ya que no
se detectaron incrementos significativos de Bt y ALT.
Sólo AST mostró para el Grupo C16 un aumento sig-
nificativo respecto de A (datos no mostrados).

La Figura 6 muestra el parénquima hepático normal
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Figura 6. Vista panorámica del parénquima hepático normal. Se observan he-
patocitos formando hileras. Los espacios en blanco corresponden a los sinu-
soides.

Corte histológico del parénquima hepático de ratas del Grupo Control A.
Técnica de hematoxilina-eosina (10x)

Figura 5. Actividad de CAT en mU/mg de proteínas de homogenato de hígado de ratas. El gráfico
muestra los valores promedios de los Grupos tratados B1, B16, C1 y C16 apareados con el Grupo
control A
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del Grupo A, control. Pueden observarse los hepatoci-
tos dispuestos en cordones alrededor de la vena central,
con tinción de hematoxilina–eosina (10x).

En la Figura 7 se observa un corte histológico del
Grupo C16, tratado con 20 mg/kg/día durante 120
días. Cambios en la histo-arquitectura del parénquima
hepático, con infiltrados de elementos mononucleares
en el intersticio, se indican con flecha. Los grupos res-
tantes no presentaron modificaciones estructurales en
el parénquima hepático (datos no mostrados).

Discusión
El estudio del efecto hepatotóxico inducido por CyA

ha dado lugar a numerosas publicaciones que tratan de
explicar el o los posibles mecanismos de toxicidad. 

La disminución o alteración de la función bioquí-
mica de los hepatocitos puede ser inducida directa-
mente por el inmunosupresor o por los metabolitos
resultantes de su biotransformación.

Entre los mecanismos propuestos para explicar el
fenómeno de hepatotoxicidad pueden citarse el disba-
lance energético por incremento del consumo de ATP
o disminución en la producción de ATP, evento tem-
prano en el curso de la toxicidad inducida por drogas
que precede a los estados irreversibles de injuria celu-
lar. La mitocondria ha sido propuesta frecuentemente
como blanco de acción hepatotóxica. Varios mecanis-
mos pueden estar involucrados: inhibición del meta-
bolismo mitocondrial a nivel del transporte de electro-
nes y de la fosforilación oxidativa; daño estructural de
la mitocondria por peroxidación de los lípidos de
membrana, alteración del potencial de membrana, da-

ño del ADN mitocondrial (32). En trabajos anteriores
estos autores han encontrado en experimentos in vivo
que dosis de 15 y 20 mg/kg/día provocan alteración
de las mitocondrias, observada por el aumento de
GLDH sérica y alteración funcional de los complejos
enzimáticos I y II de la cadena respiratoria mitocon-
drial. Esta alteración mitocondrial podría ser un im-
portante mecanismo para explicar la hepatotoxicidad
por CyA (33).

Otro mecanismo propuesto es la alteración de las vías
intrínseca y/o extrínseca que intervienen en la apopto-
sis hepatocelular (34). La CyA se considera un inhibidor
de la denominada Transición de la Permeabilidad Mito-
condrial por unión específica con la ciclofilina D en la
membrana interna de la mitocondria. Este mecanismo
explicaría la prevención de los efectos apoptóticos pro-
ducidos por un aumento en la Permeabilidad de la
Membrana Mitocondrial que permite la liberación del
citocromo c y activación de la caspasa 3.

Los resultados de estudios concernientes al rol del
estrés oxidativo y lipoperoxidación en la hepatotoxici-
dad inducida por CyA son aún contradictorios.

El rol de los radicales libres ha sido postulado en el
mecanismo patogénico de la citotoxicidad por CyA.
Varios autores que trabajaron con modelos in-vitro han
reconocido la acumulación de peróxidos como otro
mecanismo de hepatotoxicidad por CyA, reportando
reducción del estrés oxidativo con el agregado a los
medios de cultivo celulares de agentes antioxidantes
como vitamina E, aminoácidos como glicina y serina,
GSH y enzimas antioxidantes como SOD y CAT (17-
20). Algunos de ellos han atribuido este efecto protec-
tor a la capacidad de estabilizar las membranas celula-
res, inhibiendo la lipoperoxidación (17-20).
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Figura 7. Se destaca el parénquima hepático y la infiltración de elementos
mononucleados en el intersticio. Hallazgos que sólo fueron encontrados en el
Grupo C16 con dosis de 20 mg/kg/día de CyA durante 120 días.

Corte histológico de parénquima hepático de ratas tratadas con 20 mg de CyA/kg/día durante 120 días (C16). 
Técnica hematoxilina-eosina (400x).



El presente trabajo plantea un modelo experimen-
tal realizado en ratas machos wistar con la finalidad de
dilucidar la participación del SDA en el tratamiento
agudo y crónico con CyA, tal como se aplica en huma-
nos y con dosis idénticas a las usadas en clínica.

Se observó disminución estadísticamente significa-
tiva del contenido hepático de GSH en los Grupos B16
y C16, ambos en tratamiento crónico (120 días). Se de-
duce que el mismo provoca una disminución del tri-
péptido que impediría la conjugación de los metaboli-
tos electrofílicos intermedios resultantes de la
biotransformación de CyA. La disminución significati-
va de GSH observada en C1 y no en B1 explicaría que
la depleción de GSH es dosis-dependiente. Estos ha-
llazgos no coinciden con los reportados por otros au-
tores que, trabajando con modelos in-vivo, con dosis
de 10 y 20 mg/kg/día durante períodos cortos de 7
días y prolongados de 1 mes, concluyeron que la de-
pleción de GSH hepático se produce a la semana del
tratamiento y es dosis -y tiempo- independiente(21).

La depleción de GSH correlaciona con el incre-
mento de la concentración de SRAT. Evidentemente,
el tratamiento crónico con 20 mg/kg/día de CyA in-
duce a la peroxidación lipídica y los niveles de los me-
tabolitos resultantes de su biotransformación superan
la capacidad de conjugación de GSH, lo que compro-
mete al componente enzimático del SDA a través de la
actividad de enzimas antioxidantes como GPx y CAT.

La disminución significativa de GPx y CAT en el
Grupo C16 (20 mg/kg/día durante 120 días) respecto
del Grupo A es una medida del compromiso de la fun-
cionalidad hepática y de la integridad del hepatocito.
Altas dosis de CyA se traducen en niveles de CyA de
598±57 ng/mL en sangre, lo que induce al estrés oxi-
dativo comprometiendo a los componentes del SDA.

La acción conjunta de SOD y CAT ha sido descrip-
ta como el principal mecanismo de defensa contra la
toxicidad del oxígeno (35-38). Se ha analizado la dis-
minución de actividad de CAT en los Grupos B16 y
C16 con tratamiento crónico y se interpretó que la in-
hibición de la enzima es debida a peróxidos formados
en el tiempo.

Estos cambios en el SDA coinciden con los reporta-
dos por investigadores que utilizaron un modelo in-vi-
tro, incubando por 24 horas, en concentraciones de 0-
50 mM de CyA cultivos primarios de hepatocitos de
rata (36).

Otros investigadores que trabajaron con hígados de
conejos y midieron las actividades de enzimas antioxi-
dantes en el tratamiento con CyA, durante 10 días y al-
tas dosis de 25 mg/kg/día encontraron incrementos
en CAT y malondialdehido y no encontraron cambios
de GPx (37)(38). Estos resultados coincidirían con lo
observado en el Grupo C1 en cuanto a CAT y SRAT pe-
ro no con GPx donde se halló un incremento signifi-
cativo.

El tratamiento crónico con dosis de 5 mg/kg/día
de CyA presenta una disminución progresiva en el
tiempo del SDA, evidenciado por la disminución de
GSH, GPx y CAT sin modificaciones en las SRAT.

El PFH se ensayó en busca de un marcador que pu-
diera ser utilizado en pacientes sometidos a tratamiento
crónico con este inmunosupresor (39-42). Los resulta-
dos revelaron que sólo AST, enzima de localización mi-
tocondrial, podría dar alguna información al respecto.

La Ciclosporina A prevendría los efectos apoptóti-
cos por unión específica a ciclofilina D presente en la
membrana interna de la mitocondria. Por ello es con-
siderada un inhibidor de la denominada Transición de
la Permeabilidad Mitocondrial (TPM) (34).

Los hallazgos bioquímicos del grupo tratado con 
20 mg/kg/día durante 120 días se relacionan con altera-
ciones en la histo-arquitectura del parénquima hepático,
con infiltrado de elementos mononucleares como mar-
cadores tempranos de fibrosis. No se observaron efectos
apoptóticos al microscopio óptico (Figura 7). En dosis de
5 mg/kg/día no se observaron cambios histológicos (da-
tos no mostrados). Asimismo, estos hallazgos se correla-
cionan con la disminución estadísticamente significativa
del radio hepatosómico en el grupo C16 (Tabla I).

Conclusiones

Dosis de 20 mg/kg/día de CyA en tratamiento agu-
do y crónico provocan lipoperoxidación con compro-
miso del SDA y alteración del hepatocito. Dosis de 
5 mg/kg/día de CyA en tratamiento crónico disminu-
yen el SDA sin lipoperoxidación, siendo a estas dosis
reversible el proceso de hepatotoxicidad. Se infiere
que la inmunosupresión aplicada en clínica, en dosis
de 3 a 8 mg/kg/día produce disminución del SDA sin
cambios estructurales y funcionales del hepatocito.
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