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Bioguimica Clinica
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Resumen

La Ciclosporina A (CyA) es un inmunosupresor que presenta efectos adversos
como la hepatotoxicidad. Se estudio el efecto de CyA sobre el sistema de de-
fensa antioxidante (SDA), su relacion con la lipoperoxidacion y la funcion he-
patica. Ratas machos wistar de 200-260 g de peso fueron tratadas durante
7 dias (agudo) y 120 dias (cronico) con dosis orales de CyA de 5y 20 mg/kg/
dia. Se estudi6 el SDA midiendo el contenido hepatico total de glutation
(GSH), glutation peroxidasa (GPx) y catalasa (CAT); el perfil de funcionamien-
to hepatico (PFH) se realiz6 determinando aspartato aminotransferasa (AST),
alanin aminotransferasa (ALT) y bilirrubina total (Bt) y para la lipoperoxidacion
se midieron las sustancias reactivas al acido tiobarbitdrico (SRAT). Los resul-
tados fueron confirmados con estudios histolégicos. El tratamiento agudo con
20 mg/kg/dia de CyA mostré aumento significativo de SRAT (30,51+1,97
nmol/g), pérdida de GSH (2,47+0,06 pmol/g), incremento significativo de GPx
(663,25+1,88 mU/mg) y CAT (290,65+3,31 mU/mg). El tratamiento crénico
con 5 mg/kg/dia de CyA mostr6 disminucion tiempo-dependiente del SDA con
disminucion de GSH (3,19+0,05 pmol/g), GPx (569,6+2,67 mU/mg) y CAT
(223,3+2,78 mU/mg), sin cambios en SRAT. Los resultados del tratamiento
cronico y agudo con 20 mg/kg/dia de CyA son coincidentes y s6lo en esta do-
sis se observaron alteraciones de la histo-arquitectura del parénquima hepéti-
co. Se concluye que dosis de 20 mg/kg/dia de CyA en tratamiento agudo y cr6-
nico provocan lipoperoxidacion con compromiso del SDA y alteracion del
hepatocito; dosis de 5 mg/kg/dia de CyA en tratamiento crénico producen de-
terioro reversible del SDA sin lipoperoxidacion. La inmunosupresion aplicada
en clinica con dosis de 3 a 8 mg/kg/dia produciria disminucién del SDA sin
cambios en la histo-arquitectura del parénquima hepatico.

Palabras clave: ciclosporina A * sistema de defensas antioxidantes * gluta-
tion * glutation peroxidasa * catalasa * lipoperoxidacion

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
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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 pmol/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 pmol/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

Introduccidn

El higado, 6rgano principal involucrado en el meta-
bolismo de los farmacos, esta expuesto al estrés oxidati-
vo por la produccion de especies reactivas de oxigeno,
tanto en el sistema mitocondrial como en el microsémi-
co y por la formacion de derivados de oxigeno reduci-
do catalizados por la NADPH oxidasa en las células de
Kupffer, los polimorfonucleares y los macrofagos (1).

Numerosos autores han reconocido a los radicales
libres de oxigeno como agentes beneficiosos en cir-
cunstancias patologicas, tales como procesos inmuni-
tarios del organismo frente a las infecciones, respues-
ta a la inflamacion tisular, actividad fagocitica de
neutréfilos o poder bactericida de leucocitos. Pero
también se pueden comportar como agentes patége-
nos perse, desencadenando graves consecuencias como
el dafio en la isquemia intestinal, injuria gastrica por
hemorragia, distrés respiratorio del adulto, enferme-
dades autoinmunes, rechazo de 6rganos transplanta-
dos y cancer, entre otras (2).

Para combatir el estrés oxidativo el higado esta 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-
teinas ricas en grupos tioles y proteinas secuestradoras
de metales como la ferritina y enzimas que metaboli-
zan los metabolitos reactivos, como la epdxido hidro-
lasa, y los derivados del oxigeno reactivo como la cata-
lasa (CAT) y superoxido dismutasa (SOD) (3).

Sin embargo, el mecanismo antioxidante mas im-
portante es el mediado por el glutation (GSH). El con-
tenido hepético de GSH oscila entre 5y 10 nmol/L y
esta influenciado por varios factores: la disponibilidad
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de aminoacidos precursores, la actividad de gamma
glutamilcistein sintetasa (GGCS), el flujo de GSH des-
de el higado, el uso intracelular del GSH como agen-
te reductor de peroxidos toxicos, la conjugacion con
metabolitos electrofilicos y por la combinacion de to-
dos estos factores (4).

Asi también las especies reactivas de oxigeno han si-
do involucradas en los mecanismos de toxicidad por
drogas de uso terapéutico (5). Entre ellas, la Ciclospo-
rina A (CyA), un decapéptido ciclico de origen fungi-
co actlla como un potente inmunosupresor y es usado
en el tratamiento de pacientes transplantados. Su uso
esta asociado con efectos adversos principalmente en
higado y rifidn, observados en humanos y ratas (6-12).
Dichos efectos son atribuidos tanto a la droga madre
como a los metabolitos resultantes de su biotransfor-
macion por el sistema de citocromo P450 (13).

El efecto toxico de CyA sobre el parénquima hepati-
co en periodos de corto tratamiento y altas dosis se ma-
nifiesta como un sindrome colestésico en ratas y huma-
nos. Diferentes autores han mencionado como
procesos responsables de este sindrome a los cambios
en la fluidez de la membrana plasmatica, a la alteracion
de los transportadores de membranay al GSH reducido
del hepatocito y su secrecion 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/dia en
fase aguda produce disminuciéon en el SDA, especial-
mente alteraciones en la homeostasis del GSH, lo que
compromete a los procesos basados en la detoxifica-
cion y proteccidn contra el estrés oxidativo (18)(19).



Otros autores que trabajan en cultivo de células
han sefialado al disbalance entre las enzimas antioxi-
dantes SOD y CAT como responsable del principal
mecanismo de acumulacion de peréxidos 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 higado y en rifion. Las
alteraciones observadas en higado no fueron relacio-
nadas con las dosis y el tiempo de tratamiento (21).

Sin embargo, la posible progresion de los efectos
hepatotoxicos de CyA cuando se incrementan las dosis
y el tiempo de tratamiento, ain no ha sido investigada.

En el presente trabajo se estudi6 el SDA midiendo
el contenido hepético total de GSH y las enzimas an-
tioxidantes GPx y CAT y la lipoperoxidacion midiendo
SRAT, en ratas tratadas con CyA a dosis de 5y 20
mg/kg/dia en periodos cortos de una semana y pro-
longados de 16 semanas. Estos resultados se relaciona-
ron con los obtenidos en el test de perfil hepatico que
comprendié la determinacién de bilirrubina total
(Bt), aspartato aminotransferasa (AST) y alanin ami-
notransferasa (ALT). Los hallazgos se correlacionaron
con la observacién microscopica del parénquima he-
patico y el calculo del radio hepatosdmico.

Materiales y Métodos

ANIMALES, TRATAMIENTO Y PREPARACION DEL
TEJIDO HEPATICO

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

Se utilizé CyA soluble en agua (Sandimmun Neoral
10 mg) de Laboratorios Novartis. Se prepar6 una solu-
cion 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 estandar.

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

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

Grupo C1: alimentados con dieta estdndar suple-
mentada con CyA 20 mg/kg/dia durante una semana
(7 dias).
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Grupo C16: alimentados con dieta estdndar suple-
mentada con CyA 20 mg/kg/dia durante 16 semanas
(120 dias).

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

Al comienzo del ensayo se pesaron los animales y se
recogieron muestras de sangre por puncion de la vena
de la cola. Al final del tratamiento agudo y crénico se
recogieron muestras de sangre por puncion intracar-
diaca sin anticoagulante para obtener suero y determi-
nar el perfil hepatico y con EDTA para determinar la
concentracion en sangre de CyA.

A los dias 8° y 121° de los tratamientos con CyA,
los animales se pesaron nuevamente y se sacrificaron
por decapitacion para asegurar el desangrado total,
sin uso de anestésicos para evitar interferencias o re-
sultados falsos. Los higados se removieron rapida-
mente y se lavaron in situ con solucion salina isotoni-
ca fria. Se pesaron con el objeto de calcular el radio
hepatosdmico. Se prepard el homogenato pesando 1
g de higado y colocandolo en 10 mL de buffer frio
KH,PO, - K,HPO, pH 7.40. Se utiliz6 un homogenei-
zador Potter — Elvehjem provisto con tubo de vidrio y
paleta de teflon. El procedimiento se efectud en ba-
fio de hielo.

Para la observacion microscopica se removieron pe-
quefas porciones de cada higado, se lavaron con solu-
cion fisioldgica y se colocaron en solucidn de formol al
10%. Las porciones se incluyeron en parafina, se cor-
taron con micrétomo en laminas de 5 a 6 | de espesor
y se colorearon con hematoxilina-eosina.

ENSAYOS BIOQUIMICOS EN HOMOGENATO
DE HIGADO

El contenido hepatico total de GSH se determiné
pesando una parte de homogenato de higado en cin-
co volumenes de &cido picrico al 1% como desprotei-
nizante. La solucion resultante se centrifugé y al so-
brenandante libre de proteinas se agrego
2-vinilpiridina (2 pL por cada 100 pL de sobrenadan-
te). Se mezclé vigorosamente durante 1 min y se dejé
en reposo entre 20 a 60 min a 25 °C para que el GSH
reducido presente se transforme en glutation oxidado
(GSSG). Una alicuota (100 pL) de esta solucion se co-
locé en una cubeta de espectrofotometro de 1 cm de
paso de luz con la siguiente mezcla: 700 pL de
NADPH 0,3 mM, 100 pL de ditio-bis 4cido 2-nitroben-
zoico (DTNB) 6 mM y se llevé a un volumen final de
1 mL con agua destilada (pH final: 7-7.40).

Con el agregado de 10 pL de glutatién reductasa
(GR) (50 U/mL) a la mezcla equilibrada a 30 °C se de-
termind el contenido hepatico total de GSH de la ali-
cuota ensayada, de acuerdo al método de Griffith (22).
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El contenido de GSH + GSSG hepaético se expreso en
pmol/g de proteina.

La actividad catalitica de CAT se determind por es-
pectrofotometria a 240 nm, segiin Aebi (23). Se con-
siderd una unidad de actividad igual a 1 pM de H,0O,
degradada por minuto, por mg de proteina. Se expre-
s6 en mU/mg de proteina.

Para evitar la inactivacion de la enzima durante el
ensayo (generalmente 30 s) o la formacién de burbu-
jas en la cubeta debido a la liberacién de O,, es nece-
sario usar una concentracién relativamente baja de
H,0, (10 mM). La dependencia de la temperatura es
minima, por ello la medida puede hacerse entre 0 y
37 °C; en este ensayo se selecciond 20 °C. Las medidas
se realizaron a pH 7.40.

Se utilizaron los siguientes reactivos: buffer fosfato
50 mM pH 7.40; peréxido de hidrogeno 30 mM diluido
en buffer fosfato, concentracidn final 10 mM.

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

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

La actividad de GPx se determind con el método de
Flohe y Gunsler (24). La actividad se expresé en
mU/mg de proteina.

El GSSG formado durante la reaccion de la GPx es
instantaneo y continuamente reducido por un exceso
de GR. Esta reduccion se monitore6 espectrofotométri-
camente por la oxidacién 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 suspension comercial
cristalina (5 mg/mL; 120 U/mg). Preparacion diaria y
conservacion en frio, GSH 10 mM en agua, NADPH 1,5
mM en NaHCO30,1% y H,0, 1,5 mM al 30%.

Para medir GPx se usaron 100 uL de homogenato
preincubado a 37 °C con 500 pL de buffer fosfato 0,1 M,
pH 7,40, 100 pL de GR que equivalen a 0,24 Uy 10 pL
de GSH 10 mM. Luego se agregaron 100 pL de
NADPH y 100 pL de H,O,. Durante 5 minutos se mi-
di6 la disminucién de la absorbancia a 340 nm.

Las sustancias reactivas al acido tiobarbiturico
(SRAT) son marcadoras de peroxidacion lipidica; fue-
ron determinadas en homogenato de higado, segin
el método de Ohkawa y col (25); un coeficiente de ex-
tincién de 1,56 x 105 I/mol x cm se usé en el célculo
de los equivalentes de concentracion de malondialde-
hido (MDA). Los resultados se expresaron en nmol/g
de tejido.

Las proteinas totales en el homogenato de higado
de ratas se determinaron segun Lowry (26), con albu-
mina bovina sérica como estandar.
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ENSAYOS BIOQUIMICOS EN MUESTRAS
DE SANGRE

SUERO

El perfil de funcionamiento hepético (PFH) inclu-
yo la determinacién en suero de las aminotransferasas
(ALT y AST) por método UV y de bilirrubina total (Bt)
por diazorreaccion (27-29).

PLASMA

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

REACTIVOS

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

Las drogas y reactivos usados en la preparacion de
los buffersy GSH , DTNB, glutatién 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 ESTADISTICO

El anélisis de la varianza y la posterior comparacion
de medias se realiz6 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/diay Gru-
pos C: 20 mg/kg/dia durante periodos distintos: de 7
dias y de 120 dias con la finalidad de reproducir en
ellos el tratamiento agudo y crénico del inmunosupre-
sor usado en humanos.

Durante el ensayo a cronicidad, 120 dias, los anima-
les de los diferentes grupos aumentaron de peso, lo cual
coincidié con hallazgos reportados por otros autores
(19)(31). Los valores del radio hepatosémico 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. ElI Grupo C16
mostré disminucion significativa respecto de A. Estos
resultados se observan en la Tabla I.

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

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



Tabla 1. Radio hepatosémico en los diferentes grupos tratados con CyA

Grupos Radio hepatosémico
A (control) 3,62+0,06
B1 (5 mg/kg/dia durante 7 dias) 3,22+0,08
B16 (5 mg/kg/dia durante 120 dias) 3,12+0,08
C1 (20 mg/kg/dia durante 7 dias) 3,35+0,06
C16 (20 mg/kg/dia durante 120 dias) 2,25+0,05

Peso de higado x 100

Radio hepatosémico:
Peso corporal total

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

La Figura 1 muestra la concentracion de CyA en san-
gre de ratas tratadas con dosis de 5y 20 mg/kg/dia. 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 (B1y B16) y
de los Grupos C (Cly C16) en fase aguda (7 dias) y fa-
se cronica (120 dias). Dosis de 5 mg/kg/dia dieron
concentraciones en sangre de CyA de 200+24 ng/mL
en los grupos B1 y B16. Dosis de 20 mg/kg/dia dieron
concentraciones en sangre de CyA de 598+57 ng/mL
en los grupos C1y C16.

El SDA se estudié midiendo el contenido hepatico
total de GSH y las enzimas antioxidantes GPx y CAT.
Para corroborar la lipoperoxidacion inducida por el
tratamiento de CyA se midieron las SRAT expresadas
en nmol/g de higado.
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Concentracion de CyA en animales tratados en fases aguda

y crénica
800
E 600 -
2 400
% 200 | ==
0
Grupos

||:|Grupos B:B1 yB16 @ Grupos C: C1y C16

Figura 1. Concentraciones de CyA en sangre de ratas tratadas con
dosis de 5y 20 mg/kg/dia. 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.

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

El contenido hepatico de GSH en los Grupos B tiene
un comportamiento variable con el tiempo de exposi-
cion a CyA. Mientras el Grupo B1 no exhibe diferencias
significativas respecto de A, el Grupo B16 muestra una
disminucion de 22% en el contenido de GSH en fase
cronica, respecto del Grupo A.

Contenido hepatico de glutation en los grupos control y tratados
con diferentes dosis de CyA en fase aguda y crénica

2,54+—

GSH pmol/g

B16 C1 Cc16

Grupos

Figura 2. Glutation hepético total en homogenato de higados de ratas tratadas
con CyA. Se observa que los grupos con dosis de 20 mg/kg/dia (C1 y C16) pre-
sentan disminucién del contenido total de glutation. En dosis de 5 mg/kg/dia sélo
en tratamiento crénico durante 120 dias (B16) presenta una disminucion esta-
disticamente significativa de GSH respecto de A.
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Niveles de sustancias reactivas al &cido tiobarbitdrico con dosis de 5y 20 mg/kg/dia
de CyA en fase aguda y crénica

35

30 ]

25 ]

SRAT nmol/g

A B1 B16 c1 C16
Grupos
Figura 3. SRAT en homogenato de higado de ratas tratadas con CyA. Se observa
que dosis de 20 mg/kg/dia, Grupos C1 y C16, presentan un aumento estadistica-
mente significativo de SRAT respecto de A. El incremento de C16 respecto de C1
muestra que es tiempo-dependiente.

En la Figura 3 se observa que dosis de 5 mg/kg/dia  de los cambios observados en el contenido de GSH (Fi-
no produjeron aumento significativo de SRAT. Dosis  gura 2), se midi6 la actividad de GPx en homogenato
de 20 mg/kg/dia exhibieron un aumento significativo ~ de higado. La Figura 4 muestra el incremento, estadis-
de SRAT respecto de A. Se interpret6 que los nivelesde  ticamente significativo, de GPx en el grupo C1 respecto
SRAT son tiempo-dependiente. del Grupo A. Dosis de 20 mg/kg/dia durante 7 dias dis-

Para determinar el posible mecanismo responsable minuyeron el contenido de GSH hepatico e incremen-

Actividad de glutation peroxidasa en grupos control vs. grupos tratados
con CyA a diferentes dosis en fase aguda y crénica
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Grupos apareados

Figura 4. Actividad de GPx en mU/mg de proteina de homogenato de higados de ratas. El grafico 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 oxigeno o compuestos electro-
filicos resultantes de la biotransformacion de CyA.

La disminucion, estadisticamente significativa, de
GPx en el Grupo C16 respecto del Grupo A -dosis de
20 mg/ kg/ dia durante 120 dias- se relacioné con el in-
cremento, estadisticamente significativo concomitante, de
los niveles de SRAT en este grupo (Figura 3)(Figura 4).

La Figura 5 muestra la disminucion, estadisticamen-
te significativa, de la actividad de CAT en los grupos
B16 y C16, en tratamiento cronico, respecto del grupo
A. Un incremento significativo de CAT se observa en
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el Grupo C1 respecto del Grupo Ay del Grupo C16. Es
posible que este comportamiento “dispar” de esta en-
zima para una misma dosis de CyA (20 mg/kg/dia) se
deba al agotamiento en el tiempo de los mecanismos
antioxidantes enzimaticos.

El perfil de funcion hepética que incluye las deter-
minaciones de Bt, AST y ALT, para los diferentes gru-
pos tratados, no mostré efectos colestasicos ya que no
se detectaron incrementos significativos de Bt y ALT.
S6lo AST mostr6 para el Grupo C16 un aumento sig-
nificativo respecto de A (datos no mostrados).

La Figura 6 muestra el parénquima hepético normal

Actividad de catalasa en grupos control vs. grupos tratados
con CyA a diferentes dosis en fase aguda y crénica

300
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CAT mU/mg proteina
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Avs. C1 Avs. C16

Grupos apareados

Figura 5. Actividad de CAT en mU/mg de proteinas de homogenato de higado de ratas. El gréafico
muestra los valores promedios de los Grupos tratados B1, B16, C1 y C16 apareados con el Grupo

control A

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

Figura 6. Vista panordmica del parénquima hepético normal. Se observan he-
patocitos formando hileras. Los espacios en blanco corresponden a los sinu-

soides.
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del Grupo A, control. Pueden observarse los hepatoci-
tos dispuestos en cordones alrededor de la vena central,
con tincion de hematoxilina—eosina (10x).

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

Discusion

El estudio del efecto hepatotdxico inducido por CyA
ha dado lugar a numerosas publicaciones que tratan de
explicar el o los posibles mecanismos de toxicidad.

La disminucién o alteraciéon de la funcién bioqui-
mica de los hepatocitos puede ser inducida directa-
mente por el inmunosupresor o por los metabolitos
resultantes de su biotransformacion.

Entre los mecanismos propuestos para explicar el
fenémeno de hepatotoxicidad pueden citarse el disba-
lance energético por incremento del consumo de ATP
o disminucién en la produccion 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 accién hepatotdxica. Varios mecanis-
mos pueden estar involucrados: inhibicion del meta-
bolismo mitocondrial a nivel del transporte de electro-
nes y de la fosforilacién oxidativa; dafio estructural de
la mitocondria por peroxidacién de los lipidos de
membrana, alteracién del potencial de membrana, da-

fio del ADN mitocondrial (32). En trabajos anteriores
estos autores han encontrado en experimentos in vivo
que dosis de 15 y 20 mg/kg/dia provocan alteracion
de las mitocondrias, observada por el aumento de
GLDH sérica y alteracion funcional de los complejos
enzimaticos | y 1l de la cadena respiratoria mitocon-
drial. Esta alteracion mitocondrial podria ser un im-
portante mecanismo para explicar la hepatotoxicidad
por CyA (33).

Otro mecanismo propuesto es la alteracién de las vias
intrinseca y/o extrinseca que intervienen en la apopto-
sis hepatocelular (34). La CyA se considera un inhibidor
de la denominada Transicion de la Permeabilidad Mito-
condrial por unién especifica con la ciclofilina D en la
membrana interna de la mitocondria. Este mecanismo
explicaria la prevencion de los efectos apoptdticos pro-
ducidos por un aumento en la Permeabilidad de la
Membrana Mitocondrial que permite la liberacién del
citocromo c y activacion de la caspasa 3.

Los resultados de estudios concernientes al rol del
estrés oxidativo y lipoperoxidacion en la hepatotoxici-
dad inducida por CyA son alin 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 acumulacidon de perdxidos como otro
mecanismo de hepatotoxicidad por CyA, reportando
reduccion del estrés oxidativo con el agregado a los
medios de cultivo celulares de agentes antioxidantes
como vitamina E, aminoécidos 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 lipoperoxidacién (17-20).

Corte histoldgico de parénquima hepético de ratas tratadas con 20 mg de CyA/kg/dia durante 120 dias (C16).
Técnica hematoxilina-eosina (400x).

Figura 7. Se destaca el parénquima hepético y la infiltraciéon de elementos
mononucleados en el intersticio. Hallazgos que sélo fueron encontrados en el
Grupo C16 con dosis de 20 mg/kg/dia de CyA durante 120 dias.
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El presente trabajo plantea un modelo experimen-
tal realizado en ratas machos wistar con la finalidad de
dilucidar la participacion del SDA en el tratamiento
agudo y cronico con CyA, tal como se aplica en huma-
nos y con dosis idénticas a las usadas en clinica.

Se observé disminucion estadisticamente significa-
tiva del contenido hepatico de GSH en los Grupos B16
y C16, ambos en tratamiento crénico (120 dias). Se de-
duce que el mismo provoca una disminucion del tri-
péptido que impediria la conjugacién de los metaboli-
tos electrofilicos intermedios resultantes de la
biotransformacién de CyA. La disminucion significati-
va de GSH observada en C1y no en B1 explicaria que
la deplecion 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/dia durante periodos cortos de 7
dias y prolongados de 1 mes, concluyeron que la de-
plecién de GSH hepatico se produce a la semana del
tratamiento y es dosis -y tiempo- independiente(21).

La deplecién de GSH correlaciona con el incre-
mento de la concentracion de SRAT. Evidentemente,
el tratamiento crénico con 20 mg/kg/dia de CyA in-
duce a la peroxidacion lipidica y los niveles de los me-
tabolitos resultantes de su biotransformacién superan
la capacidad de conjugacién de GSH, lo que compro-
mete al componente enzimatico del SDA a través de la
actividad de enzimas antioxidantes como GPx y CAT.

La disminucion significativa de GPx y CAT en el
Grupo C16 (20 mg/kg/dia durante 120 dias) respecto
del Grupo A es una medida del compromiso de la fun-
cionalidad hepatica 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 accion conjunta de SOD y CAT ha sido descrip-
ta como el principal mecanismo de defensa contra la
toxicidad del oxigeno (35-38). Se ha analizado la dis-
minucion de actividad de CAT en los Grupos B16 y
C16 con tratamiento crénico y se interpreto que la in-
hibicion de la enzima es debida a perdxidos 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 higados de
conejos y midieron las actividades de enzimas antioxi-
dantes en el tratamiento con CyA, durante 10 dias y al-
tas dosis de 25 mg/kg/dia encontraron incrementos
en CAT y malondialdehido y no encontraron cambios
de GPx (37)(38). Estos resultados coincidirian con lo
observado en el Grupo C1 en cuanto a CAT y SRAT pe-
ro no con GPx donde se hallé un incremento signifi-
cativo.
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El tratamiento cronico con dosis de 5 mg/kg/dia
de CyA presenta una disminucion progresiva en el
tiempo del SDA, evidenciado por la disminucion de
GSH, GPx y CAT sin modificaciones en las SRAT.

El PFH se ensay6 en busca de un marcador que pu-
diera ser utilizado en pacientes sometidos a tratamiento
cronico con este inmunosupresor (39-42). Los resulta-
dos revelaron que sélo AST, enzima de localizacion mi-
tocondrial, podria dar alguna informacion al respecto.

La Ciclosporina A prevendria los efectos apoptoti-
cos por unién especifica a ciclofilina D presente en la
membrana interna de la mitocondria. Por ello es con-
siderada un inhibidor de la denominada Transicién de
la Permeabilidad Mitocondrial (TPM) (34).

Los hallazgos bioquimicos del grupo tratado con
20 mg/kg/dia durante 120 dias se relacionan con altera-
ciones en la histo-arquitectura del parénquima hepatico,
con infiltrado de elementos mononucleares como mar-
cadores tempranos de fibrosis. No se observaron efectos
apoptoticos al microscopio 6ptico (Figura 7). En dosis de
5 mg/kg/dia no se observaron cambios histoldgicos (da-
tos no mostrados). Asimismo, estos hallazgos se correla-
cionan con la disminucion estadisticamente significativa
del radio hepatosémico en el grupo C16 (Tabla I).

Conclusiones

Dosis de 20 mg/kg/dia de CyA en tratamiento agu-
do y crénico provocan lipoperoxidacion con compro-
miso del SDA y alteracion del hepatocito. Dosis de
5 mg/kg/dia de CyA en tratamiento cronico disminu-
yen el SDA sin lipoperoxidacion, siendo a estas dosis
reversible el proceso de hepatotoxicidad. Se infiere
que la inmunosupresion aplicada en clinica, en dosis
de 3 a 8 mg/kg/dia produce disminucion del SDA sin
cambios estructurales y funcionales del hepatocito.
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