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RESUMEN. El Cisplatino (cis-diaminodicloro platino II, CDDP) es un po-
tente agente antitumoral empleado en el tratamiento de una variedad de
tumores, sin embargo, su toxicidad, fundamentalmente la renal, limita su
uso. El mecanismo por el cual se produce la nefrotoxicidad no se conoce
totalmente, pero se tienen evidencias de que el estrñs oxidativo desempeáa
un papel importante en ñl . Este trabajo se realizó con el objetivo de estu-
diar las acciones del Cisplatino directamente sobre el riáón y valorar el es-
tado redox renal, en un modelo in vitro basado en cortes de corteza renal de
riáones de ratas . Se determinaron enzimas indicadoras de citotoxicidad (y-
glutamiltransferasa (y-GT), N- acetilglucosaminidasa (NAG), aspartatoami-
notransferasa (ASAT) y lactatodeshidrogenasa (LDH)), variables convenciona-
les incluidas en los estudios asociados al estrñs oxidativo como : concentracio-
nes de glutatión (GSH), malonildialdehúdo (MDA) y actividades de enzimas an-
tioxidantes (superóxido dismutasa, catalasa y peroxidasa totales). Los resulta-
dos muestran que el Cisplatino provoca daáo en la corteza renal, fundamen-
talmente, en los tébulos proximales, sustentado por el incremento en la ac-
tividad de las enzimas indicadoras de citoxicidad . A su vez, hubo una dis-
minución temprana en las concentraciones de GSH, actividad de
peroxidasas totales y superoxido dismutasa ; asú como un incremento de las
concentraciones de MDA y actividad de catalasa . Todos estos resultados
indican que este fírmaco provoca un desajuste en el estado redox de la cor-
teza renal, que bien puede ser el inicio de los eventos involucrados en la
nefrotoxicidad de este agente .

ABSTRACT. The cis-diamminedichloro platinum II (CDDP) is a powerful
anticancer drug . The precise mechanism of CDDP nephrotoxicity is far too
clear, however several works relate it to oxidative stress . To study the ac-
tion of this drug directly on the kidney and relationship to the redox renal
status, the following study in vitro was carried out. The model utilized was
rat renal cortical slices . Two experimental group were created, the control
and the one exposed to Cisplatin, in this last one was dissolved the CDDP
(2 mmol/L). Both groups were incubated to 30, 60,120 y 240 min . Cytotoxic-
ity enzymes marker (y-glutamiltransferase (y-GT), N-acetilglucosaminidase
(NAG), aspartateaminetransferase (ASAT) y lactatedeshidrogenase (LDH)),
glutathione levels, malonildialdehide levels and the activities antioxidants
enzymes (superoxide dismutase, total peroxidase and catalase were deter-
mined. The results showed that the Cisplatin caused an injury in the renal
cortex, fundamentally on the proximales tubules suggested by the cytotox-
icity enzymes . In turn there was an early decreased glutathione level, total
peroxidase and superoxide dismutase activities and increment to
malonildialdehúdo level and catalase activity . All these results point to the
fact that the Cisplatin promotes an alteration on redox renal status, which
can begin the events involved in the nephrotoxicity induced by CDDP
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INTRODUCCION
El Cisplatino (cis-diaminodicloro

platino II, CDDP) es un antitumoral
de gran efectividad en el tratamien-
to de una variedad de tumores sóli-
dos, pero su uso se limita en muchas
ocasiones por su toxicidad.' Los efec-
tos tóxicos mís importantes lo
constituyen la ototoxicidad, efectos
emetogñnicos, mielosupresión y la
nefrotoxicidad;2 esta éltima resulta
la mís trascendental. La toxicidad
renal del Cisplatino incluye fallo re-
nal agudo y crónico.' Sobre el me-
canismo de daáo renal no se tiene
un conocimiento exacto acerca del
o los eventos celulares implicados,'
aunque se plantea la participac$n
de las especies reactivas del oxúge-
no y alteraciones en el metabolismo
sulfidrúlico 3 Se considera que ellos
no son el resultado de una secuen-
cia, sino que se producen por meca-
nismos independientes . 4 Otra hipó-
tesis refiere que los conjugados de
glutatión, formados a nivel hepíti-
co, al llegar a las cñlulas tubulares
proximales y verse expuestos a la ac-
ción de la gamma glutamiltransfe-
rasa (y-GT) se transforman en me-
tabolitos tóxicos, responsables del
daáo en el riáón.5 Las molñculas
alquilantes como es la de este fírma-
co, provocan citotoxicidad por unión
covílente con grupos nucleofúlicos
de macromolñculas de las cñlulas tu-
morales, pero tambiñn, resultan
equitóxicos para cñlulas no tumora-
les, que presentan elementos bioquú-
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micos susceptibles a la acción de es-
tos agentes. De ahú que resulte com-
plejo lograr que solamente se mani-
fieste su efecto deseable y no perju-
dicial Las defensas antioxidantes,
por ejemplo: enzimas y glutatión,
etc., tambiñn pueden ser blancos de
la acción de los agentes alquilantes . 6
De ahú que que este trabajo se pro-
pusiera estudiar las acciones del
cisplatino directamente sobre el te-
jido renal y su influencia en el esta-
do redox renal .

MATERIALES Y METODOS

Se emplearon ratas hembras SD
sanas, provenientes del Centro Na-
cional para la Producción de Anima-
les de Laboratorio (La Habana) las
cuales se mantuvieron una semana
previa al estudio en una habitación
con una temperatura promedio de
(21 Á 1) ∎C, una humedad relativa de
(70 Á 4) %, bajo ciclos controlados
de luz y oscuridad cada 12 h y con
suministro de agua y comida ad li-
bitum .

Procedimiento

Los animales fueron sacrificados
por dislocación cervical y a continua-
ción, se extrajeron los riáones rípi-
damente, los cuales fueron colocados
en medio Rinse helado gaseado pre-
viamente con oxúgeno. Los cortes de
corteza renal se realizaron, segén
Zhang1 y se formaron dos grupos :
uno control (1) y otro tratado (2), con
una rñplica de 10 cortes por cada gru-
po, los cuales se adicionaron a fras-
cos que contenúan medio de incuba-
ción: con cisplatino 2 mmol,L (gru-
po tratado) previamente adicionado .
Se aplicó al medio oxúgeno puro du-
rante 1 min y se incubaron a 37 ∎C,
en zaranda a 100 ciclos/min, a dife-
rentes tiempos 30, 60, 120 y 240 min .
Posteriormente, se decantó el medio
y centrifugó a 3 000 r/min a 4 ∎C por
10 min, en el sobrenadante se de-
terminaron las actividades enzirní-
ticas de: y-glutamiltransferasa (y-
GT), N-acetilglucosaminidasa
(NAG), aspartatoaminotransferasa
(ASAT) y lactatodeshidrogenasa
(LDH) .

Los cortes fueron pesados nueva-
mente y se homogeneizaron a mano
en un mortero con una disolución de
cloruro de potasio 150 mmol/L le %
(m/v), los homogenatos se centrifu-
garon a 1800 r/min por 5 min y pos-
teriormente, a 4 000 r/min por 15 min
a 4 ∎C . En el sobrenadante se deter-
minaron las actividades enzimíti-
cas de SOD, CAT y PX, la concen-
tración de proteúnas totales, MDA
y GSH.

Procesamiento estadústico
Se utilizó la prueba ANOVA para

determinar diferencias entre grupos .
Las diferencias significativas se tu-
vieron en cuenta para una probabi-
lidad < 0,05 .

RESULTADOS Y DISCUSION
Medio de incubación

Las actividades de y-GT, LDH,
ASAT y NAG mostraron un aumen-
to significativo en el grupo 2 a partir
de los 120 min, siendo muy signifi-
cativo (P < 0,01) a los 240 min para
ASAT y y-GT (Figuras 1-4) .
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Fig . 1 . Actividad enzimítica de y-GT * p < 0,05, ** p < 0,01 .
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La liberación al medio de incu-
bación de las enzimas contenidas en
el tejido, constituye un úndice de ci-
totoxicidad, que expresa un daáo
directo sobre la integridad del teji-
do renal (corteza), existiendo even-
tos condicionantes muy relaciona-
dos al mecanismo tóxico de este
agente .

Estas enzimas se localizan en
compartimentos celulares diferen-
tes, la y-GT en la parte mís externa
de la membrana de borde de cepillo,
la NAG en lisosomas, mientras que
la LDH y ASAT en el citosol, aunque
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Fig. 3. Actividad enzimítica de ASAT (n = 10), * p < 0,05, **p < 0,01 .
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tambiñn la ASAT estí localizada en
la mitocondria . 8 Ello permite referir
que el daáo provocado- fue de grado
considerable, mís significativo so-
bre la membrana luminal y mitocon-
drias; por el aumento tan significa-
tivo en las actividades de y-GT y
ASAT a los 240 min . Resultados se-
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Los resultados mostraron una
disminución en las concentraciones
de GSH e incrementó del MDA (Fi-
guras 5 y 6) durante todos los tiem-
pos para el grupo 2, siendo muy sig-
nificativos a partir de los 120 min .
Las actividades de las enzimas an-
tioxidantes (Figuras 7, 8 y 9) en el
grupo 2 mostraron una disminución
de las peroxidasas, a partir de los 60
min de tratamiento. Asimismo, la ac-
tividad de SOD disminuyó a los 120
y 240 min, mientras que la actividad30 80
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Los compuestos alquilantes tie-
nen una gran afinidad por grupos

ig . 5. oncentraeton e g u a ion. n = < nueleofúlieos de biomolñculas, sin
embargo, las cñlulas presentan me-
canismos de defensa, como el glu-
tatión reducido, debido al grupo SH -
libre del resto cisteúna, el cual resul-
ta mís biodisponible que losgrupos
nucleofúlicos de las proteúnas en ge-
neral 9 Vale aáadir que el GSH tiene
otras funciones en la cñlula tales20	

como secuestrar especies reactivas
del oxúgeno (ERO), cofactor de la
glutatiónperoxidasa (GSH-PX), de
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han encontrado un incremento en la
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algén, mecanismo independiente a
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que Kuhlman en 1997 11 plantea que
las concentraciones de GSH tienen
que disminuir, al menos en un 30 %
con respecto a las basales, para que
ocurra la POL. En el trabajo, la dis-
minución de las concentraciones de
glutatión fue de un 59 % a los 30 min,
33 % a los 60 min, 68 % a los 120 min
y 30 % a los 240 min . Kruidering12 y
otros investigadores 1,9 plantean que
la acumulación del CDDP en la mi-
tocondria es selectiva con relación a
otros organelos, por lo que se puede
pensar, que la alquilación a proteú-
nas mitocondriales, es un evento
que puede provocar una interferen-
cia en el transporte de electrones, fa-
voreciendo la reducción incompleta
del oxúgeno molecular a agual 2 y por
lo tanto, una explosión en la genera-
ción de ERO, que pudieran ser las
responsables de la POL (efecto mís
importante que provoca la genera-
ción de radicales) .

Si existe una explosión en la ge-
neración de las especies reactivas del
oxúgeno, debe esperarse una res-
puesta de las enzimas antioxidantes,
sin embargo, el comportamiento de
ellas no resulta del todo claro. Pri-
meramente, el aumento en la activi-
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dad de catalasa, bien puede explicar-
se por un incremento en las concen-
traciones de peróxido, siendo opor-
tuno destacar que el incremento se
aprecia a los 120 min . Resultados
similares han sido reportados para
esta enzima por otros autores . 13 Por
su parte, la disminución en la acti-
vidad de las peroxidasas puede ex-
plicarse atendiendo a que :
¡

	

el Cisplatino provoca inhibición
selectiva en la actividad de la
GSH-PX, enzima que por excelen-
cia inactiva peróxidos orgínicos
e inorgínicos. Esta inhibición
puede deberse a un ataque a los
grupos SH- esenciales y no esen-
ciales de la enzima y(o) por dismi-
nución del cofactor (GSH). 14

¡

	

un incremento en los peróxidos
orgínicos podrúa inactivar la en-
zima . 13,14
Los resultados de este trabajo son

compatibles, cdt esos hechos .
La actividad de la enzima SOD

mostró una disminución. Radhika, 13
realizó un estudio de nefrotoxicidad
in vivo a una dosis de 16 mg/kg de
peso corporal y tambiñn encontró
una disminuciónen ella, posible-
mente debido a una unión directa

del Cisplatino a sus grupos SH- , un
incremento de los peróxidos y(o) una
disminución del GSH. Cuando admi-
nistró un compuesto nefroprotector,
se restauró la actividad de la enzima,
sugiriendo que no habúa degrada-
ción de la enzima platinada y que la
inactivación es reversible . Por otra
parte, Kuhlman 1997, 11 refiere que el
CDDP provoca una disfunción en la
mitocondria como consecuencia de
la disminución del glutatión . Ade-
mís, de que la magnitud y la apari-
ción del daáo es dependiente de la
concentración.

Segén estudios realizados por
este autor en mitocondrias expues-
tas a CDDP a concentraciones en el
orden de los micromoles, la dis-
función en el organelo es precedida
por una disminución en la súntesis
de proteúnas en las concentraciones
de GSH y una pñrdida de la función
lisosomal; sin embargo, al utilizar
concentraciones en el orden de los
milimoles, la disfunción se manifes-
tó inmediatamente .

En el trabajo se emplearon con-
centraciones en el orden de los
milimoles (2 mmol/L) por lo que
hubo una disminución en las con-
centraciones de GSH, un incremen-
to del MDA desde los 30 min, un au-
mento en la liberación de las enzi-
mas al medio de incubación a los
120 min, muy significativo para la
ASAT (enzima mitocondrial) a los
240 min . De ahú que la disminución
de la actividad de SOD, bien puede
ser consecuencia de una disfunción
temprana en dicho organelo . Zhang
1993,11 determinó la actividad ,de la
ASAT, en mitocondrias aisladas
de cortes tratados con cisplatino
a 2 mmol/L (120 min), la actividad
disminuyó significativamente en el
tejido y se incremento en el medio
de incubación.

De acuerdo con los resultados y
atendiendo a los reportes encontra-
dos en estudios similares a este tra-
bajo, se concluye que las acciones
alquilantes directas del cisplatino
sobre el tejido renal, son las respon-
sables del desajuste en el estado re-
dox, revelado por la disminución del
glutatión y las variaciones en la ac-
tividad de enzimas antioxidantes,
fundamentalmente de las mitocon-
drias, este efecto da lugar al desen-
cadenamiento de mediadores de le-
siór (la peroxidación lipúdica y ge-
neración de especies reactivas del
oxúgeno), que son los responsables
de los cambios en la actividad meta-
bólica de las cñlulas, expresado por
las enzimas indicadoras de citotoxi-
cidad .
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