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RESUMEN. El Cisplatino (cts-diaminodicloro platino 11, CDDP) es un po-
tenie agente antitumoral empleado en el fratamiento de una variedad de
tumores, sin embargo, su toxicidad, fundamentalmente la renal, limita su
uso, E]l mecanismo por el cual se produce la nefrotoxicidad no se conoce
totalmente, pero se tienen evidencias de que el estrés oxidativo desemperia
un papel importante en él. Este trabajo se realizé con el objetivo de estu-
diar las acciones del Cisplatino directamente sobre el rifién y valorar el es-
tado redox renal, en un modelo in vitro basado en cortes de corteza renal de
rifiones de ratas. Se determinaron enzimas indicadoras de citotoxicidad (y-
glutamiltransferasa (y-GT), N- acetilglucosaminidasa {NAG), aspartatoami-
notransferasa (ASAT) vy lactatodeshidrogenasa (LDH)), variables convenciona-
les incluidas en los estudios asociados al estrés oxidativo come: concentracio-
nes de glutatién (GSH), malonildialdehide (MDA) ¥ actividades de enzimas an-
tioxidantes (superdxido dismutasa, catalasa y peroxidasa totales). Los resulta-
dos muestran gue el Cisplatino provoca dafio en la corteza renal, fundamen-
talmente, en los tibulos proximales, sustentado por el incremento en la ac-
tividad de las enzimas indicadoras de citoxicidad. A su vez, hubo una dis-
minucién temprana en las concentraciones de GSH, actividad de
peroxidasas totales y superoxido dismutasa; as{ como un ineremento de las
concentraciones de MDA y actividad de catalasa. Todos estos resultados
indican que este formaco provoca un desajuste en el estado redox de la cor-
teza renal, que bien puede ser el inicio de los eventos involucradoes en la
nefrotoxicidad de este agente.

ABSTRACT. The cis-diamminedichloro platinum II (CDDF) 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
rail 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 . Cytotoxie-
ity enzyres marker (y-glutamiliransferase (yv-GT), N-acetilglucosaminidase
(NAG), aspartateaminetransferase (ASAT) v lactatedeshidrogenase (LD},
glutathione levels, malonildialdehide levels and the activities antioxidants
enzymes (superoxide dismutase, total peroxidase and catalase were deter-
mined. The results showed that the Cisplaiin caused an injury in the renal
cortex, fundamentally on the proximales tubules suggested by the cytotox-
ieity enzymes. In turn there was an early decreased glutathione level, total
peroxidase and superoxide dismutase activities and increment to
malonildialdehido level and catalase activity. All these results peint to the
fact that the Cisplatin promotes an alteration on redox renal status, which
can begin the events involved in the nephrotoxicity induced by CDDE
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INTRODUCCION

El Cisplatino (cis-diaminodicloro
platino I1, CDDP) es un antitumoral
de gran efectividad en el {ratamien-
to de una variedad de tumores séli-
dos, pero su uso se limita en muchas
ocasiones por su toxicidad.! Los efec-
tos toxicos méas importantes lo
constituyen la ototoxicidad, efectos
emetogénices, mielosupresidn y la
nefrotoxicidad;? esta Gltirna resulta
la maés trascendental. La loxicidad
renal del Cisplatino incluye fallo re-
nal agudo y cronice.? Sobre el me-
canismo de dafio renal no se tiene
un conocimiento exacto acerca del
0 los eventos celulares impilicados,?
aunque se plantea la participacidn
de las especies reactivas del oxige-
no v alteraciones en el metabolismo
sulfidrilico.® Se considera que ellos
no son el resultado de una secuen-
cia, sino que se producen por meca-
nismos independientes.* Otra hipé-
tesis refiere que los conjugados de
glutatién, formados a nivel hepéti-
co, al llegar a las células tubulares
proxirnales y verse expuestos a laac-
cibn de la gamma glutamiltransfe-
rasa (y-GT) se transforman en me-
tabolitos téxicos, responsables del
dafic en el rifion.® Las moléculas
alquilantes como es la de este farma-
co, provocan citotoxicidad por unién
covalente con grupos nucleofilicos
de macromoléculas de las células tu-
morales, pero también, resultan
equitdxicos para células no tumera-
les, gue presentan elementos biogui-
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micos susceptibles a la accidén de es-
1os agentes. De ahi que resulte com-
plejo lograr gue solamente se mani-
fieste su efecto deseable ¥y no perju-
dicial* Las defensas antioxidantes,
por ejemplo: enzimas ¥ glutatidn,
ete., también pueden ser blancos de
la accion de los agentes alquilantes.®
De ahi gue que este trabajo se pro-
pusiera estudiar las acciones del
cisplatine directamente sobre €l te-
jido renal ¥ su influencia en e} esta-
do redox renal.

MATERIALES Y METODOS

Se emplearon ratas hembras SD
sanas, provenientes del Centro Na-
cional para la Produccién de Anima-
ies de Laboratorio {La Habana) las
cuales se mantuvieron una semana
previa al estudio en una habitacién
con una temperatura promedic de
{21 = 1) °C, una humedad relativa de
{70 = 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 dislocacion cervical y a continua-
cion, se extrajeron los rifiones rapi-
damente, los cuales fueron colocados
en medio Rinse helado gaseado pre-
viamente con oxigeno. Los cortes de
corteza renal se realizaron, segan
Zhang'y se formaron dos grupoes:
uno control (1) y otro tratado (2}, con
una réplica de 10 cortes por cada gru-
pu, los cuales se adicionaron a fras-
cos que conienian medio de incuba-
¢ién: con cisplatino 2 mmol/L {gru-
po tratado) previamente adicionado.
Se aplicé al medic oxigeno purc 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 decantd el medio
y centrifugd a 3 000 r/min a 4 °C por
10 min, en el sobrenadante se de-
terminaron las actividades enzima-
ticas de: y-glutamiliransferasa (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 disolucién de
cloruro de potasio 150 mmol/L 18 g
(mfv), los homogenatos se centrifu-
garon a 1 800 r/min por 5 min y pos-
fericrmente, a 4 000 T/min por 15 min
a4 °C, En el sobrenadante se deter-
minaron las actividades enziméti-
cas de SOD, CAT y PX , la concen-
tracién de proteinas totales, MDA
y GSH.

Procesamiento estadistico

Se utilizd la prueba ANOVA para
determinar diferencias entre grupos.
Las diferencias significativas se tu-
viercn €n cuenta para una probabi-
lidad < 0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION
Medio de incubacion

L.as actividades de ¥v-GT, LDH,
ASAT v NAG mostraron un sumen-
tosignificativo en el grupe 2 a partir
de los 120 min, siendo muy signifi-
cativo (P < 0,01) a los 240 min para
ASAT y 4v-GT (Figuras 1-4).

Ulimg de pesa himedo

La fiberacién al medio de incu-
bacién de las enzimas contenidasen
el tejido, constituye un indice de ci-
totoxicidad, que expresa un dafio
direcio sobre la integridad del teji-
do renal (corteza), existiendo even-
tos condicionantes muy relaciona-
dos al mecanismo 16xico de este
agente.

Estas enzimas se loealizan en
compartimentos celulares diferen-
tes, la y-GT en la parte mis externa
de la membrana de borde de cepilio,
la NAG en lisosomas, mientras que
la LDH y ASAT en el citosol, aunque
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también la ASAT estd localizada en
la mitocondria? Ello permite referir
que el dafo provocado fue de grado
considerable, més significativo so-
bre la membrana luminal ¥ mitocon-
drias; por el aumento tan significa-
tive en las actividades de v-GT ¥y
ASAT alos 240 min . Resultados se-
mejantes fueron reportados por
Zhang y col. 1994° en cortes renales
tratados con diferentes concentra-
ciongs de cisplatifo.

Tejido renal

Los resultados mostraron una
disminucién en las concentraciones
de GSH e incremento 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 mosiraron una disminucién
de las peroxidasas, a partir de los 60
min de tratamiento. Asimismo, la ac-
tividad de SOD disminuy?d a los 120
¥ 240 min, mientras que la actividad
de catalasa aumento6.

Los compuestos alquilantes tie-
nen una gran afinidad por grupos
nucleofilicos de biomoléculas, sin
embargo, las células presentan me-
canismos de defensa, como el glu-
tatién reducido, debido al grupo SH-
libre del resto cisteina, el cual resul-
ia més biodisponible que los grupos
nucleofilicos de las proteinas en ge-
neral.? Vale afadir que el GSH tiene
otras funciones en la célula tales
como secuestrar especies reactivas
del oxigeno {(ERQ), cofactor de la
glutatiénperoxidasa (GSH-PX), de
ahi que una disminucién importan-"—
te en sus concentraciones celulares
de lugar a una ruptura del equilibrio
entre la formacion de especies
oxidantes y su inactivacién por par-
te de las defensas antioxidantes, ello
favorece un incremento en la gene-
racién de ERO vy peroxidacién lipi-
dica (POL). Otros autores también
han encontrado un incrementoenla
concentracién de MDA dependien-
te de las de cisplatine.!” Si se tiene
en cuenta lo anteriormente referido,
debia esperarse gue la disminucién
del GSH preceda al aumento del
MDA, sin eémbargo, ambos efectos
fueron simultaneos en el tiempo, de
ahi ‘que cabria preguntarse, si el
CDDP es capaz de provocar POL por
algan, mecanismo independiente a
su efecto alquilante.

Zhang en 19937 en un estudio
in vitro demostré que la disminu-
¢ién en las concentraciones de GSH
{15 min), precedia al aumento del
MDA en la mitocondria, mientras
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que Kuhlman en 1997" 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 &l trabajo, la dis-
minucién de las concentraciones de
glutation fue de un 58 % alos 30 min,
33 % a los 60 min, 68 % a los 120 min
v 30 % a los 240 min . Kruidering® y
otros investigadores®® plantean que
la acumuilacién del CDDP en la mi-
tocondria es selectiva con relacién a
otros organelos, por lo que se puede
pensar, que la alquilacién a protei-
nas mitocendriales, es un evento
que puede provocar una interferen-
cia en el transporte de electrones, fa-
voreciendo la reduccién incompleta
del oxigeno molecular a agua'? y por
lo tanto, una explosién en la genera-
cién de ERO, que pudieran ser las
responsables de la POL (efecto més
importante que provoca la genera-
cién de radicales).

Si existe una explosion en la ge-
neracion de las especies reactivas del
oxigeno, debe esperarse una res-
puesta de las enzimas antioxidantes,
sin embarge, el comportamiento de
ellas no resulta del todo ¢laro. Pri-
meramente, el aumento en la activi-

dad de cataiasa, bien puede explicar-
se por un incremento en las concen-
iraciones de perdxido, siendo opor-
tuno destacar que el incremento se
aprecia a los 120 min . Resultados
similares han sido reportados para
esta enzima por otros autores.!* Por
su parte, la disminucién en la acti-
vigdad de las peroxidasas puede ex-
plicarse atendiendo a que:

a el Cisplatino proveca inhibieién
selectiva en la actividad de la
GSH-PX, enzima que por excelen-
cia inactiva perdxidos orginicos
e inorganicos. Esta inhibicién
puede deberse a un ataque a los
grupos SH- egenciales y no esen-
ciales de la enzima y{o)} por dismi-
nucién del cofactor (GSH).#

= un incremento en los perdxidos
organicos podria inactivar la en-
Zima."?*

Losresultados de este trabaje son
compatibles, ¢coh esos hechos,

La actividad de la enzima S0OD
mostré una disminucidn. Radhika,®
realiz6 un estudic de nefrotoxicidad
in vive a una dosis de 16 mg/kg de
peso corporal y también encontré
una disminucidnen ella, posible-
mente debido a una unidén directa

del Cisplatino a sus grupos SH-, un
incremento de los peréxidos y{o) una
disminucidn del GSH. Cuando admi-
nistréd un compuesto nefroprotector,
se restauro la actividad de ia enzima,
sugiriendo que no habia degrada-
ci6én de la enzima platinada y que la
inactivacién es reversible. Por otra
parte, Kuhlman 1997, refiere que el
CDDP provoca una disfuncién en la
mitocondria como consecuencia de
la disminucion del glutatién. Ade-
maés, de que la magnitud y la apari-
cién del dafio es dependiente de ta
cancentracidn.

Segiin estudios realizados por
este autor en mitocondrias expues-
tas a CDDP aconcentraciones en el
orden de los micromoles, la dis-
funcién en el organele es precedida
por una disminucién en la sintesis
de proteinas en las concentraciones
de GSH y una pérdida de la funcién
lisosomatl; sin embargo, al utilizar
concentraciones en el orden de los
milimoles, la disfuncion se manifes-
16 inmediatamente.

En el trabajo se emplearon con-
ceniraciones en el orden de los
mailimoles (2 mmol/L) por lo gue
hubo una disminucién en las con-
centraciones de GSH, un incremen-
to del MDA desde los 30 min, un au-
mento en la liberacién de las enzi-
mas al medio de incubacién a los
120 min, muy =ignificativo para la
ASAT (enzima mitocondrial) a los
240 min . De ahi que la disminucién
de la actividad de SOD, bien puede
ser consecuencia de una disfuncién
temprana en dicho organelo. Zhang
19935 determiné la actividad de la
ASAT en mitocondrias aisladas
de cortes tratados con cisplatino

- a 2 mmol/L (120 min), la actividad

disminuyo significativamente en el
fejido y se incremento en el medic
de incubacién.

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 regpon-
sables del desajuste en el estado re-
dox, revelado por la disminucicn del
glutatién v las variaciones en la ac-
tividad de enzimas antioxidantes,
fundamentalmente de las mitocon-
drias, este efecto da lugar zal desen-
cadenamiento de mediadores de le-
£i6ri (la peroxidacién lipidica y ge-
neracién de especies reactivas del
oxigeno), que son los responsables
de los cambios en la actividad meta-
bélica de las células, expresado por
las enzimas indicadoras de citotoxi-
cidad. T
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