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1. INTRODUCCION

La ciclosporina A (CsA) es un potente agente inmunosupresor debido a que ejerce
un efecto inhibidor especifico sobre la via de transduccién de sefiales del receptor de
las células T. Esta propiedad ha sido decisiva para el éxito de la terapia de los tras-
plantes al reducir la incidencia de los rechazos, sin embargo, su uso clinico se encuen-
tra limitado por sus efectos secundarios adversos que incluyen neuro, nefro y hepato-
toxicidad (58). A nivel hepitico, en funcion de la dosis y duraci6n del tratamiento, da
lugar a alteraciones bioquimicas como la elevacién de la actividad fosfatasa alcalina
y de los niveles de bilirrubina y sales biliares en sangre, representativos ambos de un
proceso de colestasis (5). Experimentos in vitro han demostrado que la CsA induce en
hepatocitos una situacién de estrés oxidativo, disminucién de tioles proteicos y peroxi-
dacién lipidica que desemboca en la muerte celular por necrosis (132). Ademds, la
capacidad de antioxidantes, como la vitamina E o el glutation, de inhibir la peroxida-
ci6n lipidica inducida por la CsA, sugiere que los radicales libres y especies reactivas
de oxigeno pueden jugar un papel importante en su hepatotoxicidad (133).

En 1969, McCord y Fridovich (81) propusieron que la formacién de radicales
libres de oxigeno era parte integral del metabolismo normal de las células. De hecho,
en organismos aerobios el principal productor de especies reactivas de oxigeno es la
mitocondria, donde se generan aproximadamente 3 X 10" radicales superéxido por
mitocondria y dia (98). Estos no pueden ser eliminados en su totalidad y van acumu-
ldndose progresivamente con la edad, pudiendo reaccionar con el per6xido de hidré-
geno en presencia de metales de transicion, via reaccién de Fenton o Haber-Weiss,
dando lugar al radical hidroxilo (OH), oxidante poderoso con gran capacidad para
reaccionar con DNA, lipidos y proteinas (51). Por ello, el estado de mayor oxidacién
originado por la edad, puede jugar un papel importante en los mecanismos de respuesta
frente a la agresion téxica de xenobidticos, tales como la CsA.
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Un requisito para la supervivencia de los organismos es contar con sistemas de
defensa que impidan la formacién de los radicales libres de oxigeno o que protejan a
las células y tejidos de sus efectos nocivos. Mediante estos sistemas, los radicales son
capturados por moléculas antioxidantes, como el glutation, que muestran por ellos una
afinidad especial, o son transformados rdpidamente en especies inertes mediante la
accién concertada de enzimas como la superéxido dismutasa, la glutation peroxidasa
y la catalasa. Cuando las defensas antioxidantes disminuyen, o cuando la excesiva
generacién de estas especies agresivas supera la capacidad antioxidante celular, las
macromoléculas sufren lesiones oxidativas que, al alterar su estructura, afectan de
manera irreversible la funcién celular (142).

La cantidad y diversidad de condiciones patolégicas que se asocian con la excesiva
generacién de radicales libres de oxigeno (45) ha despertado el interés de los inves-
tigadores para profundizar en el estudio de los mecanismos moleculares mediante los
cuales los radicales influyen en las respuestas celulares. El higado es el 6rgano mds
estudiado en relacién con estas alteraciones, utilizdndose los cultivos primarios de
hepatocitos cada vez con mayor frecuencia para investigar los mecanismos de accién
de compuestos hepatotéxicos, con la ventaja sobre los estudios in vivo de poder con-
cretar el efecto de dichos compuestos sobre una poblacién celular homogénea (113).

Por todo ello, en el presente trabajo se ha estudiado la influencia del desarrollo (ra-
tas macho Wistar de 2 a 6 meses) sobre la citotoxicidad inducida por la CsA. El uso cli-
nico de este firmaco comprende pacientes de edades muy diversas en los que habria que
tener en cuenta no sélo las especies reactivas de oxigeno originadas por el tratamiento
con el farmaco, sino también los niveles propios de cada individuo en funcién de su edad.

1.1. Farmacologia de la ciclosporina

La ciclosporina A (CsA) pertenece a una familia de péptidos ciclicos producidos
por un hongo, el Tolypocladium inflatum gams, también denominado como Trichoder-
ma polysporum. Estd constituida por 11 amino4cidos de naturaleza lipofilica lo que
dificulta la solubilidad de la CsA en medio acuoso. Presenta un aminodcido muy
especial de nueve carbonos, ubicado en la posicién 1 (130). El nitrégeno de todos los
grupos amido estd unido a hidrégeno o estad metilado y la actividad biolégica es muy
sensible a alteraciones en la configuracién estereoquimica y a modificaciones de los
residuos en las posiciones 1, 2, 3, 10 y 11. La CsA contiene un sélo residuo D-
aminodcido en la posicién 8 y el residuo metil-amido entre las posiciones 9 y 10 est4
en la configuracién cis, en tanto que todos los demds residuos metil-amido estin en la
forma trans. (Figura A).

Debido a las propiedades de la CsA como potente agente inmunosupresor, su
principal uso terapéutico va dirigido a la reduccién de la incidencia de los rechazos que
pudieran originarse después de un trasplante de érganos (57,58). Su efecto inmunosu-
presor se debe a la interferencia con las funciones normales de las células T (111), ya
que inhibe la produccién de interleukina-2, citoquina que interviene en la proliferacién
y diferenciacién de las células T (39).

La activacién de células T se inicia cuando antigenos especificos, presentados por
las células presentadoras de antigenos (APC), se unen al receptor de las células T
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FiGura A. Estructura de la ciclosporina A

(TCR). Asi se activa una cascada de reacciones que incluye la fosforilacién de un
residuo de tirosina que activa la fosfolipasa C-y (PLC-y) y con ello la hidrélisis del
fosfatidil-inositol difosfato (PIP,) en inositol trifosfato (IP,) y diacilglicerol (DAG). El
IP, origina un aumento de Ca* citosélico responsable de la estimulacién de la actividad
fosfatasa dependiente de calcio de la calcineurina como paso crucial de la activacién
y traslocacién nuclear de la subunidad citoplasmatica del factor de transcripciéon NF-
ATc (85). Por otra parte el DAG activa la proteina quinasa C (PKC) que induce la
subunidad nuclear de este mismo factor (NF-ATn). Otro factor de transcripcion invo-
lucrado en este proceso es el NF-kB, proteina heterodimérica constituida por las subu-
nidades p50 y p65 y estabilizada por unién a una tercera proteina, la IkB. La fosfo-
rilacién de esta tltima libera el NF-kB que se trasloca al ndcleo. Tanto el complejo
formado por las dos subunidades del NF-AT como el NF-kB, se unen a la zona
promotora del gen que codifica para la IL-2. La IL-2 sintetizada se libera al exterior
celular uniéndose a su receptor IL-2R. El proceso de sefializacion mediado por esta
unién implica la activacién de JAK-quinasas, transductores de sefial y activadores de
transcripcion (STATSs), y la quinasa p70%, todas ellas responsables de que las células
progresen de G, a S. (Figura B).

La ciclofilina A (CypA) es una proteina de bajo peso molecular (18 kDa) de la
familia de las inmunofilinas que posee actividad peptidil-prolil cis-frans isomerasa
(121). Se trata de una molécula esferoidal consistente en ocho cadenas antiparalelas de
lamina-B, dos o-hélice y una serie de bucles y giros (61). La CsA se une al centro
activo de la CypA mediante los aminoécidos situados en las posiciones 1,2,3,9,10
y 11 lo que implica un cambio conformacional de cis a trans en la amida localizada
entre las posiciones 9 y 10 (123). (Figura C).

Durante casi 30 afios, los agentes citot6xicos permitieron efectuar con relativo
éxito trasplantes de aloinjertos. Sin embargo, la introduccién de la ciclosporina y su
empleo en combinacién con otros inmunosupresores aumentaron las posibilidades de
éxito en los trasplantes de 6rganos, que permitié prolongar la vida a miles de pacientes
cada afio (9). Aunque los trasplantes que predominan son los renales, la frecuencia y
el éxito de los trasplantes cardfacos, hepdticos y pancredticos aumentan de forma
progresiva (120). El trasplante de médula 6sea se ha convertido en el tratamiento de
eleccién para muchos pacientes con anemia apldsica, leucemia no linfocitica aguda y
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un sindrome grave de inmunodeficiencia combinada. La CsA se emplea como farmaco
alternativo del metotrexato para prevenir la evolucién del rechazo del injerto en estos
pacientes, aunque algunos protocolos emplean ambos agentes (119).

La CsA tiene otras propiedades que no parecen estar relacionadas con sus acciones
sobre las células T y que pueden ser un reflejo de la ubicuidad en la distribucién de
las ciclofilinas. Una variedad de infecciones parasitarias, que incluyen la esquistoso-
miasis y el paludismo, responden a este compuesto, posiblemente por una accién di-
recta sobre el pardsito (82). La CsA también puede restablecer la sensibilidad de lineas
celulares y de tumores experimentales resistentes a distintos agentes quimioterdpicos
que inducen la sobreexpresién de P-glicoproteinas (el producto del gen MDR, gen de
la multirresistencia) (114) y que se emplean para el tratamiento del cdncer. Se cree que
el mecanismo de este efecto no estd relacionado con el mecanismo responsable de la
inmunosupresién, dado que tanto los andlogos activos como los inactivos de la ciclos-
porina pueden provocarlo (12).

1.2. Farmacocinética de la ciclosporina
Absorcion

La biodisponibilidad de la ciclosporina por via oral es relativamente baja con un
amplio margen de variabilidad de unos individuos a otros (20 - 50%). Se ha demos-
trado que la absorcién se asemeja a un proceso cinético de orden cero (dosis-indepen-
diente) mds que a una cinética ‘de orden uno (dosis-dependiente), lo que ha llevado a
postular la idea de la existencia de una ventana de absorcién en la zona superior del
intestino delgado donde se encontraria un transportador que llevaria a cabo el paso de
la ciclosporina a través de la pared intestinal (40).

Distribucion

Una vez que la CsA se incorpora a la circulacién sanguinea, se distribuye amplia-
mente debido a su naturaleza lipofilica y a la ubicuidad de la ciclofilina (96), lo que
sugiere un volumen de distribucién aparente relativamente alto (4 L/Kg) (33). En
sangre, se une principalmente a lipoproteinas y eritrocitos (69), acumuldndose también
con gran avidez en leucocitos debido al mayor contenido de ciclofilina en dichas
células.

Metabolismo

La CsA se metaboliza en higado por el citocromo P-450 3A, originando 15 meta-
bolitos desmetilados e hidroxilados (68). Este sistema estd constituido por una familia
de flavoproteinas que catalizan la transferencia de electrones desde el NADPH a la
hemoproteina generando el sustrato hidroxilado. La secuencia de reacciones se inicia
por la unién del sustrato al citocromo y la reduccién del complejo enzima-sustrato a
la forma ferrosa, mediante la cit P-450 reductasa-NADPH que contiene FAD y FMN
en proporcién 1:1. Posteriormente se incorpora el O, y tras una serie de reacciones en
cadena, se culminard con la ruptura de la molécula de O, y la monooxigenacién del
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sustrato. Este proceso genera radical superéxido (O,”) y peréxido de hidrégeno (H,0,)
(94). (Figura D).

Los metabolitos generados inicialmente son los derivados monohidroxilados M1 y
M17 y el metabolito desmetilado M21 que contituyen el 70% de la ciclosporina encon-
trada en sangre y mds del 90% de la encontrada en bilis de pacientes trasplantados
(33). Se ha demostrado que estos metabolitos muestran un efecto inmunosupresor
significativo (65).

Eliminacion

La eliminacidén se realiza principalmente por via biliar, aunque tan sélo el 1% de
la cantidad eliminada se corresponde con el firmaco inicial (126). Debido a su baja
solubilidad en medio acuoso, dnicamente el 6% de la dosis administrada se excreta por
orina (80).

1.3. Toxicidad de la ciclosporina

A pesar de sus efectos secundarios como hipertension, neuro, nefro y hepatotoxi-
cidad (97), la CsA es el agente inmunosupresor més utilizado en la terapia de los
trasplantes. Segun evidencias experimentales parece ser que la alteracion en la ho-
meostasis del Ca®* se encuentra implicada en esta toxicidad, ya que uno de los obje-
tivos de este farmaco es la mitocondria, organulo subcelular clave en la regulacién de
la homeostasis del calcio. La ciclosporina impide el flujo normal de salida del calcio
de la mitocondria por inhibir el «poro de transicién de la permeabilidad» ya que al
unirse a la ciclofilina impide que ésta induzca un cambio conformacional, debido a su
actividad peptidil-prolil cis-trans isomerasa (121), de la adenina nucle6tido translocasa
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Ficura D. Secuencia de reacciones del citocromo P-450
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evitando asi la apertura de este canal i6nico (43). La excesiva acumulacién de Ca™
causa alteraciones en las funciones mitocondriales (125, 79), ya que varias deshidro-
genasas mitocondriales se regulan por concentraciones micromolares de Ca™ y se
desactivan a concentraciones superiores. Del mismo modo se inhiben la carbamoil
fosfato sintetasa, la piruvato carboxilasa y la sintesis de ATP (55). Como consecuencia
de la inactivacién de las deshidrogenasas, se produce un aporte insuficiente de electro-
nes que causa la cafda de los niveles de GSH mitocondrial (56). Esto explicaria que
las células renales sean mas sensibles que los hepatocitos a la accién de la CsA, ya que
contienen unos niveles basales de GSH tres veces inferiores a los de estos dltimos

(105).

1.3.1. Hepatotoxicidad de la ciclosporina

La ciclosporina A en funcién de la dosis y la duracién del tratamiento da lugar a
alteraciones bioquimicas y estructurales en el higado (36,1). Las alteraciones bioqui-
micas comprenden la elevacién de la fosfatasa alcalina asociada con incrementos en los
niveles de bilirrubina y sales biliares en sangre, representativos ambos de un proceso
de colestasis (5). Algunos autores postulan que este proceso no se produce como
consecuencia de un dafio directo sobre las células hepaticas sino que, es debido a un
desequilibrio en la secrecién biliar originado por modificaciones del metabolismo del
colesterol (18) o por la interaccién del farmaco con las proteinas trasportadoras de
sales biliares al inhibir competitivamente la captacién de colato y taurocolato, pero no
de glicocolato (6). Otra hipétesis establece que la CsA es un inhibidor efectivo de la
4cido biliar CoA ligasa debido a su interaccién tanto con el sitio de unién de este
enzima para los dcidos biliares como con el Mg** requerido para esta actividad enzi-
matica (127).

Experimentos in vitro han demostrado que la CsA induce una disminucion en los
niveles de GSH que desemboca en una situacién de estrés oxidativo acompafiada de
una peroxidacién lipidica y disminucién de los grupos ti6licos proteicos, ocasionando
en tltima instancia la muerte celular (133). La oxidacién de tioles proteicos trae con-
sigo la inhibicién de la actividad de la Ca?*-traslocasa lo que da lugar a un incremento
de la concentracién de Ca®* intracelular responsable de la activacién directa de proce-
sos cataliticos tales como la degradacién de fosfolipidos, protefnas, DNA y citoesque-
leto (89). Del mismo modo, la destruccién de las membranas celulares producida como
consecuencia de la oxidacién de 4cidos grasos poliinsaturados induce cambios en su
fluidez y modula la actividad de varios enzimas integrantes de membranas (62). Las
alteraciones anteriormente mencionadas son consecuencia de la produccién de especies
reactivas de oxigeno posiblemente generadas tanto a nivel del reticulo endopldsmico
como a nivel de la cadena respiratoria mitocondrial, ya que se ha demostrado un
notable incremento en los niveles de peréxido de hidrégeno celulares en cultivos de
hepatocitos incubados con concentraciones de 10 a 50 uM (132).

1.4. Radicales libres de oxigeno
El oxigeno es un elemento esencial para la vida en su papel de aceptor final de

electrones en la cadena respiratoria, principal fuente de energia en los organismos
aerobios. Sin embargo, la mayor parte del dafio oxidativo en los sistemas biologicos
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se debe a que en esta utilizacién del oxigeno por las células se generan radicales libres.
Un radical libre se define como una molécula o 4tomo que posee un electrén desapa-
reado en su orbital més externo.

La via univalente de reduccién del oxigeno da lugar a tres formas «incompletamen-
te reducidas» del oxigeno entre éste y el agua: el radical superéxido (0,7, el peréxido
de hidrégeno (H,0,, que no es un radical pero puede generarlos) y el radical hidroxilo
(OH):

e e+2H* e+H* e+H*
0,— O, — H,0,— OH— H,0
H,0

En oposicion a puntos de vista anteriores, hoy se sabe que el radical superéxido
carece de suficiente reactividad para atacar directamente a las macromoléculas. Sin
embargo, en presencia de trazas de catalizadores metalicos como el hierro o el cobre,
la combinacién de O, y H,0, da lugar al radical hidroxilo, que si posee una elevada
reactividad:

[1] 0,” + Fe*—» 0, + Fe**
[2] Fe* + H,0,— Fe* + OH + OH
[3] 0,” + H,0,— O, + OH + ‘OH

[3] es la reaccién de Haber-Weiss (42), propuesta en 1934, y resultante de [1] y
[2]. [2] es la reaccién de Fenton, que este autor describié en 1894 (31) para explicar
las propiedades oxidantes de la mezcla SO,Fe y H,0,.

El principal productor de radicales de oxigeno en los organismos aerobios es la
mitocondria (71), ya que bajo circunstancias fisiolégicas normales, utiliza aproxima-
damente el 98% del O, celular a nivel del citocromo a,, citocromo del estado IV de la
cadena de transporte de electrones de la respiracién mitocondrial. Un pequefio porcen-
taje (del 1 al 4%) del O, incorporado por la mitocondria, genera especies reactivas de
oxigeno como el radical superéxido (0,") o el peréxido de hidrégeno (H,0,).

El radical superéxido se produce por la adicién de un electrén a la molécula de 0,.
La membrana del reticulo endoplésmico liso de la mayoria de las células animales y
vegetales contiene citocromo P-450, monooxigenasa de funcién mixta que interviene
en la oxidacién de gran parte de xenobidticos, asi como de sustratos propios de las
células. La reaccién transcurre mediante la adicién de un dtomo de oxigeno que se
incorpora al sustrato en forma de grupo hidréxido, y la reduccién del otro dtomo a
agua:

RH + O, + DH,— ROH + D + H,0

siendo RH el sustrato y DH, el donador de H, generalmente NADPH + H*. El enzima
NADPH citocromo P-450 reductasa proporciona los electrones requeridos por el cito-
cromo P-450 via NADPH + H*. Tanto la forma reducida de la reductasa como la forma
oxidada del citocromo P-450 pueden proporcionar electrones para reducir al oxigeno,
que asi produce el O,". Otro sistema de produccién de O, en el transporte electrénico
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microsomal es el citocromo by con su correspondiente NAD(P)H citocromo by reduc-
tasa, que participa en la introduccién de dobles enlaces en los dcidos grasos (54).

En solucién acuosa, el anién superéxido puede comportarse como reductor o como
oxidante débil (45), y es inestable debido a que es capaz de reaccionar espontdneamen-
te consigo mismo produciendo peréxido de hidrégeno y oxigeno molecular (dismuta-

cién):
0, + O, + 2H"—» H,0, + O,

Por eso, su reactividad es mayor en medio hidrofébico. El O, es la base conjugada
de un 4cido débil, el radical hidroperoxilo (HO,, pKa 4,8) (34), que presenta una
reactividad mucho mayor, aunque a pH fisiolégico predomina la forma no protonada.
De todas formas, en las proximidades de la membrana, donde se produce el radical, el
pH es mucho mds bajo que en el citosol, por lo que predominara el HO,, que por su
caracter no iénico podrfa introducirse en la membrana y desencadenar la peroxidacién

lipidica (28).

El peréxido de hidrégeno se forma en todos los sistemas que producen superoxido,
por la dismutacién espontdnea o catalizada por la SOD de este radical. Los peroxiso-
mas presentan gran capacidad de formaciéon de H,O,, ya que contienen una elevada
concentracién de oxidasas que pueden catalizar la reduccién divalente del oxigeno
molecular sin la formacién del radical superdéxido (26). Al igual que el superdxido, el
H,0, puede actuar como oxidante y reductor, y su reactividad también es baja en
solucién acuosa. Sin embargo, y como ya hemos mencionado anteriormente, a pesar de
no ser un radical resulta muy lesivo para la célula, ya que puede atravesar las mem-
branas biolégicas (44) e inducir la formacién de otros radicales, como el radical ‘OH,
en puntos alejados de su lugar de origen (104).

Por esto, aunque tanto el anién superoxido como el H,O, tienen una reactividad
baja, es de extrema importancia eliminarlos rdpidamente de la célula, antes de que
puedan formar otros derivados del oxigeno mucho mds téxicos. Los enzimas que
desempefian esta funcién cobran mayor interés sabiendo que, al contrario de lo que
ocurre con el O, y H,0,, no existe protecciéon enzimdtica contra el “OH.

1.5. Sistemas de defensa antioxidante

Para eliminar estos radicales libres existen unos mecanismos de defensa de cardcter
enzimatico y no enzimtico, estratégicamente compartimentados en los orgdnulos sub-
celulares, conocidos como antioxidantes, secuestrantes de radicales libres o reductores.
Entre los antioxidantes enzimdticos se encuentran la superéxido dismutasa, la catalasa
y la glutation peroxidasa. Los antioxidantes no enzimaticos se pueden clasificar a su
vez en dos grupos: hidrosolubles, cuyos principales representantes son el dcido ascor-
bico, el 4cido drico y el glutation, y liposolubles, entre los que se incluyen la vitamina
E, los carotenoides, la melatonina y el coenzima Q,, (53).

1.5.1. Enzimas antioxidantes
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En 1969, McCord y Fridovich (81) identificaron la accién del enzima superdxido
dismutasa (SOD), al observar que era capaz de eliminar cataliticamente al radical
super6xido. La SOD es una familia de metaloenzimas con diferentes grupos prostéticos
y localizaci6n intracelular variable. Existen hasta el momento tres clases de superéxido
dismutasas conocidas: la cobre-zinc SOD (CuZnSOD), la manganeso SOD (MnSOD)
y la hierro SOD (FeSOD) (35).

La CuZnSOD se encuentra en el citoplasma de casi todas las células eucariotas, en
los peroxisomas, algo de su actividad estd presente en los lisosomas y posiblemente
entre las membranas mitocondriales interna y externa, asi como en el niicleo. Es capaz
de acelerar 10* veces la dismutacién del O," respecto a la dismutaci6n esponténea a pH
fisiolégico. Tiene dos subunidades, cada una de las cuales tiene un i6n cobre y un ién
zinc (45). El centro activo del enzima presenta carga positiva, y asi consigue atraer al
0,", lo que explica que la constante de la reaccién sea tan elevada (138). El i6n cobre,
ligado al centro activo a través de los anillos de imidazol de la histidina, participa en
la reaccién oxidandose y reduciéndose alternativamente:

[1] SOD-Cu** + 0,"—» SOD-Cu* + O,
[2] SOD-Cu* + O, + 2H' —» SOD-Cu® + H,0,
[3] 0, + 0," + 2H' —» H,0, + O,

El i6n zinc toma parte en el proceso con una funcién estabilizadora. El enzima
puede ser inactivado por su producto, el H,0,, que es capaz de reaccionar con él dando
radicales O,” y ‘OH como resultado de la inactivacién. Estos radicales pueden abando-
nar el centro activo del enzima y reaccionar con otras moléculas de la célula (137). La
CuZnSOD se inhibe por cianuro y dietilditiocarbamato que eliminan el i6n cobre del
centro activo del enzima.

La MnSOD se localiza en la mitocondria. Tiene cuatro subunidades proteicas que
contienen manganeso en su centro activo. Durante el proceso catalitico, el manga-
neso va cambiando su estado redox, pero no se conoce el mecanismo exacto de la
reaccion. La MnSOD es mucho mds habil a la desnaturalizacién por calor o por
reactivos quimicos que la CuZnSOD y no se inhibe por cianuro o dietilditiocarba-
mato. Por ultimo, la FeSOD se encuentra principalmente en procariotas, algunos
protozoos y vegetales.

La catalasa es el enzima que moviliza el H,0, de la célula para transformarlo en
oxigeno y agua, segun la reaccién:

2H,0, —» 2H,0 + O,

Es una hemoproteina que consta de cuatro subunidades proteicas, cada una de las
cuales contiene un grupo hemo [hierro(IIl)-protoporfirina] unido a su centro activo. Se
localiza principalmente en los peroxisomas, donde se acumula para eliminar el H,0,
resultante de la B-oxidacién de los 4cidos grasos. El mecanismo de la reaccién trans-
curre con la formacién de un complejo entre el enzima y el sustrato, complejo que
después se disocia para liberar los productos.
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Ademas de la catalasa, la proteccién contra el H,0, la proporcionan también las
peroxidasas, de modo que ambos enzimas pueden con frecuencia actuar conjuntamen-
te. La més importante de estas peroxidasas en células animales es la glutation peroxi-
dasa, que se localiza fundamentalmente en el citoplasma, aunque también puede en-
contrarse en mitocondria. Contiene cuatro dtomos de selenio, con los que es capaz de
catalizar la reduccién del H,0, y de otros perdxidos, a la vez que oxida la forma
reducida del glutation (GSH) a su forma oxidada (GSSG):

H,0, + 2GSH — GSSG + 2H,0
ROOH + 2GSH —» GSSG + H,0 + ROH

Existe otra forma enzimética de glutation peroxidasa en ciertos tejidos animales
que no contiene selenio, es dimérica y s6lo es capaz de eliminar hidroperéxidos orgé-
nicos.

La catalasa y la GSH peroxidasa desempefian papeles complementarios ya que este
Gltimo enzima elimina cantidades de hidroperéxidos bajas pero producidas constante-
mente, mientras que la catalasa es de gran importancia en situaciones de estrés oxida-
tivo debido a que presenta valores de la Km y Vmax casi tres 6rdenes de magnitud
mayores que los de la GSH peroxidasa.

El GSH consumido por la glutation peroxidasa puede regenerarse a través de la
glutation reductasa. Este enzima citosélico reduce el GSSG utilizando el NADPH,
equivalente reductor que puede ser generado por varios sistemas de 6xido-reduccién
dependientes del NADPH (21).

GSSG + NADPH + H" —» 2GSH + NADP”

Ninguno de los enzimas descritos desempeila una funcién central en la proteccion
de las células frente a las especies reactivas de oxigeno. Al contrario, una proteccién
eficiente habra de ser proporcionada por una coordinacién adecuada entre todos los
enzimas y demds sistemas antioxidantes de la célula. Por ejemplo, el aumento de la
expresién de un solo enzima, la SOD, conduce, en fibroblastos de ratén, a un aumento
de la sensibilidad frente a téxicos que ejercen su efecto produciendo O, (64). Se
produce una acumulacién de H,0,, y si su exceso no es hidrolizado por catalasas o
peroxidasas, puede reaccionar con la SOD produciendo radicales ‘OH. La importancia
del equilibrio entre la catalasa y la SOD ha sido probada por otros autores en células
epiteliales transformadas de ratén: un minimo incremento, fisiolégico, en la actividad
de la CuZnSOD provoca la formacién de cantidades masivas de H,0, (4).

1.5.2. Antioxidantes no enzimdticos

Las propiedades antioxidantes de la vitamina C residen en la capacidad del anién
ascorbato, la forma ionizada del dcido ascérbico, para reaccionar con los radicales O,,
HO, y OH y para regenerar la vitamina E. Ademés de sus propiedades antioxidantes,
el ascorbato también es capaz de reducir el Fe™* a Fe* y el O, a H,0,, proporcionando
los componentes necesarios para que tenga lugar la reaccién de Fenton ya mencionada
(116). A pesar de ello, y aunque se ha demostrado que las mezclas de hierro y ascor-
bato estimulan la peroxidacién lipidica in vitro (135), se pone en duda que la vitamina
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C pueda actuar como oxidante bajo condiciones fisiolégicas normales in vivo (83),
llegandose a la conclusién de que concentraciones micromolares de ascorbato, junto
con la presencia de iones hierro o cobre, ejercen un efecto prooxidante, mientras que
concentraciones milimolares, similares a las fisiolégicas, muestran un efecto sobre la
peroxidacién de lipidos y proteinas fundamentalmente inhibidor (99).

El dcido iirico es un excelente antioxidante para el que se ha descrito la capacidad
de eliminar O,", ‘OH, oxigeno singlete, o radicales peroxilo (ROO), y ademas puede
eliminar de la solucién trazas de Fe?* (24), el cual, en caso de estar presente, podria
actuar como estimulador potente de procesos peroxidativos.

El glutation, el principal tiol no proteico celular, es un tripéptido compuesto por
acido glutdmico, cisteina y glicocola. Actida como cofactor de diversos enzimas, como
tamp6n redox y regulador de los grupos SH de las proteinas celulares, como sustrato
de enzimas antioxidantes como la glutation peroxidasa o la dehidroascorbato reductasa
(enzima que regenera el ascorbato consumido), y como antioxidante no enzimético
capturando radicales ‘OH y oxigeno singlete (46).

Entre los antioxidantes liposolubles, uno de los mas importante es la vitamina E,
que incluye un grupo de cuatro tocoferoles estrechamente relacionados entre si (29).
La vitamina E es capaz, de atrapar y anular las acciones del oxigeno singlete y de los
radicales O,, HO, y ‘OH, y de bloquear las reacciones en cadena que ocurren durante
la peroxidacion lipidica de las membranas (84).

Los carotenoides son constituyentes importantes de las membranas de los cloro-
plastos y que representan las especies quimicas més eficientes para atrapar el oxigeno
singlete (10). Presentan acciones sinérgicas con la vitamina E, pero mientras los caro-
tenoides actuan en presencia de bajas presiones de oxigeno, la vitamina E lo hace a
valores elevados (27). Asi mismo, la vitamina E protege de la oxidacién a los dobles
enlaces conjugados de los carotenos (15).

Otro representante del grupo de los antioxidantes liposolubles, que difunde répida-
mene a través de la membrana interna mitocondrial debido a la presencia de 10 iso-
prenos en su estructura, es el coenzima Q,, o ubiquinona 50, un constituyente natural
de la cadena de transporte de electrones, con capacidad de estabilizar membranas por
inhibir la peroxidacién lipidica. Dicha propiedad antioxidante se debe a la capacidad
del ubiquinol, forma reducida de la coenzima Q 10 (CoQH,), de reaccionar directamente
con el radical superéxido y radicales alquilo y peroxilo (3).

1.6. Muerte celular: Apoptosis y Necrosis

La muerte celular es la consecuencia final del dafio producido por un estimulo
patolégico, pero también es un fenémeno natural en la regulacién y mantenimiento de
la homeostasis en las células y tejidos del organismo. Asi, es posible diferenciar dos
tipos de muerte celular: necrosis y apoptosis (76).

La necrosis es, generalmente, el resultado de un trauma severo y ocurre a través de

una pérdida de la integridad de la membrana y liberacién del contenido celular que,
invariablemente, conduce a respuestas inflamatorias. La apoptosis, sin embargo, tiene
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lugar principalmente en condiciones fisiolégicas o como resultado de un estimulo
patolégico suave (70). La muerte celular por apoptosis es esencial para el desarrollo
de los seres vivos (20). Ocurre en todos los estados de la organogénesis durante el
desarrollo embrionario; se alterna con la mitosis durante el recambio normal de los
tejidos, representando el balance entre la proliferacién y la eliminacién celular; se
ocupa de la seleccién de los clones apropiados en las poblaciones de linfocitos en
proliferacién, destruyendo aquellos que responden a los antigenos propios; y constituye
un factor decisivo en la finalizacién de la respuesta inflamatoria. Ademds, hoy se
reconoce que la pérdida del control de la apoptosis juega un papel importante en
enfermedades tales como el céncer, el sindrome de inmunodeficencia adquirida, las
enfermedades autoinmunes y neurodegenerativas, y quizds incluso en el envejecimien-
to (124).

Apoptosis y necrosis pueden caracterizarse atendiendo a los cambios morfoldgicos
que se producen dentro de las células pero también es posible diferenciar ambos pro-
cesos cuando se observan in vivo, tanto por su distribucién como por las reacciones
tisulares que los acompafian. Asi, mientras que la necrosis sucede en grupos de células
contiguas y suele inducir una respuesta inflamatoria aguda, la apoptosis tiene lugar
generalmente en células dispersas en el tejido y no suele ir acompafiada de infiltracion
de leucocitos. Estas y otras caracteristicas de la muerte celular por apoptosis y necro-
sis, comparando ambos procesos, se resumen en la tabla A.

1.7. Ciclo de divisién celular; andlisis de la ploidia y distribucién de DNA
por citometria de flujo

La citocinética comprende el estudio del proceso de crecimiento, proliferacion,
diferenciacién, migracién y muerte de las células individuales y poblaciones de células
(30). Los estudios de citocinética se basan en el ciclo celular, que se define, como el
tiempo entre el final de la mitosis de las células progenitoras, y el final de la mitosis
de las células hijas.

Para conseguir la multiplicacién por divisién, las células abandonan el estado
quiescente (G,) para entrar y proceder a través del ciclo celular. Esto supone una serie
de etapas consecutivas que culminan en la divisién mitética. El ciclo celular se divide
en cuatro fases: G, o fase postmitética, S o perfodo de sintesis del DNA, G, o fase
premitética y M o mitosis (101). G, es una fase de latencia, que precede a la replica-
cién del DNA, donde las células tienen el mismo contenido en DNA que las G, pero
donde tienen lugar el transporte de proteinas, una serie de cambios en la concentracion
intracelular de iones, el transporte de nutrientes dentro de la célula y la sintesis de
enzimas especificos necesarios para la sintesis del DNA. Durante la fase S se verifica
la duplicacién del DNA vy la sintesis de la mayorfa de proteinas e histonas. La fase G,
con dos veces el contenido G,/G, de DNA es, de nuevo, una fase de latencia que
precede a la mitosis sin cambios en el contenido de DNA. Aqui tiene lugar la sintesis
de RNA y protefnas como preparacién para la mitosis, y se produce la reparacién de
las lesiones de DNA causadas por replicacién defectuosa o por agentes genotéxicos.
Finalmente, las células entran en divisién en la fase mitética (M) y las células hijas
vuelven a la fase G, (fase quiescente) o a la fase G, (128). Durante la transicién de G,
a G, ocurren algunos cambios en la estructura de la membrana celular, la sintesis
proteica decrece y cesa la sintesis de RNA.
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Caracteristicas Apoptosis Necrosis
Estimulo Fisiolégico o patoldgico Patoldgico
Origen Pérdida de un factor de crecimiento,  Anoxia, dafio quimico, dafio fisico

Propiedades de adhesién
Primera manifestacién
Cambios nucleares
Cromatina nuclear
Cambios nucleolares
Integridad de membrana
Morfologia superficie
Cambios en superficie

Cambios citoesqueleto
Mitocondria
RE/Aparato de Golgi
Vacuolas

Sintesis de proteinas
Cambios citoplasmaticos
Cambios nucleares
Células afectadas
Eliminacién

Formacién de cicatrices

influencia hormonal, estimulo téxico
suave

Inmediatamente perdidas

Reduccién celular, encogimiento

Condensacién, cariorrexis

Marginacién, segmentacion

Intacto, degradado al final

Persiste durante un tiempo

Alisamiento, blebbing

Expresion de vitronectina y throm-
bospondina

Protrusién en superficie, budding
citoplasmdtico, formacién cuerpos
apoptdticos

Inicialmente no afectada

Inicialmente no afectados

Estructuralmente intactas

Puede bloquearse por actinomicina D
y cicloheximida

Ca* T, endonucleasa T, transglutami-
nasa T

p-53 T, bel-2 |, c-mye T, ruptura in-
ternucleosomal, escalera de DNA

Células individuales, células disper-
sas

Englobamiento por macréfagos y cé-
lulas endoteliales

Ausente

Inicialmente intactas
Hinchamiento celular
Cariolisis
Plegamiento nuclear
Granulado

Fallo temprano

Lisis

Ninguno

Fragmentacion, liberacién de con-
tenidos celulares

Hinchamiento, entrada de Ca*
Dilatados

Hinchadas (leaky)

No afectada por antibiéticos

Ruptura de lisosomas, liberacién
del contenido
Degradacién difusa, smear DNA

Grupos de células contiguas, 4reas
tisulares

Inflamacién en tejidos adyacentes

Presente

TasLa A.  Diferencias morfolégicas y bioquimicas entre apoptosis y necrosis (Haanen y

Vermes, 1995).

En general, la fase S, dura entre 7 y 8 horas, la G,, entre 2 y 4 horas y la M menos

de 1 hora, mientras que la duracién de la fase G, es la mis variable. En un momento
dado de muestreo de una poblacién celular, algunas células se encuentran al comienzo
y otras finalizando la replicacion del DNA, de manera que la distribucién de las células
respecto a su contenido en DNA varfa desde el contenido 2C de la fase G,/G, hasta dos
veces este contenido (4C) de la fase G,/M. Normalmente, los hepatocitos, se encuen-
tran en el estadio Gy, es decir, no se dividen, si no es, por ejemplo, por el tratamiento
con agentes mitégenos.

En las células animales la proliferacién celular estd regulada principalmente en
fase G,. Al final de esta fase, en el denominado punto de restriccién, las sefiales
mitogénicas se integran y las células proliferan. El punto de restriccién define un
proceso de «no retorno», de manera que una vez que las células lo pasan, se compro-
meten a llevar a cabo un ciclo celular completo incluso si la sefial mitogénica desapa-
rece. La progresion de las células a lo largo del ciclo estd controlado por las proteina
quinasas dependientes de ciclinas (CDKs) que se activan como consecuencia de su
asociacién con unas subunidades reguladoras denominadas ciclinas. Las ciclinas se
sintetizan en unas fases del ciclo celular, activan a la CDK correspondiente y poste-
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riormente son degradadas por proteolisis. Hasta el momento se han descrito ocho
CDKs (CDK1-CDKS8) y ocho ciclinas (A-H), sin embargo, s6lo unas cuantas de las
combinaciones posibles juegan un papel en la regulacion del ciclo celular. Asi por
ejemplo, estd claro que en G, se activan los complejos CDK4 y CDK6 en combinacion
con las ciclinas D, y el de CDK2 con la ciclina E (110). La ciclina A funciona mas
tarde durante la fase S (17), asf como en la transicion G,/M, formando complejos con
CDK2 y CDK1 respectivamente. Finalmente la activacion del complejo CDK1-ciclina
B es necesaria para promover la entrada en mitosis, donde fosforila un gran nimero
de sustratos que determinan la transicién G,/metafase (87). (Figura E).

El antigeno nuclear de proliferacién celular (PCNA) es una proteina fundamental
en el ciclo de divisién celular, ya que interviene en el proceso de sintesis del DNA
debido a que actda como auxiliar de la DNA polimerasa 8, y a nivel de la reparacién
del DNA por accién conjunta con la DNA polimerasa & (72). En un ciclo de divisién
normal, la maxima expresién del PCNA se alcanza en la transicién G /S para poste-
riormente disminuir en fase G,/M (73). Sin embargo cuando las células sufren una
lesién del DNA se produce un aumento del PCNA en la fase G, donde tiene lugar la
reparacion del DNA (63). En la actualidad se considera el PCNA como uno de los
mejores marcadores de proliferacién celular (91), aunque su utilizacién como marcador
de la fase S presente el inconveniente de su elevada vida media, entre 8 y 20 horas,
lo que supone su posible deteccion no sélo en células comprometidas en dicha fase
sino también en fase G,/M (2).

La citometria de flujo se puede aplicar al estudio del ciclo celular, el cual puede
ser explorado a lo largo de sus diferentes fases, marcando cada célula con una tincion
especificamente ligada al DNA que permite clasificar las poblaciones celulares en G,/
G,, S 0 G,/M. Pero su utilidad sobre el estudio de la ploidia de las células no queda
ahi sino que puede detectar con rapidez si se produce una aneuploidia en la poblacion
celular que estd expuesta a un agente supuestamente toxico. Entre los numerosos
métodos descritos para la tincién del DNA (22), en el presente trabajo se ha utilizado
la técnica de Vindelov er al (129), que utiliza el yoduro de propidio como agente
intercalante y analiza la distribucién del DNA en 10 6 50 x 1000 células. Este fluo-

Ciclina B /\_
Ciclina A ————/ \\
Ciclina E J\

Ciclina D ’J

G, S G, M

Ficura BE. Niveles de ciclinas en cada una de las fases del ciclo celular.

v
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rocromo presenta, sobre otros, las propiedades de ser muy estable y poder ser excitado
por un ldser de argén estdndar, producir histogramas con un coeficiente de variacién
bajo y emitir en la regién naranja-roja del espectro, permitiendo asi el andlisis simul-
tineo del DNA y de antigenos celulares con anticuerpos marcados con isotiocianato-
fluoresceina. Para los complejos formados con el yoduro de propidio, las longitudes de
onda de mixima excitacién y emisién son 545 y 623 nm, respectivamente. (Figura F).

1.8. Edad y desarrollo

La edad es un proceso complejo que implica cambios a nivel morfolégico y bio-
quimico tanto en células aisladas como en 6rgano entero. Entre las diferentes teorfas
sobre la edad, la que mds interés ha despertado ha sido la que responsabiliza a los
radicales libres de oxigeno, generados espontdneamente en la cadena de transporte
mitocondrial y acumulados progresivamente, del dafio generado en el proceso del
envejecimiento (47). En el caso concreto de las células parenquimales hepadticas se ha
demostrado que la generacién de especies reactivas de oxigeno excede a la induccién
de su capacidad antioxidante, provocando una situacién de estrés oxidativo y peroxi-
dacién (103).

Es bien conocido el hecho de que el radical ‘OH es un potente oxidante que
produce lesiones a nivel del DNA (112), sin embargo estas lesiones no desembocan en
alteraciones de las funciones celulares debido a la perfecta actuacién de los sistemas
de reparacién. Por el contrario, en edades avanzadas se verifica un disminucién de la
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Ficura F.  Estudio del ciclo celular por citometria de flujo. (A) Fases del ciclo celular. (B)

Relacion entre el contenido de DNA y la progresion de las fases del ciclo celular. (C) Distri-

bucién ideal del DNA (histograma) de la poblacion ilustrada en B. (D) Distribucién analitica
del DNA en una poblacién de células.
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eficiencia de estos sistemas debido a una reduccién de la capacidad proliferativa dando
lugar a una situacién de inestabilidad genémica caracterizada por mutaciones somaéti-
cas tales como sustitucién, insercién, traslocacién, deleccién, recombinacién y cambio
en el ndmero de cromosomas (13). Se ha propuesto que esta pérdida de la capacidad
proliferativa debida a la edad es consecuencia de una activacién y/o alteracion en la
regulacién de un inhibidor especifico de la sintesis del DNA denominado Sdil (86).
Este producto génico, también conocido como p21, WAF1, CIP1 y Cap20 (73), es un
factor peptidico que inhibe la actividad de los complejos ciclina/quinasa-dependiente
de ciclina (CDK) responsables de la progresion del ciclo celular en su fase G,/S (93).
Esta inhibicién, que se manifiesta por una parada de las células en G, se debe, a que
los complejos ciclina/CDK son necesarios para la fosforilacién de la proteina Rb,
producto del gen supresor de retinoblastoma. Esta proteina juega un papel fundamental
en el envejecimiento ya que, las células senescentes tienen bloqueada la capacidad de
fosforilacién de Rb en respuesta a estimulos normales de crecimiento (113).

En el caso concreto del higado de rata, el crecimiento durante el desarrollo normal
se caracteriza por una progresiva poliploidizacion (38), y que en edades avanzadas ird
acompafiado de una disminucién de la fraccién de hepatocitos comprometidos en fase
de sintesis. Los hepatocitos fetales de rata y los obtenidos durante las 3 primeras
semanas de vida son en su mayor parte mononucleares diploides y asi se mantienen
durante los 3 primeros meses de vida; a partir de este punto, comienza el proceso de
poliploidizacién con la aparicién sucesiva de células tetraploides y octoploides, siendo
el 50-70% de los hepatocitos adultos, mononucleares tetraploides (122).

Si la produccién de radicales libres es el factor clave que relaciona el dafio oxida-
tivo con el envejecimiento, es de esperar que ésto se refleje directamente y en primera
instancia a nivel de las propias mitocondrias. Existen varias caracteristicas de las
mismas que nos inducen a pensar en su contribucién al envejecimiento como que, en
ellas se consume el 98% del oxigeno, el DNA mitocondrial estd tan empaquetado que
todo él codifica, carece de histonas y poliaminas que puedan protegerlo y su reparacion
es minima si se compara con la del DNA nuclear. Ademds, las membranas mitocon-
driales al ser ricas en 4cidos grasos altamente insaturados son muy susceptibles a sufrir
peroxidacién lipidica (7). De hecho, las especies mds longevas como son algunos
péjaros o incluso el hombre han demostrado tener una menor proporcion de acidos
grasos insaturados de 4 o mds dobles enlaces por sustitucién de araquidénico por
linoleico, lo cual influye en la funcionalidad de la cadena de transporte de electrones
y con ello en la disminucioén de la produccién de radicales libres (90). Con la edad se
incrementan los niveles del mutdgeno 8-desoxiguanidina, disminuyen los niveles de
dcidos grasos poliinsaturados, se producen transcripciones anémalas, descienden el
complejo I 'y IV de la cadena de transporte electrénico, dnicos complejos codificados
por el DNA mitocondrial a diferencia de los II'y III codificados por el DNA nuclear,
y se produce una pérdida de la produccién energética con el consiguiente incremento
en los niveles de oxidantes al reaccionar los grupos carbonilos de las protefnas oxida-
das con grupos amino libres (25).

Otro aspecto a tener en cuenta es el estudio de los efectos de la edad sobre la
hepatotoxicidad de los xenobidticos, ya que la frecuencia de las lesiones hepdticas
puede variar considerablemente con el paso del tiempo. La respuesta toxica a muchos
agentes quimicos depende de su biotransformacion a metabolitos reactivos (tioace-
tamida, paracetamol, cocaina, etc) o no reactivos (fenobarbital, morfina, etc). En el
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envejecimiento parece ser que se incrementa la sensibilidad al efecto hepatotdxico de
los xenobiéticos (106). Se sabe que la edad afecta a los enzimas microsémicos que
dependen del citocromo P-450 (99), pero mientras unos autores describen que el
sistema microsémico oxidasa de funcién mixta disminuye por efecto de la edad (107),
otros describen el efecto contrario (77). La disponibilidad del glutation para la for-
macién de conjugados disminuye con la edad, lo cual eleva la hepatotoxicidad de
farmacos que dependen del glutation para su destoxificacién (115). Otros estudios
han descrito que la expresién génica de la SOD y la catalasa, los enzimas directa-
mente encargados de eliminar el radical superéxido y el H,0,, va siendo menor a
medida que transcurre la edad, mientras que la glutation peroxidasa se incrementa
en el mismo rango (75).

Experimentos previos de nuestro grupo han puesto de manifiesto, en higado de
rata, que durante el desarrollo (2 a 6 meses) se incrementa la produccién de especies
reactivas de oxigeno desembocando en un descenso del cociente GSH/GSSG, es decir,
un estado de mayor oxidacién celular acompafiado de un aumento de los sistemas
antioxidantes endégenos Mn SOD, catalasa, glutation peroxidasa y glutation reductasa.
Esta induccién enzimatica, aunque no es capaz de evitar la alteracién del estado redox,
sin embargo es suficiente para prevenir el dafio a nivel de proteinas y la peroxidacién
lipidica (102).

1.9. Objetivos

Las células hepaticas durante el desarrollo sufren modificaciones en su capacidad
funcional que pueden conllevar a una mayor incidencia de reacciones adversas produ-
cidas por efecto de farmacos. Esto es debido a que las especies reactivas de oxigeno
que se forman espontdneamente en la respiracién mitocondrial se acumulan progresi-
vamente con la edad, y a ellas se unen las especies reactivas de oxigeno generadas por
los xenobibticos. En nuestro caso, el agente citotéxico utilizado ha sido la ciclosporina
A ya que por un lado conocemos los acontecimientos oxidativos que induce en los
hepatocitos y por otro es un farmaco utilizado en multitud de trasplantes realizados a
personas de edades muy variadas.

Por ello, mediante el uso de un modelo experimental de citotoxicidad inducida en
cultivos primarios de hepatocitos de 2 y 6 meses sometidos a concentraciones crecien-
tes de ciclosporina A, nos propusimos los objetivos siguientes:

A. Establecer las modificaciones en la citotoxicidad inducida por la ciclosporina
A durante el desarrollo frente a variables de concentracién y tiempo de incu-
bacién.

B. Investigar las diferencias en los niveles de los radicales libres de oxigeno en
la citotoxicidad de la ciclosporina A en cultivos de hepatocitos de ratas de 2
y 6 meses.

C. Determinar las variaciones en la expresién génica de los sistemas enzimaticos
implicados en la defensa de los hepatocitos frente al ataque oxidativo (SOD y
CAT), entre ratas jévenes y adultas ocasionadas por la exposicién a ciclospo-
rina A.
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D. Estudiar la influencia de la ciclosporina A en la progresién de las células a lo
largo del ciclo celular durante el desarrollo.

2. MATERIAL Y METODOS
2.1. Animales

Se utilizaron ratas macho de 2 y 6 meses (200-250 g y 350-400 g, respectivamente)
de la raza Wistar. Los animales se mantuvieron en jaulas de pléstico expuestas a un
ciclo de 12 horas de luz y control de temperatura, con libre acceso a pienso de la casa
comercial Sanders S.A. y agua.

2.2. Obtencion de hepatocitos y cultivos celulares

El aislamiento de los hepatocitos se llevé a cabo por perfusién del higado in situ
con medio Hepes (Hepes 20 mM, KCI 5 mM, SO,Mg 1 mM, PO,H,K 5 mM, CINa 150
mM y glucosa 10 mM) con colagenasa, de acuerdo con el método cldsico de Krebs ez
al (64) y modificado por Seglen (109) que permite obtener hepatocitos con un elevado
porcentaje de viabilidad.

La viabilidad de los heptocitos se determiné mediante tincién de exclusién con una
solucién de Azul de Tripan (preparada al 0,2% en suero salino). Las células muertas
o con la membrana plasmética dafiada aparecen tefiidas al observarlas al microscopio
6ptico, mientras que las que permanecen vivas y mantienen su membrana integra no
incorporan el colorante al interior de la célula y aparecen sin tefiir. El recuento de las
células se realizé en una cdmara de Neubauer. La viabilidad de las células se considero
6ptima cuando dié valores superiores al 90%.

Las células obtenidas se cultivaron en placas de 60-mm a una densidad de 7.1 x 10*
células/cm’ en 3 ml de medio DMEM suplementado con penicilina, estreptomicina y
gentamicina a una concentracién de 50 mg/ml (DMEM completo) y 10% FCS (suero
fetal de ternero). Tras un periodo de tres horas a 37°C en atmésfera de 5% CO,/ 95% aire,
el medio fue reemplazado por DMEM completo con FCS al 2% con las diferentes con-
centraciones de CsA (0, 0,5, 1, 5, 10, 25 y 50 uM) durante periodos de 3, 18 y 24 horas.

2.3. Observacién morfologica

Las caracteristicas morfoldgicas de los hepatocitos controles y cultivados con una
concentracién de ciclosporina A 50 uM, fueron observadas por microscopia con un
objetivo 40X.

2.4. Andlisis por citometria de flujo y microscopia confocal de la produccién
de radicales libres de oxigeno

La produccién intracelular de radicales libres de oxigeno se determind usando los
compuestos 2',7'-diclorodihidrofluorescina diacetato (DCFH-DA) (8) e hidroetidina
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(HEt) (100). La DCFH-DA tiene la particularidad de atravesar la membrana celular,
dado su cardcter no polar. Las células viables son capaces de desacetilar el compuesto
dando lugar a la 2',7'-diclorodihidrofluorescina (DCFH), compuesto no fluorescente,
estable algunas horas y que al ser polar queda atrapado en el interior de la célula. Este
intermediario reacciona cuantitativamente con H,0, y peréxidos de bajo peso molecu-
lar intracelulares produciendo el compuesto fluorescente 2',7'-diclorofluorescina (DCF).
Por su parte, 1a hidroetidina es un derivado reducido del etidio capaz de atravesar la
membrana de las células vivas, este fluorocromo presenta una fluorescencia azul en el
citoplasma que cambia a roja cuando se intercala en el DNA tras sufrir un proceso de
deshidrogenacién ocasionado por el O,".

2.5. Andilisis del ciclo celular por citometria de flujo

Los hepatocitos de ratas se cultivaron con diversas concentraciones de CsA por el
procedimiento descrito en el apartado 2.2 de Métodos. Mediante la utilizacién del
citémetro de flujo FACScan (Becton-Dickinson, Sunnyvale, Ca), equipado con un
laser de argén de 15 mW, se llevé a cabo el estudio a nivel celular del contenido y
distribucion del DNA. Este pardmetro se considera de gran utilidad para determinar la
cito y genotoxicidad de los xenobidticos (23). Las células se analizaron utilizando un
test suministrado por Bio-Rad basado en los métodos de Vindelov ez al (129) y Pellic-
ciari et al (91).

2.6. Determinacion de la lactato deshidrogenasa (LDH)

La determinacién de la lactato deshidrogenasa se realizé en muestras del cultivo y
del sobrenadante recogidas a distintos tiempos (3, 18 y 24 horas) tras la incubacién de
los hepatocitos con CsA.

La actividad de este enzima (EC 1.1.1.27.), como pardmetro de dafio irreversible
de la membrana y muerte celular, se determiné espectrofotométricamente en el medio
de cultivo y en el interior celular midiendo la disminucién de la densidad optica a 340
nm, producida por la oxidacién del NADH a NAD* en la reaccién de reduccién del
piruvato a lactato (11).

2.7. Determinacién de proteinas

Las proteinas se evaluaron por el método de Bradford (14) utilizando albimina de
suero bovino como patrén y reactivo de Coomasie. Este método se basa en la reaccion,
por fuerza i6nica, entre grupos sulfonados 4cidos presentes en el azul Coomasie y
grupos amino libres presentes en aminodcidos bésicos, principalmente arginina, lisina
e histidina, de las proteinas. Los cambios de absorbancia a 620 nm son directamente
proporcionales a la concentracién de protefna.
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2.8. Aislamiento de RNA y analisis por Northern-blot de enzimas
antioxidantes

El RNA total de 2x10° hepatocitos se extrajo siguiendo el método de tiocianato
guanidina (19). Tras la electroforesis en gel de agarosa al 0,9% con 0,66M de formal-
dehido, el RNA se transfiri6 a membranas Gene Screen TM, determinando los niveles
de mensajero utilizando los cDNA de Mn-, Cu,Zn-SOD y catalasa marcados con a*’P-
dCTP mediante el kit de multiprimer DNA-labeling. La cuantificacién de las peliculas
se llevé a cabo mediante densitometria utilizando como sonda de normalizacién la
ribosomal 18S rRNA.

2.12. Métodos estadisticos

Los valores presentados son la media + el error estdndar de la media (SEM) de los
resultados obtenidos en ensayos realizados por duplicado o cuadruplicado de un ndme-
ro variable de experimentos que se especifican en cada caso. Las comparaciones se
efectuaron mediante el andlisis de la t de Student. La significacién estadistica se esta-
bleci6 en términos de toxicidad frente a los respectivos controles (a) y en términos de
estadio adulto frente a joven (b), y se definié como p < 0,005.

3. RESULTADOS

3.1. Efectos citotoxicos de la ciclosporina A en cultivos primarios
de hepatocitos aislados de ratas de 2 y 6 meses

La liberacién de enzimas citoplasmaticos por parte de las células dafiadas al medio
de cultivo ha demostrado ser un método muy ttil para la evaluacién de la toxicidad en
cultivos primarios, que se basa en la capacidad de la membrana plasmatica de retener
los enzimas celulares. Este es el caso de la lactato deshidrogenasa (LDH), enzima
exclusivamente citosdlico, cuya liberacion al medio de cultivo tras la exposicién a
xenobidticos se relaciona directamente con la ruptura de la membrana plasmaética,
fenémeno caracteristico de la muerte celular por necrosis.

Muestras de 2 x 10° de hepatocitos, aislados de ratas de 2 y 6 meses, se suspen-
dieron y cultivaron en 3 ml de DMEM con concentraciones crecientes de ciclosporina
A (0 - 50 uM) midiendo las variaciones experimentadas en la actividad de la LDH en
el medio al cabo de 3, 18 y 24 horas de incubacién. Como puede observarse en los
resultados obtenidos en la Tabla 1, el efecto citotéxico se incrementa a medida que
aumenta la concentracién de la CsA y el tiempo de incubacién. Ello produce en ambas
edades un incremento de la liberacion de LDH al medio, de modo que el efecto
citotéxico resulté ser dependiente tanto de la dosis como del tiempo de incubacién.

A las 3 horas de incubacién, no se detectaron diferencias significativas respecto al
control en ninguna de las dos edades. A las 18 horas, en hepatocitos de rata de 2 meses
no se modificé esta situacién, pero en los de 6 meses se registraron diferencias esta-
disticamente significativas a partir de la concentracién de 5 uM que alcanzaron a 50
uM valores de un 42,9% frente a un 19,6% del control correspondiente. En este mismo
periodo de incubacién, se observaron diferencias significativas entre ambas edades
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CsA 3 horas 18 horas 24 horas

(uM) 2 meses 6 meses 2 meses 6 meses 2 meses 6 meses
0 6,0+ 04 7,806 123+09 19618 16209 198 1,2
0,5 6,4 £ 0,5 77 +0,7 143 +1,6 28,0=+30° 213+1,9 314=x4,1
1 6,7 £ 0,5 79+08 169+ 18 302 =+32" 223+20 371 x9®
5 6,7 £ 0,6 79+ 0,7 192+ 18 373+ 3,3" 250+ 20 389 +3,2®
10 6,9 + 0,5 82+09 17,6+ 1,7 374 3,5 294 + 23" 42,0 + 3,9®
25 7,0 £ 0,6 9,0+ 0,7 182+ 1,7 423 + 3,9° 321 + 2,8 44,9 + 4,0
50 7,1 £ 0,8 9,0+ 0,9 194 20 42,9 + 43® 335+ 3,0° 45,5 + 4,0

TaBra 1. Liberacion de LDH al medio de cultivo. La actividad de la lactato deshidrogenasa

se determiné en el medio de cultivo, tomando muestras a las 3, 18 y 24 horas de incubacion

con las distintas concentraciones de CsA. Los valores obtenidos se expresan como porcentaje

de actividad del enzima liberado al medio. Los resultados son media de tres placas proceden-

tes de tres experimentos representativos. p<0,005 (“ diferencias significativas versus control;
b diferencias significativas versus 2 meses).

desde la concentracion de 0,5 uM (28,0 + 3,0 versus 14,3 + 1,6, p<0,005 en hepatocitos
de rata de 6 y 2 meses respectivamente) hasta la concentracién de 50 uM (42,9 + 4,3
frente a 19,4 + 2,0 p<0,005). A las 24 horas de incubacién, tanto los hepatocitos
procedentes de ratas de 2 meses como los de ratas de 6 meses, mostraron diferencias
significativas frente a sus controles respectivos a partir de las concentraciones de 10
y 1 uM respectivamente. L.a comparacién de los datos obtenidos de hepatocitos de ratas
adultas frente a los de animales jovenes, mostré diferencias significativas desde la
concentracién de 1 uM (37,1 = 3,9 frente 22,3 + 2,0, p<0,005) disminuyendo esta
diferencia a la concentracién de 50 uM (45,5 + 4,0 frente a 33,5 = 3,0).

En vista de estos resultados, consideramos las 24 horas como el tiempo idéneo de
cultivo (Figura 1) que permite detectar con mayor amplitud las diferencias dependien-
tes tanto de la dosis como de la edad, capacitdndonos para estudiar comparativamente
el mecanismo de toxicidad y las alteraciones en la funcién celular inducidas por dicho
farmaco durante el desarrollo.

Como la liberacién de la LDH al medio implica la ruptura de la membrana celular,
realizamos un estudio morfolégico por microscopia confocal. En la Figura 2 se observa
que las células de los cultivos control, tanto de 2 como de 6 meses, presentan la
membrana citoplasmatica integra y muestran tendencia a agruparse y a adquirir forma
poligonal para simular la estructura originaria del parénquima hepético, mientras que,
las células incubadas con CsA 50 pM aparecen redondeadas y aisladas mostrando una
pérdida de la integridad celular. Hay que destacar que la intensidad de las alteraciones
es mayor en el cultivo celular procedente de ratas adultas.

3.2. Produccion de especies reactivas de oxigeno en cultivo primario
de hepatocitos de ratas jovenes y adultas incubados en presencia
de ciclosporina A

Para investigar la causa de las diferencias en la intensidad del efecto citotéxico de
la ciclosporina A puestas de manifiesto al medir la liberacién de enzimas citosélicos
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LDH en el medio (% del total)
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Concentracion CsA (uM)

© 2 meses * 6 meses

Ficura 1. Efectos citotéxicos de la ciclosporina A en hepatocitos aislados de ratas de2y6

meses. Los hepatocitos en cultivo primario se incubaron con concentraciones crecientes de

CsA durante 24 horas. Después del tratamiento, la citotoxicidad se evalud midiendo el por-

centaje de liberacion de lactato deshidrogenasa al medio de cultivo. Los resultados son media

de tres placas procedentes de tres animales distintos. p<0,005 (* diferencias significativas
versus control; U diferencias significativas versus 2 meses).

al medio, se procedi6 a evalular la produccién de especies reactivas de oxigeno por las
células al ser este uno de los mecanismos desencadenantes de la hepatotoxicidad del
farmaco. La generacion de estas especies se determind por técnicas de citometria de
flujo y microscopia confocal. Las especies reactivas de oxigeno, anién superoxido,
peréxido de hidrégeno y radical hidroxilo, pueden ser generadas por diversas vias
durante el metabolismo de numerosos xenobiéticos. Tanto el O,” como el H,O, presen-
tan una reactividad muy limitada, de modo que su importancia reside en la posibilidad
de producir el ‘OH, altamente reactivo, con la participacion de metales de transicion.

La produccién de estas especies reactivas de oxigeno se valoré en los hepatocitos
de ambas edades incubados durante 24 horas con concentraciones crecientes de CsA
(0-50 uM). Para ello se utilizaron los fluorocromos hidroetidina (HE), especifica para
radical superdxido, y la 2' 7'-diclorodihidrofluorescina diacetato (DCFH-DA), altamen-
te sensible en la deteccién del peréxido de hidrégeno y otros peroxidos.

Para comprobar los resultados registrados citométricamente, se procedi6 a visuali-

zar por imagen la produccién de superéxido y perdxidos utilizando la microscopia
confocal. Las aplicaciones de la microscopia confocal son las mismas que las de la
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Fiura 2. Alteracion de la morfologia celular inducida por la CsA en hepatocitos de rata de

2y 6 meses. Los hepatocitos control e incubados con una concentracién 50 uM de CsA se

observaron por microscopia. (A) Control 2 meses; (B) CsA 50 uM 2 meses; (C) Control
6 meses; (D) CsA 50 uM 6 meses.
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microscopia de fluorescencia, la de campo claro o la de contraste de fases, con la
ventaja del aumento de resolucion y la capacidad de incrementar los contrastes sin
disminuir dicha resolucién. Se sigui6 el procedimiento que se detalla en el capitulo de
Material y Métodos, escaneando las células una sola vez con el laser, ya que la DCFH
es tan sensible a la oxidacién que la exposicion més continuada a la luz laser puede
inducir fotooxidacién, dando como resultado una fluorescencia incrementada (Mattson

et al, 1995).

3.2.1. Niveles de peréxido de hidrégeno

La DCFH-DA es un compuesto que una vez incorporado a las células sufre un
proceso de desacetilacion por esterasas intracelulares y posteriormente es oxidado por
peréxidos celulares para generar el compuesto fluorescente 2',7'-diclorofluorescina
(DCF). La intensidad de fluorescencia de la DCF es un indice de la cantidad de
peréxidos (H,0, y peréxidos de bajo peso molecular) en el interior de las células.

Los resultados obtenidos por citometria de flujo, en hepatocitos de rata de 2y6
meses, se muestran en las Figuras 3 y 4 respectivamente, donde se pueden observar los
histogramas de un experimento representativo en los que se representa en abcisas la
intensidad relativa de fluorescencia emitida por la diclorofluorescina frente al nimero
de células en ordenadas. La Tabla 2 recoge el analisis cuantitativo de los mismos
experimentos. La cuantificacion muestra, tanto en hepatocitos de ratas jovenes como
de adultas, que la produccién global de peréxidos aumenta sgnificativamente a concen-
traciones bajas y medias (de 0,5 a 10 uM), y disminuye a dosis elevadas (25 y 50 uM).
Sin embargo, atendiendo Gnicamente a los valores de intensidad de fluorescencia de
células DCF positivas, se observa, en hepatocitos de ambas edades, como la produc-
cién de peréxidos aumenta de forma paralela a la concentracién de CsA. Aunque el
perfil descrito para ambas edades es similar, existen diferencias en la produccién
global de peréxidos respecto a la edad, ya que en hepatocitos de rata de 2 meses
aumenta mds intensamente a bajas concentraciones (0,5 y 1 uM) para disminuir a partir
de 5 uM, mientras que el aumento es progresivo y sostenido hasta concentraciones de
10 uM para disminuir, a las concentraciones mas elevadas de CsA (25 y 50 uM). Los
cambios registrados fueron mds marcados en ratas de 6 meses.

En las Figuras 5 y 6 se muestran las fotograffas obtenidas por microscopia confocal
al incubar con diclorofluorescina diacetato y yoduro de propidio durante 30 minutos,
las células de ratas de 2 y 6 meses previamente incubadas con CsA durante 24 horas.
Las fotograffas A, B, C y D corresponden a concentraciones de CsA de 0, 5, 25y
50 uM respectivamente. En principio podemos apreciar, por la sefial correspondiente
al yoduro de propidio, que las c€lulas de los cultivos, tanto de ratas de 2 como de 6
meses, tratados con las concentraciones mds altas de ciclosporina A, principalmente 25
y 50 uM, aparecen teflidas con mds intensidad (fluorescencia roja), indicando que en
estas condiciones aparece una mayor proporcién de células muertas frente a los con-
troles sin CsA y frente a células tratadas con dosis menores de la droga.

Comparando las figuras relativas a las dos edades ensayadas (2 y 6 meses) se
aprecia que la proporcién de células muertas a elevadas concentraciones de CsA, es
mayor en cultivos de rata adultas. Por otra parte, la sefial correspondiente a la diclo-
rofluorescina (fluorescencia verde) nos indica que en ambas edades la presencia de
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FIGURA 3. Andlisis citométrico de los niveles de perdxidos en hepatocitos de rata de 2 meses.

Los hepatocitos tratados con CsA durante 24 horas se incubaron con DCFH-DA durante 30

min, analizdndose las diferentes muestras por citometria de Slwjo. Se muestran los histogramas

de un experimento representativo de las células tratadas con (1) 0, (2) 0,5, (3) 1, (4) 5,
(5) 10, (6) 25 y (7) 50 uM de CsA.

peroxidos en las células es mds abundante a medida que se incrementa la concentracién
del farmaco. Sin embargo, a las concentraciones més elevadas de CsA (25 y 50 uM)
la sefial global de la DCF disminuye coincidiendo con el aumento de la sefial de
yoduro de propidio, lo que indica un aumento de la relacién de células muertas (con-
centraciones téxicas de la droga). En estas tltimas, los hepatocitos muestran una in-
tensidad de fluorescencia més baja, indicando que la produccién global de peréxidos
es menor, dato corroborado por citometria de flujo. Sin embargo, algunas células
aparecen fuertemente tefiidas con el fluorocromo que son las detectadas por citometria
como DCF positivas de elevada intensidad de emisién (2098,6 + 200.8 y 2149,6 +
158,9 para hepatocitos de rata de 2 y 6 meses respectivamente).
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FiGura 4. Andlisis citométrico de los niveles de perdxidos en hepatocitos de rata de 6 meses.
Los hepatocitos tratados con CsA durante 24 horas se incubaron con DCFH-DA durante 30
min, analizandose las diferentes muestras por citometria de flujo. Se muestran los histogramas
de un experimento representativo de las células tratadas con (1) 0, (2) 0,5, (3) 1, (4) 5,
(5) 10, (6) 25 y (7) 50 uM de CsA.

3.2.2. Niveles de radical superdxido

La hidroetidina es un derivado hidrogenado del etidio capaz de atravesar la mem-
brana de células vivas y que pesenta fluorescencia azul en el citoplasma. Esta fluores-
cencia azul pasa a roja cuando el fluorocromo se intercala en el DNA tras sufrir una

deshidrogenacién ocasionada por el radical superéxido.

En la Figuras 7 y 8 se muestran los histogramas de un experimento representativo,
correspondientes a cultivos de hepatocitos de ratas jévenes y adultas, obtenidos por
citometria de flujo. La Tabla 3 recoge el andlisis cuantitativo de los mismos experi-
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Con;;ng;‘cién Intensidad media células DCF (+) Intensidad media global
(uM) 2 meses 6 meses 2 meses 6 meses
0 1182,9 + 123,3  1258,3 + 146,3 638,2 = 59,2 884,2 + 95,2°
0,5 1580,3 £ 143,3*  1396,7 + 102,0 12622 + 133,4* 976,6 + 114,8°
1 1780,2 + 166,8* 1568,8 + 93,1  1263,8 + 125,8° 978,5 + 124,7°
5 1620,0 = 173,8" 1730,6 + 137,8° 1182,1 + 102,1* 1028,8 = 98,1°
10 1515,8 + 158,4* 2054,7 + 153,1" 11222 + 95,0 1220,8 = 102,3*
25 1680,3 + 181,4" 2151,8 + 162,2® 935,3 + 100,8 852,2 £ 71,0
50 2098,6 + 200,8* 2149,6 + 158,9*°  920,6 + 105,8 644,2 + 82,2

TaBLa 2. Andlisis citométrico de los niveles de peréxidos en hepatocitos de rata de 2 y 6

meses. Intensidad relativa de fluorescencia de la DCF como medida de la produccion de

peroxidos por las células tratadas con las diferentes dosis de CsA. Los resultados son media

de dos placas tomadas de tres experimentos representativos. p<-0,005 (“ diferencias significa-
tivas versus control; * diferencias significativas versus 2 meses).

mentos. En las dos edades ensayadas se observa, que tanto la produccién global de
radical superéxido como sus niveles en células HEt positivas van disminuyendo a
medida que aumenta la concentracién de ciclosporina A, siendo significativa esta dis-
minucion a partir de 5 uM en cultivos de hepatocitos de rata de 6 meses, y a partir de
25 uM en los de 2 meses.

Las Figuras 9 y 10 muestran las fotografias obtenidas por microscopia confocal tras
un proceso de incubacién con HEt durante 30 minutos de los cultivos previamente
incubados durante 24 horas con CsA. Las fotografias A, B, C y D se corresponden con
las concentraciones de 0, 5, 25 y 50 uM de ciclosporina A, respectivamente. En los
cultivos de ambas edades, se aprecia que la sefial correspondiente al HEt oxidado
(fluorescencia roja) va perdiendo intensidad con el aumento de la concentracién del
farmaco, para llegar a un minimo de emisién a 50 UM coincidiendo con la mayor
proporcién de células muertas (células de tonalidad oscura-negra).

3.3. Estudio de los sistemas de defensa antioxidante en la citotoxicidad
de la ciclosporina A durante el desarrollo

Después de comprobar que la generacién de especies reactivas de oxigeno en los
cultivos de hepatocitos de animales de 6 meses tratados con ciclosporina A es superior
a la de 2 meses, y para profundizar en la relacién de la hepatotoxicidad de la droga
con dicha produccién, se procedi6 a determinar los cambios sufridos en la expresion
y actividad de los mensajeros de enzimas implicados en la respuesta de la célula frente
al estrés oxidativo. En este trabajo se registran las variaciones observadas en los en-
zimas superdxido dismutasa (CuZn-SOD y Mn-SOD) y catalasa. Todos ellos protegen
a las células de los efectos lesivos de las especies reactivas de oxigeno, la SOD
eliminando al radical O, y la catalasa haciendo disminuir los niveles de H,0,.
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FIGURA 5. Niveles de peréxidos en hepatocitos de rata de 2 meses analizados por microscopia
confocal. Imdgenes obtenidas al incubar las células con IP 'y DCFH-DA durante 30 min,
tratadas con (A) 0, (B) 5, (C) 25 y (D) 50 uM de ciclosporina A.
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FiGura 6. Niveles de peréxidos en hepatocitos de rata de 6 meses analizados por microscopia
confocal. Imdgenes obtenidas al incubar las células con IP y DCFH-DA durante 30 min,
tratadas con (A) 0, (B) 5, (C) 25 y (D) 50 uM de ciclosporina A.
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FiGura 7. Andlisis citométrico de los niveles de superéxido en hepatocitos de rata de 2 meses.

Los hepatocitos tratados con CsA durante 24 horas se incubaron con HE! durante 30 min,

analizdndose las diferentes muestras por citometria de flujo. Se muestran los histogramas de

un experimento representativo de las células tratadas con (1) 0, (2) 0,5, (3) 1, (4) 5, (5) 10,
(6) 25 y (7) 50 uM de CsA.

3.3.1. Expresion génica de la Mn-SOD y la CuZn-SOD

La SOD es una familia de metaloenzimas con diferentes grupos prostéticos que
actdan pretegiendo a la célula del radical superéxido, ya que catalizan su transforma-
cion para dar H,0, y O,. En este trabajo se ha determinado la expresion de las dos
isoenzimas, la Mn-SOD y la CuZn-SOD.
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Fiura 8. Andlisis citométrico de los niveles de superéxido en hepatocitos de rata de 6 meses.
Los hepatocitos tratados con CsA durante 24 horas se incubaron con HEt durante 30 min,
analizdndose las diferentes muestras por citometria de flujo. Se muestran los histogramas de
un experimento representativo de las células tratadas con (1) 0, (2) 0,5, (3) 1, (4) 5, (5) 10,
(6) 25y (7) 50 uM de CsA.

La Figura 11 muestra el andlisis por Northern blot y la cuantificacién por densi-
tometria, de la expresién de la Mn-SOD en cultivos primarios de hepatocitos de rata
de 2y 6 meses expuestos a dosis crecientes de CsA desde 0 a 50 uM durante 24 horas.

En los cultivos de hepatocitos de rata de 2 meses, podemos observar que los
niveles de mRNA de la Mn-SOD experimentan un aumento significativo a partir de la
concentracién de 5 uM, llegando a incrementarse hasta un 270% a la concentracién de
50 uM. Por otra parte, en los cultivos de hepatocitos de rata adulta, la incubacién con
ciclosporina provocé modificaciones en los niveles del mensajero de la Mn-SOD te-
niendo lugar un aumento siginificativo a concentraciones elevadas del farmaco (25 y
50 uM). Comparando los niveles del transcrito de Mn-SOD en las dos edades, se
observa como éstos son siempre mds elevados en ratas adultas alcanzando diferencias
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Concentracion Intensidad media células HEt (+) Intensidad media global
de CsA
(uM) 2 meses 6 meses 2 meses 6 meses
0 315,1 = 33,2 369,4 + 35,2° 302,7 = 28,6 351,4 = 41,1
0,5 311,8 + 28,6 340,9 + 42,9 300,3 + 23,7 323,5 £ 353
1 3245 £ 28,8 316,2 + 43,5 312,6 = 36,2 2964 = 34,0
5 301,7 = 37,2 304,4 + 33,8" 287,8 £ 26,7 282,8 = 36,8"
10 295,1 = 26,3 308,3 = 31,7° 275,5 = 30,1° 2914 += 34,7°
25 283,5 = 30,0" 289,8 + 34,9° 266,3 + 27,2" 2734 = 329"
50 266,8 + 24.,8" 291,5 + 30,2° 2532 + 31,3" 2749 + 38,0"

TabLA 3. Andlisis citométrico de los niveles de superdxido en hepatocitos de rata de2y6

meses. Intensidad relativa de fluorescencia del etidio como medida de la produccion de supe-

réxido por las células tratadas con las diferentes dosis de CsA. Los resultados son media de

dos placas tomadas de tres experimentos representativos. p<0,005 (* diferencias significativas
versus control; © diferencias significativas versus 2 meses).

significativas en varios puntos (control, 1, 5, 10, 25, 50 uM), sin embargo si compa-
ramos la magnitud de los incrementos en ambas edades, vemos como ésta es mayor en
hepatocitos de rata joven, alcanzando un incremento de un 270% frente al 217% de

hepatocitos de rata adulta.

La Figura 12 muestra el andlisis por Northern blot y la cuantificacién por densi-
tometria, de la expresién de la CuZn-SOD en cultivos primarios de hepatocitos de ratas
j6venes y adultas incubados con CsA durante 24 horas.

Por los datos obtenidos por densitometria, podemos observar que tanto en los
cultivos procedentes de ratas jévenes como adultas, la expresién de la CuZn-SOD
aumenta paralelamente con la dosis de CsA, para alcanzar valores significativos a
partir de concentraciones de 50 y 25 uM para hepatocitos de rata de 2 y 6 meses
respectivamente. Al igual que en la Mn-SOD, los niveles del mensajero de CuZn-SOD
fueron mayores, en todas las condiciones del cultivo, en hepatocitos de rata adulta,
siendo significativa la diferencia en todas las concentraciones. Sin embargo, la mag-
nitud del incremento volvié a ser superior en hepatocitos de rata joven (279%) frente
a los de rata adulta (203%).

3.3.2. Expresion génica de la catalasa

La catalasa es el enzima encargado de eliminar el H,0, de la célula para producir
H,0 y O,. Tras exponer los cultivos de hepatocitos aislados de ratas de 2 y 6 meses
a concentraciones de ciclosporina A de 0, 0,5, 1, 5, 10, 25 y 50 pM, se procedié a
realizar el andlisis por Northern blot de los niveles del transcrito del mismo enzima.
Tanto el Northern blot como su cuantificacién densitométrica se muestran en la Figu-

ra 13.
Podemos observar, como la incubacién de las células parenquimales hepdticas con

concentraciones crecientes de CsA provoca, tanto en cultivos de ratas jovenes como de
adultas, un incremento en la expresion de la catalasa, pero mientras que en hepatocitos
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FIGURA 9. Niveles de radical superdxido en hepatocitos de rata de 2 meses analizada por
microscopia confocal. Imdgenes obtenidas al incubar las células con HEt durante 30 min,
tratadas con (A) 0, (B) 5, (C) 25 y (D) 50 uM de ciclosporina.
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Ficura 10. Niveles de radical superoxido en hepatocitos de rata de 6 meses analizada por
microscopia confocal. Imdgenes obtenidas al incubar las células con HEt durante 30 min,
tratadas con (A) 0, (B) 5, (C) 25 y (D) 50 uM de ciclosporina.
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Ficura 11. Andlisis por Northern blot del mRNA de la Mn-SOD en hepatocitos de rata
tratados con concentraciones crecientes de CsA. El Panel 1 muestra un Northern blot repre-
sentativo de tres experimentos realizados en cultivos porcedentes de tres animales distintos. 20
ug de RNA total se hibridaron con el cDNA de la Mn-SOD marcado con a-"’P utilizando como
sonda de normalizacion el rRNA 18S. (1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7 corresponden a 0, 0,5, 1, 5, 10, 25
y 50 uM, respectivamente). El Panel 2 muestra el andlisis cuantitativo de dichos mRNAs
mensajeros. p<0,005 (“ diferencias significativas versus control; ° diferencias significativas
versus 2 meses).

de rata adulta este aumento no fue significativo en ninguna concentracioén, en hepato-
citos de rata joven la diferencia respecto al control fue significativa a 50 uM de CsA.
Los niveles de mensajero fueron siempre mayores en hepatocitos de rata de 6 meses,
pero no llegando a ser significativa la diferencia en ningtin caso. Al igual que ocurre
en las otras dos enzimas antioxidantes estudiadas, la magnitud del incremento fue
mayor en ratas jovenes (160%) que en ratas adultas (130%).

3.4. Analisis del ciclo celular en hepatocitos de rata de 2 y 6 meses tratados
con CsA
Debido a que durante el desarrollo se produce una modificacién en la distribucién

de las poblaciones de hepatocitos comprometidas en las distintas fases del ciclo celular
(102) estudiamos si el efecto citotoxico de la CsA influia sobre estas variaciones.
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Ficura 12.  Andlisis por Northern blot del mRNA de la CuZn-SOD en hepatocitos de rata
tratados con concentraciones crecientes de CsA. El Panel 1 muestra un Northern blot repre-
sentativo de tres experimentos realizados en cultivos porcedentes de tres animales distintos. 20
ug de RNA total se hibridaron con el cDNA de la CuZn-SOD marcado con a-*’P utilizando
como sonda de normalizacion el rRNA 18S. (1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7 corresponden a 0, 0,5, 1, 5,
10, 25y 50 uM, respectivamente). El Panel 2 muestra el andlisis cuantitativo de dichos mRNAs
mensajeros. p<0,005 (“ diferencias significativas versus control; ° diferencias significativas
versus 2 meses).

3.4.1. Andlisis del contenido del DNA genomico por citometria de flujo

Las muestras de cultivos de hepatocitos de ratas de 2 y 6 meses incubados durante
24 horas con diferentes concentraciones de CsA, se procesaron y analizaron en base a
su contenido en DNA. En las Figuras 14 y 15 se muestran los histogramas donde se
representa el contenido de DNA en abcisas, evaluado por la fluorescencia del yoduro
de propidio, frente al nimero de células en ordenadas, procedentes de animales de 2
y 6 meses, respectivamente. El andlisis cuantitativo de cada histograma se muestra en
la Tabla 4, donde se muestra el porcentaje de las poblaciones diploides (2C), tetraploi-
des (4C), octoploides (8C), S, y S,.

Coincidiendo con resultados previos de nuestro grupo (103), los cultivos de hepa-

tocitos control muestran durante el desarrollo (de 2 a 6 meses) una tendencia hacia la
poliploidizacién, caracterizada por un descenso a un 45% de los hepatocitos con con-
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Figura 13.  Andlisis por Northern blot del mRNA de la catalasa en hepatocitos de rata
tratados con concentraciones crecientes de CsA. El Panel 1 muestra un Northern blot repre-
sentativo de tres experimentos realizados en cultivos porcedentes de tres animales distintos. 20
ug de RNA total se hibridaron con el cDNA de la catalasa marcado con o-P utilizando como
sonda de normalizacion el rRNA 18S. (1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7 corresponden a 0, 0,5, 1, 5, 10, 25
y 50 uM, respectivamente). El Panel 2 muestra el andlisis cuantitativo de dichos mRNAs
mensajeros. p<0,005 (“ diferencias significativas versus control; ° diferencias significativas
versus 2 meses).

tenido diploide (de un 48,0 + 5,1 a un 21,7 + 2,6; p<0,005) a favor de un incremento
de los hepatocitos con contenido tetraploide (127%) y octoploide (1050%) (de 46,2 +
3,8 aun 58,7 + 4,6 y de 0,6 = 0,09 a 6,3 £ 0,7, respectivamente). Cabe destacar el
incremento significativo (616%) que se verifica en la apoptosis en muestras de 6 meses
frente a las de 2 meses (7,4 + 0,8 versus 1,2 = 0,2 p<0,005).

Respecto a los cultivos tratados con CsA, los datos muestran que al aumentar la
concentracion del farmaco se produce un descenso de la proporcién de hepatocitos con
dotacién diploide con un paralelo incremento de las células tetraploides. Estas modi-
ficaciones, aunque se producen tanto en células de animales jévenes como en las de
los adultos, son mas acusadas en estos Gltimos (reduccién a un 38% en células 2C e
incremento a un 131% en 4C en hepatocitos de rata de 6 meses, frente a la reduccién
aun 86% en 2C e incremento a un 108% en 4C para hepatocitos de rata de 2 meses),
siendo ademads significativo, respecto al control, tanto el descenso de células 2C desde
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FiGura 14. Andlisis del contenido del DNA por citometria de flujo en hepatocitos de rata de

2 meses. Las células tratadas con CsA se tripsinizaron y trataron segiin las indicaciones del

kit kinesis 50 para determinacion del ciclo celular. Se muestran los histogramas de un expe-

rimento representativo correspondientes a las células tratadas con (1) 0, (2) 0,5, (3) 1, (4) 5,
(5) 10, (6) 25 y (7) 50 uM de CsA.

concentraciones de 10 uM como el incremento de 4C desde 5 uM para los hepatocitos
de ratas adultas, mientras que en los de ratas jovenes, ni el descenso ni el incremento,
fue significativo a ninguna concentracién. Por otra parte, se observa en todas las
concentraciones, como la proporcién de células 2C es significativamente menor, asi
como la proporcién de células 4C es significativamente mayor, en hepatocitos de ratas
adultas respecto a las jovenes.

La cuantificacién del pico hipodiploide, revelé que a bajas dosis de CsA (hasta
1 uM), se producia un descenso del porcentaje de células con dotacién <2C, tanto en
hepatocitos de ratas jévenes como adultas, pero con la diferencia de que el descenso
sélo fue significativo en estos dltimos (de 7,4 + 0,8 a 0,9 0,1). A partir de la concn-
tracién de 1 puM, se verificé un aumento de la proporcién de células <2C en ambas
edades, llegando a un 4,3 £ 0,5 y a un 6,5 = 0,5, a la concentracién de 50 uM, en
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Ficura 15.  Andlisis del contenido del DNA por citometria de flujo en hepatocitos de rata de

6 meses. Las células tratadas con CsA se tripsinizaron y trataron segin las indicaciones del

kit kinesis 50 para determinacién del ciclo celular. Se muestran los histogramas de un expe-

rimento representativo correspondientes a las células tratadas con (1) 0, (2) 0,5, (3) 1, (4) 5,
(5) 10, (6) 25 y (7) 50 uM de CsA.

hepatocitos de rata de 2 y 6 meses respectivamente. Hay que destacar, que aunque el
incremento de células <2C desde la concentracién de 1 uM fue mayor en hepatocitos
de ratas de 6 meses (de 0,9 = 0,1 a 6,5 = 0,5) que en los de rata de 2 meses (de 0,7
£ 0,1 a 4,3 £0,5), en estos dltimos, el valor de 4,3 + 0,5 fue muy superior al valor
del control (1,2 + 0,2), hecho que no ocurre en hepatocitos de ratas adultas (6,5 + 0,5
a 50 uM frente a 7,4 + 0,8 del control).

Atendiendo a los valores de células comprometidas en fase de sintesis S,, no se
produjeron diferencias significativas respecto al control en ninguna de las dos edades,
ni tampoco respecto a la edad. Sin embargo, en la fase S,, en los cultivos de hepato-
citos de rata de 6 meses, se observé un significativo descenso respecto al control a
partir de la concentracién 1 uM. Ademds, en esta fase S,, aparecieron diferencias
significativas respecto a la edad en los controles y en los cultivos tratados con 0,5 uM
de CsA.
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CsA 2 meses
(uM) < 2C 2C S, 4C S, 8C
0 12 +02 480+51 26=+x02 46238 1,7+0,2 0,6 0,09
0,5 09 +0,1 48747 26=+04 46050 1,3+02 0,5=0,06
1 0,7+ 0,1 46,8 +48 23+03 483 +«58 14+03 0,5=+0,08
5 1,0+ 02 46,0«57 21+02 491 +33 13«01 0,5=«0,05
10 1,1 +02 459 +58 2503 490+42 1,0+03 0,7=«0,11
25 2,7 +03" 437 «37 26x04 490+43 14+02 0,6=+0,07
50 43 + 05 415+59 23«05 500+39 1,1+02 0,8=+0,13
B
CsA 6 meses
(uM) < 2C 2C S, 4C S, 8C
0 7.4+ 0,8 21,7 +26" 21+02 587 +46" 38«04 6307
0,5 6,5+ 0,5 225+1,9 18+02 59760 40=+09 5503
1 0,9 +0,1* 151+ 14" 19+03 745+78 24=+03 40=+04"
5 1,1 03" 149 +0,7° 2002 767+ 64‘b 1,4 +0,2" 39 =+0,2°
10 Ll £02* 132+ 1,6 1,8+0,2 781=+6,5 1,6=+02" 420,
25 3,1 £ 0,6 12,6 1,5dh 1,7+03 765+ 67" 1,4+03 47 + 0,6
50 65+05 82+10° 20=+01 77,0+67° 1803 45=+03"

TaBLA 4. Porcentaje de distribucion del DNA analizado por citometria de flujo. (A) Cuanti-

ficacién de los histogramas mostrados en la Figura 14 (B) Cuantificacion de los histogramas

mostrados en la Figura 15. Los resultados son media de dos placas tomadas de tres experi-

mentos representativos. p<0,005 (“ diferencias significativas versus control; ° diferencias
significativas versus 2 meses).

La fraccién de células con dotacién 8C, no sufrié variaciones significativas respec-
to al control en los cultivos de hepaticitos de rata de 2 ni de 6 meses, aunque en estos
dltimos se observé un ligero descenso. En todas las concentraciones, el porcentaje de
células 8C fue significativamente mayor en cultivos de ratas adultas frente a ratas

jovenes.

2 meses 6 meses
CsA
M % 2C % apoptdticas % 2C % apoptdticas
(1M) PCNA () PCNA (+) PCNA (=) PCNA (+)
0 114 + 1,1 0,28 = 0,04 17,9 + 1,0° 0,97 + 0,12°
0,5 8,2 = 0,9 0,30 = 0,03 17,0 + 1,6° 0,76 + 0,08"
1 6,2 = 0,7° 0,29 + 0,07 6,0 + 0,8° 0,11 + 0,05%
5 5,2 + 0,8 0,73 = 0,08° 5,3 + 0,5° 0,76 = 0,09
10 5,5 + 0,6 1,09 £ 0,12° 42 + 04" 0,86 = 0,14
25 3,4 +0,3° 1,70 = 0,13* 3,1 +0,2° 1,76 = 0,18"
50 3,0 £ 0,3* 2,81 = 0,31° 2,2 £ 0,2° 4,87 + 0,51

TaBLA 5. Porcentaje de células analizadas por citometria de flujo con el kit Kinesis-PCNA

en hepatocitos de rata de 2y 6 meses. Los resultados se expresan en unidades arbitrarias de

Sfluorescencia y son media de dos placas tomadas de tres experimentos representativos. p<0,005
(“ diferencias significativas versus control; ° diferencias significativas versus 2 meses).
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3.4.2. Niveles del antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA)

Los cambios observados en la ploidia y distribucién del DNA nos llevaron a con-
siderar que la CsA en cultivo primario de hepatocitos, inducia un descenso en la
proporcién de cé€lulas con dotacién diploide (2C) unido a un aumento paralelo de la
fraccién de células tetraploides (4C). Este perfil descrito, aparece en algunos procesos
de proliferacién, pero acompafiado ademas de un aumento de la proporcién de células
en fases de sintesis. En nuestro caso, utilizando el método de tincién de DNA con
yoduro de propidio, no se pudo detectar con claridad que la CsA provocara un aumento
significativo de la fraccion de hepatocitos en fase S, por ello y para esclarecer el
efecto de la CsA decidimos estudiar los niveles del antigeno nuclear de proliferacién
celular (PCNA). El PCNA, como su nombre indica, es especifico de células prolife-
rantes, aunque no puede considerarse como marcador de la fase de sintesis del DNA,
ya que su degradacién no es inmediata después de que la célula supere la fase S,
pudiéndose detectar en fase G, y M (2), asi como en fase G,, debido a que su expresioén
se produce al final de esta fase. A pesar de ello, el PCNA se considera en la actualidad
uno de los mejores marcadores de proliferacién celular (91).

Siguiendo el protocolo descrito en el apartado 2.5 de Material y Métodos, se
obtuvieron por citometria de flujo, los datos que aparecen en la Tabla 5. Segtin estos
valores, se observa como la proporcién de hepatocitos en estado quiescente, conside-
rando ésta como células 2C PCNA negativas, disminuye significativamente en presen-
cia de concentraciones bajas de CsA (0,5 y 1 uM) para quedar reducida a un 26% (de
11,4+ 1,1 aun 3,0 + 0,3 p<0,005) y aun 13% (de 17,9 + 1,0 a un 2,2 + 0,2 p<0,005)
del valor inicial en ratas jovenes y adultas respectivamente. En los controles y en
presencia de CsA 0,5 uM aparecieron diferencias significativas dependientes de la
edad, siendo mayor el procentaje de células quiescentes en cultivos procedentes de rata
de 6 meses que en los de 2 meses.

Respecto a la fraccién de células apoptdticas PCNA positivas, se aprecia un sig-
nificativo aumento de la misma en presencia de CsA. En hepatocitos de animal joven
el ascenso de células apoptéticas PCNA positivas se registro a patir de concentraciones
de CsA 5 uM, mientras que en los de animal adulto este ascenso se produjo en pre-
sencia de concentraciones més elevadas de CsA (25 y 50 uM). Al comparar estos
resultados con los referentes a la hipodipoidia obtenido por citometria de flujo, se
observa que a bajas concentraciones de CsA, el porcentaje de células apoptéticas
PCNA positivas respecto al total de células hipodiploides es inferior que a elevadas
concentraciones donde las células <2C PCNA positivas representan la mayoria de las
apoptdticas:

2 meses 6 meses

Control 23% 13%

50 uM 65% 74%
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4. DISCUSION

En el campo clinico de los trasplantes la ciclosporina A se ha confirmado como el
principal férmaco de eleccién para evitar rechazos debido a su potente accién inmu-
nosupresora (60,111). No obstante, su uso clinico implica ciertas complicaciones como
hipertensién, neuro, nefro y hepatotoxicidad (36,97). En el caso concreto de esta tl-
tima, estudios previos han demostrado la participacién de especies reactivas de oxige-
no en su citotoxicidad (132,133), especies que por otra parte se incrementan progre-
sivamente con la edad (103). Por ello, que el estudio de la toxicidad de la ciclosporina
en cultivos primarios de hepatocitos frente a la edad (desarrollo y senescencia), sea de
gran importancia farmacoldgica, ya que los pacientes potencialmente objeto de su uso
se incluyen dentro de un intervalo de edad muy amplio.

4.1. Modificaciones en la citotoxicidad de la ciclosporina
A in vitro debidas a la edad

En el presente trabajo, se ha investigado el efecto del desarrollo sobre la hepato-
toxicidad de la ciclosporina A (CsA) utilizando un modelo in vitro de cultivos prima-
rios de hepatocitos aislados de ratas de 2 y 6 meses de edad.

En primer lugar, con el fin de evaluar las modificaciones dependientes de la edad
en el efecto téxico de la ciclosporina A, se procedié a medir la liberacion de lactato
deshidrogenasa (LDH) al medio de cultivo, método por el que podemos registrar la
pérdida de la integridad de la membrana plasmatica y que, como se indic6 en la
introduccién, es la principal caracteristica que permite evaluar in vitro la muerte ce-
lular por necrosis. En los resultados obtenidos pudimos comprobar que la ciclosporina
A ocasiona un dafio letal en los hepatocitos en cultivo procedentes de ratas de ambas
edades y que la toxicidad es dependiente de la edad, de la concentracién de la droga
y de la duracién del tratamiento. El desarrollo de la muerte celular, evaluado por la
liberacién de LDH al medio, fue mds temprano y mds intenso en los cultivos de
hepatocitos de ratas adultas. A las 18 horas de incubacién tan sélo se encontraron
diferencias significativas en los procedentes de animales adultos.

Para poder establecer comparaciones en la citotoxicidad del firmaco, se fijé en 24
horas el tiempo de incubacién que fue en el que se detectaron variaciones significativas
en hepatocitos de ambas edades. Al comparar los resultados de liberacién de LDH
entre ratas adultas y jovenes, se observé que los valores fueron superiores, de una
manera significativa, en el rango de concentraciones de CsA de 1-50 uM en las ratas
de 6 meses frente a las de 2 meses. Estos resultados se corroboraron con las observa-
ciones morfoldgicas, donde a la concentracién de 50 pM de CsA la pérdida de inte-
gridad celular fue mds acusada en los cultivos celulares procedentes de animales adul-
tos.

4.2. Variaciones durante el desarrollo en la situacion de estrés oxidativo
inducida por ciclosporina A en cultives de hepatocitos de rata

Estudios previos han demostrado, en diferentes 6rganos y sistemas celulares, que
la CsA induce la generacién de especies reactivas de oxigeno (131,132,88), asi como
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un proceso de peroxidacién lipidica (52) acompafiado de una disminucién de tioles
proteicos y de los niveles de glutation reducido (132), todos ellos manifestaciones que
conducen a una situacién de estrés oxidativo (133). Por otra parte, estudios previos de
nuestro grupo sobre hepatotoxicidad y senescencia (102), han demostrado la existencia
de cambios a nivel de los sistemas de defensa antioxidante, en funcién de la edad,
hecho que puede incrementar la toxicidad de aquellos xenobidticos cuyo mecanismo
sea la generacién de especies reactivas de oxigeno. La generacién espontinea de estas
especies en la cadena de transporte electrénico mitocondrial (98) y su incompleta
eliminacién, pueden provocar su acumulacién con el paso del tiempo (47), con el
consiguiente incremento en el estado de oxidacién celular (102). Es conocido también,
que durante el metabolismo microsémico de la CsA, mediado por el citocromo P 450
3A (95), se generan especies reactivas de oxigeno. Esto unido al conocimiento de que
la edad afecta a los sistemas microsémicos monooxigenasa de funcién mixta que de-
penden del citocromo P 450 (99), hace interesante el estudio conjunto de la lesién
hepdtica inducida por hepatotéxicos y la edad en un doble aspecto: desarrollo y senes-
cencia. En la presente memoria los resultados obtenidos en hepatocitos de rata de 2 y
6 meses nos muestran las variaciones debidas al desarrollo, ya que aunque a los dos
meses las ratas han adquirido su capacidad reproductora, el estado adulto no se alcanza
hasta los 6 meses (102).

Por todo ello, y una vez establecido el potencial citotéxico de la CsA en cultivo
primario de hepatocitos en ambas edades y que la edad adulta influy6 en dicha toxi-
cidad mostrdndola anticipada y de mayor intensidad, el siguiente paso era estudiar las
variaciones durante el desarrollo en la situacién de estrés oxidativo inducida por el
farmaco.

Para ello, y mediante el andlisis por citometria de flujo, determinamos los niveles
relativos de especies reactivas de oxigeno en células hepéticas utilizando los compues-
tos 2',7'-diclorodihidrofluorescina diacetato (DCFH-DA) e hidroetidina (HEt), que nos
permiten diferenciar entre niveles de peréxidos y niveles de radical superéxido. El
compuesto de DCFH-DA es apolar y atraviesa las membranas para hidrolizarse en el
interior celular y dar la 2',7'-diclorodihidrofluorescina (DCFH) cuya oxidacién mediada
por peroéxidos lo convierte en 2',7'-diclorodihidrofluorescina que fluoresce en verde y
es especifica para la deteccion de peréxidos (37). Por otra parte, la HEt también
difunde a través de las membranas, y en el interior celular se oxida especificamente por
el radical superéxido originando etidio, compuesto que se intercala en el DNA donde
emite fluorescencia roja (100).

Asi comprobamos que el tratamiento de las células con CsA durante 24 horas de
incubacién, provoca un aumento de los niveles de peréxidos de forma paralela al
aumento de la concentracién de CsA hasta 10 uM en ratas de 6 meses y hasta 1 uM
en ratas de 2 meses, para posteriormente disminuir a partir de dichas concentraciones.
En ratas de 6 meses este hecho coincide con el aumento de la emisién de yoduro de
propidio a las concentraciones de 25 y 50 uM, indicativo de una mayor proporcién de
células muertas las cuales no poseen capacidad de emisién de diclorofluorescina. En
hepatocitos de rata de 2 meses, el descenso en los niveles de peréxidos es menos
marcado ya que la proporcién de células que emiten fluorescencia roja (células muer-
tas) es mucho menor que en 6 meses. Sin embargo, en esta edad, el inicio del descenso
de los niveles de per6xidos se produce a concentraciones inferiores (a partir de 5 uM)
donde todavia la muerte celular es baja, por lo que debe existir alguna otra causa que
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provoque la reduccién de los niveles de peréxidos, ademds del aumento de la muerte
celular, como puede ser la eliminacién de H,0O, por la catalasa, enzima antioxidante
endégeno. Por otra parte, en ambas edades, existe una proporcién de células cuyos
niveles de peréxidos van aumentando paralelamente con el aumento de la concentra-
cién de CsA. Estas células posiblemente al no expresar de forma eficiente sus sistemas
enzimaticos de defensa, principalmente la catalasa, estdn destinadas a la muerte celular
por necrosis.

A diferencia de lo que ocurre con los peroxidos, los niveles de radical superoxido,
van disminuyendo paulatinamente al aumentar la concentraciéon de CsA. Esta disminu-
cién puede explicarse, bien por una eficiente eliminacién del radical superéxido por
accién de las superéxido dismutasas (Mn-SOD y CuZn-SOD) o por el aumento de la
muerte celular a elevadas dosis del farmaco.

Los datos obtenidos referentes a los niveles de especies reactivas de oxigeno,
parecen estar relacionados con la secuencia de pasos que conducen a la muerte celular,
sugiriéndose que el aumento de especies reactivas de oxigeno, ha de preceder a la
aparicién de la toxicidad y muerte celular.

Una produccién incrementada de especies reactivas de oxigeno, o una capacidad
disminuida de los sistemas de defensa que las eliminan, da como resultado la situacién
de estrés oxidativo. Ademds estas especies reactivas pueden actuar en la cascada de
reacciones implicadas en la transduccién de sefiales y representar un mecanismo de
control de la expresién génica. Se ha demostrado que la activacién y unién al DNA de
varios factores de transcripcién (NF-xB por ejemplo) depende del estado redox celular
(108).

Los principales sistemas enziméticos implicados en la eliminacién de las especies
reactivas de oxigeno son las superéxido dismutasas (CuZn-SOD y Mn-SOD) y la
catalasa. Por tanto, la generacién de especies reactivas de oxigeno ha de traer consigo
una respuesta en los sistemas antioxidantes endégenos para evitar la agresién oxida-
tiva, ya que uno de los sistemas mds importantes en la defensa celular frente a la
toxicidad del oxigeno, lo constituye la accién concertada de estos dos enzimas. Basa-
dos en este hecho, evaluamos los efectos del tratamiento con CsA en la expresién de
genes de respuesta al estrés oxidativo.

Los niveles de mRNA de la Mn-SOD (mitocondrial), la CuZn-SOD (citosélica) y
la catalasa evaluados en hepatocitos de rata de 2 y 6 meses incubados con CsA durante
24 horas, mostraron un progresivo aumento dependiente de la concentracién del fér-
maco. Los niveles de los mensajeros de estos enzimas fueron siempre mayores en rata
adulta. Sin embargo, parece ser que la capacidad de la respuesta frente al estrés oxi-
dativo es mayor en las ratas jévenes, ya que la magnitud de los incrementos en los
niveles de los mRNA de los tres enzimas fue siempre superior en hepatocitos de rata
joven frente adulta. Esto podria ser debido a que los niveles de mRNA en hepatocitos
control de rata de 6 meses, son més elevados que en los de ratas jovenes, lo que puede
dificultar que el incremento sea mas marcado.

Los incrementos mds acusados en los niveles del mRNA, y que ocurren a concen-

traciones mds bajas de CsA, corresponden a la Mn-SOD, enzima que se localiza en
mitocondria. Es sabido que la CsA perturba la funcién mitocondrial actuando directa-
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mente sober este orgdnulo (43) provocando la acumulacién de calcio que originard
finalmente la alteracién de la cadena de trasporte electrénico con la consiguiente ge-
neracion de especies reactivas de oxigeno (55). Este hecho podria explicar la mds
temprana y acusada induccién de la Mn-SOD (mitocondrial) con el objeto de eliminar
el radical superéxido generado a este nivel subcelular.

La induccién de la expresién de la Mn-SOD junto con la de la CuZn-SOD, seria
la responsable de la disminucién de los niveles de radical superéxido desde concentra-
ciones bajas de CsA en ambas edades.

Por otra parte, tanto en hepatocitos de rata joven como adulta, la induccién de la
expresion de la catalasa fue menor, lo que facilitarfa la acumulacién de H,0, a con-
centraciones bajas y medias del farmaco. A dosis elevadas de CsA tiene lugar una
mayor induccién, pero alcanzando tan sélo valores de un 160% y un 130% frente a los
controles en 2 y 6 meses respectivamente. Este hecho unido a la elevada muerte celular
a estas concentraciones, ocasionarian la disminucién de la emisién de diclorofluores-
cefna indicativo de que los niveles de per6xidos son menores.

De manera que, la correcta eficiencia de los sistemas encargados de eliminar el
radical superéxido (generando a su vez H,0,), junto con la insuficiente eficacia en la
eliminacion del H,O, por parte de la catalasa, provocaria la acumulacién de esta espe-
cie reactiva de oxigeno la cual serfa previa a la muerte celular por necrosis. La impor-
tancia del equilibrio entre la catalasa y la SOD, ha sido probada por otros investiga-
dores en células epiteliales transformadas de ratén, done un ligero incremento en la
actividad de la SOD provoca la formacién de cantidades masivas de peréxido de
hidrégeno (4).

4.3. Influencia de la ciclosporina A y de la edad en la distribucién del DNA
en hepatocitos en cultivo primario.

Durante los afios en los que se ha utilizado en clinica la CsA, se ha observado un
aumento del desarrollo de diversos tipos de cdnceres en pacientes tratados con este
farmaco (92). Ademds, es frecuente que los trasplantes de higado realizados a pacien-
tes que han sufrido previamente un tumor primario hepatico y han sido tratados con
CsA fracasen debido a la elevada proporcién de recurrencia de dichos tumores (117).
Durante los dltimos afios, se ha investigado sobre los posibles papeles de la CsA en
la modulacién del crecimiento de tumores celulares utilizando diversos modelos de
carcinogénesis experimenal (140,48). Concretamente en el modelo de carcinogénesis
hepatica, se ha observado que la administracién oral de CsA aumenta significativamen-
te la aparicién de lesiones preneoplésicas inducidas por agentes quimicos carcinogéni-
cos en higado de rata (134). Aunque se desconocen atin los mecanismos precisos por
los que la CsA facilita el desarrollo de estas lesiones preneopldsicas, la estimulacién
en la proliferacion de células parenquimales hepéticas inducida por la CsA podria ser
un factor importante (78). Varios investigadores han propuesto que la CsA facilita la
respuesta regenerativa de hepatocitos en ratas y ratones tras una hepatectomia parcial
(141,32), asf como que estimula in vivo la proliferacién de hepatocitos quiescentes en
ratas no sujetas a la hepatectomia (78,66). Sin embargo, los estudios in vitro realizados
con el objeto de establecer las causas de este efecto citoproliferativo, han reportado
resultados contradictorios a los obtenidos in vivo, adjudicando un papel citostatico en
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diversos sistemas celulares (50,59). Concretamente en cultivos de hepatocitos se ha
observado un modelo bifdsico de efectos en funcion de la concentracion de la CsA,
siendo citostdtico a concentraciones superiores a 1uM, pero citoproliferativo a concen-
traciones menores (134).

Por nuestra parte, decidimos realizar un estudio de la influencia de la CsA y la
edad en la progresién de los hepatocitos a lo largo del ciclo celular y en la expresién
del antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA), utilizando para ello la técnica de
citometria de flujo que permite cuantificar el contenido en DNA de las células a la vez
que nos informa de la proporcién de éstas que han expresado el PCNA. De los resul-
tados obtenidos se observa, en cultivos de células control, como la edad modifica el
perfil de distribucién de las células en funcién del contenido en DNA, tendiéndo en
hepatocitos de ratas de mayor edad hacia un estado de poliploidizacién, datos que
concuerdan con los obtenidos por otros investigadores (38). Ademads, segun los datos
obtenidos de la cuantificacién de la expresiéon del PCNA en células control, con la
edad existe una tendencia hacia un estado mas diferenciado (quiescencia).

La incubacién de los cultivos con CsA durante 24 horas provocd, en los hepato-
citos de ambas edades, una tendencia hacia la acumulacioén de las células en la fase G,/
M (tetraploide) a la vez que indujo la disminucién de la poblacién de células compro-
metidas en fase G,/G, (diploide). Estos cambios en el perfil de distribucién del DNA
fueron més acusados cuanto mayor fue la dosis de CsA utilizada. También se aprecié
que el porcentaje de células en fase de sintesis S, sufri6 una disminucién en ambas
edades al aumentar la concentraciéon de CsA. Ademads, en hepatocitos de rata de 6
meses, se verificé un ligero descenso de la poblaciéon octoploide (8C). Todos estos
hechos parecen indicar que la CsA induce en los hepatocitos el abandono de la fase G,/
G, ala vez que provoca la acumulacién de las células en G,/M (136), posiblemente por
inhibicién de la transicion G2 —» M o por alteraciéon de alguna de las fases de la

mitosis.

Los resultaos obtenidos de la evaluacién cuantitativa de la expresion del PCNA
mostraron que la CsA induce, de manera dependiente de la dosis, una disminucién de la
poblacién de células diploides quiescentes, consideradas como células 2C PCNA nega-
tivas. Este hecho junto con la detencién de las células en la fase G,/M, serfan los respon-
sables de la disminucién de la poblacion 2C y el aumento de la 4C. Curiosamente, los
hepatocitos de rata de 6 meses, que en los controles presentan un estado de mayor quies-
cencia, son los que experimentan una mayor induccién a abandonar la fase G,

De los resultados citométricos también se desprende la existencia de un porcentaje
considerable de células apoptéticas en el control de hepatocitos de rata de 6 meses,
siendo mucho menor en los de 2 meses, lo que posiblemente refleja una mayor sen-
sibilidad de los hepatocitos de rata adulta a las condiciones del cultivo el cual puede
carecer de las citoquinas y factores de crecimiento necesarios. Ademds, existen estu-
dios que demuestran que los hepatocitos en cultivo sufren un proceso de ruptura del
DNA muy lento, pero que se incrementa con la duracién del cultivo (16). La cuanti-
ficacién del pico hipodiploide en los cultivos de hepatocitos tratados con CsA, reveld
que esta droga a dosis bajas parece tener un efecto inhibidor de la apoptosis, mientras
que a concentraciones elevadas (25 y 50 uM) tiene un efecto opuesto facilitando la
muerte celular programada, la cual debe coexistir con la necrosis segin los datos
obtenidos por la liberacién de LDH al medio de cultivo.
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Otro hecho que nos ha revelado la evaluacién de la expresién del PCNA, es que
la relacién entre el porcentaje de células apoptéticas PCNA positivas y el porcentaje
de células apoptéticas totales, aumenta paralelamente a la concentracién de CsA. Este
dato podria indicar que parte de las células que abandonan el estado quiescente para
entrar y proceder a lo largo del ciclo celular, no finalizan dicho ciclo y lo abandonan
para morir por apoptosis.

En resumen, los resultados de este trabajo, ponen de manifiesto la influencia del
desarrollo sobre los efectos hepatotéxicos de la CsA a niveles tales como la produccién
de especies reactivas de oxigeno, la expresién génica de sistemas antioxidantes, la
ploidia y ditribucién del DNA y la muerte celular. Estos resultados abren camino para
investigar la influencia de la senescencia sobre la toxicidad de este farmaco ya que el
envejecimiento se caracteriza por la acumulacién intracelular de especies reactivas de
oxigeno. La modulacién de la toxicidad de la CsA mediante el empleo de antioxidantes
es otro de los objetivos que se plantea en investigaciones futuras.

5. CONCLUSIONES

1. La citotoxicidad de la ciclosporina A, evaluada por la liberacién de lactato
deshidrogenasa al medio, es dependiente de la concentracién del formaco, del tiempo
de incubacién (3, 18, 24 horas) y de la edad, mostrandose mds intensa, mas temprana
y a concentraciones mds bajas en hepatocitos de rata adulta.

2. Como resultado de la exposicién de las células a diferentes concentraciones de
ciclosporina A durante 24 horas de incubacion, se generan especies reactivas de oxi-
geno. En el caso del peréxido de hidrégeno los niveles alcanzan su méximo a la
concentracién de 1 uM en hepatocitos de rata joven y de 10 mM en hepatocitos de rata
adulta, mientras que los niveles del radical super6xido muestran una disminucién si-
milar en ambas edades.

3. La induccién de los sistemas antioxidantes enzimdticos Mn-SOD, CuZn-SOD
y catalasa es mas acusada en hepatocitos de rata joven confiriéndoles una mayor
capacidad de respuesta frente al estrés oxidativo. Sin embargo, la diferencia que existe
en el grado de induccién entre las SOD y la catalasa origina, en ambas edades, la
acumulacién de perdxido de hidrégeno debido a una pérdida de coordinacién entre
ambos sistemas.

4. La acumulacion de especies reactivas de oxigeno precede a la induccién de la
expresién de los sistemas enzimdticos antioxidantes, y a la aparicion de la toxicidad.

5. El tratamiento de los hepatocitos con ciclosporina A durante 24 horas, induce
el abandono del estado quiescente (evaluado por la expresién del PCNA), a la vez que
provoca la acumulacién de las células en la fase G,/M, siendo estos hechos mds acu-
sados en hepatocitos de rata adulta.
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