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RESUMEN

La Amifostina [acido S-2-(3-aminopropilamino) etiolfésforotioico)], prodroga que al
desfosforilarse por la fosfatasa alcalina produce el WR1065 [2-
(3_aminopropilamino) etanotiol], actia como atrapador de radicales libres (RL). Su
empleo frente al cisplatino, agente que genera RL durante su accion, podria
disminuir el dafio a las células normales que captan selectivamente la prodroga. Se
evalud la capacidad de la amifostina a diferentes dosis sobre la peroxidacién lipidica
(TBARS) vy la actividad de las enzimas antioxidantes superdxido dismutasa (SOD) y
catalasa (CAT) en el tejido renal. Las dosis mas efectivas fueron las mas bajas, con
las que se obtienen la menor concentracion de TBARS y la menor actividad SOD y
CAT. El modelo es una propuesta para evaluar el efecto citoprotector de la
amifostina desde el nivel molecular al tisular.
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ABSTRACT

Amifostine [acid S2-(3-aminpropylamino) ethylphosphorothioate)] a prodrug that
on desfosforilization by the action of alkaline phosphatase, it produces cisteamine,
which works as a free radical scavenger. Amifostine is used in presence of
cisplatine, an agent that produces free radicals during its action. Amifostine could
diminish the harm to normal cells that assimilate the prodrug selectively.

Based on different doses took place an evaluation of the ability of amifostine to
reduce the effect on lipid peroxidation and the antioxidative system in the renal
tissue. The smallest dose was the more effective one resulting with the lower levels
of products of lipid peroxidation, and antioxidant system.

The suggested model allows evaluating the citoprotective effect of the amifostine
ranging from the molecular to the tissue level.

Key words: amifostine, thiobarbituric acid reactive products; superoxide
dismutase; catalase.

INTRODUCCION

Los estudios realizados con drogas citostaticas demuestran que muchas de ellas se
comportan como mutagenos, carcindgenos quimicos, o ambos, lo que aumenta el
riesgo de desarrollar otro tumor debido al efecto mutagénico de la medicacion o
tratamiento recibido.! El uso de drogas citoprotectoras, conjuntamente con agentes
antineoplasicos, protegen a los tejidos sanos de estos efectos adversos.

El cisplatino (cis diamino dicloro platino) es un antitumoral de gran efectividad en el
tratamiento de una gran variedad de enfermedades neoplasicas,? que destruye las
células tumorales mediante la generacién de radicales libres;® y no se excluye su
efecto altamente toxico al tejido sano, ya que su administracion genera
ototoxicidad, mielosupresion hepato y nefrotoxicidad, siendo esta ultima la
manifestacion toxica mas importante. La amifostina [acido-S-2-(3-
aminopropilamino) etiolfésforotioico], conocida como WR 2721, esta siendo usada
como un agente modulador del efecto de diversos antineoplasicos, entre los que se
encuentra el cisplatino.*>®’:® Esta droga que penetra de manera selectiva en los
tejidos sanos es desfosforilada por la fosfatasa alcalina a su metabolito activo, el
WR 1065, y otros metabolitos que representan la droga activa y que por contener
grupos sulfidrilos en su estructura poseen la capacidad de actuar como atrapadores
de radicales libres.%10:1

El propdsito de este trabajo es evaluar el efecto de diferentes dosis de amifostina
combinada con el cisplatino sobre la peroxidacion lipidica, la actividad de las
enzimas antioxidantes superodxido dismutasa extracelular (SOD) y catalasa (CAT),
en el tejido renal.
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MATERIAL Y METODO
Animales de experimentacién

Se utilizaron 60 ratones del sexo masculino, adultos, pertenecientes a la linea OF1,
peso comprendido entre 25 y 30 gramos, procedentes del Centro Nacional para la
Cria de Animales de Laboratorio (CENPALAB). Los animales fueron ubicados a razoén
de 5 por caja, y mantenidos con un suministro de agua y comida ad /ibitum, en una
habitacion a una temperatura promedio de 27°C, 50% de humedad relativa y ciclos
de luz y oscuridad cada 12 horas. Se dejaron aclimatar una semana antes de
comenzar el experimento.

Disefio experimental

El cisplatino (1mg/ml, LEMERY MEXICO) se administré en una dosis de 10 mg/kg de
peso, 15 minutos después de la amifostina en correspondencia con el esquema de
tratamiento. Se utilizaron tres dosis de amifostina (Frasco de 500 mg anhidra,
Acritos, Argentina): una maxima de 200 mg/kg, media 105 mg/kg y minima de 56
mg/kg de peso. La dosis media de amifostina se obtuvo, segiin Farmacopea Brit.*?

Esquema de tratamiento

Los animales fueron divididos en 8 grupos: N: se le administrd solo cloruro de
sodio, 0.9%; los grupos A;, A, Yy As recibieron las diferentes dosis de amifostina:
56, 105 y 200 mg/kg de peso corporal, respectivamente; a los grupos CA;, CAyy
CA; se les combind el cisplatino (10 mg/kg de peso) con cada una de las dosis de
amifostina (56, 105 y 200 mg/kg, respectivamente), y finalmente el grupo C, al
que se le administrd sélo cisplatino.

Al término de las 24 horas, fueron sacrificados por dislocacion cervical para la toma
de la muestra de tejido renal, segun las normas éticas para la experimentacién
animal. El tejido fue homogeneizado y después de centrifugar a 4000 rpm, 4°C, se
obtuvo el sobrenadante para realizar las determinaciones bioquimicas.

Determinacion de productos reactivos al acido tiobarbiturico (TBARs), mediante un
método colorimétrico basado en la reaccién del acido tiobarbiturico con los
lipoperoxidos para producir un pigmento rojo que absorbe a 532 nm. La
concentracidn se expresa en nmol/mL.*3

Determinacion de actividad superoxido dismutasa, mediante un método indirecto
en el cual se mide la capacidad de esta enzima de inhibir la reaccién de
autoxidacién del pirogalol. La actividad se expresa en U/mL.*

Determinacion de la actividad catalasa, mediante lectura continua del descenso de
la absorcién del perdxido de hidrégeno a 240 nm y se expresa en U/mL.%>

Procesamiento y analisis de los resultados

Se confeccion6 una base de datos que fue exportada a un formato asequible al
SPSS (10.1). El experimento, para evaluar la actividad enzimatica en los érganos y
animales de laboratorio seleccionados, siguid los principios declarados en el ANOVA
de una via. Todas las docimas fueron efectuadas a un nivel alfa igual a 0.005.
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RESULTADOS

El ANOVA una via modelo fijo, permitié evaluar las diferencias entre los grupos en
relacion con TBARS vy actividad de las enzimas CAT y SOD en el rinén de los
animales en estudio. Los valores especificos aparecen reflejados junto a sus valores
medios y desviaciones estandares correspondientes en la Tabla 1.

Tabla 1. Medias, desviaciones estandares (S), estadigrafo F y probabilidad de error,
segun tratamientos y variables estudiadas en el rifion

Valor promedio (X)£S

Tratamiento

amoyml | Ujmt | CAT U/mL
Cisplatino 10 mg/kg 2.93 £ 0.71 323'_339; 278‘8_39%1
Amifostina 56 mg/kg 1.56 + 0.29 172'_2478i 7?'56_3?;
Amifostina 105 mg/kg 1.82 + 0.64 1%4'_5102* 6‘1‘62;;
Amifostina 200 mg/kg 1.79 + 0.23 313'_0707i 24665'_9426i
TS TS sy 0zs %0t 20
o L RN ST
Ao X0 moRa g5 5y 50 27
Control Negativo 0.96 £ 0.27 267'.2425i Sifgf
Razon F 10,426 | 6,379 | 16,904
P asociada 0,0000 0,0000 0,0000

Con el tratamiento con Amifostina a dosis de 56 mg/kg peso (Al), el efecto del
tratamiento (C) es significativamente superior al (A;), (p=0.0063). El mismo
procedimiento lo utilizamos para comparar el tratamiento de Cisplatino a dosis de
10mg/kg de peso (C) con el resto de los tratamientos y observamos que los valores
medios de TBARS presentan diferencias significativas, excepto con el de amifostina
a dosis de 200 mg/kg de peso combinado con el Cisplatino a dosis de 10 mg/kg de
peso (CA3).

El resto de las comparaciones realizadas con A;, A,, A, CA;, CA, y CAz nho presentan
diferencias significativas en el comportamiento que adoptan los valores medios de
TBARS. En relacién con la actividad SOD, segun el examen proveniente de la
prueba de comparaciones multiples, se observa que existen diferencias muy
significativas entre los valores medios de la SOD en los tratamientos Cisplatino a
dosis de 10 mg/kg de peso (C) y el tratamiento con amifostina a dosis de 56 mg/kg
de peso (A;), al igual que entre este ultimo (A;) y la amifostina a dosis de 200
mg/kg de peso (As).
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La actividad catalasa del grupo C es diferente significativamente a los grupos con
los tratamientos A, A,, CA;, CA, vy N. La actividad de esta enzima cuando se
emplea amifostina a dosis de 56 mg/kg de peso (A;) o combinada con Cisplatino se
diferencia significativamente de los tratamientos A; y CAs. La amifostina a dosis de
105 mg/kg de peso (A;) tiene diferencias significativas con los tratamientos Az y
CA;. El tratamiento combinado de amifostina a dosis de 56 mg/kg de peso con
Cisplatino a 10 mg/kg (CA1), también es significativamente diferente de CAs.

En el caso del combinado de amifostina a dosis de 105 mg/kg de peso con
Cisplatino a 10 mg/kg (CA2), su diferencia es con CA; y; tanto en el grupo que
recibié amifostina 200 mg/kg de peso como en el que recibid el tratamiento
combinado de amifostina a dosis de 200 mg/kg de peso con Cisplatino a 10 mg/kg
(CA3) la actividad catalasa resultd estadisticamente diferente del Control Negativo.

DISCUSION

El principal mecanismo de accién atribuido a la amifostina es atrapar radicales
libres. Becker y colaboradores propusieron dos mecanismos, mediante los cuales
los compuestos sulfidrilicos pueden proteger al ADN o reparar los dafios
ocasionados al mismo.'® Uno de estos mecanismos plantea que el dafio oxidativo al
ADN pudiera repararse mediante la transferencia electronica desde el grupo tiol al
anién tiolato. Este anién era considerado

inocuo; sin embargo, se ha demostrado que puede actuar como agente
secuestrador de hidrégeno. El otro mecanismo propuesto comienza con la reaccion
del radical tiol con el tiol nativo para formar el aniéon disulfito, el electrén transferido
desde el anidn disulfito al sitio radicalar catiénico puede entonces reparar el dafo
catidnico al ADN. Alan, en 1999, plantea que el WR 1065 y el WR 33278 tienen
semejanza con las poliaminas: las espermidinas y las esperminas. Similar a las
poliaminas, la carga catidénica de los aminotioles facilita la unién al ADN y su
empaquetamiento en una estructura relativamente condensada, ademas de la
activacion de genes involucrados en el mantenimiento de la integridad del
genoma.!® En el estudio del estado oxidativo del rifidn, los resultados obtenidos con
el Cisplatino coinciden con lo reportado por otros investigadores, quienes utilizaron
diferentes dosis del farmaco.!” El Cisplatino se acumula en el rifién y tiene
preferencia por el ADN mitocondrial, lo que trae aparejado que se afecten las
enzimas mitocondriales involucradas en el transporte de electrones, una explosion
de las especies reactivas del oxigeno y, por tanto, un aumento significativo de la
lipoperoxidacién,819:20.

También se plantea que la amifostina, en dependencia de la dosis empleada, puede
inhibir la fosforilacion de proteinas intracelulares y, por tanto, los mecanismos de
transduccion de sefales y la actividad de enzimas asociadas con la reparacién del
ADN, asi como inducir hipoxia intracelular a través de un proceso de auto-
oxidacion. Las dosis de amifostina media y minima disminuyen los valores de
TBARS de manera significativa, lo que coincide con lo planteado por otros
investigadores.?! La actividad SOD se modificd en un intervalo muy estrecho de
valores. La dosis minima disminuyd de manera notable los valores de la actividad
de esta enzima. En un estudio realizado in vivo, en el que se utiliza una dosis de 16
mg/kg de Cisplatino, se obtuvo un aumento de la actividad de la enzima SOD,
hecho que se explica por un aumento en la formacion de especies reactivas del
oxigeno. La dosis de Cisplatino empleada en este experimento esta por debajo de la
empleada por Radhika y otros investigadores, lo que justificaria en parte que en el
grupo tratado sdélo con Cisplatino no se encuentren aumentos significativos de la
SOD respecto al control negativo.?? La actividad catalasa resulté mayor con
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amifostina en dosis maxima, en respuesta a un incremento en la formacién de
especies reactivas.

Los resultados obtenidos en nuestro experimento evidencian que la amifostina, a la
dosis maxima utilizada produce estrés oxidativo, que se evidencia con un aumento
en la peroxidacién lipidica y en la actividad de la catalasa, en relacién con el control
negativo.

Considerando el comportamiento de los tres indicadores del estado redox renal
evaluados, podemos plantear que la dosis maxima de amifostina no protege el
rindn frente al dafio ocasionado por el Cisplatino, lo que trae como consecuencia un
aumento de la peroxidacion lipidica, producida por un incremento de especies
reactivas y una respuesta de la defensa antioxidante del organismo que se
manifiesta a través del incremento de la actividad de las enzimas antioxidantes.
Consideramos ademas que el modelo utilizado es valido para estudiar el efecto
citoprotector de una sustancia desde el nivel celular al nivel tisular.
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