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RESUMEN.

La ciclosporina es un medicamento inmunosupresor que ha mejorado la
sobrevida de los pacientes trasplantados, pero, su uso se encuentra restringido
debido a su efecto nefrotoxico que se caracteriza por vasoconstriccion renal. El
mecanismo por el cual la ciclosporina produce vasoconstriccion no se ha
establecido. El endotelio regula el tono vascular a través de la liberacion de
factores vasorelajantes como el éxido nitrico y la prostaciclina y factores
vasoconstrictores como la endotelina. La ciclosporina praduce dafo endotelial y
se ha sugerido que la vasoconstriccién sea causada por un desequilibrio en la
liberacién de estos factores e incluso se ha postulado que sea el resultado de
una produccidn insuficiente de 6xido nitrico.

Con el propésito de evaluar esta hipétesis se estudié en ratas con
nefrotoxicidad por ciclosporina la respuesta hemodinamica glomerular a la
inhibicidn y a la estimulacion de la sintesis de 6xido nitrico, mediante el uso de
un inhibidor especifico (nitro metil éster de arginina) y un precursor (L-arginina).
Asi mismo, se determind la excrecién urinaria de NO;/NOg los cuales son los
metabolitos estables de la sintesis de dxido nitrico,

La administracién cronica de ciclosporina produjo vasaconstriccion renal,
sin embargo, la excrecion urinaria de NO27/NO3~ fue similar ai control. La
inhibicion del oxido nitrico produjo vasoconstriccion y la estimulacion con
arginina produjo vasodilatacion renal, ambas respuestas fueron similares a las
del grupo control.

En la nefrotoxicidad por ciclosporina la produccién de dxido nitrico es
normal y por lo tanto, la vasoconstriccidn observada no es el resuitado de una
deficiencia de éxido nitrico. Mas aln nuestros resultados indican que en la
nefrotoxicidad por ciclosporina el oxido nitrico participa en mantener la funcién

renal y que la capacidad para sintetizarlo se encuentra conservada.

vViI



GLOSARIO:
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Resistencia Aferente.
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Reabsorcidn Proximal Absoluta.
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INTRODUCCION

La ciclosporina es un medicamento inmunosupresor aislado del hongo
Tolipocladium polisporum; su actividad inmunosupresora es mediada por
inhibicién de la produccién de interleukina 2 por las células T, la cual es un
factor esencial para el crecimiento y la proliferacion de las células B y células T
citotoxicas (1,2).

En el trasplante de érganos, principalmente de corazon y rifién, el uso de
la ciclosporina ha mejorado en forma notable la sobrevida de los pacientes
trasplantados; aunque su uso se encuentra limitado por sus efectos adversos
como acidosis metabdlica, hipertension, hiperkalemia, hepatotoxicidad y
nefrotoxicidad, siendo esta Ultima la mas frecuente y relevante desde el punto
de vista clinico.

La nefrotoxicidad causada por la ciclosporina se caracteriza por
vasoconstriccidn renal, que se traduce en disminucion del flujo plasmatico
glomerular y en consecuencia de la funcion renal (3-6). Se han descrito dos
formas de nefrotoxicidad: ia forma aguda y la forma crénica. La primera se
caracteriza por reduccién del flujo plasmatico glomerular y de la filtracion
glomerular, esta forma es reversible si se suspende el tratamiento o se reduce
la dosis utilizada, sin embargo esto puede precipitar el rechazo del injerto (6); la
segunda se caracteriza por deterioro gradual de la funcién renal y alteraciones
histolégicas irreversibles (4,5). En estudios histopatoldgicos de pacientes
trasplantados con tratamiento crénico se han descrito alteraciones de la pared
vascular, trombosis, fibrosis tibulo-intersticial y esclerosis glomerular; asi como
aumento en el nimero de vacuolas del epitetio tubular (4,5).

English y col. (7) estudiaron la histopatologia en ratas tratadas con
ciclosporina y encontraron que el diametro de las arteriolas estaba disminuido

comparado con el grupo control; sin embargo, no observaron alteraciones



tubulares: estos autores concluyen que la vasoconstriccion arteriolar aferente
fue el principal factor patogénico en la nefrotoxicidad por ciclosporina.

En modelos experimentales, donde se ha estudiado la hemodindmica
glomerutar por medio de micropuncién renal, se ha encontrado que la
ciclosporina administrada tanto en forma aguda como crénica, produce
reduccion de la filtracidn glomerular por nefrona, por vasoconstriccion renal
intensa con incremento en las resistencias arteriolares aferente y eferente, lo
que produce disminucién del fiujo plasméatico por nefrona (8-11); ademas en
algunos estudios se ha observado disminucion del coeficiente de ultrafiltracion
(Kf) (8.9).

Se han propuesto distintos mediadores para explicar la vasoconstriccion

- renal inducida por ciclosporina tales como angiotensina Il (12-15), el
tromboxano A2 (16) y recientemente a la endotelina (17-19), sin embargo su
participacidn no se ha establecido claramente.,

Perico y col. (14) estudiaron la contribucién del sistema renina
angiotensina durante la administracién cronica de ciclosporina y observaron un
aumento en la actividad de renina plasmética. Tuffro y col. (13) encontraron que
la ciclosporina incrementa los niveles de renina intrarrenales, altera la
distribucién de renina intrarrenal y sugieren que puede estimular la sintesis de
renina. Sin embargo, en modelos con nefrotoxicidad aguda por ciclosporina,
donde se evalud el papel de los inhibidores de la enzima convertidora de
angiotensina, los resultados son contradictorios, en unc de ellos (8), se
encontrd una recuperacion parcial de la filtracién glomerular por nefrona y en el
otro (15) no se observd ninglin efecto sobre la hemodinédmica glomerular.

En estudios en los que se administré ciclosporina a ratas por periodos
prolongados (5 meses), se produjo un aumento en la sintesis de tromboxanos y

fa administracion de un inhibidor de la sintetasa de tromboxanos, UK-38485,



restableci6 parcialmente |a filtracién glomerular por nefrona, pero no modificé el
flujo plasmatico glomerular, indicando la participacion de otros factores ademas
del tromboxano Az (14).

Por otra’ parte, se ha demostrado que el endotelio vascular juega un
papel importante en la regulacién de la presion arterial y del flujo sanguineo, ya
que libera sustancias vasoactivas como el dxido nitrico y la endotelina que
modulan la tonicidad de los vasos (20). La endotelina es un potente péptido
vasoconstrictor de 23 aminoacidos, formado por ia accion de una endopetidasa
denominada enzima convertidora de endotelina; la vasoconstriccién que induce
es 10 veces mas acentuada en el rifidén que en cualquier otro lecho vascular y
es 10 veces mas potente que la angiotensina Il (21). La infusion exdgena de
endotelina en ratas, produce hipertension sistémica, vasoconstriccion renal,
disminucién del coeficiente de ultrafiltracion y de la filtracién glomerular por
nefrona (22), es decir, efectos similares a los producidos por la administracion
aguda de ciclosporina.

- En estudios con cultivos de células endoteliales encontraron que la
ciclosporina inhibe el crecimiento y proliferacién celular (23,24). Kon y col. (17)
han observado que la infusion aguda de ciclosporina aumenta la produccion de
endotelina aunque 60 minutos despues los niveles circulantes de endotelina
regresan a valores normales, lo cual aumenta el numero de receptores renales
de endotelina (25). Por otra parte, se ha demostrado que la velocidad de
disociacion entre la endotelina y su receptor es muy baja e incluso puede ser
irreversible, lo que explica el efecto vasoconstrictor tan prolongado a pesar de
que los niveles circulantes sean normales (26). En animales con tratamiento
agudo de ciclosporina, la infusién intrarrenal de anticuerpos anti-endotelina o

del antagonista de los receptores restablecio la filtracién glomerular por nefrona



y el flujo piasmético glomerular, sugiriendo que la endotelina es responsable de
la vasoconstriccion observada (17-19).

Por otra parte el endotelio libera las sustancias vasorelajantes
prostaciclina y el factor vasorelajante derivado del endotelio. Palmer y col. (27)
e Ignarro y col. (28) establecieron la identidad farmacoldgica y quimica del
factor vasorelajante derivado del endotelio como éxido nitrico.

El éxido nitrico es sintetizado a partir de L-arginina mediante la accién de
una sintasa que divide los grupos guanidino terminales de este aminoécido,
dando como coproducto fa L-citrulina. Actualmente se conocen dos sintasas de
Gxido nitrico, una de ellas es constitutiva y dependiente de calcio, calmodulina,
y NADPH (29-31). Esta forma de enzima estd presente en las células
endoteliales (32), en el sistema nervioso central (33,34) y en el epitelio tubular
(35). La otra forma es “inducible” la cual es independiente de calcio y requiere
de tetrahidrobiopterina para la oxidacion enzimatica del nitrégeno guanidinico
de la L-arginina (36,37). Se ha encontrado en macréfagos, en células del
parénquima hepatico, adenocarcinoma y pulmén (38); y se activa por
lipopolisacéridos en cultivos de células mesangiales (39). En el organismo el
6xido nitrico tiene propiedades antisépticas que se deben a ta enzima inducible
de los macréfagos, la cual tiene actividad citotoxica contra bacterias, hongos,
protozoarios y células tumorales (40-42). Recientemente se ha demostrado que
las células endoteliales vasculares poseen ambos tipos de enzimas (40} .

El éxido nitrico es muy liposoluble y difunde rapidamente hasta las
células del misculo liso vascuiar donde tiene una gran afinidad por el grupo
hemo de la guanilato ciclasa soluble, ia cual genera GMPc a partir de GTP y
este a su vez activa una proteina cinasa que produce desfosforilazion de las
cadenas ligeras de miosina, dando como resuitado la relajacion del misculo liso

vascular,



Generalmente la concentracion intracelular de arginina es alta, por lo que
ésta no es un factor limitante en la velocidad de reaccién para la sintesis de
oxido nitrico. En condiciones fisioldgicas la iiberacion de 6xido nitrico y su vida
media estan reguladas tanto por un inhibidor del 6xido nitrico como por
moléculas que evitan la degradacion de este factor. El inhibidor de la sintesis de
oOxido nitrico recientemente fue aislado del suero humano y consiste de dos
grupos metilo entazados al dtomo de nitrégeno de! grupo guanidino de la L-
arginina y se conoce como NC,-NS,-dimetil arginina (43). Por otra parte el éxido
nitrico es degradado rapidamente a nitritos y nitratos, sin embargo, la vida
media de éste factor se puede prolongar por la presencia de "moléculas
protectoras”, antre las mas importantes se encuentran los grupos S-nitrosotiol
de los aminoécidos, péptidos y proteinas. El éxido nitrico reacciona con el grupo
libre tiol de las proteinas para formar un compuesio dxido nitrico-nitroso-S-
proteina con bioactividad comparable con la del 6xido nitrico, pero con una vida
media de horas (44).

" Actualmente no es factible medir directamente el éxide nitrico en la
sangre dado que su vida media es de segundos y muchas substancias
incluyendo la hemoglobina interfieren con su determinacion, sin embargo, es
posible cuantificar sus metabolitos estables como lo son los nitritos y nitratos
(NO,/NOs, ) por lo tanto la excrecién urinatia de NO,/NOs, estima
indirectamente la generacion local renal y sistémica del éxido nitrico

El 6xido nitrico es un importante modulador del tono vascular sistémico,
ya que la inhibicién de su sintesis produce aumento de la presién arterial y de el
flujo sanguineo (45,46). De este modo la sintesis de dxido nitrico a partir de L.-
arginina tiene una funcién reguladora a nivel vascular que si se modifica puede
dar alteraciones importantes tanto a nivel sistémico como a nivel renal; incluso

se ha postulado que el manejo selectivo de la sintesis de 6xido nitrico pueda



utilizarse para la prevencion y tratamiento de algunas enfermedades (47) como
hipertension, ateroesclerosis y diabetes (48).

Experimentalmente es posible evaluar fa contribucién del éxido nitrico en
lechos vasculares mediante la administracion de inhibidores especificos, como
el nitro metil ester de arginina (NAME) y el mono metil L nitro arginina (LNMMA)
los cuales son analogos competitivos de la L-arginina y se han utilizado para
evaluar el papel del oxido nitrico en el control de la presion arterial, la
regulacion del flujo sanguineo y la regulacién de la hemodinamica glomerular
(20,41,42). Ademas, se ha demostrado que el NAME posee una potencia
significativamente mayor que el LNMMA (52). Se ha observado que Ja
administracién de estos inhibidores preduce hipertensidn arterial tanto en
animales anestesiados como conscientes; en ambos casos el efecto es
revertido por un exceso de L-arginina, mas no por D-arginina lo que demuestra
la especificidad de la sintasa por el sustrato (49-51). Experimentalmente
también es posible evaluar fa capacidad del endotelio vascular renal para
prbducir 6xido nitrico mediante el uso L-arginina que estimula |a sintesis de este
facter produciendo vasodilatacién (53).

Se ha propuesto que la vasoconstriccién renal asociada a ciclosporina
puede deberse a un desequilibrio en 1a liberacion de sustancias vasorelajantes
y vasoconstrictoras. Esta alteracién puede ser el resuitado de: 1} aumento en la
produccion de factores contractiles, 2) disminucién en ia liberacion de factores
vasorelajantes 3) liberacion normal de factores vasorelajantes pero insuficiente
para contrarrestar el efecto de las sustancias vasoconstrictoras.

Hasta ahora no se ha investigado la contribuciéon del éxido nitrico sobre
la hemodinamica glomerular en la nefrotoxicidad por ciclosporina, por lo que, el

presente estudio fue disefiado para evaluar tanto la produccién basal como la



capacidad del endotelio para producir 6xido nitrico mediante la administracion

de NAME y L-arginina en ratas con nefrotoxicidad por ciclosporina.



HIPOTESIS

El endotelio produce y libera substancias vasoactivas que afectan la
tonicidad del misculo liso vascular. Las alteraciones en la liberacion de factores
contractiles vy relajantes derivados del endotelio tanto en condiciones
fisioldgicas como en enfermedades rénales, pueden influir de forma importante
en la funcidn y hemodinamica renal.

La nefrotoxicidad producida por ciclosporina, se caracteriza por
vasoconstriccion renal intensa, la cual se ha atribuido a una alteracién en la
liberacion de factores contractiles y vasorelajantes producidos por el endotelio.
Se ha postulado que éste desequilibrio pueda ser el resultado de un aumento
en la sintesis de factores vasoconstrictores, y/o una disminucion en la liberacion
factores vasorelajantes como el éxido nitrico.

1) Si la administracién de NAME, inhibidor de la sintesis de 6xido nitrico,
acentuia la vasoconstriccion renal preexistente en ratas con nefrotoxicidad por
ciclosporina y |a respuesta es mayor que en los controles, esto indicara que la
produccion renal de oxido nitrico es normal o estd aumentada y contribuye a
mantener la filtracién glomerular y a contrarrestar el efecto vasoconstrictor de la
ciclosporina. Si por el contrario, la vasoconstriceion no se modifica, ello indicara
que la produccion de dxido nitrico esta suprimida lo cual contribuiria a mantener
la vasoconstriccion.

2) Si la administracién de L-arginina, precursor del factor derivado del
endotelio, produce vasodilatacién renal en las ratas con nefrotoxicidad inducida
por ciclosporina, esto indicara la integridad del endotelio vascular y por lo tanto
que su capacidad para producir 6xido nitrico se encuentra conservada. Si por el
contrario, a L-arginina no maodifica la vasoqonstriccién. ello indicara incapacidad

de las células endoteliales para producir 6xido nitrico.



OBJETIVOS:
En ratas uninefrectomizadas tratadas cronicamente con ciclosporina A:

1) Estudiar la hemodinamica glomerular, la excrecion urinaria de NO2 /NGy, ¥

la histologia

2) Evaluar la participacion del éxido nitrico en la hemodinamica glomerular,

mediante la inhibicion de Ia sintesis de éxido nitrico

3) Evaluar la capacidad de! endotelio renal para producir oxido nitrico con la
infusién de L-arginina, mediante la respuesta en la hemodinamica

glomerular y en la excrecion urinaria de NOZ'IN03'.



MATERIAL Y METODOS:
1.- PRODUCCION DEL MODELO EXPERIMENTAL.

Se utilizaron ratas Wistar macho con un peso entre 300-350 g. Bajo
anestesia general con éter, se realizé uninefrectomia mediante una incisiéon de
lumbotomia derecha y los animales se dejaron evolucionar durante 15 dias,
permitiéndoséles libre acceso a comida y agua.

Las ratas se dividieron en dos grupos, uno que recibid vehiculo 0.1 m! de
acejte de oliva s.c., el cual sirvio como grupo control y el otro que recibié
ciclosporina a una dosis de 30 mg/kg s.c. por dia durante 30 dias. El grupo
control fue alimentado en forma pareada, es decir, la cantidad promedio de
alimento que consumian las ratas tratadas con ciclosporina fue proporcionado al
grupo control. Se llevaron a cabo los estudios de micropuncién 30 dias
después, en los siguientes grupos de ratas:

Il.- PROTOCOLOS EXPERIMENTALES.
Nefrotoxicidad por ciclosporina,

Se estudid la hemodinamica glomerular en 16 ratas uninefrectomizadas
tratadas con ciclosporina, CyA, y en 20 raias uninefrectomizadas que recibieron
vehiculo, V, las cuales fueron usadas como grupo control. Mediante el estudio
de estos dos grupos se establecieron las diferencias en la hemodinamica
glomerutar que produjo la administracién crénica de ciclosporina. .

Efecto de {a inhibicion de la sintesis de 6xido nitrico.

En un grupo de 6 ratas tratadas con ciclosporina, CyA+NAME y 8 ratas
controles, V+NAME, se evalud la hemodinamica glomerular en dos periodos, en
condiciones basales y durante la inhibicion de la sintesis de dxido nitrico con
NAME. Se administrd un bolo de 10 mg/kg de NAME seguido de una infusion de
50 pglkg/min  y después de 30 minutos de equilibrio se repitieron fas

mediciones de la hemodinamica glomerular.
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Efecto de la estimulacién de la sintesis de 6xido nitrico.

En un grupo de 6 ratas tratadas con ciclosporina (CyA+ARG) y 9 ratas
controles (V+ARG) se efectud la medicion de la hemodinamica glomerular en
condiciones basales y durante la estimulacién de la sintesis de éxido nitrico con
L-arginina al 15% a una velocidad de 2.2 mlih.

.- ESTUDIOS DE MICROPUNCION.
Preparacion Quirdrgica:

Después de 30 dias de evolucién, se estudid la hemodindmica glomerular
en el rifdn izquierdo. Las ratas se anestesiaron con pentobarbital sédico (30
mg/kg de peso corporal i.p.) y se instilaron dosis suplementarias en el peritoneo,
conforme a requerimientos. La preparacion quirdrgica se realizé de la siguiente
manera: se coloco a la rata en una mesa termoregulada en 37 °C, se cateterizé
la trdquea con un tubo de polietileno, PE-240, las venas yugulares y ambas
arterias femorales con tubo de polietileno, PE-50 y el uretero izquierdo con tubo
de polietileno, PE-10. Se expuso el rifién a través de una incisién en la linea
media, después de disecar el tejido adiposo perirrenal se colocd en una capsula
de lucita, conservando su posicidn fisioldgica, sin comprimir el uretero ni el
pediculo renal. El espacio entre la capsula y el riion se llend con un elastémero
(Xantopren, Bayer) y la superficie del riidn se cubrid con solucion de Ringer
tibia. El riidn se iluming con una luz fria transmitida por una fibra optica; esta
luz permite visualizar ciaramente los tubulos y capilares de la corteza renat con
un micrascopio estereoscépico (Nikon SMZ-10, Japén). Uno de los catéteres
femorales se utilizé para obtener muestras de sangre periodicamente y el otro
para monitorear en forma continua la tension arterial media, TAM, mediante un
transductor de presién (modelo P23db, Statham Instruments, Gould Division Inc.
Hato Rey, Puerto Rico), conectado a un poligrafo (Grass Model RPS 7C8,

Instruments, Quincy, Mass. EUA). Las muestras de sangre se repusieron en
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forma simultanea con el mismo volumen de sangre obtenida de una rata
donadora.

l.as ratas se mantuvieron en condiciones de euvolemia mediante la
administracién intravencsa de plasma isoncético de rata a dosis de 10 mi/Kg de
peso corporal en una hora, seguida de una infusién de polifructosan (inutest
Laevosan-Gesellschafft, Viena) al 25% en solucion Ringer per via intravenosa a
razén de 2.2 mi/h, durante todo el experimento. Después de un periodo de
equilibrio de 60 min, se inicid una recoleccién de orina de 30 a 40 min en tubos
de plastico eppendorf con aceite mineral previamente pesados en una balanza
analitica. El volumen urinario se calculd por la diferencia de pesos entre el tubo
con la muestra recolectada y el tubo previamente pesado. Al principio y al final
de cada recoleccion de orina se obtuvieron muestras de sangre.
Simulténeamente a la recoleccion de orina, se obtuvieron muestras por
micropuncion de el liquido tubular y de sangre de la arteriola eferente y también
se midio la presion intratubular y capilar peritubutar.

Medicion de la presion intratubular y capilar peritubular.

Para la medicién de la presién tubular se utilizé un equipo Servo Null
(Servonulling Pressure System model 4A, Instrumentation for Physiology and
Medicine Inc. San Diego CA. EUA) conectado a un transductor de presion
{modelo P23db, Statham Instruments, Gould Division Inc. Hato Rey, Puerto
Rico), a una bomba de presidn y a un poligrafo (Grass Model RPS 7C8,
Instruments, Quincy, Mass. EUA) calibrado previamente a presiones entre 0 y
50 mm Hg. El equipo detecta cambios en la conductividad eléctrica dentro de la
pipeta de puncién, la cual estz llena con una solucion salina 1 M. Al introducir la
pipeta en el capilar o en el tibulo ingresa a dicha pipeta solucidn relativamente
hipotdnica, disminuyendo la conductividad dentro de la pipeta, lo cual es

detectado por el “Servo Null", que activa una bomba y aumenta la presidn hasta
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igualar la presién con la de la cavidad en cuestién, recuperandose la
conductividad inicial dentro de la pipeta; el transductor mide la presién que la
bomba aplico al sistema para igualaria a la de la cavidad en estudio, |a cual es
registrada en el poligrafo.

Para medir la presion intratubular y la presién intracapilar se utilizaron
pipetas de vidrio con didmetro de la punta de 5 a 7 um. Para medir la presién
intratubular con bloquec de fiujo, se interrumpié el flujo del liquido tubular
mediante una columna de aceite mineral, coloreado con Sudén negro, se
inyectd en la luz tubular a través de una pipeta de vidrio con un diametro de la
punta de 9 a 11 um y se conservé en posicidn estable por un minimo de 30
segundos, la pipeta del servo null se coloed en el segmento mas proximal del
tdbulo bloqueado v se registro la presion intratubular necesaria para detener el
flujo tubular y la filtracion glomerular, esto permite calcular indirectamente la
presién dentro del capilar glomerular. Posteriormente se midieron la presion
hidrostatica tubular a flujo libre y la presion hidrostatica en los capilares
péritubulares en forma directa. N
Toma de muestras de micropuncion.

Para la obtencién de las muestras tubulares se utilizaron pipetas de
digmetro en la punta de 9 a 11 um, llenas con aceite mineral coloreado con
Sudan negro, fijas a un adaptador conectado a una jeringa de 20 ml de tal
manera que la jeringa permite aspirar o inyectar a través de la micropipeta. El
adaptador con la micropipeta se monté en un maniputador Leitz, que permite
realizar movimientos finos a lamicropipeta. Con estas pipetas se puncionaron
los tUbulos proximales en un punto cercano a la emerg\encia de la arteriola
eferente que corresponde a las porciones terminales del tibulo proximal. Para
recolectar el liquido tubular se inyectd una pequeifia columna de aceite con el

objeto de bloquear la luz tubular y permitir el paso libre del liquido tubular al
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interior de 1a pipeta. En todos los experimentos se obtuvieron 5 a 6 muestras de
liquido tubular de 3 a 4 min c/u. A continuacion, se punciond con pipetas de 13
a 15 um la arteriola eferente en su emergencia a la superiicie, este sitio puede
reconocerse facilmente por su aspecto en forma de estrella y se obtuvieron
muestras de 100 a 200 nl para la determinacidn de proteinas en el plasma. La
concentracidn de proteinas en la arteriola aferente se midié en las muestras de
sangre arterial, obtenidas de el catéter de la arteria femoral.

En aquellos experimentos en los que se realizaron dos periodos, las
mediciones anteriores se determinaron nuevamente después de un periodo de
equilibrio de 30 minutos de haber iniciado la infusién de nitro arginina metil ester
& L-arginina segudn el experimento.

Microscopfa de luz y electrénica.

Después de terminar fos estudios de micropuncién se ligé fa aorta por
arriba de ias arterias renales y se ligd e! tronco celiaco. El riidn se lavo con
amortiguador de fosfatos 0.13 M (pH 7.4) durante uno o dos min para eliminar ia
sangre de los vasos renales, inyectdndolo por la arteria femoral a una presién
constante y similar a 1a tension arterial que tenia previamente |a rata, uno de los
catéteres de las arterias femorales se utilizd para inyectar el buffer y el otro para
monitorear en forma continua la presion de la inyeccién. Posteriormente se
extrajo el rifidn y se dividié en dos partes, una de ellas se suspendié en Bouin
alcohdlico para la microscopia de luz y ia otra en formaldehido para la
microscopia electronica. Para el andlisis histopatoldgico las muestras fueron
evaluadas por el método doble ciego.

V.- MICROANALISIS Y METODOS ANALITICOS:

El volumen de las muestras tubulares se midié con un capilar de cuarzo

de didmetro constante, previamente calibrado, que permite medir volimenes en

nanolitros con un error del 2%. La concentracion de polifructuosan tubular se
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midid por triplicado por el método microflucrométrico de Vureck y Pegram (54).
Las concentraciones de polifructosan en muestras de sangre y orina se midieron
con |2 técnica de antrona de Davidson y Suckner (55). La concentracion de
proteinas se midié por duplicado mediante el micrométodo fluorométrico de
Viets y col. (56) en el plasma de la sangre tomada de las arteriolas eferentes y
de la arteria femoral.

Cuantificacién de NO,/NO;.

En 5 ratas de cada grupo se determinaron los metabolitos estables de la
sintesis de 6xido nitrico NOy~ y NO3~ en condiciones basales y durante fa
infusion de NAME o L-arginina, Las muestras de orina obienidas durante los
estudios de micropuncién se incubaron con E. coli nitrito reductasa en buffer de
fosfatos-formato de amonio (pH=7.3), por 1 h a 37°C, para convertir los NO;~ en
NO,", como se describid previamente por Bartholomew (57) y Granger y col.
(58) Por medio del reactivo de Griess se desarrollé color en las muestras, las
cuales se leyeron en un espectrofotémetro en luz visisble y se determiné la
cantidad de NOJ- utilizando estandares de concentraciones conocidas de
NaNO; y NaNOgj .

Para preparar la enzima, la E. Coli se coloco en un medio rico en nitratos
en condiciones anaérobicas durante 18 h, después se lavd varias veces, se
resuspendid en una solucion buffer de fosfatos y se congeld a -70°C, para su
posterior utilizacién.

V.- CALCULOS.

Con las medicicnes y determinaciones anteriores se calcularon los
siguientes parametros: la filtracion glomerular por nefrona (FG/n), la presion del
capilar glomerular (PCG), la fraccion de filtracion (FF/n), el flujo plasmético

glomerular (FP/n), el flujo sanguineo glomerular (FSG), las resistencias aferente
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y eferente (RA y RE), la presién efectiva de filtracion (PEF) y el coeficiente de
ultrafiltracion (Kf) con las siguientes formulas:

FG/n = (LT/P)pou e VF
en donde (LT/P)pqli es el caciente de la concentracion de polifructosan en el
liquido tubular entre la concentracion de polifructosan en el plasma y VF es
la velocidad del liquido tubular que se obtiene al dividir el volumen del

liquido tubular entre el tiempo de recoleccion de la muestra.
La presién oncética, I, se calculé a partir de la concentraciéon de

proteinas, C, con la ecuacion de Landis y Pappenheimer:

IT=1.63C + 0.294C?

PCG = SFP + 1A
donde SFP es [a presidn tubular a flujo detenido y [1A es la presion oncotica

aferente.

FFin=1_CA
CE

donde CA y CE son las concentraciones de proteina aferente y eferente

respectivamente.

donde Htc es el hematocrito.

TAM - PCG
A= e ene X 7,962
FSG
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PCG - Pc
RE = =emcememmmaeeee x 7.962
FSG

donde TAM es |a tension arterial media, y Pc la presién capilar peritubular.
(PCG - 1A - FF) + (PCG - TIE-FF)

2
donde IE es la presion oncética eferente y FF es la presién tubular a flujo

PEF =

libre.

(FGN / PEF)
Ki=

60

VI,- ANALISIS ESTADISTICO.

Los resultados obtenidos son expresados como un promedio + el error
esténdar para cada grupo de ratas estudiado. Las diferencias encontradas en
cada grupo se determinaron por medic de la T de Student pareada y las
comparasiones entre grupos se analizaron por ANOVA con un disefio para
mediciones repetidas y cuando fue apropiado se aplicd la prueba de T de
Student no pareada. Cuando el valor de F alcanzd una p<0.05, las diferencias

encontradas se consideraron como estadisticamente significativas.
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RESULTADOS.
Nefrotoxicidad por ciclosporina:

Los efectos producidos, por la administracion cronica de ciclosporina en
la micracirculacion renal, se muestran en la tabla 1 y figura 1.

E1 peso corporal (PC) fue similar en ambos grupos de ratas; sin embargo,
en las ratas que recibieron ciclosporina el peso renal (PR) fue significativamente
menor que en el control; también se observé una ligera disminucidn en el
hematocrito (Htc).

Las ratas tratadas con ciclosporina presentaron una tension arterial
media figeramente menor que el grupo con'rol, pero dentro de valores normales.
Este grupo se caracterizdé por una marcada vasoconstriccion renal, como io
demuestra la elevacion de las resistencias arteriolares aferente y eferente que
produjo, una disminucién del 51.5% en el flujo plasmético por nefrona, respecto
al grupo control. Ademas se abservd un dsscenso considerable del coeficiente
de ultrafiltracion. Los otros dos determinantes de la filtracién glomerular, la
presién hidrostdtica y la oncotica glomerular, no se modificaron, siendo la
disminucion del flujo plasmatico y del coeficiente de ultrafiltracion los
responsables de que la filtracidn glomerular por nefrona disminuyera en un 53%
(de 38.5 a 18.5 niimin) y de la disminucidn de la filtracién total del rifién en un
68%.

La vasoconstriccion inducida por ciclosporina también se asocid con una
inhibicion en la reabsorcion tubular de sodio. La reabsorcion fraccional proximal
estimada a partir de la relacidén promedio de la concentracién de polifructosan
en tabulo dividida entre la concentracion en plasma, TF/P polifructosan,
disminuyo siéniﬁcativamente al compararse con el grupo control. La reabsorcion
proximal absoluta (RPA) disminuy$ debido a la reduccién en la reabsorcién

proximal fraccional y en la carga filtrada, causada esta ditima por la calda de la
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filtracién glomerular por nefrona. La excrecién urinaria de sodio, UNaV, fue
similar en ambos grupos; sin embargo, la excrecion fraccional de sodio fue
ligeramente mayor en las ratas tratadas con ciclosporina.

La figura 2 muesira ios valores obtenidos en la excrecién urinaria de
NO, /NO3", y claramente demuestra que |a ciclosporina no modificé la excrecidn
de estos metabolitos, 5.6+1.7 para el grupo control y 5.3+2.4 nMol/min/g PR
para el grupo con ¢iclosporina.

La micrografia 1 muestra los hallazgos encontrados en el analisis de
microscopia de luz para el grupo que recibid ciclosporina, el cual presenté
vacuolizacién difusa de las células epiteliales del tubulo proximal, capitares
peritubulares dilatados con algunos leucocitos y también edema intersticial
moderado. No se encontraron lesiones en los vasos glomerulares. El andlisis de
microscopla electrdnica confirmé las ailteraciones encontradas con la

microscopia de luz.
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TABLA 1. HEMODINAMICA GLOMERULAR EN
NEFROTOXICIDAD POR CICLOSPORINA.
Grupo Vehiculo Ciclosporina
(n=20) (n=16)
PCg 341.948.0 328.9+9.7 N.S.
PRg 2.040.1 1.74£0.1 p<.005
Htc 47.5+0.9 42.910.7 p<.0005
TAM mmHg 116.242.1 107.8+2.8 p<.01
FPIn nl/min 147.545.9 71.5+5.8 p<.0005
RA dina.seg.cm™5 2.0x0.1 4.240.5 p<.0005
RE dina.seg.cm™5 1.440.1 3.2+0.3 p<.0005
SFP mmHg 32.5+0.6 31.5£0.6 N.S.
PT mmHg 11.2+0.3 11.410.4 N.S.
PCP mmHg 10.91£0.3 10.7+0.9 N.S.
YA mmHg 18.5+0.4 17.61+0.5 N.S.
Y mmHg 28.410.06 27.210.08 N.S.
PCG mmHg 51.0+0.06 49.0+0.08 N.S.
Kf ni/seg/mmHg 0.039+0.002 0.021+£.002 p<.0005
FGin nl/min 38.2+1.6 18.0£1.5 P<0.0005
FG mi/min 1.3+0.1 0.4+0.01 p<.005
FF/n 0.3+0.01 0.310.01 N.S.
TFIP polifructosan 2.1+0.2 1.7+0.2 p<.025
R.P.F. % 0.5+0.02 0.3+0.05 p<.005
R. P. A. ni/min 18.5£1.3 7.0+1.4 p<.0005
UNaV ueq/min 0.3+0.04 0.3£0.13 N.S.
FENa % 0.2£0.1 0.840.3 p<.01

20



FIG. 1.- NEFROTOXICIDAD POR CICLOSPORINA
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FIG. 2.- EXCRECION URINARIA DE NGO,/ NO3; ANTES
Y DURANTE LA INFUSION DE NAME O L-ARGININA.
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Micrografia 1.- Alteraciones histolégicas producidas por

la administracién crénica de ciclosporina
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Efecto de la inhibicién de la sintesis de dxido nitrico,

La tabla 2 y la figura 3 muestran los resultados obtenidos en la
hemodinamica glomerular antes y durante la inhibicion de la sintesis de oxido
nitrico mediante la infusién de nitro metil éster de arginina, NAME y en la figura
4 se representa la respuesta porcentual a la inhibicidn de oxido nitrico.

En las ratas que recibieron vehicuio, la infusién de NAME incrementd (a
tensién arterial media y produjo vasaconstriccidn renal. El flujo plasmatico por
nefrona disminuyd en un 28.8%, debido a la elevacion de las resistencias
vasculares, sin embargo, [a resistencia eferente aumentd en mayor proporcién
que la resistencia aferente, 75 y 54.6%. El aumento del 16.7% en ia presién
capilar glomerular fue el resultado de la elevacién en la tension arterial y de la
vasoconstriccion predominantemente eferente. El NAME también produjo una
disminucién del coeficiente de ultrafiltracion. La diminucion en el flujo plasmético
por nefrona y en el coeficiente de ultrafiltracion ocasionaron que la filtracidn
glomerular por nefrona disminuyera en un 28.9%, a pesar del incremento en la
presién inlraglomerular. A nivel tubular, la inhibicidn del oxido nitrico produjo
una ligera disminucién de la reabsorcion proximal fraccionall que asociada en la
disminucion de la carga filtrada, produjo un importante descenso en la
reabsorcion proximal absoluta. A pesar de estos cambios [a excrecion fraccional
de sodio aumento hasta el 3.5%. .

En el grupo que recibié ciclosporina, Ia infusién de NAME produjo un
cambio similar en la tension arterial media comparados con el grupo que recibié
vehiculo, sin embargo, a diferencia del grupo control, la vasoconstriccion
inducida fue mas acentuada, se observd una vasoconstriccion
predominantemente preglomerular, la resistencia aferente se elevé en un
90.9%, mientras que la eferente solo el 51.4%. El flujo plasmatico glomerular

disminuy6 en un 37.6%, descenso ligeramente mayor que el observado en los
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controles, 28.8%. La presién intraglomerular disminuyé un 11.6%, debido a que
la resistencia aferente aumentd en mayor proporcidn que la eferente. Los
valores de Kf basales se encontraron bajos y no disminuyeron mas con la
administracion de NAME. La filtracién glomerular por nefrona disminuyé como
consecuencia de la caida en la presién intraglomerutar y en el flujo plasmatico.

Al igual que en el grupo control, la infusidn de! inhibidor aumentd la
excrecion fraccional de sodio hasta un 16.5%, a pesar de la reduccidn en la
reabsorcion proximal absoluta y en el flujo distal.

No se encontraron diferencias en la excrecion urinaria de NO5/NOg-,
antes y durante la inhibicién del dxido nitrico en ninguno de los dos grupos
estudiados. En las ratas con vehiculo la excrecién fue 5.6+1.7 y permanecié en
6.213.3 nmol/min/g PR y en el grupo con ciclosporina fue de 53424 y se
mantuvo en 4.842.4 nmol/min/g PR
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TABLA 2: HEMODINAMICA GLOMERULAR ANTES Y DURANTE LA INFUSION DE NAME.

TAM FPIn RA RE PCG KF FGIn fiA fE FFin RPA FENa
mmHg nl/min —dinarsicm=S— mmHg i nlimin —~—mmHg-— nli/min %
v 116.5+4.5 133.929.8 22403 1.6:0.1 516107 0.034£002 33.9#25 18.8:0.9 29.0t14 0.25:004 176434  0.13:0.02
V+NAME 130.5¢36° 95416.5* 3.4102* 28:0.2* 602413 0.015:001* 24.1£20* 169+1.1" 26.0£16* 0255005 10.0+1.7* 3.5041.3°
p<.005 p<.01 pe005 p<003  p<.003  pe<.000S p<.01 p<003  pe003 N.S. p<.025 p<.025
CYA 1056418 6864106 44:07 37407 40.1:20 0022:005 185428 177409 2B1+1.5 027+002 9318 1.20:06
CYA+NAME 119.3:35" 428:86* 84+1.3* 56410 434118* 0020:006 142:22* 175108 28.4x15 027+008 56:1.0° 1650:5.5°
p<.005 p<.003 p<005  p<035  p<.0005 N.S. p<0.003 Ns. N.S. NS p<.01 p<.01
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FIG. 3.- EFECTO DE LA INHIBICION DEL OXIDO NITRICO
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FIG. 4.- RESPUESTA HEMODINAMICA GLOMERULAR A LA

%A

INHIBICION DE OXIDO NITRICO.
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Efecto de la estimulacién de la sintesis de 6xido nitrico.

En fa tabla 3 y figura 5 se muestra la respuesta renal obtenida al
estimular la sintesis de éxido nitrico, mediante la infusidn de L-arginina vy en la
figura 6 se representa de forma porcentual esta respuesta.

En las ratas que recibieron vehiculo, la arginina produjo un efecto
vasodilatador, ifa tension arterial media disminuy6 6.1%. El flujo plasmético
aumentd en un 72.8% debido a que las resistencias pre y pos-glomerulares
disminuyeron, 44.4% y 38.5% respectivamente. Dado que ambas resistencias
disminuyeron en la misma proporcion, a presidn intraglomerular no se modificd
y el Kf aumenté un 63.2%. La filtracién glomerular por nefrona se elevo en un
72.6% por el incremento en el flujo plasmatico glomerular y el Kf. La infusién de
arginina produjo un aumento del 41.8% en la reabsorcion proximal fraccional
que asociado con el incremento en la carga filtrada dio como resultado un
aumento en la reabsorcion proximal absoluta del 149%. Cuando se calculé el
flujo del tibulo proximal no se encontraron diferencias, sin embargo, la
ekcrecién fraccional de sedio aumenté 19 veces.

En el grupo tratado con ciclosporina, el cual presentaba vasoconstriccién
crénica, fa estimulacion de la sintesis de 6xido nitrico produjo cambios similares
a los observados en el grupo control. Se observé una marcada vasodilatacion,
la tensién arterial media disminuyd 4.5%, el flujo plasmético por nefrona
aumentd en un 107.1%, debido a que las resistencias aferente y eferente
disminuyeron en un 55.3% y 51.6% respectivamente. La disminucién de las
resistencias en la misma proporcién origind que la presién capilar glomerular no
se modificara. El Kf aumentd y el incremento porcentual fue estadisticamente
mayor que el observado en e! control, 85.2% vs. a 63.2%. La filtracion
glomerular por nefrona aumentd en mayor proporcion que en el grupo control,

114.9% vs a 72.6%, debido al aumenté de el Kf en mayor magnitud. Sin
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embargo, a pesar del incremento de los pardmetros mencionados los valores
alcanzados fueron inferiores de los observados en el grupo control. La infusion
de arginina produjo un aumente significativo en la reabsorcion tubular proximal
absoluta y fraccional |a excrecion fraccional de sodio aumentd 3 veces.

La estimulacion de la sintesis de oxido nitrico produjo un aumento
significativo en la excrecién urinaria de NO;/NO5", en ambos grupos. En el
control la excrecion aumento de 5.641.7 a 37.616.3 nmol/min/g PR y en el grupo
con ciclosporina de 5.3+2.4 a 35.048.3 nmolimin/g PR (p<0.05)
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TABLA 3: HEMODINAMICA GLOMERULAR ANTES Y DURANTE LA INFUSION DE L-ARGININA.

TAM FP/n RA RE PcG KF FG/n A 1E SNFF RPA FENa
mmHg nl/min —dina/sfemS— mmHg _ nlfsimmHg nlimin ——mmHg— alimin %
v 119.0£1.8  155.3211.1 1.820.2 1.320.1 525%1.2 0.038+003 41.2+34 17.9:05 28.1:0.8 0.26£01 171218 0.220.1
V+ARG 111.742.4*  268,4£27.7° 1.020.1* 08201~ 554120 0.062:£006* 71.1x7.4* 165:05° 28,110.7* 0.27£01 4261155 3.8+1.1°
p<.025 p<.0005  p<.0005 p<0005 NS p<.0025 p<.0005 p<005  p<.005 N.S. p<.0005  p<.0125
CYA 1153454  722#133 47408 31105 488411 00272009 18.1£35 181+0.9 28.1+1.2 025+02 3.9+51 0.9:0.2
CYA+ARG  110.1#4.7* 1495:264* 21£0.3* 15401 48.2+1.4 0.050+014* 389468 16.7:0.8* 26.241.1* 0.26+01 166158* 3.0107* '
. NS. p<.005 p<.01 p<.0l N.S. p<.0025 p<0.0025  p<.005 p<.025 N.S. p<.0005  p<.005
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FIG. 5.- RESPUESTA HEMODINAMICA GLOMERULAR A
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FIG. 6.- RESPUESTA HEMODINAMICA GLOMERULAR A LA
ESTIMULACION DE OXIDO NITRICO.
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RESUMEN DE RESULTADOS:

1.1

1.2

1.3
1.4

21

La administracién subcutanea de ciclosporina durante 30 dias a ratas
uninefrectomizadas produjo vasoconstriccidn arteriolar pre y pos
glomerular y esto a su vez ocasiond que el flujo plasmatico por nefrona
disminuyera, también produjo un descenso importante del coeficiente de
ultrafiltracion. La disminucitn de estos dos parémetros ocasiond que tanto
la filtracién glomerular total como la filtracion glomerular por nefrona
disminuyeran.

A nivel tubular fa CyA produjo disminucidn de la reabsorcién fraccional
proximai y de la reabsorcion proximal absoluta. La excrecion urinaria de
sodio, UNaV, fue similar en ambos grupos; sin embargo, la excrecion
fraccional de sodio fue ligeramente mayor en fas ratas tratadas con
ciclosporina.

La ciclosporina no modifico la excrecion urinaria de NO;/NO3™.

La microscopia de luz y electrénica reveld vacuolizacién difusa de las
células epiteliales del tibulo proximal; capilares peritubulares dilatados con
algunos leucocitos y también edema intersticial moderado. No se
encontraron lesiones en la vasos glomerulares.

La inhibicién de la sintesis de 6xido nitrico en las ratas controles produjo:
levacion de (a tension arterial media y de fas resistencias vasculares, sin
embpargo, fa resistencia eferente aumentd en mayor proporcién que la
resistencia aferente. El fiujo plasmético por nefrona disminuyé debido a la
vasoconstriccion observada. La presion capilar glomerular aumentd y el
coeficiente de uitrafiltracion disminuyd. Como resultado de la modificacion

de los pardmetros anteriores la filtracién glomerular por nefrona disminuyd.
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23

2.4

3.1

3.2

3.3

A nivel tubular, la inhibicion del &xido nitrico produjo disminucion de la
reabsorcion proximal fraccional y absoluta A pesar de estos cambios la
excrecidn fraccional de sodio aumentd.

En el grupo que recibid ciclosporina el cual presentaba vasoconstriccion
crénica, la inhibicién del 6xido nitrico produjo: elevacién de la tension
arterial media sin embargo, a diferencia del grupo control, Ia
vasoconstriccion  inducida fue mds acentuada, se observd una
vasoconstriccién predominantemente pregiomerular. Produjo también
disminucion de el flujo plasmatico glomerular y de la presién
intraglomerular. Los valores de Kf basales se encontraron bajos y no se
modificaron. A nivel tubular la excrecion fraccional de sodio aumentd a
pesar de la reduccién en la reabsorcion proximal absoluta y en el flujo
distal.

Durante la inhibicion la sintesis de oxido nitrico 1a excrecion urinaria de
NO2/NO3~ no se modificd en ningln grupo.

La estimulacién de la sintesis de 6xido nitrico en las ratas controles
produjo: disminucion de la tensién arterial media, aumento de el flujo
plasmatico glomerular por disminucién de las resistencias pre y pos-
glomerulares y aumento del Kf. La filtracion glomerular por nefrona
aumentd como resultado de los cambios en los pardmetros hemodinamicos
anteriores.

A nivel tubular produjo que la reabsorcién proximal fraccional y absoluta.y
la excrecion fraccional de sodio aumentaran.

En el grupo tratado con ciclosporina, la estimulacidn de la sintesis de 6xido
nitrico produjo: disminucidn de la tensidn arterial media, aumento en el flujo

plasmético por nefrona, debido al incremento en las resistencias aferente y
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3.4

3.5

eferente, El Kf también aumentd. La filtraciéon glomerular por nefrona
aumentd como resultado de 1a vasodilatacion observada.

A nivel tubular se observdé un aumento significative en la reabsorcién
tubular proximal absotuta y fraccional y en la excrecion fraccional de sodio.
Cuando se estimuld la sintesis de ON con L-arginina, la excrecién urinaria
de NO2/NO3" aumentd 6 veces tanto en el control como en el grupo con

ciclosporina.
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DISCUSION

En el presente trabajo se estudio el efecto de 1a administracién cronica de
ciclosporina a ratas uninefrectomizadas, el cual es un modelo con cambios
compensatorios similares a los observados en pacientes con trasplante renal.
Estudios previos en ratas uninefrectomizadas la ciclosporina produjo
disminuciobn de la funcién renal sin que ocurriese vasoconstriccion renal;
Winston y col. (59) y Gillum y col. (80) propusieron que la vasodilatacion
compensatoria presente en el rifdn remanente antagoniza los cambios en las
resistencias arteriolares inducidos por ciclosporina. En el estudio de Winston y
col, (59) la disminucién de la filtracion glomerular por nefrona fue causada por la
caida del coeficiente de ultrafiltracion y en el estudio de Gillium y col (60) no se
realizaron estudios de micropuncién. Sin embargo la ausencia de
vasoconstriccion en estos estudios también puede explicarse porque la
ciclosporina se administré durante un periodo corio (15 dias) y se ha
demostrado que existen diferencias importantes en las alteraciones de la
funcién renal que dependen de la dosis, el tiempo y la ruta de administracién de
este inmunosupresor (61-64).

En nuestro estudio un periodo de tratamiento por 28 dias, fue suficiente
para elevar las resistencias renales y reducir el fiujo plasmaético glomerular,
alteraciones caracteristicas de la nefrotoxicidad por ciclosporina. También se
observé una caida significativa en el coeficiente de ultrafiltracion. La filtracion
glomerular por nefrona disminuyd en un 53% como consecuencia de la
disminucin en dos de sus determinantes. La ciclosporina no produjo elevacion
en la presidn arterial media, probablemente por e! efecto toxico tubular que
induce y que impide ta retencion de sodio y elevacion de la presién que se

observa en los humanos.
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Cuando se evalud 1a microscopia de luz y la electronica solo se encontrd
toxicidad directa a nivel tubular, la ciclosporina produjo intensa vacuolizacion
del epitelio proximal tubular. Las alteraciones en la hemodinamica glomerular no
se asociaron con cambios estructuraies glomerulares, lo que sugiere la
presencia de una alteracién funcional y reversible. El dafio tubular se asocié con
una disminucion en la reabsorcion proximal de agua y sodio, sin embargo la
excrecion urinaria de sodio no se modificd debido a la disminucién en la carga
filtrada impuesta por 1a disminucion de la filtracién glomerular por nefrona.

Por otra parle no se han establecido los mecanismos responsables de la
vasoconstriccién inducida por ciclosporina. La administracién aguda del
inmunosupresor produce elevacién de factores vasoconstrictores tales como la
angiotensina li (12-15), el tromboxano A, (16} y |a endotelina (17-19), los cuales
inducen contraccién de las arteriolas glomerulares y de las céiulas mesangiales
(12-19). Se ha postulado que estos compuestos presores pueden ser
responsables parcialmente de la vasoconstriccion renal observada durante la
nefrotoxicidad crénica por ciclosporina.

A este respecto, se ha observado que el tratamiento con ciclosporina
produce activacion del sistema renina angiotensina (14), ademas se ha
encontrado que la ciclosporina incrementa el contenido de renina intrarrenal
(13), sin embargo, cuando se ha administrado inhibidores de la enzima
convertidora de angiotensina Il los resultados han sido contradictorios, en
algunos estudios la filtracién glomerular se recuperd y en olros no se encontrd
ningin efecto sobre 1a hemodinamica glomerular (9,19}, por lo que se requieren
mas estudios para discernir el papel de a angiotensina il en la nefrotoxicidad
crdnica por ciclosporina.

En ratas tratadas con ciclosporina durante 30 dias, Perico y col.

encontraron un aumento en la excrecion urinaria de tromboxano B el metabolito
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del tromboxano A, y sugieren que el aumento en la sintesis de tromboxano Ay
cause la reduccién de la filtracién glomerutar. También se ha observado que la
inhibicion de la sintetasa de tromboxanos en ratas tratadas con ciclosporina en
forma crénica, produce aumento en filtracion glomerular, pero el flujo plasmético
glomerular no se recupera, lo que sugiere la participacion de otras sustancias
vasoconstrictoras (14).

Por otra parte, la ciclosporina produce dafio endotelial en cultivos de
células endoteliales, al incrementar la velocidad de lisis de éstas células y
producir disminucion de la replicacion celular (23,24). Estudios en ratas han
revelado que la administracién aguda de ciclosporina produce elevacian de los
niveles circulantes de endotelina (17) y que la administracion de anticuerpos
anti-endotelina o bloqueadores de los receptores a endotelina restablecen
completamente Ia filtracidon glomerular (17-19). Sin embargo, los niveles de
endotelina regresan a niveles normales 60 min después de Iz administracién de
ciclosporina, aunque simultdneamente se produce un incremento en el nimero
de receptores renales (25).

De acuerdo con estas observaciones es razonable suponer que el dafo
endotalial en la nefrotoxicidad por ciclosporina pueda alterar la produccion y
liberacion de factores vasorelajantes. En este trabajo evaluamos la participacion
del dxido nitrico en la vasoconsiriccion inducida por la ciclosporina y
observamos que la excrecion urinaria de NO,/NO3” fue similar en las ratas
controles y en las ratas que recibieron ciclosporina, lo que sugiere que la
produccion de oOxido nitrico pueda ser normal, pero insuficiente para
contrarrestar el efecto vasoconstrictor asociado a ciclosporina, tambien es
posible que las células endoteliales sean incapaces de producir Oxido nitrico en

respuesta a un estimulo.
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Cuando se evalud la produccién basal de 6xido nitrico en el grupo
control, mediante e! inhibidor especifico de la sintesis de ON, se observd una
respuesta vasoconstrictora predominantemente de la arteriola eferente, lo que
origind la elevacién de la presion intraglomerular; tambien se encontrd una
disminucién del coeficiente de ultrafiltracidn, dando lugar estos cambios a una
reduccion significativa de 1a filtracion glomerular por nefrona, lo cual indica que
el oxido nitrico es un regulador importante del tono vascular glomerular, Por
otra parle, el coeficiente de ultrafiitracion es el producto de la permeabilidad
glomerular y de el drea de filtracion y ésta Ultima esta determinada por el tono
de las células mesangiales, por lo que, puede suponerse que el Oxido nitrico
contribuye también a mantener la relajacion de ias células mesangiales. En
apoyo a esto, Shultz y col. (39) demostraron en preparaciones "in vitro" que el
oxido nitrico produgido por las células endoteliales inhibe la contraccion de las
células mesangiales inducida por angiotensina |l

En las ralas tratadas con ciclosporina, en las que ya existia contraccién
"crénica de la microvasculatura renal, 1a administracién de NAME acentud ia
vasoconstriccion renal, predominantemente en la vasculatura preglomerular, lo
que ocasiond un descenso en la presion intraglomerular a pesar del aumento
simultdnec de la presidn arterial sistémica. La reduccidon de la presion
intraglomerular ocasiond que la filtracidn glomerular por nefrona disminuyera
adn mas, lo que sugiere que en la nefrotoxicidad crénica por ciclosporina, el
6xido nitrico contribuye a mantener el tono vascular preglomerular y a atenuar el
efecto vasoconstrictor inducido por el inmunosupresor. Por otra parte, estos
resultados descartan la posibilidad de que la produccién de éxido nitrico a nivel
renal se encuentre disminuida o suprimida, ademds la excrecion urinaria de
NO2/NO3- fue similar con el grupo control en condiciones basales y no se

maodificé durante ia infusion de NAME, esto puede atribuirse a Ia friccion capilar
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(shear stress) que se da por la elevacién en a presién arterial y esto induce un
aumento en la sintesis de oxido nitrico.

Los resultados obtenidos con L-arginina, sugieren que en la
nefrotoxicidad por ciclosporina se conserva la capacidad para sintetizar ON.
Esto tambien es apoyado por el aumento observado en la excrecion urinaria de
NO2/NO3~ durante la infusion de L-arginina en ambos grupos. La estimulacion
de la sintesis de ON produjo elevacion del coeficiente de ultrafiltracién en el
grupo control y en el grupo con ciclosporinag, este incremento en el area de
filtracidn puede deberse a relajacion de las céiulas mesangiales, esta respuesta
encontrada en ambos grupos indica que el mesangio es funcional en la
nefrotoxicidad por ciclosporina.

Finalmente, se ha demostrado que el NAME incrementa la excrecion
urinaria de sodio, lo cual se ha atribuido a un fenémeno de natriuresis de
presién que es secundario a la elevacion de la presién arteriat (45,50), en apoyo
a esto cuando se previene la elevacion de la presion arterial por administracion
intrarterial de! inhibidor se observa una disminucion de la excrecion urinaria de
sodio (66). En el presente estudio la inhibicion de Ia sintesis de oxido nitrico se
asocit con un incremento en la excrecion urinaria de sodio, tanto en el control
como en el grupo que recibié ciclosporina, a pesar de la disminucion en el flujo
tubutar proximal, lo que indica una inhibicién de la reabsorcién de sodio en

segmentos mas distales de la nefrona.
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CONCLUSIONES:

1. La vasoconstriccién renal, la disminucién del coeficiente de ultrafiltracion y
los cambios histopalologicos confirmaron la presencia de nefrotoxicidad

inducida por la administracién de ciciclosporina.

2. La administracién de ciclosporina no modificd la excrecion urinaria de NOy~
/NO3", lo que sugiere que la sintesis de dxido nitrico es normai en este

modelo.

3. La inhibicién del oxido nitrico produjo vasoconstriccion renal en ambos
grupos de ratas, sin embargo la vasoconstriccion en las ratas que recibieron
ciclosporina fue mayor, como lo demuestra el incremento en la resistencia

aferente y la disminucién de la presion capilar glomerular,

4. Estos resultados sugieren que la produccion de éxido nitrico contribuye a
contrarestar la vasoconstriccion renal inducida por ciclosporina y descarta la

posibilidad de una produccion deficiente de dxido nitrico.

5. La respuesta hemodinamica renal y la excrecién urinaria de NO/NO3~
observada durante la estimulacion de la sintesis de 6xido nitrico con L-
arginina demuestra que la ciclosporina no depime la capacidad del endotelio

para producir xido nitrico,

En conclusién los resultados obtenidos indican que la vasoconstriccion
observada en la nefrotoxicidad por ciclosporina no es mediada por una
deficiencia de 6xido nitrico, sino por el contrario, el 6xido nitrico atenta la

vasoconstriccion inducida por ciclosporina.
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