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INTRODUCCION

La ciclosporina A (CYA) es un cficaz agente inmunosupresor utilizado en diversas 4reas de
la medicina especialmente la relacionada con transplantes renales ya que mejora la sobrevida
de los injertos, scan de donador vivo o de caddver, lo que indudablemente se traduce en

mayor éxito y mejor pronéstico de enfermos sometidos a esta modalidad de tratamicnto,

Su utilidad en Ia clfnica se ha visto limitada principalmente por los efectos sccundarios como

™ .

P it la hi i6n arterial y cn especial la nefrotoxicidad.

Ia hepatotoxicidad, la p

Desde el punto de vista renal la éiélqspoi_inu',' d :

3

glomerular, asociada a un

nto - de* Ias re

Recientemente se ha demostrado que el endotelio participa acti ¢ en 1a r

P 4 )

i

1 q

tono g ) comp »s a nivel local en respuesta a diversos estfmulos, 0

Algunas de estas sustancias como lo es la endotelina que posee piropi‘édndérs', ;

vasocontrictoras es liberada por distension mecdnica; otras, muestran efectos de
vasodilatacién como es el caso de las prostaciclinas y cl factor derivado del endotelio

caracterizado actualmente como éxido nftrico (ON).



El ON es sintetizado en la célula endotetial por una sintasa a partir del aminodcido arginina

con répida difusién en la célula muscutar lisa activando a su vez la guanilato ciclasa soluble,

g o GMPc y final lajacién a través de una protein-cinasa,

4

En vista de que existe evidencia funcional y morfolégia de que la ciclosporina produce lesién

del endotelio vascular renal, y de que experi ! Ta admini i6n de este firmaco a

dosis que afectan la funcién renal, i los niveles circulantes de endotelina, se

deduce pues que la lesién endotelial juega un papel importante en la nefrotoxicidad antes
referida, lo que a su vez podrfa limitarse con maniobras vasodilatadoras estimulando la
sintesis de ON tales como la infusién endovenosa de arginina,

Por lo expuesto anteriormente se plantea este trabajo con los siguicntes objetivos:

1) Evaluar la pnn‘iqibu'ci‘én“dcl endotelio en la isquémiajéﬁai quic caracteriza ala

nefrotoxicidad por cncléspopnz;. ;

2) Determinar la capacidad del endotelio para géinémr ON y visodilnlacién en respuestaa la

infusién aguda de arginina.

3) Demostrar que la vasoconstriccién renal es daria a la incapacidad del endotelio para

producir ON,



Elp bajo de cardcter experimental y prospectivo se realizé en el Laboratorio de
Nefrologfa del Instituto Nacional de Cardiologfa “*IGNACIO CHAVEZ" de Enero de 1992 a
Enero de 1993,

£

Se utilizaron ratas Wistar macho a las que se i a ymia derecha. A los 15

dias posterior al procedimiento quinirgico, se les administré CYA por via subcuténea a dosis
de 30mg/kg y 28 dias después se iniciaron los estudios renales funcionales. La

hemodindmica glomerular fue evaluada por método de micropuncié idiendo los

determinantes de filtracién glomerular en ratas control y con CYA antes y después de la

PR

osa de




ANTECEDENTES.

FISIOLOGIA RENAL
El diion efectida dos funcil principales: una de ellas, cs excretar los productos lermmnles
del boli y otra lar el bal:

de agua y las concemmcwncs de In mayor pnrlc '

de los constituyentes de los Ifquidos corporales.

Los rifiones conticnen alrededor de 2 400,000 nefronas, cada an_ de las cuales es ‘cn;‘)’z@z de

£

producir orina ﬁor sf mismas 'La de’un 'glgjnéfq]t_)"n

lmvés del cunl el p'asmn se l' Itra y un largo uibulo ‘donde. 'lfquldé‘ ﬁ(l'trado‘i sq'fneb

modnﬁcnc:ones hasta’ convemrsc cn onna a] llegar a Ia pclvns mnal
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El glomérulo consiste en un complejo de capilares interconectados, que se encuentran dentro
de un espacio llamado cdpsula de Bowman. Hacia el interior de la cdpsula se fillra el plasma
desde fos capilares glomerulares , a través de las membranas superpucstas del propio capilar

y de la cdpsula de Bowman. Esta membrana de filtracién estd formada por tres capas : el

(RTINY Antalial

endotelio capilar, la membrana basal y una capa monocelular ep La capa
estd ampliamente fencstrada por poros. La membrana basal es una malla celular,
relativamente homogénea , formada por glicoproteinas y mucopolisacdridos. Las células

epiteliales en esta regién del glomérulo tienen una estructura mucho mds complejas que las



células aplanadas del resto de la cdpsula, ya que presentan p ol 8 , iones citoplasmélicas

llamadas podocitos.

, que se

capilares y junto a ellas.

otras conticnen un gran

diversos esifm.ulcé."reduglcndo cl drea de fi

El tibulo se compone dev‘unﬁ sola capa ‘de_células’ epiteliales que colocadas sobre una

membrana basal, se caracterizan por_la'f ia de uni by’ das’centre células

adyacentes. El segmento “del tibul e Bq@maﬁ es el tibulo

proximal que inicialmente forma

contorneada, seguida de una parte

&'

hacia la médula, El

delgada del asa de Henle, A ni

En las asis largas, la

és la porcién superior se

vuelve gruesa en las asas cortas . Toda la rama ascendente es gruesa.
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Al final de la rama ascendente del asa de Henle, el tibulo pasa entre las arteriolas aferentes

densa. Desde esta

y eferentes del mismo glomérulo, este scg y s¢ llama
estructura, el tubo forma espiras originando el tibulo contomeado distal, el cual drena al
tibulo colccto.r inicial zona de transicién entre la rama ascendente gruesa del asa de Henle y
el sistema colector. El tibulo conector y la porcién inicial del tiibulo colector a menudo
recibe ¢l nombre de tibulo distal final . Multiples tiibulos colectores iniciales procedentes
de diferentes nefronas se unen para formar tiibulos colectores corticales, los que se dirigen a
ta médula, llamdndose tGbulos colectores medulares y finalmente van hacia uno de los
cdlices de la pelvis renal; a su dltima porcién se fe Hlama ducto papilar. El cdliz se continua
con el uréter, el cual desemboca en la vejiga urinaria donde la orina se almacena en forma

temporal(4, 5,6 ).

La primera ctapa para Ia fom\nclén de onna ocun'e en cl glomémlo que constn de una dcnsa

rama de capxlares sntuados al !‘ nal de la nnenola nfcrcnle dentrn de ln c(npsuld de BowmanA

A pcsar de que lu fi ltmc n glomeru p

esta, es mucho mzis altn por umdad de superﬁcnc de drea(4 ),

El proceso de filtracién glomerular como un flufdo a través del capilar, deriva su fuerza de l'xi E
presi6n hidrostdtica qhe se origina en la bomba de accidh dc cf '
es proporcional a la presién neta de ultrafiltracién (PUF) que exlste a lmvés de la pnred o

capilar, lo que est4 determinado por el equilibrio de la presién ludmstducn ( l’) y la pnesxdn -

oncdtica (1 ) actuando entre el lumen del capilar glomemlar y el espac:o de Bowman



Cuando el gradiente de presién hidrostdtico transcapilar excede al gradiente de presitn
onctica , la diferencia de las mismas constituye Ja presidn de ultrafiltracién. Por fo tanto, el
coeficiente del ultrafiltracién reluciona la tasa de flujo con el gradiente de presién que a su

vez depende de Ias propiedades i as de permeabilidad al agua de la pared capilar (

permeabilidad hidrostética K ) y la superficie de drea disponibie (A)

La siguiente ecuacién ilustra lo anterior :

SNGFR = Kf X PUF

Kf{(PGC - PT)-(nGC-nT)] [£))

L]

KA(P-T)

Donde SNGRF es ln il ltmcnén glumcmlar por ncfronu produnlor dcl coeﬁcneme dc

ullmﬁl\mmdn. Kf y l (m.

ar edlqy 1{:_A

es minima y la presién oncéuca ( que resuna de l;\

prop
dentro del espacio wrinaio, ® T'es esenclalmeme cero. chrsas al raciones en las )

"

plasmzincas como se observa en n!gunos paclemes. producen ‘

de p

efectos significativos en fa filtracidn glomerular pors nefrona( S ).



En i con hip 1 ia, la elevada presidn oncética plasmdtica ( ® GC )

buye a la disminucién de la filtracién glomerular,

El 20% del plasma que entra en el glomérulo aparece como filtrado, sélo se pierden

. g

pequeiias cantidades de protefnas plasmdticas. La cc de | no es

pero se i a lo largo del capilar glomerular. Un andlisis mis detallado

de las fuerzas que gobieman la filtracién se puede derivar utilizando el modelo que
contempla un glomérulo ideal, ¢l cual consiste de un tubo simple donde el plasma entra con
una tasa de flujo inicial ( QA ) ; 1a presién capilar oncética del extremo aferente (1 A)es

similar a la presién oncética del plasma sistémico, la fuerza inicial para filtracién cs

relati alta. A medida que el plasma es filtrado, la presidn capilar oncética aumenta y

la presi6n neta de filtracién disminuye. Mediciones di indican en varias especi que el
A P es aproximadamente de 35 mmHg y es constante a lo largo del capilar glomerular ,
mientras 1t GC aumenta de 20 a 35 mmHg del extremo aferente al extremo cferente, -Asf .
la presién neta del gradiente ( - PUF ) favorece a la filtracion a todo Vld.larg‘é.;i;ldycépilnr

glomerular (4)

diente d sién hidrostdtic: nscapi

La medicién de la presidn hidrostdtic fgl(;memlar ( fCG )‘gé tfacliblé bcnv‘m‘tas' Munich

Wistar  cuyos glomérulos«sup&ﬁ ales | “son acce ‘ Esta

determinacién se realiza por una técni



micropipeta con didmetro entre 2 y 4 micras donde se registra la presién hidrostdtica del

capilar glomerular contin Tambidn se puede medir indirectamente por medio del

“ stop flow * ( PSF ). Esta presién ( PSF ) més Ja presién oncética de l1a sangre en cl
glomérulo (1t A ) es igual a la presién requerida para evitar la sub-secuente formacién de
filtrado glomerular, {a cual debe ser igual al valor de la PCG en ese momento( 7 ).

La contribucién del glomérulo como sitio de rC 'stchcia es variable.

Si aumenta la resistencia afercnte ( RA ) ucndc 1 mducurse PCG, mientras que si aumenta

la resistencia cferente ( RE ) _elevarse PCG . Estn dlsposmén anatémica y :

ficinld

gica de las

de la presién arterial : -,




La ién de protefnas totales ( C ) en el fe y efe del capitar

glomerular ( CA y CE ) , sc eleva conforme la sangre fluje a lo largo de la red capilar

glomerular, obteniendose un filtrado casi libre de protefnas . CA no puede miedirse

1 . s

por lo que se considera igual al valor de C en plasma de

con p

sangre de una anteria sistémica ( femoral ). CE se puede medir directamente de arteriolas

eferentes  superficiales o en las estrellas ( 6 ). Los valores normales de CA y CE en

promedio son de 5.a 65 gramos por di y de 7.5 a 9 nl/ dl respecti . La presi6

oncética (1) calculnd tos valores para CA oscila cntre 1520 mm Hg al principio :

de Ia anenola ( TA 35 : ad0 mm HG al extremo ( L E ) del glomémlo

La pmsxén neta de ultrafiltracién’ (. PUF; AP - An) dnsnunuye al pnnc:puo de la'red capxlnr S

filtracién local es proporcmnal a ln presnﬁ

ultrafiltrado ocurre mds ripido en el exlrcmo afercnlc de la n'.d por lo que la concent.raclén

de protefnas y [a presién oncética aumenum con mayor‘rapldez en cl extremo eferente del

capilar glometular ( 10 ).



Como el coeficiente de ultrafiltracién { Kf)es e producto de la filtracidn por supcrﬁmc de

drea (S) y la permenbitidad de agua de la pared capilar gl 1 ( K ) difere
1o han calculado entre 0.0019 y 0.0028 cm2, los valores de K con un valor de Kf dc 0 08 nl

mmHg son 28.6 a42.1 nt/mmHg cn2 .

Esta permeabilidad tan nltn pcrmllc que la mimcndn glomcrular ocurra con rlpld(.? a pesm'

FF/N_ puede cal

¥ en condiciones Vdé equilibri

Por lo ' que en’ condiciones

indepcn‘diehlc'dé QA yKiy

AP lmuta el valor ﬁnal al quc puede llegar CE y por tanto E en el e“remo eferente det

capllar (12 )



CICLOSPORINA

La ciclosporina es un medic i que se obti por fer i6!

del hongo Tolypocladium inflatum ( 13 ). La molécula activa es un polipéptido
ciclico constituido por once aminodcidos , con un peso molecular de 1202.63 . Su pH
es neutro , pricticamente insoluble cn agua , pero altamente soluble en solventes

orgdnicos y lipidos (13 ). Su estructura f | icularidades original

& P

Conticne un aminoidcido no conocido ain, estrechamente implicado en la actividad
biolégica de la molécula, y su actividad inmunosupresora se asocia al 4cido alfa-

aminobutirico y a la metilvalina ( 14).

HC, .
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Trabajos experimentales desde 1972, han demostrado la considerable eficacia de la CYA en

la prevenci6n al rechazo de transplantes en el tratamiento de enfermedades autoinmunes.



A diferencia de otros

g i up el i de accién de la CYA es
altamente selectivo (13). Estudios previos (15) sugieren que la CYA inhibe selectivamente la
produccién de interleucina-2 (IL-2) de los linfocitos-T cooperadores activados por el
antigeno, fo que inhibe la proliferacién y generacidn de Tinfocitos T citot6xicos sin af;:clar
subpoblaciones de las células T supresoras, Ademds, la CYA inhibe la generacién de
Tinfocinas por las células T cooperadoras, incluyendo al factor de inhibicién de migracidn del

macréfago, gama-interferén (15 - 16).

i »
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El uso de la CYA en la clfnica se cncuentra limitado por sus efectos secundarios

principalmente la hep icidad, la hip ién, la acidosis metabélica y nefrotoxicidad,

siendo esta tiltima la mis frecuente e importante.



En ctapas temy de administracién de CYA existe un marcado descenso de la tasa de

TRy q 4

filtracién glomerular y del flujo sanguinco renal, lo cual es re Se S¢ Sus|
o se disminuye la dosis del firmaco. El tratamiento con CYA produce marcada
vasoconstriccidn y por consecuencia una disminucién en el flujo plasmdtico y filtracidén
glomerular lo que causa un desgaste crénico e irreversible de la funcidn de la nefrona,

debido a isquemia severa y dafio estructural renal. (17)

Durante la administracién d(, CYAen cl penodo € r o del p I d

observar las sngulenlcs allcrac:oncS'

Nefrotoxicidad pguda reversible .-

Disfuncién renal aguda.-Se ébser'ya' una disminucién de la tasa’de. ﬁlﬁaciBn’ glomerular”




Nefrotoxicidad crénica e irreversible .-

Disfuncién renal crénica- En estas condiciones se observa una importante caida de la

filtraci6n glomerular por disminucién del flujo plasmdtico dario a v iccié

Fibrosis intersticial.- Cuando la vasoconstriccién es imeversible, la consecuencia es la

fibrosis intersticial y a nive! glomerular se observa expansién segmental y / o global.

Daiio vascular y vasoconstriccién.- Los primeros estudios en este contexto han reportado

trombosis glomerular. La arteriolopatfa, entidad poco fi iste en afeccién de las

primeras capas de células del musculo liso, tanto de la arteriola aferente como de las
pequeiias arterias que finalmente producen esclerosis y colapso en la regi6n fibrética. En
las células mesangiales fa CYA elevan las concentraciones de calcio citosélico, debido a la

liberacién del calcio intracelular.



EL ENDOTELIO Y LA CICLOSPORINA.

Se ha demostrado en los dltimos afios que la ciclosporina produce daiio sobre el endotelio
estructura que juega un papel importante pues es capaz de modular el tono vascular al

elaborar distintas sustancias vasoactivas. Entre estas sustancias, las que tienen propiedades

p iclina y el factor relajador derivado del endotelio

vasodil se la

(EDRF ), identificado como el oxido nitirco .  La endotclina por el contrario posee un
efecto vasoconstrictor.

La observacién de que el 6xido nitrico es formado por una enzima que proviene de las

élulas del endoteli lar, ha despertado un gran interés en la investigaci6n biol6gica
(4). El 6xido nftrico comparte propiedades biol6gicas del EDRF que es el estimulador
endégeno de la guanilato ciclasa ; es una molécula liberada por los macréfagos de murina y
otras células después de una actividad inmunolégica.  Este compucsto es sintetizado a
partir de un amino4cido llamado L- arginina por medio de la enzima 6xido nftrico sintetasa,

Recier se han izado dos tipos de esta enzima : una es constitutiva citosélica

Ca ++/ calmodulina dependiente y libera 6xido nitrico por breves perfodos en respuesta a un

receptor por estimulacidn fisica; la otra enzima, es inducida d és de la activacién de los

macréfagos, células endoteliales y otras por medio de citosinas y una vez expresado

sintetiza 6xido nitrico por largos periodos ( 18).

Propiedades del Oxido Nitrico.

Quimicamente el 6xido nftrico activa la guanilato ciclasa soluble en el misculo liso 1

¢ induce una marcada acumulacién de GMPc y relajacién. La activacién de la guanilato



icl luble y la lacién de GMPc ocurre ripidamente en respuesta a

muy i, quefias de ON. También ¢l ON es capaz de producir relajacién

directa del misculo liso ( 19).

Existen otras sustancias capaces de inducir relajacién como la acetil colina, bmﬂicininn,
histamina, serotonina, etc. Todas cllas requicren de un endotelio intacto. Muchas de estas
sustancias sc unen a receptores especificos de las células de superficie del endotelio y

1 L ind

p la fi i6n y liberacién de ON.  Se ha demostrado que este factor es

distinto a la prostaciclina pero capaz de activar directamente la guanilato ciclasa soluble .

El ON tiende a ser i ble, rdpid se forma en radicales libres ( ON -2, ON-3)

Es al lipofilico y permeable a Jas by plasmiticas donde se combina con las

fracciones de hemoprotefnas reducidas incluyendo la guanlilato ciclasa para producir un

hemo-6xido nitrico que facilita 1a conversién d¢ Mg GTP a GMPc .,  Este iltimo,

A

cpendi de la

proteina cinasa es activado dando una desfosforilacién de las cadenas

ligeras de la miosina y produce relujacién. También se ha observado que el ON es capaz de

inhibir la agregacién plaquetaria una accién que es cc ida con la p icli iAy‘ﬂ.

'Y

diferenciade esta, puede impedir Ia adhesi6n plaquetaria a superficies endoleliiléﬁ(l 8).

Este factor de rclajacién puede ser inhibido por L-nitrometil arginina déster. Enratas

normales la inhibiciénde ON produce aumento cn la tensién arterial , por lo que se sugicre

que es un gran vasodilatador contribuyendo en forma imp en la regulacion de la

tensién arterial y en los mecanismos de vasodilatacién renal (20, 21) .

20



METODOLOGIA

UNINEFRECTOMIA

En el presente estudio se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar con un peso entre

350-400 gr, idas a inefrectomfa del rifién derecho. La asepsia del material

quinirgico utilizado consistié en lavado del instrumental con jabén y remojado en benzal.
Las ratas se anestesiaron con éter . EI pelo del costado derecho se retiré por rasurado y la
superficic se limpi6 con yodovinilpitrolidona ( Germidine P ) para mantenerlo en

condiciones asépticas. Por medio de una incisién obli bdominal infi J de Sem se

localiz6 el rinén , y se separé de la grasa perirrenal sin dafiar la gldndula suprarrenal ; se

disec6 la vena y arteria renal con hilo de seda 000, col do doble ligadi y

seccionandola se retiré el rifion, por ultimo, se sutur6 la piel con Catgut 000 o grapas .
Para diferenciar cada una de las ratas se marcé la cola de las mismas con plumén indeleble.
Después de la cirugfa , las ratas permanecieron en recuperacién durante un lapso de 15 dfas.

Se colocé a cada rata en una jaula con acceso a alimento y agua ad libitum,

Las ratas se dividieron en dos grupos :

Grupo I: Ratas controles que recibieron aceite de oliva como vehfculo (q=20) ylas
que recibieron ciclosporina (n=16) por vfa subcutdnea

Grupo II: a) Ratas Controles + L-Arginina (n=19) y,

b) Ratas Tratadas con CYA + L-Arginina (n=17)

21



Las ratas se rasuraron en la regién dorsal izquicrda y derecha, ( se les inyecta del lado

derecho ¢ izquierdo i lad. para evitar que sc les formen abscesos) se les realizé
asepsia de 1a zona con Germidine para evitar infecciones posteriores; se les inyect6 30mg/kg
de peso de ciclosporina y 0.1ml de aceite de oliva a las ratas control durante 28 dfas. A las
ratas que recibicron vehiculo ( controles ) se les dié alimento en forma pareada (misma
cantidad de alimento que las tratadas con CYA), lo que equivaldria al promedio de lo que

comfan las ratas de ciclosporina en 24 horas.

Después de 28 dfas se realizé la preparacién quinirgica para los estudios de funcién

glomerular,
PREPARACION QUIRURGICA

Antes del expen'menlo se anesiesiks 'ix una rata con 6lcr dlfcrcnte al grupo control yal

tramdo con CYA, con el fin' de oblener una mueslm sungufnea de 15 ml Se le pmcncé una -

incisién media abdommal Se extrajeron los 6rganos nbdommalcs lde uﬁcdndose In nona y :

se ob(uvneron 15 m] dc sangre nl mtroducu' una aguja’ en Iu bll'urcamén de In mxsma. ‘

concctada atna Jennga que contenfa una solucién de nnger con hcpnnna ( 0.5 ml de

heparina y 40m] de ringer).

Tanto las ratas del grupe control como el tratado con ciclosporina: fueron pcsadas" y

snd Py

con f ital sddico, barbitdrico de accién prol ,‘(b 'P)’a‘
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razén de 32mg/kg. Se esperé el efecto del farmaco, La cirugfa se realiz6 en un cc;lchén
térmico para mantener a la rata en una temperatura corporal de 37 °C . Se realizé
traquestomia mediante una incisién media en el cuello, se disecé la tréquea del miisculo , y
por un pequefio corte entre los anillos se introdujé un catéter de polictileno No. 240 que se
sujetS con seda. Inmediatamente se le coloc6 un flujo de oxigeno , conectado al tubo de la

triquea.

A nivel de las venas yugulares se hizo una incisién en Ia piel, se separaron ambas venas

yugul del tejido ¢ ivo, Sec introduj dos hebras de hilo de seda 000 por debajo

de las venas y una de las hebras se anudé para interrumpir el flujo sangufneo del cerebro al
corazén. Por una pequeiia incisién se introdujo en la vena 2cm de catéter de polietileno No.
50, se sujeté con hilo de seda al catéter, y con la otra hebra se sujetd a la vena yugular. E
catéter se conecté a una jeringa que contenfa solucién de ringeren unavenay laotra se

conectd a una bomba de infusién.

Se separaron cada una de las arterias femorales y las fibras nerviosas, pero debido a ia

N . v

vasoncosntricién que se prod la pul se agregé xilocafna - al l%.:'pnm

su dilatacién y fécil cateterizacién . Para realizar el cateterismo se le colocé unchp de plata

" con el fin de interrumpir el flujo sangufneo hacia Ia piema, Se colocs unn‘l‘nebh'x de hilo y se

le hizo una incisién en la arteria con tijeras de iris introduciendose el catéter de polietileno

No. 50 a ambas arterias, y cuyo extremo se conecté a una jcringd con hé'pnh'na y ringer

para evitar la formacién de codgulos.
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Por medio de una incisién media, se localizé y se disecd el uretero ,se le colocé un hilo y se
anudé. Con tijeras de iris se hizo una incisi6n y se introdujo el catéter no. PE10 anuddndose
nuevamente para evitar que éste se desplazara.

s

Se expuso el rifion derecho y se colocé en una cdpsula de lucita después de di el tejido

adiposo perirrenal. El espacio entre la cdpsula y ¢l rifion se rellené con un elastémero (

Xantopren de Bayer ) y la superficie del rifion se cubri6 con una solucién de ringer tibia.

Para rcponer la pérdida de liquido durante la cirugla se inicié una infusién de plasma
(1ml/100gr de peso de la rata) a una velocidad de 11.6mi/hr . Terminada la infusién se tomé
una muestra de sangre que sirvié como blanco y se repuso el volumen con sangre de una

rata donadora y posteriormente se inici6 una infusién de polifi 4n (andlogo de la inulina)

como marcador de la filtracién glomerular,

( inutest, Laevosdn -Gesellschafft, Viena ).

Los estudios de hemodindmica renal para el grupo I se llevaron a cabo dela siguiente forma:
Se registré la tensién arterial de la rata durante todo el experimento por medio un
transductor de presién ( modelo P23 DB Statham Instruments ) registrado en un poligrafo

Gras Instruments conectado a la arteria femoral izquierda . Una vez que la rata se estabilizé

en una presién entre 95-120 mm de Hg, se inicié la primera infusién de polifructosdn al

A



25% a una velocidad de 2.2 mi/hr. Se esperaron 60 minutos para que el polifructosin se
distribuyera por todo el cuerpo de la rata ( equilibrio de polifructosdn).  Se inici6 la

recoleccién de orina (1 6 2 muestras } en un tubo ependorf durante 30 - 40 min, para medir

la produccién de orina por mi y la e i6n de polifn 4 Antes y después
de la recoleccidn de orina se tomé una muestra de sangre arterial (400microl aprox) y se

t 1 af

se midié en

midi6 ¢! h éerito . La i6n de protefnas en la
muestras de sangre atterial obtenida del catéter de la arteria fermoral y se respuso por la vena
- yugular derecha (0.5ml). Después del perfodo de equilibrio de 60 min, se midié la presién
hidrostdticaen las anteriolas eferentes y tiibulos superficiales bajo condiciones de flujo libre
y blogueo de flujo con un aparato Servo-null ( Servonuling pressure system model 4A ) con

pipetas de cristal con puntade 5a 7 um. Para medir la presién intratubular con bloqueo de

flujo, se i pi6 ¢l flujo del lfquido tubular medi una coll de aceite con

negro de Suddn y se inyects a la luz tubular a través de una pipeta de cristaj con punta de 9
a ll pmy se conservé en posicién estable por lo menos 30 segundos, {a pipeta del Servo-

null se colocd en el segmento mds proximal del tibulo bloqueado.  Asf la presién se midié

en el poligrafo. La i6n de protefna en la ancriola efercnte se obtuvo por puncién

directa con muestras de sangre de por lo menos tres arteriolas eferentes ( vasos estrellas )

con pipetas de 13 a 15 um . Para calcular la filtracién por nefrona se obtuvo una

leccién de liquido tubul i iracién suave d 3 minutos después de

{

bloquear como se describi6 anteriormente en 6 tibulos superficiales.
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Parael Grupo Il sc lleva a cabo un segunda fase donde se inici6 la infusién de arginina al

15% a una velocidad de 2.2 ml /hr , dejando a la rata en estado  de equilibrio durante 30

T m q &.

min, pués se 162 lecci de orina d 30-40 min,

en un tubo Ependorf, para medir !a produccién de orina por minuto y la concentracién de

polifructosén. Antes de iniciar y al término de Ja recoleccién de orina se tomaron muestras

de sangre arterial para medir la cc ién de polifr dnyunh écrito . La sangre

que se utilizé se repuso por la vena yugular derecha (0.5ml). Se repiticron los estudios de

micropuncién.

Después del experimento sc p las de la sigui

PREPARACION DE MUESTRAS

ORINAS

Previo al cxpérimemo se pcsa'rc;h unos t'ub‘o‘s‘ E;V)crzldro}fjcon una gota de accite, y después de

I recoleccién de muestras de orina se volvieron a pesar, para determinar el volumen y con el

tiempo calcutar el flujo, al- dividir e} volumcn‘en(r'e el tiempo de recoleccion,

Dado que las orinas son muy concentradas para leerlas en el espectro se les hicieron dos

diluciones;
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1) Se les agregd 1| ml de agua desionizada con lo que se consigui6 una dilucién de 2 a 7

veces.

2) De este tubo se tomaron 100y, de orina y se llevaron a 50m! de agua desionizada dando

una dilucién de 1:500,

PLASMA
Para procesar las de pl. es io precipitar protefnas para que el
brenadante (que iene polifr el dor de la filtracién glomerular), quede

libre de protefnas sin que interfiera con la determinacién. Se tomaron 50 pl. de plasma, se le
agregaron SOOul. de TCA IN (acido tricloroacético) y Iml de agua desionizada, se
centrifugaron las muestras durante 10 min a 3000 rpm y posteriomente se decantan. De

estas muestras se tomarén S00 pl. para procesarlas.

MACROINULINAS

Para la determinacién de la concentracién de polifructosan se¢ utilizé una técnica
colorimétrica con antrona.

La antrona es un reactivo que hace posible la medicién de carbohidratos en condiciones
de temperatura controlada, «l reducir ¢l polimero del polifructosan con lo que se observa un
desarrollo de color. El control de temperatura hace posible [a determinacidn especifica de
este polfmero, con lo que se obtienc la concentracién de polifructosén que se puede

determinar en la

p ia de altas i de carbohid en pl y orina.

P
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REACTIVOS -

H2504 250md
H20 65ml
Antrona 250mg

Concentracidn final de la antrona 0.08 mg/mi

Procedimiento.-

Se coloc6 un matraz volumétrico de 2 It. en una bandeja con hielo triturado . Se virtid el

4cido sulfirico en el matraz y se deja enfriar. Posteriormente se virtié el agua desionizada

1
4

lentamente . Cuando la

cla se enfrié se agregé la antrona

recristalizada. Se agité suavemente, obteniendo una solucién de color amarillo,

Curva de Polifructosén
Se tomaron 4 ml de una ampolleta de polifructosin y se llevé a un matraz de 100m! de agua

desionizada . De esta solucién madre se tomé 1 ml y se virtié en un matraz de 100 mi de

agua desionizada, obteniendo una i6n de 10 mg/ml.
De la solucién estdndard de polifr 4n previ laborada se pip 12,3, 4, y
S ml en un matraz de 100ml de agua desionizad pecti bteniendo una

concentracién final de 0.01,0.02, 0.03,0.04, y 0.05 mg/ m! . respectivamente,



Se marcaron (ubos con la concentracién de cada punto de la curva, y se duplicaron. Se
colocaron 3 mi del reactivo mediante un despachador automdtico del reactivo de antrona
en cada tubo para asegurar igual volumen en todos los tubos de ensaye pipeteando 0.5ml

de cadapunto de lacurva. Se agit6 vigorosamente ¢n Vortex. Se colocd la gradilla con

los tubos en una bandeja de  hiclo para tos frios. P i se los
tubos del experimento por duplicado, at igual que la curva se pipetearon 3 ml de reactivo de
antrona y 0.5 m! de las muestras de orina y 0.5 ml de plasma libre de proteinas. Se incubaron

las muestras en bafio marfa a 45°C duraste SO min, se dejan enfriar y se leen-en

espectrofotémetro Beckman DB a 520 nm. Para ob las i de las

& . 1

estas at se p con la curva estdndar.

MEDICION DE Na Y K

Esta técnica se basa en la intensidad de flama que da un i6n al quemarse con el gas de

), obteniendo asi la iénde Nay K.

L *+

Las muestras de orina y plasma se leycron dircctasmente en el Flamémetro Instrumental
Laboratories 943. Para orina se utiliz6 una solucién estdndard  100Na/100K, después se
leyeron 1a muestras y se tomaron Ja lectura,

Para el plasma se utiliz6 una solucién estindard de 140 No/ 5.00K . Previamente se retiné
fa fibrilla formada y se leyeron la muestra . Con estos valores se obtuvieron la excresién

urinaria de Na (UNaV), Na plasmético (PNa), y FENa.
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MICROINULINAS
La concentracién de inulina en el tiquido tubular se midié por triplicado por el método de
fluorescencia de Vurek y Pegram ( 20 ). La fluorescencia se describié como una

reaccidn especifica de los keto-aziicares, para identificar azdcares.

Detenminacién de Inulina en micro muestras.

El reactivo empleado se prepas6 disolviendo 50 mg de diamedona ( 5,5, dimetil 1,3
‘ciclohexanediona ) en 5 ml de 4cido O-fosférico Fischer al 85%.

Con una jeringa de microlitros conectada a un tubo de teflén se depositaron 3 mel de
reactivos en varios capilares sctiados en uno de sus extremos .

Previamente se prepar6 una curva con soluciones estindar de 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 3.0 mg/ml
de polifructosan, las cuales se depositaron en capilares de 100 X 0.5 mm con aceite en los

extremos para cvitar 1a evaporacién, Estas soluciones al igual que los capilares se colocaron

sobse una platina de Leitz para facilitar s ipulacién bajo ¢} mi opio. Con una
pipeta de transferencia limpia y seca se tomaron tres alfcuotas de cada solucion estindar y
se depositaron cada una en un capilar con reactivo, esta transferencia de la muestra se hizo
inyectando la muestra en ¢} reactivo, para lo cual sélo fa punta de la pipeta estuvo en
contacto con el reactivo y la muestra no tocé las paredes del capilar, para asegurar una

mezcla adecuada.



Después de transferir cada muestra a un capilar, la micropipeta se limpié por aspiracién al
vacfo, primero con jab6n , agua y por dltimo con acetona.

Posteri se centrifugaron los capilares en una centrffuga Autocrit Ultra 3 durante un

minuto , con el objeto de desplazar el reactivo al extremo sellado del capilar, y poder sellar

el io. Se volvi a centrifugar dos veces mis para asegurar una mezcla
homogénea.
Tres alicuotas de cada una de las tubul idas en 1a pipeta volumétrica se

procesaron de igual forma que las soluciones estdndares.

Una vez centrifugadas las cub se col en una microgradilla y posteriormnente en

bafio marfa d 10 mi e inmedi Jespués se pusi en baiio de hielo con

el fin de que se detuviera la reaccion,

La i6n de polifr én y diamedona en | ia de dcido o-fosférico, da lugar a un

p cuyo

p de excitacién fue medido por Vurek y Pegram (2),

quienes encontraron que el pfco de excitacién es de 360 nm y el de emisién de 400 nm.

La fluorescencia desarrollada en estas muestras se midié en un microfluorofotémetro
Aminco, equipado con una ldmpdra de mercurio de 815 watts, un filtro primario Coming Cs
7-60 para longitud de onda de 360 nm y un filro secundario Aminco  4-7415 para longitud

de onda de 400 nm.
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CALCULOS

La filtracién glomerular por nefrona se calculé de la sigviente manera :

FGN = (LT/P) in x VF.

donde LT/ P es el cociente de la icidn de polifructosdn en el ifquido tubular entre la
concentracién de polifructosdn en plasma ( cociente de la concentracién transtubular de

polifructosdn ) y VF cs la velocidad de flujo del liquido tubular.

La presidén hidrostatica del capilar glomerular ( PCG ) se valoré de la sigiente manera:

PCG = PBF + nA
Donde PBF se refiere a la presién con bloqueo de flujo y xA a la presidn oncética en la
arteriola aferente.

El gradi de presién hidrostdtica en el capilar glomerular ( AP ), la fraccién de filwacién

por nefrona ( FF/ N ), el flujo plasmitico por nefrona ( FP/ N ), el flujo sanguineo por

nefrona  ( FS/ N ), la resi ia arteriolar af ( RA ) . y Ia resistencia asteriolar

1, Py

se ¢ con las sigui férmulas

La presién oncética (1t ) se calculd a pastir de la concentracién de protefnas .
El sodio filtrado (pt Eq/min )= Fna Din X Pna
La fracci6n excretada de sodio se daen % y su férmula es:

FENa= [ (UNa/PNa)/(UCr/PCr) X 100)
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ANALISIS ESTADISTICOS.

Los resultados son expresados en media, error estdndar y las diferencias estadisticas entre
las condiciones basales y experimetales se valoriron por la t-student parcada. La

comparacién entre los grupos que se valordron por la t-student no pareada. Las dif

estadisticas se definieron cuando p < 0.05.
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RESULTADOS

Caracterfsticas de! grupo control y las tratadas con ciclosporina (Grupo 1).

GRUPOIL

TABLA 1, HEMODINAMICA GLOMERULAR EN LA NEFROTOXICIDAD POR CICLOSPORINA

PARAMETROS CONTROLES CICLOSPORINA

{n=20) {n=16)
Pe 319¢80 3289497 NS.
Prg 20£0.1 17£0.1 <0008
He 5109 29207 p<0.0005
TAM (mmHg ) n62t2.1 1078428 p<0.01
QA (nt/min) 1475159 oL Ts%s8 p< 0,0008
RA (dina.seg.cm-5 ) 20£00 ‘ 42105 p<0.0005
RE ( dina.seg.cm-5 ) 1401 32:03 p< 0.0005
SEP (mm Hg )t SE0E o TIs806 " NS
* A (mm Hg ) WS$04 - tlesos NS
TE(mmHg) . 84006 27:2‘5;0;08:”} O Ns.
PCG (mm Hy) stoass ,35.0;'0.63 O Rs
Kf (nl.seg.mm Hg ) 0039 10.002 o021 g&é);oqé"f;v p<00005
FG/n (al/min) Bzele 18,0:},:"].;5‘* L pedoos
FF/a (nlmin ) © gaom U eaxeal NS :
FG (mminy 13401 o oarenr L p<oes
TP (polifuctoun) . 20402 17802 Vp<o.yozbs, :
UNaV (uEq/min) 03006 . 03i043 NS
FENa(%) 02500 - 08%03 Tpeont



Hemodinamica Glomerular en la Nefrotoxicidad por ciclosporina
Ratas controles y tratadas con ciclosporina (CYA )
grupo |
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Hemodinamica Glomerular en Ia Nefrotoxicidad por CYA

Resistencias Arteriolares
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GRUPOHA

TABLA 2. HEMODINAMICA GLOMERULAR PRE Y POST INFUSION DE ARGININA (a=19)

PARAVETROS CONTROL CONTROL
(BASAL) + ARGININA
TAM (mm Hg) 119018 117224 p<0.025
QA (ni/min) 1583£ 111 26844277 p<0.0005
RA (dyna.seg.cm-S) 1,802 Al.Oth.l p< 0.0005
RE (dynaseg. cm-5 ) 132 01 . 0801 P<0.0008
RA (mmHg ) 17.9+ 0.5 U 16st0s p<0.008
#E ( mmHg) 28.1+0.8 : - 261207 p<0.005
PCG (mmHg ) ’ saselz. U ‘. 55:515.0' ‘ NS.
KF (nl. scg. mmHg ) ookt0008 v'b.o;sé £0006 p<0.0025
FG/N (nV/min) ' 42834 0 Max74 0 pe0000s
SNFE ’ o.zéi:,-o.m S emitem o NSC

FENa (%) O e2vwons v am vanre U peozs

s



GRUPOIIB

TABLA 3, HEMODINAMICA GLOMERULAR EN RATAS PRE Y POST INFUSION DE

ARGININA TRATADAS CON CYA (n=17)

PARAMETROS

TAM (mmHg)

QA (nl/min)

RA (dynaseg.cm-S)
RE (dynaseg.cm-§ )
rA (mmHg )

rE ( mmHg)
PCG ( mmHg )

Kf ( nl. seg. mmHg )
FG/N (nllmin; »
SNFF

FENa (%),

CYA

(BASAL)

115354
7224133

4.7+ 0.8

XTI

18.1£09

895: 1,1

002740009

1B1£3s

© 09-202

L BAELZ

<025 2002

39

262N

CYA+ARG

10,1447
149.5£26.4
21£03

S0

4167508

82414

005040014 - -

389:68

" 0.26 £001

3.0 207

NS

p< 0.005

- pe00t -
" <001
“ pe002S
NS
- pe00025
. pe 00025

TN

p< 0.005
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Hemodinamica Glomerular pre y post infusion de L-arginina
Ratas controles y tratadas con CYA
Grupo llay lib
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ANALISIS DE RESULTADOS

El peso de Ias ratas control y de las tratadas con ciclosporina después de los 28 dfas de

tratamiento, no mostraron variacion significativa  341.9gr vs 3289 gr)’

El peso del rifion de las ratas tratadas fue menor que ¢l de las control y se inficre que se debe

TR YY

al efecto de il

sobre la is de protefnas una de las acci que izaa

la ciclosporina.

La disminucién del hemat6crito observada en el grupo con ciclosporina alcanza un valor
estadisticamente significativo. atn durante un perfodo breve de administracién
probablemente debido a la interferencia con la eritropoyetina, alteracién cominmente

observada en estados de nefropatfa.

La tensi6n arterial media ( TAM ) mostr6 disminucidn estadfsticamente significativa ¢n las

ratas con CYA probabl porel i de fraccié da de sodio ( FENa ), y

ambas variables se encuentran determinadas en mayor o menor grado a la regulacién del

tono de las arteriolas aft y ef i que determinan la resistencia pre y post -

glomerulares,



Por otro lado , uno de los cl que 6 da disminucién al comparar los dos

grupos fue el flujo plasmdtico ( QA : 147.5 nlmin Vs 71.5 nl/min ), debido al efecto
vasoconstrictor predominante en las tratadas con CYA, observindose ausencia de variacién

dela ién hidrostdtica ién capilar gl 1
F yr pilar g

Los valores obtenidos en la determinacidn del Kf en ¢l grupo con CYA  fue menor en

relacién con el grupo 1 debido principal a fa disminucién del flujo plasmdtico

P

renal,lo cual a su vez se reflcjaen 1a FG/N y 1a FG sin que se afectard la FF/N.

Los val de la presién oncética afe y no se modificaron.

La disminucién cn 1a tasa de filtracién de polifructossn se corfg:laciona con la disminucién de

filtracién de la presion renal debido a la vasoconstricién arteriolar,

Enlatabla 2 se los resultados obtenidos durante 1a § arginina, (Grupo 1la
y 1Ib) se observa que con 1a infusién de este hrilinoﬁcldo. tanto el grupo control como ¢l el 7
tratado muestran  disminucién de 1a TAM, valor no significativo en las ratas con CYA

por el efector vasoconstrictor subyacente de la misma.

El flujo plasmitico renal aumenté en ambos grupos debido a la disminucién de las

P

resistencias y ef «conservindose la presién capilar glomerular ,

45



El Kf se incrementé simultdneamente con la filtracién glomerular lo que a su vez

determiné un aumento corvespondiente en la FG/N.

El descenso en las cifras de presién oncdtica tanto aferentes como eferentes puede ser
secundario a la mayor cantidad de flujo sanguineo , que de alguna manera, diluye la

concentracién de protefnas en ambos extremos.



CONCLUSIONES

El dio de caricter prospectivo, en su primera fase, al comparar la

dindmica glomerular de ratas cc con bajo iento con ciclosp

1

cémo cl efecto vasoconstrictor de Ia misma a nivel renal se hace patente a pesar de su

accién en g y especifi en nuestro

| para ¥

experimento su efecto sobre un modelo hipotético de transplante renal en ratas

(uninefrectomizadas ).

Se debe id demd que la alteraci6n de alg) de los pardmetros biolégicos que

mostraron cambios significativos en esta primer fase, tales como cf peso del rifion de las
ratas asf como el hematéerito , pueden estar condicionados por el efecto secundario de la
ciclosporina, por un lado, por la disminucién de lu sintesis de proteina, y porel otro, por la
inhibicién de la eritropoyetina, condiciones similares a las observadas en los estados de

nefropatfas adquiridas.

El efecto vasoconstrictor a nivel renal de la ciclosporina en las ratas tratadas s;: lj;:ﬂeja_‘cq :
la disminucién del TAM, QA, el Kf. FG, FG/n y en el aumento ‘de las re#istencﬂas .
aferentes y cferentes ( RA y RE ) observdndose un aumento concomitante &él FENQ
como mecanismo de autorregulacién propio de este 6rgano. .

La segunda fase de este experimento fue diseflada con el objeto de valorar el efecto de un
amino4cido bdsico para la sfntesis de 6xido nitrico, en este caso la L- arginina , en un

intento por contrarestar los efectos vasoconstrictores de farmacos como la ciclosporina.
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Como fue exp en la gia, sc i a de L-arginina a ratas

controles y las tratadas con ina. Los Itados obtenid: claramente

como la infusién de este aminodcido mejora ibl y findmico.

tales como aumento del QA, Kf, FG/N , FENa y disminucién de RAy RE, todos cstos
cambios benéficos cuando se estd bajo la influencia de un firmaco potencialmente dafinos

para el rifion.

Podemos concluir que, desde el punto de vista experi I, 1a infusién de una

como la L-arginina, precursor de la sintesis de 6xido nitrico , puede ser una alternativa para

evitar el dafio renal cominmente observado en los pl renales, al contrap al

efecto vasoconstrictor renal fsticos de di como la ciclosporina.
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