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De que hemos de vivir sino de una complicacion:

formas de respirar distintas, creadas de miltiples formas.
Una bisqueda sin objeto (aunque ya este dicho).

La deformacion de la célula en sentimientos, dolor

oensu z{efecto en ... amor

Seneca Reis



INDICE

RESUMEN
INTRODUCCION
Ciclosporina
Fisiologia del Rifion
La nefrona
Nefrotoxicidad por ciclosporina
Nefrotoxicidad aguda
Nefrotoxicidad cronica
Modelos experimentales de nefrotoxicidad

Estrategias desarrolladas para reducir la nefrotoxicidad por CsA

Colagena-PVP (fibroquel)
OBJETIVO

Objetivos Particulares
MATERIAL Y METODOS
Protocolo Experimental
Estudios Fisiologicos
Estudios Bioquimicos
Estudios Histoloégicos
Estudios Moleculares
Analisis Estadistico
RESULTADOS
Estudios Fisiologicos

Estudios Histologicos

10

14

15

19
22

22

23

23

23

24

26

27

28

29

29

31




Estudios Bioquimicos y Moleculares

DISCUSION
CONCLUSIONES
BIBLIOGRAFIA

INDICE DE ABREVIATURAS

35

40

46

47

56




Resumen

RESUMEN

En nuestro pais, la insuficiencia renal terminal (IRT) constituye un problema econémico y de
salud publica. El tratamiento de la IRT consiste en mantener a estos pacientes en dialisis
peritoneal o hemodialisis, en lo que se consigue la donacién de un rifién, ya sea de cadaver o
de donador vivo relacionado. El éxito del trasplante renal y de otros 6rganos depende del uso
de agentes inmunosupresores. En la década de los ochentas, indudablemente el principal
impacto se dio con la introduccion al mercado del inmunosupresor conocido como ciclosporina
(CsA), lo que permitio aumentar de forma considerable la sobrevida del paciente y del injerto,
la cual no se ha modificado con la introduccién de nuevas estrategias inmunosupresoras que
ademas son mucho mas costosas. Sin embargo, el uso a largo plazo de la CsA es limitado
debido a la nefrotoxicidad que produce, la cual se caracteriza por disfuncion renal y dafio
estructural irreversible como, fibrosis tlbulointersticial (FTI) y arteriolopatia. Estudios recientes
han mostrado que agentes antifibroticos pueden reducir el dafio estructural inducido por CsA.
El fibroquel o coladgena-PVP es un medicamento producido por una industria farmacéutica
mexicana y es utilizado para reducir las cicatrices queloides. Asi mismo, estudios recientes en
pacientes con artritis reumatoide han mostrado que la colagena-PVP posee propiedades
antifibroticas y anti-inflamatorias. Por lo tanto, el objetivo del presente estudio fue evaluar si la
administracién de fibroquel previene o reduce el desarrollo de fibrosis y arteriolopatia,
alteraciones caracteristicas de la nefrotoxicidad crénica inducida por ciclosporina. Se
estudiaron cuatro grupos de doce ratas Wistar macho cada uno: ratas a las que se administré
aceite de oliva como vehiculo (Veh, 1 ml/kg s.c.), ciclosporina (15 mg/kg/dia s.c.), fibroquel
(0.2 mg/dia, i.p.), y CsA + fibroquel. Todos los tratamientos fueron administrados durante 15
dias y el grupo control fue alimentado en forma pareada. Se evalud la funcion renal y el dafio
estructural, éste ultimo mediante la cuantificacién de la arteriolopatia y la muerte celular por
apoptosis, asi como el area afectada por FTI mediante morfometria. Se evaluaron los niveles
de lipoperoxidacion y los niveles de RNAm de enzimas antioxidantes, TGF-g, caspasa-3 y de
la molécula de dafio renal Kim-1.

La administracion de CsA produjo disfuncién renal y dafio estructural que se evidencié por el
desarrollo de arteriolopatia y FTI. El dafio renal observado se asocié con aumento de
lipoperoxidacion y muerte celular por apoptosis. En contraste, la administracion de fibroquel
mejoro la disfuncién renal, disminuyd en forma significativa la arteriolopatia y el area afectada
por FTI, y previno la muerte celular por apoptosis en la nefrotoxicidad cronica por CsA. El
efecto renoprotector del fibroquel en la nefrotoxicidad crénica inducida por ciclosporina, se

asocié con una reduccidn de la citocina profibrética TGF-p y con la prevencién del estrés




Resumen

oxidativo, lo cual correlacioné con el menor desarrollo de fibrosis tdbulointersticial en este
grupo. El menor estrés oxidativo observado, parece ser el resultado del restablecimiento de la
actividad de la enzima antioxidante superéxido dismutasa, aunque no podemos descartar una
propiedad antioxidante intrinseca del fibroquel.

Nuestros resultados muestran que la administraciéon del fibroquel resulté ser una maniobra
farmacoldgica util para reducir la nefrotoxicidad crénica inducida por CsA y sugieren que el
efecto renoprotector conferido por el fibroquel parece resultar de su propiedades, antifibroticas

y antiapoptoticas y muy probablemente también por poseer accién antioxidante.




Introduccion

INTRODUCCION

En nuestro pais, la insuficiencia renal terminal (IRT) constituye un problema
econdémico y de salud publica. El tratamiento de la IRT consiste en primera
instancia en someter a los pacientes que la padecen a didlisis peritoneal o
hemodidlisis, dando un lapso de tiempo para conseguir una donacién de rifidn,
ya sea de cadaver o de donador vivo relacionado. Adicionalmente, estos
pacientes requieren de inmunosupresion para evitar el rechazo del injerto siendo
la administracion de ciclosporina el tratamiento mas utilizado en nuestro pais por
Su potencia inmunosupresora y su bajo costo frente a las nuevas terapias

inmunosupresoras.

Ciclosporina

La ciclosporina (CsA) es un endecapéptido ciclico e insoluble, que se obtiene
del hongo Tolypocladium inflatum. La eficacia de la CsA la ha convertido en la
terapia mas utilizada en la ultima década para evitar el rechazo de 6rganos

trasplantados y en el tratamiento de enfermedades autoinmunes (Fig. 1) (1).
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Fig. 1. Estructura quimica de la CsA.
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La CsA ejerce su efecto por medio de la inhibicién especifica y reversible de
la proliferacion y crecimiento de células T activadas via interleucina-2. En
condiciones normales, la calcineurina que es una fosfatasa dependiente de
calcio, defosforila al factor nuclear de transcripcion de células T activadas
(NFAT) lo que promueve la transcripcion de interleucina-2 y por lo tanto, el
crecimiento y la proliferacion de células T. Debido a su liposolubulidad, la CsA es
capaz de atravesar las membranas plasmaticas y unirse a la ciclofilina que se
encuentra en el citoplasma, dicho complejo inhibe a la calcineurina, la cual es
incapaz de defosforilar a NFAT, evitdndose asi la proliferacion y maduracion de

células T activadas (figura 2) (2-4).

La ciclosporina tiene una vida media de seis horas y es metabolizada en el
higado por el sistema 3A del citocromo P450, generando mas de 30 metabolitos.
De este modo, el 90% se excreta por las heces y aproximadamente un 10% por

orina (5, 6).
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Fig. 2. Mecanismo de accion de CsA. A) Mecanismo de inmunosupresion celular. B) Mecanismo

de accion de CsA para producir inmunosupresion. Receptor de células T (RCT), Factor activador

nuclear de la transcripcion de células T defosforilado (NFAT) y fosforilado (NFAT-P), Interleucina

2 (IL-2).
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Con el surgimiento de la CsA en 1985 empez6 una nueva era en la
inmunosupresion, que se evidencio por el menor rechazo de oOrganos
trasplantados y mejor sobrevida del injerto y de los pacientes trasplantados. De
forma tal que, la introduccion de CsA a la clinica aumento la sobrevida del injerto
de un 46% a un 78% en donador cadavérico (2,7).

Sin embargo, el uso de CsA se ha limitado debido a sus efectos adversos y al
dafio que produce en el tejido renal, entre los que se encuentran hipertension,
dafio renal agudo y crénico, desequilibrio electrolitico, acidosis tubular vy
problemas para concentrar la orina (8). Para poder comprender mejor este

fendmeno, a continuacion se presenta una breve descripcion del rifion.

Fisiologia del rindn
Los riflones son érganos pares localizados en el espacio retriperitoneal a nivel

de la 11lva. vértebra dorsal con una longitud de 11 cm de largo y de 5 cm de
ancho (9).

En un corte sagital de riidn se observan dos regiones, una exterior
denominada corteza y una interior, mejor conocida como médula; ésta ultima se
encuentra subdividida en regiones estriadas conicas que dan origen a las
piramides renales. La base de cada piramide se encuentra localizada en el

extremo corticomedular extendiéndose en la pelvis renal hacia la papila (10).

La irrigacion renal depende de la arteria renal que alcanza a éste por el hilio y
se ramifica en dos ramas, una anterior y otra posterior, las cuales a su vez, se
dividen en varias, denominadas arterias segmentarias que del parénquima renal,
originan a las arterias interlobulares, las que discurren hasta la base de las
piramides, donde dan lugar a las arterias arcuatas, dispuestas en su base. Las
arterias arcuatas se ramifican en las arterias interlobulillares y éstas a su vez en
las arteriolas aferentes, cada una de las cuales va a irrigar a un solo glomeérulo.
Las arteriolas aferentes dan lugar a la formacion de los capilares glomerulares,
gue constituyen la zona en donde se lleva a cabo la ultrafiltracién del plasma

sanguineo. Los capilares glomerulares drenan hacia la arteriola eferente, por
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medio de la cual la sangre abandona el glomérulo (Fig. 3). De tal modo que, las
arteriolas eferentes se convierten en los capilares peritubulares, encargados de
irrigar a los tdbulos, suministrando oxigeno y nutrientes a las células

intersticiales y tubulares (10).

T Ae-ULANTRE . AT R

Fig. 3. Irrigacion en el rifibn humano

La nefrona

La nefrona es la unidad morfo-funcional del rifidn que se encuentra formada
por: el glomérulo, el tabulo proximal, el asa de Henle, el tabulo distal, el tubulo
colector y un sistema colector. A su vez, el glomérulo estd constituido por los
capilares glomerulares, por una region central de células mesangiales que sirve
de soporte a éstos, por células viscerales epiteliales y por la cépsula de
Bowman; y su conformacion lo hace responsable del ultrafiltrado sanguineo. El
tubulo proximal comienza en el polo tubular del glomérulo, es el segmento mas
largo de la nefrona y en conjunto, ocupa la mayor parte de la corteza; se
encuentra involucrado en la reabsorcion de macromoléculas como glucosa,
sodio, bicarbonato, cloruro, potasio, calcio, fosfato, agua, asi como en el
catabolismo de algunos aminoacidos. Aproximadamente el 65% del ultrafiltrado

es reabsorbido en el tubulo proximal. El segmento siguiente al tubulo proximal es
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el asa de Henle, conformada por la porcién delgada y la porcion gruesa, cerca
de la cual se encuentra la macula densa. El asa de Henle es permeable a agua,
urea y cloruro de sodio, lo que permite que se mantenga la hipertonicidad del
intersticio medular. El tibulo distal se encuentra préximo a este segmento y se
extiende hasta el punto de la corteza en donde dos o0 mas nefronas se juntan
para formar el conducto colector donde se lleva a cabo la secrecion de potasio

junto con la reabsorcién de sodio, proceso regulado por la aldosterona (10,11).

Tt e Z I\ N
Renal { A

Ureter -

Fig. 4. Rifién humano

De esta manera, la compleja red de vasos sanguineos, linfaticos y nervios
gue conforman al rifidn hacen que éste pueda llevar a cabo sus funciones, entre
las cuales se encuentran: la excrecion de productos metabdlicos y sustancias
extrafas, la regulacion de la osmolalidad y volumen de los fluidos corporales, la
regulacion del equilibrio electrolitico, la regulacion del equilibrio 4cido-base y la

produccion y secreciéon de hormonas.

La principal funcion de los rifiones es la excrecion de productos metabolicos y
sustancias extrafias, que se lleva a cabo por medio de la filtracion del flujo

sanguineo. El glomérulo es el responsable de la filtracion, proceso que realiza a
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través de la barrera de filtracion glomerular, la cual se encuentra conformada por
el endotelio fenestrado, la membrana basal glomerular y los podocitos. Cabe
mencionar que el principal componente de la membrana basal glomerular es la
molécula similar a procolageno asociada a proteinas de matriz extracelular,
colageno tipo IV y V (11). La filtracion glomerular depende de la interaccion de
diversos factores, los cuales incluyen las presiones hidrostatica y oncotica, los
mecanismos de retroalimentacion del sistema renina-angiotensina y por
supuesto de la estructura de las paredes capilares y de la capsula de Bowman.
El control de la filtracién se lleva a cabo por medio de cambios en la resistencia
de la arteriola aferente y eferente, dichas resistencias estan reguladas por la
secrecion de compuestos provenientes de diferentes estimulos, entre los que se
encuentran estimulos nerviosos, estimulos provenientes de células epiteliales y
de células endoteliales. Otro de los factores involucrados en la regulacion de la
filtracion glomerular es la secrecion de renina en la macula densa, la cual se
lleva a cabo en presencia de hipoperfusion, hipovolemia o bajas concentraciones
de sodio. La secrecion de renina induce la produccién de aldosterona y
angiotensina |l, ésta dltima es un potente vasoconstrictor (12, 13). A la
aldosterona también se le ha asociado directamente con la produccion de
vasoconstriccion renal, a través de las llamadas acciones no gendémicas de la
aldosterona (14). Asimismo, el Oxido nitrico, parece estar involucrado en la
retroalimentacion tubuloglomerular y por lo tanto, en el mantenimiento del tono

vascular y como consecuencia en la regulacion de la filtracion glomerular (15).

La regulaciéon de la osmolalidad y volumen de los fluidos corporales es
realizada por los rifiones mediante la reabsorcion y excrecion de sodio y agua en
los tdbulos renales. Los tubulos controlan el volumen, la osmolalidad, la
composicion y el pH de los fluidos extra e intracelulares. Para llevar a cabo esta
funcion, el elemento clave es la bomba Na'-K*-ATPasa, por lo que la absorcion

de cada sustancia esté ligada al funcionamiento de dicha bomba (10).

La regulacién del equilibrio &cido-base es realizada por los rifiones
contrarrestando el efecto de alcalis y &cidos producidos por el metabolismo de
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ciertos alimentos en el cuerpo, esto a través del sistema CO,/HCOg, el cual

también es regulado por pulmones (10).

Nefrotoxicidad por CsA

La primera manifestacion de nefrotoxicidad por CsA es la disminucion de la
tasa de filtracion glomerular y el incremento de creatinina plasméatica. Estas
alteraciones se presentan desde la primera semana de la administracion de
CsA. De esta manera, cuando los niveles de CsA en plasma son muy elevados
(1500-2000 ng/mL), se puede observar la presencia de mitocondrias gigantes y
de vacuolizaciones isométricas en el tabulo proximal (16, 17). La mayoria de los
pacientes que reciben CsA como tratamiento para evitar el rechazo del injerto
empiezan a presentar dafio estructural irreversible caracteristico de la
nefrotoxicidad crénica por CsA aproximadamente a los seis meses, la

insuficiencia renal terminal es consecuencia de dicho dafo.

De esta manera, se han descrito dos formas de nefrotoxicidad inducida por

ciclosporina: la nefrotoxicidad aguda y la nefrotoxicidad crénica.

Nefrotoxicidad aguda

La nefrotoxicidad aguda por CsA o nefrotoxicidad funcional se caracteriza por
alteraciones hemodinamicas en donde destaca la induccién de vasoconstriccion
renal. El diagnostico de nefrotoxicidad aguda es dificil de realizar, debido a que
es una etiologia clinica asintomatica. La principal manifestacion es el aumento
de los valores de creatinina en plasma y una elevacion en la presion arterial, que
se pueden observar incluso cuando los niveles del farmaco se encuentran dentro
del rango terapéutico (18). Asimismo, existe una disminucion del flujo sanguineo
renal (FSR), que va acompafiado con una disminucion en la filtraciébn glomerular
(GFR). La vasoconstriccion renal observada se ha atribuido a un desequilibrio en
la liberacibn de factores vasodilatadores (6xido nitrico, prostaciclina) vy
vasoconstrictores (angiotensina Il, leucotrienos), en donde predomina el efecto

de factores vasoconstrictores (19). En esta nefropatia, el dafio ocasionado por
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CsA es reversible si se disminuye la dosis o se retira el medicamento, sin
embargo estas medidas son dificiles de llevar a cabo debido a la alta
probabilidad de rechazo de injerto (2, 16, 18).

Nefrotoxicidad Crdénica

La nefrotoxicidad crénica se manifiesta por dafio estructural, que lleva a falla
cronica renal, caracterizada por vasoconstriccion renal y desarrollo de fibrosis
tubulo-intersticial y arteriolopatia (16, 20-22). A diferencia de la nefrotoxicidad
aguda, la nefrotoxicidad cronica es irreversible y se ha observado que cuando el
medicamento es retirado, la filtracion glomerular mejora, pero la fibrosis tibulo-
intersticial sigue progresando, lo cual sugiere que el dafio estructural no es
consecuencia de las alteraciones hemodinadmicas observadas (23-25). La
primera manifestacion de la nefrotoxicidad cronica es la presencia de
vacuolizaciones en células del musculo liso de arteriolas aferentes, las cuales se
encuentran acompafadas de la acumulacion de granulos de renina. Dichas
células progresan a necrosis 0 apoptosis y son reemplazadas por depdsitos
proteicos lo que lleva a engrosamiento de las paredes vasculares, resultando en
mayor hipoxia y con esto, en la pérdida de la continuidad de la lamina basal y
por lo tanto en arteriolopatia (26). Cabe mencionar, que la arteriola aferente es la
Unica que se ve afectada por este tipo de patologia.

Antes de las manifestaciones histologicas que caracterizan al dafio por
fibrosis tabulo-intersticial, se ha observado la presencia de hipoxia croénica, la
cual es generada en primera instancia por un desequilibrio en la produccién de
factores vasoactivos, que dan como resultado vasoconstriccion renal y por lo
tanto, hipoxia en el tabulointersticio, efecto mediado por CsA como se mencioné
anteriormente (27). El estrés oxidativo también contribuye a la hipoxia crénica
generada en la nefrotoxicidad por CsA, pues la produccion de aniones
superoxido favorece el desacople de consumo de energia quimica de la
respiracion mitocondrial, promoviendo hipoxia en el tejido renal (28). De esta

manera, el dafio ocasionado provoca la pérdida de capilares peritubulares, que

10
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trae consigo una reduccién en la eficiencia de oxigenacion de las células
tubulares (29). La hipoxia por lo tanto, es un estimulo profibrogénico para las
células que forman a los tubulos, para los fibroblastos intersticiales y para las
células endoteliales. Las células epiteliales tubulares renales por lo tanto pierden
su polaridad, induciéndose marcadores de superficie mesenquimales, lo que
provoca que dichas células sufran transdiferenciacion epitelial-mesenquimal
para convertirse en miofibroblastos, los cuales promueven la formacion de tejido
fibroso. Los miofibroblastos tienen propiedades tanto de fibroblastos como de
células de musculo liso y son los principales productores de citocinas
proinflamatorias y de proteinas de matriz extracelular (principalmente
fibronectina y colagena | y 1V) (30). Los fibroblastos intersticiales, también
pueden ser estimulados por hipoxia, cambiando con esto su metabolismo para la
formacion de matriz extracelular (31), llevando todo esto, a la pérdida del epitelio
tubular y por lo tanto a la progresion de dafio por fibrosis. Aunado a esto, la baja
disponibilidad de oxigeno inhibe la hidroxilacién de la subunidad alfa del factor
inducible por hipoxia-1 (HIF-1), el cual se transloca al nucleo y se asocia con
HIF-1B, para constituir una forma activa del factor de transcripcion HIF-1. Se ha
demostrado que HIF-1 se encuentra involucrado en la regulacion del factor de
crecimiento de tejido conectivo (CTGF), del inhibidor del activador de
plasminégeno-1 (PAI-1) y del inhibidor de metaloproteinasas de matriz-1, los
cuales se encuentran involucrados en la acumulacién de matriz extracelular y

por lo tanto, en el proceso de fibrogénesis (32, 33).

Mecanismos de daio renal

Los mecanismos involucrados en la toxicidad cronica son diversos y se

explican de manera breve a continuacion.

Disminucién de la produccion de Oxido Nitrico

El oxido nitrico (NO) es un potente vasodilatador, sintetizado a partir de su
precursor L-arginina por la sintasa de 6xido nitrico, a través de tres isoformas: la
sintasa de Oxido nitrico endotelial (eNOS), la neuronal (NNOS) y la tercera

isoforma es la inducible (INOS), las tres isoformas se encuentran presentes en el
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rifidn (34). La nNOS se expresa en macula densa y en la membrana interna del
tubo colector, esta isoforma esta encargada de regular el sistema de
retroalimentacion tubulo-glomerular. En cambio, eNOS se encuentra en
capilares glomerulares, arteriolas aferentes y eferentes, en capilares medulares
y en el epitelio tubular y tiene como funcion regular el tono de arteriolas
aferentes, la presion glomerular capilar y el flujo plasmatico glomerular.
Respecto a INOS, ésta se localiza en el epitelio del tdbulo proximal, en
condiciones normales en la pared de arteriolas aferentes y en células
mesangiales inmunoestimuladas, no obstante el papel de INOS no se conoce
aun (35). De esta manera, se sabe que la administracion de CsA produce un
aumento en la produccion de radicales libres, lo que ocasiona la inactivacion de
NO, sin afectar la produccién de éste, ni la expresion de la eNOS, este hecho se
ha mostrado en varios estudios, incluyendo uno de nuestro laboratorio (36-38).
Asimismo, se ha mostrado que la administracion de L-arginina (precursor de la
sintesis de NO) mejora el dafio producido por CsA, mientras que el inhibidor de
la sintasa de 6xido nitrico L-NAME empeora la nefropatia por CsA (39-41), por lo
que es posible que el NO esté jugando un papel importante en contrarrestar la

nefrotoxicidad por CsA.

Aumento en la produccion de Radicales Libres

Se ha observado la participacion de los radicales libres en la nefrotoxicidad
cronica por CsA, que derivan de la hipoxia generada por la vasoconstriccion
renal inducida por la CsA y como consecuencia mayor generacion de radicales
libres, éstos ultimos intervienen neutralizando los efectos de vasodilatacién de
NO y promueven muerte celular por apoptosis, lo que resulta en mayor dafio
tisular (42-44).

Activacion del Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona

El efector principal del sistema renina angiotensina-aldosterona (SRAA) es la
angiotensina ll, la cual es formada a partir de la activacion por renina, ésta ultima

secretada por las células yuxtaglomerulares del rifion. Los principales estimulos
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para la liberacion de renina son: la disminucion de la concentracion de sodio en
el tubulo distal, la disminucién en la presion de perfusion renal y la estimulacion
de receptores [;-adrenérgicos (45). Publicaciones recientes han revelado la
participacion de SRAA en el desarrollo de nefrotoxicidad crénica. En estudios
realizados a pacientes trasplantados bajo tratamiento con CsA se observo que
éstos tenian niveles elevados de renina en plasma, lo cual ocasioné una mayor
produccion de angiotensina Il y como consecuencia un aumento en la
vasoconstriccion renal y en el desarrollo de procesos fibréticos (46). Por otro
lado, también se ha relacionado a la angiotensina Il con la infiltracion y la
activacion de macréfagos, éstos ultimos amplifican la respuesta profibrogénica e
inflamatoria por medio del reclutamiento de células inmunocompetentes y de una

mayor produccion de colageno (47).

Aumento en la expresion del factor de crecimiento transformante-£ (TGF-4)

La principal fuente de produccion de TGF-B proviene de la infiltracion de
macrogafos, fibroblastos intersticiales y de la transicion a miofibroblastos de
células epiteliales (48-50). Estudios recientes han demostrado que la CsA
aumenta los niveles de TGF-, lo que promueve el desarrollo de nefrotoxicidad
cronica, llevando con esto a la produccion de fibrosis tubulo-intersticial (48, 51).
El TGF-f a su vez, ocasiona una sobreproduccion de proteinas de matriz
extracelular y una disminucion de metaloproteinasas, éstas Ultimas se
encuentran encargadas de la degradacion de proteinas de matriz extracelular, lo
gue trae como consecuencia la formacion de depodsitos de colagena, y por lo
tanto desarrollo de fibrosis tubulo-intersticial. No obstante, en un estudio reciente
realizado con anticuerpos anti-TGF- se observé que, aunque éste tenia un
papel importante en el desarrollo de fibrosis no era el Unico participante ya que,
el uso de estos anticuerpos ocasionaba una reduccién en la fibrosis tabulo-

intersticial, pero no la revertia (52).

Aumento en la muerte celular (apoptosis)
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La apoptosis es llevada a cabo en condiciones normales durante el desarrollo
y el envejecimiento de cualquier organismo, sin embargo, también puede ser
activada como mecanismo de defensa ante enfermedades o agentes nocivos
(53). Existen dos vias por las cuales se puede inducir apoptosis, la intrinseca y
la extrinseca. La via extrinseca implica interacciones mediadas por receptores
de membrana a los cuales se asocian ligandos como FasL y TNF-a. La via
intrinseca es activada a través de estimulos que incluyen: la ausencia de
factores de crecimiento, hormonas o citocinas, asi como, hipoxia, radiaciéon o
toxinas. Estos estimulos ocasionan cambios en la permeabilidad de la
membrana interna mitocondrial, lo que produce la liberacion de proteinas
proapoptoticas al citoplasma, capaces de activar la muerte celular programada
por medio de la via mitocondrial dependiente de caspasas. La via intrinseca es
regulada por la familia de proteinas Bcl-2, las cuales a su vez son reguladas por
el gen supresor de tumores p53 (54, 55). Este ultimo esta implicado en la
regulacion positiva de genes pro-apoptéticos como Bax, al mismo tiempo que
regula de manera negativa al gen anti-apoptotico Bcl-2 (56, 57). A este respecto,
Shihab y col. demostraron en ratas a las que se les indujo nefrotoxicidad crénica
por CsA, que ésta produce un aumento en los niveles de RNAm y de expresion
de Bax, mientras que disminuye la expresion de Bcl-2. En dicho estudio
demostraron que estos cambios en genes pro y anti-apoptoticos estaban
asociados con un aumento en la expresion de procaspasa-3. (58). De tal
manera, que en la nefrotoxicidad por CsA se observa una respuesta en la que la
pérdida de células por apoptosis excede a la respuesta proliferativa para

remplazar las células dafadas (59, 60).

Modelos experimentales de nefrotoxicidad por CsA

En décadas pasadas se desarrollaron modelos experimentales en ratas en los
gue fue posible reproducir la nefrotoxicidad por CsA con caracteristicas y
manifestaciones muy similares a las observadas en el humano. El modelo de
nefrotoxicidad moderada o aguda por CsA fue obtenido con la administracion de

dosis repetidas de CsA (37, 61, 62). Debido a que las ratas son resistentes a
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desarrollar las alteraciones estructurales que se observan en el humano, Rosen
y col. (63) pensaron en activar el sistema renina angiotensina con una dieta baja
en sodio, con lo cual lograron observar los cambios funcionales y estructurales
que caracterizan a la nefrotoxicidad cronica por CsA en el humano (64-66). Por
lo tanto, el modelo experimental de nefrotoxicidad cronica por CsA se induce con
la administracion de CsA a ratas alimentadas con dieta baja en sodio. Estos dos
modelos han sido muy utiles para estudiar los mecanismos por los cuales la CsA

produce toxicidad renal.

Estrategias desarrolladas para reducir la nefrotoxicidad por CsA

La CsA es el inmunosupresor mas utilizado en nuestro pais, principalmente
por su eficacia y por su bajo costo comparado con otros inmunosupresores, por
lo que se han evaluado diferentes terapias con la finalidad de prevenir la
nefrotoxicidad que produce. De esta forma, la mayoria de los farmacos elegidos
bloguean alguna de las diferentes vias mencionadas anteriormente involucradas
en la fisiopatologia por CsA. En una revision reciente de nuestro laboratorio se
clasificaron los tratamientos en tres grupos: el primer grupo incluye a aquellos
compuestos que reducen la vasoconstriccion producida por CsA, el segundo a
agentes con accion antiinflamatoria y el tercero a compuestos con propiedades
antifibréticas; finalmente, en esta misma revisibn se menciona un grupo que

incluye a antagonistas de los receptores mineralocorticoides (Tabla 1) (67).

Compuestos que reducen la vasoconstriccion producida por CsA

Una estrategia para reducir la vasoconstriccion por angiotensina Il, es el uso
de inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (ECA), asi como
antagonistas de los receptores de angiotensina Il. A este respecto se ha
observado que el tratamiento con losartan, antagonista de los receptores de
angiotensina Il, produce una disminucion de la fibrosis tubulo-intersticial, aunque
éste no mejor6 la disfuncion renal producida por CsA, e incluso el grupo tratado
con CsA y losartan presentd niveles de depuracion de creatinina mas bajos. En

dichos estudios se observé una reduccién en la expresion de TGF-By aunque
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ésta no fue absoluta (losartan 60% y enalapril 40%), se pens6 que este hecho
podria ser en parte responsable de la disminucion de la arteriolopatia y fibrosis
tubulo-intersticial (43, 65, 68). Resultados similares se han observado con

inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (69).

También se han probado antagonistas de los receptores de endotelina, que
como el BQ123 bloquea a dichos receptores. Como resultado se obtuvo una
mejora de la funcion renal aproximadamente del 30%, sin embargo no hubo

cambios en el dafio producido por CsA a nivel estructural (70).

Con respecto a la administracién de L-arginina, precursor de NO este mejoro
la disfuncidn renal de manera significativa, lo cual se asocié con una disminucion
del factor endotelial vascular (VEGF) y una mayor biodisponibilidad de NO.
Aunado a esto, el precursor de NO redujo el dafo estructural en un 50%, aunque
cabe mencionar que éste no fue capaz de revertir el dafio renal por completo
(39, 40, 83). De este modo, la mayoria de estos compuestos fueron utiles para

prevenir la disfuncion renal, pero tuvieron poco efecto en el dafio estructural.

Agentes anti-inflamatorios

Dentro del segundo grupo, se encuentran los agentes anti-inflamatorios como
el polisulfato de pentosan (PPS) y el micofenolato de mofetilo. EI PPS es un
compuesto con un peso molecular de 4-6 KDa conformado por unidades de B-D-
glucopiranosa, que al igual que la heparina inhibe la formaciéon de trombos.
Estudios realizados en dos modelos de enfermedad renal progresiva en ratones,
demostraron que la administracion de PPS disminuye la proliferacién celular
mesangial, la produccién de colagena tipo | y 1V, al mismo tiempo que produjo
un aumento en la produccion de metaloproteasa (MMP) 2, con la consecuente
prevencion en el desarrollo de fibrosis tubulo-intersticial (71, 72). En un estudio
previo de nuestro laboratorio observamos que la administracion de PPS, redujo
la arteriolopatia y el area dafiada por fibrosis tubulo-intersticial crénica, sin
prevencion de la caida en la depuracion de creatinina en ratas Sprague Dawley

con nefrotoxicidad crénica por CsA (64).
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El micofenolato de mofetilo, también se ha utilizado como una estrategia
terapéutica para reducir la inflamacion, sin embargo, este agente no fue capaz
de prevenir la disfuncion renal, ni el dafio estructural en la nefrotoxicidad por
CsA. Por lo que, los farmacos con accion anti-inflamatoria tuvieron poco efecto

sobre el dafio inducido por CsA (73).

Compuestos con propiedades antifibroticas

En el tercer grupo se encuentran los farmacos antifibréticos. Se ha descrito al
factor de crecimiento transformante-beta (TGF-f) como una molécula
profibrética, es por esto que se han realizado experimentos con anticuerpos
dirigidos contra TGF-p, en los cuales se observo que el dafo estructural inducido
por CsA disminuia de manera significativa (74).

La administracion de pirfenidona otro agente antifibrotico, fue capaz de
prevenir y revertir la fibrosis tubulo-intersticial. EI mecanismo de accion de
pirfenidona no estd bien dilucidado, pero al parecer involucra la inhibicion de
TGF-B (75). En efecto, en un estudio Shihab y col. observaron que la pirfenidona
disminuye la expresion de TGF-f1 a niveles normales, aunque solo redujo la
fibrosis tdbulo-intersticial en un 50%, lo que sugiere que existen otros
mecanismos involucrados en el desarrollo de la fibrosis, independientes de la
accion de TGF-B. Cabe mencionar que la pirfenidona también inhibi6 la
expresion de pro-caspasa-3, que es una proteasa involucrada en las etapas
finales de muerte celular por apoptosis y que previamente se mostré es sobre-
regulada por CsA.

La pravastatina es un hipocolesterolemiante que tiene propiedades
antiinflamatorias y antifibréticas y que también fue probado para reducir la
nefrotoxicidad crénica por CsA. En dicho estudio se observé una disminucion de
la inflamacion y de la fibrosis tubulo-intersticial, lo cual se atribuyd a la
disminucién de la expresion de ciertos mediadores de inflamacion como
osteopontina y de la proteina C reactiva intrarenal, asi como a un aumento en la
expresion de eNOS (76).

Otra estrategia utilizada fue el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF),

gue consiste en un polipéptido multifunctional heterodimérico, formado por una
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cadena alfa de 69 kDa y una cadena beta de 34 kDa asociadas por un puente
disulfuro (potente mitogénico y con actividad antiapoptotica). Estudios recientes
han sugerido que HGF podria actuar como agente antifibrético y antiapotético
(77). En un estudio en el que se utilizaron ratas Sprague Dawley a las que se les
produjo nefrotoxicidad crénica por CsA y se administr6 HGF por medio de
inyecciones subcutaneas, se observo que este factor reduce la fibrosis tubulo-
intersticial inducida por CsA, la apoptosis tubular epitelial, la infiltracion de
macrofagos y la alteracion fenotipica de miofibroblastos, lo que fue acompafiado
de disminucién en los niveles de RNAmM de TGF-B. No obstante, el HGF no fue
capaz de mejorar la disfuncion renal (78).

De este modo, aunque los compuestos con propiedades antifibréticas, son
capaces de disminuir el dafio estructural de manera significativa, éstos
practicamente no tienen efecto sobre la disfuncion renal, (tabla 1).

Finalmente, Miura y col. describieron que la hipomagnesemia era una
manifestacion en la nefropatia por CsA (79). En un estudio realizado por el
mismo grupo, la suplementacion de magnesio disminuyoé los niveles de
expresion de moléculas fibrogénicas, la infiltracion de macrofagos y de
moléculas quimioatrayentes. Del mismo modo, hubo una mejoria en la
disfuncion renal ocasionada por CsA, especificamente en la filtracion glomerular,
dicha mejoria se atribuy6 a la inhibicion de la expresion del gen de endotelina-1
(ET-1) vasoconstrictor importante (80). Sin embargo estos resultados no fueron
reproducibles, ya que en un estudio realizado por Bennett y col. la
administracion de magnesio no produjo cambios en el dafio producido por CsA
(81). Asimismo, en nuestro laboratorio nos dimos a la tarea de determinar los
niveles de magnesio en plasma en ratas normales y en ratas tratadas con CsA,
sin embargo no hubo diferencias significativas entre los grupos (2.1+0.1 vs.
2.6x0.1 mg/dL). Por lo que concluimos que en ratas Wistar con nefrotoxicidad
cronica por CsA no hay presencia de hipomagnesemia.

En resumen, con los tratamientos mencionados anteriormente solo se
previene el dafio estructural o el funcional, pero en la mayoria de los casos no se

evitan ambas alteraciones. Estudios realizados en nuestro laboratorio (82, 83)
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mostraron que el bloqueo de los receptores de aldosterona con espironolactona
revierte la nefrotoxicidad aguda y reduce la nefrotoxicidad cronica por CsA. En
dichos estudios se observo que la espironolactona prevenia la caida de la
filtracion glomerular y reducia la expresién de TGF-f, colagena, fibronectina y el
desarrollo de arteriolopatia y fibrosis tubulo-intersticial de manera significativa, lo

gue sugiere que la aldosterona participa en la fisiopatologia de la nefrotoxicidad

por CsA.
: Mejora Disfuncién = Reduccion :
Tratamiento . ; Referencia
renal de fibrosis
Losartan No 50% 43
BQ123 30% No 70
L-arginina 70 % 50 % 39, 40
Polisulfato de Pentosan No 45% 64
Micofenolato de mofetilo No No 73
Anti-TGFB ND 40 % 74
Pirfenidona No 50% 75
Pravastatina 75 % 55 % 76
Factor d.e Crecimiento de No 2506 78
hepatocitos
Suplementacién con Magnesio 82 % (No) 80 % (ND) 79-81
Espironolactona 100 % 50 % 82, 83

ND, no determinada.

Tabla 1. Estrategias desarrolladas en modelos de nefrotoxicidad crénica por CsA (Am J Physiol
Renal Physiol 293: FO00-F000, 2007).

Coladgena-PVP (fibroquel)

La colagena-PVP o mejor conocida comercialmente como fibroquel es un
medicamento que es llevado al mercado por Aspid, empresa 100% mexicana y
que se utiliza para reducir las cicatrices queloides e hipertréficas en donde actia

como un fibrolitico. El fibroquel es un tipo de colagena | de cerdo que incorpora
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polivinilpirrolidona (figura 4) y que es utilizada para el tratamiento de cicatrices
gueloides (84).

Fig. 5. Estructura quimica de N-vinil-2-pirrolidona.

Aunado a sus propiedades antiqueloides, Furuzawa-Carballeda y col.
observaron que la administraciéon de colagena-PVP disminuia la inflamacion en
pacientes con artritis reumatoide. Este estudio fue realizado en cultivos de tejido
sinovial de pacientes con artritis reumatoide y lo que ellos mostraron fue que la
coldgena-PVP actua sobre fibroblastos y macréfagos al disminuir factores pro-
inflamatorios como el factor de crecimiento derivado de las plaguetas (PDGF), el
factor de necrosis tumoral a, (TNF-a), la interleucina 1 (IL-1R), asi como
moléculas de adhesion celular como son la molécula de adhesion de los
leucocitos al endotelio (ELAM-1) y la molécula de adhesion celular vascular
(VCAM-1), hasta alcanzar niveles semejantes a los normales (85).

La colagena-PVP también ha sido probada en lesiones por esclerosis
sisttmica y en cicatrices hipertroficas (86, 87). En estos estudios la
administracion de fibroquel disminuyo la expresion de citocinas como IL-1p,
TNF-ay TGF-B, asi como de moléculas de adhesion (VCAM-1 y ELAM-1), esto
fue demostrado en pacientes con esclerosis sistémica y en cultivos en los que se
indujeron lesiones muy similares a las cicatrices hipertréficas. Debido a que en
ambas lesiones, la administracion de fibroquel produce un patron de distribucion
de colagena similar al observado en la piel normal, se sugirid que la colagena-

PVP puede estar regulando la conversién de matriz extracelular, principalmente
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coldgeno y que este proceso es el responsable del bloqueo de la progresion del

proceso fibrotico.

En otro estudio se observé que la colagena-PVP es capaz de disminuir las
adhesiones en la cavidad peritoneal en conejos que fueron apendicectomizados
a través de reducir la cantidad de colagena vy la fibrosis (88). Asi mismo, en un
proyecto que se esta realizando en el Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias, han observado que la administracion de colagena-PVP a cobayos
asmaticos reduce la fibrosis observada en este modelo (comunicacion personal).
Estos dos estudios sugieren que este medicamento posee también accién
antifibrotica. Sin embargo, se requieren mas estudios para evaluar los
mecanismos de las acciones antifibréticas y anti-inflamatorias de la colagena-
PVP.

El uso de colagena-PVP en fracturas de craneos inducidas en ratas, también
mostré que ésta era capaz de acelerar la regeneracion 0sea, lo que se atribuy6
a que la colagena-PVP formara una matriz adecuada para la invasion y

migracion de células osteoprogenitoras (89).

Finalmente, en pacientes con Ulceras ileocolonicas se observo la remision de
la dlcera con la administracion de colagena-PVP (90). Asimismo, en Ulceras por
de cubito, la administracion de colagena-PVP redujo el tamafio de la lesion en

los pacientes que las padecian (91).

La ventaja del uso de la colagena-PVP es que al ser un farmaco bioldgico,
practicamente no tiene efectos secundarios, segun lo reportado en voluntarios
sanos y en pacientes con cicatrices hipertroficas que han sido sometidos por un
largo periodo de tiempo al tratamiento con colagena-PVP (92). Por lo tanto, el
presente proyecto pretende evaluar el posible papel renoprotector de la
colagena-PVP como farmaco antifibrotico en la nefrotoxicidad crénica inducida

por CsA.
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Objetivos

OBJETIVO

Evaluar el efecto de la administracion del fibroquel en ratas

con nefrotoxicidad cronica inducida por ciclosporina.

Objetivos Particulares

&% Evaluar el efecto del fibroquel sobre la disfuncién renal inducida por
CsA.

&% Estudiar si el fibroquel reduce la arteriolopatia y la fibrosis tubulo-

intersticial observados en la nefrotoxicidad por CsA.

&% Evaluar si la administracion de fibroquel reduce la formacién de

radicales libres.

&% Estudiar posibles mecanismos de renoproteccion del fiboroquel como

compuesto antifibrotico.

&% Determinar si el efecto renoprotector de fibroquel se asocia con

reduccion de la muerte celular por apoptosis.

&% Correlacionar los estudios moleculares con los hallazgos

histopatoldgicos.
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MATERIAL Y METODOS

Protocolo Experimental

Se estudiaron cuatro grupos de 12 ratas Wistar macho cada uno (seis animales
de cada grupo fueron utilizados para estudios fisiologicos y los otros seis se
utilizaron para los estudios bioquimicos y moleculares). Para inducir la
nefrotoxicidad crénica los animales fueron alimentados con dieta baja en sodio.
Las ratas se dividieron en los siguientes grupos: el grupo al que se le administré
aceite de oliva como vehiculo (V, 1ml/Kg s.c.), el grupo de ratas tratadas con CsA
(15 mg/Kg/dia s.c.), los animales que recibieron fibroquel (0.2mg/dia, i.p.), y las
ratas que recibieron simultdneamente CsA y fibroquel. Los grupos que recibieron
aceite de oliva y fibroquel fueron alimentados de forma pareada y los tratamientos
se administraron por 15 dias.

Estudios Fisioldgicos

Filtracion glomerular (GFR): Al término del periodo experimental, las ratas se

anestesiaron con pentobarbital sédico (30 mg/kg de peso corporal i.p.). La
preparacion quirdrgica se realiz6 por medio de microcirugia para lo cual, se
mantuvo a la rata a 37 °C por medio de una mesa térmica monitoreando la
temperatura de manera constante. Se cateterizé traquea con un tubo de polietileno
PE-240, las venas yugulares y la arteria femoral con un tubo de polietileno PE-50
y la vejiga con tubo de polietiieno PE-90. Cabe mencionar que durante todo el
experimento se registro la presion arterial media por medio de un transductor
modelo PB23 conectado a un poligrafo de presion. Una vez cateterizadas venas y
arterias se tomé una primera muestra de sangre de la arteria femoral y el volumen

se repuso con la sangre de una rata donadora. Las ratas se mantuvieron en
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condiciones de euvolemia por la infusion de 10 ml/kg de plasma durante la cirugia
a una velocidad de 7 ml/hr, seguida de una infusion de azucar baja en calorias
(azucar BC) al 5% como marcador de filtracion glomerular (93) a una velocidad de
1.7 mi/hr. Después de un periodo de equilibrio de aproximadamente 45 min se
recolecto la orina durante 30min; al inicio y al final de ésta se tomaron muestras de
sangre. Se realizé una segunda recoleccion de orina de 30 min y se tomé una
cuarta muestra de sangre. El volumen de sangre que se recolectd, se reemplazé

con sangre de una rata donadora por la vena yugular.

Flujo sanguineo renal (FSR): Para medir el FSR se disec6 la arteria renal

izquierda y se colocé una sonda conectada a un Flujometro Transonic System.

Estudios Bioguimicos

Azucar BC: La determinacion de azucar BC se realizé en plasma y orina por el
método de Davidson (Davidson, 1963). Los plasmas fueron desproteinizados
mediante la adicién de 250 pL de ATC 1N (acido Tricloroacético) y posterior
centrifugacion a 10,000 rpm durante 10 min. Las orinas se diluyeron, dependiendo

de la concentracion de la muestra.

La reaccion se llevd a cabo utilizando antrona la cual es utlizada para
determinar la concentraciébn de carbohidratos, por medio de la cuantificacion
espectrofotométrica del complejo colorido formado. De esta manera, se colocaron
200 pL de cada muestra en un vial, y se les adicioné 1 ml de la solucion de
antrona, se agitaron e incubaron a 45° C durante 50 min. Finalmente se leyeron en
el espectrofotometro a una longitud de onda de 620 nm. Se prepar6 una curva
estandar con un rango de concentracion de 20-100 yg/mL. La Filtracion glomerular

se calculd utilizando la siguiente ecuacion:

Filtracion Flujo plasmatico X [azucar BC en orina]

Glomerular =

[azUcar BC en suerQ]

24



Niveles de CsA: Esta determinacion se llevd a cabo mediante un kit de

radioinmunoensayo monoclonal comercial y se realizé de acuerdo a las

especificaciones.

Actividad enziméatica de catalasa. El peréxido de hidrégeno (H,O,), sustrato de
la catalasa, absorbe a 240 nm. Su descomposicién por catalasa sigue una cinética
de primer orden, por lo que la descomposicion del H,O, puede seguirse
directamente por la disminucion de la densidad Optica a 240 nm, lo cual representa
una medida indirecta de la actividad de la catalasa (94).

2H202 E— 2H20 + 02

Actividad enzimatica de superdxido dismutasa. La determinacién de la actividad

de superoxido dismutasa (SOD) también fue realizada de manera indirecta. La
enzima cataliza la conversion de dos radicales superoxido a H,O; y O,. El ensayo
consiste en la inhibicion de la reduccion de nitroazul de tetrazolio con xantina
oxidasa, este ultimo utilizado como generador de superoxido. El ensayo se mide a
560 nm (95).

20, —» H,0+ 0O,

Actividad enzimética de glutation peroxidasa. La glutation peroxidasa (GPx)

cataliza la descomposicion del H,O, a agua, utilizando glutation reducido (GSH)
como cofactor. El glutation oxidado (GSSG) producido es regenerado nuevamente
a GSH por la glutatién reductasa (GRed) la cual utiliza NADPH como cofactor. El
NADPH absorbe a 340 nm, por lo que la determinacién de GPx es indirecta,
basada en la disminucién de la absorbancia a 340 nm, disminucién producida por

el consumo de NADPH en la reaccion de regeneracion de GSH (Lawrence, 1976).

2H,0, + 2GSH GPx GSSG + 2H,0

ROOH + 2GSH-GPX__, ROH + H,0 + GSSG

GSSG + NADPH + H* -CReéd,, 5GsH + NADP*
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Estudios Histoldgicos

Al finalizar el experimento, la aorta se ligo por arriba de las arterias renales y los
riflones se perfundieron con solucion salina por la arteria femoral a una presién
constante y similar a la tension arterial que tenia previamente la rata. Uno de los
catéteres de las arterias femorales se utilizd para pasar tanto la soluciéon salina
como el formaldehido, y el otro para monitorear en forma continua la presion. Una
vez perfundidos se extrajo uno de los rifiones, se incluy6 en parafina y se hicieron
cortes de tres micras, para posteriormente tefirlos con PAS (peryodic acid Schiff,
con esta tincion se demuestra el engrosamiento de la arteriola aferente); y Masson
(con la cual se tifien las fibras de colagena). Para los estudios de microscopia de
luz se utiliz6 un microscopio Nikon eclipse conectado a una camara digital, las
imagenes digitalizadas se evaluaron en el programa eclipse net. La arteriolopatia
se analizé en los tejidos tefiidos con PAS (400X), para lo cual se contaron al
menos 100 glomérulos por cada rata, a partir de los cuales se obtuvo el nimero de
glomérulos con arteriolas dafiadas y se calcul6 el porcentaje de arteriolopatia.

Se evalud el grado de fibrosis tubulo-intersticial en las laminillas tefiidas con
Masson, para ello se realiz6 un andlisis morfométrico computarizado de cinco
campos por rifion cuantificando el area afectada (100X). La proporcién de fibrosis
se calculo dividiendo el area con fibrosis entre el area total.

TUNEL (Terminal Deoxynucleotidyl Transferase-Mediated dUTP Nick 3’ End
Labeling): Para la deteccién de apoptosis fue utilizado el kit de ApopTag Plus

Peroxidase In Situ. Las secciones de tejido fijadas y que se encuentran en
parafina, fueron desparafinizadas, rehidratadas y lavadas en PBS. Una vez
lavadas, las secciones fueron incubadas con proteinasa K. A esta incubacion le
siguidé una incubacion con deoxinucleotidil terminal tranferasa (Tdt) y con
digoxigenin-dNTP. Para la deteccion de los nucleotidos incorporados se utilizdé un
anticuerpo antidigoxigenin el cual se encuentra conjugado con una molécula

reportera de peroxidasa utilizada para la deteccién de cuerpos apoptoticos.
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Estudios Moleculares

Se obtuvieron los rifiones y mediante un corte sagital se dividio
macroscopicamente la médula y la corteza renal para la extraccion de RNA, los

tejidos se congelaron en nitrogeno liquido y se almacenaron a -80° C.

Extraccion de RNA: El RNA se extrajo de los tejidos almacenados a -80 °C

mediante homogenizacion en tiocianato de guanidina y ultracentrifugacion a través
de cloruro de cesio. Para determinar la calidad del RNA se midié su concentraciéon

por espectrofotometria de UV (280 nm/260 nm).

RT-PCR (Transcripcion Reversa): La transcripcion reversa (RT) se llevo a cabo

con 10 ug de RNA total del tejido. Primero se llevo el RNA a 65 °C por 10 min. La
reaccion se realizé utilizando 200 U de transcriptasa reversa del virus de la
leucemia en el mono (Moloney murine leukemia virus reverse transcriptase,
MMLYV, Stratagene), 100 pmol de hexameros al azar (random primers, Life
Technologies), 0.5 mM de cada dNTP (una mezcla de dCTP, dATP, dGTP, dTTP,
Sigma) y 1X de buffer de TR (75 mM KCI; 50 mM Tris-HCI; 3 mM MgCI2; 10 mM
DTT, pH 8.3), se incubo a 37°C por 60 min, a un volumen final de 20 pul. Una vez
transcurrido el tiempo de reaccion, las muestras se llevaron a 95°C por 5 min para

inactivar la transcriptasa reversa.

PCR en tiempo real: Se utilizaron sondas TagMan especificas para amplificar

fragmentos de DNAc de Applied Biosystems marcadas con FAM (6-
carboxyfluoresceina) o VIC, para el andlisis de TGF-B, enzimas antioxidantes
superéxido dismutasa y catalasa, asi como para caspasa-3. 18S RNAr como se
utilizé como control. FAM y VIC son colorantes fluorescentes utilizados para
detectar la amplificacion de productos. De esta forma la cantidad de FAM o VIC,
liberada por la degradacion de la sonda TagMan por exonucleasa en la reaccion
de PCR, es medida en funcion de cada ciclo de amplificacion por reaccién PCR
mediante el uso de un termociclador en tiempo real ABI 7000 Prism (Applied
Biosystems). La expresion de cada gene se cuantifico en forma relativa usando el

método comparativo de Ct (96).
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Analisis estadistico

Los datos se presentan como el promedio * el error estandar. Para realizar las
comparaciones de mas de tres grupos los datos se analizaron por ANOVA de dos
vias, cuando la p fue menor que 0.05, las diferencias entre grupos se
determinaron con la prueba de Student-Neumann-Kuels para mediciones
repetidas. En el caso de comparaciones de dos grupos, el analisis se realiz6 con t
de student no pareada y para la comparacién de una variable en el mismo grupo

en dos periodos diferentes se utilizo una t de student pareada.
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RESULTADOS

Estudios fisioldgicos

Para este estudio se incluyeron cuatro grupos: el grupo control (Veh, aceite de
oliva 1ml/Kg), el grupo tratado con fibroquel (Fib) (0.2mg/dia), las ratas que
recibieron CsA (15 mg/Kg/dia) y el grupo que recibié de manera simultanea
CsA+Fib, como se mencioné en material y métodos. Todos los animales, excepto
los pertenecientes al grupo Veh perdieron peso a lo largo del experimento (tabla
2).

Veh Fib CsA CsA+Fib

Peso corporal al inicio (g) 306.0+17.8 317.1+29.6 3125+9.7 316.3+19.2

Peso corporal al final (g) 313.3+17.0 277.6+21.4 2595+ 12.2 250.3+13.2

Tabla 2. Pesos promedios al inicio y final del tratamiento de los grupos incluidos en el estudio.

La figura 6A muestra la tension arterial media monitoreada durante todo el
experimento, como se puede observar la administracibon de CsA y la
administracion de fibroquel de manera independiente o combinada, no produjeron

cambios significativos sobre este parametro.

Como se ha descrito previamente por nuestro laboratorio y por otros grupos (48,
82), la administracion de CsA produjo una reduccion significativa del flujo
sanguineo renal con respecto al grupo Veh (2.85 £ 0.70 vs. 6.30 + 2.34 mL/min), la
cual se previno con la administracion de fibroquel (2.85 = 0.70 vs, 4.37 + 1.40

ml/min, respectivamente) (figura 6B).

29



Tension Arterial Media 10 Flujo Sanguineo Renal
140 §

120 { T T ) [

100 1

80 ¢

mL/min

mmHg

60 1 4

* 4
40 1

20 {

Veh Fib  CsA CsA+Fib Veh Fib  CsA  CsA+Fib

Fig 6. Efecto de la administracién de colagena-PVP en la nefrotoxicidad cronica en parametros fisioldgicos
importantes como tension arterial media y flujo sanguineo renal. Dicho efecto fue evaluado en los cuatro
grupos: vehiculo (Veh), coladgena-PVP (Fib), CsA y CsA+Fib. * p < 0.05 vs. Veh, # p< 0.05 vs. Fib.

En la Fig. 7 se muestran los resultados de la evaluacién de la funcion renal,
que se realizé mediante la determinacion de la tasa de filtracion glomerular
utilizando como marcador azucar BC. Como era de esperarse, la administracion
de CsA produjo una reduccion significativa en la filtracion glomerular con respecto
al grupo control (CsA 0.57 + 0.20 vs. Veh 1.80 + 0.76 mL/min) (82). Asimismo, la
administracion de fibroquel mejor6 la caida producida por CsA de manera
significativa (0.57 £ 0.20 vs. 0.88 £ 0.30 mL/min), no obstante la diferencia con
respecto al grupo control Veh continué siendo significativa (0.88 + 0.30 vs. 1.80 +
0.76 mL/min).
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Fig 7. Efecto del fibroquel en la nefrotoxicidad crénica por ciclosporina. Filtracién glomerular determinada
mediante azlcar BC. Todos los grupos fueron alimentados con dieta baja en sodio, y los grupos control
(vehiculo y fibroquel) fueron pareados con los grupos problema (CsA y CsA+Fib). * p < 0.05 vs. Veh, # p< 0.05
vs. Fib.

Estudios Histologicos

Para evaluar el dafo estructural producido por CsA y el posible efecto
renoprotector de fibroquel, se determiné el grado de arteriolopatia y fibrosis tubulo-
intersticial, alteraciones estructurales caracteristicas de la nefrotoxicidad cronica
por CsA (8).

El porcentaje de arteriolopatia se obtuvo por medio del conteo de arteriolas
dafiadas en los cortes histologicos de rifion tefildos con PAS. Se consideraron al
menos 100 arteriolas por rata. En la figura 8A se muestra una imagen
representativa del engrosamiento y hialinosis de una arteriola aferente
caracteristica del dafio producido en la nefrotoxicidad crénica por CsA y en la
figura 8B se puede observar la disminucion del engrosamiento de la arteriola
aferente en el grupo tratado con fibroquel. Como era de esperarse segun estudios
previos incluyendo los de nuestro laboratorio (51, 66, 82), el grupo tratado con
CsA presentd un alto porcentaje de arteriolas dafiadas, alrededor del 43%,

diferencia significativa comparada con el grupo control (6%). La administracion de
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fibroquel produjo una disminucion significativa del desarrollo de arteriolopatia, lo
cual se observa claramente en la figura 8C, pues mientras el grupo de CsA

presenté mas de un 40% de arteriolas dafadas, fibroquel redujo en un 15.6% el
dafio ocasionado.

) , Fig 8. A: Fotomicrografia de una
C 50 Arteriolopatia arteriola aferente con dafio por CsA
(tincién de PAS X 60). B:
Fotomicrografia de una arteriola de
una rata tratada con CsA+Fib.
C: Porcentaje de arteriolas dafiadas
considerando al menos 100 arteriolas
por animal. * p < 0.05 vs. Fib, T p <
0.05 vs. CsA.
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Para la determinacion de la fibrosis tubulo-intersticial se llevd a cabo un estudio
morfométrico, el cual consiste en la determinacion del area dafiada por
acumulacion de matriz extracelular y coldgena mediante la tincion de Masson. En
la figura 9A se muestra una imagen representativa del dafio producido por CsA en
nefrotoxicidad crénica y en la figura 9B se muestra una fotomicrografia
representativa de un corte de rifibn perteneciente a un animal del grupo de
CsA+Fib. El analisis morfométrico se muestra en la figura 9C, y como se puede
apreciar el grupo que fue tratado con CsA presentd un alto porcentaje de fibrosis

tubulo-intersticial con respecto al grupo control de Fib (8.87 + 1.80 vs. 1.22 *
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0.08%), mientras que la administracion de fibroquel redujo la fibrosis producida por
CsA de manera significativa (8.87 £ 1.80 vs. 3.36 + 1.12%).
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En la figura 10 se observan los resultados correspondientes al indice de
apoptosis determinado mediante la técnica de TUNEL, en donde se pueden
observar imagenes representativas de cortes de rifion de rata pertenecientes tanto
al grupo tratado con CsA (Fig. 10A) como al grupo de animales tratados con
CsA+Fib (Fig. 10B). En la figura 10C se observa en forma grafica la cuantificacion
de nucleos positivos para los grupos de Fib, CsA y CsA+Fib. Observandose una
diferencia significativa entre el grupo tratado con CsA con respecto a los grupos de
Fib y CsA+Fib, ya que dicho grupo mostré un alto numero de nucleos positivos
apoptoticos. En contraste, la administracion de colagena-PVP previno

completamente la muerte celular por apoptosis.

Nuestros resultados hasta este momento muestran que la administracion de
colagena-PVP reduce el dafio funcional y estructural inducido por la ciclosporina y
previene la muerte celular por apoptosis
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Fig 10. Apoptosis en nefrotoxicidad
cronica por CsA.

A: Fotomicrografia de un corte
sagital de una rata a la que se le
administré CsA (TUNEL). Las flechas
amarillas sefialan los nucleos
apoptoticos.

B: Fotomicrografia de un corte
sagital de corteza de una rata a la
gue se le administré6 CsA + Fib

C: Determinacion de nicleos
apoptéticos/mm2. * p < 0.05

Para descartar que Ila mejoria
observada en la filtracion glomerular y
en el flujo sanguineo renal no fuera
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Fig 11. Determinacion de los niveles de CsA en
plasma para los grupos de CsA y de CsA+Fib,

de los niveles de CsA, se determinaron
los niveles de CsA en sangre de los
animales tratados con CsA y CsA+Fib.
En la Fig 11 se muestran los resultados
obtenidos. No se observé una diferencia

significativa en los niveles de CsA entre
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ambos grupos e incluso en el grupo CsA+Fib los niveles de CsA fueron mayores
en un 28%, lo que indica que el efecto renoprotector de la colagena-PVP no fue

mediado por una reduccién de los niveles toxicos de la ciclosporina.

Estudios bioquimicos y moleculares

En la figura 12 se muestran los Lipoperoxidacion

resultados obtenidos de la determinacién

—
o

de estrés oxidativo mediante la

evaluacion de la lipoperoxidacion de

—
o

membranas celulares por la técnica de
TBARS. ElI grupo que recibi6 CsA

presenté un aumento marcado en el nivel

-

de lipoperoxidacion con respecto al grupo

TBARS (nmoles/ma proteina)
o

Veh. Interesantemente, la administracion

o
o

. . Veh Fib CsA  CsA+Fih
de colagena-PVP previno completamente

. . ., Fig 12. Efecto de la administracion de
el aumento de Ila lipoperoxidacion
colagena-PVP sobre el estrés oxidativo

producido por la CsA. observado en la nefrotoxicidad crénica
por CsA. * p < 0.05.
Para poder determinar que mecanismo

pudiera estar participando en la disminucién de los niveles de lipoperoxidacién con
la administracién de fibroquel, se evaluaron los niveles de RNAm de enzimas
antioxidantes: catalasa y superoxido dismutasa, enzimas que juegan un papel
importante en la disminucion del estrés oxidativo. En el panel A de la figura 13 se
puede observar que la administraciéon de CsA disminuyé los niveles de RNAmM de
catalasa de manera significativa con respecto a los grupos control. En contraste, la
administracion de fibroquel normaliz6 los niveles de RNAm de dicha enzima. En el
panel B y C se muestran los resultados obtenidos de la determinacion para
superéxido dismutasa y glutation peroxidasa, CsA no modificd la expresion de
estas enzimas Yy fibroquel solo disminuyé los niveles de RNAmM de la superéxico

dismutasa en el grupo control.
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Fig 13. Determinacion de los niveles de RNAm de enzimas antioxidantes. A: Catalasa. B: Superdxido

Dismutasa. C: Glutation Peroxidasa en tejido renal. Los niveles de RNAm fueron normalizados entre los del
gene control 18S. * p < 0.05 vs. Veh, # p< 0.05 vs. Fib.

En la figura 14 se muestran los resultados obtenidos de la actividad de las

enzimas antioxidantes: catalasa, superdxido dismutasa y glutation peroxidasa.

Como se puede observar la actividad de catalasa y de glutation peroxidasa no

cambia de manera importante en ninguno de los grupos. Como se puede observar

la actividad de catalasa tendié a ser mayor en el grupo de CsA+Fib con respecto al
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grupo tratado solo con CsA, pero la diferencia no fue estadisticamente
significativa. En cambio, la actividad de la superoxido dismutasa fue
significativamente menor en los animales que recibieron CsA, y este efecto fue
prevenido por la administracion de colagena-PVP. Finalmente, no observamos
cambios en la actividad de la glutation peroxidasa entre los grupos estudiados.
Estos resultados nos permiten sugerir que la normalizacion de la actividad de la
superoxido dismutasa contribuyé a prevenir el aumento en la lipoperoxidacion
inducida por CsA. También nos permiten proponer que la colagena-PVP pueda

tener una propiedad antioxidante intrinseca.
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Fig 14. Determinacion de la actividad de enzimas antioxidantes en tejido renal. A: Catalasa. B: Superéxido

Dismutasa. C: Determinacion de la actividad de de Glutation Peroxidasa. * p < 0.05 vs. Veh.

Debido a la disminucion del dafio estructural observado con la administracion
de fibroquel y a que previamente se reportd que este medicamento puede tener
accion atifibrética, se determinaron los niveles de RNAm de TGF-$ (84, 85). En la
figura 15 se muestran los resultados de dicha determinacion. La administracion de
CsA produjo un aumento en los niveles de esta molécula de manera significativa
comparados con los del grupo Veh. De forma interesante la administracién de
fibroquel fue capaz de disminuir los niveles de esta citocina profibrotica en el tejido

renal.

Del mismo modo, se determinaron los niveles de la molécula de dafio renal
KIM-1 como marcador de dafo tubular (98). Como se puede apreciar en la figura
15B, la nefrotoxicidad cronica por CsA se asocié con un aumento de mas de 100
veces en los niveles de RNAmM de KIM con respecto a los grupos control, y el
efecto renoprotector de fibroquel se asocid con una disminucion significativa de

esta proteina.
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Fig 15. Determinacion de los niveles de mRNA de TGF-p y KIM-1. A: Determinacion de los niveles de mRNA

de TGF-B. B: Determinacion de los niveles de mRNA de KIM-1. Los niveles del grupo de Veh fueron
normalizados con 18S. * p < 0.05 vs. Veh, # p< 0.05 vs. Fib.

En la figura 16 se muestran los niveles de RNAm de pro-capasa 3, uno de los
genes principales involucrado en la induccion de apoptosis en el dafio producido
por CsA. El aumento en la apoptosis inducido por CsA, correlacioné con un
aumento significativo en los niveles de RNAmM de la pro-caspasa 3 con respecto a
los grupos control (Veh y Fib). Dicho aumento se revirtié con la administracion de
fibroquel, efecto también correlacionado con la reduccion de la muerte celular por
apoptosis observada en la figura 10.
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Fig 16. Determinacion de los niveles de RNAm del gen proapoptético caspasa3. Los niveles del grupo de Veh
fueron normalizados con 18S. * p < 0.05 vs. Veh, # p< 0.05 vs. Fib, Tp<0.05 vs. CsA.

40



DISCUSION

La ciclosporina (CsA) es un inmunosupresor muy eficaz, ampliamente utilizado
en enfermedades autoinmunes y en trasplantes para evitar el rechazo del injerto.
Sin embargo, su uso a largo plazo se encuentra limitado por la nefrotoxicidad
cronica que produce. La nefrotoxicidad cronica por CsA se caracteriza por
disfuncion renal y por la presencia de fibrosis tubulo-instersticial y arteriolopatia,
que ocasionan la pérdida de nefronas funcionales en forma progresiva y por lo
tanto, insuficiencia renal crénica terminal. Debido a lo anterior, se han explorado
diversas estrategias para disminuir o retardar el dafio producido por la ciclosporina
(4,5, 8, 16, 67, 99).

El fibroquel es una colagena irradiada con rayos gamma, cuya incorporacion a
la polivinilpirrolidona (PVP) le confiere propiedades antihemostaticas y anti-
inflamatorias (88). El fibroquel es producido por Aspid, siendo el tratamiento de
cicatrices queloides el uso patentado para este medicamento. Sin embargo,
Kroétzsch-Gomez y col. en 1998 mostraron por primera vez que el fibroquel puede
también reducir la inflamacién de las articulaciones en pacientes con artritis
reumatoide (86). Es asi como surge una serie de estudios en los que se exploran
las propiedades del fibroquel como anti-inflamatorio, asi como los mecanismos
involucrados en este efecto. Los estudios realizados a la fecha con fibroquel
revelan que aunado a sus propiedades anti-inflamatorias también posee

propiedades antifibréticas.

En estudios realizados con modelos experimentales se ha mostrado que la
administracion de fibroquel a conejos apendicectomizados disminuye la formacién
de adhesiones intraperitoneales y mejora la arquitectura del tejido (88). En otro
estudio realizado en ratas a las que se les indujo lesion craneal, el fibroquel
aceler6 el proceso de la reparacion de fracturas comparado con el grupo que solo

recibio el placebo (89).

En la practica clinica, el fibroquel se ha utilizado para el tratamiento de
cicatrices queloides. De esta manera, el fibroquel es capaz de reducir las
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cicatrices queloides, efecto que se ha atribuido a la accién que ejerce por la
disminucién de TGF-B y de moléculas pro-inflamatorias, como demostro el estudio
de Krotzsch-Gémez y col (86). En pacientes con artritis reumatoide y en lesiones
de esclerosis multiple, el fibroquel también fue capaz de disminuir los niveles de
moléculas pro-inflamatorias como IL-18y TNF-a, asi como de las moléculas de
adhesion VCAM-1 y ELAM-1 (84-86).

Por lo tanto, estos hallazgos nos hicieron suponer que el fibroquel podria ser
una estrategia antifibrética, que podria ser util para reducir la fibrosis tubulo-

intersticial que se observa en la nefrotoxicidad cronica por CsA.

Primero evaluamos si el fibroquel era capaz de prevenir el dafio funcional renal
ocasionado por la CsA. La administracion de CsA produjo insuficiencia renal
caracterizada por una caida en la filtracion glomerular lo cual concuerda con los
trabajos previos (48, 82). El fibroquel fue capaz de mejorar la disfuncién renal
producida por la administracion de CsA, pues observamos un aumento en la
filtracion glomerular con el tratamiento de fibroquel. La CsA también produjo una
caida en el flujo sanguineo renal, la cual mejoré con la administracion de fibroquel
de manera significativa. Resultados similares han sido reportados con la
administracion de pirfenidona como agente antifibrético, en los que no se observo

mejoria en la disfuncion renal en este modelo (75, 100, 101).

La nefrotoxicidad cronica por CsA también se manifestd por un aumento de
arteriolas dafiadas, asi como incremento en el area afectada por fibrosis tubulo-
intersticial. La administraciéon de fibroquel disminuyé significativamente el
porcentaje de arteriolopatia y redujo el area dafada por fibrosis tabulo-intersticial
de manera significativa, lo cual se compara con el efecto reportado con el uso de
antifibréticos como la pirfenidona, que del mismo modo que el fibroquel fueron
capaces de disminuir el dafio estructural ocasionado por CsA (75, 100, 101). Es
importante sefialar, que al igual que en los estudios efectuados por nuestro
laboratorio y por otros investigadores, nosotros también observamos que la
disminucién del dafio estructural producido por CsA fue independiente de la

correccion de la disfuncion renal (24, 82, 102).
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Es importante recalcar que este efecto renoprotector no se asocié con una
disminucién en los niveles de CsA sérica. Esto fue revelado por la determinacién
de los niveles de CsA en plasma, tanto del grupo de animales que recibieron el
inmunosupresor como del grupo de animales a los que se coadministré fibroquel,
estos resultados sugieren que no hay una interaccion de fibroquel con CsA, y que

el fibroquel no aumento el metabolismo de este inmunosupresor.

Se ha asociado el dafio producido por CsA en la nefrotoxicidad crénica con un
aumento en la produccion de radicales libres, por lo que se decidié determinar el
indice de lipoperoxidacién por medio de la determinacion de sustancias reactivas
de acido tiobarbitirico (TBARS). Como se reportd previamente, el grupo que
recibié CsA presento niveles significativamente elevados de lipoperoxidacion renal
comparados con el vehiculo. El fibroquel fue capaz de reducir los niveles de
lipoperoxidacion producidos por CsA a niveles similares a los observados en el
grupo vehiculo (44, 61, 103). Por lo que, para elucidar parte de esta accion se
determinaron tanto los niveles de RNAmM, como la actividad de las tres principales
enzimas antioxidantes encargadas de mantener reducidos los niveles de estrés

oxidativo como son la superoxido dismutasa, la catalasa y la glutation peroxidasa.

Se ha descrito que la administracion de la CsA produce una disminucion de los
niveles de RNAmM de las enzimas antioxidantes (103, 104), produciendo un
desequilibrio en la produccion y eliminacién de radicales libres. En este estudio se
corroboré una disminucion significativa de los niveles de RNAm de catalasa, que
se previno con la administracion de fibroquel. Lo cual sugiere que el
restablecimiento de los niveles de RNAm de catalasa podria ser en parte
responsable de la disminucién de los niveles de lipoperoxidacion observados en el
grupo que recibio CsA y fibroquel. Se ha reportado también que en la
nefrotoxicidad crénica por CsA se presenta una disminucion de la actividad de las
enzimas antioxidantes (106), lo cual fue confirmado en el presente estudio, pues el
grupo tratado con CsA presentd una actividad en superdxido dismutasa
significativamente menor cuando se comparé con el grupo vehiculo. El fibroquel
fue capaz de aumentar la actividad antioxidante de esta enzima, a lo que también

se atribuyd la disminucién de los niveles de lipoperoxidacién. Aunado a esto, es
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posible que el fibroquel pueda funcionar como una molécula atrapadora de
radicales libres, sin embargo, se requieren otros estudios para elucidar este
efecto.

De forma interesante en este estudio encontramos que el fibroquel fue capaz de
reducir el nimero de ndcleos positivos determinados por la técnica de TUNEL,
indicador de muerte celular por apoptosis. Diversos estudios han reportado que en
la nefrotoxicidad cronica por CsA se presenta un aumento en la muerte celular
debido a la hipoxia de las células tubulares como resultado de la vasoconstriccién
renal que induce la CsA. Del mismo modo, en este estudio el grupo de animales a
los que se les administr6 CsA presentd un aumento significativo de nudcleos
positivos marcados por TUNEL, mientras que en el grupo al que se le coadministré
fibroquel el marcaje por TUNEL se disminuyé de manera significativa. También
determinamos los niveles de RNAm de pro-caspasa 3. La caspasa 3 es una
proteasa efectora de la via de apoptosis, por lo tanto es una proteina
proapoptética que se ha demostrado se encuentra sobre-regulada en la
nefrotoxicidad crénica por CsA (100). De esta manera, el grupo de animales
tratados con CsA presentd niveles elevados de RNAmM de pro-caspasa 3, lo cual
concuerda con el estudio previo de Shihab y col. Estos resultados sugieren que

fibroquel podria evitar o reducir la muerte celular por apotosis.

Se ha demostrado que fibroquel es capaz de disminuir y bloquear la progresion
de fibrosis en lesiones de la piel por esclerosis sistémica y en cicatrices
hipertréficas a través de la disminucion de TGF-B (86, 87). En estudios realizados
en pacientes con artritis reumatoide y en cicatrices queloides como se mencioné
anteriomente, se demostré que fibroquel es capaz de disminuir los niveles de
RNAmM de TGF-f, a lo cual se atribuye su capacidad protectora (84, 85, 105). En el
presente estudio, también observamos una disminucién de los niveles de RNAmM
de TGF-B cuando se administré fibroquel, a lo que se atribuy6 la mejora del dafio

estructural observada.

Por lo tanto, el presente estudio muestra por primera vez que el fibroquel fue

capaz de reducir el dafio renal estructural observado en la nefrotoxicidad crénica
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por CsA. El efecto renoprotector parece ser el resultado de al menos tres
mecanismos como se detalla en la figura 11. El primero involucra sus propiedades
antifibroticas, manifestadas por la disminucién de los niveles de RNAm de la
molécula profibrética TGF-B; el segundo se relaciona con su propiedad
antioxidante, como se demostré por la reduccién en la produccion de radicales
libres, y finalmente, el tercer mecanismo, es que el fibroquel parece poseer
propiedades antiapoptoticas. Por todo lo anterior sugerimos que el fibroquel puede
ser una alternativa terapéutica para el tratamiento de enfermedades renales en las

que se encuentren involucrados procesos fibréticos.
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Nefrotoxicidad crénica por CsA

i Vasoconstriccion renal
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Fig. 17. Mecanismos implicados en el desarrollo de fibrosis tubulo-intersticial por CsA.
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Conclusiones

CONCLUSIONES

El fibroquel redujo la arteriolopatia y practicamente previno la fibrosis
tabulo intersticial, lo que sugiere que este farmaco posee accion

antifibrética en éste modelo de dafio inducido por ciclosporina.

Al igual que otros antifibroticos, el fibroquel no tuvo efecto sobre la

disfuncion renal.

El fibroquel redujo la lipoperoxidacion lo que podria sugerir un papel de
éste como antioxidante, al parecer asociado parcialmente al
mantenimiento de los niveles de catalasa y de la actividad de superéxido
dismutasa. Sin embargo este mecanismo no es suficiente para revertir
los niveles de lipoperoxidacién, por lo que habria que explorar el posible
mecanismo mediante el cual estad actuando, y si este mecanismo es
responsable también de la reduccion de los dafios estructurales

producidos por CsA.

Asimismo, el fibroquel redujo o previno la apoptosis, lo cual puede ser
debido a la disminucién de los niveles de lipoperoxidacion y a la
disminucién de los niveles de mRNA de caspasa3, gen que se sabe esta

involucrado en la induccion de apoptosis.

Todo lo anterior sugiere que el efecto renoprotector de fibroquel esta
asociado con la disminucion de la lipoperoxidacion y del indice

apoptatico.
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INDICE DE ABREVIATURAS

IRT Insuficiencia renal terminal

CsA Ciclosporina

FTI Fibrosis tubulointersticial

PVP Polivinilpirrolidona

KIM Molécula de dafio renal

TGF-B Factor transformante de crecimiento

NFAT Factor nuclear de células T activadas

RCT Receptor de células T

IL-2 Interleucina 2

FSR Flujo sanguineo renal

GFR Tasa de filtracion glomerular

HIF-1 Factor inducible por hipoxia

CTGF Factor de crecimiento de tejido
conectivo

PAI-1 Inhibidor del activador de
plasminégeno-1

NO Oxido nitrico

eNOS Sintasa de 6xido nitrico endotelial

nNOS Sintasa de 6xido nitrico neuronal

INOS Sintasa de 6xido nitrico inducible

L-NAME L-N- Nitroarginina metil éster

SRAA Sistema renina-angiotensina-
aldosterona

TNF-a Factor de necrosis tumoral

ECA Enzima convertidora de angiotensina

VEGF Factor de crecimiento endotelial
vascular

RR



PPS
MMP
HGF
ET-1
IL-1p

ELAM-1

VCAM-1
SOD

Fib

Veh
TBARS

Polisulfato de pentosan
Metaloproteasa

Factor de crecimiento de hepatocitos
Endotelina

Interleucina-1b

Molécula de adhesion de los
leucocitos al endotelio

Molécula de adhesion celular vascular
Superoxido dismutasa

Fibroquel

Vehiculo

Sustancias reactivas de acido
tiobarbiturico
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