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La ciclosporina A origina estrés oxidativo
y disfuncion mitocondrial en células tubulares
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RESUMEN

Estudiamos el efecto de la ciclosporina A (CsA) sobre la estructura y funcién
mitocondrial en células LLC-PK1. Las células se incubaron durante 24 horas con
CsA 1 uM y se analizo la produccion de anion superéxido, contenido de NAD(P)H,
oxidacion de cardiolipina y potencial de membrana mitocondrial; ademas se es-
tudio la formacion de radicales libres y el contenido de glutation reducido intra-
celular. Nuestros resultados demuestran que la CsA provocé un aumento del anion
superoxido mitocondrial de modo paralelo al descenso de NAD(P)H,; ademas, se
produjo oxidacion de la cardiolipina de la membrana interna y un descenso del
potencial de membrana mitocondrial. Finalmente, observamos un aumento de la
produccion de radicales libres intracelulares y un descenso del glutation reduci-
do. En conclusion, la CsA produce modificaciones importantes en la fisiologia y
estructura mitocondrial con aumento de la sintesis de especies reactivas de oxi-
geno y descenso de la capacidad antioxidante, hechos que podrian justificar la to-
xicidad celular de la droga.
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CYCLOSPORIN A CAUSES OXIDATIVE STRESS AND MITOCHONDRIAL
DYSFUNCTION IN RENAL TUBULAR CELLS

SUMMARY

Reactive oxygen species (ROS) have been implicated in cyclosporin A (CsA)
nephrotoxicity. As mitochondria are one of the main sources of ROS in cells, we
evaluated the role of CsA in mitochondrial structure and function in LLC-PK1 cells.
We incubated cells with CsA 1 uM for 24 hours and studies were performed by
flow cytometry and confocal microscopy. We studied mitochondrial NAD(P)H con-
tent, superoxide anion (O2.-) production (MitoSOX Red), oxidation of cardiolipin

Correspondencia: Trinidad Parra Cid

Unidad de Investigacion

Hospital Universitario de Guadalajara

C/ Donante de Sangre, s/n
19002 Guadalajara. Espana
E-mail: trpaci@sescam.jccm.es

565



J. PEREZ DE HORNEDO vy cols.

of inner mitochondrial membrane (NAO) and mitochondrial membrane potential
[DIOC2(3)]. We also analyzed the intracellular ROS synthesis (H2DCF-DA) and
reduced glutation (GSH) of cells. Our results showed that CsA decreased NAD(P)H
and membrane potential, and increased O2.- in mitochondria. CsA also provoked
oxidation of cardiolipin. Furthermore, CsA increased intracellular ROS production
and decreased GSH content. These results suggest that CsA has crucial effects in
mitochondria. CsA modified mitochondrial physiology through the decrease of an-
tioxidant mitochondrial compounds as NAD(P)H and the dissipation of mito-
chondrial membrane potential and increase of oxidants such O2.-. Also, CsA al-
ters lipidic structure of inner mitochondrial membrane through the oxidation of
cardiolipin. These effects trigger a chain of events that favour intracellular synthe-
sis of ROS and depletion of GSH that can compromise cellular viability. Nephro-
toxic cellular effects of CsA can be explained, at least in part, through its influen-

ce on mitochondrial functionalism.

Key words: Cyclosporin A. Mitochondria. NAD(P)H. Superoxide anion. Cardio-
lipin. Reactive oxygen species.

INTRODUCCION

La ciclosporina A (CsA) es una droga inmunosupre-
sora ampliamente utilizada para la prevencion del re-
chazo del trasplante, asi como en el tratamiento de
diversas enfermedades autoinmunes'-2. Su principal
efecto secundario es la nefrotoxicidad, que puede ser
aguda o crénica’. La toxicidad aguda suele apare-
cer en las primeras semanas de tratamiento y se
manifiesta por deterioro de funcién renal, siendo la
mayoria de las veces reversible al reducir la dosis
del farmaco®. La toxicidad crénica produce una alte-
racion progresiva de la funciéon renal e histolégica-
mente se observan lesiones arteriolares, fibrosis in-
tersticial y atrofia tubular®®.

Los mecanismos fisiopatolégicos de la nefrotoxi-
cidad por CsA han sido muy estudiados y se han
implicado varios mediadores como el sistema reni-
na-angiotensina aldosterona, factor activador de las
plaquetas, endotelina y eicosanoides’ . Nosotros
hemos demostrado que la CsA aumenta la sintesis
glomerular y la excrecién urinaria de tromboxano en
ratas, sugiriendo que este eicosanoide puede tener un
papel relevante en la afectacién renal'®.

También existen estudios que implican a las espe-
cies reactivas de oxigeno (ROS) en la nefrotoxicidad
provocada por la CsA""#. Nuestro grupo ha demostra-
do que los glomérulos aislados de ratas tratadas con
CsA mostraron un aumento de la sintesis de anién su-
peroxido (O,7) y de perdxido de hidrégeno (H,O,) y
este fendmeno sucedié de un modo paralelo al dete-
rioro de funcién renal que sufrieron los animales'® 1.
Ademads, cuando les suministramos el antioxidante
vitamina E (Vit E) en la dieta, se evito el deterioro de
funcion renal y el aumento de ROS glomerular!® 1.
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En experimentos realizados en células mesangiales
humanas confirmamos que la CsA aumenta la sintesis
in vitro de ROS y que la preincubacion con Vit E neu-
traliza este efecto'? 13.

Nuestra hipétesis postula que la CsA aumenta la
produccién ROS que, probablemente a través de la
peroxidacion de lipidos de membrana, condicionan
la liberacion de vasoconstrictores como el tromboxa-
no A, originando, en ultima instancia, deterioro de
funcién renal'®-16.

No obstante, hasta el momento no se han estable-
cido los mecanismos intimos por los que se produce
el aumento de ROS en respuesta al tratamiento con
CsA. Como las mitocondrias constituyen una de las
principales fuentes de ROS en las células, nuestro ob-
jetivo ha sido investigar los efectos de la CsA sobre la
funcién y estructura mitocondriales en células tubu-
lares proximales porcinas (LLC-PK1) y su relacién
con la produccién de ROS.

MATERIAL Y METODOS
Cultivos celulares

Se utilizaron células LLC-PK1 cultivadas en placas
de 6 6 24 pocillos (segln se fueran a analizar por ci-
tometria de flujo o microscopia confocal) hasta un
80% de confluencia. Las células crecieron en un in-
cubador a 37° C con CO, al 5% en medio de cultivo
RPMI suplementado con un 10% de suero de ternera
fetal (STF) y con antibidticos (ampicilina 125 mg/ml,
cloxacilina 40 mg/ml y gentamicina 125 mg/ml). Al
alcanzar la confluencia se fren6 el crecimiento de los
cultivos sustituyendo el medio por otro de igual com-
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posicion pero con 0,5% de STF. Las células fueron
tratadas durante 24 horas con CsA diluida en RPMI (a
partir de una solucién de CsA en etanol 102 M) para
obtener una concentracion final de 1 uM. Las células
controles fueron tratadas solamente con etanol. Los
resultados se expresaron en Unidades Arbitrarias de
Fluorescencia (UAF).

Estimacion del contenido mitocondrial de NAD(P)H

La cantidad de NAD(P)H esta en relacion con el es-
tado redox del complejo | de la cadena de transporte
electronico mitocondrial y la oxidacién del mismo
refleja la liberacion de electrones hacia moléculas de
oxigeno provocando una interrupcién del flujo nor-
mal de la cadena respiratoria y la sintesis de molécu-
las O,". Las células emiten autofluorescencia azul
de modo proporcional a su contenido en moléculas
de NAD(P)H cuando son excitadas con un laser ultra-
violeta (360 nm)'”. En nuestros experimentos, las cé-
lulas tratadas con CsA fueron tripsinizadas y resus-
pendidas en RPMI 0,5% y se adquirieron en un sorter
(Facstar Plus, Becton Dickinson). Se analizé su auto-
fluorescencia utilizando un filtro de paso de banda
centrado en 450 nm tras excitacion con el laser ultra-
violeta.

Produccion mitocondrial de anién superéxido (O,”)

El O, es el principal radical libre formado en la mi-
tocondria. Su sintesis se determiné mediante microsco-
pia confocal (Olympus FV 1000) utilizando la sonda
fluorescente MitoSOX Red (Molecular Probes, Leiden,
Holanda). La sonda atraviesa libremente las membra-
nas celulares y es oxidada especificamente por el O,~
18 Las células LLC-PK1 fueron incubadas directamente
en las placas con 1 ml de solucién de Hanks (HBSS,
CaCl, 140 mg/dl, MgCl,-6H,O 10 mg/dl y MgSO.-
7H,0 10 mg/dl) y MitoSOX Red 5 uM durante 10 minu-
tos y se lavaron dos veces. Se analizaron excitandolas
con un laser de 530 nm y recogiendo la fluorescencia
de emisién con un filtro de 580 nm.

Peroxidacion lipidica mitocondrial

La cardiolipina (CL) es el principal componente li-
pidico de la membrana interna mitocondrial y contri-
buye a mantener la estructura del organulo'2°. Las
células se incubaron con T ml de RPMI con 0,5% STF
en presencia del fluorocromo afin por la cardiolipina
NAO (10-N-nonyl naranja de acridina, Molecular
Probes), a una concentracion de 100 nM durante 10

minutos a 37° C. Tras dos lavados y excitacién con un
[aser de 488 nm se detecto su fluorescencia a 530 nm
mediante citometria de flujo (Facscan, Becton Dic-
kinson).

Estudio del potencial de membrana
mitocondrial (Ay m)

El Ay m es consecuencia del paso de electrones a
través de la cadena respiratoria, y su interrupcion
provoca una disminucién del mismo. El DIOC,? es
un sustrato lipofilico catiénico (3,3’-diethyloxacar-
bocyanine iodide, Molecular Probes) que se emplea
para detectar cambios en el potencial de membra-
na?!. Difunde libremente al citosol celular y se acu-
mula preferentemente en las mitocondrias que tienen
potencial de membrana activo, emitiendo fluorescen-
cia a 530 nm y a 575 nm; su emisién fluorescente
disminuye cuando se produce alteracién del poten-
cial de membrana mitocondrial. La suspension de cé-
lulas LLC-PK1 se incub6 en 0,5 ml de RPMI con 0,5%
STF que contenia DIOC,* a una concentracio6n final
de 50 nM durante 15 minutos a 37° C y CO, al 5%.
Tras lavar dos veces, las células se analizaron me-
diante citometria de flujo empleando los detectores
de fluorescencia correspondientes.

Produccion de radicales libres intracelulares

Se utilizé H,DCF-DA (2’,7'-dichlorodihydrofluores-
cein diacetate, Molecular Probes) que es una sonda
no fluorescente que difunde libremente al interior ce-
lular como consecuencia de sus propiedades lipofili-
cas. Una vez en el citosol, las esterasas hidrolizan su
enlace éster convirtiéndola en una sustancia hidréfo-
ba (H,DCF) incapaz de escapar del compartimento
citos6lico. Su molécula oxidada (DCF) es altamente
fluorescente, por lo que permite identificar la presen-
cia de oxidantes en el citosol mediante la medicion
de la fluorescencia que emiten las células tras excita-
cién con un laser de 488 nm y que recogen los detec-
tores correspondientes a la emision de la fluorescen-
cia a 530 nm*.

Estimacion del contenido celular de Glutation
reducido (GSH)

Uno de los principales antioxidantes celulares es el
GSH. Los compuestos de la familia de los bimanos
son reactivos derivados de tioles??, esencialmente no
fluorescentes, hasta que atraviesan la membrana plas-
madtica por difusiéon pasiva, y forman compuestos
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Fig. 1.—Niveles de NADP(H) medidos como valores de auto-
fluorescencia de las celulas LLC-PK1. La autofluorescencia media
desciende un 24,6% en las células tratadas con CsA.

fluorescentes azules al unirse a moléculas de gluta-
tién intracelular y a proteinas que contienen tioles.
En nuestros experimentos hemos utilizado como sus-
trato el monobromobimano (mBBr, Molecular Pro-
bes) a una concentracion final de 20 mM en 1 ml de
RPMI. Las células se incubaron con el reactivo en
bano de agua a 37° C durante 10 minutos y después
de dos lavados se analizaron mediante microscopia
confocal tras ser excitadas con un laser ultravioleta a
405 nm.

Andlisis estadistico

Los resultados numéricos se presentan como la
media + una desviacién estandar de al menos tres ex-
perimentos. Se compararon las medias mediante test
parametricos (t de Student) o no paramétricos (test de
Friedman) y se consideraron estadisticamente signifi-
cativos valores de p inferiores a 0,05.

RESULTADOS

La CsA provoco un descenso de NAD(P)H celular.
Los valores de las medias de fluorescencia fueron de
55+ 12,3 y de 41,5 + 11,3 (UAF) para control y CsA
1 UM respectivamente (p < 0,05). Los datos de cuatro
experimentos estan resumidos en la figura 1.

Por otro lado, la CsA provocé un aumento de la
fluorescencia por célula (39,3 + 2,9 UAF) respecto de
las células control (18,3 = 2,4 UAF) tras incubacion
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con MitoSOX Red, lo que indica un aumento de la
produccién de O,~ mitocondrial (fig. 2).

Las células tratadas con CsA mostraron una fluores-
cencia a 530 nm tras incubacién con NAO de 159,2
+ 116 UAF mientras que las controles tuvieron una
fluorescencia de 239,1 + 60,4 UAF (fig. 3). En el his-
tograma se observan dos poblaciones celulares, una
con alta y otra con baja fluorescencia (M1). La sub-
poblacién M1, que representa células con alto conte-
nido en cardiolipina oxidada, fue de un 80% en las
células tratadas con CsA y de un 47% en las contro-
les (fig. 3).

La CsA indujo un descenso de la fluorescencia
verde (223,6 + 125,5 UAF, fig. 4b) emitida tras incu-
bar las células con DIOC,? respecto a las células con-
trol (481,3 + 170,8 UAF, fig. 4a). Ademas, se pueden
distinguir dos subpoblaciones celulares en funcién de
la fluorescencia verde: las de valores mas bajos (cua-
drante inferior izquierdo) representa el 60% de las
células tratadas con el farmaco y el 27% de las con-
troles. Finalmente, la CsA propicié la aparicién de
una tercera poblacion de aproximadamente un 15%
del total (marcada con linea discontinua) que tiene
una fluorescencia verde intermedia; estas células
ademas presentan fluorescencia roja disminuida, lo
que podria indicar una mayor susceptibilidad a des-
polarizarse.

Los experimentos con DCFH-DA revelaron un au-
mento de la fluorescencia en las células tratadas con
el farmaco (4211 UAF por célula, fig. 5b) respecto a
las controles (1997 UAF por célula, fig. 5a) como
consecuencia de la oxidacién del sustrato por un au-
mento de la produccién de radicales libres intracelu-
lares. Finalmente, la tincion con monobromobimano
(mBrB) mostré un mayor contenido de tioles reduci-
dos (GSH) en las células control (2863 UAF por célu-
la, fig. 5¢) respecto a las tratadas con CsA (631 UAF
por célula, fig. 5d).

DISCUSION

Se ha demostrado que la nefrotoxicidad inducida
por CsA se debe, al menos en parte, a la produccion
de ROS'O 111416 | os mecanismos moleculares por
los que la CsA produce ROS no son bien conocidos,
pero se ha considerado que su formacién podria fa-
vorecerse por la accion del farmaco sobre sistemas
como el citocromo P450, NADPH oxidasa o xantina
oxidasa o bien como consecuencia de la disminu-
cion de los sistemas antioxidantes intracelulares.
Como una de las fuentes fisiolégicas principales de
ROS son las mitocondrias, nuestro estudio se planted
con el fin de definir el posible papel de la mitocon-
dria en la nefrotoxicidad inducida por CsA. De
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Fig. 2.—Produccion de anién superdxido mitocondrial. Las células tratadas con CsA 1 uM (b) mostraron una mayor fluorescencia (2,1
veces) que las control (a) (p < 0,05), como se observa en las imagenes de microscopla confocal (panel superior) y diagrama de ba-

rras (panel inferior).

hecho, en condiciones normales, se estima que el 1-
2% del oxigeno de la cadena respiratoria se convierte
en O,7%. Las mitocondrias disponen, no obstante, de
un complejo sistema de antioxidantes capaces de de-
toxificar estos ROS?. Entre ellos se encuentran enzi-
mas (como la superdxido dismutasa, glutation peroxi-
dasa, catalasa, glutation reductasa o glutation NADP
transhidrogenasa) y otras moléculas de menor tama-
fio (como glutation, NAD(P)H, vitaminas E y C) que
combinadas constituyen un eficaz sistema antioxi-
dante?®. La acci6n de estos componentes esta integra-
da de forma que el O, liberado en la cadena respira-
toria es metabolizado por la superéxido dismutasa

mitocondrial (SOD-Mn) a peroxido de hidrégeno y
éste a su vez es detoxificado por la glutation peroxi-
dasa intra y/o extramitocondrial?’2. La glutation pe-
roxidasa se mantiene reducida gracias al glutation,
que a su vez es reducido por la NADH y NAD(P)H
por la NADP-transhidrogenasa?®’.

Hemos demostrado que la CsA produce un aumen-
to de la produccién mitocondrial de O, y que este
aumento es paralelo al descenso de NADPH, molé-
cula fundamental en el mantenimiento del estado re-
ducido del complejo | de la cadena respiratoria mito-
condrial y cuyo descenso esta relacionado con
diferentes modelos de muerte celular’®3'. Experi-
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Fig. 3.—Analisis del contenido de cardiolipina mitocondrial. La
CsA disminuye la fluorescencia verde de NAO respecto a las cé-
lulas control 1,7 veces (p < 0,05) y aumenta el porcentaje de cé-
lulas con alto contenido en cardiolipina oxidada (M1).

mentos realizados en mitocondrias aisladas, han su-
gerido que el descenso de NADPH podria ser secun-
dario a la oxidacién de enzimas involucrados en su
sintesis como la deshidrogenasa o citrato sintasa mi-
tocondriales®2. El aumento de O, también ha sido
descrito por otros autores en células tubulares y en-
doteliales** 3334, Aunque los mecanismos intimos por
los que se produce este efecto no son bien conoci-
dos, se ha sugerido que podria activar el enzima
NADPH oxidasa®3.

También demostramos que la CsA aumenté los ROS
intracelulares del mismo modo que han evidenciado

otros autores?*3>36. Ademas, produjo una reduccion
del contenido celular de tioles reducidos, fenémeno
que puede ser determinante en el metabolismo celular,
ya que muchas proteinas contienen grupos tioles y que
su oxidacion, con formacién de puentes disulfuro,
puede provocar alteraciones de su estructura tridimen-
sional y funcionalidad®’. Por otro lado, el GSH mantiene
reducida en condiciones normales la enzima glutation-
peroxidasa?”2 y este hecho contribuye a disminuir la
capacidad antioxidante celular.

Las consecuencias del aumento de O, pueden ser
muy nocivas para la célula, ya que es altamente reac-
tivo y puede oxidar con mucha facilidad moléculas
adyacentes?. La CL es el principal lipido constituyen-
te de la membrana interna mitocondrial y contribuye
a la estabilizacion de la misma a través de sus inter-
acciones con las proteinas y los complejos de la ca-
dena respiratoria®®#°. Su alto contenido en acidos
grasos insaturados y su proximidad a los complejos
de la cadena respiratoria mitocondrial la hacen parti-
cularmente susceptible al dano oxidativo por ROS#-44.
Nuestros experimentos han demostrado que la CsA
alter6 la emision de fluorescencia de NAO, sustrato
que se une de forma especifica a la CL, sugiriendo la
oxidacion de la misma. También observamos un au-
mento del porcentaje de células con alto contenido
de cardiolipina oxidada. Este hecho puede tener con-
secuencias trascendentales sobre la fisiologia y es-
tructura mitocondriales. Uno de los efectos mas pre-
coces deriva de que la CL oxidada se une con menos
afinidad al citocromo c, propiciando la liberacion del
mismo al espacio intermembrana mitocondrial*>. Por

10* r
i a
‘]03 -
!
3 ’
I~
y 2
S 10 |
) .
a :
10
|
10°
100 10! 10° 10° 104
DIOC2-Green

10* b
10°
-]
2 [
=
g 0
Q
(=)
10!
10°
10° 10' 10? 10° 10*
DIOC2-Green

Fig. 4.—Evaluacion del potencial de membrana mitocondrial. Tras marcaje con DIOC,’, las células tratadas con CsA (b) experimen-
taron una disminucion de 2,2 veces del valor medio de fluorescencia a 530 nm (green) respecto a las controles (a) (p < 0,05). Se
marca con linea discontinua una subpoblacion con fluorescencia a 530 nm intermedia y fluorescencia a 575 nm (red) disminuida

(células con mayor tendencia a despolarizarse).
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Fig. 5.—Radicales libres intracelulares. En el panel superior se observa que la CsA (b) provocé un aumento de la fluorescencia emi-
tida por DCFH-DA respecto a las células control (a). En el panel inferior se muestra que la tincion con monobromobimano (mBrB)
revelé un mayor contenido en tioles reducidos en células control (a) respecto a células tratadas con CsA (b).

otro lado, la oxidacion de la CL afecta a varios com-
plejos de la cadena respiratoria mitocondrial, alteran-
do el flujo electrénico a través de ellos??. Como existe
un mecanismo acoplado al transporte de electrones,
que consiste en la traslocacion de protones desde la
matriz mitocondrial al espacio intermembrana, tam-
poco se generara el gradiente electroquimico impres-

cindible para la sintesis de ATP mitocondrial, com-
prometiéndose también el metabolismo energético
celular'.

Nuestros resultados, utilizando DIOC,? corroboran
esta hipotesis y demuestran que la CsA produjo un
descenso del potencial de membrana mitocondrial
(Ay m) y un aumento del porcentaje de células des-
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polarizadas. Hallazgos similares han sido descritos
por otros autores en diferentes modelos celulares?* 3°.
Asi, en monocitos humanos se ha demostrado que la
CsA provoca despolarizacion de la membrana mito-
condrial y aumenta el porcentaje de células despola-
rizadas a lo largo del tiempo, de un modo paralelo al
aumento de sintesis de ROS*. La CsA también provo-
c6 un aumento de la liberacién del citocromo ¢ mito-
condrial al citosol, sugiriendo que produce una aper-
tura de los denominados poros de transiciéon de
permeabilidad mitocondrial (PTPM)3®. Estos son es-
tructuras no totalmente definidas que parecen for-
marse en lugares de contacto de las membranas mito-
condriales externa e interna’” 4648, Se ha descrito que
su apertura puede condicionar la liberacion de facto-
res proapoptoéticos mitocondriales como el citocromo
374548 Asi, se ha demostrado que paralelamente a
inducir despolarizaciéon de la membrana mitocon-
drial, la CsA aument6 la actividad de la caspasa 3 y
aparecieron marcadores sugestivos de apoptosis celu-
lar (positividad para anexina y fragmentacion de
DNA)2436_ La apertura de los poros ademads, origina-
ria un desacoplamiento de la cadena respiratoria y la
interrupcion de la transferencia de electrones por la
liberacion del citocromo ¢ con un aumento anadido
de la produccién de O,%. Con dosis mas elevadas,
la CsA puede originar incluso disrupcion de la mem-
brana plasmadtica, liberacién de LDH vy, en dltima ins-
tancia, necrosis celular3® 39,

Estudios previos han demostrado que la CsA provo-
ca apoptosis celular, aunque los mecanismos intimos
no se conocen completamente®'. Una hipétesis plau-
sible es que el dafo mitocondrial provocado por la
CsA, con apertura de PTPM, despolarizaciéon mito-
condrial, oxidacion de cardiolipina y eventual libera-
cién de citocromo c al citoplasma tiene un papel re-
levante en el desencadenamiento de la apoptosis*®.

En definitiva, nuestros resultados sugieren que la
CsA provoca un aumento de ROS en la mitocondria y
que a su vez, la mitocondria se ve afectada por este
aumento, origindndose oxidacion de la cardiolipina
de la membrana interna y alteracién del potencial de
membrana, fendmenos que pueden tener consecuen-
cias sobre la estructura (formacién de PTPM vy libera-
cién de citocromo c) y funcién mitocondrial (afecta-
cién de la cadena respiratoria y sintesis de ATP)>2. El
dano mitocondrial puede a su vez condicionar la
puesta en marcha de eventos que conducen a apop-
tosis o necrosis celular.

Aunque todavia no se ha demostrado claramente
en humanos que la nefrotoxicidad por CsA u otros
farmacos pueda revertirse con antioxidantes exége-
nos, nuestros experimentos abren nuevas vias de co-
nocimiento que pueden ayudar a conocer mejor el
papel de los ROS en la toxicidad celular renal.
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