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La ciclosporina A produce anién superoxido
intracelular en el endotelio
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INTERES BIOMEDICO DEL ANION
SUPEROXIDO

Muchas enfermedades estan asociadas con una
sobreproduccién de radicales libres del oxigeno
generadores de dafo celular. Entre estos radicales,
el anién superdxido ha recibido especial atencién
por su participacién en patologias con alta preva-
lencia, como por ejemplo, el dafio por reperfusién
(tras infarto miocardico o accidente cerebrovascu-
lar) o los procesos inflamatorios como la artritis.
La importancia del anién superéxido en términos
de utilidad terapéutica queda reflejado en el es-
fuerzo, culminado ya al menos en animales’', por
encontrar agentes mimetizadores de la actividad
superoxido dismutasa (eliminacién de anién supe-
réxido) con estabilidad quimica y biolégica in
vivo.

Para Irwin Fridovich, pionero en el estudio de
la superéxido dismutasa, el anién superéxido es
la especie reactiva del oxigeno inicial en la for-
macién de lo que denomina «una progenie de es-
pecies reactivas»?. La importancia de este radical
en el conocimiento de la sefalizacion celular
queda de manifiesto si recordamos que fue preci-
samente la inhibicién de la accién del entonces
I[lamado factor relajante derivado del endotelio
por parte del anién superéxido3® la llave para el
descubrimiento de la capacidad que tienen los te-
jidos de mamifero para sintetizar 6xido nitrico
(NO)® 7.

El interés del anién superéxido en la patologia
vascular queda reflejado por la existencia de una
disminucién del NO libre debido a un aumento
del flujo del anién superéxido en la pared vascu-
lar de procesos tan frecuentes como aterosclero-
sis8, hipercolesterolemia?®, hipertensién'®, o diabe-
tes'.
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LOS MECANISMOS POR LOS QUE LA CsA
PRODUCE EFECTOS SECUNDARIOS NO SON
CONOCIDOS

Hasta ahora se ha considerado que los efectos t6-
xicos de los fdrmacos inmunosupresores inhibidores
de la calcineurina, como es la CsA, podian depen-
der también de la inhibiciéon de este enzima. Entre
estos efectos toxicos se encuentra el dano sobre el
endotelio vascular, manifestado en ocasiones como
hipertensién o como sindromes que recuerdan a la
afectacién vascular de la anemia hemolitica micro-
angiopatica (microangiopatia trombdética). Hasta la
fecha no se ha demostrado relacién entre la inhibi-
cién de la actividad fosfatasa de la calcineurina y
estos efectos secundarios, por lo que se hace nece-
sario estudiar otros mecanismos alternativos que per-
mitan explicarlos.

Cada vez hay mas evidencias de la participacién
del estado redox en el control del tono vascular (asf,
y en relacién al tema tratado aqui, se ha implicado
la accién protectora de la superdxido dismutasa en
la hipertensiéon producida por CsA'? y recientemen-
te se involucra la formacién de peroxinitrito (espe-
cie reactiva altamente oxidante, que procede de la
formacién previa y simultinea de NO y anién su-
peréxido) en la etiopatogenia de cuadros relaciona-
dos con la microangiopatia trombética, como la del
sindrome hemolitico-urémico'. Es decir, el anién
superoxido esta implicado indirectamente en la hi-
pertension asociada a la CsA, y el peroxinitrito (pro-
cedente de una formacién previa de anién super-
6xido) puede formar parte de la etiopatogenia de un
cuadro, como es la microangiopatia trombética, que
tiene como una de sus causas asociadas el trata-
miento con CsA.

La acumulacién de especies reactivas del nitrége-
no procedentes del 6xido nitrico, asi como el au-
mento de expresion de su enzima productor y su
ARN mensajero por la induccién transcripcional que
la CsA realiza sobre el gen que codifica la 6xido ni-
trico sintasa endotelial han sido aportaciones de
nuestro grupo'*'7. Ahora nos planteamos si la CsA
es capaz de producir anién superéxido, como po-
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tencial agente regulador (por si mismo o por se-
cuestro de NO) y como paso previo para la forma-
cién del radical altamente oxidante peroxinitrito.

DIFICULTAD METODOLOGICA PARA DETECTAR
EL ANION SUPEROXIDO

La produccién espontidnea y enzimatica de anién
superéxido esta demostrada. La inestabilidad del anién
superoxido en soluciones acuosas es un problema ana-
dido para su deteccién y cuantificacién, que se ha tra-
tado de solucionar aprovechando su reaccién con va-
rias moléculas «detectoras». Algunos procedimientos
utilizados incluso en publicaciones recientes se han
desechado por actuar el propio detector como fuente
de anién superdxido. Es el caso de la luminiscencia
de la lucigenina, la luminiscencia del luminol o la re-
duccién del nitroazul de tetrazolio?.

Los detectores considerados mas especificos para
la deteccién del anién superéxido (ferricitocromo c
y los compuestos atrapadores de spin) no son total-
mente especificos. Asi, otros agentes pueden redu-
cir ferricitocromo ¢, y otros oxidantes pueden trans-
formar los atrapadores de spin a sus derivados hi-
droxiperéxidos capaces de dar senal detectable me-
diante resonancia electrénica paramagnética. Se
hace necesario, por tanto, conferir especificidad a la
deteccion mediante los controles adecuados. Re-
cientemente se propone evaluar la producciéon de
anion superéxido mediante la capacidad que tiene
este radical de inactivar centros de Fe y S en enzi-

mas del tipo de la aconitasa. No obstante la espe-
cie reactiva peroxinitrito también lo hace?.

La fluorescencia emitida por la etidina, forma oxi-
dada de la sonda dihidroetidina (permeable a la
membrana celular), se estd reconociendo como un
método con especificidad para la evaluacién de la
producciéon de anién superéxido'. Para sondas
permeables del tipo de la dihidroetidina, una prein-
cubacién relativamente larga de una hora (que ase-
gura una buena cantidad de la sonda en el com-
partimento intracelular) y la deteccién de la fluo-
rescencia mediante un citémetro de flujo, permitiria
evaluar la oxidacién intracelular acumulada de la
sonda, reflejo de la produccién de anién superdxi-
do. El resultado citométrico queda expresado en
forma de intensidad media de fluorescencia para va-
rios miles de células.

EL ENDOTELIO TRATADO CON CsA ACUMULA
INTRACELULARMENTE ANION SUPEROXIDO

Dada la dificultad de «atrapar» la produccion de
anion superéxido y la documentada falta de espe-
cificidad de los sistemas de deteccion, se hace ne-
cesario comprobar la sensibilidad en cada sistema
celular y conferirle especificidad. En el caso de la
dihidroetidina, la sensibilidad puede estimarse eva-
luando la oxidacién de la sonda por diferentes con-
centraciones de un productor conocido de anién su-
peréxido como, por ejemplo, la dimetoxinaftoqui-
nona (DMNQ) (fig. TA). La especificidad debe ase-
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Fig. 1.—La sonda con capacidad fluorescente DHE es capaz de detectar intracelularmente en el endotelio la formacién de anién su-
peroxido producido por el compuesto DMNQ. A: La monocapa de BAEC fue preincubada durante 1 hora con DHE y posteriormen-
te se afadié durante 2 horas la dosis indicada del generador de anién superoxido DMNQ. Se evalud la intensidad de fluorescencia
intracelular mediante citometria de flujo. B: Pasada la primera media hora de preincubacién con la sonda se afnadio 50 yM del mi-
mético lipofilico de la superoxido dismutasa MnTMPyP y luego se afiadio DMNQ (10 uM) por dos horas mads.
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gurarse mediante la inhibicién de la oxidacién de
la sonda por procedimientos que inhiban la acu-
mulacién intracelular del anién superéxido, como
hacen los anélogos lipofilicos de la superéxido dis-
mutasa (fig. 1B) y confirmandose que en el sistema
celular considerado la sonda no se oxida por otras
especies reactivas, tales como agua oxigenada,
oxido nitrico y peroxinitrito (fig. 2).

La deteccion mediante citometro de flujo de la
fluorescencia intracelular acumulada en BAEC prein-
cubadas con dihidroetidina y tratadas con CsA pone
de manifiesto la oxidacién de la sonda a etidina, su
forma fluorescente, en un proceso dependiente del
tiempo y de la dosis. La acumulacién intracelular de
anién superéxido en la monocapa de células endo-
teliales tratada con CsA es inhibible por el agente
mimetizador de la superéxido dismutasa MnTMPyP
(fig. 3).

EL ANION SUPEROXIDO COMO BASE
DEL DANO ENDOTELIAL POR CsA

Demostrada la formacién de anién superéxido in-
tracelular en el endotelio tratado con CsA se hace
necesario reevaluar cudl es el efecto neto del NO
producido por este farmaco. Dependiendo de la in-
tensidad, cinética de produccién y accesibilidad
entre el anién superéxido y el NO generados, resul-
tard un balance neto de NO libre (NO bioactivo), asf
como la posibilidad de formacién de peroxinitrito.

CICLOSPORINA A Y ANION SUPEROXIDO

La formacién de peroxinitrito a partir de NO y anién
superoxido es una de las reacciones mas rapidas de
la biologia y esta casi exclusivamente limitada por la
difusién de las dos especies reactivas (fig. 4). Esta alta
reactividad entre las dos especies ha producido que
en la literatura de los dltimos afos se proponga la par-
ticipacién del peroxinitrito en sistemas en los que se
ha demostrado la produccién de NO y de especies
reactivas del oxigeno, sin documentarse la dificil de-
mostracion de la formacién de peroxinitrito.

La demostracion de la formacion de peroxinitrito
conlleva evaluar los posibles efectos producidos por
la presencia de esta especie reactiva tan altamente
oxidante. Entre estas posibles dianas, Beckman ha
propuesto la nitracién del aminodcido tirosina que
forma parte de la estructura de las proteinas. Para
ello estan disponibles comercialmente anticuerpos
que reconocen la nitrotirosina'®.

Una posible formacién de nitrotirosina por CsA
podria condicionar cambios funcionales de activi-
dades enziméticas que contribuyeran a los meca-
nismos de toxicidad por CsA.

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

En este momento, tras la confirmacién de una
acumulaciéon de anién superéxido intracelular,
nuestros datos sugieren claramente el potencial al-
tamente oxidante que tiene la CsA en el endote-
lio. La particularidad del endotelio de contar con
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Fig. 2.—La DHE no detecta otras especies reactivas del oxige-
no. Las células endoteliales, siguiendo el mismo protocolo que
el descrito para la figura 1, se expusieron como se indica a 100
UM DMNQ, 100 uM H,O, 100 uM DEA/NO (generador de
NO), 100 puM peroxinitrito o 100 uM SIN-1 (generador de pe-
roxinitrito).

Fig. 3.—La CsA aumenta la acumulacion intracelular de anién su-
peréxido en un proceso que es inhibible por un analogo lipofili-
co de la actividad superéxido dismutasa (MnTMPyP). Las células
endoteliales, siguiendo el mismo protocolo que el descrito para la
figura 1, se expusieron como se indica a 50 pM MnTMPyP y a
continuacion se afadié 10 pM CsA.
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Fig. 4.—Velocidad de reaccién del NO con el anion superéxido
(O27) y con la superéxido dismutasa (SOD). A partir de la for-
macion de anién superéxido, la velocidad de formacién de pe-
roxinitrito (ONOO-) al reaccionar con el NO'? es tres veces
mayor que la reaccién de anién superéxido con la superéxido
dismutasa?®.

una isoforma de la NOS, que como hemos de-
mostrado recientemente puede ser regulada a
nivel de la transcripcién por la CsA (al contrario
de lo que se ha demostrado con sus otras isofor-
mas), lo convierten en una diana para los efectos
secundarios del farmaco, ya que concentraciones
nanomolares' de anién superéxido y NO coinci-
dentes y mantenidas en el tiempo pueden dar
lugar a la formacién de peroxinitrito y otros deri-
vados altamente oxidantes que provoquen dafio
endotelial.

En el futuro, un intento de disecar los mecanis-
mos por los que la CsA produce el anién superéxi-
do, asi como la demostracién de la formacion de
peroxinitrito/nitrotirosina y sus implicaciones funcio-
nales en el contexto del paciente inmunosuprimido
permitird el desarrollo de nuevas moléculas con
mejor resultado terapéutico ademds de contribuir a
esclarecer otros posibles mecanismos de accién de
la CsA, que pudieran estar modificando desde rutas
de sefalizacién intracelular hasta la expresion de
genes.
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