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RESUMEN

Las especies reactivas de oxigeno han sido implicadas en la nefrotoxicidad de
la ciclosporina A (CyA), bien directamente o bien a través de la activacion de la
peroxidacion lipidica. Hemos demostrado previamente que la CyA provoca un
aumento de la sintesis glomerular y de la excrecion urinaria de tromboxano B,
(TXB,) en ratas.

Nuestro objetivo fue evaluar el efecto que el antioxidante vitamina E (VitE) tiene
sobre la funcidn renal, peroxidacion lipidica y sintesis de peréxido de hidrégeno
(HO) en glomérulos aislados de ratas tratadas con CyA.

Se utilizaron ratas Wistar macho de 250-275 g de peso. Se administré CyA me -
diante canulacion oral (30 mg/kg/dia) durante 30 dias. En otro grupo se suple -
mentoé el agua de bebida con VitE (a-tocoferol, 0,05 mg/dl) y simultaneamente a
la CyA (30 mg/kg/dia). Los resultados se compararon con un grupo control y otro
tratado exclusivamente con VitE

Se determinaron malonildialdehido (MDA) en suero y MDA, HO y TXB, en glo -
meérulos aislados.

La CyA produjo un deterioro de funcion renal y paralelamente aumenté la sin -
tesis glomerular de HO, MDA y TXB,, ademas, tambien aumento el MDA sérico.
La VitE no afecto a estos parametros, pero evito tanto el deterioro de funcién renal
como el aumento de HO, MDA y TXB, glomerular y de MDA sérico originados
por la CyA.

En conclusion, la CyA aumenta la sintesis de especies reactivas de oxigeno, pe -
roxidacion lipidica y TXB, a nivel glomerular. B antioxidante VitE inhibe los efec -
tos de la CyA sobre estos parametros, sugiriendo un papel de las especies reac -
tivas de oxigeno en la nefrotoxicidad de la droga.
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VITAMIN E TREATMENT ABOLISHES CYCLOSPORINE A NEPHROTOXICITY
SUMMARY

Reactive oxygen species have been implicated in cyclosporine A (CyA) neph -
rotoxicity directly or through the activation of the lipid peroxidation process. We
have previously demonstrated that CyA increases glomerular synthesis and urinary
excretion of tromboxoxane B, (TXB,) in rats.

Our aim was to analyze the effects of VitE (a-tocoferol) on kidney function,
lipid peroxidation and glomerular synthesis of hydrogen peroxide (HPO) in isola -
ted rat kidney glomeruli of rats treated with CyA.

Male Wistar rats weighting 250-275 g were treated with oral CyA (30 mg/kg/day)
for 30 days. In another group, rats drank water supplemented with VitE (0.05
mg/dl) and were treated with CyA (30 mg/kg/day). Results were compared with a
control group and a group treated only with VitE

We determined malonyldialdehyde (MDA) in serum. Furthermore, in isolated
glomeruli we analized MDA, HPO (by the peroxidase red pehnol method) and
TXB, (by radioimmunoassay).

CyA induced kidney failure and increased serum MDA. CyA also increased glo -
merular synthesis of these mediators.

We concluded that CyA caused deterioration in kidney function and increased
glomerular synthesis of reactive oxigen species, lipid peroxidation and TXB,. VitE
inhibited these effects suggesting a role of free radicals, probably through the in -
duction of lipid peroxidation and subsequent synthesis of TXB,, in CyA nephro -
toxocity.

Key words: Cyclosporine A. Vitamin E o-tocopherol. Hydrogen peroxide. Ma -

lonildialdehyde. Tromboxane B,.

INTRODUCCION

El principal problema derivado de la terapéutica
con ciclosporina A (CyA) es su capacidad nefrotéxi-
cadE Aunque se ha avanzado mucho en el estudio
de sus posibles mecanismos, todavia hoy persisten
importantes lagunas de conocimiento respecto a los
factores implicados, asi como a la utilizacién de po-
sibles tratamientos preventivos de la mismabTl.

Hemos demostrado que la CyA es capaz de au-
mentar tanto la sintesis glomerular como la excre-
cion urinaria de tromboxano (TX) en ratas, y se ha
postulado que el TX podria contribuir a la nefroto-
xicidad aguda de la droga. Sin embargo, no se co-
nocen con claridad los mecanismos por los que la
CyA estimula la sintesis de TX.

Por otro lado, los radicales libres han sido impli-
cados en el dafio originado por CyAH, Asi, Wang
y cols.@ han demostrado que la utilizacién de an-
tioxidantes puede evitar la nefrotoxicidad de la CyA
en un modelo experimental.

Nuestro objetivo ha sido evaluar el efecto del tra-
tamiento con el antioxidante o-tocoferol sobre la
funcion renal, peroxidacién lipidica y sintesis de pe-
roxido de hidrégeno (HO) en glomérulos aislados de
ratas tratadas con CyA.
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MATERIALY METODOS
Animales de experimentacién

Se utilizaron ratas Wistar macho de 250-275 g de
peso al comienzo de los experimentos criadas y se-
leccionadas en nuestro animalario. Se mantuvieron a
22 = 2° C de temperatura y con un ciclo de luz ana-
logo al solar. Los animales utilizados se mantuvieron
y manipularon segln la normativa europea sobre ex-
perimentacién y proteccion animal. Fueron alimen-
tados con dieta de mantenimiento rata-ratén estan-
dar (IMP-R20, Letica, Barcelona), y tanto la dieta
como el agua de bebida se suministraron ad libitum.

La dosis de CyA se dispensa mediante canulacién oral
a las 9 de la manana desde el comienzo del tratamiento
hasta el dia anterior al sacrificio y la suplementacion
con el o-tocoferol se incluye en el agua de bebida.

Disefio experimental

Se realizaron cuatro grupos experimentales (con 10
animales por cada uno): control, que fue tratado con
el excipiente de la CyA (etanol al 12,6%); VitE, ani-
males a los que se suplementé con vitamina E en el
agua de bebida a una dosis de 0,05 mg/dl; CyA, ani-



males tratados con CyA a una dosis de 30 mg/kg/dia;
VitE + CyA, animales a los que se suplementé en el
agua de bebida con VitE (0,05 mg/dl), que ademds fue-
ron tratados con CyA (a una dosis de 30 mg/kg/dia).
La duracién del experimento fue de 30 dias.

Muestras bioldgicas

Se recoge orina de 24 horas al comienzo y al final
de cada experimento. Los animales se sacrifican tras
anestesia en campana con éter etilico. La extraccién
de sangre se realiza por canulacién en la bifurca-
cién aorto-femoral, recogiéndose una muestra en
tubo con heparina para anélisis bioquimico, se cen-
trifuga y el suero se almacena a 4° C hasta el mo-
mento de su andlisis. Otra muestra se recoge sobre
EDTA para la determinacion de niveles de CyA.

Tras la exanguinacion y muerte del animal se clam-
pan las arterias renales y se perfunden los rifiones a
través de la aorta. De los rifiones perfundidos se sepa-
ra la corteza y por tamizado diferencial se extraen_los
glomérulos seglin un método previamente descritd™.

Los glomérulos obtenidos se resuspenden en 2 ml
de Tris-Glucosa (Tris 20 mM, NaCl 130 mM, KCI| 5
mM, acetato sédico 10 mM, glucosa 5 mM, pH =
7,4) y se separan 100 pl para la determinacion de
proteinas. Las muestras para determinacion de HO
y MDA se procesan inmediatamente. El resto se in-
cuba a 372 C en bafio de agua durante 30 min; se
centrifuga a 1.500 g durante 5 minutos, se alicuota
el sobrenadante y se congela a —-80° C para deter-
minacién posterior del TXB,.

Técnicas analiticas
Analisis bioquimico

Las determinaciones séricas y urinarias de creati-
nina, urea, glucosa e iones se llevaron a cabo en un
autoanalizador bioquimico (Dimension AR, Dupont).
La concentracién de proteinas en glomérulos se de-
terminé mediante el método de Lowry[. Los niveles
de CyA en sangre se determinaron tras dilucién (1:10)
en tampdn fosfato con estabilizador de proteinas; se
empled un «inmunoensayo de polarizacién por fluo-
rescencia (FPIA)» (TDx Analyzer, Abbott).

Produccion de peroxido de hidrogeno (HO)

La determinacién se basa en el método de Baud y
cols. con lfé ras modificaciones para su aplicacién a
glomérulosd. Se utiliza una reaccién enzimatica con
una peroxidasa anadida a las muestras. La cuantifica-
cion se realiza por deteccién colorimétrica con el indi-
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cador rojo fenol y lectura espectrofotométrica a 610 nm
frente a blanco. Los resultados se leen frente a una curva
estandar de peréxido de hidrégeno del 30% de rique-
za en un intervalo de 0,25 pM a 25 pM.

Medida de «sustancias que reaccionan con el
acido tiobarbiturico (TBARS)»

La denominacién TBARS engloba a una serie de pro-
ductos resultantes del proceso de peroxidacién lipidi-
ca. Reaccionan con el 4cido tiobarbitdrico por calen-
tamiento en medio &cido, produciendo un cromdéforo
rosa correspondiente a cantidades equimoleculares de
malonildialdehido (MDA) cuya concentracion se de-
termina por lectura espectrofotométrica a 533 nmid.
Los TBARS constituyen un indice dtil para medir la pe-
roxidacion lipidicaZ. El calculo de las concentraciones
se hace frente a una curva de calibracion de 1,1,3,3
tetraetoxipropano (Fluka Chemie, Buchs, Switzerland)
procesada de la misma manera que las muestras.

Cuantificacion de tromboxano B, (TXB,)

La cuantificacién de TXA, se lleva a cabo por me-
dicién de su metabolito_estable el TXB, inmunorre-
activo mediante un RIAL2 con anticuerpos especifi-
cos para TX (Sigma Inmuno Chemicals). La técnica
presenta una recuperacién del 93% para el estandar
de 62,5 pg/0,1 ml y una sensibilidad de 3 pg/0,1 ml.
El coeficiente de variacion intraensayo es del 5-10%,
y el del interensayo, del 12-15% segln niveles.

Andlisis estadistico

Los datos se analizaron mediante test para mues-
tras no paramétricas de Friedman, Kruskal-Wallis o
Mann Whitney. Los resultados se expresan como
media + error estandar y la significacion estadistica
se fijo para p < 0,05.

RESULTADOS

Los niveles de CyA en sangre total en el grupo
tratado con CyA fueron de 5.773 + 981 ng/ml y en
el grupo tratado con VitE y CyA de 5.470 = 367
ng/ml, no existiendo diferencias entre ambos.

La ingesta de comida y de agua fue similar y la
ganancia de peso tampoco tuvo diferencias entre los
grupos, aunque en las ratas tratadas con CyA ésta
fue discretamente menor.

Tampoco existieron diferencias entre la ingesta de
agua en los animales de los cuatro grupos experi-

mentales [(tabla |
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Tabla I. Aumento de peso corporal y valores de

ingesta.
Control Vit. E CyA Vit E+ CyA
Incremento de peso (g/dia) ...... 5405 59«11 3714 5615
Ingesta de comida (g/dia) 225+11 189+06 20418 179+14

Ingesta de agua (ml/dia) 416+45 38040 412245 37121

La CyA provoco un deterioro de funcién renal,
manifestado por un aumento de la creatinina y urea
séricas, con descenso del aclaramiento de creatini-
na. Ademds, indujo un aumento de la glucemia y
de las cifras de potasio sérico. Finalmente, descen-
di6é de modo significativo la osmolaridad urinaria. El
tratamiento con VitE no modificé ninguno de los pa-
rametros anteriores en relacion al grupo control. Por
otro lado, la VitE evité el deterioro de la funcién
renal, asi como el aumento de glucemia y del po-
tasio sérico inducidos por la CyA, aunque no fue
capaz de neutralizar los efectos de la CyA sobre la

osmolaridad urinaria

Tabla Il. Parametros analiticos séricos y urinarios.
Control Vit E CyA Vit. E+ CyA
Suero
Crea (mg/dl) 0,54 0,02 056003 080004 0,60 0,00
Urea (mg/dl) 208+£36 27817 35533 315%18
CCrea (ml/min 100 g) 0,56 0,12 0,48 £ 0,08 0,30 + 0,04* 0,50 £ 0,10
Na (mmol/l) . L1396 +14 1406 £07 1363+18 140512
K (mmol/l) ... . 4401 4301 5103  45+02
Gluc (mg/dl) 1756 + 12,6 1926 +8,2 291,8 +20,8* 214,0 + 26,3
Orina
Exc. Na (pmol/min) ... 0,35 +0,02 0,36 +0,05 0,20 +0,02* 0,20+0,02*
Exc. crea (mg/24 horas) 11,4 +22 14612 114:08 9,4+08
Osmol. (mOsmol/kg) .. 1.627 + 335 1953 + 351 1.178 + 102* 894 + 150*

p < 0,05 vs. control

Tras tratamiento con CyA se observé un aumento
de la produccion de HO glomerular en relacién a
las ratas controles o tratadas exclusivamente con VitE.
En ratas tratadas simultdneamente con CyA y VitE no
se modifico la sintesis de HO glomerular

La CyA provocoé un aumento del MDA sérico y
glomerular, a diferencia de lo que sucedié en ratas
controles y en las tratadas con VitE. Por otro lado,
el tratamiento con VitE evité el aumento de MDA
inducido por CyA en suero y en glomérulos aisla-
dos T2 y[2)

Finalmente, la VitE evit6 también el aumento de
la sintesis glomerular de TXB, que habia inducido

la CyA [T
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Fig. 1.—Sntesis glomerular de agua oxigenada (HO). p < 0,05 vs
control.
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Fig. 2—Malonildialdehido sérico (MDA), medido como sustan -
cias que reaccionan con el acido tiobarbiturico (TBARS). p < 0,05
vs control.
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Fig. 3.—Malonildialdehido glomerular (MDA), medido como sus -
tancias que reaccionan con el acido tiobarbitarico (TBARS). p <
0,05 vs control.
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Fig. 4.—Tromboxano B, glomerular. p <0,05 vs control.

DISCUSION

Como hemos demostrado previamentdd la CyA
es capaz de aumentar de un modo dependiente del
tiempo y de la dosis utilizada la sintesis glomerular
y la excrecién urinaria de TXB,. En nuestro estudio
se plante6 la hipétesis de que este aumento podria
estar relacionado con la formacién de especies re-
activas de oxigeno y posterior peroxidacién lipidica.

El a-tocoferol se administré por via oral por va-
rias razones. En primer lugar, se comprob6é median-
te nefelometria que a las dosis utilizadas se disuel-
ve adecuadamente en agua y no forma emulsiones.
Por otro lado, es una via comoda, con la que se
evita la administracion de dosis elevadas de forma
puntual. Se utilizaron concentraciones altas de VitE
para garantizar la suplementacién de una cantidad
suficiente; ademads, teniendo en cuenta que en la in-
gesta hidrica no hay diferencias entre unos grupos y
otros, la dosis fue similar en todos los experimentos.
Por otro lado, la VitE no interfirié en la absorciéon
de la CyA, ya que sus niveles sanguineos fueron si-
milares en los animales tratados exclusivamente con
CyA o los tratados con ésta y el antioxidante.

LA VitE no tuvo efectos sobre los parametros ana-
liticos estudiados; sin embargo, fue capaz de neu-
tralizar el efecto deletéreo de la CyA sobre la fun-
cion renal. Estos hallazgos sugieren que el deterio-
ro de funcién renal inducido por CyA podria estar
mediado por la sintesis de radicales libres. En el es-
tudio de Wang y cols. en ratas uninefrectomizadas
y tratadas con CyA (12,5-25 mg/kg/dia durante 4-8
semanas) se demuestra también que la ViE mejor6
el aclaramiento de creatinina, flujo sanguineo, re-
sistencia vascular y grado de fibrosis renal inducido
por la CyA. Este efecto fue paralelo al descenso pro-
ducido en el grado de peroxidacién lipidica a nivel
renal y urinario que habia aumentado el tratamien-
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to con CyA. Nosotros demostramos que la VitE neu-
traliz6 también el aumento de MDA en suero y glo-
mérulos aislados, sugiriendo que los efectos de la
CyA podrian estar mediados por la peroxidacién de
los lipidos de membrana.

El tratamiento con CyA también produjo otras al-
teraciones electroliticas, como hiperglucemia e hi-
percaliemia. Se ha postulado que la hiperglucemia
podria derivarse de la toxicidad directa de la droga
sobre los islotes pancredaticos o de resistencia a la ac-
ciéon periférica de la insulina secundaria a insu-
ficiencia renal o a los trastornos electroliticos condi-
cionados por el firmaco, aunque otros autores pro-
ponen una alteracién en la sintesis de glucégeno a
nivel hepatico™. Nuestros datos sugieren que el efec-
to de la CyA sobre la glucemia podria estar relacio-
nado con la sintesis de radicales libres y ulterior pe-
roxidacién lipidica, ya que fue inhibido por la VitE.

El mecanismo de la hipercaliemia provocada por
la CyA parece ser multifactorial y a su génesis con-
tribuyen el deterioro de funcién renal, un probable
efecto téxico directo sobre el tdbulo y un efecto a
nivel suprarrenal con disminucién de la sintesis de
aldosterona®Z3. Nuestros resultados sugieren que al
menos alguno de estos efectos estin mediados por
la sintesis de radicales libres y peroxidacion de li-
pidos de membrana, ya que el tratamiento con VitE
evita la hipercaliemia provocada por la CyA. No
obstante, no se puede descartar el papel que podria
tener la insuficiencia renal provocada por la CyA en
el potasio sérico, ya que el tratamiento con VitE tam-
bién evit6 el desarrollo de insuficiencia renal.

Finalmente, el tratamiento con VitE no modificé la
osmolaridad urinaria de los animales tratados simulta-
neamente con CyA, hecho que sugiere que la toxici-
dad de la CyA a nivel tubular estd mediada por me-
canismos diferentes a la produccién de radicales libres.

La CyA produjo un aumento de la sintesis glome-
rular de HO. Se sabe que la CyA es capaz de au-
mentar la produccion de anién superéxido en célu-
las endotelialesB y en nuestro laboratorio existen
datos que confirman que las células mesangiales cul-
tivadas aumentan la produccién de especies reacti-
vas de oxigeno en respuesta a la CyA4d La mayor
parte del HO generada en la corteza renal proviene
de la dismutacion del anién superéxido, por efecto
del enzima superéxido dismutasd®, y es posible que
la CyA produzca un aumento del mismo. De hecho,
se ha especulado que el metabolismo de la CyA a
través de la superfamilia de enzimas del citocromo
P-450 podria aumentar la liberacién de especies re-
activas de oxigeno y, mas concretamente, de anién
superéxido<d. El tratamiento con VitE elimina el efec-
to de la CyA sobre la sintesis glomerular de HO, su-
giriendo que la VitE puede eliminar especies reacti-
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vas de oxigeno como el anién superéxido y asi evi-
tar la formacion de HO a nivel glomerular.

El MDA, aunque es un indice grosero, es un mar-
cador de peroxidacién lipidica. Observamos un au-
mento en suero y glomérulos aislados de ratas tra-
tadas con CyA, que fue abolido por el tratamiento
con VitE. Se ha demostrado que la CyA puede au-
mentar la produccién de MDA en microsomas he-
paticos y renales de rata y humanosB. Ademas, este
efecto puede bloquearse por glutation, superéxido
dismutasa y catalasa®, sugiriendo que la CyA pro-
duce peroxidacién lipidica a través de la sintesis de
especies reactivas de oxigeno como el anién supe-
roxido y el peréxido de hidrégeno. La VitE no mo-
dific6 el MDA sérico y glomerular, pero evité el au-
mento de MDA provocado por la CyA. Estos datos
sugieren que la VitE, comportandose como «scaven-
ger» de radicales libres, elimina el efecto de induc-
cién de peroxidacién lipidica provocado por la CyA.

Numerosos estudios han demostrado el papel del
TX en la nefrotoxicidad inducida por la CyA utili-
zando antagonistas de la TX sintetasa o del recep-
tor del TX . El tratamiento con VitE evit6 el au-
mento de TX glomerular inducido por CyA. Se sabe,
aunque no se conoce el mecanismo en profundidad,
que un aumento en la sintesis de radicales libres
puede producir aumento en la producciéon de me-
tabolitos del 4dcido araquidénico, junto a otros pro-
ductos de peroxidacién, como el F2-isoprostanold.
Nuestros resultados sugieren que el efecto protector
de la VitE sobre la nefrotoxicidad inducida por la
CyA podria estar relacionado con su capacidad para
eliminar los radicales libres que serian los inducto-
res del aumento del TX, posiblemente a través de
peroxidacién de lipidos de membrana.

En conclusién, nuestros resultados apoyan que la
nefrotoxicidad de la CyA podria estar mediada por la
formacién de radicales libres que inducen peroxida-
cion lipidica y dano renal bien de modo directo o
bien a través de la sintesis de mediadores como el
TX. No conocemos si el tratamiento con antioxidan-
tes exégenos podria influir en los efectos inmunosu-
presores de la CyA, pero seria de gran utilidad la rea-
lizacién de estudios encaminados a estudiar esta hi-
pétesis. A la luz de estos resultados, el tratamiento si-
multdneo con antioxidantes como la VitE podria tener
utilidad clinica en la prevencién de la nefrotoxicidad
y otros efectos secundarios del tratamiento con CyA.
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