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RESUMEN

El objeto del presente trabajo fue evaluar los efectos de la ciclosporina A (CyA)
en la respuesta del flujo osmótico de agua de la vejiga aislada de sapo a la ar-
ginina-vasotocina (AVT) y a la angiotensina II (Ang II) y AVT en piel aislada de
sapo. La CyA añadida al lado dérmico de la piel aislada de sapo o al lado se-
roso de la vejiga en concentraciones de 0,42. 10-6M a 0,42. 10-7M no tuvo efec-
to en la permeabilidad osmótica basal (Posm) pero inhibió la respuesta hormo-
nal a la AVT en ambas membranas (AVT 10-10M en vejiga de sapo y 10-8 a 10-9M
en piel de sapo). La CyA también inhibió la respuesta de la Posm a la Ang II
(10-7M) en piel de sapo en concentraciones de 0,42. 10-6M y 0,42. 10-7M. En
vejiga de sapo pudo demostrarse que el efecto inhibitorio fue reversible. La CyA
en concentraciones de 0,42. 10-6M inhibió la respuesta de la Posm en piel de
sapo a la teofilina (3,2. 10-3M) y al dibutiril AMP cíclico (6,2. 10-3M) sugiriendo
un efecto distal a la generación de AMP cíclico. Estas respuestas apoyarían la
posibilidad de un efecto diurético en el nefrón de los mamíferos.

Palabras clave: Ciclosporina A. Hormona antidiurética. Angiotensina II. Permea-
bilidad osmótica. Vejiga y piel de sapo.

CICLOSPORINE A INHIBITS THE OSMOTIC WATER FLOW RESPONSE OF
ISOLATED TOAD BLADDER TO ARGININE-VASOTOCIN AND TO

ANGIOTENSIN II AND ARGININE-VASOTOCIN IN ISOLATED TOAD SKIN

SUMMARY

The purpose of the present study was to assess the effects of cyclosporine A
(CyA) in the osmotic water flow response of isolated toad bladder to arginine-va-
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INTRODUCCIÓN

La ciclosporina A (CyA), una droga inmunosupre-
sora potente que es ampliamente usada, ha mejora-
do grandemente la sobrevida de los pacientes tras-
plantados1. La droga produce hipertensión2 y tiene
efectos nefrotóxicos3. Estos efectos están en parte me-
diados por la liberación de endotelina4-6 y efectos tó-
xicos directos en las células tubulares proximales7, 8.
Los efectos renales de la CyA en el transporte tubu-
lar incluyen inhibición de la ATPasa-Na+, K+, el co-
transportador Na+, K+, 2Cl- en células MDCK9 y esti-
mulación del transporte de Na+ en la piel aislada de
rana10. En voluntarios humanos con repleción salina11

una dosis terapéutica de 12 mg/kg y otra supratera-
péutica de 30 mg/kg administradas por vía oral pro-
dujeron en forma aguda un aumento de la presión ar-
terial acompañado por un efecto antidiurético con
disminución de la excreción de agua libre. No hubo
cambios en la excreción de sodio, filtración glome-
rular, flujo plasmático renal o niveles plasmáticos de
vasopresina sugiriendo un efecto tubular. En experi-
mentos realizados en perros12 una dosis de 20
mg/kg/día de ciclosporina por vía oral durante 8 días
redujo, ante una expansión de volumen con solución
salina durante una hora el flujo máximo de orina, la
depuración de alguna libre y la excreción fraccional
de sodio sin cambios en la filtración glomerular pero
con aumento del flujo sanguíneo renal en los ani-
males tratados con ciclosporina.

El propósito del presente trabajo fue evaluar los
efectos de la CyA en un modelo funcional del nefrón
distal de los mamíferos, la piel y vejiga del sapo13.
En la piel del sapo la angiotensina II (Ang II) y la ar-
ginina vasotocina (AVT, la hormona antidiurética que
se encuentra naturalmente en los Anfibios) aumentan
la permeabilidad osmótica al agua (Posm)14 a través

de un receptor común15, 17 acoplado a la producción
de AMP cíclico16 que difiere del receptor de la veji-
ga en el cual solamente la AVT tiene efecto.

MATERIAL Y MÉTODOS

Se usaron sapos (Bufo arenarum) hidratados por in-
mersión en agua corriente la noche antes del experi-
mento. Después de la destrucción encefalomedular
mediante un estilete se disecó la piel ventral pélvica
y se la dividió en dos mitades simétricas que se mon-
taron (con la parte dérmica hacia fuera) en el extre-
mo de tubos plásticos (área de la superficie 1,77 cm2)
y se los sumergió en un baño de 10 ml de solución
de Ringer en la cual se hacía burbujear aire. La su-
perficie epidérmica interna se bañó con la misma so-
lución diluida 1/5 en agua destilada y la Posm se
midió gravimétricamente pesando el tubo después de
un cuidadoso secado en una balanza (Mettler H10)
con una aproximación de 0,1 miligramo. Una de las
mitades de la piel quedó como control para observar
la respuesta a la Ang II, AVT, teofilina o dibutiril AMP
cíclico y la otra mitad como experimental para estu-
diar el efecto de la CyA en la respuesta a las hor-
monas y drogas mencionados (fig. 1). Previamente se
realizó un período de equilibración de una hora du-
rante el cual los baños se cambiaron dos veces y
luego dos períodos control de 20 minutos. A conti-
nuación se añadió la hormona o droga a ambas mi-
tades al lado dérmico de la preparación. En la mitad
experimental se añadió CyA 10 minutos antes duran-
te el período control previo también al lado dérmico.
El efecto de las hormonas y drogas se siguió hasta
tres períodos de 20 minutos. Una concentración si-
milar de etanol usada para disolver la CyA se añadió
al baño externo de la preparación control.

sotocin (AVT) and to angiotensin II (Ang II) and AVT in isolated toad skin. CyA
added to the dermal side of isolated toad skin or to the serosal side of toad blad-
der in concentrations of 0.42. 10-6M to 0.42. 10-7M had no effect on basal os-
motic water permeability (Posm) but inhibited the hormonal response to AVT in
both membranes (AVT 10-10M in toad bladder and 10-8 to 10-9M in toad skin).
CyA also inhibited the Posm response to Ang II (10-7M) in toad skin in concen-
trations of 0.42. 10-6M and 0.42. 10-7M. In toad bladder it could be demonstra-
ted that the inhibitory effect was reversible. CyA in concentrations of 0.42. 10-6M
inhibited the Posm response of toad skin to theophylline (3.2. 10-3M) and to di-
butyryl cyclic AMP (6.3. 10-3M) suggesting an effect distal to the generation of
cyclic AMP. These responses would support the possibility of a diuretic effect in
the mammalian nephron.

Key words: Cyclosporine A. Antidiuretic hormone. Angiotensin II. Osmotic per-
meability. Toad bladder and skin.



En los experimentos con vejiga, se montaron cada
una de las dos hemivejigas en tubos separados con
la superficie serosa hacia fuera. El interior fue lle-
nado con 1 ó 2 ml de Ringer diluido 1/5 en agua
destilada y la preparación sumergida en un baño de
10 ml de Ringer aereado. Se siguió un protocolo si-
milar al de la piel, quedando una hemivejiga como
control y la otra como experimental a la que se aña-
dió CyA. Después de registrar el efecto de la AVT
se procedió a lavar la preparación dos veces du-
rante una hora. Se realizó un nuevo período con-
trol para verificar el retorno de la permeabilidad
basal a los valores previos y se añadió nuevamen-
te AVT a ambas hemivejigas, puede verificar la re-
cuperación de la respuesta hormonal. Este protoco-
lo no pudo ser seguido en piel por la taquifilaxia
de la misma a una segunda estimulación con
Ang II o AVT.

En piel los resultados se expresan en mg.cm-2.h-1

y en vejiga en ml.min. El efecto hormonal (Ang II o
AVT) o de la droga (teofilina o dibutiril AMP cícli-
co) fue obtenido entre la diferencia del período des-
pués del añadido de la misma y el período control
precedente para cada par de piel o hemivejiga.
Ambos efectos, uno sin y el otro con el añadido de
CyA fueron comparados con test de t de Student para
muestras pareadas (nivel de significación p < 0,05)
y los resultados expresados como media y error es-
tándar (E.S.). La solución de Ringer usada contenía

(mM) NaCl 90, KCI 2, MgSO4 1, CaCl2 1, Tris-HCI
buffer 25, glucosa 5; pH 7,4; 220 mOsm/kg H2O.

Drogas. Angiotensina II (angiotensina II de piel de
rana) (Ala-Pro-Gly [IIe3, Val5] angiotensina II, hor-
mona antidiurética (arginina-vasotocina), teofilina y
dibutiril AMP cíclico fueron obtenidos de Sigma, St.
Louis, Mo, USA. La ciclosporina A fue donada por
Novartis Pharma AG, Basel, Suiza.

RESULTADOS

La CyA (0,42. 10-6M) produjo una inhibición sig-
nificativa (p < 0,01) del 24% en la respuesta de la
Posm a la AVT (10-10M) en la vejiga aislada del sapo.
Después de una hora de lavado ambas hemivejigas
tuvieron una respuesta similar (fig. 2) mostrando una
recuperación total de la inhibición. En este tejido la
Ang II no tiene efecto en la Posm. La CyA en estas
concentraciones no tuvo efecto en la Posm basal en
la vejiga (control 0,1 ± 0,1, experimental 0,2 ± 0,2
mg. min, diferencia 0,1 ± 0,2, N.S., N = 14) y en
la piel del sapo (control 1,2 ± 3,2, experimental -
4,2 ± 3,9 mg.cm-2.h-1, diferencia 5,4 ± 4,1, N.S.,
N = 21).

En la piel aislada del sapo la CyA (0,42. 10-10M)
inhibió significativamente en un 24% a los 20 min
(p < 0,001) y en un 20% a los 40 min (p < 0,01)
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Fig. 1.—Esquema del diseño experimental. CyA, ciclosporina A.

CONTROL

Equilibración Control Control

60 min 20 min 20 min 20 min 20 min 20 min
Angiotensina II

Alcohol Arginina-vasotocina
Teofilina
AMP cíclico

EXPERIMENTAL

Equilibración Control Control

60 min 20 min 20 min 20 min 20 min 20 min
Angiotensina II

CyA Arginina-vasotocina
Teofilina
AMP cíclico



el efecto de la AVT (10-8M) en la Posm (fig. 3). Una
concentración 10 veces superior de CyA (0,42.
10-5M) produjo una inhibición del 95% (p < 0,05)
de la respuesta de la Posm a una concentración de
ACT de 10-9M en los primeros 20 min pero en los
40 min siguientes el efecto de la AVT en la mitad
control en estas concentraciones disminuyó nota-
blemente y la inhibición no fue estadísticamente sig-
nificativa (fig. 4).

La respuesta de la Posm en la piel aislada del sapo
a la Ang II (10-7M) fue completamente inhibida por
la CyA a una concentración de 0,42. 10-6M, mien-
tras que una concentración diez veces menor de
CyA produjo una inhibición menor (62%) pero es-
tadísticamente significativa (p < 0,05) del efecto de
la Ang II (fig. 5).

En la piel aislada del sapo la respuesta de la Posm
a la teofilina (3,2. 10-3M) fue inhibida significativa-
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Fig. 2.—Efecto de la ciclosporina A (CyA 0,42. 10-6M) en la res-
puesta de la vejiga aislada del sapo a la hormona antidiurética
(AVT 10-10M) en la permeabilidad osmótica al agua. Después del
lavado la respuesta de ambas hemivejigas fue probada con una
concentración similar de AVT en ausencia de CyA. Número de
experimentos entre paréntesis.

Fig. 3.—Efecto de la ciclosporina A (CyA 0,42. 10-6M) en la res-
puesta de la piel aislada del sapo a la hormona antidiurética (AVT
10-8M) en la permeabilidad osmótica al agua. El efecto fue se-
guido durante dos períodos de 20 minutos. Número de experi-
mentos entre paréntesis.

Fig. 4.—Efecto de la ciclosporina A (CyA 0,42. 10-5M) en la res-
puesta de la piel aislada del sapo a la hormona antidiurética (AVT
10-9M) en la permeabilidad osmótica al agua. El efecto fue se-
guido durante dos períodos de 20 minutos. Número de experi-
mentos entre paréntesis.

Fig. 5.—Efecto de dos concentraciones de ciclosporina A (CyA
0,42. 10-6M y 0,42. 10-7M) en la respuesta de la piel aislada del
sapo a la angiotensina II (Ang II 10-7M) en la permeabilidad os-
mótica al agua. El efecto fue seguido durante 20 minutos. Nú-
mero de experimentos entre paréntesis.
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mente por la CyA (0,42. 10-6M) a los 40 min (55%),
la inhibición desapareció en el período siguiente de
20 min (fig. 6). La teofilina no tuvo efecto en la Posm
en los primeros 20 min.

La respuesta de la Posm de la piel aislada de sapo
al dibutiril AMP cíclico (6,3. 10-3M) fue inhibida sig-
nificativamente a los 20 min en un 72% por la CyA
(0,42. 10-6M). La inhibición desapareció en los si-
guientes 40 min cuando el efecto del AMP cíclico
fue mayor (fig. 7).

DISCUSIÓN

Los presentes resultados muestran un efecto inhi-
bitorio de la CyA en la respuesta de la Posm a la
AVT en vejiga de sapo y a la AVT y Ang II en piel
de sapo. Estos tejidos son un modelo funcional del
nefrón distal de los mamíferos13. La Ang II estimula
la Posm solamente en la piel del sapo a través de
un receptor común con la AVT15, 17. Estos efectos in-
hibitorios de la CyA en la respuesta hormonal de la
Posm en la piel y vejiga de sapo significarían un
efecto diurético en el nefrón de los mamíferos. Sin
embargo, un efecto antidiurético temprano de la CyA
fue comunicado en el hombre11 y una atenuación
de la respuesta diurética a una expansión aguda de
volumen en perros12. Estas diferencias pueden estar
relacionadas a los efectos hemodinámicos de la CyA
mediados por la liberación de endotelina6 en el ani-
mal entero.

La concentración de CyA más baja usada (0,42.
10-7M) que produjo una inhibición de la respuesta
a la Ang II en piel de sapo, alrededor de 50 µ/l, es
casi la mitad de los niveles terapéuticos usados en
los pacientes trasplantados18.

En la vejiga de sapo la respuesta a la AVT se re-
cupera rápidamente después de una hora de lava-
do, por lo tanto, pudo demostrarse la reversibilidad
de la acción inhibitoria de la CyA en esta respues-
ta. En piel de sapo no pudo seguirse este protocolo
debido a la falta de respuesta a una segunda esti-
mulación con AVT o Ang II (taquifilaxia).

La CyA en concentraciones de 5,10-6M, una con-
centración casi diez veces mayor a la máxima usada
en los presentes experimentos, estimuló el transpor-
te de Na+ a través de la piel aislada de la Rana es-
culenta a través de la liberación de prostaglandinas
ya que este efecto fue inhibido por un bloqueador
de la ciclooxigenasa10. No se comunicaron efectos
en las respuestas hormonales en este tejido.

En células MDCK, un modelo del túbulo
distal/tubo colector, la CyA en concentraciones ele-
vadas 10-4M y 10-5M aumentó la resistencia para-
celular, lo que puede contribuir a la pérdida de so-
luto y de agua19.

La respuesta de la piel del sapo a la AVT y Ang II
es mediada por el AMP cíclico16. El AMP cíclico es
producido por la adenilatociclasa e inactivado por
la fosfodiesterasa. La teofilina inhibe la fosfodieste-
rasa aumentando los niveles de AMP cíclico y pro-
duciendo un aumento de la Posm20. Una inhibición
de esta respuesta significaría un efecto en la gene-
ración de MAP cíclico por la adenilatociclasa. Un
efecto inhibitorio de la respuesta de la Posm al AMP
cíclico exógeno indicaría una interferencia con los
efectos del nucleótido cíclico en la membrana lu-
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Fig. 6.—Efecto de la ciclosporina A (CyA 0,42. 10-6M) en la res-
puesta de la piel aislada de sapo a la teofinila (3,2. 10-3M) en la
permeabilidad osmótica al agua. El efecto fue seguido durante
tres períodos de 20 minutos. Número de experimentos entre pa-
réntesis.

Fig. 7.—Efecto de la ciclosporina A (CyA 0,42. 10-6M) en la res-
puesta de la piel aislada del sapo al dibutiril AMP cíclico
(dbAMPc 6,3. 10-3M) en la permeabilidad osmótica al agua. El
efecto fue seguido durante dos períodos de 20 minutos. Número
de experimentos entre paréntesis.
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minal. En nuestros resultados, la CyA produjo inhi-
biciones transitorias en la respuesta a la teofilina y
AMP cíclico sugiriendo efectos después de la gene-
ración de AMP cíclico.

La administración crónica de CyA en la rata pro-
dujo una reducción de la reactividad presora vas-
cular a la Ang II y norepinefrina, un efecto que
puede estar mediado por una interferencia con los
canales de calcio21. En los presentes experimentos,
sin embargo, la inhibición de la respuesta de la Posm
a la Ang II y AVT parece estar relacionada al siste-
ma adenilatociclasa-AMP cíclico.

Los presentes resultados muestran por primera vez
un efecto inhibitorio de la CyA en la respuesta hor-
monal de la Posm de la vejiga de sapo a la AVT y
de la piel de sapo a la Ang II y AVT, tejidos con
propiedades funcionales similares al nefrón distal de
los mamíferos.
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