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RESUMEN

PAPEL DEL TUBULO EN LA VASOCONSTRICCION RENAL INDUCIDA POR CICLOSPORINA

Introduccion: Ciclosporina es el primero de una familia de potentes inmunosupresores con capacidad anticalcineurinica que, sin
embargo, presentan como limitacién terapéutica una nefrotoxicidad que puede aparecer desde periodos tempranos. Los primeros datos
funcionales sugerian la existencia de vasoconstriccién renal, si bien estudios posteriores han mostrado un efecto toxico directo de ciclos-
porina sobre el tubulo proximal.

Materiales y Métodos: En este articulo se presenta un modelo porcino de nefrotoxicidad por ciclosporina a medio plazo, analizandose
los cambios hemodinamicos intrarrenales y las funciones tubulares, asi como la relacion entre ambos.

Resultados: Ciclosporina produce especificamente una internalizacion e inactivacion de la Na*, K*-ATPasa basolateral del tibulo pro-
ximal, determinando el desplazamiento axial de la carga filtrada hacia regiones distales (asa de Henle), con transportes activos mas inten-
sos y no modificados por ciclosporina. El resultado es un aumento en la reabsorcién fraccional distal de cloro que condiciona un estimu-
lo del “feed-back” tibulo glomerular, vasoconstriccion aferente pero no eferente, aumento de las resistencias renales y caida de la presion
intraglomerular. Furosemida restaura parcialmente la situacion basal. La consecuencia inmediata es un aumento en el consumo de O,
por unidad de sodio trasportado. A nivel del tibulo colector no se observan cambios en la secrecion de agua libre, pero la secreciéon de K*
parece limitada, y no se corrige al aumentar la oferta distal de sodio con furosemida, ni con aldosterona, cuyos valores fueron mas altos
en los animales tratados con ciclosporina.

Conclusion: En resumen, el efecto vasoconstrictor de ciclosporina sobre el rinén se debe en parte a una retroalimentaciéon tibulo glo-
merular activada por el desplazamiento de solutos filtrados de sus sitios de reabsorcion proximal a otros sitos mas distales. Las dietas con
alto contenido en sodio pueden aumentar el efecto deletéreo de ciclosporina sobre el filtrado glomerular.
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ABSTRACT

STUDY ON THE ROLE OF THE TUBULE IN RENAL VASOCONSTRICTION INDUCED BY CYCLOSPORINE

Introduction: Cyclosporine (CyA) has proved to induce cell apoptosis on cultured proximal tubule cells. However, there is no much
data about the in vivo functional consequences of this injury or the long time observed CyA-induced renal vasoconstriction.

Material and Methods: In a swine model of subacute CyA nephrotoxicity (10 mg/ Kg. d x 15 days), we performed a right nephrectomy,
followed by left renal artery, vein and ureter catheterisation. After inducing water diuresis, three clearance periods of 15 minutes were per-
formed before and after a furosemide 1 mg/kg infusion. Plasma and urine electrolytes, blood gas, acid excretion, plasma renin activity and
aldosterone concentration, GFR, RPF, RBF, intra-renal vascular resistances, glomerular filtration pressure, distal Cl- delivery, water clea-
rance and TTKG were measured or estimated on 7 control and 7 treated animals. Right kidney was processed for NaKATPase activity and
immunostaining.

Results: Treated animals presented detaching proximal cells, luminal blebbing and loss of tight junctions. Cortical but not medullar
sodium pump was internalised and partially inactive. Treated animals showed much lower fractional excretions of Na*, with significantly
higher distal fractional reabsorption of CI. Distal shift in fluid load resulted in a significant rise in renal O, consumption, and modifica-
tions in the global renal estequiometry of Na* transport/O, uptake. Several consequences followed this situation: preglomerular resistan-
ces increased 3 times with only minor changes in postglomerular resistances and renal blood and plasma flow were significantly reduced.
Furosemide partially reversed these effects. A slight increase in fractional filtration prevented GFR differences to become statistically sig-
nificant.

Conclusion: subacute CyA treatment even al doses not modifying GFR, may cause proximal tubule Na* transport impairment, resul-
ting in increased rates of distal delivery and absorption of fluid load. Renal uptake of O, may be increased and tubule glomerular feed-
back should be expected to be activated. Absence of changes of GFR with furosemide is an early sign of CyA renal damage.

Keywords: Cyclosporine. Nephrotoxicity. Furosemide. Na*, K*-ATPase.
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esde su introduccién en clinica, los inmuno-
Dsupresores anticalcineurinicos como la
ciclosporina (CsA) han revolucionado el trata-
miento de los trasplantes de o6rganos soélidos y
algunas enfermedades autoinmunes, al suprimir
de modo reversible la sintesis y secrecién de
interleukina 2 por los linfocitos T!.

Sin embargo su uso clinico se ha visto ensom-
brecido por la aparicion de varios efectos secun-
darios, de los que el mas grave ha sido sin duda
la nefrotoxicidad. Aunque en la actualidad se
acepta ampliamente que el principal dafio prima-
rio es sobre el tubulo proximal, donde CsA causa
apoptosis?, las primeras descripciones de la
nefrotoxicidad por CsA mostraron un aumento de
las resistencias intrarrenales. Aun hoy en dia es
una opinion habitual atribuir a la isquemia renal
las lesiones tubulares observadas. Aunque la
demostracion de que CsA es toxica incluso sobre
cultivos primarios de células tubulares, en
ausencia de isquemia o hipoxia, y que dicha
lesion reduce la actividad de la NOS 1 y NOS 2 de
la célula proximal®, nunca se ha podido estable-
cer un nexo de unién entre la lesion tubular y los
cambios hemodinamicos descritos. Por otro lado,
tampoco existe una descripcion clara de dichos
cambios hemodinamicos.

El objetivo de este trabajo ha sido reproducir
un modelo animal (porcino) de toxicidad subagu-
da por CsA, para caracterizar los principales
aspectos funcionales hemodinamicos y tubulares
del mismo, buscando establecer

trices del Real Decreto 223 /4988 (R601), y fueron
aprobadas por el Comité de Investigacion del
Hospital.

La mitad de los animales recibieron CsA
(Sandimun® oral) durante 15 dias. La CsA se afna-
di6 a la comida en una sola dosis de 10 mg/
Kg/dia, asegurandose de que los animales con-
sumian la totalidad de la comida tratada. Las
condiciones de nutricion, acceso al agua y esta-
bulacién fueron igual para los animales control y
los sometidos a tratamiento con CsA.

Al cabo de 15 dias los animales fueron preme-
dicados con Ketolar 10 mg/Kg, Rompun 1 mg/Kg
y atropina 0,025 mg/Kg im. La anestesia se indu-
jo con pentotal sédico 20 mg/Kg iv y se mantuvo
con N,0:0,, (4:2), Fentanest y Pavulon.

Durante la cirugia se procedi6 a la nefrectomia
derecha y colocacién de catéteres en aorta, vena
renal izquierda y uréter izquierdo para la obtencion
de medidas hemodinamicas y muestras de sangre.
Tras un periodo de 10 min de estabilizacion se ini-
ciaba una perfusion de suero hiposalino a 4 mL/
min destinada a obtener una diuresis venosa. El
disefio experimental (Fig. 1) consté de 3 periodos de
aclaramiento de 15 min de duracion, seguidos de la
administraciéon de furosemida 1 mg/Kg en bolo, y 3
periodos mas de aclaramiento de 15 min cada uno.
Al inicio y final de cada periodo se obtuvieron mues-
tras de sangre de la aorta y la vena renal, y se cuan-
tificé la orina emitida. Se obtuvieron asimismo las
presiones en la aorta y vena renal.

las bases fisiopatologicas del fraca-

so renal en dicho contexto.
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15 min 15 min 15 min
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MATERIALES Y METODOS

Modelo animal

El modo de toxicidad subaguda
por CsA se llevo a cabo sobre 14
cerdos miniatura de estirpe Mary-
land, con una edad de 3 meses y
un peso medio de 29,3%+1,4 Kg, iso-
génicos para el loci del complejo

Control: Sin tratamiento (n=7)
Tratados: CsA 10mg/ kg/dia (n=7)
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3 aclaramientos
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3 aclaramientos
rifién izquierdo

Furosemida
(Img/ Kg)

Nefrectomia
Derecha

mayor de histocompatibilidad®.
Todos los estudios se han hecho de
acuerdo con las normas éticas de
la Comunidad Europea (Directiva
del Consejo de Europa 86/609/
CEE-Leg CCEE 4390), y las direc-

FIGURA 1. Diagrama del disefio experimental. 7 animales control y 7 anima-
les tratados con CsA 10 mg/Kg.dia por via oral, fueron estabulados durante
15 dias antes del estudio. El estudio consistié en 3 periodos de aclaramiento
de 15 minutos cada uno tras la realizacion de nefrectomia unilateral, segui-
do de la infusion de furosemida 1 mg/Kg y otros tres periodos de aclaramiento
idénticos. Al inicio y al final de cada periodo de aclaramiento se obtuvieron
muestras de sangre de la aorta (A) y de la vena renal (V). Asimismo se reco-
lect6 toda la orina (O) durante el mismo periodo (ver Materiales y Métodos).
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Procesamiento de muestras de sangre y

orina

Se obtuvieron 15 mL de sangre arterial y
venosa, realizandose determinaciones de gaso-
metria, hematocrito y hemoglobina en sangre
completa, y creatinina, sodio, potasio, cloro, CsA
y osmolaridad en plasma tras separacion del
mismo por centrifugacion a 3000 rpm durante
10 min.

La orina se recogié bajo 3 mL de aceite de
parafina para evitar pérdidas por evaporacion.
Sobre las muestras se determind volumetria,
gasometria, acidez titulable, pH y concentracion
de sodio, cloro, creatinina y osmolaridad.

La actividad de renina plasmatica y aldostero-
na se midieron por radioinmunoensayo (RIA), y
CsA por TDX (Abbot Laboratoires, USA)?. El resto
de parametros se determin6é de modo automati-
zado en un Autoanalizador Analitico Modular
SWA (Hitachi-Roche) y un Hemocitémetro Anali-
zador LH750 (Beckman-Coulter).

Parametros estimados

El filtrado glomerular (FG) se estim6 a partir
del aclaramiento de creatinina (CICr). El flujo
plasmatico renal (FPR), a partir del FG y la excre-
cion renal de creatina:

CICr
FPR =

(CrA-CrV)/CrA

El flujo sanguineo renal (FSR) se estimo a par-
tir del FPR y el hematocrito. La fraccion de filtra-
cion se calculo como el FG/FPR, expresado en
porcentaje.

El estudio de la hemodinamica intraglomeru-
lar se basé en las ecuaciones de Gémez®, amplia-
mente distribuidas y validadas por otros®. La
resistencia renal total se obtuvo de la determi-
naciéon directa de la presion arterial (PA) en la
aorta y la estimacion del FSR. Las resistencias
en la arteriola aferente se estimaron a partir de
la presion en el glomérulo, segun el método indi-
cado®. Las resistencias en la arteriola eferente se
obtuvieron a partir de los valores de presion glo-
merular y de presion en la vena renal, asumien-
do que la resistencia en las venas pequenas
intrarrenales es practicamente cero, como ha
sido demostrado®.
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La excrecion fraccional (EF) de los iones se
estimo6 como la fraccion de la carga filtrada que es
eliminada por orina, expresada en forma de por-
centaje:

[ion]  x Vdiuresis

[ion], x [crea]p

Efion =

[ion]p x FG [ion]p X [crea],

La excrecion fraccional de agua es el volumen
de diuresis expresado como porcentaje del FG.

El aclaramiento de agua libre es el agua que
hay que anadir o sustraer al aclaramiento osmo-
lar para obtener un volumen equivalente a la diu-
resis, y se obtiene sustrayendo del volumen de
diuresis el aclaramiento osmolar.

La reabsorcién fraccional de cloro de la nefro-
na distal (RFAC]) se estim6 como la fraccién del
cloro reabsorbido que da lugar a la formacion de
agua libre, ya que dicho proceso sélo tiene lugar
a nivel de la nefrona distal. Se expresa en por-
centaje:

Cl H20 libre

RFdCl = x 100

(C1 H20 libre + Cl Cloro)

El gradiente transtubular de K* (GTTK) repre-
senta el numero de veces que la concentracion
del Kp aumenta a nivel del tabulo colector corti-
cal, y depende de la oferta de Na® urinario a
dicho nivel, y de la actividad de la aldosterona.
Su calculo necesita estimar la concentracion de
K* en la luz del tubulo, a partir del K* urinario, y
la osmolaridad en orina y plasma’:

K], x osmp/osm0 [Klorina X osm,

GTTK = =
(K]

k] X osm,

plasma plasma

Un valor superior a 7 indica una hipersecre-
cion de K*' (hiperaldosteronismo), mientras que
inferior a 4 indica una reduccién del gradiente
por hiposecrecion de K* (hipoaldosteronismo) o
por aumento del flujo urinario a dicho nivel.

El contenido total de oxigeno se calculé te-
niendo en cuenta las saturaciones de O, de la
hemoglobina en la aorta y la vena renal y la con-
centracion de hemoglobina en ambas. Asu-
miendo que 1g de hemoglobina saturada al 100%
contiene 1,34 mL de O,, y que 22,4 L/mol es el
volumen molar de los gases:
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(Hgb x Sat O,) x 1,34 mmoles/mLsangre

Contenido en O, =
224

A partir del contenido en O, en la arteria
(aorta) y vena renal se obtiene el consumo de oxi-
geno:

(contenido O, arteria) — (contenido O, vena)

Consumo real de O, =
FSR

Actividad de la Na*, K*-ATPasa

La actividad maxima Na*,K*-ATPasa se deter-
min6é sobre microsomas corticales y medulares
renales de animales control y tratados durante 15
dias con CsA 10 mg/Kg.dia, y se obtuvo como acti-
vidad ATPasica sensible a ouabaina®. El medio de
ensayo contiene imidazol 25 mM, histidina 25 mM,
EDTA 1 mM, NaCl 100 mM, KCl 5 mM, MgCl,
1 mM, * ouabaina 1 mM. El sistema auxiliar con-
tiene fosfoenol piruvato 1 mM, NADH 0,35 mM,
LDH y piruvato kinasa, acoplandose la aparicion
especifica de ADP a la transformacion de fosfoenol
piruvato en piruvato. La formacion de ADP se
cuantifico mediante la reduccion de piruvato a lac-
tato por LDH, en presencia de NADHS.

Distribucion e inmunolocalizacion celular

de las subunidades al, 1, y y de la Na*, K*-

ATPasa renal

Las inmunolocalizaciones fueron realizadas en
secciones renales de 4 um de grosor incluidas en
parafina procedentes de los rifiones derechos de
los animales control y tratados con CsA, que fueron
previamente desparafinadas y rehidratadas en con-
centraciones decrecientes de etanol. Posterior-
mente se permeabilizé el tejido con PBS-0,2% de
Triton X-100, y se bloquearon en PBS-1% BSA
durante 10 min cada uno. Después de lavar el teji-
do con PBS, los cortes fueron incubados toda la
noche a a 4°C con los anticuerpos primarios Mck 1
(para al; dilucion 1:10), SpETb1 (para f1; dilucion
1:500) y G17 (para y; dilucién 1:20) en PBS-1%
BSA. Los anticuerpos fueron cedidos amablemente
por los Drs. KJ Sweadner, P. Martin Vasallo y RW
Mercer respectivamente®!!. Tras lavar varias veces
con PBS, se incub6 durante 1h con el anticuerpo
secundario marcado apropiadamente. Los nucleos
celulares fueron tefiidos con DAPI.

131

Método estadistico

De los 7 animales asignados al grupo control
y al grupo tratado con CsA, uno del ultimo grupo
no pudo ser incluido por problemas técnicos
durante la cirugia. Los demas completaron el
protocolo y se incluyeron en el estudio.

Los datos se presentan como la mediatEEM.
La comparacion de variables entre los grupos
control y CsA se realizo mediante una t de
Student para datos apareados, pero cuando es
estudiado el efecto del tratamiento sobre la res-
puesta a furosemida, se aplico un ANOVA para
medidas repetidas con 2 factores (furosemida y
CsA), estudiando el modelo con interaccion entre
ambos factores.

En los estudios de regresion se han utilizado
técnicas convencionales de regresion y compara-
cion de coeficientes mediante la ¢t de Student.

Se han considerado significativas diferencias
con un « bilateral inferior a 0,05.

RESULTADOS

Parametros bioquimicos

A los 15 dias de tratamiento, los animales tra-
tados con CsA presentaban una concentracion de
la misma en sangre de 1370 ng/mL (Tabla 1). No
se observaron diferencias en las concentraciones
plasmaticas de Na*, K*, Cl', bicarbonato o en la
osmolaridad. La creatinina plasmatica fue signi-
ficativamente mayor en los animales tratados con
CsA respecto a los controles.

La actividad de renina plasmatica y la concen-
tracion de aldosterona en plasma fueron signifi-
cativamente mas altas en el grupo tratado con
CsA (Tabla 1).

Las excreciones urinarias de Na*y ClI" fueron
significativamente mas bajas, casi 10 veces infe-
riores a los del grupo control. No se observaron
diferencias en la excrecion neta de acido ni en
sus componentes (Tabla 1).

Parametros hemodinamicos

La PA media medida a nivel aértico en los ani-
males control fue de 139,21+7,2 mm Hg frente a
los animales tratados con CsA: 132,1+5,45 mm
Hg (NS).

El FSR y el FPR se redujeron significativa-
mente en los animales tratados con CsA respecto
a los animales control (Figs. 2A y 2B).
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Tabla 1. Parametros bioquimicos en plasma y orina.

como retroalimentacion o “feed-back”

Parametros en

tabulo glomerular. En €l, cuando hay

Plasma Control Ciclosporina P un aumento en el trasporte de sodio a
CsA (ng/ml) i 1370 + 242.3 i través d'e las E:elulas de la maCL.ﬂa
densa, dichas células segregan media-
Na (mEq/L) 1455+ 2,1 145,6 + 3,9 - i ]
dores del tipo de la adenosina que
K (mEq/L) 3,4+0,2 3,8+0,1 - .
provocan la vasoconstriccion de la
Cl (mEq/L) 113,9+ 1,1 112 £ 1,7 - arteriola aferente.
HCO; (mEq/L) 252+ 1,0 228+1,0 - La adicion de furosemida causé una
Osm (mosmol/L) 305,2 £ 10,5 301,8+2,7 - reduccion significativa e intensa de un
Creatinina (A) (mg/dL) 1,0 £0,05 1,3+0,1 <0,05 82% en las resistencias aferentes de
Creatinina (V) (mg/dL) 0,8 +£ 0,05 0,9 £ 0,1 <0,1 los animales control (Fig. 3A), y de un
Actividad de Renina 65% en las de los tratados con CsA,
(ng/mL.h) 0,4%0,1 2,3+1,1 < 0,05 que siguieron elevadas en torno a los
Aldosterona (pg/mL) < 50 93,5 + 30,1 < 0,05 valores basales. En los animales con-
Hemoglobina (g/dL) 10,4 £ 0,5 14,4 £ 1,1 < 0,05 trol, la reduccion de las resistencias
Presién Arterial Media aferentes aumenté significativamente
(mm Hg) 139,2+ 7,2 132,1 £ 5,5 - el FPR (Fig. 3B). En los animales tra-
Parimetros en tados con CsA, también se observé un
Orina Control Ciclosporina P aumento del FPR, pero fue de menor
Na (mEq/min) 95,8 + 61,2 8,7+3,6 <0,05 magnitud, alcanzando niveles simila-
) res a los basales (Fig. 3B). El efecto de
K (mEq/min) 19,3 £ 3,7 11,5+ 4,1 - . L.
furosemida sobre el FPR fue significa-
Cl (mEq/min) 117,6 £ 68,2 17,3+£5,5 <0.05  tivamente modificado por CsA.
HCO, (mEq/min) 1,3£3,2 0,6 £ 0,5 - En los animales control, el aumento
HH, (mEq/min) 76+32 6,7+ 1,2 . del FPR inducido por furosemida

El FG estimado por el CICr no mostro diferen-

cias significativas en los controles versus los tra-
tados con CsA (Fig. 2C). Consecuentemente, la
fraccion de filtracion mostro ser algo mas alta en
los animales tratados, pero las diferencias no
alcanzaron significacion estadistica (22,6+3,4%
vs 28,6+1,4%, NS).

La reduccion del FSR en ausencia de cambios
significativos en la PA media sugiere un aumento
en las resistencias intrarrenales. Estas fueron
significativamente mas altas (mas de dos veces)
en los animales tratados con CsA respecto a los
animales control (Fig. 2D). El principal compo-
nente de estas resistencias parece estar en las
resistencias preglomerulares (arteriola aferente),
que fueron casi tres veces mas altas en los ani-
males tratados con CsA (Fig. 2E). En cambio, las
resistencias eferentes no presentaron diferencias
significativas entre ambos grupos (Fig. 2F).

El aumento de tono de la arteria aferente
forma parte de un reflejo intrarrenal conocido
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aumento significativamente la presion
intraglomerular en un 28%, y el FG en
un 48% (Figs. 3C y 3D). Ambos efectos fueron
significativos. Sin embargo, en los animales tra-
tados con CsA, la furosemida apenas aumento la
presion intraglomerular un 2% y el FG no pre-
senté tampoco variaciones significativas (Figs. 3C
y 3D).

Estos resultados sugieren un aumento en la
retroalimentacion tibulo glomerular desde el asa
de Henle en los animales tratados con CsA, apun-
tando a cambios en la funcién tubular como causa
de las alteraciones hemodinamicas intrarrenales
observadas.

Parametros de funcién tubular

Los animales control sometidos a las condicio-
nes experimentales indicadas, presentan una EF
de Na* mayor del 1%. En cambio, los tratados
con CsA presentan a los 15 dias una EF de Na*
menor del 1% (p=0,000) (Fig. 4A). El estudio de
localizacion de esta mayor reabsorcién tubular,
mostro diferencias importantes en la reabsorcion
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La inhibiciéon distal del trasporte
de ClI' (y Na*) por furosemida,
180 120 30
A B C aumenta la oferta de ambos a los
1601 100 1 95 | sitios de intercambio del Na* por
140 1 K* (tabulo colector cortical). Es de
1201 N 30 201 esperar que un aumento de flujo
g 1001 p " P urinario a dicho nivel reduzca el
E E 607 E 151 gradiente observable de K* desde
E 807 E E el capilar hasta la luz tubular (gra-
60 1 40 1 10 1 diente transtubular de K%). La
40 1 furosemida redujo significativa-
| 201 5] mente el GTTK en los animales
20 control, pero no lo hizo en los ani-
0 0 0 males que habian sido tratados
FSR PR FG con CsA (Fig. 4C).
[1 CONTROL La relacion entre la reabsorcion
H CsA fraccional distal de Cl" y la excre-
cion de K* muestra el funciona-
5000 1400 1600 miento de la nefrona distal donde
4500 - % D *E | ) F la excrecion de K* es inversamente
1200 1 1400 proporcional a la reabsorcion de
40001 1200 - Cl'. Puede observarse como en los
w3500 0 10007 " animales control la RFACl" nunca
5 3000 1 g w00 g 1000 T supera el 5%. En cambio en los
g 2500 | g g $00 | animales tratados con CsA, las
g 2000 - & 600 1 g excreciones de K' mas bajas se
El = T 600 corresponden con las RFACl" mas
15007 400 1 | elevadas (Fig. 5).
400
1000 7
s00- 200 200 1 Consumo de oxigeno
o 0 0 Las evidencias mostradas sugerian
R totales R aferente R eferente que los animales tratados con CsA
tenian un aumento en la reabsor-

FIGURA 2. Efecto de la ciclosporina sobre la hemodinamica renal. Panel A:
flujo sanguineo renal medio. Panel B: flujo plasmadtico renal medio. Panel C:
tasa de filtrado glomerular medio estimado por el aclaramiento de creatini-
na. Panel D: resistencias totales renales. Panel E: resistencias intrarrenales
atribuibles a las arteriolas aferentes. Panel F: resistencias intrarrenales atri-
buibles a las arteriolas eferentes, en animales control (n=7) y animales trata-

dos durante 15 dias con ciclosporina 10 mg/Kg.dia (n=6).
* p<0,05, vs. control, “t” de Student.

fraccional atribuible al tibulo distal. En los ani-
males control, la RFACI era menor del 1%, mien-
tras que en los animales tratados con CsA subid
por encima del 10% (p=0,022) (Fig. 4B).

Como era de esperar, la furosemida inhibio la
RFACl" en ambas situaciones (Fig. 4B), aumen-
tando significativamente la excrecion fraccional
de Na* (p<0,005) (Figura 4A).
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cion nefronal de Na*, y que este
aumento podria ser especialmente
notable a nivel del asa de Henle.
Esta variacion en los sitios preferen-
tes de reabsorcion de Na* se exploro
estudiando la estequiometria global
renal aparente entre el consumo de
O, y el trasporte de Na®.

Al comparar ambos parametros en los dos
grupos sometidos a estudio, los valores de con-
sumo de O, y reabsorcion de Na™ se distribuyeron
en torno a dos rectas de regresiéon cuyas pen-
dientes fueron significativamente diferentes entre
si, consumiendo los animales tratados con CsA el
doble de O, que los animales control para reab-
sorber cantidades equivalentes de Na* (p< 0,05)
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FIGURA 3. Efecto de la ciclosporina sobre la inhibicién de la retroalimentacion
tubulo-glomerular por furosemida. Panel A: reduccion de resistencias en la arte-
riola aferente inducidas por furosemida. Efecto del tratamiento con ciclosporina.
ANOVA de dos factores para medidas repetidas, * variable “furosemida”, p=0,036.
# variable “tratamiento con CsA”, p = 0,012; interaccion “furosemida-tratamiento
con CsA”; p=0,303. Panel B: aumento del flujo plasmdtico renal inducido por furo-
semida. Efecto del tratamiento con ciclosporina. ANOVA de tres factores para medi-
das repetidas. *efecto “furosemida”, p=0,001; # efecto “tratamiento con CsA”,
p=0,024. Panel C: aumento de la presion media intraglomerular secundaria a la
reduccion de resistencias aferentes y aumento del flujo plasmatico renal inducidos
por furosemida. Efecto del tratamiento con ciclosporina. ANOVA de dos factores
para medidas repetidas: *efecto “furosemida”, p=0,023; # efecto “tratamiento con
CsA”, p=0,046; efecto de la interaccion “furosemida-tratamiento CsA”, p=0,443.
Panel D: aumento del filtrado glomerular secundario al efecto de furosemida.
Efectos del tratamiento con ciclosporina. ANOVA de dos factores para medidas
repetidas. *efecto “furosemida”, p=0,027; # efecto “tratamiento con CsA”, p=0,231;
efecto de la interaccién “furosemida-tratamiento con CsA”, p=0,234.

(Fig. 6A). El mismo resultado se obtuvo para la
relacién entre el FSR y el consumo de O, donde
cada variacion en 100 mL/min del FSR provocé
un mayor consumo de O, por parte de los ani-
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males tratados respecto a los con-
troles (Fig. 6C).

La estequiometria media del con-
sumo de O,/transporte de Na* fue
significativamente mayor en los
animales tratados con CsA, que en
los controles (Fig. 6B).

Actividad y localizacion de la
Na*, K*-ATPasa:

El estudio de actividad especifica de
la Na*, K*-ATPasa en microsomas
procedentes de la corteza y de la
médula renal de animales control o
sometidos al tratamiento con CsA,
mostraron una mayor actividad
especifica en la médula con respecto
a la corteza. El tratamiento con CsA
inhibio significativamente la activi-
dad Na*, K*-ATPasa de la corteza,
pero no de la médula renal (Fig. 7).
La identificacion de las tres subuni-
dades estudiadas de la Na*, K*-
ATPasa, al, f1 y vy, mostraron resul-
tados similares en los tres casos. A
nivel del tibulo proximal pero no en
el resto de los segmentos de la nefro-
na, la Na*, K*-ATPasa presenta una
distribucion intracelular diferente en
los animales control y en los tratados
con CsA. Mientras que en la situa-
cion control la distribucion es la
esperada por toda la vertiente baso-
lateral, en los animales tratados la
Na*, K*-ATPasa aparece distribuida
por todo el citoplasma, sin un enri-
quecimiento basolateral claro. El
borde basolateral aparece especifica-
mente libre de Na*, K*-ATPasa. En la
Figura 8 se presentan las imagenes
para la tincién de la subunidad y. Se
obtuvieron datos similares para las
subunidades al y 1 (datos no mos-
trados).

DISCUSION

Nuestro modelo se basa en la administracion
de CsA 10 mg/Kg.dia via oral a cerdos miniatura,
durante 15 dias, al cabo de los cuales son evi-
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FIGURA 4. Efecto de la ciclosporina sobre la funcién tubular renal. Panel A: respuesta de la excrecion fraccional a furose-
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dos factores para medidas repetidas. * Efecto “furosemida”, p=0,018; # efecto “tratamiento con CsA”, p=0,022; efecto de la
interaccion “furosemida-tratamiento con CsA”, p=0,028. Panel C: respuesta del gradiente transtubular distal de K+ a la
furosemida. Modificaciéon por la ciclosporina. ANOVA de dos factores para medidas repetidas. * Efecto “furosemida”,
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FIGURA 5. Funcionamiento del tubulo distal. Representa-
cion de las excreciones urinarias de K+ de cada animal
frente a las reabsorciones fraccionales de Cl- por la
nefrona distal. El comportamiento de los animales
“Control” es diferente del de los tratados con CsA. La
RFdCl- es siempre inferior al 5% y existe una relativa
independencia entre la excreciéon urinaria de K+ y la
RFdCI-. En los animales tratados con CsA, las RFdCl- mas
altas se corresponden con las potasiurias mas bajas.

dentes cambios renales funcionales y estructura-
les, a pesar de que las adaptaciones hemodina-
micas producidas impiden ver cambios significa-
tivos en el FG.
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En presencia de CsA, la PA a nivel de la aorta
no vari6, pero aumentaron las resistencias afe-
rentes de modo notable, produciendo una reduc-
cion en la presion de filtracion. En publicaciones
previas hemos mostrado que CsA, igual que
FK506, es capaz de inhibir la sintesis de NO
renal, tanto por la NOS constitutiva como por la
inducible®. El tono de la arteriola aferente esta
controlado principalmente por el balance entre
NO y endotelina, si bien otros agentes como cate-
colaminas y adenosina pueden también actuar a
este nivel. Una inhibiciéon de la sintesis de NO
permite esperar un aumento de resistencias afe-
rentes, que es precisamente lo que nuestros
datos muestran. El efecto beneficioso de los anti-
calcicos sobre la toxicidad de CsA se puede expli-
car en parte porque la accion de los anticalcicos
es fundamentalmente vasodilatadora sobre la
arteriola aferente!?.

En presencia de CsA, también aumenta el
tono eferente. El aumento de resistencias eferen-
tes es mucho menos significativo que el aumento
de aferentes, pero parece suficiente como para
que el FG no descienda de modo proporcional a
la reduccion en la presion glomerular. Conse-
cuentemente, la fraccion de filtracion apenas
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de un epitelio/érgano cuyo transporte de Na+ es totalmente activo. Panel C:
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FIGURA 7. Actividad de la Na+,K+-ATPasa de microso-
mas aislados de la corteza o de la médula renal de ani-
males control o animales tratados durante 15 dias con
CsA 10 mg/Kg/dia.
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varia (21,5%%3,8 vs. 27,4%*1,6).
Asi pues, en el aumento global de
resistencias intrarrenales observa-
do con CsA, un potencial aumento
de angiotensina II, o una inhibi-
cion preferente de la sintesis de
prostaglandinas, no parecen jugar
un papel prioritario.

El tono de la arteriola aferente
forma parte del reflejo renal cono-
cido como “feed-back” tubulo-glo-
merular o retroalimentaciéon tabu-
lo-glomerular (RTG) que se pro-
duce cuando en una nefrona
aumenta el flujo y el trasporte a
través del asa ascendente gruesa
de Henle. Como consecuencia se
produce vasoconstriccion aferen-
te en respuesta a un aumento de
trasporte de Na*, K* y CI13,

Asi pues, uno de los mecanismos
potenciales por los que CsA puede
estar causando un aumento en las
resistencias aferentes es un
aumento en la RTG. Para explorar
esta posibilidad hemos utilizado
furosemida. Furosemida inhibe el
transportador apical Na*: K*:2CI-
del asa ascendente de Henle,
inhibiendo la RTG.

En los animales control, la adi-
cion de furosemida produjo en los
30 min siguientes la caida de
resistencias aferentes, que se

sigui6é de un aumento significativo del FPR, de la
presion media intraglomerular y, consecuente-
mente, del FG. Los animales tratados con CsA
también redujeron sus resistencias aferentes con
furosemida, pero solo alcanzaron unos niveles de
resistencias similares a las basales de los anima-
les control. Consiguientemente, el FPR aumento,
pero los aumentos en presion media intraglome-
rular y FG no fueron significativos, alcanzando
ambos parametros valores similares a los basales
de los animales no tratados. Asi pues, la RTG era
s6lo parcialmente inhibida por furosemida.
Nuestros estudios previos in vitro han mostra-
do que CsA es capaz de inducir apoptosis sobre
las células del tubulo proximal?, y los estudios
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en el asa de Henle y tubulo distal,
ya que a nivel del colector cortical,
la permeabilidad al cloro es baja y
juega un papel fundamental en la
excrecion urinaria de K*15. La inhi-
bicion del transportador Na*: K*:
2Cl" con furosemida reduce maxi-
mamente la RFACI, tanto en con-
troles como en los animales trata-
dos.

Uno de los hallazgos mas significa-
tivos relativos a la nefrotoxicidad
por CsA en clinica humana, rela-
cionada con potenciales efectos
tubulares distintos de los efectos
descritos a nivel proximal, es la
aparicion precoz de hiperpotase-
mia, acompanada o no de acidosis,
con bajas excreciones urinarias de

FIGURA 8: Inmunolocalizacién de la Na+,K+-ATPasa en las células del tibulo
proximal. Rifiones procedentes de animales control (A, B), o tratados con CsA
10 mg/Kg/dia x 15 dias (C, D). Se ha utilizado una tincion con anticuerpos
monoclonales especificos dirigidos contra la subunidad y de la bomba de
sodio. Obsérvese en los detalles (B, control; D, CsA) las diferencias en la dis-
tribucion de la bomba de sodio. Mientras que en los animales control la dis-
tribucién es basolateral, en los animales tratados con CsA, la bomba de Na+
aparece distribuida homogéneamente por todo el citosol sin refuerzo aparen-

te a nivel basal, que aparece libre de tincion.

morfolégicos también apuntan al tabulo proxi-
mal como diana fundamental de la toxicidad por
CsA™. Incluso los efectos hemodinamicos de CsA
implican la inhibicién de la sintesis tubular de
NO por CsA3. Sin embargo, no existen estudios
acerca de las consecuencias que de esta disfun-
cion proximal puede tener sobre el funciona-
miento del resto de la nefrona.

En una aproximacion simplista, una disfun-
cién proximal podria acompanarse de una pérdida
aumentada de Na* urinario. Sin embargo, la EF de
Na* en los animales control, claramente superior
al 1%, cae significativamente a valores por debajo
del 1% con CsA, remedando lo observado en clini-
ca humana. Si el tabulo proximal esta dafiado, y
sin embargo la EF de Na* esta reducida, forzosa-
mente otros segmentos nefronales estan aumen-
tando la reabsorcion de Na* y CI.

Los animales tratados durante 15 dias con
CsA presentan RFACI™ casi nueve veces superior
a la de los controles. El parametro estimado
RFACIl incluye mayoritariamente la reabsorcion
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K*.
acompana a una reducciéon en el
FG de pacientes trasplantados
sometidos a tratamiento con CsA,
suele considerarse como un signo
altamente sugestivo de toxicidad
por CsAlS6,

Después de 15 dias de tratamiento
con CsA, no observamos cambios en el K plas-
matico, pero la excrecion media de K* fue proxi-
ma a la mitad. Dado que casi todo el K* que apa-
rece en orina procede de la secrecion a nivel del
segmento colector cortical de la nefrona, el GTTK
permite valorar dicha funcién. No encontramos
diferencias en el GTTK entre controles y CsA,
pero cuando se inyecta furosemida el aumento de
oferta distal de Na* y Cl" inducido por la inhibi-
cion del transporte en el asa ascendente debe
aumentar la excrecion urinaria de K* y el flujo
urinario distal, reduciendo las diferencias de con-
centracion entre el K* plasmatico y el K* en la luz
tubular (GTTK). Los animales controles redujeron
adecuadamente su GTTK, pero no los tratados
con CsA. Esta dificultad importante en la res-
puesta del tabulo colector cortical al intercambio
de Na* por K" no puede ser atribuida a un hipo-
aldosteronismo primario ni secundario, ya que
las determinaciones de aldosterona y renina
mostraron que ambas hormonas estan aumenta-
das en el grupo tratado con CsA (Tabla 1).

Cuando la hiperpotasemia
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Algunos autores han planteado la posibilidad
de que CsA cause un aumento en la permeabili-
dad al cloro del tubulo colector cortical, produ-
ciendo una situacion similar al Sindrome de
Gordon!7. La mayor permeabilidad al Cl- haria
que el trasporte de Na* se siguiese de reabsorcion
de Cl, no generando el gradiente de potencial
negativo intraluminal necesario para la secrecion
de K* 15, La furosemida desenmascararia este
defecto. A favor de esta hipotesis van los datos
mostrados en la Figura 5, donde al representar la
excrecion urinaria de K* en funcion de la RFACI
se puede ver como todos los valores se disponen
en torno a una hipérbola, en la que al aumentar
la RFd CI, disminuye la excrecién urinaria de K*.
Todos los controles tienen RFd Cl inferiores al
5%, pero no los animales tratados con CsA, en los
que las excreciones urinarias de K* mas bajas se
corresponden con las mayores RFd Cl .

Si nuestra interpretacion de los datos es
correcta, una inhibicion del trasporte de Na* a
nivel del tubulo proximal con desplazamiento
axial de una porcion considerable de la carga fil-
trada y aumento de la reabsorcion de Na* en la
nefrona distal (asa de Henle, tabulo distal y
colector distal) tendria repercusiones importan-
tes en el consumo renal de oxigeno.

El trasporte de sodio en el tubulo proximal
obedece a la reabsorciéon secundariamente activa
de bicarbonato y otras especies (glucosa, amino-
acidos, fosfato) acoplados al trasporte de Na®.
Pero el grueso del trasporte obedece a fuerza de
difusiones pasivas motivadas por el aumento pro-
gresivo de la concentracion de cloro en la luz, que
acababa siendo trasportado hacia el capilar por
vias paracelulares, arrastrando consigo agua y
electrolitos. Aproximadamente del 40 al 60% del
trasporte de Na* en el tubulo proximal es activo.
A nivel del asa de Henle todo el trasporte de Na*
se basa en el funcionamiento de la bomba de
sodio, y el porcentaje de trasporte activo es
mucho mayor.

Asumiendo que una molécula de oxigeno pro-
duce a nivel mitocondrial seis moléculas de ATP,
y que cada molécula de ATP utilizado por la
bomba de sodio trasporta tres moléculas de Na*,
la estequiometria teérica de un epitelio cuyo tras-
porte de Na* fuese totalmente dependiente de
bombas de sodio seria de 18 moléculas de Na*
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trasportadas por cada molécula de oxigeno. En
otras palabras, el trasporte de 1 mmol de Na* en
dicho epitelio requeriria 56 mmoles de O,, si el
epitelio soélo tuviese trasporte activo.

Al relacionar el trasporte renal de Na* con el
consumo de O, por el rinén, observamos que los
datos procedentes de los animales control se dis-
tribuian en torno a una recta con una pendiente
de 31 mmoles de O, consumido por 1 mol de Na*
trasportado. Este dato coincidia con el valor
medio de la estequiometria calculada en cada
animal 30,0 £ 5,9 mmoles de O,/mmol de Na’.
Sin embargo, todos los animales tratados con
CsA presentaban consumos renales de oxigeno
mayores (a pesar de la reduccion en FSR), y sus
datos se agrupaban en torno a una recta diferen-
te, con una pendiente de 67 mmoles de O, con-
sumido por 1 mol de Na* trasportado, semejante
a la estequiometria media determinada en cada
animal: 50,9 + 3,6 mmoles de O,/mmol de Na*,
ambos notablemente préoximos al valor tedrico de
56 atribuible a epitelios con trasporte de Na*
mayoritariamente activo como el asa ascendente
de Henle.

La confirmacion de que este fenomeno se esta
produciendo en la realidad la obtuvimos al estu-
diar la bomba de sodio en los tubulos proximales
y en las asas de Henle procedentes de animales
control y tratados con CsA. Mientras que en el
tabulo proximal CsA (y FK506) producian inhibi-
cion de la actividad de la bomba de sodio, la acti-
vidad de la misma en el asa de Henle permane-
ceria inalterada. En el tabulo proximal de los ani-
males tratados con CsA la Na, K-ATPasa no pre-
sentaba la distribucién basolateral caracteristica,
apareciendo distribuida por todo el citoplasma.
Hallazgos similares han sido comunicados con la
lesion del tubulo proximal durante la isquemia
reperfusion!®.

Por ultimo, no hemos encontrado diferencias
en el manejo del agua que sugieran trastornos a
nivel del tabulo colector medular o papilar.

En conclusién, CsA determina un aumento de
resistencias de la arteriola aferente que reduce el
flujo sanguineo y plasmatico renal, y la presion
intraglomerular. La retroalimentacion ttbulo glo-
merular esta aumentada, aparentemente debido
a un desplazamiento axial en la carga de sodio
procedente del tubulo proximal, primariamente
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danado por CsA. El tubulo colector cortical pre-
senta una secrecion defectuosa de K*, que se
pone de manifiesto tras sobrecargas del segmen-
to. La respuesta del filtrado glomerular, las resis-
tencias intrarrenales y el gradiente transtubular
de K" con furosemida estan alterados en los ani-
males tratados con CsA incluso en presencia de
aclaramientos de creatinina no reducidos de
modo significativo.
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