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INTRODUCCION

El tacrolimus (FK506, Prograf®) fue aislado dc la fermentacion del hongo
Streptomyces Tsukubaensis en el norte de Japon. Es un potente inmunosupresor
especifico de células T. Se ha utilizado clinicamente desde febrero de 1989 aunque
la Food Drug Aditinistration (FDA) lo aprobé en 1994 y 1997 para receplores de
higado y rifién respectivamente (1). S¢ emplea como inmunosupresor de primera
linea en la terapia de mantenimiento del trasplante renal y también se ha cmpleado
como agente de rescate del rechazo agudo del injerto renal. La informacion sobre
su uso e¢n pacientes pedidtricos es escasa.

Es un compuesto heterociclico con peso molecular de 822 daltons. Estudios in
vitro han mostrado que el tacrolimus es 50 a 100 veces mas potente que la
ciclosporina para la inhibicion de interteucina-2 (1, 2).

La ciclosporina (CsA) es un polipéptido ciclico aislado de honge Telypocladium
inflatum gams, lipofilico ¢ insoluble e¢n agua. En la actualidad se dispone de una
nueva formulacién, en forma de microemulsién, que se denomina ciclosporina
Neoral (CsAN). Al igual que los corticoides, el tacrolimus sc utiliza en ¢l
tratamiento de los episodios de rechazo celular, en cambio la CsA s¢ usa en

regimenes terapéuticos de mantenimiento.



Mecanismo de accion

El tacrolimus es un inhibidor de calcineurina. La calcineurina ¢s una enzima
ubicua, proteina hetero.mérica compuesta de una subunidad a-catalitica y una
subunidad B-rcguladora y 1a calmodulina (3). Al igual que la ciclosperina, s¢ une a
una inmunofilina citoplasmatica diferente de la ciclofilina, denominada fugifilina.
El complejo tacrolimus-fugifilina s¢ une a los complejos calcineurina/calmodulina
y bloquea su actividad como fosfatasa, de esta manera evita la desfosforilacion y
translocacion del factor nuclear de activacion de linfocitos, con lo que impide la
transcripcion del gen de interleucina (1L) 2, IL 3, IL 4, IL 5, ¢l factor estimulante
de granulocitos, factor de necrosis tumoral alfa e interferén gama; el efecto final es
una inhibicién en la activacién y proliferacion de células T citotdxicas (2).
También puede alterar la funcidén de la célula epitelial renal tubular, ya que el
neurotransmisor en los nervios simpaticos renales, norepinefrina, regula la -
actividad de la Na’, K' - ATPasa en el tibulo proximal en una manera
bidireccional que estimula adrenorreceptores alfa y beta que es mediada por la
calcineurina (4).

La ciclosporina produce una inhibicion reversible de la activacién linfocitaria
especifica de los linfocitos T. En la superficie del linfocito la CsA se une a un
receptor de membrana y penetra en la célula; posteriormente es transportada al
citoplasma donde se une a la ciclofilina para penetrar a continuacion en el nicleo
celular donde altera la transcripcion del RNA mensajero codificado para linfocinas.

Asi, inhibe especificamente la produccién de IL-2 y disminuye la respuesta del



linfocito precitotoxico a la IL-1. Por cste mecanismo, disminuye la proliferacién de
los linfocitos T activados por la IL-2 y suprime la proliferacion de linfocitos T
citotéxicos; también bloguea la produccién del factor inhibitorio de migracién de

los macréfagos, del interferén y del factor de crecimiento de las células B (2, 5).

Farmacocinética

Después de la administracién oral el tacrolimus se absorbe rapidamente con pico
en la concentracion plasmatica a los 30 minutos. La biodisponibilidad oral varia de
6 a 43% con promedio de 20% (6 - 8). Se absorbe en el infestino delgado y se une
fuertemente a los eritrocitos en la circulacion, resultando en una concentracion de
20:1. En el plasma la droga.se une a prolcinas plasmaticas (>98.8%),
principalmente a la albimina sérica y la glicoproteina 4cida - o - 1. Es
metabolizado por las enzimas del citocromo P450 3A4 (CYP3A4) tanto en
intestino como en higado. Se han identificado por lo menos. 9 metabolitos
hidroxilados y desmetilados (7 - 9). Solamente un metabolito, 31-O-desmetilado
tiene actividad farmacologica similar que ¢l componente original. Tiene una baja
depuracién con una proporcién de extraccién menor de 3% del flujo sanguineo
hepatico. Se elimina principalmente (95 %) por metabolismo hepatico y excrecién
biliar, menos de 5 % se elimina por via renal y no se dializa (8). Debido a su alta
_soxicidad, a que liene una ventana terapéutica cstrecha, una gran variabilidad
interindividual en la biodisponibilidad y a las interacciones medicamentosas, el

monitoreo terapéutico es esencial en los pacientes que reciben este medicamento.



Los nifios requicren mayores dosis cn mg/kg para alcanzar niveles en valle
semcjanics a los adultos, al parecer debide a un aumento en la dcpuraci()n (8, 10).
La CsA se puedc administrar por via oral e intravenosa. Cuando se administra por
via oral se absorbe en el intestino delgado, variando su blOd.lS]ZK)Illbllldad entre 20
y 50 %, conforme el tiempo transcun'e Prec:sa de las sales blllarcs para su
disolucién y posterior absorcién; por lo que aquellas situaciones que dificulten ¢l
paso de la bilis a la segunda porcion de duodeno o alteren su composicién (p €j.
insuficiencia hepatica, drenaje biliar externo) alteraran su absorcion.

La concentracién plasmatica maxima s¢ alcanza a las 3-4 horas de su
administracién oral y la vida media se calcula entre 12 y 17 horas. Circula unida en
70% a las células sanguineas, en especial a los hematies y el resto a las protcinas
plasmaticas. Se. metaboliza en el higado a través del sistema del citocromd P-450
por lo que multiples firmacos que utilizan esla misma via metaﬁélif;a inlerﬁere en
su eliminacién (eritromicina, antagonistas de calcio, dfampic;iﬁa, fcniioiﬁa, eic.)
(11, 12). La CsA y sus metabolitos s¢ excretan ﬁor médio de la bilis exisliendo—
circ.ulacién enterohepatica; menos de 10 % de la CsA adnlirﬁslrada por via oral y
solo 0.1 % en forma metabdlicamente activa se¢ elimina por él rifion, por lo qucl la
insuficiencia renal no altera en forma significativa los niveles de CsA (13). La
nueva presentacién ciclosporina neoral (CSAN), ¢n .comparacién con la CsA
tradicional presema un perfil de absorclon mas uniforme y mas rapido con una

menor influencia de la ingesta concomitante de alimentos.



Efectos adversos

Los efectos adversos del tacrolimus incluyen neurotoxicidad que sc manifiesta en 1
y 2 % con convulsiones tonico-clonicas peneralizadas, de 15 a 25 % desarrollan
parestesias, ccfaleas, fotofobia, pesadillas, hipercsics;as, confusién, coma,
disartrias, psicosis y encefalopatia (10, 14). La incidencia de los efectos adversos
ncurolégicoshes de 8 a 21% y generalmente ceden con la reduccidn de la dosis. De
las complicaciones ectodérmicas figuran la hipertricosis (entre 10 y 50%) y la
hipertrofia gingival (10 - 20 %) (15).

Las alicraciones metabdlicas y endocrinas son la  hiperglucemia,
hipercolesterolemia, hiperprolactinemia, hipotestosteronismo, ginecomastia y
disminucion de la espermatogénesis. La hepatotoxicidad es poco frecuente y
autolimitada produciendo un cuadro enzimético de colestasis y en ¢l paciente con
trasplante de higado es frecuente la coledocolitiasis (16). Se ha réponado efecto
diabetogénic;o que requiere tratamiento con insulina y s¢ presenta en forma
independiente de los niveles sanguineos. La incidelncia de diabetes mellitus
insulino-dependiente en nifios es dcscqnocida y ha sido informada solamente en
algunos pacientes trasplantados (17). Un estudio japonés de 1995 reporta una
incidencia de 22% (18) y un estudio del Hospital Johns Hopkins en 1997 revela
una incidencia de 10% (14).-La CsA no presenta toxicidad medular pero se ha
descrito anemia hemolitica en menos del 1 % que se manifiesta como sindrome

hemolitico-urémico, que es reversible al disminuir la dosis (19).



El tacrolimus favorece la aparicién de infcociones virales asi como enfermedad
linfoproliferativa asociada a virus de Epstein-Barr (20).

El desarrollo de tumores “de novo” es una complicacién documentada; la
incidencia de linfomas no-Hodgkin era de 11% y después de la utilizacion de CsA
incrementd a 27%. El tacrolimus incrementa la incidencia de linfomas enun 13 %
del riesgo habitual de la poblacién general (21).

La incidencia de hipertensién arterial se reporta ¢n un 85% (14, 22) y la etiologia
puede ser multifactorial uniendo el efecto téxico de la CsA, la administracion de
corticoides y el exceso de peso habitual de estos pacientes (21). El rol del sistema
renina-angiotensina ha sido extensamente discutido. Ambos CsA y tacrolimus
estimulan directamente la sintesis de endotelina y su liberacion de las células
renales. Esta liberacion puede participar en una vasoconstriccién renal aguda y
crénica inducida por la CsA ya que esto es reducido por anticuerpos anti-
endotelina o antagonistas de los receptores de endotclina. La CsA también
potencializa la angiotensina 1, induciendo movilizacion de calcio, incrementa los
niveles de endotelina 1 (en el higado y los rifiones) durante el rechazo agudo.
También se ha demostrado que la C$A mejora la actividad del sistema nervioso
simpatico, aumenta la expresion de cnzimaé antioxidantes, inhibe la union de
adenosina con los glébulos rojos incrementando los miveles plasmaticos de la
misma, y también estimula la produccién de tromboxano A2 (3).

La nefrotoxicidad es uno de.los efectos mas importantes de la CsA y ain mas del

tacrolimus que puede manifestarse como trastornos tubulares, desequilibrio



clectrolitico tales como hipercaliemia e hipomagnesemia ¢ insuficiencia renal
aguda; también sc han descrito lesiones tibulointersticiales irreversibles,
semejanics a las observadas con ciclosporina (14). Los mecanismos fundamentales
de nefrotoxicidad inducidos por la CsA y el tacrolimus no son totalmente
entendidos. La toxicidad aguda ocurre en las primeras semanas o en los primeros
meses de tratamiento. La disminucién en la funcién renal est4 relacionada a la
dosis y es principalmente causada por la induccién de constriccion de la artcriola
aferente predominantemente y disminucion en la velocidad de filtracion
glomerular. Hemodinamicamente la toxicidad aguda es usualmente leve y es
reversible al reducir o suspender la dosis de CsA. La nefrotoxicidad crénica es un
dafio progresivo, irreversible y no dependiente de la dosis de la funcién renal
después de la exposicién a largo plazo sin evidencia de rechazo. La toxicidad
cronica esta asociada con el inicio de fibrosis tbulointersticial en el exterior de la
médula y progresando a los rayos medulares de la corteza, atrofia tubular y
cambios hialinos degenerativos caracteristicos en las paredes de- arteriolas,
especialmente las aferentes, las cuales podrian resultar en arteriolopatia obliterativa
y esclerosis glomerular hacia abajo de la circulacién o colapso. Esta lesion es
frecuentemente asociada con hipertension y tubulopatia. El tacrolimus, al igual que
la CsA también induce vasoconstriccién renal con una disminucién de la velocidad
de filtracién glomerular y alta resistencia renal que se ha observado tres meses

después del trasplante. Estos efectos son, en una minima parie, dependientes de los



niveles alcanzados en la fase iemprana posi-trasplanie, pero no por ¢l uso previo de
induccién de la terapia (23).

Los efectos dc inmunosupresion de CsA y tacrolimus rcsullan. ambos dc la
inhibicion de la; calcineurina y de la sobrerregulacion de la transformacion del
factor de crecimiento beta (TGF-p). Estos efectos también pueden resultar en
nefrotoxicidad. La CsA y el tacrolimus son drogas que primero se unen a una
inmunofilina citoplasmatica para crear un complejo droga-proteina que inhiba la
accion de la calcineurina. La calcineurina es una e¢nzima ubicua. La
desfosforilacién del factor nuclear activador de los linfocitos T dependiente de
calcineurina facilita su importacién nuclear. Subsecuentemente, el factor nuclear
de activacion de células T induce la generacion de citoguinas, las proteinas de la
superficic celular y las proteinas unidas a DNA. La inhibicién de la calcineurina
previene la transcripcidn del mRNA de los genes codificadores de IL-2 v otras
citoquinas tales como IFN-y, IL.-3, IL-4, IL-5 y TNF-o. Sin embargo, la CsA
inhibe la actividad de la calcineurina solamente en un 50% en niveles sanguincos
sostenidos y en un 70 % en el pico maximo. Mientras que el tacrolimus se reporta
de 50 a 100 veces mis polente en cuanto a ésta accién. La calcineurina estd
localizada en los tilbulos proximales, los tubulos colectores corticales y medulares
de las ramas ascendentes. La calcineurina regula la activacion de la Na* - K -
ATPasa en el epitelio renal. En los tibulos colectores, la CsA y ¢l tacrolimus
disminuyen la actividad de la Na*- K* - ATPasa cn un 35 y 85 % respectivamente.

Ambos regulan 1a produccion de las tres isoformas TGF-$, TGF-B1, -2 y -f3. El



TGF-§ probablemente contribuye con ambos inmunosupresores (CsA v
tacrolimus) cn la fibrosis deletérea (24). El TGF-B aumenta ¢l deposito dc matriz
extracelular, por estimulacion directa de sintesis de componentes individuales de la
misma; bloquea la degradacién de la matriz por disminucion de la sintesis de
proleasas v cstimulacién de inhibidores de proteasa tales como el inhibidor del
plasminégeno activado — 1 (PAI- 1) (25). Tambi¢n incrementa la preduccién de
endotelina-1, y la actividad simpatica del rifidn. Sin embargo parece que la
inmunosupresion y los efectos nefrotoxicos de CsA y probablemente del
tacrolimus estan enlazados en la inhibicién de la actividad fosfatasa de la
calcincurina que conduce a una reduccién de citoquinas y a una estimulacién del
sistema renina-angtotensina, ¢l cual regula TGF-p. El desarrollo de las lesiones
fibrosas tbulointersticiales de la nefropatia crénica pucde ser dependiente de un
balance entre la generacion de TGF-p que promueve la fibrosis y las citoquinas que
la inhiben (26). Un pardmetro temprano de la nefrotoxicidad es vacuolizacidn
tubular, si s¢ administra el tacrolimus por largo tiempo se asocia con hialinosis

arteriolar y fibrosis intersticial, previamente descritos con ciclosporina (27).

Presentaciones farmacéuticas

Prograf® = Tacrolimus.

Cipsulas de 1 y 5 mg de tacrolimus anhidro. Cajas con 10, 30, 50 capsulas.



Ampolletas de 1 ml solucion estéril que conticne 5 mg/mL de tacrolimus anhidro
para uso intravenoso (8).

Sandimmun® Neoral = Ciclosporina.

Cépsulas cn una microemulsion: Neoral®:25 mg, 100 mg.

Capsulas: Sandimmun®: 25 mg, 50 mg, 100 mg.

Inyeccién: 50 mg/ml. (5 mL).

Solucién oral: Sandimmun®: 100 mg/mL (50 mL). Solucion en microemulsion,

Neoral®: 100 mg/mL. (6, 7).

Sindrome nefritico

El sindrome nefrédtico (SN) se caracteriza clinicamente por la asociacién de edema,
oliguria, proteinuria, hipoalbuminemia e hipercolesterolemia. Puede aparecer en
cualquier edad, durante el curso de enfermedades renales o sistémicas con
involucro renal,

Ea lesién histolégica mds frecuente en nifios es la de cambios glomerulares
minimos con fusién de los podocitos en la micrascopia electronica, sin depositos
en la inmunofluorescencia. En algunos casos se encuentra proliferacion mesangial
difusa ¢ esclerosis glomerular focal y segmentaria, pueden estar presentes
depositos de IgM o C3.

Aproximadamente 10% de los nifios con SN no responden al tratamiento con
esteroides y presentan complicaciones extrarrenales del SN, ademas del riesgo de

desarrollar insuficiencia renal cronica terminal (28, 29).
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Sindrome nefrético experimental

Existen diferentes modelos animales de sindrome nefrotico utilizando nucledtidos
como aminonucleosido de puromicina (ANP) o adriamicina y se han caracterizado
la secuencia de eventos clinicos ¢ histopatnldgicos (25, 26).

La induccidn de nefrosis por el aminonucleésido de puromicina en ratas ha sido
estudiada exiensivamente desde la primera descripcion en 1955 . La enfermedad
puede ser inducida por una sola inyeccién intravenosa ¢ subcutinea 150 mg/kg
diluida al 2% en solucion salina isoténica, (25, 29) o por inyecciones
intraperitoneales diarias (3) hasta llcgar a la dosis 1otal de 15 mg por 100 g de peso
corporat. El mecanismo de la proteinuria ha sido foco de investigacién. Diversos
experimentos con peroxidasa aniénica, neutral y catiénica indican una pérdida
temprana de la barrera con carga selectiva para la filtracién glomerular. Las
principales lesiones ultraestructurales fueron vacuolizacién de podocitos y fusién
total de pedicelos con pérdida de hierro coloidal — polianion reactivo del estrato en
la superficie epitclial adyacente a la membrana basal. Los glomérulos
generalmente son de celularidad normal (29) pero también hay proliferacion
mesangial (3) con membrana basal capilar muy delgada. Las cpsulas d¢ Bowman
dilatadas muestran numerosas vacuolas. Los espacios urinarios se¢ encuentran
ensanchados y pueden contener precipitados hialinos. El epitelio tubular se apiana
con medios acidofilos focales. El intersticio exhibe esparcidos linfocitos y otras

células mononucleares. Los vasos son normales (29).
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La evolucion cn ¢l tiempo se-ha descrito de la siguiente mancra: las ratas
desarrollan proteinuria en los dias 4 a 30 y presentan hipoproteinemia en los dias 4
a 16, que se considera la etapa ncfrdtica, posteriormente la proteinuria va
desaparecicndo después del dia 30, también hay incremento en los lipidos séricos
incluyendo colesterol, triglicéridos, lipoproteinas de-alta y de baja densidad durante

la etapa nefrética (30). -

Tacrolimus y ciclosporina en sindrome nefrético

La ciclosporina y tacrolimus ¢jercen sus propicdades inmunosupresoras cn
caminos similares de transduccion intracelular. La ciclosporina A (CsA) ha
demostrado ser 1til en el manejo del sindrome nefrético idiopatico tanto de primera
intencidon como en 163 casos de corticorresistencia, corticodependencia y recaidas
frecuentes v el porcentaje de remisién se informa de 36-87%, segiin la serie.
También Ia CsA es capaz de disminuir la proteinuria en ratas nefroticas, ain
cuando en el modelo animal el sindrome nefrético se debe al efecto téxico de un
firmaco y no a un trastorno inmunologico como puede suceder en la prictica
clinica, de esta manera hay dos acciones de la CsA ¢n ¢l sindrome nefrético, la
primera ¢s la accidn inmunolégica, presumiblemente dirigida al factor de
permeabilidad glomerular secretado por linfocitos T, la segunda accidon no es
inmunologica v se debe tanto a una disminucion cn la velocidad de filtracion
glomerular como a la disminucion de la permeabilidad a 1a albamina por la pared

capilar glomerular (26 - 31). En el caso especifico del modelo nefrético por ANP
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se ha postulado que la CsA tiene efecto benéfico al aumentar la expresion de
cnzimas antioxidantes (30). El mecanismo decl efecto antiproleinirico del
tacrolimus cs probablemeniec multifactorial y puede variar scgun la lesion
histologica. Los diversos modos de accion incluyen; inhibicion de células T
mediadas por la produccion de linfocinas, mejoria en la permeabilidad selectiva de
la membrana basal glomerular independiente de la prc;duccibn de linfocinas,
correccidon de un defecto inmunolégico fundamental o una reduccién de la
filtracién glomerular (32- 33). En contraste con la ciclosporina, el tratamiento de
sindrome nefrdtico con tacrolimus ha sido reportado en pocos ¢asos con buenos
resultados aun en pacientes que no habian respondido a ciclosporina (Shapiro),
también se han documentado casos por diversos grupos de trasplante en donde
pacientes con proteinuria £nasiva mejoran al ser convertlidos de ciclosporina a
tacrolimus (34 - 37). |

McCauley y Shapiro en 1993 realizan un estudio piloto utilizando tacrolimus para
el manejo de sindrome nefrético corticorresistente. Siete pacientes con sindrome
nefrético corticorresistente fueron tratados con tacrolimus oﬁmo monoterapia a
dosis de | 0.15 mg/kg/dia. Todos los pacientes habian sido tratados con
corticoesteroides (prednisona), de los cuales ademas dos recibieron ciclofosfamida,
dos mas ciclosporina y uno clorambucil. Cuatro pacientes fueron nifios (edad entre
2.5 — 13 afios) con lesiones histopatologicas de glomerulonefritis con esclerosis
focal, tres fueron adultos (edad de 20 - 40 afios) con glomerulonefritis

membranosa, membranoproliferativa y proliferacién mesangial. Se observaron tres
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patrones de respuesta al tratamiento: reduccion de proteinuria a niveles normales,
respuesta parcial (50 % de reduccidn) y sin mcjoria de la proteinuria. Todos los
pacienles excepto uno, cxperimentaron una reduccién minima de 50 % en la
excrecion urinaria de proteinas. El maximo beneficio ocurrié ¢n la mayoria de los
pacientes dentro de los dos primgros meses. La duracion del tratamiento en
promedio fue de 5 a 14 meses (36).

En las ratas nefroticas tratadas con APN, la retencion de sodio esta asociada con
incremento de la actividad de la Na* K™ -ATPasa en la cortical de los tibulos
colectores (CTC). Deschénes y Doucet realizaron un estudio en sindrome nefrotico
experimental, donde evaluaron si la estimulacién d;, la Na* K" -ATPasa en la
corlical de los tibulos colectores es una caracteristica de otros sindromes
nefroticos experimentales, si podria ser responsable de la retencién renal de sodio y
si esto es mediado por incremento plasmdtico de los niveles de vasopresina ¢
activacién de calcineurina. Para éste proposito el tiempo de excrecion urinaria de
sodio y proteinas, balance de sodio; ascitis, y la actividad de la Na" K" -ATPasa en
microdisecciones de CTC fueron estudiados en ralas con nefréticas por APN o
adriamicina o nefropatia por HgCl. Los rotes de la calcineurina y vasopresina en
nefrosis por APN fueron evaluados midicndo los parAmetros en ratas Brattleboro y
en ratas Sprague Dawley, Brown Norway y Long-Evans tratadas con ciclosporina
y lacrolimus a dosis de 8 y 4 mg/kg/dia respeclivamente. A pesar de los diferentes
patrones de cambios en la excrecién urinaria de sodio y proteinas en los tres

modelos de sindrome nefrético, hubo una relacién lineal entre la actividad de la
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Na" K" -ATPasa cn los CTC y la excrecion de sodio en 1os tres casos (p<(1.001).
Los resultados también indicaron que no hubo correlacion entre la proteinuria y la
retencion de sodio, pero la ascitis estuvo presenic solamente cuando la proteinuria
estuvo asociada con marcada reduccion de excrecion de sodio. Finalmente, la falta
de vasopresina en ratas Brattleboro o la inhibicion de calcineurina por
administracion de ciclosporina o tacrolimus no previene desarrollo de sindrome
nefrético en ratas tratadas con APN o la estimulacién de la Na*K* -ATPasa en los
CTC. Se concluye que la estimulacion de 1a Na* K* -ATPasa en los CTC en ratas
nefroticas podria ser responsable de la retencién de sodio y que éste fendmeno es
independiente de la proteinuria, de-la vasopresina y de la actividad de la calcinerina

(38).
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OBJETIVO

Estudiar el efecto del tacrolimus y la ciclosporina sobre la proteinuria ¢n ratas

nefroticas.
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JUSTIFICACION

La ciclosporina, un inhibidor de calcincurina menos potente que el tacrolimus es
capaz de disminuir la proteinuria tanto en pacicntes como en modclos animales de
sindrome nefrético. Existen reportes clinicos que sugieren que el tacrolimus puede
ser de utilidad en ¢l manejo de los pacientes con sindrome nefrético. No existe
informacion en la literatura acerca del efecto del tacrolimus sobre 1a proteinuria del

sindrome nefrotico experimental.
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HIPOTESIS
Si e tacrolimus es mas potente que la ciclosporina como inhibidor de calcincurina,
suponemos que ¢s por lo menos 30 % mas eficaz que la ciclosporina para reducir la

proteinuria en ratas con sindrome nefrético experimental.
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MATERIAL Y METODOS
Diseiio experimental

Se realiz6é un estudio prospectivo, comparativo, longitudinal, experimental, con
cuatro grupos de ratas Wistar macho, de 6 a 8 semanas de edad, con acceso libre al
agua vy al alimento, colocadas en jaulas metabolicas para recoleccién de orina.
Grupo .- A seis ratas se les inyectd ANP 150 mg/ke via subcutanea, diluido al 2%
en solucion salina isotdnica, dosis anica. Cuatro dias después de la inyeccion de
ANP recibieron tacrolimus 0.3 mg/kg/dia via oral diluido en 0.3ml de aceite de
maiz durante diez dias.

Grupo IL- Seis ratas a quienes se les inyectd ANP 150 mg/kg via subcutanea,
diluido al 2% en solucién salina isotonica, dosis tinica. Cuatro dias después de la
inyeccion de ANP recibieron ciclosporina en microemulsion 20 mg/kg/dia, diluida
en 0.2mL de aceite de maiz durante diez dias.

Grupo ITL- A seis ratas se les inyecté ANP 150 mg/kg via subcutdnea, diluido al
2% en solucidon salina isoténica, dosis iinica. Cuatro dias después de la inyeccion
de ANP rccibicron 0.2ml. de accite de maiz durante diez dias (25, 29).

Grupo IV. Seis ratas testigo "puro”, no recibieron ANP. Se les administr6 0.2mL
de aceite de maiz via oral durante 10 dias.

En los cuatro grupos s¢ administraron los preparados con pipeta graduada

automatica de 2 pasos. En todos los grupos s¢ cuantificd proteinuria de 24 horas

19



durante 14 dias. En ¢l dia 15 sc sacrificaron y s¢ determiné colesterol, triglicéridos,
creatinina. nitrégeno ureico, proteinas totales v sus fracciones en sangre. Los
rifiones se extrajeron para cstudio anatomopatoldgico, se les realizaron cortes
histolégicos del tejido renal con tincién de hematoxilina y cosina en basqueda de
datos de toxicidad y de los hallazgos caracteristicos del modelo de sindrome
nefrdtico experimental.

Dado que los animales con sindrome nefrético tienen susceptibilidad al desarrollo
de infecciones, principalmente por gérmenes encapsulados sc extremaron las
medidas de higiene en ¢l bioterio para disminuir el riesgo de ;nfeocioncs, para lo
cual los animales fueron manipulados con guantes estériles, cambio diario de jaula

metabdlica asi como cambio diario de agua purificada y alimento.

Método cuantitative de proteinuria por medio del Acido Sulfosalicilico.

Fundamento:

La proteina es precipitada por ¢l dcido sulfosalicilico; este precipitado desarrolla

una turbidez homogénea, 1a cual ¢s comparada colorimétricamente con la

producida por cantidades conocidas de albimina.

Reactivos:
1) Acido sulfosalicilico (ASS) al 3 %. Se disuclven 30g en

cantidad suficiente para completar 1000 mL de agua destilada.
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2) Solucion salina isoténica.

Material:

1) Tubos de vidrio de 150 x 15 mun,
2) Celdillas para leer en Coleman Jr.
3) Fotocolorimetro Coleman Jr.

4) Pipeta de vidrio.

5) Pipeta graduada automatica de dos pasos.

Procedimiento:

1) A 4.0 mL de orina agregar 6.0 mL de ASS al 3 %. Mezclar bien.
2) Preparar un testigo, usando 4.0 ml de orina y 6.0 mL de
solucién salina.

3) Leerdespués de 5 minutos a 660 nm en fotocolorimetro

Coleman Jr., poniendo a 100% de transmitancia el testigo.

Curva de calibracién:

1) Determinar el contenido de proteinas de una solucién conocida (suero
humano, albamina Armour, efc.).

2) Preparar estindares de 10 a 100 mg/dL por disolucién con

solucién salina.
3) Hacer una grafica comparando porciento de transmitancia versus
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concentracion (39-41).

Métedos de determinacion de colesterol, triglicéridos, protcinas totales,

albimina, globulinas, nitrégeno ureico

Creatinina

La creatinina sérica se determing por medio del método Jaffe,

Proteinas totales

Se cuantificaron por medio del método Biuret.

Albimina

Se determind con la técnica Verde Bromucresol.

Colesterol

Se cuantificd con la técnica de Trinder.

Urea

Se determino a través del método de Friedman.
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Todos se procesaron en un aparato Monarch plus de Instrumentation

Laboratory.

Criterios de exclusién

Animales que padecieron alguna enfermedad durante la administracion subcutanea

de ANP.

Criterios de eliminacién

Ratas que desarrollaron algin proceso infeccioso. Fueron vigiladas diariamente por

Médico Veterinario.

ANALISIS ESTADISTICO

Las diferencias entre los 4 grupos se analizaron con la prueba ANOVA,
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TAMANO DE LA MUESTRA

Se realizo el clculo con ayuda del programa de computo Sigmastat version 1.0,
considerando un valor de alfa de 0.05 y beta de 0.999, consideramos encontrar una
diferencia en ¢l control de la proteinuria con tacrolimus de por lo menos 30% con
respecto al grupo que recibe ciclosporina, con lo que se calcula un tamaiio de
muestra de 4 sujetos de estudio, y se decide ampliar a 6 sujelos.

En la Tabla 1 se muestran los valores esperados para las determinaciones séricas de
albiimina, colesterol y triglicéridos asi como la proteinuria en las ratas nefréticas y

ratas normales (42, 43).

Tabla 1. Determinaciones bioquimicas en ratas nefréticas y ratas normales.

F)eteminaciones Nefréticas Normales
IColesterol mg/dL 1 3921092 132+ 127
Triglicéridos mg/dL - 202 £ 92 405+26
Alblimina g/dL - 0.48£0.5 29+03

Proteinuria (mg/24h) 308110 0
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RESULTADOS

Todas las ratas que recibieron ANP desarrollaron sindrome nefrético. Como se ha
referido en la litcratura para ¢l modelo de sindrome nefrético la proteinuria
comenzo en ¢l dia 4, llegando a tener el pico maximo en ¢l dia 10, permaneciendo
hasta el dia 15 en que se terminé el estudio. La concentracién de proteinas en orina
fue diferente en los 4 grupos. En la Tabla 2 se describe la proteinuria en los
diferentes grupos en los dias 3, 6, 9 y 13 posterior a la administracién de APN. Se
puede apreciar que en el dia 3 los grpos de ratas nefroticas tuvieron una
proteinuria similar. Las diferencias en el efecto de CsA y tacrolimus sobre la
proteinuria son aparentes desde el dia 6 y significativamente diferentes en el dia 9.
Las ratas del Grupo II, que fueron las que se trataron con ciclosporina, tuvieron
reduccion de 25 % de la proleinuria en comparacion con las ratas nefréticas sin
CsA o tacrolimus (Grupo III), pero la diferencia no fue significativa con p > 0.05,
al prolongar la prueba unos dias maés, la diferencia estadistica hubiera sido
significativa. Las ratas del Grupo I, que recibieron tratamiento con tacrolimus
incrementaron la proteinuria 64 % en comparacion con el Grupo II (ratas
nefriticas), y 46.8 % con con respecto al Grupo III con diferencia significativa y
una p < 0.05. Como es de esperarse el grupo de ratas controles o bianco (Grupo IV)
no tuvo variacioén en la proteinuria durante ¢l experimento. La Grafica I muestra las

diferencias entre los cuatro grupos.
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Proteinuria {(mg/h)

12 -

10 A

Tab!a 2. Proteinuria (mg/h) en coleccidn urinaria de 24 horas en los dias 3, 6,

9y 13 en los 4 grupos de ratas.

Dias Grupo I Grupe I Grupo III Grupo IV
posteriores a la | Tacrolimus | Ciclesporina | Nefréticas Controles
administracién P <0.05 P>0.05

de APN )
Tercero 032 + 0211 0.10 + 0.04 | 0.29 + 0.14 | 0.05 + 0.02
Sexto 1069 + 2.14( 853 + 2.00 | 7.03 + 1.68 | 0.05 = 0.06
Noveno 14.10 & 2431 9.22 £ 299 | 921 + 274 | 0.09 £ 0,00
Decimotercero | 13.50 + 1.36] 632 + 1.62 [ 857 + 1.88 | 0.18 + 0.11

Grifica L Evolucion de la proteinuria en los cuatro grupos de ratas.

—e&— Control nefrética

—O— Ciclosporina
-—— Tacrolimus
—o— Tesligo

Tiempo {dlas}
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Las variables biogquimicas (creatinina, urca, nitrégeno urcico, proteinas totales,

albiimina, colesterol y triglicéridos) en los 4 grupos sc muestran cn la Tabla 3.

Todos los grupos nefréticos tuvicron hipoalbuminemia, hipercolesterolemia ¢

hipertrigliceridemia.

Puede

apreciarse  que la

hipoalbuminemia e

hipercolesterolemia fueron mas acentuadas en el grupo de ratas que recibio

tacrolimus (Grupo I} que cn ¢l resto de ratas nefréticas (Grupo IT, Grupo HI), con

una diferencia significativa p < 0.05,

Tabla 3. Variables bioquimicas determinadas en los 4 grupos de estudio.

Variables Grupo 1 Grupo Il Grupo HI Grupo IV
Tacrolimus Ciclosporina Nefréticas Controles

BUN 1533 & 1.17 | 22.83 £ 4.11 | 17.66 £ 2.18 | 12.50 + 1.50
mg %
Creatinina 061 £004 | 071 £ 007 | 0.71 £ 0.04 | 0.85 £+ 0.05
g/dL

Colesterol 193.1 £ 26,60 | 180.8 £ 3975 | 165 £ 22,99 | 7833 £ 268
mg%
Triglicéridos [ 335.1 + 123.7{ 1473 + 40.95 (3332 + 1459 | 465 + 5.75
mg¥
Proteinas 556 + 031 5.43 = 0.19 558 + 0.52 | 545 = 0.55
totales g% -

Albiimina 225+ 010 | 248 £ 0,18 248 £ 022 | 280 £ 020
g%

El hallazgo histologico mds frecuente en los rifiones de todas las ratas nefréticas

fue la proliferacién mesangial. En la tabla 4 se muestran los hallazgos histoldgicos

en los cuatro grupos dc ratas.
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Tabla 4. Hallazgos histopatologicos en los 4 grupos de ratas,

Grupe I Grupo II Grupo 111 Grupo IV
Proliferacién Proliferacion Proliferacién Proliferacion
mesangial mesangial mesangial leve mesangial
moderada. minima, difusa. leve difusa.
Hidronefrosis, Proliferacién Hiperplasia Hiperplasia
proliferacion mesangial mesangial de leve | mesangial
mesangial de minima. a moderada difusa. |leve difusa.
leve a moderada.

Proliferacion Proliferacién Proliferacién Proliferacion
mesangial difusa | mesangial leve, | mesangial leve, mesangial
leve, nefritis nefritis tibulo dilatacién del leve, algunos
tabulointersticial | intersticial focal | sistema tiibulos
cronica focal leve. pielocalicial dilatados.
unilateral.

Proliferacién Proliferacién Proliferacién Congestién
mesangial difusa | mesangial leve mesangial leve, vascular leve.
leve, nefritis difusa, nefritis dilatacion tubular
tibulointersticial | tGbulointersticial | focal.
leve difusa. focal y necrosis

tubular aguda

focal.
Proliferacion Proliferacion Proliferacién Sin
mesangial difusa | mesangial leve. | mesangial difusa | alteraciones
leve, nefritis leve, hidronefrosis,
tibulointersticial nefritis
leve, focal plus, tibulointersticial
menos del 50 %, difusa leve,
necrosis tubular necrosis tubular
aguda. aguda focal.
Proliferacién Proliferacion Proliferacién Sin
minima mesangial muy | mesangial minima, | alteraciones
segmentaria leve, nibulos hidronefrosis,
focal, cilindros | dilatados, 1ibulos con
hialinos, infiltrado vacuolizacién,
dilatacién tubular | inflamatorio necrosis aislada,
y vacuolizacién | intersticial inflamacién
de los tabulos. multifocal. intersticial focal.
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DISCUSION

Desde la década de los ochentas la ciclosporina ha sido la base de la terapia
inmunosupresora en pacientes con trasplante renal. Mas recientemente, su primacia
fue cambiada por ¢l tacrolimus, también inhibidor de la calcincurina. Aun
comparando el tacrolimus con la nueva microemulsion de ciclosporina (Neoral), el
tacrolimus ¢s todavia superior en la prevencion de rechazo, especialmente en
rechazos clinicamenie graves y refraclarios (27). Sin embargo, en sindrome
nefrético la ciclosporina con sus acciones inmunolégicas y no inmunoldgicas es
una terapia que s¢ puede usar de primera instancia o en casos de
corticodependencia y corticorresistencia, con buenos resultados. El tacrolimus no
ha sido demostrado que sea eficaz en el sindrome nefrdtico, los reportes son
escasos y se tratan de casos aislados de pacientes con proteinuria masiva que
mejoraron incluso al convertirlos de CsA a tacrolimus.

En nuestro estudio el tacrolimus no disminuyé la proteinuria en ratas con sindrome
nefrotico experimental, al contrario, la incrementd en 66 %, mientras que la
ciclosporina 1a redujo en 25 %, Esto debido posiblemente a que ¢l tacrolimus es
una droga muy nefrotdxica. En el estudio piloto realizado por McCauley y Shapiro
(1993) de sicte pacientes con sindrome nefrotico corticorresistente, el tacrolimus
indujo remisién parcial en tres pacientes y remision completa en tres. Tres de los
siete pacientes habian sido tratados previamente con ciclosporina (36). En nuestro

estudio las scis ratas tratadas con tacrolimus incrementaron su proteinuria. Las
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acciones de Ja CsA en cl sindromc nefrotico cstdn bicn determinadas; la
inmunoldgica presumiblemente dirigida al factor de permeablidad glomerular
secretado por los linfocitos T y la no inmunolégica que consiste en la disminucion
de la permeabilidad a la albimina, disminucién de la filtracién glomerular y en el
caso del modelo nefrético por ANP al aumentar la expresion de enzimas oxidantes.
El tacrolimus por ser 50 a 100 veces mas potente ¢n cuanto a la accion
inmunoldgica se pensé que disminuiria la proteinuria con mejor eficacia que la
CsA, sin embargo sus efectos nefrotbxicos, como se observa en los hallazgos
histopatoldgicos, no solo impidieron este efecto, sino que inclusive aumenté la
excrecion urinaria de proteinas.

La dosis de tacrolimus como terapia de mantenimiento de inmunosupresion es de
0.1 a 0.15 mg/kg y se ajusta.con los niveles séricos, en nuestro estudio fue de 0.3
mg/kg/dia, que se usa en la terapia de rescale en pacicntes con rechazo del injerto
renal (44, 45). En diferentes estudios realizados en ratas para otros fines, las dosis
son muy variadas de 4 mg/kg (46) (como inmunosupresor de trasplante intestinal
. en ratas, para valorar su toxicidad y eficacia mediante cronofarmacologia), de.
I mg/kg y de 0.3 mg/kg (47) (en un estudio que combinan efecto de tacrolimus y
FTY720 en trasplante hepatico en ratas). No fue posible realizar determinaciones
de niveles séricos de tacrolimus en nuestro estudio que se asociaran a
nefrotoxicidad, pero si se realizaron los estudios histopatologicos de los rifiones.
Al igual que en otros estudios, la etapa nefrética se desarroll6 a partir del cuarto dia

y persistié hasta el dia 15, que fue cuando concluyé el estudio, ya que se refiere
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que persiste hasta el dia 30. En cstudios previos la protcina A, con peso molecular
de 206 kD, aparece desde el dia cuatro. Las concentraciones urinarias de albiimina,
proteina C y proteina D llegan a ser similares en los hallazgos séricos durante la -
intensa hipoproteinemia. Ha sido demostrado que las proteinas dc alto peso
molecular tales como los factores de coagulacion VIII (330 kD) y XI (160 kD) y
ceruloplasmina- (124 kD) sen excretadas en la orina de las ratas nefroticas. Asi
mismo, la actividad aumentada de la cnzima convertidora de angiotensina
encontrada en estas ratas ha sido atribuida al incrementar las pérdidas del plasma
debido a la alteracién de la filtracion glomerular (48). Todas las ratas de nuestro
estudio mostraren hipertrigliceridemia, hipercolesterolemia, hipoalbuminemia,
pero fue mas pronunciada en las que recibieron tacrolimus, que se puede explicar
por la falta de respuesta al tratamiento y no concuerda con los informes que narran
que la hiperlipidemia es mejor controlada, incluso cn pacientes que previamente se
trataron con CsA ( 27 ).

Se observé como principal hallazgo histopatolégico la proliferacién mesangial
acompafiada de dilatacion de los tiibulos. Como se informd en estudios previos los
cambios de 1os rifiones nefréticos secundarios a 1a administracién de ANP incluyen
proliferacién mesangial y dafio celular epitelial, que fue observado en uuestro
estudio, con obliteracién de los pedicelos, microvellosidades y desprendimiento de
las células epiteliales de la membrana basal glomerular (43). Los datos de
nefrotoxicidad sc observaron principalmente en las ratas tratadas con tacrolimus y

fueron la vacuolizacién de los tibulos y la ncfritis tibulointersticial. Se
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encontraron datos de hidronefrosis cn vartas ratas de diferentes grupos, por 1o que
no sc puede determinar si el tratamiento recibido influyd en su aparicion, y no se
encontraron lesiones vasculares.

En conclusién, a pesar de que ¢l tacrolimus y la CsA son inhibidores de 1a
calcineurina y el primero s¢ ha descrito de 50 a 100 veces mas potente en cuanto a
ésta accion, no mejoré la proteinuria en ratas con sindrome nefrético experimental;
al contrario, e! tacrolimus la incrementd en 66 % mientras que la CsA la redujo en

25 %. Esto debido posiblemente a la nefrotoxicidad del tacrolimus.
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