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RESUMEN

Introduccion: algunos estudios han dem-
ostrado que el tratamiento con ciclosporina A
(CsA) iniciado tempranamente en la diabetes se
asocia con una disminucién de los requerimien-
tos de insulina. No obstante, los beneficios de
este tratamiento aun no han sido claramente
establecidos. En el presente trabajo, se analiza
el efecto de la CsA en ratas diabéticas y con-
troles inyectadas con CsAy su dependencia de
insulina (l) en la nefrotoxicidad.

Materiales y métodos: ratas Wistar ma-
chos fueron divididos en controles y diabéticas
(65 mg/kg). Las ratas controles y diabéticas
fueron tratadas con 25 mg/kg de CsA durante
30 dias. A un grupo de ratas diabéticas se les
inyect6 2 U/dia de | por 10 dias y se continuo
con 0,5 U/dia por 20 dias mas; a otro grupo
de ratas diabéticas se las tratdé con CsAy las
mismas dosis de | en tiempos iguales. Se reali-
zaron las siguientes determinaciones: gluce-
mia, ingesta de agua, diuresis, calicreina (cal),
proteinas (P) y creatinina urinaria (CU).

Resultados: en ratas controles, la CsA
no modificé las glucemias, pero aumentod la
ingestion de agua, diuresis y Cal, P y CU. En
los animales diabéticos se observd aumento
de la glucemia, agua ingerida, diuresis, CUy P
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urinarias, con disminuciéon de Cal urinarias.
Cuando los animales diabéticos fueron inyecta-
dos con | (2 U/dia) se observé una disminucion
de las glucemias a los 10 y 30 dias, con caida
en laingestion de agua y diuresis, y valores nor-
males de Cal y P, en tanto que en los diabéticos
mas 0,5 U/dia de |, aumentaron los valores de
glucemias como asi también de agua ingerida,
diuresis, Cal y P urinarias. Las ratas diabéticas
con CsA mostraron un significativo aumento de
las glucemias, agua ingerida, diuresis, Cal y P.
Cuando las ratas diabéticas mas CsA fueron
inyectadas con | (2 0 0,5 U/dia), las glucemias
descendieron a valores normales con ambas
dosis a los 10 o 30 dias. Si bien ambas dosis
de | disminuyeron el 56% el agua ingerida y
el 54% la diuresis, no alcanzaron los valores
normales. También la actividad de Cal, Py CU
estuvo significativamente aumentada.

Conclusiones: los resultados observados
muestran un critico deterioro renal en ratas
controles y diabéticas tratadas con CsA. Apesar
de que la disminucion de los requerimientos de
| de 2 a 0,5 U/d redujo la glucemia a valores
normales, el efecto de la CsA provocé un sig-
nificativo deterioro de la funcién renal.

Palabras clave: ciclosporina, diabetes, cali-
creina, proteinas, insulina.

SUMMARY

Introduction: Several studies have dem-
onstrated that CsA treatment started early in
diabetic state is associated with a decrease of
insulin (I) dependence. Nevertheless, the sus-
tained benefits of CsA treatment are not clearly
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established. The present studies were performed
to analize the effect of CsA in diabetic rats and
the | dependence on renal nephrotoxicity.

Materials and methods: male Wistar rats
were divided in Controls and diabetics. Control
rats were treated with CsA (25 mg/kg) during 30
days. A diabetic group was treated with | (2 U
for 10 d and followed by 0.5 U/d for 20 d more).
Another diabetic group was injected with CsA
and the same dose of | and time. The follow-
ing determinations were performed: glycemias,
water intake, diuresis, kallikrein (K), protein (P)
and urinary creatinine (UC).

Results: the effect of CsA did not modified
the blood glycemia values in control rats, but
increased the water intake, diuresis and UC, K
and P. When the diabetic animals were injected
with 2 U/d of |, a decrease of glycemia at 10 or
30 d were observed, with a fall in water intake,
diuresis and normal values of K, P and UC,
meanwhile in the diabetic rats with 0.5 U/d of |
increase the glycemia values and water intake,
diuresis, K and P. The diabetic rats plus CsA
showed a significant increase of glycemias,
water intake, diuresis, K and P. CsA diabetic rats
injected with | 2 or 0.5 U/d shown a decrease
of glycemia to normal values at 10 and 30 d.
Though both dose of | decreased 56% the water
intake and 54% the diuresis did not reach the
control values. Neither the urinary K, P and UC
were significant decreased.

Conclusions: the results obtained shown
a critical renal damage in control and diabetic
treated rats with CsA during 30 days. Neverthe-
less the decrease of | requirements (2 to 0.5 U/d)
reduced the blood glycemias to normal values,
the effect of CsA produced a significantly impair-
ment in renal function.

Key words: cyclosporine, diabetes, kallikrein,
protein, insulin.

INTRODUCCION

La diabetes tipo 1 es causada especificamen-
te por la disminucién y/o pérdida de las células
secretoras de insulina a través de un mecanis-
mo por el cual la autoinmunidad a los islotes
pancreaticos juega un rol importante’. Se han
propuesto procedimientos para bloquear la auto-

REV. SOC. ARG. DE DIABETES

inmunidad por medios efectivos para prevenir la
enfermedad diabética, especialmente en aque-
llos individuos identificados como de riesgo. De
acuerdo con algunos autores, se ha demostrado
que la inmunosupresioén por CsA puede reducir
los requerimientos de insulina y aumentar la
funcién enddgena de las células  en pacientes
con diabetes tipo 123. Sin embargo, no todos los
pacientes diabéticos se han beneficiado con el
tratamiento de inmunosupresores, o que de-
muestra, en algunos casos, que el tratamiento
con CsAinduce serias complicaciones renales*.
El empleo potencial de CsAen la prevencion del
rechazo de 6rganos trasplantados esta limitado
por la apariciéon de importantes efectos colate-
rales, como por ejemplo, la nefrotoxicidad. La
disfuncion renal puede ocurrir en cualquier mo-
mento y se manifiesta como un dano funcional
temprano reversible, o0 una complicacion tardia
e irreversible del funcionamiento renal. Nume-
rosos estudios han analizado el funcionamiento
renal en humanos diabéticos y en animales
controles inyectados con CsA®%®. Por otra parte,
los trabajos realizados han demostrado que el
sistema calicreina-cininas urinarias participa
activamente en el estado diabético” 8. Sin em-
bargo, los mecanismos precisos del efecto de
la CsA en beneficio del estado diabético y sus
complicaciones renales no han sido extensi-
vamente caracterizados. El presente estudio
experimental examina el efecto de la CsA sobre
la funcién renal de ratas controles y diabéticas, la
dependencia de insulina en el estado diabético
y la nefrotoxicidad por CsA.

MATERIALES Y METODOS

Ratas Wistar machos (200-250 g) fueron
inyectadas con 65 mg/kg de estreptozotocina
(STZ). Se analizaron los siguientes grupos de
ratas (6 a 8 por grupo): 1) Controles; 2) Controles
mas CsA (25 mg/kg); 3) Diabéticas; 4) Diabé-
ticas mas 2 U/dia de insulina durante 10 dias,
continuando con 0,5 U/dia por 20 dias mas;
5) Diabéticas mas CsA,; 6) Diabéticas mas CsA
e insulina (2 o 0,5 U/dia por 10 o 20 dias). Los
grupos de ratas diabéticas mas | y diabéticas
mas CsA e | se colocaron en jaulas metabdli-
cas con agua medida y recoleccion de orina a
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los 10 y 20 dias posteriores, durante 8 horas.
Los grupos controles y controles mas CsA se
colocaron en jaulas metabdlicas a los 30 dias
durante 8 horas con agua medida y recoleccion
de muestras. Los procedimientos y protocolos
para el uso de animales estuvieron de acuerdo
con las regulaciones de la USAL.

ANALISIS BIOQUIMICOS

Las glucemias fueron determinadas antes de
inyectar con STZ y 48 h, 10y 30 dias después de
STZ mediante tiras reactivas medidas en un gluco-
simetro (Roche). Las creatininas urinarias fueron
determinadas mediante un kit (Wiener lab).

Determinacion de calicreina urinaria: la
calicreina urinaria se determind mediante un
sustrato cromogénico (S 2266, Chromogenic,
Italia). Las muestras de orina fueron centrifu-
gadas durante 10 min. y filtradas en Sepha-
dex-G25. Se incubaron alicuotas de orina
(50-100 ul) 37 °C con 1 mM de p-Val-Leu-Arg
paranitroanilina, Tris 9,5 pH durante 60 min. La
reaccion fue frenada con acido acético al 50%.
Después de centrifugar, las muestras fueron
leidas a una DO de 405 nm. La actividad de
la calicreina esta determinada por el aumento
de liberacion de p-NA y es proporcional a la
actividad enzimatica de calicreina obtenida
desde una curva Standard de p-nitroanilina
(p-NA) y calculada por mg de creatinina. La
concentracion de proteinas fue determinada
por el método de Bradford®.

RESULTADOS

Efectos de la CsA en ratas controles

En ratas inyectadas durante 30 dias con CsA
no hubo modificaciones de las glucemias, pero
se observaron aumentos del 68,7% de creatini-
nas urinarias, del 174,5% de agua consumida
y una diuresis del 36,7% respecto de controles
(P<0,05) (Tabla | y Il). Los valores de calicreina
urinaria también sufrieron un significativo au-
mento respecto de controles (25 + 1,2 vs. 17,3
1 2) umol pNA/mg creatinina (P<0,05) (Fig. 1.A).
Similares resultados se observaron en la excrecion
de proteinas (Fig. 2.A).
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Tabla I. Concentraciones de glucosa y creatinas
urinarias en ratas. Controles, diabéticas, diab. mas
CsA (25 mg/kg) durante 30 dias. Las ratas diabéticas
mas | y diab. mas CsA e | (2 y .5U dia fueron tratadas
durante 10 y 20 dias respectivamente

Glucemias Creatininas

(mM/L) (mg/8h)

Control 59+0,9 0,48 £+0,12
Control + CsA 6+1,2 0,81 + 0,09*

Diabético 19,1+ 1,2* 1,7+£0,8
D +1(2U) 6,1+1,3 0,52 + 0,07
D +1(0,5U) 13,5+27 0,63 +0,10*

D + CsA 17217 1,9+0,12

D + CsA+ | (2U) 7+12 1,4+0,18
D + CsA + (0,5U) 8,1+1,5* 1,3 £0,20*

(N=6-8 ratas). Valores expresados en media + ES ES *P< .05 vs.

controles y diabéticos

Tabla ll. Efecto de CsA en ratas controles y diabéticas
con | p CsA mas | sobre el consumo de agua y diuresis

Agua consumida | Vol. urinario
(ml/8h) (ml/8 h)
Control 55+0,8 6,3+1,3
Control + CsA 15,1 +1,3* 93+24
Diabético 30,1+ 3,2* 24,8 +2,3"
D +1(2U) 6,5+1,2 8,9+0,09
D +1(0,5U) 12,5 +1,4* 14,5+ 2,1
D + CsA 48,3 + 3,1 37,1+3,2"
D+ CsA+ 1 (2U) 21,3+2,7* 17,4 +1,7*
D + CsA + (0,5U) 22,4 £ 3,6 19 +2,9"

(N=6-8 ratas). Valores expresados en media + ES ES *P< .05
vs. controles y diabéticos

Figura 1 A. Efecto del tratamiento con CsA (25 mg/kg)
en ratas controles y diabéticas sobre la excrecion de
calicreina urinaria. Los datos estan expresados en
ES+/- de la media, P<0,05 Controles y diabéticos
con CsA vs. controles y diabéticos
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Figura 2 A. Efecto del tratamiento con CsA (25 mg/kg)
en ratas controles y diabéticas sobre la excrecion
urinaria de proteinas. Los datos estan expresados en
ES +/- de la media, P<0,05.
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Efectos de la insulina en ratas diabéticas

Los valores de glucemias en ratas diabéticas
fueron significativamente mayores respecto
de los controles (19,1 + 1,2 vs. 5,9 + .9 mM/L
(P<0,05). El tratamiento con 2 U/d de insuli-
na redujo los valores de glucemias el 68,1%
respecto de las diabéticas a los 10 dias, pero
cuando se continud hasta los 30 dias con 0,5
U/d las glucemias se redujeron solo el 29,4%.
Cuando se compararon con controles, los va-
lores fueron del 3,7% con 2 U/dia y del 128,8%
con 0,5 U/dia. Los valores de creatinina no se
modificaron significativamente. El volumen de
agua consumida y diuresis mostraron aumentos
significativos respecto de los controles (447% y
264% respectivamente), con significativa dismi-
nucion con 2 U/d de insulina durante 10 dias
(6,5 £ 1,2 ml/8 h) y con un aumento del 127,2%
con 0,5 U/d a los 20 dias. Similares resultados
se obtuvieron en las diuresis (Tabla | y Il). La
actividad de la calicreina urinaria mostré una sig-
nificativa disminucion respecto de los controles,
en tanto que la excrecidn de proteinas aumenté
significativamente (P=0,05) (Figs. 1.Ay 2.A).

Efecto de la CsA e insulina en ratas diabéticas

Cuando a las ratas diabéticas se las trato
con CsA, las glucemias y las creatininas se
mantuvieron significativamente altas (P<0,05).
El tratamiento con insulina (2 0 0,5 U/d) en ratas
diabéticas mostré una significativa disminucion
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de las glucemias con ambas dosis en la conti-
nuidad del tratamiento (7 £ 1,2y 8,1 £ 1,5 mMI/L)
con significativo aumento de creatinina urinaria
(1,41 £ .18 y 1,39 £ .20 mg/8 h). Respecto al
agua consumida y diuresis, el efecto de la CsAen
animales diabéticos produjo un aumento 8 veces
mayor respecto de los controles y 1,6 respecto
de diabéticas, en tanto que la diuresis aumento
6 veces respecto de los controles y 1,4 respecto
a diabéticas (Tablas | y II).

Figura 1 B. Efecto del tratamiento con CsA
sobre la excrecién de calicreina urinaria en ratas
diabéticas y diabéticas con CsA inyectadas
con insulina (2 U/dia por 10 dias) y a continuacion
5 U/dia por 20 dias. Los datos estan expresados en
ES +/- de la media, P<0,05.
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Figura 2 B. Efecto del tratamiento con CsA
sobre la excrecién de proteinas urinarias en ratas
diabéticas y diabéticas con CsA inyectadas
con insulina (2 U/dia por 10 dias) y a continuacion
con 5 U/dia por 20 dias. Los datos estan expresados
en ES +/- de la media, P<0,05
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La actividad de la calicreina urinaria y las
proteinas aumenté significativamente por el
efecto de la CsA (Figs. 1.Ay 1.B), tanto en con-
troles como en diabéticas. Los valores de agua
consumida y diuresis en ratas diabéticas mas
CsA tratadas con insulina 2 o0 .5 U/d de insulina
escasamente disminuyeron la ingestién de agua
(56 y 54% con ambas dosis) con valores simi-
lares en las diuresis (Tablas | y Il). La actividad
enzimatica de la calicreina como asi también la
de la proteina urinaria mostraron un significativo
aumento con ambas dosis de insulina (P<0,05)
(Figs. 1.By 2.B).

Analisis estadistico

Los datos fueron expresados como la media
+ DE. Las diferencias fueron analizadas por el
test de la t de Student para datos no apareados
y analisis de varianza (ANOVA). Las diferencias
fueron consideradas significativas a valores de
P<0,05.

DISCUSION

En el presente estudio experimental, hemos
demostrado que el tratamiento con CsAen la en-
fermedad diabética temprana, si bien disminuye
la dependencia de la insulina con una significati-
va reduccién de la hiperglucemia diabética, pro-
duce nefrotoxicidad progresiva. La ciclosporina
es un potente inmunosupresor que esta aso-
ciado al desarrollo de hipertensién y nefrotoxi-
cidad®. Algunos estudios han demostrado que la
administracion de CsA produce disminucién del
flujo renal y filtracidon glomerular, con deterioro en
la secrecion de urea y disfuncion tubular®. Por
otra parte, se ha demostrado que el tratamiento
con CsAiniciado tempranamente en la diabetes
se asocia con una posible disminucion de la de-
pendencia de insulina (5 Rodier). En el presente
estudio, hemos demostrado que el tratamiento
con CsA produce importantes modificaciones
del funcionamiento renal, con alteraciones en la
excrecion de creatinina y calicreina, y aumento
de la proteinuria. El efecto de la CsA aumenta
la ingestiéon de agua y la diuresis, y condiciona
al rifndn para aumentar la actividad del sistema
calicreina-cinina, por lo que el elevado nivel de
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calicreina renal podria contribuir a producir el
efecto diurético del inmunosupresor®. Debido
a que las cininas son natriuréticas/diuréticas
y vasodilatadores, el aumento de calicreina
urinaria observado en nuestro modelo podria
sugerir una sobrerregulacion de la produccion
del sistema calicreina-cininas renales para com-
pensar la actividad vasoconstrictora de la CsA.
Es un hecho conocido que la diabetes afecta la
actividad renal. En trabajos realizados en ratas
diabéticas y humanos se ha demostrado una
disminucion de la actividad de la calicreina uri-
naria” 8, en tanto que en ratones diabéticos se
ha demostrado un aumento de la actividad de la
calicreina urinaria™ 2. Un efecto importante pudo
ser analizado en ratas diabéticas inyectadas con
CsA e insulina. Con una dosis de insulina de
2 U/dia durante 10 dias, se observé una dismi-
nucién de la hiperglucemia diabética; cuando se
redujo la dosis a la cuarta parte, el efecto sobre
la disminucion de la hiperglucemia diabética se
sostuvo 20 dias. Sin embargo, ninguna de las
dos dosis de insulina redujo la nefrotoxicidad de
la CsA. De acuerdo con los trabajos de Christie
y cols.”™ la CsA tiene un débil efecto sobre los
niveles de IA-2 Ay GADA, pero tiene significati-
vos efectos inhibitorios sobre ICAy los anticuer-
pos de insulina™ que se desarrollan después
de iniciar la terapia con insulina™. La CsA no
tiene efecto sobre la secrecién de insulina y
el péptido C en pacientes que son positivos
a |A-2 A pero negativos a GADA'™. El efecto de
corta duracioén de la CsA, por otra parte, produce
una disminucion del sistema calicreina-cininas
y de la expresion del receptor para bradicininas
B2 en tejido renal'®. Se han podido observar
otras manifestaciones de nefrotoxicidad en la
prevencion del rechazo agudo del rifidén tras-
plantado. En estos casos, el uso de bajas dosis
de CsAno elimina la nefrotoxicidad temprana'” 8.
Por otra parte, la expresién de p-glicoproteinas
disminuye en pacientes trasplantados y trata-
dos con CsA, como un signo temprano de alta
nefrotoxicidad'®.

En conclusion, los resultados de este estudio
experimental demuestran que:

1) Laadministracion cronica de CsAen ratas
normales no afecta la glucemia, pero si
afecta la funcién renal.
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2) En ratas diabéticas tratadas con CsA

e insulina, se observa una disminucion
significativa de la hiperglucemia y depen-
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