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ABC - ATP-binding casette transporters
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CsA — ciclosporina A
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HSP — heat shock protein
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IL-2 — interleukin - 2
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L-Arg - L-arginina

LDL — low density lipoprotein

LT - leucotriena
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MDR - Multidrug Resistance

MEC — matrix extracelular

MPO - mieloperoxidaza

MPT - porii mitocondriali de tranzitie a
permeabilitatii

MRP — multidrug resistance protein
MTX - metotrexat

MXR - Multixenobiotic Resistance
NAG - N-acetyl-B-D-glucosaminidase
NBCI - sodium-bicarbonate co-transporter
NF-kB - Nuclear factor-kappa B

NF-AT - nuclear factor of activated T cells
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channel-2

NO - oxid nitric

NOS - nitric oxid sintaza
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PGE — prostaglandina E
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ROS - Reactive oxygen species
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TNF - tumor necrosis factor

TGF — transforming growth factor
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VEGF -vascular endothelial growth factor
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Introducere

O serie de medicamente nemodificate sau metabolizate se elimina din
organism prin rinichi care devine unul dintre cele mai vulnerabile organe la
medicamente. Cele mai multe medicamente au un potential nefrotoxic, iar unele
dintre acestea pot cauza diferite modele lezionale.

Rinichiul poseda unele trasaturi care permit nefrotoxinelor sa se acumuleze
in tesutul renal. Tubul proximal al rinichiului prezintd o arie mare pentru
legarea nefrotoxinelor si pentru transportul lor in epiteliul renal. Reabsorbtia
filtratului  glomerular creste progresiv concentratia intraluminala a
nefrotoxinelor, in timp ce transportul specific din rinichi poate determina
toxicitate specifica locala.

Efectele medicamentelor sunt rezultatul unor modificari celulare si
moleculare induse direct sau indirect. Celulele raspund rapid la medicamente
printr-o paletd variatd de procese celulare (secretie, apoptozd, senescenta,
transformare celulard, diviziune celulard). Raspunsul celulelor la un
medicament difera de la un tip celular la altul si implica o serie de molecule
care realizeazd transductia semnalului. O cale de semnalizare activata
interfereaza cu alte cai din reteaua de semnalizare §i, implicit, cu diferite cai
metabolice. Afectarea functiei celulare va conduce la disfunctia tesutului
respectiv.

Aproape toate medicamentele, dacd nu chiar toate, au efecte adverse
nedorite. Acest fapt invoca necesitatea studiului mecanismelor care stau la baza
citotoxicitatii lor in alte tesuturi decat acelea care sunt tintite.

Intelegerea mecanismului nefrotoxic al medicamentelor va permite in
viitor formularea unor strategii terapeutice care sd tinteascd, pe de o parte,
organul tintd si, pe de alta parte, sd diminueze efectele secundare.

Dat fiind faptul ca rinichiul este o tinta pentru majoritatea medicamentelor,
ne-am propus sa realizdm un studiu comparativ asupra efectelor ciclosporinei A
(CsA), metotrexatului (MTX) si aciclovirului (ACV), medicamente cu
mecanisme de actiune diferite, asupra functiilor renale si, de asemenea, efectul
unor substante cu proprietdti anti-oxidante asupra parametrilor biochimici si
morfologici, modificati de citre acestea. Intelegerea mecanismului nefrotoxic
va conduce inevitabil la noi strategii terapeutice prin care efectele adverse ale
medicamentelor sd poata fi inhibate sau anihilate.

Cuvinte cheie: uree, creatinind, rata filtrarii glomerulare, apoptoza,
transportul ionilor de Na, K, Ca si Mg, culturi de celule renale, specii reactive
de oxigen, glutation, activitatea superoxid-dismutazei, activitatea beta-
galactozidazei.



NIVELUL CUNOASTERII PRIVIND NEFROPATIILE SI
NEFROTOXICITATEA INDUSE DE MEDICAMENTE

Capitolul 1 — ASPECTE ESENTIALE ALE FIZIOLOGIEI RENALE

Sunt prezentate pe larg mecanismele care controleaza filtrarea glomerulara
(autoreglarea, mecanismul miogenic, mecanismul feedback tubulo-glomerular),
transportorii membranari specifici epiteliului renal, implicati in reabsorbtia si
secretia unor ioni anorganici i organici. De asemenea, in acest capitol am
realizat o ampld analizd a functiei endocrine a rinichiului (secretie de
eritropoietind, urodilatind, renind, calcitriol, prostaglandine, kinine, endotelina)
si a cailor care semnalizeaza secretia acestor hormoni si mecanismul molecular
prin care 1si exercita rolul vasodilatator sau vasoconstrictor. O atentie deosebita
a fost acordatd sintezei PGE, (prostaglandina E,) in rinichi si actiunii sale
asupra transcriptiei genelor pentru Na, K-ATP-azi, prin cii mediate de Ca®" si
AMPec, si asupra eliberarii reninei din aparatul juxtaglomerular.

Capitolul 2 — ACTUALITATI PRIVIND NEFROPATIILE

Acest capitol se axeaza pe descrierea formelor de nefropatie (nefropatia
diabetica, hipertensiva, de reflux, ereditard si determinatda de alti factori) si a
unor factori cu rol in evolutia bolii. Astfel, deficienta NO are un rol important
in nefropatia diabetica, iar productia crescuta a NO constituie un mediator in
dezvoltarea nefropatiei de reflux. Activarea factorului TGF (beta transforming
growth factor) si expresia crescutd a M-CSF (macrophage colony stimulating
factor) au implicatii in dezvoltarea nefropatiei diabetice, respectiv, a nefropatiei
de reflux. Nivelul urinar crescut al VEGF (vascular endothelial growth factor)
este un indicator al nefropatiei de reflux.

De asemenea, sunt prezentate principalele modificari morfologice,
vasculare si1 biochimice ce caracterizeaza diferitele forme de nefropatie
Ingrosari glomerulare si leziuni nodulare sunt cele mai frecvente modificari in
nefropatia diabetica, glomeruloscleoza segmentala caracterizeaza nefropatia
hipertensiva, iar expansiunea si hipercelularitatea mesangiumului, precum si
prezenta de granule mari sunt semnalate in nefropatia de reflux. In nefropatia
indusa de calculii renali apare fibroza, depozite dense, lamelate in tubii urinari,
inconjurate de celule gigante polinucleate.

In capitolul 3 — NEFROTOXICITATEA SI MEDICAMENTELE

Sunt descrise principalele grupe de medicamente (antibiotice, agenti
chemoterapeutici, imunosupresori, vasoactivi si metale grele) cu efect
nefrotoxic precum si mecanismele prin care acestea induc nefrotoxicitatea. Un
accent deosebit a fost pus pe raspunsurile celulelor nefrotice la diferite
medicamente (fig. 3-1). Aceste raspunsuri includ: apoptoza si necroza,



peroxidarea membranelor celulare si disfunctia mitocondrialda ca urmare a
scaderii productiei de ATP. Disfunctia mitocondriala este marcatd de miscarea
anormala a ionilor care conduce la distrugerea homeostaziei mediului intern.

Leziuni nefrotoxice
ale nefranului

Fig. 3-1 Raspunsul nefronului la
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Capitolul 4 — OBIECTIVELE STUDIULUI EXPERIMENTAL.
MATERIALE SI METODE

Acest capitol este consacrat cercetdrii originale, avand ca obiective studiul
mecanismului nefrotoxic indus de ciclosporina A (CsA), metotrexat (MTX) si
aciclovir (ACV) si al raspunsului celulelor renale cultivate si al efectelor unor
molecule biologic active asupra unor procese celulare renale mediate de cele
tre1 medicamente.

Am ales pentru studiu aceste medicamente pentru cd CsA este un
imunosupresor de succes in tratamentul transplantului de rinichi, MTX are o
largd intrebuintare in oncologia clinica, dermatologie si transplant de organe, iar
ACYV a fost foarte putin studiat la nivel renal.

Studiul experimental s-a desfasurat in mai multe etape:

e Studii in vivo la animale de experientd privind dinamica unor parametri
sanguini §i urinari (creatinind, uree, sodiu, potasiu, calciu si magneziu) in
urma tratamentului i.p. timp de 7, 14 si 21 de zile cu diferite concentratii de
ciclosporina A, metotrexat si aciclovir;

e Determinarea nivelului ratei filtrarii glomerulare si a transportului tubular al
ionilor sub influenta celor trei medicamente;

« Urmarirea pe sectiuni histologice din tesutul renal de sobolan a prezentei unor
modificari structurale si ultrastructurale precum si dinamica indexului apoptotic



dupa tratamentul cu cele trei medicamente, folosind tehnici de microscopie
optica si electronica, si tehnica imunohistochimica TUNEL;

e Studii in vitro pe culturi de celule renale de sobolan privind gradul de
citotoxicitate indus de cele trei medicamente, inducerea stresului oxidativ dupa
tratamentul cu cele trei medicamente, inducerea senescentei replicative de catre
cele trei medicamente, precum si evaluarea indexului mitotic dupa tratament.

e Influenta unor molecule biologic active (arginina, prostaglandina E,, a-
tocoferolul, 4-amino-1,8-naftilamid) in revenirea la normal a parametrilor
biochimici si histologici modificati dupa tratamentul cu ciclosporina,
metotrexat si aciclovir.

In subcapitolul — Medicamente utilizate si proprietitile lor biologice — sunt
prezentate structura chimicd si mecanismul de actiune specific celulelor tinta.

Concentratiile agentilor medicamentosi si a biomoleculelor utilizate au
fost urmatoarele:

» Ciclosporina A (CsA) (Sigma, C3662) - concentratii folosite: 10, 50 si 100
mg/kg greutate corp /zi si 25, 50 si 100 ug/mL mediu de cultur;

» Metotrexat (MTX) (Sigma, M9929) - concentratii folosite: 0.1, 0.5 si 1.5
mg/kg greutate corp/zi si 10, 20, 50 pg/mL mediu de cultura;

» Aciclovir (ACV) (Sigma, A4669)- concentratii folosite: 25, 50 si 100
mg/kg greutate corp/zi si 25, 50 s1 100 pg/mL mediu de cultura

» L-Arginina (L-Arg) (Sigma, A5006) - concentratii folosite: 100 pg/kg
greutate corp /zi si 100 ug/mL mediu de cultura;

» Prostaglandina E, (PGE,) (Sigma, P4172) - concentratii folosite: 10 pg/kg
greutate corp /zi;

» 4 amino-1.8-naftalimid (ANF) (Chemos GmbH, 131403) - concentratii
folosite: 10 pg/mL mediu de cultura;

» Vitamina E (Sigma, T3634) - concentratii folosite: 100 pg/mL mediu de
cultura.

Ciclosporina A (CsA) este un oligopeptid ciclic nonribozomal, alcatuit din
11 aminoacizi, cu un aminoacid caracteristic in pozitia C9, derivat din metil-
serind. CsA are formula chimica CgHj1iN;;Oyp, 1ar greutatea moleculara
1202,61. Structura are toate legaturile peptidice in forma trans, nu contine
elemente regulate de structurda secundarda si nici legaturi de hidrogen
intramoleculare si expune in exterior toate gruparile polare.

In citoplasmi, CsA se leagi la o ciclofilini (CpN) formind complexul csA-
CpN care inhibd activitatea calcineurin-fosfatazei (CaN). Inhibitia CaN
impiedica defosforilarea factorului nuclear NF-ATc si, prin aceasta, transportul
lui in nucleusi legarea lui la componenta nucleara, NF-ATn (fig. 4-2). Aceasta
etapa este esentiala pentru reglarea pozitivd a ARNm pentru diferite citokine, in
particular pentru IL-2 care este necesara proliferarii $i maturarii limfocitelor T.
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metabolismul acidului folic.

In ce priveste mecanismul de actiune, MTX actioneazi ca un antifolat.
Tinta majora a MTX este dihidrofolat reductaza pe care o inhiba, dar MTX
inhiba, de asemenea, sinteza ribonucleotidelor purinice, (reactie catalizata de 5-
amino-4-imidazol-carboxamid-ribozid-5'-monofosfat transformilaza si timilidat
sintetaza) cat si aceea a dezoxiribonucleotidelor (fig. 4-4) Metotrexatul (MTX)
este un derivat al acidului folic (C,0H,,NgOs).

MTX interfereaza cu diviziunea celulara si cu metabolismul acidului folic.

In ce priveste mecanismul de actiune, MTX actioneazi ca un antifolat. Tinta
majorda a MTX este dihidrofolat reductaza pe care o inhiba, dar MTX inhiba, de
asemenea, sinteza ribonucleotidelor purinice, (reactie catalizatd de 5-amino-4-
imidazol-carboxamid-ribozid-5'-monofosfat transformilaza si timilidat sintetaza)
cat si aceea a dezoxiribonucleotidelor (fig. 4-4).

Fig. 4-4 Mecanismul de actiune a
MTX.
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purin-6) (CgH] 1N503).
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nucleozidicd partiala (pentoza
este substituita de wun lant
deschis).
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Mecanismul de actiune al aciclovirului se realizeazd in doud etape: 1)
odata intrat in celulele infectate cu HSV, aciclovirul este convertit selectiv in
monofosfat de catre timidin-kinaza virald care este mult mai efectiva decat
timidin-kinaza celulara. Aciclovir-monofosfat este fosforilat in forma activa,
aciclovir-trifosfat, de catre kinazele celulare (fig. 4-6). Aciclovir-trifosfat se
incorporeazd in ADN-ul viral in timpul replicarii acestuia, actionand ca un
terminator de lant, deoarece nu are gruparea 3'-OH terminald. Asadar, aciclovir-
trifosfat intrd in competitie cu 2-dezoxiguanozin trifosfat (dGTP) ca substrat
pentru ADN-polimeraza virald pe care o inhiba, inhiband, astfel, replicarea
ADN viral. Forma monofosfat a aciclovirului se incorporeaza in ADN viral,
rezultand in terminarea lantului.

Q Fig. 4-6 Mecanismul de actiune al aciclovirului.
ACV

</ Ki lul
Kinaza inaza celulara
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R - e . o Ca material biologic am folosit
pentru experimentele in vivo, sobolani

albi, rasa Wistar, (8-9 luni si 180-200g),

1ar pentru experimentele in vitro culturi de celule renale de sobolan.

Determinarile efectuate in vivo si in vitro au fost urmatoarele:

> Dozarea a creatininei §i ureei serice §i creatininei urinare

> Dozarea in ser a sodiului, potasiului, calciului si magneziului

> Evaluarea indexului apoptotic 1in tesutul renal prin tehnica

imunohistochimica TUNEL

> Urmarirea modificarilor structurale si ultrastructurale ale tesutului renal

prin microscopie optica si electronica

> Evaluarea citotoxicitdtii in culturi de celule renale prin urmarirea indicelui

de viabilitate celulara

Determinarea unor biomarkeri ai stresului oxidativ:

> Determinarea nivelului intracelular al glutationului redus si oxidat

»  Determinarea activitatii superoxid-dismutazei in culturi de celule renale

> Determinarea monoxidului de azot (NO) — reactia Griess

> Determinarea activitatii [-galactozidazei (biomarker al senescentei

replicative) in culturi de celule renale

> Metoda statistica de prelucrare a rezultatelor
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Capitolul 5 — STUDIUL EXPERIMENTAL ,JIN VIVO” PRIVIND
INFLUENTA TRATAMENTULUI CU CICLOSPORINA, METOTREXAT SI
ACICLOVIR ASUPRA NIVELULUI SERIC AL CREATININEI SI UREEI

In acest capitol a urmérit dinamica nivelului seric al ureei si creatininei la
sobolani expusi la diferite concentratii de CsA, MTX si ACV, precum si
influenta hidratarii folositd ca pre-tratament si a L-Arg si PGE, asupra celor doi
parametri biochimici.

Tratamentul sobolanilor cu CsA, MTX s1 ACV a fost urmat de cresterea
nivelului seric al creatininei si ureei. Nivelurile serice ale celor doi parametri
reprezintd media valorilor individuale din loturile de sobolani.

In toate experimentele efectuate, nivelurile creatininei si ureei au crescut
intr-o manierd dependentd de concentratie si de timpul de tratament, iar
hidratarea sobolanilor, folositd ca pre-tratament a influntat pozitiv cei doi
parametri biochimici investigati.

Tratamentul cu CsA a determinat cresteri semnificative (p < 0.05) ale
creatininei (fig. 5-1) si ureei la toate concentratiile si la toti timpii de tratament.
Rezultate similare au fost obtinute si la sobolanii tratati cu MTX (fig. 5-2).

1
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Dupa toate perioadele de tratament cu aciclovir, nivelul seric al creatininei
(fig. 5-3) si ureei a inregistrat cresteri semnificative (p < 0.05) la toate
concentratile folosite.

Pentru ca NO si PGE, au efecte vasodilatatoare si pentru ca arginina este
un precursor al NO si al ornitinel, am urmarit efectul L-argininei (100 pg/kg) si
PGE, (10 pg/kg) in combinatie cu CsA (50 mg/kg), MTX (0.5 mg/kg) st ACV
(50 mg/kg) pentru un interval de tratament de 14 zile.
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Fig. 5-3 Efectul
tratamentului cu ACV si al
hidratarii pre-tratament a
sobolanilor asupra nivelului
seric al creatininei.

L-arginina si prostaglandina E, asociatd tratamentelor cu cei trei agenti
medicamentosi folositi (CsA, MTX si ACV), a determinat scaderea nivelului
creatininei i ureei serice.
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Fig. 5-5 Efectele
tratamentului combinativ al
CsA (A), MTX (B), ACV
(C) cu L-Arg si PGE2 asupra
nivelului seric al creatinineli.

Fig. 5-6 Efectele
tratamentului combinativ al
CsA (A), MTX (B), ACV
(C) cu L-Arg si PGE2 asupra
nivelului seric al ureei.

Restabilirea partiala a parametrilor biochimici (creatinina si uree) cu L-
arginind demonstreaza capacitatea acestui aminoacid de a Tmbunatati functia
renald si posibilitatea de a fi utilizatd ca o terapie adjuvanta ce poate ameliora
efectele secundare ale agentilor nefrotoxici. Faptul ca PGE2 a avut efect benefic
asupra functiei glomerulare afectate de cele trei medicamente poate sugera un
efect al CsA, MTX st ACV asupra functiei de secretie a rinichilor.
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Capitolul 6 — EFECTUL CICLOSPORINEI, METOTREXATULUI SI
ACICLOVIRULUI  ASUPRA  NIVELULUI RATEI  FILTRARII
GLOMERULARE SI ASUPRA TRANSPORTULUI TUBULAR AL IONILOR
LA ANIMALE DE EXPERIENTA

In acest capitol am urmarit dinamica filtrdrii glomerulare si a ionilor de Na', K,
Ca™" si Mg”" sub influenta celor trei medicamente. Analiza valorilor obtinute pentru
RFG arata ca toate cele trei medicamente (CsA, MTX s1t ACV) au provocat o scadere
semnificativa (p <0.05) a acesteia.

Scaderea RFG a fost mai accentuatd in cazul CsA (la conc. de 100 mg/kg,
valoarea acestui parametru a fost de 7.87 dupa 21 zile de tratament vs. 91.30 mL/24h
din lotul de control) decat in cazul ACV care la concentratia maxima (100 mg/kg) si
dupa 21 de zile de tratament a determinat o valoare a RFG de 27.25.

In cazul CsA si a MTX, volumul urinar a fost scizut proportional cu concentratia
medicamentului; in schimb, tratamentul cu ACV a fost insotit de mentinerea sau de o
usoara crestere a volumului urinar. In fig. 6-1 este ilustratd dinamica ionilor de Na si K,
sub actiunea CsA.

Determinarea concentratiei plasmatice a ionilor de Na arata cresteri semnificative
(p <0.05) ale concentratiei ionilor de Na dupa tratament cu CsA si scaderea nivelului
lor dupa tratament cu ACV (101 mmol/L vs 143). CsA inhiba echivalentul enzimatic al
pompelor de Na', K'-ATP-aza din tesutul renal, producind o crestere intracelulard a
concentratiei Na'. Tratamentul cu MTX nu a fost urmat de modificari semnificative (p
> 0.05) a concentratiei plasmatice a acestui ion. O hipopotasemie a fost evidentiata
dupd tratament cu CsA s1 ACV; concentratia ionilor de K dupa tratament cu MTX a
ramas aproape nemodificata (p > 0.05). Concentratiile serice ale celor doi ioni au suferit
modificari in functie de concentratia medicamentului si de timpul de tratament.
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Aceste rezultate aratd ca CsA, MTX si ACV actioneaza asupra proteinelor
transportoare si cotransportoare de la nivelul epiteliului tubular al nefronului.
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Tratamentul sobolanilor cu CsA s1i MTX a indus o scadere semnificativa (p
< 0.05) a concentratiei plasmatice a ionilor de Ca si Mg. Scaderea concentratiel
serice a Ca in urma tratamentului cu CsA si MTX se datoreaza atat acumularii lui
intracelulare (datele din literatura mentioneaza acest lucru) cat si hipercalciuriei.
In cazul ACV, nivelul seric al Ca nu a suferit modificiri semnificative (fig. 6-6).
Din aceste rezultate transpare ideea cd CsA si MTX afecteazd profund
reabsorbtia tubulara a Ca de catre proteinele transmembranare transportoare, in
schimb ACV nu influenteaza transportul membranar al Ca.

Nivelul seric al Mg a fost scazut atat dupa tratamentul cu CsA cat si dupa
cel al MTX s1 ACV (fig. 6-6). Acest rezultat contrazice aga-numitul antagonism
Ca/Mg. Acest efect se datoreaza inductiei unui defect de reabsorbtie tubulara.

Pe baza rezultatelor obtinute si coroborate cu datele din literatura de
specialitate se poate sugera un posibil mecanism prin care cele doua
medicamente, CsA si MTX, si in mai mica masura ACV, afecteaza transportul
ionilor la nivelul diferitelor segmente ale nefronilor (fig. 6-7).

Membrana plasmaticd a celulelor epiteliului tubular este foarte bogata in
proteine transmembranare care realizeaza toate tipurile de transport (uniport,
simport $i antiport).

70% din calciul filtrat la nivel glomerular se reabsoarbe in segmentul
proximal al nefronului, 20% este reabsorbit la nivelul ramului ascendent al
ansei Henle s1 8% in tubul contort distal.
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identificate in cazurile cu sindromul de hipomagnezemie si hipocalciurie. Aceste
date sprijind ipoteza ca alterari ale secventei AA din PCLN-1 afecteaza
reabsorbtia calciului si magneziului.

Efectul negativ pe care il exercitd CsA si MTX asupra celulelor tubulare s-
ar putea datora acumularii lor in celule, iar aceasta acumulare este posibilad prin
inhibitia sau expresia scazuta a pompelor gp-P (glicoproteina P).

Pompele gp-P expulzeaza din celule substantele hidrofobice, cum ar fi
agentii chimioterapici si imunosupresori (ciclosporina A). P-gp este implicata in
interactiunile medicamentelor cu diferite tesuturi (nervos, hepatic, renal,
intestinal, etc.). Rolul P-gp in eliminarea renald a CsA rdmane insa necunoscut.

Capitolul 7 — STUDII HISTOLOGICCE PRIVIND MODIFICARILE
INDUSE DE TRATAMENTUL CU CICLOSPORINA, METOTREXAT
SI ACICLOVIR iN TESUTUL RENAL DE SOBOLAN

Acest capitol a fost consacrat evaluarii indexului apoptotic precum si a
modificarilor structurale si ultrastructurale dupa tratamentul cu CsA, MTX si
ACV. Dupa tratamentul cu ACV, moartea celulara de tip apoptotic nu a depasit
limita normald fiziologica. Moartea celulard indusda de ACV se realizeaza
indirect, prin intermediul obstructieir tubulare consecutive formarii de
microcristale de aciclovir.

La doze scazute, rata apoptozei creste direct proportional cu perioada de
expunere la MTX. Indexul apoptotic scade invers proportional cu concentratia de
MTX administrata si cu durata tratamentului, locul ei fiind luat de necroza.
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In cazul tratamentului cu CsA, indexul apoptotic creste odatd cu durata de
expunere dar si cu concentratia de CsA folositd. Apoptoza are loc mai ales in
cortexul renal si mai putin la nivelul glomerulilor. Apoptoza atinge un nivel

maxim la conc. de 100 mg/kg/zi CsA si dupa 21 zile de adminsitrare (fig. 7-6).
A B

Fig. 7-6  Imagini de
microscopie confocala
prezentand nuclei apoptotici
intr-o zond de tesut renal la
sobolani din lotul tratat cu
100 mg/kg CsA, timp de 21
de zile (B) vs lot normal (A).
Coloratie dubla FITC /PIL
Marire 20/zooml.

La sobolanii care au urmat tratamentul cu aciclovir intreaga arhitecturad
renald a fost prezervata. La concentratia de 100 mg/kg/zi, dupa 21 de zile, am
observat foarte rar prezenta unor cristale de aciclovir, formate in urma
precipitarii medicamentului (fig. 7-11). Cristalele se pot acumula la suprafata
celulelor epiteliale tubulare datoritd concentratiei celulare crescute, unde
fluxul urinar este limitat.

Nivelul ATP dintr-o celuld este un factor decisiv in calea pe care o va
urma: apoptoza sau necroza.

Prin urmare, cand MPT (pori mitocondriali de tranzitie a permeabilitatii)
epuizeazd ATP atunci apare necroza, iar cand MPT apare fara depletia ATP,
atunci se dezvolta apoptoza. Dacd depletia se dezvoltd in timpul progresiei
apoptozei, va interveni moartea necrotica pentru a produce necroza secundara
care, adesea, este asociatd cu apoptoza (fig. 7-9). Deci, MPT este un mecanism
patofiziologic impartasit atat de apoptoza cat si de necroza, iar o distinctie neta
intre cele doua procese nu este clara.

SGamnale ale mortii celulara
Etres Toxic

Fig. 7-9 Implicarea ATP
MpT — C in apoptoza si necroza.

Activarea
¢ Glicoliza
ATP-azei / \ Oligomicing

| ATP 4 ATP

| |

Mecroza Apoptoza

17



Moartea celulara indusa de MTX a fost dependenta de timpul de expunere
si nu a prezentat trasaturi apoptotice.

Fig. 7-11 Imagine de tesut renal
prezentand un glomerul si tubuli
renali usor dilatati i partial
incarcati cu cristale de ACV
(marcate cu sageti). Coloratie HE.
Marire X20.

In cazul MTX, la dozele scizute folosite de noi (0.1 si 0.5 mg/kg/zi),
tubulii §1 glomerulii renali nu prezintd modificari structurale. Dupa 21 de zile
de tratament cu doza de 1.5 mg/kg MTX, epiteliul tubular pare si aiba un
aspect neregulat, asa cum se intdlneste in necroza tubulard acutd. Apare o
usoard hipertrofiere a glomerulului asociatd cu cresterea In marime a
glomerulului, precum si adeziune capsulara. Matrixul mezangial se reduce
dupa tratamentul cu MTX (fig. 7-12).

Figura 7-12 Imagine de tesut
renal reprezentand zone cu
hipertrofiere  glomerulara  si
reducerea matrixului mezangial.

Coloratie HE. Marire X40.

Dupa tratamentul cu CsA, la concentratia de 10 mg/kg/zi, nu am observat
modificari structurale renale. Odata cu cresterea dozei folosite, precum si cu
durata de expunere, modificarile histopatologice incep sa apara gradual.
Astfel, dupa tratamentul cu 50 mg/kg CsA timp de 21 de zile, am remarcat
pierderea partiald a marginii in perie la nivel tubular, edemul interstitial si
chiar necroza a epiteliului. La doze de 100 mg/kg CsA, modificarile
histopatologice observate atat in corticala cat si in medulara renald au constat
in fibroza tubulo-interstitiala, vacuolizare apicald, ingrosarea membranei
bazale glomerulare, precum si aparitia depozitelor de hialin (fig. 7-13).
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% Fig. 7-13 Aspect de
§ tesut renal cu depozite
b de hialin la nivel
arteriolar (A), precum
W\ si aparat glomerular cu
% ingrosarea membranei
W bazale si cu depozite de
amiloid (B). Coloratie
AO-EB (A) si HE (B).
Marire X40 (A, B).

In cadrul investigatiilor de microscopie electronicd, dupi tratamentul
sobolanilor cu doze scazute de ACV timp de 7 zile, nu am inregistrat modificari
ultrastructurale caracteristice apoptozei, imaginile elecronomicroscopice ale
tesutului renal nefiind diferite fata de cele ale lotului martor.

Dupa 7 zile de expunere la 0.1 mg/kg/zi MTX, majoritatea alterarilor
constatate se incadreaza in tipul apoptotic timpuriu de moarte celulard: apoptoza
timpurie cu invaginare pronuntatd a anvelopei nucleare (fig. 7-15A). In spatiul
vascular se pot intalni aglomerari de limfocite apoptotice cu activitate fagocitara
(fig. 7-15B - un fagozom alcatuit in interior din membrane dispuse concentric).

Fig. 7-15 Imagini
electronomicroscopice
ilustrand modificari ale
celulelor din glomerulul
(A, B) unui sobolan dupa
expunerea la doze mici
de MTX. Marire (A)
X6.300, (B) X7.500.

Modificari ultrastructurale ale tesutului renal pe care le-am intalnit la
sobolanii expusi la doze mici de MTX, le observam si dupa expunerea la CsA.

Capitolul 8 — STUDII EFECTUATE PE CULTURI DE CELULE
RENALE DE SOBOLAN EXPUSE LA CICLOSPORINA,
METOTREXAT SI ACICLOVIR

In acest capitol am urmirit evidentierea citotoxicitatii induse de
ciclosporind, metotrexat si aciclovir in culturi de celule renale, dinamica unor
biomarkeri ai stresului oxidativ, evidentierea [3-galactozidazei asociatad
senescentei celulare si evaluarea indexului mitotic sub influenta celor trei
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medicamnente, precum si efectul L-Arg, o-tocferol (vitamina E) si ANF (4
amino-1.8-naftalimid) — un inhibitor al PARP1, asupra parametrilor de mai sus.

Viabilitatea celulelor a scazut dupa tratamentul cu cele trei medicamente
intr-o manierda dependenta de concentratie si de durata de tratament ((in cazul
CsA - conc. 50 pg/mL 5148 de ore ajungand la 82%) (fig. 8-1), si respectiv la
78% (in cazul concentratiei de 100 pg/mL).

100

— 8 — Fig. 8-1 Viabilitatea
& celulelor renale de
S 60 —A—8 ore 1 . A
n Iti in
o 16 or sobola cultivate )
B 40 24 ore prezep‘ga concentratiilor
E o 48 ore folosite de CsA.
0 ' T T CeA
control 25 50 100  ooNe™s
(ug/mL)

Pornind de la ideea ca stresul oxidativ poate reprezenta pentru multe
medicamente mecanismul molecular al citotoxicitatii lor, am determinat, in
culturi de celule renale, capacitatea celor trei medicamente de a creste productia
de specii reactive de oxigen (ROS) prin evaluarea sistemelor de aparare
antioxidanta: glutationul redus intracelular si activitatea superoxid-dismutazei.

Evaluarea glutationului redus (GSH) si a glutationului oxidat (GSSH),
efectuatd pentru toate concentratiile CsA, MTX (fig. 8-2) st ACV la un interval
de 48 de ore, indica diminuarea statistic semnificativd (p < 0.05) nivelului
intracelular al GSH si cresterea nivelului GSSH pentru CsA si MTX; acesti
parametri au suferit modificari neesentiale (p > 0.05) in celulele tratate cu
ACV. Cand culturile au fost tratate cu CsA, MTX (fig. 8-2) si ACV in
combinatie cu L-arginind (100 pg/mL), valorile parametrilor s-au apropiat de
valorile de control, fapt ce demonstreaza ca cele doua medicamente induc stres
oxidativ prin afectarea balantei redox controlate de glutation, iar L-arginina are
efecte antioxidante.

Activitatea SOD a fost diminuata semnificativ (p < 0.05) in culturile tratate
cu CsA si MTX si nu a fost modificata (p > 0.05) in culturile tratate cu ACV;
activitatea SOD a scazut intr-o maniera dependentd de concentratie. La
concentratia de 100 pg/mL CsA a provocat dupd 48 de ore de tratament scaderea
activitatii SOD la jumatate (1.68 = 0.2 pg/mg proteina vs 3.25 £+ 0.6 in probele de
control) (fig.8-3). De asemenea, MTX a avut un efect similar. Tratamentul
combinativ al CsA s1i MTX cu L-Arg a fost urmat de o crestere semnificativa (p <
0.05) a valorilor activitatii SOD, apropiata valorilor de control.
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Din aceste rezultate transpare ideea ca CSA s1 MTX afecteaza sistemele de
aparare antioxidante si cd L-arginina poate antagoniza efectele secundare ale
celor doua medicamente asupra celulelor renale.

Rezultatele noastre cu privire la efectele CsA s1 a MTX asupra
principalelor sisteme de aparare antioxidante (GSH si SOD) ne conduc la ideea
ca stresul oxidativ indus de aceste doud medicamente poate fi un mecanism al
nefrotoxicitatii CsA si MTX, iar tratamentul combinativ cu L-arginina a avut
efecte benefice, restabilind valorile normale pentru GSH si SOD.

O altd molecula tintita de noi a fost monoxidul de azot (NO) care este o
molecula semnal in calea de semnalizare a stresului oxidativ si a mortii celulare.
In concentratii mari, NO este o specie reactivi de oxigen pentru ci reactioneazi
cu O2 si formeaza peroxinitritul care este extrem de reactiv. Radicalul NO este
foarte instabil; el se oxideazi rapid in cationul nitrozonium (NO') care este
realtiv stabil 1n solutii apoase si extrem de reactiv cu compusii nucleofili sau cu
alti oxizi de azot. Nivelul lui a fost determinat prin valoarea nitritilor din mediul
de cultura. Tratamentul celulelor cu CsA si MTX a fost urmat de o scadere
semnificativda a NO (p < 0.05), 1ar tratamentul cu ACV a determinat o usoara
expresie crescutd, dar statistic semnificativa (fig.8-4). Co-tratamentul cu L-
arginina a culturilor expuse la CsA, MTX si ACV pentru 48 de ore a rezultat
in restabilirea productiei de NO.
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Scaderea concentratiei de NO intracelular de catre CsA si MTS poate
explica scdderea volumului urinar ca urmare a vasoconstrictiei glomerulare, 1ar
cresterea concentratiei NO sub actiunea ACV poate explica cresterea volumului
urinar/24 de ore ca urmare a vasodilatatiei glomerulare.

Aceste rezultate sugereazd cd stresul oxidativ poate fi implicat in
mecanismul molecular care std la baza nefrotoxicitatii CsA s1 MTX.
Mecanismul nefrotoxicitatiic ACV nu poate fi explicat prin prisma stresului
oxidativ.

Stresul oxidativ fiind puternic asociat cu senescenta, am vizualizat si
activitatea [-galactozidazei (B-Gal), un marker biochimic al senescentei
replicative, iar celulele B-Gal pozitive au fost exprimate procentual. Celulele
tratate cu CsA, MTX (fig. 8-5) si ACV au etalat activitate B-Gal la toate
concentratiile si la toti timpii de tratament.

Fig. 8-5 Prezenta
celulelor senescente [3-
Gal+ in culturi de
celule renale. Control
(A), tratat cu MTX
(B). Marire X20.

Frecventa celulelor senescente a fost direct proportionald cu concentratia si
cu durata de tratament si invers proportionala cu frecventa mitotica determinata
din relatia [(Nr. celule in diviziune/Nr. total de celule numarate)x 100].

In timp ce frecventa celulelor B-Gal pozitive creste (in cazul CsA - fig.8-
6), frecventa celulelor in diviziune scade (fig.8-7), fapt ce demonstreazd ca
odatd cu cresterea concentratiei medicamentului si a perioadei de tratament, tot
mai multe celule isi blocheaza diviziunea si tot mai putine celule isi continua
diviziunea celulara.
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Aceastd blocare a diviziunii celulare este temporara, pentru ca dupa
intreruperea tratamentului, celulele isi recapata capacitatea de a se divide.

Pentru a demonstra ca senescenta celulelor, indusa de CsA si MTX (fig. 8-8),
se datoreaza stresului oxidativ, am efectuat un tratament combinativ al celulelor cu
vitamina E (100 pg/mL) pentru 48 de ore de tratament. Urmarind frecventa
celulelor -Gal pozitive, am constatat cad aceasta a diminuat semnificativ.
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E (pg/mL)

Un mecanism celular care ar putea actiona ca un senzor al genomului
pentru unele tipuri de modificari ale ADN este poli(ADP-ribozil)-polimeraza, o
modificare post-translationala reversibila a proteinelor nucleare, care este intim
legata de aparitia rupturilor catenelor de ADN si reprezintd un raspuns celular
imediat la modificarea ADN indusad de medicamente.

Pentru a demonstra ca PARP-1 intervine in senescenta replicativa, am tratat
culturile pentru un interval de 48 de ore cu CsA si ANF (4 amino-1.8-naftalimid)
(10 pg/mL) si am determinat activitatea B-gal. Frecventa celulelor -Gal pozitive
a scazut semnificativ (p < 0.05) cand celulele au fost supuse co-tratamentului cu
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CsA si ANF (fig. 8-9). Rezultate similare au fost obtinute si in cazul
tratamentului combinativ al MTX s1t ACV cu ANF.
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Pe baza rezultatelor noastre, coroborate cu datele din literatura de
specialitate, noi sugeram ca stresul oxidativ indus de CsA si MTX reprezinta
mecanism molecular al senescentei replicative (fig. 8-10).

Odata ce a patruns in celule prin difuziune, CsA creste productia ROS, pe
de o parte, si inhiba calcineurin-fosfataza (CnP), o proteind ubiquitara, pe de alta
parte. ROS pot induce modificari ale ADN care activeaza PARP-1 si care, la
randul ei, activeaza transcriptia proteinei p53 ce activeaza in unele celule
transcriptia genelor pro-apoptotice si in altele transcriptia genei p21, principalul
actor in declansarea senescentei replicative. De asemenea, diminuarea Cu-SOD
induce senescenta tot prin intermediul proteinei p53. Blocarea calcineurin-
fosfatazei inhiba defosforilarea miozinei II si diviziunea celulelor este blocata.
Este bine cunoscut faptul cd medicamentele care blocheaza diviziunea sau care
induc stres oxidativ determind intrarea celulelor in senescenta. Pe de alta parte,
nivelul crescut al ROS determind in unele celule disfunctii mitocondriale care
pot afecta sinteza de ATP. In conditiile in care concentratia celulard de ATP se
mentine constantd, celulele vor muri prin apoptoza iar cand sinteza de ATP este
mult diminuata, celulele vor muri prin necroza.
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Desi in cea mai mare parte, mecanismul senescentei MTX se suprapune
peste cel al CsA, existd totusi unele diferente in sensul ca MTX poate induce
stres oxidativ prin modificarea expresiei genelor care codificd sistemele de
aparare antioxidante, iar CsA poate represa sistemele de aparare prin legarea ei
directa la acestea cu care formeaza asa-numitii adductori. In schimb, mecanismul
indus de ACV pare si fie diferit, el tintind direct ADN in care se insera in timpul
replicarii acestuia, eveniment premergator diviziunii celulare. Cum el se poate
insera in orice regiune, se poate insera in vecindtatea unor gene, care codifica
diferite proteine implicate in controlul ciclului celular, inhibandu-le transcriptia
si, In consecintd, diviziunea celulara. Cum proteina p53 are un rol cheie atat in
senescentd cat si in apoptoza, mutatille ADN activeaza proteina p53 care
determina, pe de o parte, intrarea unor celule in senescenta si a altora in apoptoza.

CONCLUZII GENERALE

Pe baza rezultatelor obtinute se pot concluziona urmatoarele:
1) Tratamentul cronic al sobolanilor din rasa Wistar cu CsA, MTX si ACV a
determinat nefrotoxicitate prin afectarea atat a functiei glomerulare cat si a functiei
tubulare a rinichilor.
2) Tratamentul sobolanilor cu CsA, MTX si ACV a fost urmat de cresterea
nivelului seric al creatininei si ureei. In toate experimentele efectuate, nivelurile
creatininei $i ureei au crescut intr-o maniera dependentd de concentratie si de
timpul de tratament.
3) Hidratarea animalelor (10 mL — gavaj) inainte de tratament a redus
semnificativ.  (p < 0.05) potentialul nefrotoxic al medicamentelor, fapt ce
sugereaza importanta unui consum suplimentar de apa Tnainte de tratament.
4) Cele trei medicamente au indus o scadere semnificativd a ratei filtrarii
glomerulare (p <0.05) si a creatininei urinare.
5) Restabilirea normald a parametrilor biochimici (creatinind si uree) cu L-
arginind (100 pg/kg corp/zi) demonstreaza capacitatea acestui aminoacid de a
imbunatati functia renala si posibilitatea de a fi utilizata ca o terapie adjuvanta ce
poate ameliora efectele secundare ale agentilor nefrotoxici.
6) Faptul ca PGE, a avut efect benefic asupra functiei glomerulare afectate de cele
trei medicamente poate sugera un efect al CsA, MTX si ACV asupra functiei de
secretie a rinichilor.
7) Tratamentul combinativ al PGE, (10 pug/kg corp/zi) cu CsA, MTX si ACV
amelioreaza semnificativ (p < 0.05) RFG prin diminuarea efectului vasoconstrictor
indus de cele trei medicamente.
8) CsA a indus semnificativ (p < 0.05) hipernatremie si hipopotasemie, MTX nu a
modificat statistic semnificativ nivelul seric al acestor ioni (p > 0.05), iar ACV a
provocat o scadere semnificativa (p < 0.05) a natremiei i potasemiei.
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9) Tratamentul cu CsA si MTX a fost urmat de hipocalcemie si hipomagnezemie
(p £0.05), iar tratamenul cu ACV nu a modificat semnificativ nivelul calciului in
sange (p > 0.05), in schimb a provocat scaderea semnificativa a magnezemiei (p <
0.05).

10) Efectele CsA, MTX si ACV asupra nivelului seric al ionilor pot fi explicate
prin actiunea lor directd sau indirectd asupra proteinelor transmembranare
implicate in reabsorbtia tubulard, in principal, de la nivelul segmentelor proximale
ale nefronilor si din ramul ascendent al ansei Henle.

11) CsA induce modificari functionale tubulare (transport membranar) si
vasculare (vasoconstrictie) la concentratii mici si modificari structurale (fibroza
tubulo-interstitiald,  microangiopatie §i  aparitia  hialinului la  nivel
glomerular/arteriolar) la concentratii mari §i tratament cronic. Electrono-
microscopic, CsA provoacd vacuolizarea citoplasmei, dispunerea periferica a
heterocromatinei si modificari svere ale organitelor celulare.

12) MTX induce necroza tubulara, hipertrofierea glomerulului cu reducerea
matrixului mezangial, iar ultrastructural, la concentratii mari, apare edematierea
membranei celulard si nucleard, indentarea anvelopei nucleare si dezintegrarea
cristelor mitocondriale.

13) ACV determina modificari histologice structurale si ultrastructurale ale
tesutului renal numai la concentratii foarte mari si dupa formarea microcristalelor.
14) CsA, MTX si, In micda masurd ACV, induc apoptoza si necroza celulelor
renale intr-o maniera dependentd de concentratie si de timpul de tratament. Indexul
apoptotic scade invers proportional cu concentratia de MTX si cu durata
tratamentului, apoptoza fiind inlocuitd de necroza.

15) Apoptoza celulelor tubulare contribuie la patogeneza afectiunilor renale.

16) Viabilitatea celulelor renale cultivate a scdzut intr-o manierd dependenta de
concentratia celor trei medicamente si de durata de tratament.

17) CsA st MTX au cauzat, in celulele renale cultivate de sobolan, o deteriorare
marcata (p < 0.05) a profilului endogen antioxidant, evidentiatd prin diminuarea
activitdtii SOD si a GSH.

18) ACV nu a determinat modificari semnificative (p > 0.05) ale sistemelor
antioxidante (superoxid-dismutaza, glutation).

19) CsA si MTX au diminuat semnificativ (p < 0.05) productia NO 1in celulele
renale cultivate si acest efect poate explica vasoconstrictia arteriolara renald,
scaderea ratet filtrarii glomerulare si scaderea volumului urinar.

20) ACV a determinat cresterea semnificativa (p < 0.05) a productiei de NO, fapt
ce poate explica cresterea volumului urinar.

21) In cazul expunerii la CSA si MTX, co-tratamentul celulelor cu L-arginini
(100 pg/mL mediu de culturd) a fost urmat de cresteri semnificative (p < 0.05) ale
glutationului redus (GSH), a activitatii SOD si a nivelului NO.
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22) L-arginina nu a modificat semnificativ (p > 0.05) nivelurile GSH, SOD si NO
in cultura tratatd cu ACV.

23) CsA si MTX induc stres oxidativ, in timp ce ACV nu produce stres oxidativ.
24) Stresul oxidativ afecteaza, pe de o parte, functiile componentelor celulare, iar,
pe de alta parte, ADN mitocondrial si nuclear, influentand pozitiv sau negativ
expresia unor gene care codificd proteine ale cailor apoptozei si senescentei
replicative.

25) Toate cele trei medicamente, CsA, MTX, ACV, tintesc calea senescentei
replicative. Activitatea [-galactozidazei a fost crescutd intr-o maniera dependenta
de concentratie si de timpul de tratament.

26) Vitamina E a diminuat procentul celulelor [B-Gal pozitive, fapt ce
demonstreaza ca stresul oxidativ generat de CsA si MTX induc modificari la
nivelul ADN, stimuland activarea genelor implicate In senescenta.

27) Prin urmare, CsA nu induce direct senescenta, ci indirect prin intermediul
stresului oxidativ. MTX induce senescenta atit direct prin tintirea ADN, cat si
indirect prin intermediul ROS, iar ACV induce senescenta replicativa prin tintirea
directa a replicarii ADN.

28) Co-tratamentul celulelor cultivate cu 4-amino-1,8-naftalimid (ANF), un inhibitor
al PARP-1 (poly ADP-ribose polymerase -1), un senzor al leziunilor ADN, a fost
urmat de diminuarea numarului de celule B-Gal pozitive, demonstrandu-se astfel
implicarea PARP-1 1n senescenta indusd de CsA, MTX si ACV.

29) Senescenta celulara indusa de CsA ar putea explica fibroza interstitiala a
rinichiului prin modificarea expresiei genelor, iar apoptoza celulelor renale ar
putea genera atrofia tubulard fara anomalii glomerulare majore prin declinul
raportului celule vii/moarte.

30) Mecanismul molecular al citotoxicitatii renale induse de CsA si MTX este
stresul oxidativ generat de productia crescutd a speciilor reactive de oxigen prin
diminuarea sistemelor de aparare anti-oxidante. Apoptoza si senescenta celulara
sunt raspunsuri ale celulelor la stresul oxidativ.

31) Mecanismul molecular care sta la baza nefrotoxicitatiit ACV este senescenta
celulelor renale, aparuta ca raspuns la blocarea ciclului celular, prin efectul
inhibitor asupra ADN polimerazei.

32) Desi mecanismele de actiune ale celor trei medicamente sunt foarte diferite,
mecanismul nefrotoxic al celor trei medicamente se suprapune cel putin partial.

33) ACV este nefrotoxic, dar la concentratii foarte mari (> 1g/kg corp/zi), in
schimb CsA si MTX sunt nefrotoxice si la concentratii inferioare (100 mg/kg
corp/zi, respectiv 1.5 mg/kg corp/zi).
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