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El empleo clinico de los inhibidores de calcineu-
rina, Ciclosporina A (CsA) y Tacrolimus, como in-
munosupresores, ha supuesto un notable avance te-
rapéutico no sélo en el campo del trasplante de
6rganos sino también en diversas entidades nosol6-
gicas con sustrato autoinmune. Aunque el uso de
estos inmunosupresores se acompafia en un por-
centaje significativo de casos de efectos secundarios
importantes, entre los que se incluyen nefrotoxici-
dad, hipertensiéon y dano vascular, la patogenia de
los mismos dista de ser bien conocida desde el punto
de vista molecular. En nuestro laboratorio nos ha in-
teresado profundizar en el posible papel de las es-
pecies reactivas de oxigeno (Reactive Oxygen Inter-
mediates, ROI) y nitrégeno (Reactive Nitrogen
Intermediates, RNI) en el dafo endotelial. Para ello
hemos expuesto células endoteliales de aorta bovi-
na (Bovine Aortic Endothelial Cells, BAEC) a CsA con
el fin de identificar ROl y RNI generados especifi-
camente tras el tratamiento con CsA. Para detectar
los ROI/RNI se han utilizado ciertos compuestos
fluorescentes y permeables, con una capacidad re-
lativamente selectiva de oxidarse en presencia de
anion superéxido (Oy) (dihidroetidina, DHE), pero-
xinitrito (OONO") (dihidro-rodamina, DHR), y 6xido
nitrico (NO") (diaminofluoresceina diacetato, DAF-
2DA). La cuantificacién de esta fluorescencia se rea-
liz6 mediante citometria de flujo, utilizando los con-
troles apropiados (donadores e inhibidores de la
produccién de cada especie). Estos estudios se com-
plementaron con la técnica de resonancia paramag-
nética de spin electrénico (EPR) para determinar O,
quimioluminiscencia de ozono para cuantificar NO
e inmunocitoquimica para detectar nitrotirosina, una
modificacion postraduccional que puede ser pro-
movida por el OONO". La CsA (10 uM) oxida la DHE
(CsA: 194 = 11% respecto del control, p < 0,05,
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n = 12), en un proceso inhibible por un mimético
lipofilico de la superéxido dismutasa, MnTMPyP
(MNTMPYP + CsA: 79 + 6 y MnTMPyYP: 76 + 11%
del control, en presencia y ausencia de CsA res-
pectivamente, p < 0,001, n = 3), y potencia la oxi-
dacién de esta sonda por 10 uM dimetilnaftoquino-
na (DMNQ), un generador intracelular de O, (CsA:
194 = 11, DMNQ 249 = 41 y CsA + DMNQ: 920
+ 102% respecto al control). Demostramos asimis-
mo que la CsA estimula la produccién temprana (no
transcripcional) del NO intra y extracelular. En BAEC
cargadas con la sonda DAF-2DA, 10 uM de CsA
produjeron un aumento de 201 = 15% con respec-
to al control, parcialmente inhibible por L-NAME,
un antagonista competitivo de la 6xido nitrico sin-
tasa: (L-NAME + CsA vs L-NAME: 160 = 10 vs 115
+ 7%, p < 0,05, n = 12). Asimismo, pudimos ob-
servar un discreto aumento extracelular de NO- me-
diante acumulacién durante 2 horas de nitritos (CsA
vs vehiculo: 2,61 = 0,1 vs 2,22 + 0,1 umol/l, n =
11, p < 0,05) en el sobrenadante de células endo-
teliales. La coincidencia en la doble produccion, tras
tratamiento con CsA, de ROI/RNI se corrobora con
la oxidacién de la sonda DHR (221 + 12% respec-
to al control, p < 0,01), que es consistente con la
formacion endotelial de peroxinitrito en la monoca-
pa de células endoteliales tratadas con CsA. En estu-
dios con inmunocitoquimica, en BAEC tratadas con
CsA, ésta formacion de peroxinitrito se corresponde
con un aumento de nitrotirosilacion de proteinas,
inhibible por antioxidantes. También el Tacrolimus
tiene un considerable poder oxidante, detectado por
la oxidacion de DHR. En conclusién, los inmunosu-
presores inhibidores de calcineurina tienen capaci-
dad de producir dano endotelial por nitrotirosilacién
de proteinas, reaccién mediada por la generacién de
especies altamente oxidantes como el peroxinitrito.



