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El factor activador de las plaquetas (PAF) como
mediador de la nefrotoxicidad inducida por
ciclosporina A: Estudios en glomérulos aislados
humanos y de rata
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RESUMEN

Se analizan los efectos de la ciclosporina A (CsA) 107% M sobre la superficie
de seccién (SSG) de glomérulos aislados humanos y de rata. Experiencias similares
fueron realizadas tras preincubacién con antagonistas del factor activador de las.
plaquetas (PAF) (BN 52021, BN, 5 x 107> M) y con bloqueantes de los canales
de calcio (verapamil, V, 107> M). Las SSG fueron medidas mediante un método
computarizado. Igualmente se evalué la capacidad de produccion de PAF por
parte de glomérulos aislados de rata incubados con CsA. Tanto los glomérulos
de rata (tiempo 0: 1,55 + 0,02 m? x 107% tiempo 30: 1,45 + 0,02 m? x 107%
p < 0,001) como los humanos (tiempo 0: 2,57 = 0,03 m? x 1078 tiempo 30:
2,47 + 0,03 m? x 1075 p < 0,05) mostraron una disminucién en su SSG;
en presencia de CsA al cabo de treinta minutos de incubacién. Esto no se ob-
servé en los glomérulos controles. En aquellos preincubados durante diez mi-
nutos con BN o 'V, previamente a adicion de la CsA, tampoco se observaron
modificaciones significativas en la SSG. En glomérulos aislados de rata, la CsA
indujo un aumento de la produccién de PAF tras treinta minutos de incubacién
(glomérulos control: 175 + 15 pg/mg.; glomérulos con CsA: 404 + 15 pg/mg.;
p < 0,01). Estos resultados sugieren que a través de una disminucién en la superfi-
cie de filtracién glomerular y, por consiguiente, en el coeficiente de ultrafiltracién el
PAF puede mediar la reduccién aguda del filtrado glomerular inducida por la CsA.
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PLATELET-ACTIVATING-FACTOR (PAF) AS A MEDIATOR OF
NEPHROTOXICITY INDUCED BY CYCLOSPORYNE A. STUDIES ON HUMAN
AND RAT ISOLATED GLOMERULI

SUMMARY

The effects of cyclosporine A 107M on glomerular cross-sectional area
(GCSA) of isolated human and rat glomeruli were tested. The same experiments
were performed after preincubation with a platelet-activating-factor (PAF)
antagonist (BN 52021, BN, 5 x 107°M) and a calcium channel blocker
(verapamil, V, 107> M). Areas of glomeruli were measured by a computer-assisted
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method. GCSA decreased after 30 min of incubation with CsA both in rat (time O:
1.55 £ 0.02 m? x 1075 time 30: 1.45 = 0,02 m? x 107% p < 0.001) and in
human (time 0: 2.57 + 0.03 m? x 1075 time 30: 2.47 + 0.03 m? x 1078
p < 0.05) glomeruli. This was not observed in control glomeruli. BN and V
inhibited the CsA-induced glomerular contraction in both populations of
glomeruli. In Addition, CsA 107° M increased PAF production by isolated rat
glomeruli (control glomeruli: 175 + 15 pg/mg; CsA glomeruli: 404 = 15 pg/mg).
These results suggest that CsA could reduce GFR by decreasing the glomerular
ultrafiltration coefficient, perhaps as a consequence of the contraction of
glomerular structures. PAF seems to play a pivotal role in the genesis of this action.

Key words: PAF. Cyclosporine. Nephrotoxicity.

[

Introduccion

La ciclosporina A (CsA) constituye probablemente
el mayor avance terapéutico de los Gltimos anos en
el campo del trasplante renal '. Sin embargo, su ne-
frotoxicidad continda siendo un problema importan-
te 2. Dentro de las alteraciones renales inducidas por
la CsA, ha ido recibiendo progresivamente una
mayor atencidn su capacidad para producir un fraca-
so renal agudo funcional, reversible con la reduccién
o retirada de la droga *. Esto ha sido atribuido a mo-
dificaciones en las resistencias vasculares renales
(RVR) * en relacién con modificaciones del sistema
renina-angiotensina >, el sistema nervioso auténo-
mo ® y determinados prostanoides * 7. Sin embargo,
recientemente el grupo de Barros y cols. & ha sugeri-
do que la CsA es capaz de modificar directamente el
coeficiente de ultrafiltracion (K, independientemen-
te de los cambios en el flujo plasmatico renal (FPR).

Por otra parte, el factor activador de las plaquetas
(PAF) puede inducir una reduccién en el FPR y en la
tasa de filtracién glomerular (TFG) °. Ademads, re-
cientemente se ha demostrado que esta sustancia es
capaz de contraer tanto los glomérulos aislados '
como las células mesangiales de rata en culti-
vo ' 12, A su vez, estas estructuras son capaces de
producir PAF 13

En el presente trabajo hemos intentado analizar la
hipétesis de que la reduccién aguda en el filtrado
glomerular inducida por la CsA podria estar mediada
por la produccién de PAF. Para ello se ha trabajado
con glomérulos aislados humanos y de rata, intentan-
do evitar asi las multiples interferencias existentes «in
vivo», asumiendo que los cambios en la superficie
glomerular pueden ser un marcador indirecto de mo-
dificaciones en el K¢ '* 5. Estos glomérulos aislados
han sido incubados con o sin CsA, en presencia de
inhibidores de la interaccién del PAF con sus recep-
tores '°. Igualmente se ha determinado la capacidad
de estos glomérulos para producir PAF en presencia
de CsA. Finalmente, se ha intentado evaluar el posi-
ble papel del calcio en la produccién de estas accio-
nes. :

Material y métodos

1. Aislamiento de glomérulos. Los glomérulos de
rata fueron obtenidos en animales de la cepa Wistar,
que pesaban entre 150-200 g. de peso, mantenidos
con una dieta estindar y con una ingesta libre de
liquidos. Tras anestesiarlos con éter se realiz6 una
incision en la linea media abdominal, procediéndose
a cateterizar la aorta en su bifurcacién. A continua-
cién se perfundieron los rifiones con una solucién
isotonica de NaCl heparinizada (50 mg. de heparina
sédica en 500 ml. de solucién, 4° C). Se separd des-
pués la corteza de la médula mediante diseccién ma-
croscopica, sometiéndose posteriormente un homo-
geneizado cortical a un proceso de tamizado diferen-
cial (tamices de 105 y 75 pm). Los glomérulos aisla-
dos quedaron retenidos en este Gltimo tamiz. Se ob-
tuvo asi una preparacién consistente en glomérulos
sin capsulas de Bowman ni arteriolas aferentes o efe-
rentes, con una contaminacion tubular inferior al
5 %. Todo este proceso de aislamiento fue realizado
con el mismo tampén (tampoén A: tris 20 mM, CINa
130 mM, CIK 10 mM, acetato de sodio 10 mM, glu-
cosa 5 mM, pH = 7,45) y a 4° C. La técnica ha sido
descrita previamente 7.

Los glomérulos humanos fueron aislados de forma
muy similar, atendiendo también a descripciones
previas '8. Los rifiones utilizados provenian de las or-
ganizaciones de trasplante de la zona Centro, tratan-
dose de organos que no fueron considerados apro-
piados para ser injertados. Se perfundié el rinén con
una solucién isoténica fria heparinizada, similar a la
descrita previamente, procediéndose posteriormente
a la separacién macroscdpica de la corteza y la mé-
dula. El homogeneizado cortical se proces6 de forma
superponible a la descrita para las ratas, aunque los
tamices utilizados fueron respectivamente de 180 y
105 um. Una vez obtenidos los glomérulos en este
altimo tamiz, con una minima contaminacién de ele-
mentos tubulares y vasculares, se procedié a su al-
macenamiento en N, liquido. La temperatura de tra-
bajo y el tampén de aislamiento fueron iguales que
los utilizados en el caso de las ratas.
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2. Incubaciones. Los glomérulos de rata, en to-
dos los casos, fueron obtenidos en el mismo dia de
su utilizacién. En el caso de los glomérulos humanos
se utilizaron siempre suspensiones tras descongela-
cién. Antes de cada experimento se procedié a lavar
dos veces las suspensiones glomerulares, afadiendo
a cada una de ellas 10 ml. de tampén A y centrifu-
gando a continuacién a 1.000 r.p.m. durante un mi-
nuto a 4° C. Los glomérulos asi obtenidos fueron re-
suspendidos en 1 ml. de tampén A, conteniendo una
concentracién final de Ca™™ de 2,5 mM. Tras quince
minutos en estas condiciones se comenzaron los experi-
mentos. En una primera fase se incubaron glomérulos
tanto de rata como humanos, en presencia de CsA
(107° M de concentracci6n final) a temperatura am-
biente, a la vez que se realiz6 una incubacién de
glomérulos control. Dado que la CsA llevaba una
cierta proporcién de etanol como disolvente, la con-
centracion final de etanol en los glomérulos controles
(0,1 %) fue similar a la que habia en los glomérulos
con CsA. En otro grupo de experimentos se preincu-
baron ambos tipos de glomérulos con BN 52021
(5 X 107> M) (Instituto Henri Beaufour, Paris, Fran-
cia) durante diez minutos a temperatura ambiente,
anadiendo posteriormente CsA a la concentracién
descrita previamente (BN + CsA). En tercer lugar se
realizaron unas incubaciones absolutamente super-
ponibles a las previamente descritas, pero utilizando
verapamil (V 107> M) (Knoll, Madrid, Espana) en lu-
gar de BN 52021 (V + CsA).

Finalmente se procedié6 a evaluar la produccién de
PAF en presencia o ausencia de CsA. Teniendo en
cuenta que la produccién de esta sustancia hay que
expresarla como una funcién de la cantidad total de
proteina glomerular, se procedié a ajustar inicial-
mente la concentraciéon de proteinas en torno a
1,5 mg/ml. Ademds, se anadi6 fenil-metil-sulfonil
fluoruro (PMSF, 10~ M de concentracién final) a los
medios de incubacién. A continuacién, alicuotas de
1 ml. de esta suspensién se incubaron en presencia
(n = 4) o ausencia (n =4) de CsA 107° M. Tras
treinta minutos de incubacion, los tubos fueron rapi-
damente centrifugados (3.000 r.p.m., cinco minutos,
4° ), separandose los sobrenadantes y los precipita-
dos, almacendndose unos y otros a — 20° C hasta el
momento de su andlisis. Las proteinas fueron cuanti-
ficadas mediante el método descrito por Lowry y
cols. 19,

3. Determinacion de la superficie de seccién glo-
merular 2% 2", Alicuotas de 100 pl de suspensiones
glomerulares fueron colocadas en portas excavados
mantenidos a temperatura ambiente (22 = 2° C),
siendo observados en contraste de fase con un foto-
microscopio Olympus invertido (Olympus IMT 2,
Shivya-Hu, Tokio, Japén) con una magnificacién de
150 veces. Se realizaron fotografias en condiciones
basales (t = 0, antes de anadir la CsA) y a los treinta
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minutos de incubacién. Se recogieron entre 30-50
glomérulos por fotografia. La SSG se determiné me-
diante técnicas planimétricas utilizando un lapiz ép-
tico acoplado a un ordenador (Cardio-80, Kontron
Medical, Republica Federal Alemana). Las superficies
reales se calcularon tras corregir para los factores de
magnificacion del microscopio y de la fotografia. To-
das las medidas fueron realizadas por dos investiga-
dores diferentes, desconociendo ambos las condicio-
nes experimentales de cada fotografia.

4. Cuantificacién de la produccién del PAF. Pre-
viamente a su cuantificacion se procedio a extraer el
PAF tanto de los sobrenadantes de los medios de incu-
bacién como de los precipitados. La técnica ha sido
descrita previamente 2% y se basa en la utilizacién de
cartuchos de silice (Sep-Pak, Waters, Milford MA,
USA) vy en la elucién progresiva con solventes de po-
laridad variable. La recuperacién del procedimiento
era del 70-80 %, separdndose completamente el PAF
de otras sustancias con capacidad agregante como el
TxA; o los propios restos de CsA. Tras la extrac-
cién, la cantidad de PAF detectable mediante bioen-
sayo se cuantificé utilizando plaquetas de conejo
marcadas previamente con >H-serotonina (Amersham,
Buckin§hamshire, Inglaterra), segln técnicas ya des-
critas %2,

5. Analisis estadistico. Todos los resultados se ex-
presan como X * eem. En las experiencias de SSG,
las comparaciones entre los grupos se realizaron me-
diante analisis de varianza simple, realizandose pos-
teriormente una comparacién mdltiple de medias se-

8un el método de Scheffe. Con respecto a la produc-

cién de PAF, las comparaciones fueron realizadas
mediante las pruebas de Kruskal-Wallis y de
Mann-Whitney. Se consideré significativa una
p < 0,05.

Resultados

La figura 1 muestra las SSG de glomérulos aislados
de rata en presencia de CsA, de BN 52021 + CsA y
de V + CsA, comparandolos con los controles. En
condiciones basales no hubo diferencias entre las
SSG de los cuatro grupos experimentales. Al cabo de
treinta minutos las SSG.de los glomérulos controles y
de aquellos preincubados con BN 52021 y V perma-
necieron similares a los basales, mientras que en el
caso de la CsA se observé una significativa reduccion
de este parametro en comparacion con las cifras ba-
sales y también en relacién con los valores a los
treinta minutos de los grupos control y BN + CsA.

En el caso de los glomérulos humanos (fig. 2), los
resultados fueron semejantes. La CsA indujo una re-
ducciéon significativa en la SSG, que fue inhibida
mediante la preincubacién con BN 52021 y V. Desde.

~un punto de vista cuantitativo, esta reduccion fue
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Fig. 1.—Variaciones en la superficie de seccion glomerular (SSG)
de glomérulos aislados de rata tras ser incubados durante treinta
minutos en condiciones controles (C), con ciclosporina A 10~ M
(CsA), con BN 52021 5 x 107° y ciclosporina A 107° M
(BN + CsA) y con verapamil 1075 M y ciclosporina A 107%M
(V + CsA). Las barras blancas representan los valores en condicio-
nes basales, mientras que las rayadas son los valores a los treinta
minutos. Los nimeros entre paréntesis representan el ndmero total
de glomérulos medidos. * p < 0,05 vs valores basales.
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Fig. 2.—Variaciones en la superficie de seccién glomerular (S5G)
de glomérulos humanos aislados tras ser incubados durante treinta
minutos en condiciones controles (C), con ciclosporina A 107 M
(CsA), con BN 52021 5 x 10=° y ciclosporina A 107° M
(BN + CSA) y con verapamil 107° M vy ciclosporina A 107°M
(V + CsA). Las barras blancas representan los valores en condicio-
nes basales, mientras que las rayadas son los valores a los treinta
minutos. Los niimeros entre paréntesis representan el nimero total
de glomérulos medidos. * p < 0,05 vs valores basales.

menor que en el caso de las ratas, ya que supuso
s6lo un 5 % de variacidon con respecto a la superficie
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glomerular inicial, mientras que los glomérulos de ra-
ta se contrajeron en torno a un 8 %.

En glomérulos aislados de rata, la CsA indujo un
incremento significativo en la produccién de PAF,
que pudo ser detectado tanto en el sobrehadante co-
mo en el precipitado de los medios de incubacion

(tabla 1).

Discusion

La CsA induce una reduccién significativa en la
SSG de glomérulos aislados, tanto en ratas como en
humanos. Este efecto se inhibe totalmente mediante
la utilizacion de sustancias que antagonizan la unién
del PAF a sus receptores, como el BN 52021, y con
calcioantagonistas, como el V.

El significado y la interpretacion de los estudios que
se basan en el analisis de la SSG contintan siendo un
tema de debate en el momento actual. En primer lu-
gar, las variaciones cuantitativas observadas en este
tipo de experimentos no son muy importantes y, en
cualquier caso, son siempre inferiores a las descritas
para células mesangiales. En los presentes resultados,
las variaciones observadas no superaban, en el mejor
de los casos, un 8 % con respecto a los valores basa-
les, lo que podria hacer pensar que estos hallazgos
no tendrian una gran importancia fisiolégica. No
obstante, las variabilidades intra e interensayo ** de
la técnica son tan bajas y el nimero de elementos
analizado tan elevado que las significaciones estadis-
ticas son muy fiables. El hecho de que los valores
basales sean comparables en todos los casos apoya
fuertemente la hipétesis de que los valores encontra-
dos no son debidos al azar. Ademas, estas pequefas
variaciones en las SSG, sobre todo en comparacién
con parametros similares obtenidos en células, han
sido demostradas previamente por nosotros y por
otros autores al incubar glomérulos aisla-
dos ' 29 2. 24 En segundo lugar, no ha sido posi-
ble comprobar, hasta el momento, que una reduc-
cion en la SSG sea un indice directo de medida de
una hipotética reduccién en la superficie de filtracion
glomerular. Serian necesarias experiencias com-
plejas, capaces de detectar no s6lo cambios en la su-
perficie de seccién aparente, sino también modifica-
ciones concomitantes en la superficie de filtracion
verdadera, para poder afirmar la existencia de una
relacién directa entre estos dos parametros. Sin em-
bargo, y hasta que este tipo de estudios sean facti-
bles, la mayor parte de los autores '* '> consideran
que una reduccioén en la SSG, en presencia de deter-
minados mediadores humorales, puede ser un indice
indirecto que informe de posibles modificaciones en
la superficie de filtracion glomerular.

Teniendo en cuenta estas consideraciones pode-
mos sugerir gue la importancia de nuestros resultados
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Tabla I.  Produccién de PAF por glomérulos aislados de rata

PRODUCCION DE PAF

Ml G T
C (n=4 20+ 3 155 £ 17 175 £ 15
CsA (n = 4) 120+ 12~ 285 £ 3% o 404 £ 15 *

Los resultados se expresan en pg de PAF por mg. de proteina glomerular, mostrandose las X + eem. C: Glomérulos control. CsA: Glomérulos incuba-
dos con ciclosporina A. MI: Medio de incubacién. G: Glomérulos. T: Cantidad total. * p < 0,05 vs control.

radica en el hecho de que la CsA, probablemente a
través de un efecto directo sobre la superficie de fil-
tracién glomerular, podria inducir una reduccién en
el K, condicionando asi una disminucion del filtrado
glomerular. Esto no descarta que la CsA pueda tam-
bién ejercer sus efectos sobre la funcién renal me-
diante la modificacion de otros determinantes del fil-
trado, como el FPR o la presién hidrostética intraglo-
merular. Aunque no existen referencias previas de re-
sultados «in vitro» que confirmen nuestros hallazgos,
es importante resaltar que los resultados del grupo de
Barros y cols. ® apoyan nuestra hipétesis de forma
muy directa. Estos autores han sido capaces de de-
mostrar, con técnicas de micropuncién en gloméru-
los subcapsulares, que entre los distintos determinan-
tes de la filtracion glomerular que la CsA es capaz de
modificar, uno de ellos es el K;.

El mecanismo responsable de la reduccién de la
SSG inducida por CsA no ha sido analizado directa-

mente en estos experimentos. Aunque diversas hip6-

tesis podrian ayudarnos a explicar los resultados ob-
tenidos, la mayor parte de los autores creen que ese
tipo de acciones son una consecuencia de la contrac-
cion de las células mesangiales intraglomerula-
res '4 132526 En este sentido se ha demostrado
que la CsA es capaz de inducir una contraccién im-
portante en células mesangiales de rata en cultivo,
mecanismo que podria verse implicado en la génesis
de los efectos glomerulares observados.

El BN 52021 es un extracto natural del ginkgo bilo-
ba, capaz de inhibir la interaccién del PAF con sus
receptores especificos '®. Esta sustancia bloquea el
efecto contrictil de la CsA en glomérulos aislados,
humanos y de rata. En ese sentido, la hipdtesis de
trabajo serfa que la incubacién de glomérulos aisla-
dos con CsA induciria un incremento en la sintesis de
PAF, el cual, interaccionando con receptores especifi-
cos glomerulares, podria contraer estas estructuras.
Esta hipdtesis no descarta la existencia de otros me-
diadores intermedios, posibles determinantes de las
acciones de la CsA.

Para confirmar estos postulados seria necesario
aclarar tres aspectos fundamentales. En primer lugar,
la capacidad de la CsA para incrementar la produc-
cion de PAF por parte de estructuras glomerulares
aisladas. Schlondorff y cols. '* han demostrado pre-
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viamente que tanto los glomérulos como las células
mesangiales de rata en cultivo son capaces de produ-
cir PAF en pequenas cantidades. Nosotros hemos in-
tentado mejorar su técnica, inhibiendo la actividad
de las hidrolasas intracelulares '® mediante el uso de
PMSF. De esta forma hemos obtenido una produc-
ciéon basal de PAF superior a la descrita previamen-
te '3. En estas condiciones experimentales, la incu-
bacion con CsA indujo un notable incremento en la
produccién de PAF por parte de glomérulos aislados
de rata. En segundo lugar es necesario aceptar la ca-
pacidad del PAF para contraer glomérulos aislados.
Esto ha sido demostrado previamente por nuestro
grupo de trabajo '°, habiendo sido sefialada igual-
mente la capacidad de esta sustancia para contraer
las células mesangiales en cultivo ''. Finalmente,
mediante el uso de radioligandos, habria que demos-
trar directamente la presencia de receptores especifi-
cos del PAF a nivel glomerular, lo que no ha sido
logrado hasta el momento.

El bloqueo de los canales de calcio mediante el
uso de V ha demostrado también ser efectivo a la
hora de prevenir la contraccion glomerular inducida

_por CsA. Esto hace suponer que un flujo incrementa-

do de calcio desde el espacio extracelular hacia el
intracelular puede jugar un papel importante en la
contraccion inducida por la CsA. A este respecto es
importante recordar que el V es también capaz de
inhibir la contraccién glomerular inducida por el
PAF '°. Asi pues, intentando relacionar todos los da-
tos de que disponemos, se puede sugerir que el efec-
to primario de la CsA sobre glomérulos aislados es un
incremento en la produccion de PAF que, tras inter-
accionar con sus receptores, condicionaria un incre-
mento en los flujos de calcio desde el exterior hacia
el interior de la célula, determinando asi la contrac-
cion glomerular. '

Un aspecto importante de los presentes resultados
son los hallazgos concernientes a los glomérulos hu-
manos. En general, los trabajos en animales de expe-
rimentaciéon arrojan siempre dudas acerca de la im-
portancia de los mismos en la especie humana. En
los resultados mostrados previamente, los datos en
humanos confirman los obtenidos en animales de ex-
perimentacion, si bien las variaciones cuantitativas
son menores. Esto podria deberse a los procedimien-



tos de congelacién y descongelacion a los que fueron
sometidos [os glomérulos humanos. La inhibicién de
la contraccién glomerular por parte del BN 52021 y
el V concuerdan ademés con determinados datos ob-
tenidos en la clinica humana, en el sentido de que
estas drogas pueden prevenir la toxicidad renal indu-
cida por CsA en pacientes trasplantados 27 28.

En resumen, la reduccién aguda de la filtracién
glomerular inducida por la CsA puede guardar rela-
cién con la contraccién glomerular que produce. El
PAF parece jugar un papel fundamental en la media-
cion de estos efectos. El bloqueo de la interaccidn
del PAF con sus receptores o de sus mecanismos de
accion intracelular pueden resultar de gran ayuda en
el manejo de la toxicidad renal debida a CsA.
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