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RESUMEN

Los mecanismos de la nefrotoxicidad de la ciclosporina no son bien conoci-
dos. Puesto que el factor activador de las plaquetas (PAF) es capaz de producir
vasoconstriccion y disminuir el filtrado glomerular, en este trabajo hemos exami-
nado el efecto de antagonistas especificos del PAF como el BN 52063 en un mode-
lo agudo de nefrotoxicidad. Ratas Sprague-Dawley tratadas con ciclosporina
(50 mg/kg/dia) durante quince dias presentaron nefrotoxicidad significativa con au-
mento de la creatinina sérica. El examen morfologico mostré un aumento de las
células intersticiales en la corteza y la médula externa con lesiones exudativas en
las arteriolas preglomerulares. El infiltrado intersticial estaba formado principal-
mente por células la ©, macréfagos y linfocitos T. Las ratas tratadas con BN 52063

 presentaron niveles séricos de creatinina en limites normales y ausencia, o muy

discreta presencia, de infiltrados celulares intersticiales. No existié aumento en la
produccion de eicosanoides (PGE, y TxB,) por los glomérulos aislados de ratas con
nefrotoxicidad en relacién a los controles. Estos resultados sugieren que el PAF
podria ser uno de los mediadores responsables de la nefrotoxicidad inducida por la
ciclosporina. Los antagonistas del PAF podrian ser de utilidad en la prevencién de
esa situacion.
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ROLE OF PLATELET ACTIVATING FACTOR (PAF) ANTAGONISTS IN A RAT
MODEL OF CYCLOSPORINE NEPHROTOXICITY

SUMMARY

The mechanisms of cyclosporine-induced nephrotoxicity are presently
unclear. Since platelet activating factor (PAF) is able to cause renal vaso-
constriction leading to a reduction in renal blood flow and glomerular fil-
tration rate, in this work we have examined the effects of a specific PAF receptor
antagonist. BN 52063, in an acute model of cyclosporine nephrotoxicity. Adult
Sprague-Dawley rats were given 50 mg/kg/day per os for 15 days. Serum
creatinine was elevated by day 7 and continued to rise until day 15. Morphologic
examination of perfused kidney revealed an increase in interstitial mononuclear
cells in the cortex and in the outer- medulla and exudative lesions in the
preglomerular arterioles. The interstitial infiltrate was formed by la* cells,
macrophages and T cells. The concomitant administration of BN 52063
(50 mg/kg/day per os) with cyclosporine prevented partially the increase in serum
creatinine levels and diminished the presence of mononuclear interstitial cells. The
production of eicosanoids (PGE, and TxB,) by isolated glomeruli of rats with
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cyclosporine nephrotoxicity was in a similar range to that of control animals. These
results suggest a role for PAF in the pathogenesis of cyclosporine-induced
nephrotoxicity. PAF antagonists could be useful in the prevention of that

complication.

Key words: PAF. Nephrotoxicity. Cyclosporine.

Introduccién

La utilizacién de la ciclosporina (CsA) ha sido
probablemente uno de los mayores avances en los
Gltimos anos en el tratamiento del rechazo del
trasplante y de las enfermedades autoinmunes '. La
nefrotoxicidad de esta droga constituye, sin duda, su
efecto adverso méas importante 2. La comprensién de
los mecanismos del dano renal por la CsA tiene, por
tanto, una gran importancia clinica.

Los modelos animales de nefrotoxicidad aguda por
CsA han dado resultados contradictorios,
probablemente por la distinta susceptibilidad de las
cepas de ratas empleadas y dosis de CsA
administradas, entre otras razones 3. En la mayoria
de los modelos de nefrotoxicidad, sobre todo si
duran un cierto tiempo, se observan alteraciones
funcionales y estructurales renales . Recientemente se
ha sugerido que la vasoconstriccién podria ser uno
de los efectos observados mas precozmente en la
nefrotoxicidad aguda por CsA *: ©.

El factor activador de las plaquetas (PAF) es un
potente .autacoide inflamatorio definido como
1-0-alquil-2-acetil-sn-glicero-3-fosfocolina 7 8. La
produccién del PAF por varias células renales,
ademds de por diversas células inflamatorias, sugiere
que este mediador podrifa tener un papel
preeminente en diversas situaciones
fisiopatolégicas ?'?. La infusién de PAF en la arteria
renal induce una reduccién dosis dependiente del
flujo plasmatico renal, del filtrado glomerular del
volumen urinario y de la excrecién de sodio '3 4.
Ademas es capaz de inducir aumento de la
vasopermeabilidad glomerular '3, contraccién de las
células mesangiales e incremento de la sintesis local
de PGE, '>. Por todo ello, el PAF es un firme
candidato para ser uno de los mediadores del dafo
renal inducido por la CsA.

En un modelo de nefrotoxicidad aguda inducida en
ratas con dosis altas de CsA hemos estudiado el
efecto de un antagonista especifico de los receptores
del PAF, BN 52063, sobre la funcién y las
alteraciones morfolégicas renales. La posible
participacién de algunos eicosanoides renales en el

dafio renal ha sido también considerada en este

trabajo. Nuestros datos, mostrando un efecto
beneficioso de los inhibidores del
nefrotoxicidad inducida por la ciclosporina, son
similares a los publicados recientemente por Pirotzky

PAF sobre la

y cols. '® en un modelo de ratas espontineamente

hipertensas. .

Material y métodos

Animales y tratamiento

Ratas Sprague-Dawley de 200-220 g. se guardaron
en jaulas metabdlicas con dieta estandar y agua «ad
libitum». Unos dias mas tarde las ratas se distribuye-
ron al azar en tres grupos. A un grupo se le adminis-
traron 50 mg/kg/dia de ciclosporina (Sandoz, Ltd, Basi-
lea, Suiza) por via oral, a otro grupo la misma dosis
mas 50 mg/kg/dia del extracto de la Ginkgo biloba,
BN 52063 (Institut Henri-Beaufour, Francia) por via
oral y al otro ‘grupo el vehiculo de la ciclosporina
(accleite de oliva + 10 % de etanol), también por via
oral.

Examen de funcién renal

La creatinina sérica y el nitrégeno ureico sérico se
determinaron por métodos estandar.

Estudios morfologicos e inmunohistoquimicos

- Alos dias siete y quince, ratas de cada grupo se anes-
tesiaron con pentobarbital sédico y los rinones fueron
perfundidos a través de la aorta abdominal con
100 ml. de suero salino normal a 37° C. Las venas
renales se abrieron para permitir el drenaje del liquido
de perfusion. Posteriormente los rifiones fueron extir-
pados y procesados para estudios histolégicos e in-
munohistoquimicos. La gran mayoria del tejido renal
fue empleado, como se verd mas abajo, para estudio
de mediadores.

Para la microscopia 6ptica las muestras de rifién se
fijaron en formol salino tamponado a pH 7,4 y cortes
incluidos en parafina de 1 pm. se tifiieron con hema-
toxilina y eosina y acido periddico de Schiff (PAS).

La identificacion de infiltrados celulares intersticia-
les se realizé con la técnica de avidina-biotina pero-
xidasa en cortes de tejido congelados, empleando los
siguientes anticuerpos monoclonales (Seralab, Craw-
ley, Inglaterra): OX1, que identifica el antigeno leu-
cocitario comin; OX6, que reacciona con células
la*; W3/13, que reacciona con las células T y los
neutréfilos; W3/25, que identifica células T con acti-
vidad cooperadora y algunas células derivadas de los
monocitos; OX8, que identifica células T supreso-
ras/citotoxicas, y EDT, que identifica monocitos y
macréfagos. La especificidad de esos anticuerpos
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monoclonales se comprobé utilizando suero de ratén
normal, 1gG normal y liquido ascitico tumoral, con-
teniendo anticuerpos no relacionados, como se des-
cribe en otra parte '7. La evaluacion del infiltrado ce-
lular intersticial se realizé determinando el porcen-
taje de células tenidas positivamente en 10 areas de
infiltrados intersticiales escogidos al azar. La relacién
de células peroxidasa positivas con el nimero total
de células infiltrantes se obtuvo usando un microsco-
pio de luz convencional con objetivo (X63).

Ciclosporina sérica

Los niveles de ciclosporina sérica se determinaron
por radioinmunoensayo comercial, empleando anti-
cuerpos policlonales (Cyclo-Trac, Inestar Co. Minne-
sota, USA).

Aislamiento e incubacién de los glomérulos

Los glomérulos renales se aislaron de acuerdo a
técnicas previamente descritas basadas en la capaci-
dad de los glomérulos de pasar a través de un filtro
de 105 pm vy ser retenidos en uno de 75 um '8, La
suspensién glomerular se obtuvo con una contamina-
cion tubular menor del 3 %. Los glomérulos aislados
se incubaron durante sesenta minutos a 37° con agi-
tacion continua en 1 ml. de tampén, conteniendo
Tris, 20 mM; CINa, 130 mM; CIK, 10 mM; acetato
sédico, 10 mM; Cl,Ca, 2,5 mM, y glucosa, 5 mM;
pH, 7,4. Las incubaciones se detuvieron por centrifu-
gacion a 300 g. durante tres minutos a 4°. Los sobre-
nadantes se recogieron y se congelaron hasta la de-
terminacion de las prostaglandinas.

Determinacién de eicosanoides

Los niveles de PgE, y TxB, se midieron de los glo-
mérulos aislados directamente en los sobrenadantes
libres de proteinas mediante radioinmunoensayo sin
previa extraccién '? '

Andlisis estadistico

Los resultados mostrados se expresan como media
* DSM. Los datos se analizaron por el test de Stu-
dent. Valores de p > 0,05 se consideraron como no
significativos. :

Resultados

La administracién de CsA produjo un aumento de
fa creatinina sérica, que fue méas evidente a los quin-
‘ce dias de tratamiento (fig. 1). Los animales a quie-
nes simultineamente se administré CsA y el antago-
nista del PAF, BN 52063, presentaron niveles mas
bajos de creatinina sérica (fig. 1).

Los cambios morfolégicos renales estaban localiza-
dos en la parte externa de la corteza y de la médula y
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Fig. 1.—Niveles de creatinina sérica en los tres grupos de
animales estudiados. * p < 0,01; ** p < 0,05.

consistian en un incremento generalizado en el nd-
mero de células en el intersticio (fig. 2) y pequenas
areas focales de atrofia y vacuolizacién tubular. Exis-
tian ademds en algunas zonas lesiones exudativas de
las arteriolas preglomerulares con reduccién de fa luz
(fig. 3). La administracién de la CsA drurante cuatro
semanas produjo amplias lesiones de fibrosis y atrofia
corticomedular (no mostrado). Las células, mononu-
cleares en su gran mayoria, se identificaron mediante
anticuerpos monoclonales. Como se observa en la ta-
bla 1, los animales inyectados con CsA presentaron
un incremento de las células OX1 (antigenos leucoci-
tarios comunes), siendo maximo a los quince dias de
tratamiento (fig. 4). Porcentualmente las células OX6
(1a*) y la ED1 (monocitos y macréfagos) eran las més
NUMEerosas.

No hubo diferencias en los niveles plasmaticos de
ciclosporina en los animales inyectados con CsA y
los tratados con BN 52063 (fig. 5).

Para conocer la posible alteracién de la sintesis de
eicosanoides glomerulares por la CsA estudiamos la
produccién de PGE, y de TxB, por glomérulos aisla-
dos de animales tratados con ciclosporina y los
inyectados con vehiculo. Como se muestra en la
figura 6, la CsA no indujo cambios significativos en
la produccién glomerular de PGE, y TxB,, cuando se
comparé con el vehiculo, a los siete y quince dias de
estudio. Un patrén similar se observé en la sintesis
de esos eicosanoides en animales a los que se admi-
nistré simultaneamente CsA y BN 52063.

.

Discusion

Los datos presentados en este trabajo muestran que
un antagonista del PAF, como el BN 52063, previene,
al menos parcialmente, la nefrotoxicidad inducida
por la administracion de CsA durante quince dias.

Los modelos «in vivo» de dafio renal por la CsA en
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Tabla I. Infiltrados celulares intersticiales renales en ratas tratadas con ciclosporina

Grupo 0oX1 0oX6 w3/13 w3/25 oxs ED1
Controles(n = 6) ...... 23 £ 4 15+3 16 +3 123 52 6x2
Ciclosporina (n = 5) ... 92 + 30 52 £ 22 40 £ 14 26 = 14 19 £ 10 31 £ 16
Ciclosporina (n = 5) +

BN52063 ........... 47 £ 12 30+ 12 21 £ 3 16 £ 5 8+4 14 £ 13

ratas han sido relativamente dificiles de desarrollar,
puesto que estos animales son bastante resistentes a
los efectos adversos de este farmaco 3. La dosis utili-

zada en nuestros estudios han sido alrededor de 10
veces la dosis de inmunosupresién empleada en los
humanos. En nuestro modelo, bajo el punto de vista
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Fig. 4.—lInfiltrado inflamatario
celular con predominio de
células OX8™ (PO x 450).
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Fig. 5.—Niveles séricos de ciclosporina en el dia siete.

morfolégico, los rifones de los animales tratados con
CsA mostraron cambios moderados, con infiltracion
del intersticio por células mononucleares, lesiones de
exudacién en las arteriolas preglomerulaes con dis-
minucién de la luz y, en menor medida, areas foca-
les de atrofia tubular * '°. La prolongacién de la ad-
ministracién de CsA durante cuatro semanas produjo
amplias lesiones de fibrosis y atrofia corticomedular
similares a las descritas por otros autores * '°.

La disminucion de la funcion renal en ausencia de
necrosis tubular significativa sugiere que la CsA no
ejerce un efecto téxico directo sobre las células epi-
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teliales tubulares, sino que mas bien, al menos pri-
mariamente, produciria alteraciones hemodinamicas
renales. Recientemente, Barros y cols. ® han mostra-
do que la administracién aguda de CsA produjo una
disminucién importante en el filtrado glomerular (FG)
debido a un marcado incremento en las resistencias
vasculares renales totales, que a su vez determinaron
un descenso del flujo plasmatico. Puesto que la CsA
es capaz de estimular el sistema renina angiotensina
«in vivo» e «in vitro» ¥ 2% 21 y |as alteraciones he-
modindmicas glomerulares comentadas arriba se
asemejan a las producidas por la angiotensina Il, se
ha sugerido que esta hormona podria jugar un papel
importante en la patogenia de la vasoconstriccién
producida por la CsA * 22, Sin embargo, los resulta-
dos de la administracién de captopril en la preven-
cion de la caida del FG y el FPR han sido contradic-
torios > ©. Ademas se ha demostrado en ratas que
dosis medias de CsA aumentan la actividad de la re-

~ nina plasmatica (ARP) mas efectivamente que las al-

tas * 27, y que no existe relacién entre las alteracio-
nes morfolégicas y el aumento de la ARP 2'.

Recientemente se ha mostrado que el tratamiento
crénico con CsA induce un aumento selectivo en la
excrecion urinaria de TxB,, coincidiendo con una’
disminucién del FG 23 24 Puesto que el TxA, es ca-
paz de producir alteraciones hemodinamicas renales,
se ha pensado que el TxB2 podria ser uno de los me-
diadores de la vasoconstriccién renal en la nefrotoxi-
cidad por ciclosporina. Los datos presentados en este
trabajo muestran que la produccién de TxB, (el meta-
bolito estable del TxA;) por glomérulos aislados de
ratas con nefrotoxicidad aguda de CsA no estaba sig-
nificativamente aumentada en relacién a los contro-
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les. Aunque no podemos descartar algin papel del
TxB2 en la nefrotoxicidad por CsA, no parece ser
uno de los mediadores mas importantes.

Nuestros datos empleando el BN 52063, un com-
ponente purificado de un extracto de un arbol em-
pleado en la medicina tradicional china y que inhibe
especificamente los receptores del PAF " 2° sugie-
ren un papel para este mediador en la nefrotoxicidad
por CsA.

Recientemente se ha empezado a considerar al
PAF como un mediador importante en diversas situa-
ciones fisiopatolégicas renales ®'?. La infusion de
PAF en la arteria renal produce vasoconstriccion y
provoca una disminucién marcada del FG y de la
fraccion de filtracion ' ' completamente indepen-
diente de sus efectos sistémicos 2¢. El PAF induce la
contraccioén de las células mesangiales en cultivo 'y
disminuye el drea glomerular %°, sugiriendo que este
fosfolipido podria modular el FG no sélo por los
efectos hemodindmicos intrarrenales o sistémicos, si-
no también modificando la superficie de filtracién, es
decir, reduciendo el K;.

El PAF es producido por células inflamatorias, cé-
lulas endoteliales, mesangiales y células intersticiales
renales 72, Puesto que el endotelio es considerado
como la diana de la nefrotoxicidad de la ciclosporina
en estadios iniciales, se puede especular que el PAF
liberado por las células endoteliales, arteriolares y
glomerulares podria actuar sobre las arteriolas pre y
postglomerulares y las células mesangiales, provo-
cando las alteraciones hemodinamicas renales co-
mentadas mas arriba. En resultados preliminares he-
mos observado que las ratas tratadas con ciclospori-
na tienen una eliminacién de PAF significativamente
elevada en relacion a los controles. Es interesante
ademds notar que otro ginkgolido, relacionado con

el utilizado en este trabajo, el BN 52021, inhibe los
cambios en el drea glomerular 2’ y la produccién de
PGE, por las células mesangiales inducidos por
PAF 28,

Los efectos beneficiosos de los antagonistas del
PAF en nuestro modelo agudo de nefrotoxicidad por
CsA se observaron tanto por mejoria de la funcién
renal, medida por la creatinina sérica, significativa-
mente mas baja que en los animales a quienes sélo
se administré CsA, como en las lesiones morfologi-
cas. Los rinones de los animales tratados con
BN 52063 no presentaron lesiones focales de atrofia
tubular ni lesiones exudativas en las arteriolas preglo-
merulares. El infiltrado de células mononucleares en
el intersticio renal fue notablemente inferior al de los
animales tratados s6lo con CsA.

Aunque el infiltrado de células mononucleares en
la nefrotoxididad por CsA es menos abundante y mas
focal que en el rechazo 2%, estudios recientes en ratas
con nefrotoxicidad aguda han mostrado un incre-
mento importante en el nimero de células infiltrando
la corteza y la médula renal '°. Esta es la primera
vez, en nuestro conocimiento, que el infiltrado inters-
ticial es caracterizado mediante anticuerpos mono-
clonales en un modelo experimental de nefrotoxici-
dad por CsA. La disminucién en aproximadamente el
50 % de su intensidad en animales tratados simulta-
neamente con BN 52063 recuerda lo observado en
otros modelos de afectacién intersticial, como en el
modelo de nefropatia por adriamicina 3% 3! y sugiere
que el PAF puede ser uno de los mediadores que in-
tervienen a nivel renal en el reclutamiento celular in-
flamatorio.

El PAF estimula la liberacion de otros mediadores,
como los leucotrienos y las prostaglandinas en varios
tipos de células y érganos. Asi, se ha observado que
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la infusién de PAF en rifiones aislados de conejo o su
incubacién con células mesangiales «in vitro» provo-
ca la liberacién de PGE; ' 32, Por ello nuestro tra-
bajo no descarta que la reduccién del FG en el mo-
delo agudo de nefrotoxicidad por CsA sea el resulta-
do de la generacion secuencial de varios mediadores
de la inflamaci6n u hormonas como la renina. Esto
quiza explicaria los resultados parcialmente benefi-
ciosos observados en otros modelos empleando di-
versos farmacos, como los inhibidores de la enzima
de conversién o los antagonistas de los canales del
calcio ® 2. El BN 52063 es capaz, sin embargo, de
disminuir notablemente las alteraciones morfolégicas
renales de atrofia tubular y fibrosis intersticial, que
son muy manifiestas en el modelo de nefrotoxicidad
por ciclosporina en ratas espontaneamente hiperten-
sas 34,

Recientemente se ha sugerido que el PAF puede
tener algun papel en el rechazo de 6rganos (revision
en 11, 12). Ademas los antagonistas del PAF, como
el BN 52021 solo o en combinacién con azatioprina
o CsA, prolongan la supervivencia del corazén tras-
plantado *°. Estos datos, junto con la disminucién de
la nefrotoxicidad aguda por CsA observada con los
antagonistas del PAF, sugieren que estas sustancias
podrian tener interés en el trasplante de 6rganos. Sin
embargo, teniendo en cuenta la existencia de dano
vascular renal, probablemente inducido por la CsA,
en pacientes trasplantados de corazén 3%, en los pro-
ximos tiempos deben realizarse estudios en modelos
crénicos de toxicidad, empleando antagonistas del
PAF, solos o en combinacién con otros farmacos
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