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INDUCCION TRANSCRIPCIONAL DEL GEN eNOS POR CICLOSPORINA
A: PAPEL DE AP-1.

._Navarro-Antolin, S. Lamas. Centro de Investigaciones Biolégicas,
C.S.I.C. ¢ LR.S.LN., Madrid.

El inmunosupresor de uso clinico Ciclosporina A (CsA) produce dafio
vascular endotelial. Se sabe poco de los cambios moleculares que produce en
la transduccién de sefiales y en la expresion génica en el endotelio. Nuestro
grupo demostré que, en células endoteliales de aorta bovina (CEAB), la CsA
aumentaba los niveles del ARN mensajero (ARNm) de la sintasa endotelial
del 6xido nitrico (eNOS) (Am J Physiol 1996, 271:H1072-H1078), en un
proceso en el que estaria implicado el estado redox celular (British J
Pharmacol 1998, 124:447-454). El objetivo actual es conocer el mecanismo
molecular de esta supraexpresion. Mediante técnica de Northern blot
detectamos que 1 puM CsA aumenta la expresion del ARNm de eNOS en
CEAB por un mecanismo fundamentalmente transcripcional, dado que el
bloqueo de la transcripcién mediante la inhibicion de la ARN polimerasa II
anula este efecto (201.0 + 33.4 vs 118.7 + 25.3, % respecto del vehiculo).
Coincidente con ello, los ensayos de transcripcion in vitro de nucleos aislados
(run-on) muestran un aumento de la tasa de transcripcion del gen eNOS en
CEAB tratadas con CsA (161.3 +5.2 % respecto del vehiculo). Este hecho se
corrobora con los resultados de transfecciones transitorias de 1.9 Kb del
promotor humano de eNOS en CEAB (200.7 + 3.8 % respecto del vehiculo) y
en células endoteliales de cordén umbilical humano tratadas con CsA. Las
transfecciones con fragmentos menores de la region reguladora 5’ confirman
una progresiva pérdida de actividad promotora (168.2 + 13.2, 137.3 £9.7 y
112.2 £ 10.0, % respecto del vehiculo, para las construcciones de 1.5, 0.7 y
0.3 Kb respectivamente), implicando la existencia de sitios cis de respuesta a
CsA en el promotor humano de la eNOS. Considerando la participacion del
estado redox celular en el aumento del ARNm de la eNOS producido por CsA
y la existencia en el promotor humano de la eNOS de sitios cis para el factor
de transcripciéon AP-1 (sensible al estado redox), evaluamos su participacion
en la induccién transcripcional de eNOS por CsA. Mediante ensayo de
cambio de la movilidad electroforética de un oligonucledtido conteniendo la
secuencia cis (TGAGTCA) del factor transcripcional AP-1 en el promotor de
la eNOS, detectamos un aumento de su actividad de uniéon en CEAB tratadas
con CsA. La transfeccion transitoria del fragmento de 1.5 Kb del promotor de
la eNOS humana con el sitio cis para AP-1 mutado (AGATCTA) se asoci6 a
una pérdida de inducibilidad por CsA (137.8 + 8.7 vs 88.6 + 7.4, % respecto
del vehiculo). Estos datos sugieren que el mecanismo subyacente al aumento
del RNAm de la eNOS producido por CsA en células endoteliales es una
induccién transcripcional, en la que participa AP-1.

REGULACION DE LA EXPR}ESION DE LOS GENES MDR1 Y ENDOTELINA 1 EN
LINEAS CELULARES DE TUBULO RENAL.
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Aguilar, RG Del Moral
Dept. de A ia Patol
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La glicoproteina-P (gp-P) juega un importante papel en la proteccién frente a
xenobidticos. La endotelina 1 (ET1) es un potente vasoconstrictor y su sobreexpresion en
células renales puede ser uno de los mediadores de lesién tubular inducida por farmacos.
La regulacién transcripcional de los genes de multirresistencia a formacos (MDR1) y ET1
comparte algunos mecanismos de activacion a través de la proteina kinasa C y el
promotor AP1. En este estudio sc muestra el di comportamiento de la expresion de
MDRI y ET1 en células renales in vitro, su modulacién por farmacos inmunosupresores
(IS) y quimioterapicos (CT), y su relacién con el ciclo celular.

Se realizaron ensayos in vitro con lineas celulares derivadas de tibulo renal, MDCK y
LLC-PK1, mantenidas en medio de cultivo MEM con 5% de suero bovino fetal. La
induccién farmacoldgica se llevd a cabo mediante incubacién durante 15 dias con dosis
subletales (ICy) de los diferentes farmacos nefrotéxicos (IS y CT). Los niveles de
expresién de los genes MDR1 y ET 1 se determinaron por RT-PCR. Se empled
citometria de flujo para medir los siguientes pardmetros: expresion de gp-P (clon JSB-1),
porcentaje de células positivas (%POS) e intensidad media de fluorescencia (MSFI). El
ciclo celular y fraccién de crecimiento fueron también determinadas de igual manera.

Los niveles de ARNm de MDRI1 en condiciones basales fueron 0.1 + 0.01 para MDCK y
0.11 +0.007 para LLC-PK1. El %POS y el MSFI de gp-P fueron también similares en las
lineas celulares de tibulo renal (%POS MDCK 83.65 + 22.71, LLC-PK1 81.28 + 20.5;
MSFI MDCK 24.8 + 3.1, LLC-PK1 23.9 * 5.9). En estas condiciones, los niveles de
ARNm de ET1 fueron mayores que los de MDR1 (MDCK 0.69 + 0.01, LLC-PK1 0.51 +
0.03). La incubacion con farmacos (IS o CT) incrementé la MSFI de gp-P y la expresién
de MDRI en ambas lineas (p < 0.001, ANOVA). Estudios de RT-PCR mostraron que la
expresion de los genes ET1 y MDRI1 guardaban una relacién inversa (coeficiente de
Pearson r= -0.488, p<0.05); asi, los fArmacos que inducian un mayor i en los
niveles de ARNm de MDRI1 inducian a su vez la mayor disminucion en los niveles de
ARNm de ETI. Los niveles de gp-P y de ARNm de MDR1 guardaban una relacion
directa con el porcentaje de células en fase S y G,M (coeficiente de Pearson r= 0.465 y
0.576, respectivamente), mientras que los niveles de ARNm de ET1 no mostraron
correlacién estadistica con las fases del ciclo celular.

En conclusién, los resultados mostrados sugi que la expresién di ial de los
genes MDR1 y ET1 modulados por diferentes farmacos nefrotoxicos podria ser un factor
a considerar en el desarrollo de la nefrotoxicidad.
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PAPEL DEL POTENCIAL DE MEMBRANA MITOCONDRIAL EN LA
APOPTOSIS DEL TUBULO PROXIMAL INDUCIDA POR CyA Y
TACROLIMUS: SEMEJANZAS Y DIFERENCIAS

A. Tejedor!, M. Castilla!, A. Torres!, L. Bosca2, S. Hortelano2, C. Caramelo®, B.
Herrero!l, JA Lézarol, JF Caiiizo!. lHospital “Gregorio Maraiién”. 21° de
Bioquimica,CSIC. *Fundaci¢n Jiménez Diaz. Madrid.

Dos de los inmunosupresores utilizados actualmente en la mayoria de los programas de
trasplantes de 6rganos s6lidos, ciclosporina y tacrolimus, se caracterizan por su capacidad
toxica sobre el tibulo proximal. Pese a sus diferencias estructurales, ambos farmacos tienen
un mecanismo de accién comiin, interfiriendo con la activacion inmunofilin dependiente de
la cédula CD4. En este estudio hemos comparado los efectos de ambos inmunosupresores
sobre la generacién del potencial transmembrana por la cadena respiratoria mitocondrial de la
célula proximal, a partir de cultivos primarios obtenidos de cerdos isogénicos para 3 loci del
complejo mayor de histocompatibilidad.

RESULTADOS: Las células proximales entran en en apoptosis cuando son tratadas con
generadores exdgenos de 6xido nitrico, o con estimulos de la sintesis endégena de 6xido
nitrico. De modo peculiar sin embargo, no responden a la induccién de apoptosis con
lipopolisacirido . A diferencia de las células de estirpe macrofgica, en las que ciclosporina y
tacrolimus ejercen un efecto opuesto al del NO, en la célula proximal tanto ciclosporina (1-
1000 ng/ml) como tacrolimus ( 5-500 ng/ml) ejercen un efecto sinérgico con NO induciendo
apoptosis. En los tres casos, la apoptosis estd mediada por caspasa IIl, y es totalmente
blogueada por inhibidores especificos de la misma (zVAD). Las células que son pretratadas
con ciclosporina o tacrolimus y sobreviven, se hacen parcialmente resistentes a la induccién
de apoptosis. Esta resistencia es tanto directa como cruzada, sugiriendo un mecanismo
comiin a ambas drogas. La activacién de caspasa III observada, parece estar en relacién con
daiios directos sobre la generacion del potencial de membrana mitocondrial. La adicion aguda
de ciclosporina a mitocondrias proximales no modifica su control respiratorio por ADP,
pero inhibe la apertura ciclofilin-dependiente del poro de permeabilidad. Esta inhibicion se
acompaiia de una hiperpolarizacion mitocondrial. Tacrolimus no modifica en cambio el poro
de permeabilidad ciclofilin-dependiente. Sin embargo, el efecto de ciclosporina (opuesto al
del NO) es temporal y se agota en menos de 307 al cabo de los cuales, tanto ciclosporina
como tacrolimus condicionan una depolarizacion mitocondrial progresiva. La consecuencia
morfolégica es una hinchazén de la mitocondria con desestructuracion y rotura de las crestas.
En el momento de enviar este resumen no se ha conseguido atin demostrar la salida de
citocromo C al citoplasma, causa mas que probable de la activacion de la caspasa IIT descrita.

CONCLUSIONES: a diferencia de otros tipos celulares, en el tibulo proximal la
interferencia de ciclosporina con la regulacion del volumen mitocondrial es temporal y
desaparece en menos de media hora. El efecto a medio plazo es similar al del tacrolimus,
depolarizando la mitocondria que se hincha y rompe, iniciando en ambos casos la activacion
de caspasa III que finalmente inducird la apoptosis de la célula proximal. El tratamiento con
uno de los dos farmacos induce tolerancia a la toxicidad del otro, lo que supone un factor de
seguridad para la maniobra de sustitucion de un fArmaco por otro.

EFECTO PROTECTOR DEL MOFETIL MICOFENOLATO EN LA NEFRITIS
AUTOINMUNE INDUCIDA POR HgC12 EN LA RATA BROWN NORWAY.

E. Nieto, E. Escudero, A. Martin, E. Navarro y . Mampaso.

Dpto. Anatomia Patologica. Hospital Ramén y Cajal. Universidad de Alcald. Madrid.
Espaiia.

E1 Mofetil Micofenolato (MMLI) es un nuevo inmunosupresor cuyo principio
activo, el acido micofenélico, produce la deplecion del GTP celular mediante la
inhibicion no competitiva de la enzima inosin monofosfato deshidrogenasa (IMPDH), una
de las enzimas claves en la sintesis de novo de acidos nucleicos. De esta manera ejerce
un efecto antiproliferativo selectivo sobre linfocitos y monocitos ya que, en ellos, ésta es
la vinica via posible de sintesis. Usando el modelo de neffitis autoinmune inducida
en la rata Brown Norway mediante la administraciéon de HgC12 (1mg/Kg, 5 inyecciones
s.c.) hemos querido estudiar el efecto que pudicra tener este fairmaco en ¢l desarrollo y
progresion de esta enfermedad caracterizada por una activacion policlonal de células B
autorreactivas dependiente de células Th2. Como consecuencia, se produce una
enfermedad autoinmune caracterizada por sintesis de auto-anticuerpos (auto-Acs) anti-
ADNss y anti-membrana basal glomerular (MBG), asi como depésitos lineales
glomerulares de 1gG, severa proteinuria y desarrollo de una nefritis tubulointersticial.

Para ello, dos grupos (A y B ) de ratas BN fueron expuestos a HgCI2 , ademis
¢l grupo A (n=8) recibio 80mg/Kg /dia de MMF por via oral y ¢l grupo B (n=6) recibio
el vehiculo y se utilizoé como control. En ambos grupos se estudiaron los siguientes
pardmetros: niveles séricos de Acs anti-ADNss , Acs anti-MBG y sus depésitos
glomerulares, niveles de proteinuria y de nitritos en orina, ¢ infiltrado intersticial
leucocitario.

Nuestros resultados demos una sup de la sintesis de Acs anti-ADNss
y anti-MBG, y ausencia de depésitos glomerulares de estos iltimos auto-Acs en el grupo
de ratas tratadas con el inmunosupresor. A su vez, los valores de proteinuria que en las
ratas control alcanzaban niveles de 120mg/24h., retornaron a sus niveles basales (3-
20mg/24h.). Con respecto a la concentracién de nitritos en orina s¢ observé un descenso
significativo (p<0.001) en el grupo tratado con MMEF (5-14 mg/24h.) al compararlo con
el grupo control (40-70mg/24h.). Y, finalmente, observamos la desaparicion del infiltrado
leucocitario renal en las ratas tratadas con MMF. Estos datos sugieren ¢l importante papel
protector que desempeiia el MMF en este modelo experimental, lo que podria representar
una alternativa potencial para el tratamiento de algunas afecciones autoinmunes con daiio
renal.




EL ACIDO 9-CIS RETINOICO MODULA LA EXPRESION DE VASCULAR
CELL-ADHESION MOLECULE-1 EN CELULAS MESANGIALES HUMANAS
EN CULTIVO E INHIBE LA ADHESION DE MONOCITOS A DICHAS
CELULAS

Moreno Manzano, V; Sepilveda Mufioz, Juan Carlos; Torrecillas Casamayor,
Guadalupe, Diez marques, Luisa; Rodriguez Puyol, Manuel; Lucio Cazaifia,
Francisco Javier

Departamento de Fisiologia, Facultad de Medicina, Universidad de Alcala, Alcala
de Henares (Madrid)

El acido 9-cis retinoico es un isomero del acido retinoico todo-trans que estimula
especificamente los receptores de retinoide RXR y, ademas estimula los receptores
RAR, a diferencia de acido retinoico todo-frans, que solamente activa receptores
RAR. Resultados previos de nuestro laboratorio han demostrado que 9-cis retinoico
inhibe en células mesangiales humanas en cultivo la expresion de osteopontina, una
glicoproteina que es secretada por células mesangiales y que esta implicada en la
adhesion de monocitos al tejido glomerular. En el presente trabajo hemos evaluado
la accion de 9-cis retinoico sobre la expresion mesangial de otra molécula de
adhesion, vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1), también implicada en la
adhesion de monocitos al tejido glomerular. Asimismo, se ha estudiado el efecto de
9-cis retinoico sobre la adhesion de monocitos a células mesangiales humanas en
cutivo. Los experimentos se desarrollaron en cultivos de células mesangiales
(obtenidas desde rifiones rechazados para transplante) de pase 20-25, confluentes y
quiescentes por incubacion durante 48 horas en medio al 0.5%. Los monocitos se
aislaron desde sangre total de donantes sanos: en primer lugar se obtuvieron células
mononucleares en Lymphoprep mediante centrifugacion y luego se incubaron estas
células en frascos Roux durante 24 horas para permitir la adhesion diferencial de los
monocitos. La expresion de VCAM-1 se estudio mediante Northern blot en células
mesangiales tratadas con acido 9-cis retinoico durante 2 horas y luego incubadas
durante 24 horas en una de estas tres condiciones: control, estimuladas con suero de
ternera fetal al 20% o estimuladas con factor de necrosis tumoral alfa (TNF-o,, 10
ng/ml). La adhesion de monocitos se evaluo en cultivos de células mesangiales
tratadas en las mismas tres condiciones experimentales, afadiendo 800.000
monocitos por placa P35. Nuestros resultados indican que 9-cis retinoico inhibe la
adhesion de monocitos a células mesangiales incubadas en condiciones control o de
estimulacion. Similarmente, el acido 9-cis retinoico modula la expresion de VCAM-
1 en células mesangiales cultivadas bajo las diferentes condiciones experimentales.
Experimentos aislados realizados con acido retinoico todo-trans demostraron que
este retinoide es menos activo que el acido 9-cis retinoico.

EL PEROXIDO DE HIDROGENO COMO MEDIADOR
DE LA CONTRACCION CELULAR PRODUCIDA POR
ANGIOTENSINA 11

G. Torrecillas, J.C. Sepilveda-Muifioz, M. Rodriguez-Puyol, S.
Lépez-Ongil, V. Moreno-Manzano. D. Rodriguez-Puyol*.
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En los ultimos afios, las especies reactivas del oxigeno
(ROS) se han propuesto como mediadores en las respuestas
celulares tanto in vivo como in vitro. Sin embargo, la hipétesis
de que la contraccion dependiente de All, puediera ser mediada
por ROS, particularmente H,O,, no ha sido previamente
analizada. Los presentes experimentos fueron disefiados para
estudiar esta hipotesis, asi como los posibles mecanismos
implicados. La catalasa (CAT, 80 U/ml) inhibié el aumento de
la fosforilacion de la cadena ligera de la miosina, parametro
bioquimico que precede a la contraccion celular, asi como la
disminucidn del area de seccion celular (ASC) inducido por AIl
1 uM en células musculares lisas de aorta de rata en cultivo
(CMLVR) y en células mesangiales de rata en cultivo (CMR).
Este efecto preventivo de la CAT también se repitié cuando las
células eran tratadas con otro agonista contractil el PAF (1 uM).
La peroxidasa de rdbano bloque6é la reduccion del ASC
producida por AIl y PAF en ambos tipos celulares. Por otra
parte en CMLVR 1la catalasa es capaz de abolir completamente
el pico de calcio producido por AIl 1uM, de una forma dosis
dependiente. En células cargadas con CAT (la concentracién de
CAT intracelular aumentaba 3 veces) la AIl no aumentaba la
concentracion intracelular de calcio. En conclusiéon, estos
resultados apuntan al H,O, como un metabolito critico en la
regulacion de la contraccidon celular que parece regular la
liberacién de calcio dependiente de IP;.
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IMPORTANCIA DE LA PROTEINA DE SHOCK TERMICO 84 ((Hsp84)
EN LA RESPUESTA ANTINFLAMATORIA DE LOS
GLUCOCORTICOIDES (GC).

D. Rodriguez-Puyol*, A. Bellocg, S. Doublier, S. Suberville, J. Pérez, B.
Escoubet, B. Fouqueray, L. Baud. *Seccién de Nefrologia, Hospital Pricipe
de Asturias, Universidad de Alcald y Unidades 426 y 489 INSERM, Paris.

Los GC son fundamentales en el tratamiento de multiples
enfermedades renales, pero la respuesta clinica es limitada. La posible
modulacién de su eficacia antinflamatoria puede resultar de gran utilidad. Los
presentes experimentos se realizaron para evaluar los mecanismos de
potenciacion de la eficacia antinflamatoria de los GC por parte de la
somatostatina (ST). En macrofagos murinos, la ST incrementé el nimero de
receptores de GC (77.9 vs 39.0 pmoles/mg proteina, p < 0.05) sin modificar
su afinidad. El efecto fue maximo con ST 10 nM y entre 8 y 24 h. Este
incremento no se asoci6 a un aumento del ARNm (ensayo de proteccion con
ribonucleasa) y del contenido proteico (western blot) del receptor de GC, sino
a una mayor estabilidad de uno de los componentes del receptor de GC, la
proteina Hsp84. La degradacion de esta proteina, cuyo ARN no aumento tras
la incubacion con ST (RT-PCR semicuantitativa), disminuyé en presencia del
péptido. Esta disminucion de la degradaciéon de Hsp84 parece ser debida a
una disminucién de la actividad de la calpaina intracelular (medida mediante
fluorimetria, utilizando Suc-Leu-Leu-Val- Tyr-AMC) ya que a) la ST inhibe
la actividad basal (214 £ 16 pmol/min/pocillo) de la calpaina celular de forma
dosis dependiente, b) los inhibidores de las proteasas intracelulares (Inhibidor
1 de la calpaina y calpeptina) aumentan la fijacién de los GC a su receptor y
c) la degradacion de Hsp84 es también bloqueada por estos inhibidores. La
potenciacién del efecto antinflamatorio de los GC tras el bloqueo de la
actividad calpaina se confim¢ evaluando la inhibicién de la 6xido nitrico
sintetasa inducible (sintesis de nitritos) por parte de la dexametasona, en
células incubadas con lipopolisacdrido. En este sistema, la calpeptina
potencié de forma significativa el efecto inhibidor de la dexametasona. En
resumen, los presentes experimentos sugieren la posibilidad de poder
modular la respuesta clinica a los GC mediante la estabilizaciéon de Hsp84, un
efecto que parece depender de la calpaina.

MODULACION DE FACTORES VASOACTIVOS POR LAS
PROTEINAS DE LA MATRIZ EXTRACELULAR.
L.Gonzalez-Santiago,S.Lopez-Ongil,J. A Martinez-Torres,C.Pérez
Caballero,R.Ortega,M.Rodriguez-Puyol..

Dpto.Fisiologia,Facultad de Medicina,Universidad de Alcal4,Espafia.

El colageno tipo I es uno de los componentes mayoritarios de la matriz
extracelular en condiciones fisiopatologicas.Los siguientes experimentos
se disefiaron para analizar la influencia de colageno tipo I en los patrones
de sintesis de factores endoteliales vasoactivos (6xido nitrico y
endotelina).Para ello,se cultivaron HuVEC en colageno IV (Col.IV) como
matriz fisiologica,y en colageno I (Col.I) como sustrato patologico.Se
cuantifico la produccién de nitritos y la conversion de L-arginina a L-
citrulina como medida de la actividad de la oxido nitrico sintetasa
constitutiva endotelial (ecNOS) y la produccion de endotelina en distintas
condiciones experimentales.Se estudi6 el mRNA de ecNOS y de la
preproendotelina-1 (prepro-1) por Northern blot.La sintesis basal de
nitritos y de citrulina disminuyé en células crecidas en Col.I con respecto
a las crecidas en Col.IV.Tras estimular con Ciclosporina A (CsA) 1uM y
con glucosa oxidasa (GO) 1mU/ml,durante 24h,la sintesis de nitritos y la
produccion de citrulina aumentd en células crecidas en Col.IV.Los
siguientes valores corresponden a los tratamientos con CsA y GO
respectivamente (%Nitritos:221,228 vs Control; %Citrulina:172,152 vs
Control).Sin embargo,este incremento no se observé en las células
cultivadas en Col.I (%Nitritos:110,104 vs Control;%Citrulina:114,65 vs
Control).Por otra parte,mientras que la produccion basal de endotelina
estaba aumentada en células en colageno I (Col.IV:17.14,Col.I:21.45
fmoles/ml),no se observaron diferencias entre matrices cuando las células
eran tratadas con CsA y GO.Con respecto a la expresion de ecNOS en
condiciones basales,se observo que en HuVEC en Col.I estaba disminuida
en un 41% con respecto al IV, mientras que el mRNA de prepro-1 se
encontraba incrementado (146%).Después del tratamiento con CsA, no
existian diferencias en la expresiéon de ecNOS (Col.IV: 103%,Col.I:
112%) y prepro-1 (ColIV:117%,Col.1:86%) entre las dos
matrices.Cuando las células fueron tratadas con GO,el mRNA de ecNOS
aumentd, pero Unicamente en las cultivadas sobre ColIV
(Col.IV:143%,Col.1:86%).La expresién de prepro-1 no se modificé en
ningun caso.Estos resultados sugieren que la matriz extracelular podria
estar modulando los patrones de sintesis de los factores endoteliales
vasoactivos en patologias vasculares caracterizadas por la presencia de
una matriz anormal.
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EFECTO DE LA HIPERTENSION RENOVASCULAR SOBRE LA ESTRUCTURA
Y FUNCION RENAL DE RATAS DIABETICAS

Gallego B, Arévalo M*, Flores O, L6épez-Novoa JM, Pérez-Barriocanal F.

Instituto Reina Sofia de I igacioi Nefr i Depar de Fisiologia y
Farmacologia. *Depar de A e Histologia. Universidad de Salamanca.
Esparia.

La hipertensién es uno de los factores de riesgo més importantes para el desarrollo de
nefropatia en la diabetes mellitus. Con el fin de separar los efectos debidos a las
alteraciones hemodindmicas de las alteraciones metabdlicas tipicas de la diabetes,
hemos combinado un modelo de hipertension renovascular progresiva (coartacién de la
aorta entre las dos arterias renales) con la diabetes inducida por estreptozotocina, lo que
permite tener dos rifiones sometidos a distinta presién de perfusién en el mismo
entorno metabdlico. Tres meses después de la coartacion, se determinan la tasa de
filtracién glomerular (TFG), el flujo plasmatico renal (FPR), tanto del rifién situado por
encima (DE) como del situado por debajo (IZ) de la ligadura. También se determina la
presién de perfusion (PP) y la proteinuria (PU) de cada rifién. Los animales diabéticos
se dividieron en dos grupos: afectados (DI-AF), en los que aumenta la proteinuria del
rinén hipertenso, y no afectados (DI-NAF), en los que no aumenta. La fibrosis
glomerular e intersticial se cuantifica en secciones renales, tefiidas con rojo sirio, por
un sisteina Jde andlisis de imagen digital. Los resultados de &rca Gim?) de scecion
corpuscular (CORP), del fl6culo (FLO), mesangial (MES), e intersticial (INT),
expresados como medianas, se muestran en la tabla inferior.

GRUPO TFGDE TFGIZ FPRDE FPRIZ PPDE PPIZ PUDE PUIZ
mUmin___mVmin_mVmin_mYmin_mmHg _mmHg _pg30 min__pg/30min

COAR(3) 13%0.1 12%01 5006 49=04 1757 128%5 512x61# 361 =38

DI-AF(10) 1.6%0.1 15%02 5506 50£05 16710 140£5 770+ 196*% 42170

DI-NAF(15) 2.0+0.1*$ 19+0.1*¢ 57205 52+04 183+10 145+4* 322 +498 484 +62

GRUPO CORPDE CORPIZ FLODE FLOIZ MESDE MESIZ INTDE__INTIZ

COAR(23) 10733 10734 9255# 9078 2656# 2365 11774# 12150
DI-AF(10) 12015%#  11279* 10502* 9942* 2950* 2881%* 11869# 14860*
DI-NAF(15) 11677*$ _ 11463*  10015*§  9758* 2950%# 2721* 14400*$ 14953*

* p<0.05 vs coartacién, $ p<0.05 vs di-af # p<0.05 vs rifion izquierdo

La valoracién semicuantitativa de TGF-B, observada por inmunohistoquimica revela
que la expresi6n glomerular mayor se encuentra en el rifién derecho del grupo DI-AF y
la menor en el rifién izquierdo del grupo coartacién (COAR). En el intersticio no se
detecta expresion.

Estos resultados demuestran que la hipertensién glomerular y la hiperglucemia actdan
de forma sinérgica en la alteracién de la estructura y funcién renal y que el TGF-B estd
implicado en dicha alteracion.

EXPRESION Y EVIDENCIA FUNCIONAL DE LAS INTEGRINA B1 ACTIVADAS
EN EL DANO RENAL POR ISQUEMIA-REPERFUSION

E.Navarro, A. Martin, C.Correa, E Escudero, E.Nieto, J. Pascual, R. Fernandez Espino,
Servicio de Anatomia Patolégica, Nefrologia y Cirugia Experimental. Hospital Ramén
y Cajal. Universidad de Alcald. Madrid. Espafia.

En la pérdida de la integridad de la estructura del tibulo renal durame ¢l dafio isquémico
subletal con desprendimiento de las células epitelialk bul yd ion hacia la
luz con oclusion por la formacion de cilindros, van a jugar un papel decisivo las
alteraciones en la estructura, funcién y distribucién de un grupo de proteinas adhesivas
d«.nommadas integrinas.  Estos receptores de adhesion que intervienen en las
inter élula-célula y célul triz extracelular pueden ademas incrementar las
i i )i yvh de las propias células descamadas, facilitando
1a obstruccién mbular La integrinas 1 o moléculas VLA comprenden un subgrupo de
la familia de las integrinas que se expresa en la cara basolateral de la célula epitelial y que
facilita su unién a la membrana basal tubular. En la familia de las integrinas B1 se ha
descrito la existencia de una region reguladora especifica cuya expresion se relaciona con
la activacion celular y unién al ligando y que es reconocida por un Ac denominado
HUTS-21, el cual, presenta reaccion cruzada con una region de activacion similar en la
cadena B1 de rata.

El objetivo del presente estudio pretende examinar el papel que las integrinas
B1 activadas puedan tener en el desprendimiento de las células epiteliales y posterior
formacién de cilindros en el modelo de daiio por isquemia-reperfusion en la rata. Con tal
propésito, 21 machos de la cepa Sprague-Dawley se sometieron a clampaje bilateral de
la arteria renal durante 50-60 minutos. Transcurrido. dicho. tiempo, se procedi6 al

blecimi del flujo ineo dividiendo a las ratas en grupos de 0, 1, 3, 6, 24,
48h.y 72h. y una post-isqi ia. En los disti tiempos se extrajeron ambos
rifiones para su estudio por mi pia optica e i fl ia indirecta. El dafio
renal inducido como ia de la isq ia ( tubular y formacion de

cilindros) fue patente desde tiempos muy cortos (1h. post-reperfusion), siendo la
gravedad de estas lesi morfologicas maxima tras 24h. de reperfusmn para aminorar
1 semana después. Por otra parte, el estudio por i fl mostré
una cinética de la expresion de integrinas P 1 activadas en relacion con la evolucion de
la lesion de la célula epitelial. Asi pudi ! positividad para el Ac HUTS-21
en la cara basal de células tubul dafiadas pero no desprendidas, en la porcion apical
de aquellas celulas parcial d y en la membrana celular de aquellas otras
células total d did y formad: de cilindros.

Estos resuhadm sugieren un papel importante de las integrinas B 1 activadas en
el mantenimiento de la integridad estructural y funcional del tibulo renal, lo que
posibilitaria el disefio de nuevas estrategias terapéuticas frente al dafio renal isquémico.

MEDIACION DE LOS RADICALES LIBRES DE OXIGENO EN LA
ACTIVACION MESANGIAL INDUCIDA POR GENTAMICINA

C. Martinez-Salgado, N. Eleno, P. Tavares? J. Garcia-Criado! , A. Rodriguez-Barbero
y J.M. Lépez-Novoa. Dept. Fisiologia y Farmacologia, ¢ Instituto "Reina Sofia" de
Investigacion Nefrologica y !Dept. Cirugia (Univ. Salamanca). 2Dept. Farmacologia e
Terapeutica Experimental (Univ. Coimbra, Portugal)

Introduccion. Los radicales libres del oxigeno (RLO) median la reduccion de la tasa de
filtracion glomerular observada después del tratamiento con gentamicina (G) in vivo.
Previamente hemos demostrado que la G tiene un efecto contréctil y proliferativo sobre
células mesangiales en cultivo (CM) dependiente de la concentracién. En este trabajo se
estudia la posible mediacién de RLO sobre la activacion mesangial inducida por G (10"
SM).

Métodos. Se emplean cultivos primarios de células mesangiales aisladas de glomérulos
de rata. Se hacen estudios de contraccién (midiendo la reduccién del area de la superficie
plana celular) y proliferacién mesangial (determinando la sintesis de DNA mediante la
incorporacién de timidina-[3H], y el numero de células viables por una técnica
colorimétrica con cristal violeta). Se determina la sintesis de O2- (método basado en la
reduccion del citocromo C por O2°) y de H202 (midiendo fluorimétricamente la
oxidacion de la dihidrorodamina a rodamina). La peroxidacion lipidica se determina por
un método hasado en la miedida del malondialdchido producido por la reaccién del
acido tiobarbiturico con los peroxidos lipidicos. Los cambios en fluidez de membrana
se determinan midiendo los cambios en anisotropia producidos en la sonda fluorescente
hidrofébica que se une a la membrana difenilhexatrieno, y en su derivado catiénico. Los
resultados se expresan como mediatEEM. Las comparaciones de medias se realiza
mediante analisis de varianza.

Resultados. Las células mesangiales se contraen en presencia de G10-SM. Este efecto
aumenta en funcion del tiempo (0-60 min). Ademas, G10->M aumenta la sintesis de
DNA y el niimero de células viables. La preincubacion con dos enzimas barrenderos de
RLO, superéxido dismutasa (SOD, 15 U/ml) y catalasa (CAT, 80 U/ml) inhibe la
contraccion y proliferacion inducida por G hasta niveles basales. Dos donadores de 02"
como son el sistema xantinatxantina oxidasa (X 0,2mM+XO 2mU/ml) y
dimetoxinaftoquinona (DMNQ, 2uM) producen, al igual que la G, contraccién y
proliferacién mesangial. Las CM incubadas (1-24 horas) con G10-M muestran una
produccién constante de O2- (12,75 nmol O2° mg-1 min-1). No se ha detectado
produccién de H202 (0.0002-0.1%), peroxidacion lipidica ni cambios en la fluidez de la
membrana

Conclusiones. La G no ejerce un efecto necrético o citotoxico directo sobre las células
mesangiales. Es posible que la cantidad de RLO liberados en las CM estimuladas con
G actien como mediadores de la contraccién y proliferacion mesangial inducidas por G.

PAPEL DE LA PROTEINA RELACIONADA CON LA PARATHORMONA EN
UN MODELO EXPERIMENTAL DE INSUFICIENCIA RENAL AGUDA.

S. Santos, R. Gazapo*, J.L. Sarasa**, J. Egido y P. Esbrit. U. de Investigacion,
Bioquimica Clinica* y A. Patolégica**, Fundacién Jiménez Diaz, Madrid.

Introduccién: La regeneracion renal tras el fracaso renal agudo parece
mediada por la accién de factores de crecimiento (EGF, IGF-I). La proteina
relacionada con la parathormona (PTH), PTHrP, se expresa en diversos tejidos
normales, fetales y adultos, incluyendo el rifién. En este érgano y en células de
tabulo proximal en cultivo, la producciéon de PTHrP aumenta tras la isquemia y
la disminucién brusca de ATP, respectivamente. Sin embargo, el papel de la
PTHrP en los mecanismos de respuesta al dafio renal es atin desconocido. En
este estudio, hemos evaluado la expresion de PTHrP y su efecto como factor de
crecimiento renal, en un modelo de fracaso renal agudo por 4c. félico (AF). Este
modelo, a diferencia de la isquemia, se asocia a una intensa hiperplasia tubular
con escasaﬂémasde necrosis.

Material y Métodos: Realizamos una tnica inyeccion i.p. de AF (250 mg/Kg) en
ratas Wistar (250 g). A la 1,5 h tras el AF, algunos animales se trataron con una
dosis Gnica s.c.de PTH (1-34) o PTHrP (1-36), 3-50 ug/Kg. A distintos tiempos, y
tras anestesia, se extrajeron los riflones, que se procesaron para
inmunohistoquimica y aislamiento de ARN. Este fue transcrito a ADNc que se
-amplificé--por PCR. con- .cebadores. -especificos para-PTHIP o GAPDH (gen
constitutivo).

Resultados: La funcién renal de las ratas empeoré rapidamente (1 h) tras el
AF. Asi, la creatinina en plasma y el BUN se mantuvieron elevados hasta el dia
6 post-AF, siendo sus valores a las 24 h: 144 + 92 yM y 23 + 14 mM, respecto a
los controles: 53 + 9 pM y 6 + 1 mM, respectivamente (p<0,01). Hemos
encontrado que a 1 hy a las 24 h tras el AF, el ARNm de la PTHrP en el rifién
aumenta 3 y 2 veces, respectivamente, comparado con el de las ratas controles.
Este aumento transitorio es similar al observado con el ARNm del c-fos, un gen
asociado a la hiperplasia renal. Ademas, la inmunotincion tubular con
anticuerpos que reconocen distintos epitopos de la PTHrP aumenté
significativamente desde las 6 h tras el AF. La administracion de PTH (1-34) o
PTHrP (1-36) indujo un aumento de proliferacion tubular, evaluada por
inmunotincién con un anticuerpo que reconoce el antigeno de proliferacion
nuclear (PC10), asociado a un ligero (p<0,05) aumento transitorio (24 h) de
BUN y creatinina plasmatica, sin cambios significativos en la calcemia.
Conclusiones: La PTHrP producida tras el daiio renal agudo se asocia a la
respuesta proliferativa tubular. Paradéjicamente, la inyeccién de PTH o PTHrP
se asocié a un empeoramiento de la funcién renal de las ratas tratadas con AF.
Este efecto podria estar mediado por la posible accién de estos péptidos sobre
la produccién intrarenal de angiotensina II.
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DISMINUCION DE LA PROGRESION DE LA ENFERMEDAD RENAL EN
RATAS CON ABLACION RENAL
LC. Rodriguez Pérez, A. Anabitarte, A. Losada, J. Cabrera Galvan, F. Rodriguez
Esparragén, L. Palop, C. Plaza. Unidad de Investigacién-Servicio de Nefrologia,
Hospital Ntra Sra del Pino. Las Palmas de Gran Canaria.
La hipertensién arterial juega un importante papel en la progresién de la
glomeruloesclerosis (GES) tras pérdida de masa renal. Los firmacos antihipertensivos
tienen diferentes efectos sobre la hemodinamica y morfologia renal. Hemos utilizado el
modelo de rata con 5/6 de nefrectomia (Nx). Cincuenta y cuatro ratas Sprague-Dawley
fueron distribuidas en 5 grupos. I: 5/6 Nx no tratado, II: Sham, III: 5/6 Nx tratadas con
carvedilol (CVD) a dosis de 5 mg/kg/d, IV: 5/6 Nx con CVD a 10 mg/kg/d y V: 5/6 Nx
con CVD a 20 mg/kg/d El protocolo experimental incluyé tomas de PA en la cola de la
rata y determi de p ia basal, 3, 5y 11 semanas de tratamiento. Al final
del estudio se obtuvo sangre para creatinina (Cr), asi como el rifién remanente para
estudio morfolégico que incluia score de GES (Saito y col, Kidney Int, 1987) y el
volumen del ovillo glomerular [VG=1.25 x (Ag)’?] (Weibel ER, 1979). A las 11
semanas se evidenci6 una disminucién significativa de la U, V en todos los grupos
tratados 170.3+13.4 (P<0.001), 163+8.1 (P<0.001) y 253.9 (P<0.001) respecto al
grupo no tratado 712476 mg/d. y a la muestra basal. La PAM disminuy6
ignificati tras 11 de i solo cuando se utilizaron las dosis de
10 (P<0.01) y 20 mg/kg/d (P<0.001) de CVD. La Cr sérica fué significativamente
inferior en el grupo sham y en los animales tratados (P<0.01). El tamafio renai
disminuyé en el grupo tratado. Se analizaron 115 glom. por rata. Se obtuvieron cinco
valores de GES para cada glom. de acuerdo a la i6n de la esclerosis incluido el n®
de glom. intactos. Los grupos tratados mostraron menor GES, siendo estas diferencias
significativas respecto al no tratado (chi* con correccién de Yates). E1 VG (VG x 10¢
um?®) se muestra:

Grupo 1:3.51 £ 0.015

Grupo IV vs Grupo I:P< 0.01; t= 0.0025. Grupo V vs Grupo
1:P< 0.01; t= 0.0025. Grupo II vs Grupo I: P< 0.01; t= 0.09.
Grupo V vs Grupo III: P< 0.01; t= 0.0025. Grupo III vs
Grupo II: P< 0.01; t=0.09. Grupo IV vs Grupo II: P< 0.01;
t=36. Grupo V vs Grupo II: P< 0.01; t=36.

Contrario a los beta-] bloqueadores clasicos no selectivos y a
los alfa-bl p el CVD mejora la
funcién renal mcluso en los grupos tratados con dosis

Grupo II: 0.86 + 0.05

Grupo III:3.09+ 0.015

Grupo IV:2.88 + 0.30

Grupo V:2.40 + 0.30

no antihipertensivas, dose de una reduccion de la p inuria, reduccién en el
score de GES y una reduccién del VG. Estos hallazgos, apoyan la existencia de
propiedades renoprotectoras del CVD mas semejantes a otros grupos de drogas
antihipertensivas como los calci o inhibid de la ECA. Si estos efectos
T se vehiculizan a través del bloqueo de alguna de las vias de sefializacién
de la Angio II, estan por definir.

EL TRATAMIENTO AGUDO CON T; INHIBE LA RESPUESTA A
VASOCONSTRICTORES EN RINON AISLADO Y PERFUNDIDO DE RATA:
PAPEL DE LOS MEDIADORES ENDOTELIALES.

Lorente O, Wangensteen R, De Gracia MC*, Osuna A*, Vargas F.
Dpto Fisiologia Facultad. de Medicina. * Serv. Nefrologia U.Experimental. H.U. “Virgen de
las Nieves”. Granada

INTRODUCCION.-La administracién aguda de T; produce una disminucién de la
resistencia sistémica y en la tira de aorta asi como en células de musculo liso vascular
procedentes de cultivos primarios de aorta de rata produce vasodilatacién. Esta accién
vasodilatadora se produce en tiras de aorta con y sin endotelio, lo que indica que en vasos de
conduccién este efecto no esta mediado por factores relajantes derivados de endotelio.

Los objetivos del presente trabajo fueron: a) analizar el efecto agudo de T; en vasos de
resi ia sobre la resp a ictores (VC). b) determinar la posible participacién
de los mediad doteliales en dicha resp

MATERIAL Y METODOS.-Se estudi6 el efecto agudo de T; (10 mM) sobre las curvas
dosis-respuesta a angiotensina II (AIl) y fenilefrina (Fe) en rifién aislado y perfundido de
rata. Ademas en ru’iones tratados y no tratados oon T; la respuesta a All y Fe fue analizada

en las sigui iones: 1) sin tr 2) después de L-NAME (10-4M), 3)
después de azul de metileno (10-5M), 4) después de tetraetilamonio (3x10-3M). Todos los
inhibidores fueron afiadidos a la solucién de perfusion 30' antes de la administracion de los
vasoconstrictores.

RESULTADOS.-E! tratamiento con T produce una marcada atenuacion de la curva dosis
respuesta a All y Fe. La administracién de L-NAME o de TEA mejoran la respuesta a
ambos VC aunque no se llega a normalizar. El azul de metileno no modifica
significativamente el efecto inhibidor de la Ts.

CONCLUSIONES.-Estos resultados indican que la T; tiene un importante efecto
anti ictor en la renal en el cual parecen estar implicados el factor
hiperpolarizante derivado de endotelio y el 6xido nitrico, aunque dicho efecto no parece estar
mediado por el GMPc.

EFECTO VASODILATADOR E HIPOTENSOR DEL L-NAME A DOSIS
ALTAS EN DISTINTAS PREPARACIONES Y EN RATA ENTERA.
Wangensteen R, de Gracia MC*, Osuna A*, Lorente O, Vargas F.
Dpto de Fisiologia. Facultad de Medicina. Serv. de Nefrologia y U. Experimental. H. U.
"Virgen de las Nieves"*. Granada.
Introduccién. El L-NAME es un inhibidor de la 6xido nitrico sintasa (NOS) que
una elevacién del tono lar al impedir la formacién de 6xido nitrico (NO).
Ohjetlvos. 1. Analizar el efecto de dosis altas de L-NAME sobre el lecho vascular renal
y cuartos traseros. 2. Estudiar el efecto de dosis crecientes de L-NAME en rata entera.
Material y étodos. A) Se administraron dosis cr de L-NAME desde 10° M
hasta 5.10° M en rifién aislado y perfundido de rata precontraido con fenilefrina 10 M.
En cuartos traseros se infundi6 la dosis de 5.10° M. B) Se realizaron curvas dosis-
ictores (fenilefrina, angiotensina II y cloruro bérico) y
vasodl]atador&s (nitroprusiato (NP) y acetilcolina (Ach)) en presencia de L-NAME 5.10°
3 M en rifién aislado y perfundido. C) En ambas preparaciones se infundieron distintos
mhlbldores 15 minutos antes de comenzar la infusién de L-NAME: azul de mc'nlmo
(AM) 10° M, KCI 80 mM, tetraetilamonio (TEA) 3.10° M, indometacina 10 My
‘ouabaina 10 pM + BaCl, 30 uM. En rifién aislado se infundi6 arginina 5. 10°MyD-
NAME 5.10° M. D) En rata entera anestesiada con Inactin se administraron dosis bolus
crecientes de L-NAME desde 50 mg/kg hasta 500 mg/kg.
Resultados. A) Se obtuvieron resp ictoras cr en las dosis de L-
NAME 10%, 10° y 10™* M, pero en las dosns de 107 y 5.10 M, las respuestas fueron
vasodilatadoras. En cuartos traseros también se obtuvo una respuesta vasodilatadora. B)
Las curvas dosis-resp a todos los ictores estaban en presencia
de L-NAME 5.107 M. La curva dosis-respuesta a Ach estaba atenuada, mientras que la
de NP estaba potenciada. C) La presencia de AM o de indometacina no atenuaba la
vasodilatacién producida por L-NAME. Tanto el KCI como la ouabaina + BaCl,
inhibian dicha vasodilatacién. La arginina producia una vasodilatacién mucho menor
que la del L-NAME a la misma concentracién, pero con D-NAME se obtuvo una
vasodilatacién similar a la del L-NAME. D) En la rata entera, se produjeron descensos
crecientes de presion arterial a partir de la dosis de 100 mg/kg.
Conclusiones. El L-NAME a dosis altas produce una potente vasodilatacion en
distintas preparaciones, aty do las r ictores, y p iando las
respuestas a vasodilatadores no dependientes de endotello Esta vasodilatacién no estd
mediada por NO ni prostaglandinas, y parece deberse a un efecto hiperpolarizante. El L-
NAME también tiene un efecto hipotensor en la rata entera.

EFECTO DEL LOSARTAN SOBRE ACTIVACION DE PLAQUETAS
HUMANAS.

J.1. Guerra, M. Montén, S. Casado, J.A. Rodriguez-Feo, A M. Jiménez, F.
Gonzalez-Fernandez, L. Rico, R. Garcia, J. Gémez, J. Farré, A. Nuiiez, A.
Lopez-Farré. Laboratorio de Nefrologia, Hipertension e Investigacion
Cardiovascular. Fundacion Jiménez Diaz. Madrid.

Estudios previos han demostrado que el losartan podria bloquear el receptor
del Tromboxano A, (TXA,) sobre la pared vascular. El objetivo del presente
estudio fue evaluar el efecto del losartan sobre la activacion de plaquetas
humanas. Las plaquetas fueron obtenidas de 15 voluntarios sanos varones de
edades comprendidas entre los 26 y 40 afios. La activacion de las plaquetas
fueron medidas por cambios en la transmision de luz del plasma rico en
plaquetas estimuladas por un analogo del TXA,, U46619 (5x10° mol/L). La
agregacion de plaquetas estimuladas por el U46619 fue significativamente
inhibida por losartan de forma dosis dependiente. Solo altas dosis de EXP3174
(5x10° mol/L), el metabolito activo del losartan in vivo, fue capaz de atenuar
la activacion de plaquetas inducidas por el U46619. Captopril (5x107° mol/L),
un inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina II, no modifico la
agregacion de las plaquetas inducida por el U46619. Ademas, la union del
[H%]-U46619 sobre los receptores de TXA, de las plaquetas fue desplazada de
forma competitiva por losartan, mientras que solo altas dosis del EXP 3174
(5x10°° mol/L) desplazé la unién del [H*]-U46619. El Captopril no modifico
el desplazamiento de la unién del [H*]-U46619 sobre los receptores de las
plaquetas. A pesar que las plaquetas expresan receptores de tipo AT-1,
determinado mediante Western blot, la Angiotensina II de forma exogena no
produjo ninguna modificacion de la agregacion de plaquetas estimulada por
U46619. En conclusion, el losartan disminuyé la agregacion de plaquetas
humanas desplazando la intraccion del TXA2 con su receptor plaquetario. Este
efecto fue independiente de los receptores de tipo AT-1 de la Angiotensina II..
El EXP 3174 mostré una potencia menor que el losartan en reducir la
activacion de plaquetas por este mecanismo TXA,-dependiente. El Captopril
y la Angiotensina II exdgena no tuvieron efecto sobre la activacion de
plaquetas humanas. Estos resultados sugieren que independientemente de la
accion de la Angiotensina II, el losartan redujo la activacion de plaquetas
inhibiendo la accién del TXA, .
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EXPRESION DE LA OXIDO NITRICO SINTASA EN CELULAS ENDOTELIALES
Y MESOTELIALES DE PERITONEO HUMANO. REGULACION POR EL
LIPOPOLISACARIDO DE E.COLL

M. Arriero, J.A. Rodriguez-Feo, A. Reyero, A. Cedran,O. Frieyro, L. Sanchez de Miguel
,M. Montén,J.1. Guerra-Cuesta,A. Lopez-Farré, S. Casado.

Laboratorio de Nefrologia,Hipertension e Investigacion Cardiovascular.

Fundacién Jiménez Diaz. Madrid. Espaiia.

Los cambios en la expresion de la Oxido Nitrico Sintasa endotelial (NOSe) en el peritoneo
durante situaciones en las que se producen un proceso inflamatorio, como es el caso de la
peritonitis, podrian estar relacionados con la disfi lial d ada en estas
patologias. Recientemente hemos demostrado en células bovinas, la i
de una proteina citosolica que se une a la regién 3"-UTR del ARNm de la NOSe que no se
codifica para proteina y que podria estar implicada en la estabilizacion del ARN mensajero
de (ARNm) de esta enzima.

En el presente trabajo intentamos analizar el efecto de la endotoxina sobre la expreswn de
la NOSe en células endoteliales y mesoteliales peri y iada con la p en
el tejido peritoneal de la proteina involucrada en la depresion del ARNm de la NOSe

Se utilizaron muestras de peritoneo humano que se incubaron a diferentes tiempos con
Lipopolisacarido de E. Coli (LPS, 10ug/ml) para simular una situacién de inflamacion. Se
determiné por medio de Northern Blot la vida media del ARNm de la NOSe y por Western
Blot e inmunohistoquimica la expresion de la NOSe. Mediante geles de retardo se midié la
unién de la proteina citosdlica con el ARNm de la NOSe y su identificacion se realizo
mediante técnicas de “Cross-linking”.

EILPS acorta la vida media del ARNm de la NOSe, reduciendo su expresion en células
endoteliales y mesoteliales del peritoneo humano. En condiciones basales, muestras de
peritoneo humano expresaban proteinas citosolicas que se unieron a la region 3"UTR del
ARNm de la NOSe. Dichas proteinas se identificaron ,determinandose que el complejo
ARNm proteina estaba constituido por una sola proteina de 60 Kda Tras la incubacion de
muestras de peritoneo humano con LPS, la capacidad de union de la proteina citosolica de
60KDa al ARNm de la NOSe, 6 de forma significativa. La interaccion de esta
proteina de 60KDa ocurri6 sobre una zona especifica dentro de la region 3-UTR de la NOSe
que ocupaba una longitud de 38 bases.

Tanto las células endoteliales y mesoteliales peritoneales expresan NOSe.El LPS disminuy6
la expresion de la NOSe disminuyendo la vida media de su ARNm. Este efecto se asocié con
una mayor interaccion entre una porteina citosolica de 60 KDa y una region especifica del
ARNm de la NOSe localizada en la region 3'UTR Futuros estudios determinarén la relacion
de este complejo proteico de 60KDa en la regulacion de la expresion de la NOSe en las
células peritoneales y en particular su implicacion en la disfuncion peritoneal iada a
situaciones de inflamacion.
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EL BLOQUEO COMBINADO ANGIOTENSINA II -ENDOTELINA 1 REDUCE
LA FIBROSIS INTERSTICIAL Y PRESERVA LA FUNCION RENAL EN UN
MODELO EXPERIMENTAL DE GLOMERULONEFRITIS PROLIFERATIVA
CRONICA.

Segarra A, Arbés MA, Busca B,Argelaguer X, Alvarez E, Griera E, Quiles MT,
Schwartz S and Piera LL.

Unidad de Investigacion Servicio de Nefrologia. CIBBIM . Hospital Valle Hebrén.
Barcelona

Objetivo: Analizar la eficacia del bloqueo combinado de la sintesis de angiotensina II
y de los receptores A de la endotelina 1 en la prevencion del desarrollo de fibrosis
intersticial progresiva en un modelo de glomerulonefritis proliferativa crénica.
Métodos: Animales: 80 ratas Wistar macho de 250 grs de peso.Ocho semanas después
de haber inducido una glomerulonefritis proliferativa mesangial crénica mediante la
inyeccion intraperitoneal de dos dosis de antc anti Thy 1.1, los animales con excrecién
urinaria de proteinas > 200 mg/dfa fueron aleatoriamente asignados a 1 de 4 grupos :
un grupo control que no recibié tratamiento ( grupo 0) y tres grupos de intervencién
que fueron tratados con el inhibidor especifico de los receptores A de la endotelina
FR 139137 asociado a enalapril ( grupo 1), enalapril ( grupo2) o FR 139137 en
monoterapia ( grupo 3) desde la semana 10 a la semana 20.

A la semana 20, los animales fueron sacrificados y se compar6 la gravedad de la

insuficiencia renal y la i6n de las lesi de fibrosis intersticial observada en
los 4 grupos utilizando técnicas i histoqufmicas, RT PCR y Nonhem Blott para
colageno 111, TGF betal, receptor A de la endotelina y pre-proend

Resultados: Dos semanas después de la segunda dosis de anti thy 1, todos los
animales presentaban insuficiencia renal, proteinuria y cifras tensionales elevadas sin
diferencias significativas entre los 4 grupos. A las 20 semanas, los animales de los
grupos 1,2 y 3 presentaban cifras de creatinina y proteinuria significativamente
inferiores que las del grupo control Los animales del grupo 1, presentaban cifras de

tension arterial, proteinuria de fibrosis intersticial y expresién de
colageno III, TGF beta 1 y RR A ET -1 significativamente mfenores a las de los
demds grupos mientras que los grupos II y Ill, p ban | intersti
S|m|Iares y grados de insuficienci renal yp ia bl

Concl El bl ina II — endotelina 1, preservé la

funcién renal y reduJo la extension de las lesiones de fibrosis intersticial en un
modelo experimental de glomerulonefritis proliferativa crénica. Los efectos
observados podrian ser consecuencia de un mayor efecto hipotensor, de una accién
directa a nivel intersticial o de ambos.

RENOPROTECCION LIGADA A BLOQUEO DE LA ACCION DE
ANGIOTENSINA Il . ¢INHIBIDORES DE LA ENZIMA DE CONVERSION,
ANTAGONISTAS DEL RECEPTOR DE ANGIOTENSINA II O AMBOS?
RESULTADOS EN UN MODELO EXPERIMENTAL DE
GLOMERULONEFRITIS PROLIFERATIVA CRONICA.

Segarra A, Arbés MA, Busca B,Argelaguer X, Alvarez E, Griera E, Quiles
MT, Schwartz S and Piera LL.

Unidad de Investigacion Servicio de Nefrologia. CIBBIM . Hospital Valle
Hebrén. Barcelona.

Objetivos: Andlisis comparativo del efecto renoprotector de la inhibicién de
la accion de la angiotensina Il utilizando un inhibidor de la enzima de
conversion, un antagonista de receptor A de la angiotensina |l 0 ambos
asociados.

Método: A las 14 semanas de haber inducido una glomerulonefritis
proliferativa mediante la administracion de antc anti Thy1.1, 30 ratas Wistar
macho fueron asignadas aleatoriamente para recibir tratamiento con
enalapril ( grupo1), losartan( grupo 2) o enalapril + losartan

( grupo 3) desde la semana 14 a la 20. Un cuarto grupo de 10 animales no
recibié tratamiento y sirvié6 como control.

Los animales fueron sacrificados la semana 20 y se comparé la gravedad de
la insuficiencia renal y la extensién de las lesiones de fibrosis intersticial
observada en los 4 grupos utilizando técnicas inmunohistoquimicas y RT
PCR para cuantificar la expresiéon de ARN m de colageno Il y TGF beta1.
Resultados: A las 14 semanas, todos los animales presentaron
insuficiencia renal y proteinuria. A las 20 semanas, los 3 grupos de
animales tratados presentaron cifras de creatinina sérica y proteinruia
significativamente inferiores a los controles. Los animales del grupo 3
presentaron cifras de TAS y excrecion urinaria de proteinas
significativamente inferiores a la que se observaron en los grupos 2 y 3
mientras que la concentracién sérica de creatinina fue similar en los tres
grupos. A nivel histolégico, los animales del grupo Ill presentaron una
expresion de TGF beta1 y preproendotelina significativamente inferior pero
no se observaron diferencias en la expresion de colageno tipo il ni en la
extension de las lesiones de fibrosis intersticial.

Conclusiones: El efecto renoprotector de la inhibicién de la accién de la
angiotensina |l obtenido por bloqueo del receptor A de la angiotensina es
comparable al obtenido mediante inhibicién de la enzima de conversion. La
asociacion de ambos , produce una mayor reduccion en la excrecion
urinaria de proteinas y en la expresion de ARN de TGF b1 y
preproendotelina que no se traduce en un menor grado de fibrosis
intersticial.

EFECTO COMPARATIVO DE 4 FARMACOS INMUNOSUPRESORES
SOBRE EL INFILTRADO INTERSTICIAL Y LA EXPRESION RENAL DE
TGF b1, PREPROENDOTELINA Y COLAGENO TIPO Il EN LA FASE
TARDIA DE UN MODELO EXPERIMENTAL DE GLOMERULONEFRITIS
PROLIFERATIVA CRONICA.

Segarra A, Arbés MA, Busca B, Argelaguer X, Alvarez E, Griera E, Quiles
MT, Schwartz S and Piera LL.

Unidad de Investigacién Servicio de Nefrologia. CIBBIM . Hospital Valle
Hebrén. Barcelona.

Objetivos: Determinar el efecto de 4 farmacos inmunosupresores sobre las
lesiones intersticiales y la sintesis de mediadores profibrogénicos en la fase
tardia de un modelo experimental de glomerulonefritis proliferativa crénica.
Métodos: Ocho semanas después de haber inducido una glomerulonefritis
proliferativa mesangial crénica mediante la inyeccion intraperitoneal de dos
dosis de antc anti Thy 1.1, 50 ratas Wistar macho de 250 grs de peso.
fueron aleatoriamente asignadas a uno de 5 grupos de 10 animales: El
grupo 1 no recibi6 tratamiento y sirvié como grupo control. Los grupos 2 a 5
fueron los grupos de intervencién y fueron tratados desde la semana 8 a la
16 con prednisona ( 0,25 mg/dia), azathioprina( 0,20 mg/dia), tacrolimus
(0,02 mg/dia) y micofenolato (0,01 mg/dia) respectivamente. Los animales
fueron sacrificados la semana 16 y se comparé la gravedad de la
insuficiencia renal y la extension de las lesiones de fibrosis intersticial
observada en los 5 grupos utilizando técnicas inmunohistoquimicas y RT
PCR semicuantitativo para colageno lil y TGF beta1.

Resultados: A las 8 semanas, todos los animales presentaron insuficiencia
renal y proteinuria. Durante el seguimiento, los grupos 1 a 4, presentaron
insuficiencia renal progresiva y proteinuria persistente mientras en el grupo
5, la funcion renal se mantuvo estable. A las 16 semanas, la cifra de
creatinina sérica fue de 2.16 (0.3), 2.3(0.6),2.11(0.4) , 1.98 ( 0.1) y 1.68
(0.47) respectivamente( p<0.001) y la excrecion urinaria de proteinas fue de
0.52 (0.17), 0.82( 0,21 ), 0.72 (0.22), 045 ( 0.11) y 0.21 (0.1)
respectivamente (p<0.001). En relacion a los demas grupos, en el grupo 5
se aprecié una fibrosis intersticial significativamente menor y  menor
expresion de TGF beta 1y colageno lIl.

Conclusiones: En la fase cronica de inflamacién y fibrosis intersticial
asociada a glomerulonefritis proliferativa , el micofenolato mofetil fue el
Unico farmaco inmunosupresor capaz de enlentecer la progresion de la
insuficiencia renal y de reducir significativamente la expresion de TGF beta
1y colageno llI.
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TRATAMIENTO DE LA NEFROPATIA LUPICA EXPERIMENTAL (NZB/WF;)
CON RAPAMICINA Y MICOFENOLATO MOFETIL.

Pificra C. Ramos A. 'Buplla L. “de Cos MA. Setién MA. de Francisco ALM. Arias M
Servicios de Nefrologia. 'Patologia. *Farmacologia HUM Valdecilla. Santander. Espafia
INTRODUCCION: Ratones NZB/WF, desarrollan una enfermedad autoinmune similar
al lupus humano. caracterizada por apariciéon de multiples autoAc y cl desarrollo ce
glomerulonefritis mortal. En su patogénesis jucgan un papel central las células linfoides.
Por cllo. la actual busqueda de alternativas terapcuticas incluye ensayos con los nuevos
i es. Micofenolato mofetil (MMF) cs un inhibidor potente. selectivo. no
competitivo y ible dcl IMPD. inhibiendo la sintesis de novo de purinas. efecto mas
potente en los linfocitos que en otras estirpes celulares. habiéndose comprobado que i
vitro bloquea la formacion de Ac. Rapamicina sc unc a FKBP12 formando complejos
RAP-inmunofilina. que bloquean la funcién dc la protcina mTOR. interfiriendo iz
progresion del ciclo celular de fase G1 a S provocada por los factores de activacion
OBJETIVO: Evaluar las modificacioncs clinicas seroldgicas y anatomopatologicas de la
enfermedad autoinmune cn los ratones NZB/WF, tratados con MMF o rapamicina.
METODOS: Se emplearon ratoncs hembras. que recibicron tratamiento a partir dc las
12 semanas de vida. A) Terapéuticas administradas (via ip): 1) MMF (30 mg/Kg/dia). 2)
rapamicina (1 mg/Kg/dia). 3) dexamectasona (1 mg/Kg/dia). 4) dosis equivalentes del
solventc empleado en administracion de MMF v rapamicina. 5) animales no traiados.
(Cada grupo con 5 animales). B) Evaluacion de la enfermedad: 1) Niveles séricos de Ac
anti-ssSDNA y anti-dsDNA analizados mediante ELISA. 2) Proteinuria. 3) Valoracion
scmi-cuantitativa por microscopia optica de cortes de tejido rcnal tefiidos con
hematoxilina-cosina. 4) Control de niveles plasmaticos de farmacos por técnica EMIT
RESULTADOS: (D.O. = densidad optica. Prot = Proteinuria)

T 10 36
Parametro | Prot | ssDNA | dsDNA Prot ssDNA | dsDNA AP
Unidades |mg/dl| D.O. D.O mg/dl D.O D.O. LG
MMF 540 53746 1177 1000 20144309 | 25204181 | +/++
Rapamicina |20£14 | 84432 12247 30+0 143+18 148+3 0
D 15£14 | 4684886 | 3544517 1000 5394734 | 603£791 0
Solvente 15414 | 12148 1218 1366+1097 | 11074938 [ 13594899 | +++

12104362 | 20242790 | ++++

No tratados | 15+14 | 8819 11546 200020

La lesion glomerular (LG) sc caracteriza por de matriz v de su
densidad cclular. Presencia de infiltrados de apariencia inmunoblastica de localizacion
perivascular y en pelvis renal. Los niveles plasmaticos de MMF estuvicron entre 8 v 2
pg/ml y de rapamicina por encima de 30 ng/ml

CONCLUSION: El tratamicnto de las ratonas NZB/WF,; con micofcnolato mofetil.
aunque no impide la aparicion dc autoAc. si cs capaz dc aminorar las lesiones rcnales
propias dc la enfermedad autoinmunc. El tratamicnto con rapamicina de las ratonas
NZB/WF, cvita la aparicion de Ac anti-ssDNA y anti-dsDNA. asi como el desarrollo de
lesiones renalcs tipicas de la enfermedad.

EFECTO PROTECTOR DEL PRECONDICIONAMENTO ISQUEMICO
SOBRE EL FRACASO RENAL AGUDO POST ISQUEMIA CALIENTE.

M. Riera, J. Tomas, . Herrero, J.M. Cruzado, M. Fatj6, N. Lioberas, J. Alsina,
J.M. Griny6.

Lab. Nefrologia Exp., S. Nefrologia, Hosp. Bellvitge, Dpt. Medicina , UB ,
C.S.U.B., Hospitalet, Barcelona.

Introduccién: El precondicionamiento isquémico en el que se somete a los
animales a periodos breves de isquemia antes de una isquemia caliente
prolongada ofrece un efecto protector de los tejidos frente a la lesién de
isquemia-reperfusion.  Estudios previos han mostrado que el
precondicionamiento isquemico es eficaz en el corazén, el higado y el
intestino.

Objetivo: Evaluar si el precondicionamiento isquémico renal ofrece
proteccién sobre al fracaso renal agudo post-isquemia caliente. Asimismo
establecer el tiempo 6ptimo de precondicionamiento renal.

Método: Isquemia caliente renal bilateral de 40 minutos en ratas Sprague-
Dawley. Tiempos de precondicionamiento crecientes. Seguimiento durante
7 dias. Medida de la creatinina los dias 0, 1, 2, 3 y 7. Histologfa convencional
al sacrificic.

Resultados: *= p<0,05vsContro, #=p<0.05PI-15vs PI-10iPI-20;
$=p<0.05vs PI-20

GRUP |Prec. Reperf.lsc.cal.Crea 1 Crea 2 Crea 3 Crea 7
ControljOmin  Omin 40min 289 +19 329+70 24580 56+5
Pl-5 |5min  10min 40min 210x11* 113x 7 *$ 78x 3% 48x2*
Pl - 10 }10mn 10min  40min 228+20* 150x20* 94+ 9% 48x2*
Pl - 15 |15min 10min 40min 167+24*# 85+ 6*$ 67x 3% 46x2"
Pl - 20 |20min 10min  40min  255+22 211+47* 136+40* 493
P 0.0035 0.0001 0.0031 0.18

La creatinina del grupo Control siguié P en el segundo dfa,
mientras que en todos los grupos de precondicionamiento mejoré
significativamente. El grupo Pl - 15 es el que mostr6 los mejores resultados.
Este grupo mostr6 menos lesiones histolégicas de necrosis tubular aguda
que el gru)po sin precondicionamiento ( Control: 2.9+ 0.4, Pl- 15: 1.7 £ 0.2,
p <0.035).

. El precondicionamiento isquémico ofrece un efecto protector
del fracaso renal agudo post isquemia calients. El tiempo 6ptimo de
precondicionamiento renal es de 15 minutos.

NEFROPATIA CRONICA INDUCIDA POR ISQUEMIA FRIA EN UN
MODELO DE TRASPLANTE RENAL SINGENICO. EFECTO DE LA
ADMINISTRACION DE UN ANTAGONISTA DEL RECEPTOR DEL PAF.
1._Herrero, J. Torras, JM Cruzado, N. Lloberas, M. Riera, E. Condom, M.
Merlos, X. Fulladosa, J. Alsina, JM Grinys, Lab. Nefrologia Esp. UB.. S.
Nefrologia. Hosp. Bellvitge. CSUB. L'Hospitalet. Barcelona.

Entre los factores no inmunolégicos que intervienen en el desarrollo de la
nefropatia crénica del trasplante (NCT) se encuentra la isquemia frfa aunque
su efecto en ausencia de aloreactividad no ha sido estudiado. En rifién nativo
habfamos demostrado que la administracién crénica de un antagonista del PAF
(UR12670) ofrecfa proteccién sobre la lesién renal crénica provocada por
isquemia caliente. Nos planteamos pués, estudiar si la isquemia frfa es capaz
deinducir NCT y si la administracién crénica de UR12670 ofrece proteccion
frente a esta lesién.

Disefio: Se utiliz6 un modelo de trasplante renal (Tx) inmediato o tras 5
horas de preservacién en EC a 4°C (IF) entre ratas singénicas. Se administré
ciclosporina (CsA, 5mg/kg) durante 15 dfas post-Tx. Experimentos preli-
minares mostraron que 5h de IF + CsA ofrecen un grado de insuficiencia renal
post-Tx similar a la de la clfnica humana con una supervivencia aceptable.
Grupos® Sy(n=9): Tx sin IF; Syl(n=10): Tx tras IF; SylUr(n=9): Tx tras
IF+ UR12670 (20 mg/Kg/dia) desde el dia del Tx hasta el fin del estudio.
Seguimiento: 24 semanas. Cada 4 semanas se determind creatinina plasmatica
(Cr, pmol/L) y proteinuria (Prt, mg/24h). Sobre el tejido renal (24 sem.)
se valor6 el dafio glomerular y se realizé andlisis semicuantitativo de 0 a +3
de la lesién tubulo-intersticial (Hist= atrofia tubular+infiltrado+fibrosis).

Resultados: Los animales trasplantados tras IF (Syl) desarroliaron
insuficiencia renal y lesiones histolégicas compatibles con NCT. En cambio, los
tratados con UR12670 (SylUr) mantuvieron una funcién renal estable y
similar a la de aquellos que no sufrieron isquemia (Sy). La adminstracién
crénica de UR12670 se asoci6é a una reduccién significativa de las lesiones
tabulo-intersticiales inducidas por la IF.

Cr0 Prto | Cr20 Prt20 Cr24 Prt24 Hist.

Sy 45+2 1122 682 13%1 75+4 14x1 | 0.6x0.2
syl 4552 1021 | 12420590 374780 | 153:392 46272 | 4.820.6%0
SyluUr 4613 101 7916 2113 84£7 3218 | 2.5+0.7

p 0,861 0,742 0,031 0,002 0,051 0,004 0,003
mediatsem; 2 p<0,05 vs Sy b p<0,05 vs Sylur ANOVA / Kruskal Wallis

Concluslones: En un modelo de trasplante renal singénico, la isquemia fria
induce aparicién de NCT. El tratamiento crénico con el antagonista del receptor
del PAF (UR12670) es capaz de atenuar la NCT inducida por isquemia frfa.

INFLUENCIA DE LA MASA NEFRONICA EN EL DESARROLLO DE
NEFROPATIA CRONICA DESPUES DE ISQUEMIA RENAL CALIENTE.
JM Cruzado, J Torras, M Riera, I Herrero, E Condom, M Hueso, L Espinosa,
N Lloveras, J Bover, J Alsina, JM Griny6. Servicio de Nefrologia. Hospital de
Bellvitge. L'Hospitalet.

Aunque es conocido que la lesion de isquemia-reperfusion (IRI)
combinada con nefrectomia contralateral induce lesiones renales similares a
las que definen el rechazo croénico, las consecuencias de IRI renal bilateral no
se han estudiado. Ratas Sprague-Dawley macho se someticron a isquemia
renal caliente de 60 min y sc¢ siguieron durante 52 semanas. Grupos
experimentales: 2NK: operacioén "sham" con 2 rifiones normales (n=7); INK:
monorreno sin isquemia (n=8); 2WIK: isquemia bilateral (n=11); 1WIK:
monorreno con isquemia (n=12). Cada 4 semanas se determiné proteinuria
(mg/d), s-Col (mg%) y s-Crea (mg%). Al final del estudio se determiné el
GFR(aclaramiento de inulina, ml/min). El tejido renal se procesé para
microscopia 6ptica, immunohistoquimia TGFBl1 y RT-PCR TGFB1. Se
incluyeron ratas adicionales para estudio de histologia y apoptosis a 24 h,
funcién renal e histologia a 7 d y mRNA TGFp1 e histologia 16 y 32

Los grupos 1WIK y 2WIK presentaron fracaso renal agudo (FRA)
severo (sCreatinina 3.1+0.3 vs 3+0.5, respectivamente), con severas lesiones
histolégicas y extensa apoptosis en células tubulares renales, no existiendo
diferencias entre ambos grupos a las 24h. La sCreatinina a los 7dias fue
superior en el grupo 1WIK respecto al 2WIK (0.8+0.1 vs 0.5+0.1; p=0.01). A
partir de la semana 8, las ratas 1WIK desarrollaron proteinuria progresiva.
En cambio las ratas 2WIK presentaron una proteinuria leve, similar a las
INK. Unicamente las ratas 1WIK desarrollaron insuficiencia renal crénica
(sCreatinina 2+0.5 vs 0.7+0.03 en las 2WIK) y hipercolesterolemia a lo largo
del seguimiento. El GFR a las 52 semanas fue inferior (p=0.0001)en el grupo
1WIK (0.3+0.05) respecto al INK (0.8+0.1), al 2WIK (1.1+0.1) y al 2NK
(1£0.1). Asi mismo, inicamente las ratas 1WIK desarrollaron un progresivo
aumento del porcentaje de glomeruloesclerosis (4.9+1.5, 12.63.1, 31.2+6.8 a
las 16, 32 y 52 respecti ), siendo del 0+0, 120.6, y 2.7+1 en
el grupo 2WIK, y del 1+0.6, 1.4+0.5 y 1.8+0.5 en el grupo 1INK. Ademais, el
grupo 1WIK present6 una severa fibrosis intersticial y una creciente (p=0.02)
expresion de mRNA TGFB1(OD f-actina) a lo largo del seguimiento (7.8+1,
8.8+0.8 y 13.3%1 a las 16, 32 y 52 semanas) respecto al grupo 2WIK (5.6+1,
5.7+1y 7.6+0.7, alas 16, 32 y 52 semanas ).

En este modelo de FRA severo inducido por un episodio de isquemia
renal caliente prolongada, hemos demostrado que la masa nefrénica es un
factor determinante en la modulacion de la expresion de mRNA TGFp1, asi
como para el desarrollo de insuficiencia renal crénica y glomeruloesclerosis.
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CARVEDILOL Y LABETALOL INHIBEN EL STRESS
OXIDATIVO INDUCIDO POR CICLOSPORINA Y TACROLIMUS
SOBRE CELULAS MESANGIALES EN CULTIVO
L.M. Ruiz-Muifioz, A. Solis, N. Quintanilla, B. Bralo, J.J.
Amenébar, P. Gémez-Ullate, 1. Lampreabe.

Servicio de Nefrologia, Hospital de Cruces-Baracaldo y Facultad de
Medicina, Universidad del Pais Vasco, Lejona, Vizcaya.
Introduccién: Los Metabolitos Reactivos Oxigenados (MRO) estan
implicados en la patogenia de la nefrotoxicidad de los
inmunosupresores. La nefroproteccion de otros formacos puede estar

basada en acciones antioxidantes a nivel celular.

Objeto del estudio: Evaluar la produccién in vitro de H,0, por células
mesangiales expuestas a diferentes concentraciones de Ciclosporina A
(CSA) y Tacrolimus (TCM), valorando un posible efecto regulador del
carvedilol (CV) y labetalol (LB)

Material y métodos: El H,0, fue cuantificado por microfluorimetria,
valorando la conversién oxidativa del diacetato de diclorofluoresceina
(DCFH-DA) al metabolito fluorescente 2°,7°-DCF. Cada tipo de
ensayo se evalud tres veces por cuadruplicado.

Resultados: La CSA a dosis de 400 nM indujo una produccion
significativamente mas importante de H,0, frente a la obtenida con 200
y 100 nM (p<0.01) a las 24 horas. Con TCM a 70 nM se observé un
efecto similar (p<0.05) frente a 30 y 6 nM. Se constaté un
significativo (p <0.05) efecto inhibidor de CV y LB (ambos a 100 xM)
en los registros de produccién de H,O, para cada una de las tres
concentraciones de CSA y TCM evaluadas, sin grandes diferencias
entre los resultados obtenidos con ambos hipotensores.

Conclusién: Las generacién de MRO por células mesangiales expuestas
a CSA y TCM es minimizada por CV y LB. Esto sugiere un papel
nefroprotector de ambos firmacos en la viabilidad de los injertos
previniendo el deterioro renal no ligado a fendmenos inmunolégicos.



