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Resumen

El ligando de Fas es una nueva citoquina capaz de activar el progama de la
apoptosis en células que expresen el receptor Fas y que posean la maquinaria genética
necesaria. El sistema Fas-ligando de Fas juega un papel en la autoinmunidad, las hepatitis
y la infeccién por VIH. La apoptosis inducida por Fas podria colaborar al dafio renal en
nefropatias glomerulares y tubulointersticiales. Sin embargo, hasta ahora se desconocia si
las células renales expresaban Fas y cuales eran las consecuencias de su activacion en estas
células. En esta tesis hemos abordado la participacién de Fas y de su ligando en patologia
renal. Hemos demostrado que las células renales (mesangiales, tubulares y fibroblastos
intersticiales) expresan Fas y su ligando bajo la regulacion del LPS y de citoquinas que
participan en ¢l dafio renal. Los leucocitos que infiltran el rifién (linfocitos y macréfagos)
también expresan la citoquina y el receptor, por lo que la interaccién entre leucocitos y
células renales puede ser bidireccional. Otros autores han demostrado que Fas puede
inducir apoptosis y proliferacién en leucocitos. Nosotros hemos comprobado que las
células renales expresan los genes necesarios para la induccién de la muerte celular por
Fas, asi como genes protectores. De acuerdo con este hallazgo, la activacién de Fas
induce muerte celular y apoptosis de células glomerulares y tubulointersticiales.
Ademis, Fas tiene otras funciones, como la regulacién de la expresién de genes
relacionados con la quimiotaxis. Hemos aportado datos sobre la capacidad de Fas para
causar dafio renal in vivo. De hecho, la inyeccién de anti-Fas indujo una mesangiolisis
con hematuria y proteinuria. En rifiones sanos las células tubulares son relativamente
resistentes a la accién de Fas. Por otra parte, Fas también indujo apoptosis hepatica. La
lesion hepatorenal por Fas se asocié al incremento en la expresién de genes que regulan
la quimiotaxis (MCP-1), la supervivencia (bclxL), y la proliferacién y muerte celular (c-
myc, c-fos). Ademis, demostramos que en el dafio renal durante la endotoxemia estd
elevada la expresién renal tanto de Fas como de su ligando y existe evidencia
morfolégica y funcional de apoptosis.

En conjunto, estos resultados aportan nuevos datos sobre el papel del Fas en la
patogenia de diferentes formas de dafio renmal. La confirmacién definitiva vendra
determinada por la demostracién del efecto beneficioso de los antagonistas de Fas en la

evolucion de las nefropatias.
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1. PATOGENIA DEL DANO RENAL

Las lesiones renales de cualquier etiologfa se caracterizan por tres aspectos
fundamentales: cambios en la cantidad y tipo de células, cambios en la cantidad y calidad
de la matriz extracelular, y cambios funcionales, no observables por técnicas histolégicas.
La celularidad renal es el resultado del equilibrio entre tres mecanismos. El nimero de
células aumenta por mitosis (proliferacion) de células renales intrinsecas o por quimiotaxis
de leucocitos de la sangre periférica. El principal mecanismo de la disminucion del
nimero de células seria la muerte celular. El acimulo de la matriz extracelular, origen de
la fibrosis/esclerosis renal, depende del balance entre sintesis y depdsito de nueva matriz,
y la degradacién de la matriz ya depositada. Ademéas existen cambios reversibles de la
funcién tanto de células aisladas, como de las unidades funcionales del rifién.

A pesar de este esquema, aparentemente sencillo, existe un gran margen para la
mejoria en los resultados del tratamiento de los grandes sindromes nefrolégicos. Entre las
asignaturas pendientes de los nefr6logos estin el tratamiento de las glomerulonefritis, el
tratamiento especifico del fracaso renal agudo, sobre todo en su forma maés letal, el fracaso
renal agudo en el seno de una sepsis, y el enlentecimiento de la progresi6én de la
insuficiencia renal crénica. El disefio de nuevas alternativas terapéuticas pasa por el mejor
conocimiento de la patogenia del dafio renal. En este sentido, son numerosas las
publicaciones en los dltimos afios sobre la regulacion de la proliferacién de células renales,
sobre los mecanismos de reclutamiento de leucocitos y sobre el control de la sintesis,
depésito y degradacién de la matriz extracelular. Sin embargo, los estudios sobre la
regulacién y los mecanismos de la muerte celular en el rifién son mucho méas escasos. Este
tipo de trabajos nos permitirian comprender por qué, en algunas ocasiones, una lesién
glomerular inicialmente hipercelular evoluciona a la recuperacién de la celularidad normal
y, en otras, a la pérdida casi total de células que caracteriza la esclerosis del glomérulo;

por qué se mueren las células tubulares durante el fracaso renal agudo; y por qué las
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nefropatias cronicas se caracterizan por pérdida progresiva de las células tubulares (atrofia

tubular) y, sin embargo, el nimero de fibroblastos intersticiales aumenta.

2. MUERTE CELULAR: LA APOPTOSIS

En los organismos multicelulares, la homeostasis del nimero de células se mantiene
a través de un balance entre la proliferacion y la muerte celular (Figura 1) [Raff, 1992;
Steller, 1995]. La muerte celular fisiolégica se produce, principalmente, por una forma
de suicidio celular denominada apoptosis [Steller, 1995; Arends et al., 1995]. La apoptosis
esta intimamente relacionada con su alter ego, la mitosis, de tal forma que los factores de
crecimiento son también, en muchas ocasiones, factores de supervivencia. Ademds,
apoptosis y ciclo celular comparten factores de transcripcién comunes y un mismo
estimulo es capaz de inducir apoptosis y mitosis en células de distinta estirpe [Mangan et
al., 1991b; Robaye et al., 1991] o, incluso, en el mismo tipo de células bajo diferentes
condiciones microambientales o funcionales [Alderson et al., 1993; Mapara et al., 1993;
Nagata et al., 1995b].

La muerte celular programada es un término funcional usado para describir la
muerte de la célula como parte normal del ciclo vital. Apoptosis, por otra parte es un
término descriptivo ideado por Kerr [Kerr, 1971], que define un tipo de muerte celular
que presenta una serie de caracteristicas morfoldgicas determinadas.

La apoptosis es una manera morfolégicamente distinta de muerte celular
programada que se produce a través de la activacién de un programa de suicidio intrinseco
a la célula [Steller et al., 1995]. La maquinaria que conduce a la apoptosis estd presente
en todas las células de mamiferos en las distintas etapas de su desarrollo, pero la
activacién del programa que conduce a su muerte estd regulado por una amplia variedad
de sefiales diferentes que tienen su origen en el medio intracelular y extracelular,

Los estudios sobre la regulacion génica de la apoptosis se realizaron, inicialmente,
en el nematodo Caenorhabditis elegans y han conducido al aislamiento de genes que son
necesarios especificamente para la induccién de la muerte celular programada [Steller,
1995]. Al menos, algunos componentes de la maquinaria apoptética se han conservado a

lo largo de la evolucidn observindose similitudes entre los insectos, los nemétodos y los
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vertebrados [Steller, 1995].

La apoptosis tiene una gran importancia en el desarrollo y la homeostasis de los
tejidos animales [Thompson et al., 1995]. Por ejemplo, es imprescindible en la etapa
embrionaria para eliminar las células que no son necesarias, es un mecanismo regulador
del nimero de células en la etapa de adulto y es un mecanismo de defensa para eliminar
células dafiadas y que son potencialmente perjudiciales para el organismo, tales como
linfocitos auto-reactivos, células infectadas por virus o células tumorales. Las {iltimas
investigaciones apuntan a que las alteraciones de la supervivencia celular podrian
contribuir a la patogenia de un gran nimero de enfermedades humanas, incluyendo cancer,
infecciones virales o enfermedades autoinmunes [Vaux et al., 1994; Thompson et al.,
1995].

Figura 1: La homeostasis del nimere de células depende de un equilibrio entre la
proliferacién y la muerte celular. Las proporciones de proliferacién y muerte celular estin
indicadas por el grosor de las flechas. A igual tasa de divisién celular, una insuficiente tasa de
muerte conducird a una acumulacién de células y un exceso de muerte causari una deplecién
celular.(Reproducido de Thompson CB. Science 1995;267:1457).

Porcentaje ' Porcentaje
proliferacién de muerte
celular celular
Q SR
— oeeee] — ;-'::-3 Acumulacién
celular
el
—p O:FOO — g 38 Homeostasis
B &

— e » °§go Pérdida

celular
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2.1. Caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas de la muerte celular programada

Es importante distinguir entre necrosis y apoptosis ya que ambos fenémenos
suponen la muerte de la célula pero con distintas caracteristicas. Necrosis implica la
muerte de la célula ante el dafio de un agente nocivo y no necesita la activacién de una
serie de genes. En la Tabla I se resumen las principales diferencias entre ambas, si bien
hay que matizar que existen formas de muerte "mixtas”, que comparten caracteristicas de
ambas [Zychlinsky et al., 1991] y que un mismo estimulo puede desencadenar apoptosis
y necrosis, dependiendo a veces de su intensidad [Hockenbery et al., 1993].

En tejidos la apoptosis es poco llamativa histolégicamente y esto ha hecho que
durante aiios no se le prestara la debida atencion. Existen varias razones para ello. En
primer lugar, la apoptosis es un proceso rapido. Se ha calculado que la vida media de la
célula apoptética en un tejido antes de desaparecer fagocitada por células adyacentes, es
de alrededor de una hora [Barres et al., 1992]. Por ello, a pesar de que exista una gran
tasa de apoptosis en un tejido, en un momento dado sélo se ve un porcentaje bajo de
células apoptdticas (frecuentemente <1%). En segundo lugar, la apoptosis se produce de
forma parcheada: estd asociada con la muerte de células aisladas y es un proceso
asincrénico, mientras que la necrosis afecta a grupds de células adyacentes de una forma
sincrénica. En tercer lugar, no suele existir un infiltrado inflamatorio llamativo, ya que
la integridad de la membrana se conserva durante un tiempo y la célula es fagocitada por

células adyacentes o fagocitos antes de que pueda liberar al medio sustancias inflamatorias.
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Tabla 1: Principales diferencias entre apoptosis y necrosis.

Caracteristicas Apoptosis Necrosis
Estimulo Fisiolégico Patolégico(dafio)
Distribucién Cél. individuales Grupos de células

Adhesibn entre células
Orgénulos citopldsmicos
Liberacién enzimas lisosomales
Nacleo

Cromatina

Rotura de DNA

Morfologia

Fagocitosis

Inflamacién

Pérdida (temprana)
Deformacién tardia
Ausente

Rotura
Condensacién
Internucleosomal
Cuerpos apoptdticos
Presente

Ausente

Pérdida (tardia)

Deformacién temprana

Presente

Desaparece

No

Inespecifico

Aumento tamafio y desintegracién
Ausente

Presente

Para el estudio de la apoptosis se suelen aprovechar sus caracteristicas morfoldgicas
y funcionales [Arends et al., 1991; Suda et al., 1993; Wang et al., 1994]. Desde el punto
de vista morfol6gico, destaca la formacién de los llamados cuerpos apoptéticos,
producidos como consecuencia de la fragmentacion de la célula en vesiculas unidas a la
membrana que posteriormente se separan y son fagocitadas (Figura 2). Desde el punto de
vista funcional la caracteristica mdis habitualmente estudiada es la degradacién
internucleosomal del DNA, debido a la activaciéon de endonucleasas que lo rompen en
fragmentos muiltiplos de 180-200 pares de bases. El propdsito de la fragmentacién no esti
claro. Podria ser que de esta forma se facilitara la fagocitosis por otras células, que

sirviera como una alternativa para destruir el DNA dafiado, o simplemente podria ser

consecuencia de la redistribucién de iones que ocurren durante la apoptosis.
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Figura 2: Cambios morfolégicos de la célula apoptética, con formacién de los cuerpos
apoptoticos. La célula apoptdtica pierde el contacto con otras células, el nucleo se condensa y
tanto el nucleo como otros restos celulares se fragmentan, originando los cuerpos apoptéticos.
Estos son rapidamente fagocitados por células adyacentes de tal manera que la vida media de la

célula apoptdtica se considera de 1-2 horas.

(=)

Quiz4 el concepto més importante en relacién a esta forma de muerte celular es el
hecho de i]ue estd regulada por genes, Io que implica que del conocimiento de estos genes
pueden surgir nuevas estrategias terapéuticas basadas en su manipulacién mediante
farmacos, citoquinas recombinantes o terapia génica. La mayor parte de los estudios que
han caracterizado el efecto letal o protector de los distintos genes han cuantificado la
muerte celular mediante técnicas cldsicas de citotoxicidad, como la liberacién de cromo
o la tincidén con azul tripan [Suda et al., 1993; Wang et al., 1994; Itoh et al., 1993a;
Takayama et al, 1995].
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3. APOPTOSIS EN PATOLOGIA RENAL

El interés por la participacién de la apoptosis en patologia renal es reciente (Tabla
II). Este retraso en el reconocimiento de un posible papel de la apoptosis en las
nefropatias, puede deberse a la dificuitad que ya hemos comentado para observar la
apoptosis in vivo. Asi, en el sistema nervioso central en desarrollo tasas de apoptosis
inferiores al 1% resultan en la pérdida del 50% de la masa celular en 48 horas [Barres et
al., 1992]. El porcentaje de células apoptéticas esperable en procesos que tardan afios en
consumarse, como la atrofia renal de las nefropatias crdnicas es, pues, minimo.

En los 1iltimos afios se ha demostrado que existe apoptosis en numerosas patologias
renales, que incluyen el fracaso renal agudo de diversas etiologias, la atrofia tubular de
la insuficiencia renal crénica, las nefropatias quisticas y las glomerulonefritis [revisado en
Ortiz et al., 1994c; Savill, 1994]. El papel preciso de la apoptosis en estas patologias no
estd claro. Ademds, existe todavia poca informacién sobre los factores extracelulares e
intracelulares que regulan la apoptosis en los distintos compartimentos del rifién
(glomérulo, tdibulo, intersticio). Por ello en nuestros estudios hemos empleado células
procedentes de cada uno de estos espacios: mesangiales glomerulares, tubulares proximales

y fibroblastos intersticiales.

Tabla II: Enfermedades renales en las que se ha implicado a la apoptosis

- Desarrollo metanéfrico

- Fracaso renal agudo: téxico, isquémico, obstructivo

- Insuficiencia renal crénica: atrofia renal y fibrosis intersticial
- Glomerulonefritis y otras inflamaciones renales

- Autoinmunidad y transplante

- Enfermedad renal poliguistica

- Tumores
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La apoptosis podria, en teoria, participar en distintas fases de la lesién glomerular
(Tabla III), y tanto las células glomerulares, como los leucocitos infiltrantes podrian ser
fuentes de citoquinas causantes de apoptosis. Asi, una regulacién anormal de la respuesta
inmune conduce al desarrolio de una glomerulonefritis proliferativa autoinmune en ratones
transgénicos que hiperexpresan el gen antiapoptético bcl2 en linfocitos B [Strasser et al.,
1991], asf como en ratones cuyos linfocitos tienen un defecto en la expresién de ligando
de Fas o del receptor Fas [Nagata et al., 1995a]. La participacién de la apoptosis en la
resolucién del dafio glomerular ha sido demostrada en un modelo autolimitado de
glomerulonefritis proliferativa mesangial [Baker et al., 1994]. En este modelo la apoptosis
fue el principal mecanismo de aclaramiento de células que condujo a la normalizacién de
la celularidad glomerular [Baker et al., 1994]. El mantenimiento de esta elevada tasa de
apoptosis podria, en teoria, conducir a la deplecién celular caracteristica del glomérulo
esclerético. Sin embargo, todavia no hay una demostracion firme de que la apoptosis de
células renales desencadene el dafio glomerular o colabore a su mantenimiento y
progresién. Tanto las células residentes glomerulares como los leucocitos infiltrantes
podrian ser eliminados por apoptosis y esto podria colaborar en e! mantenimiento y

progresidn del dafio glomerular.

. Tabla III: Posible papel de la apoptosis mediada por Fas* en patologia glomerular

1. Regulacién de la respuesta inmune [Nagata et al., 1995b]

2. Desencadenamiento de la lesién glomerular: sin demostrar

3. Mantenimiento/progresion de la lesion glomerular: sin demostrar
4, Resolucién de la lesién glomerular [Baker et al., 1994]

* Esta tabla representa la posible participacion de la apoptosis en patologia glomerular. Hemos

individualizado Fas como uno de los receptores capaces de inducir apoptosis.
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Durante el fracaso renal agudo la apoptosis podria ser un mecanismo que
colaborase en la muerte de células tubulares. La participacién relativa de apoptosis y
necrosis podria estar en relacion con la intensidad del estimulo desencadenante. Asi, una
interrupcién brusca y mantenida del flujo sanguineo renal causard necrosis, pero una
isquemia més leve y mantenida, como la que se puede observar en pacientes con episodios
repetidos de hipotensién severa, favoreceria la apoptosis [Schumer et al., 1992; Gobe et
al., 1990]. En otras formas de fracaso renal agudo, como la sepsis, las numerosas
citoquinas liberadas podrian ser capaces de activar receptores especificos en células
tubulares y ocasionar su muerte por apoptosis.

El hecho que caracteriza la atrofia tubular de la insuficiencia renal crénica es la
pérdida progresiva de células tubulares a lo largo de afios. Este es un claro ejemplo teérico
de un proceso asincronico y sin una respuesta inflamatoria llamativa que podria estar
causado por apoptosis. De hecho, se ha comunicado que este parece ser el principal
mecanismo de pérdida de células tubulares en esta patologia [Gobe et al., 1990, 1991].
Los factores que causan la muerte celular en esté contexto son desconocidos, pero la
presencia constante de linfocitos T y de macréfagos en el intersticio renal [D”Amico,
1988] sugiere que algunos productos de estas células, como las citoquinas, podrian jugar
un papel en el desencadenamiento de la iesién.

Mencién aparte merece la acumulacion de fibroblastos que se produce en el
intersticio renal de los pacientes con insuficiencia renal crénica. Realmente no se sabe
como se produce esta acumulacién. Posibles origenes son la transdiferenciacién de células
tubulares [Strutz et al., 1994] y la proliferacién de fibroblastos. En cualquier caso, una
insuficiente tasa de apoptosis puede colaborar en esta patologia a la acumulacién celular,
tal y como lo sugiere el hecho de que los fibroblastos humanos aislados de rifiones
fibréticos sobreviven més tiempo en cultivo que los procedentes de rifiones sanos
[Rodemann et al., 1990].
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4. LA APOPTOSIS ESTA REGULADA POR GENES

Las primeras sugerencias de que la apoptosis estd producida por un programa de
suicidio celular activo, derivan de experimentos en los cuales la muerte celular se puede
suprimir con inhibidores de la sintesis de RNA o de proteinas {Schwartz et al., 1990]. Sin
embargo, posteriormente se ha visto que en otras ocasiones estos inhibidores fracasan a
la hora de bloquear la apoptosis € incluso pueden inducirla, lo que sugiere que las
moléculas efectoras de la apoptosis estin presentes en la mayoria de las células de
mamiferos [Raff et al., 1993]. La principal evidencia de que las proteinas necesarias para
causar apoptosis estdn constitutivamente expresadas en determinadas células, parte de los
experimentos realizados con células a las que se les ha quitado el nucleo [Jacobson et al.,
1994]. Si a estos citoplastos se les retiran los factores de supervivencia o se les trata con
altas concentraciones del inhibidor de las proteinas quinasas, estaurosporina,
experimentarin todos los cambios citopldsmicos que son caracterfsticos de la apoptosis.
El requerimiento de sintesis de proteinas y de RNA para la induccién de la muerte celular
en determinadas situaciones, puede reflejar la necesidad de sintetizar moléculas que activen
o repriman la maquinaria de muerte celular existente, mis que la necesidad de nuevos
componentes para el propio progama de muerte celular bésico.

Si las proteinas efectoras apoptdticas estin presentes en las células vivas, su
actividad letal debe estar suprimida. Raff {Raff, 1992] ha propuesto que estas células estdn
preparadas para suicidarse y necesitan continuamente sefiales de otras células para
sobrevivir. Muchos tipos diferentes de células en mamiferos [Raff, 1992, 1993] necesitan
factores extracelulares, producidos por otras células, para sobrevivir. Este control social
de la supervivencia garantiza el mantenimiento de un nimero determinado de células en

un tejido concreto.



Introduccion 11

4.1, Estudios en Caenorhabditis elegans

Muchos de los conocimientos actuales sobre los genes implicados en la apoptosis
se deben a los estudios realizados en este nemitodo [Steller et al., 1995]. Esta especie
tiene 1090 células sométicas, 131 de las cuales mueren en unos determinados estadios de
su desarrollo. Existen una serie de mutaciones, denominadas ced, que bloquean o aceleran
la pérdida de estas células. La muerte celular programada en C. elegans se divide en
cuatro estadios distintos. Estos incluyen la decisién de si una célula debe morir o pasar
a otro estadio, la muerte en si de la célula (la ejecucién de la muerte), la eliminacién de
la célula muerta por los fagocitos y la degradacién del cadaver fagocitado. Se han aislado
mutaciones que afectan a cada uno de estos pasos y se han definido 14 genes que
funcionan en la muerte celular programada del neméatodo. Existen tres genes fundamentales
que funcionan en el paso que implica la consumacién de la muerte de la célula, estos son
ced-3, ced-4 y ced-9. La activacion de los dos primeros promueve la muerte y la
activacién de ced-9 protege de este hecho. Ced-9 es homélogo a una familia de protefnas
reguladoras de la muerte celular en mamiferos relacionadas con Bel-2 [Vaux et al., 1992]
y ced-3 es similar a una proteasa de mamiferos, la convertasa de la IL-18 (ICE) [Yuan et

al., 1993]. Hasta el momento no se conoce el homélogo de ced-4.

4.2, Estudios en vertebrados

La conservacion de algunos de los componentes moleculares de la apoptosis entre
C. elegans y humanos, ha apoyado la idea de que la apoptosis es una opcién caracteristica
de todas las células animales. Sin embargo, la apoptosis en vertebrados es mas compleja
ya que su regulacion estd influenciada por una serie de estimulos externos, letales y de
supervivencia. La tabla IV resume algunos de los estimulos capaces de regular la
supervivencia celular. Estos podrian, a su vez, activar los componentes ya expresados de
la maquinaria letal o, mediante la accién de factores de transcripcién, modificar la
expresion de los genes que van a condicionar el que la célula se diriga o no hacia la

muerte (Figura 3).



Introduccidn

12

Tabla IV: Factores que regulan la supervivencia y la muerte celular

Factores de supervivencia

1. Citoquinas: factores de crecimiento/
supervivencla

2. Matriz extracelular

3. Lipidos: andrégenos

4, Drogas

5. Virus

Factores letales

1. Citoquinas letales: TNF, ligando de Fas,
eliminacién factores crechmmlento/supervivencia
2. Lipidos: glucocorticoides, ceramida,
tromboxano A2, ete

3. Pequeiias moléculas: NO, radicales lHbres, etc
4. Factores fisicos: calor, radiacién, ete

5. Drogas y toxinas: quimioterapia del cancer,

CsA, etanol, ete.
6. Virus

Figura 3: Genes que inducen y previenen la apoptosis. La activacién de receptores celulares por

citoquinas y otros productos que regulan la supervivencia y muerte ceiular producirfan una

activacién de segundos mensajeros intracelulares y factores de transcripcion. Estos, a su vez,

modularian la expresién y/o actividad de las proteinas intracelulares reguladoras de la apoptosis.

Existen proteinas que inducen muerte celular y proteinas que protegen. Ademds, existen factores

que modulan la actividad de estas Gltimas. Asf, bclxS y bax se unen a bel-2 inactivindola, y bad

antagoniza a belxL. Por el contrario, bag-1 potencia ¢l efecto protector de bel-2.

Induocen apoptosis: TNF, NO, anti-Fas,

Previenen la apoptosis:
suero,EGF,IL-2, IL-3, IL-4,IL-6,

glucocorticoldes, ceramida, irradiacidn,

IGF-1,NGF.

quimloterapia, ete.

Tipo Promueven apoplosis
Receptores Fas

SSpTNFR

TSpNGFR
Factores e-mye
transeripel6n e-fos

p53

nar?7
Otras Genes letales:
proteinas
intracelulares convertasa IL-18

Ich-1L

Previenen apoptosis

EGF, IL-2, IL.3, IL.4,
IL-6,IGF-1,NGF, receptores
CNTF

e-mye

Genes de
supervivencia:

Bel-2
Bel-xL
ich-1S +

Antagonistas de
genes protectores:

Agonista de genes
protectores:

Bax
BelxS
Bad

Bag-1
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4.2.1. Factores de transcripcién

Utilizando estudios de transfeccion de genes, animales “"knock-out” u
oligonucleétidos antisentido, se han implicado varios factores de transcripcién en la
apoptosis. Los factores de transcripcién que regulan la apoptosis pueden participar tambien
en la regulacién del ciclo celular. Asi, por ejemplo, c-myc tiene un papel doble en
promover la muerte y la proliferacién dependiendo de la presencia o no de factores de
crecimiento en el medio: la hiperexpresiébn de c-myc en ausencia de factores de
crecimiento/supervivencia causa apoptosis [Evan et al., 1992]. En algunas circunstancias
c-myc puede favorecer la supervivencia celular [Thompson et al., 1992]. c-fos forma
homo y heterodimeros para constituir el factor de transcripciéon AP-1. Su expresion es
répida y transitoria y se le ha relacionado con la apoptosis inducida por la deprivacion de
factores de crecimiento en lineas celulares dependientes de IL-2 y IL-6 [Collata et al.,
1992]. Por otra parte, c-fos tambien puede participar en la proliferacién celular [Vamvakas
et al., 1993].

p353 es una fosfoproteina nuclear con caracteristicas de factor de transcripcion. Se
ha estudiado bastante ya que se encuentra mutado en un amplio nimero de tumores
animales y humanos [Perry et al., 1993]. p53 participa en situaciones donde el DNA
necesita ser reparado, deteniendo a la célula en la fase G1 del ciclo celular para dar
tiempo a que la célula sea reparada antes de seguir con la divisién celular [Perry et al.,
1993]. Ademds, p53 es imprescindible para ciertas formas de apoptosis [Lane, 1993].
Aunque su papel en la misma no esti claro, se sabe que disminuye la transcripcién del gen
protector bcl2 y aumenta la de su antagonista, bax [Miyashita et al., 1995].

nur77 es otro factor de trancripcién que, dependiendo de su forma de activacion,

participa en la proliferacién o muerte de timocitos [Liu et al., 1994].

4.2.2. Proteinas intracelulares letales

Entre la proteinas capaces de desencadenar la muerte celular se encuentran los
miembros de la familia de proteinas similares a la enzima de conversién de la IL-18
(ICE). ICE es una proteasa que procesa el precursor de la IL-13 de 31 kD en su forma

proinflamatoria de 17 kD. ICE, asimismo, es sintetizado como una proenzima inactiva que
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se autoprocesa a un tetramero activo compuesto de dos subunidades de 10 kD y dos de 20
kD. Aunque las funciones fisiolégicas de ICE en mamiferos son desconocidas, la
sobreexpresion de ICE y de sus homélogos en lineas celulares transfectadas inducen
apoptosis [Miura et al., 1993]. Este efecto se reduce cuando ICE es coexpresado con bcl-
2. Recientemente se ha descrito que los timocitos de ratones carentes de ICE funcional son
resistentes a la accion letal de Fas, a pesar de expresar este receptor [Kuida et al., 1995].
Esto sugiere que ICE juega un papel fundamental en la muerte celular inducida por Fas
[Kuida et al., 1995].

Ich-1 es un gen homologo a ICE que codifica dos proteinas [Wang et al., 1994].
Ich-1L promueve la muerte celular al igual que ICE. Por el contrario, Ich-1S favorece la

supervivencia celular.

4.2.3. Proteinas intracelulares que promueven la supervivencia celular: sus agonistas

y antagonistas

La mayor parte de las proteinas que promueven la supervivencia celular pertenecen
a la familia de proteinas similares a bel-2 [Steller et al., 1995]. Bcl-2 es un potente
represor de la muerte celular debida a agentes tan distintos como citoquinas, irradiacion,
venenos metabdlicos, agentes anticancerosos, algunos virus y eliminacién de factores de
supervivencia [Reed, 1994]. En concreto, bcl-2 protege frente a la muerte celular inducida
por TNF y Fas [Itoh et al., 1993a; Takayama et al., 1995; Reed et al., 1994], aunque no
todos los autores han comunicado los mismos resultados [Chiu et al., 1995]. Esto puede
deberse al hecho de que existen proteinas que se unen a bcl-2 y modifican su funcién, de
tal manera que los niveles relativos de expresion de bel-2 y de sus proteinas reguladoras,
méis que la expresién de bcl-2, son los que determinan la sensibilidad de la célula a la
muerte celular. Asi, bax y bclxS, proteinas similares a bel-2, antagonizan su efecto
protector [Oltvai et al., 1993; Boise et al., 1993] y Bag-1 lo potencia [Takayama et al.,
1995]. El efecto protector de bel-2 se ha relacionado con su capacidad para impedir la
formacién o la actuacién de los radicales de oxigeno [Hockenbery et al., 1993; Kane et
al., 1993]. Bcl-2 puede jugar un papel en patologia renal, ya que los ratones que carecen
de bcl-2 funcional ("knock-out") desarrollan lesiones renales caracterizadas por atrofia

tubular con formacién de quistes que recuerda a la atrofia tubular de las nefropatias
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crénicas. En este modelo también existen lesiones proliferativas glomerulares similares a
las semilunas de las glomerulonefritis rApidamente progresivas [Veis et al., 1993].
Bcl-x también pertenece a la familia de bcl-2. Por splicing alternativo de un Gnico
gen se producen dos isoformas, bcl-xS y bel-xL, que protegen de la apoptosis inducida por
deprivacién de factores de supervivencia o por exposicién al fidrmaco nefrotdxico
ciclosporina A [Boise et al., 1993; Gottschall et al,, 1994]. Al igual que bcl2, beixL tiene
un antagonista endégeno, Bad, recientemente descrito [Yang et al., 1995]. BclxS
antagoniza el efecto protector de bcl2 [Gottschall et al., 1994]. Hemos de recordar aqui,
que a diferencia de las proteinas similares a ICE; bax, bclxS y Bad no inducen muerte
celular por si solas cuando las células se cultivan en un microambiente de citoquinas

apropiado.

4.2.4 Citoquinas y receptores

Nuestro interés se ha centrado en los factores que, como las citoquinas, modifican
la supervivencia celular por medio de la activacién de receptores. En este caso la
activacion del receptor originaria la actuacion de una cascada de segundos mensajeros
intracelulares. Los factores de supervivencia de las células renales son mal conocidos, Se
ha descrito que el factor de crecimiento epidérmico {EGF) es un factor de supervivencia
para células tubulares [Coles et al., 1993], Adicionalmente, factores como el factor de
crecimiento derivado de insulina 1 (IGF-1) y el factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF), que promueven la supervivencia de células extrarenales [Rawson et al.,
1991; Rodriguez et al., 1992], juegan un papel en patologia renal [Johnson et al., 1993;
Miller et al., 1992] y podrfan estimular la supervivencia celular en el rifién. Entre las
citoquinas letales tienen un especial interés en nefrologia las que son producidas por las
células que infiltran el rifién en procesos patoldgicos, los macréfagos y los linfocitos T
[D”Amico et al., 1988].

El TNF es el principal representante de las citoquinas citotéxicas producidas por
los macrdfagos. Ademads, los linfocitos T citotéxicos y las células natural killer, inducen
la muerte de sus células diana a través de moléculas expresadas sobre su superficie o por
citoquinas producidas por estas. El TNFa o el TNF@ son algunas de estas moléculas

[Schmid et al., 1986]. El TNF cumple los criterios que han sido sugeridos para considerar
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que una citoquina participa en la patogenia de las lesiones renales [Johnson et al.,1993].
Asi, su produccién estd aumentada localmente durante el dafio renal, tiene acciones sobre
células renales, la administracién in vivo causa e incrementa el dafio renal, y los
antagonistas mejoran la evolucién de diversas nefropatfas [revisado en Ortiz et al., 1995].
La citotoxicidad podria ser uno de los mecanismos de la influencia adversa del TNF sobre
el dafio renal. Asi, el TNF es citotoxico para células mesangiales y epiteliales
glomerulares cultivadas [Gémez-Chiarri et al., 1994] y la inyeccién de TNF causa necrosis
tubular aguda {Gresser et al., 1987]. El mecanismo de la citotoxicidad del TNF en células
renales podrfa ser la apoptosis [Ortiz et al., 1993, 1994b]. El TNF es capaz de inducir
apoptosis en células endoteliales, oligodendrocitos y células tumorales [Robaye et al.,
1991; Obeid et al., 1993; Louis et al 1993]. El TNF posee dos receptores, TNFR1 de
55kD, y TNFR2 de 75kD [Smith et al., 1994]. Existen formas solubles de ambos que se
han utilizado para antagonizar los efectos del TNF [Smith et al., 1994]. La citotoxicidad
del TNF depende fundamentalmente de la activacion de los receptores de 55 kD (TNFR1)
[Tartaglia et al., 1993]. Estos receptores pertenecen a una superfamilia de receptores, en
la que estd incluido el receptor Fas, recientemente descrito, que es capaz de inducir

apoptosis.

5. LIGANDO DE FAS Y FAS

El ligando de Fas es un representante de las citoquinas citotéxicas producidas por
los linfocitos T. Comentaremos primero Fas ya que su descubrimiento precedié al de su

ligando.
5.1. El receptor Fas

En 1989 dos grupos independientes [Trauth et al., 1989; Yonehara et al., 1989]
aislaron unos anticuerpos monoclonales derivados de ratén, que eran citoliticos para varias
lineas celulares humanas. Las proteinas de la superficie celular reconocidas por estos
anticuerpos se llamaron Fas y APO-1. La purificacién y clonaje molecular de ambas

permitié descubrir que eran la misma. El clonaje del DNA complementario (DNAc) para
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el antigeno Fas a partir de una libreria de DNAc de un linfoma humano [ltoh et al.,
1991], revel6 que Fas es una proteina de membrana tipo 1 que pertenece a la familia de
receptores del TNF (Figura 4). El Fas humano consta de 325 aminodcidos con una
secuencia sefial en el NH,- terminal. El estudio de la estructura indic6 su similitud con el
TNFR1 [Itoh et al., 1991; Oehm et al., 1992]. Andlisis funcionales de Fas, indicaron que
las células tratadas con anticuerpos anti-Fas humano transducen una sefial apoptética y que
los anticuerpos anti-Fas funcionan como agonistas. Posteriormente se describieron también
anticuerpos que activan Fas murino {Ogasawara et al., 1993].

El patrén de expresion de Fas es bastante variable en los distintos tejidos y lineas
celulares. En ratones, se expresa abundantemente en timo, higado, corazén, pulmén, y
ovario [Watanabe-Fukunaga et al., 1992b]. Sin embargo, en este estudio pionero no se
pudo demostrar RNAm de Fas en el rifién. Al igual que ocurre en timocitos murinos,
existe una pequefia expresién de Fas en timocitos humanos. Fas se expresa en casi todas
las poblaciones de timocitos, excepto en las CD4- CD8- [revisado en Nagata et al., 1995]
y tiene una elevada expresion en linfocitos maduros activados [Trauth et al., 1989].
Algunas células tumorales también expresan Fas, aunque sus niveles son mas bajos que
los observados en las células linfoblastoides [Nagata et al., 1995b]. La expresion de Fas
estd regulada en varias lineas celulares por IFN+ [Yonehara et al., 1989; Itoh et al., 1991}
y por IFNy mis TNF« en células B humanas [Moller et al., 1993]. Esto podria explicar
el aumento de la actividad citotoxica de los anticuerpos anti-Fas cuando se les pone junto
con estas citoquinas [ Yonehara et al., 1989]. Sin embargo, se conocen mal los factores que
regulan su expresién en células no linfoides. Concretamente, no pudo demostrarse que el
LPS indujera su expresién en macréfagos [Watanabe-Fukunaga et al., 1992b]. Al igual que
ocurre con los receptores del TNF existen formas solubles de Fas que antagonizan los

efectos de su ligando, y que podrian ser usadas terapéuticamente [Cheng et al., 1994].
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Figura 4: Familia de receptores similares al TNF donde se incluye el receptor Fas. El dominic
que activa la muerte celular del receptor 1 del TNF y del Fas se representa con un trazo mas

grueso en el dominio citoplasmaético. (Reproducido de Nagata et al. Science 1994;267:1450).
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5.2. El ligando de Fas es una citoquina similar al TNF

La estructura de Fas sugeria que era el receptor de una citoquina hasta el momento
desconocida. Los trabajos de Rouvier [Rouvier et al., 1993] identificaron el ligando de Fas
en un hibridoma de linfocitos T citotéxicos (CTL) (PC60}, generado por la fusién de una
linea celular de CTL de rat6n y un linfoma de rata. Una sublinea de la anterior (PC60-
d10S) era capaz de matar las células que expresaban Fas pero no aquellas que no lo
expresaban. Construyendo formas solubles de Fas y del receptor del TNF, comprobaron
que solo las de Fas eran capaces de inhibir la actividad de las células d10S, indicando que
estas expresan un ligando para Fas que, ademds, juega un papel en la citotoxicidad.

El ligando de Fas se purific6 de homogeneizados de las fracciones de membrana
de las células d10S16 (sublinea de la d10S que expresa 100 veces més ligando de Fas) y
se caracteriz6 como una proteina de, aproximadamente, 40 kD [Suda et al., 1994]. El
ligando de Fas no tiene secuencia sefial en el N-terminal, pero tiene un dominio de

aminodcidos hidrofébicos en el centro de la molécula, indicando que es una proteina de
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membrana tipo 2, con la regién C-terminal orientada hacia la cara extracelular de la
membrana celular, Los ligandos de Fas humanos y murinos comparten un 76,9% de
aminodcidos iguales y son funcionalmente intercambiables [Nagata et al., 1995b].
Aproximadamente 150 amino4cidos de la regioén extracelular del ligando de Fas, tienen
homologia con los miembros de la familia del TNF (Figura 5). La expresion del ligando
de Fas recombinante en la superficie de células COS (linea celular derivada de rifién
similar a fibroblastos), fue suficiente para inducir la muerte de c€lulas que expresaban Fas,
indicando que el ligando de Fas es un factor de muerte y que Fas es su receptor [Suda et
al., 1993]. El RNAm del ligando de Fas es expresado en esplenocitos y timocitos
activados y en varios tejidos no linfoides, como los testiculos [Suda et al., 1993}. Sin
embargo, no se ha demostrado su expresion por células parenquimatosas, ni se conocen

los factores que la regulan.

Figura 5: Familia de citoquinas similares al TNF. Son todas protefnas de membrana tipo 2,
excepto la subunidad o de la linfotoxina que es una proteina secretoria con homologia en la
porcién extracelular de la molécula. Se muestra el nGmero de aminoécidos de la regi6én hom6loga
y de la citopldsmica. (Reproducido de Nagata et al. Science 1995;267:1450).
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5.3. La activacién de Fas induce apoptosis

Los estudios pioneros con anticuerpos monoclonales demostraron que la activacion
de este receptor ocasionaba apoptosis. Estos hallazgos se confirmaron cuando se obtuvo
el ligando de Fas. Sin embargo, la activacién de Fas no ocasiona apoptosis de todas las
células que lo expresan. Asi, hay células como los linfocitos de sangre periférica que son
resistentes a la accién letal de Fas. Es més, en linfocitos que expresan grandes cantidades
de bcl2 [Mapara et al., 1993] y en los expuestos a un microambiente de citoquinas
favorables [Alderson et al., 1993] Fas es capaz de inducir proliferacién. En la actualidad
se conocen algunos de los genes que regulan la letalidad de Fas. Asi se sabe que bcl2
protege y que Bag-1 potencia esta proteccién [Takayama et al., 1995]. Por el contrario,
ICE es un mediador imprescindible de la letalidad por Fas [Kuida et al., 1995].

Hasta el momento no se conocen acciones adicionales de Fas, pero su similitud con el
TNFRI1 [Itoh et al., 1993b], el receptor que media la mayor parte de las acciones del

TNF, permite sospechar que Fas debe tener otros efectos.

5.4. Fas en fisiopatologia

La participacién del sistema ligando de Fas y Fas en fisiopatologia se ha
identificado en la eliminacién de linfocitos normales activados y en células infectadas por
virus (Tabla V). En este sentido, Fas participa en la citotoxicidad de los linfocitos T
[Rouvier et al., 1993; Stalder et al., 1994].

La pérdida de su funcién debido a mutaciones de Fas o de su ligando en ratones
ocasiona que se acumnulen los linfocitos y produce enfermedades autoinmunes [Nagata et
al., 1995]. Se han caracterizado dos cepas mutantes en el ratébn MRL, la lpr estd causada
por una insercién de un endotranposon en el gen Fas que causa una gran disminucién de
la transcripcion de RNAm de Fas, y la gld en la cual la mutacién se encuentra en ¢l gen
que codifica el ligando de Fas [Takahashi et al., 1994; Watanabe-Fukunaga et al., 1992a].
Los ratones MRL/Ipr y MRL/gld desarrollan linfoadenopatia y esplenomegalia y producen
grandes cantidades de anticuerpos IgG e IgM. Los ratones mueren de nefritis o artritis
aproximadamente a los cinco meses de edad. El estudio de estas dos cepas mutantes ha

permitido el avance en la comprensién del sistema Fas y su ligando.



Introduccién 21

Tabla V: Acciones conocidas de Fas.

Acciones de Fas in vitro:

1. Muerte de linfocitos

2. Citotoxicidad mediada por células T:
apoptosis de células no linfoides

3. Proliferacion de linfocitos

Fas en fisiopatologia:

1. Enfermedades autoinmunes en ratén

2. Muerte de células T CD4+ en la infeccién
por VIH

3. Hepatitis fulminante en ratén

4. {Patologia renal?

Una inyeccidn de anticuerpos anti-Fas causa apoptosis masiva del higado y muerte
de ratones adultos al cabo de unas pocas horas [Ogasawara et al., 1993], lo que sugiere
que las hepatitis fulminantes en humanos podrian estar mediadas por Fas. Avalan esta
hipétesis la acumulacién de linfocitos T citotéxicos en estas hepatitis [Ando et al., 1993],
la sensibilidad a la apoptosis mediada por Fas de cultivos primarios de hepatocitos [Ni et
al., 1995] y la elevada expresién de Fas en hepatocitos transformados con el virus C de
la hepatitis [Hiramatsu et al., 1994]. En este sistema los antigenos viricos expresados
sobre los hepatocitos podrian activar a los linfocitos T citotxicos para que expresaran el
ligando de Fas, el cual se unirfa a Fas provocando la muerte de los hepatocitos.

Todos estos datos sugieren que el sistema de Fas tiene un papel en patologia
humana a través, al menos, de dos vias diferentes de actuacién. Un tipo de enfermedades
podrian estar causadas por un defecto del sistema que produciria desérdenes de la
inmunidad. Otro tipo de enfermedades relacionadas con Fas serian producidas por una
actividad excesiva que podrian producir hepatitis fulminantes [Ogasawara et al., 1993] o
muerte de células T durante la infeccién por VIH ya que se conoce que Fas se expresa

abundantemente en linfocitos T de nifios infectados con el VIH [Debatin et al., 1994].
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Fas también se expresa en otros 6rganos como corazén y pulmén [Watanabe-
Fukunaga et al., 1992b], por lo que podria participar en la patologia de estos 6rganos. Sin
embargo, y a diferencia de lo que ocurre con el TNF, existe muy poca informacin sobre
su participacién en la patogenia de las nefropatias. En concreto, no se ha demostrado la
presencia de Fas en el rifion [Watanabe-Fukunaga et al., 1992b]; se desconoce si la
activacion de Fas induce respuestas biolégicas en células renales; tampoco se ha
comunicado que la activacién in vivo de Fas ocasione lesién renal [Ogasawara et al.,
1993]; y no se sabe si existe un efecto beneficioso del tratamiento con antagonistas de Fas

en patologia renal. En esta tesis hemos explorado algunas de estas posibilidades.



. OBJETIVOS
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El objetivo de esta tesis es caracterizar el posible papel del sistema ligando de Fas-Fas en
patologia renal en general y, mis concretamente, en las variaciones de! nimero de células
que caracteriza a diversas nefropatias. Para ello hemos establecido objetivos parciales en
la linea de los criterios propuestos por otros autores para considerar que una citoquina

participa en la patogenia de las nefropatias [Johnson et al., 1993]:
1. Establecer si las células renales y los leucocitos que infiltran el rifién expresan el
ligando de Fas y su receptor, y si las citoquinas que participan en el dafio renal regulan

esta expresion.

2. Estudiar las respuestas biol6gicas que desencadena la activacion de Fas en células

renales en cultivo.

3. Estudiar la capacidad de agonistas de Fas para causar dafio renal in vivo.

4. Demostrar que la expresion local de Fas y de su ligando estd incrementada durante el

dafio renal.



1. MATERIALES Y METODOS
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1. CITOQUINAS Y ANTICUERPOS

1.1. Anticuerpos

El anticuerpo monoclonal anti-Fas murino Jo2 es una IgG de hamster (Pharmingen,
San Diego, CA), que reconoce y activa especificamente el Fas de raton. Estos anticuerpos
se emplearon para estudios funcionales. Como control se utilizé una IgG de hamster
(Pharmigen). Los anticuerpos policlonales de conejo anti-Fas murino fueron un regalo del
Dr. Elkon (U. Cornell) [Drappa et al., 1993]. Estos anticuerpos se emplearon para
citometria de flujo.

El anticuerpo monoclonal anti-Fas humano (clon CH-11) es una IgM de ratén que
se obtuvo de Upstate Biotechnology Incorporated (Lake Placid, NY). Reconoce y activa
el antigeno Fas expresado en células humanas. Como control se usé una IgM monoclonal
murina.

La contaminacién por endotoxina de anti-Fas es, en ambos casos, menor de 0.05
ng/mL (segin indicaciones del fabricante).

Los anticuerpos neutralizantes anti-TNFa murinos se consiguieron de R&D systems
(Minneapolis, USA) y se usaron segin las instrucciones.

Anticuerpo anti-C3 murino marcado con fluoresceina (Quidel, USA).

Anticuerpo policlonal de conejo anti-clusterina de rata {Quidel, USA).

1.2. Citoquinas

Las citoquinas recombinantes humanas IFNy, TNF« y IL-18, y el TNFa murino

recombinante proceden de Boehringer Mannhein GmbH, Alemania.
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2. CULTIVOS CELULARES

2.1. Cultivo de células mesangiales humanas

Las células mesangiales humanas se obtuvieron de rifiones de caddveres no
considerados adecuados para el transplante mediante técnicas previamente descritas
[Gémez-Guerrero et al., 1993]. Los glomérulos se aislaron por diferencia de tamaiio,
haciendo pasar el tejido renal a través de tamices de distinto poro. Primero los rifiones se
decapsularon y la corteza se separé de la médula. A continuaci6n, la corteza renal se pasé
por un tamiz de 105 um y el homogeneizado resultante se lavé sobre un tamiz de 75 pm
con tampén Dulbecco estéril. La porcién retenida sobre el segundo tamiz se resuspendié
en tampén Dulbecco pH 7,4 y se incubd con 500 U/ml de colagenasa tipo IA (Sigma, St
Louis, MQO) durante 30 minutos a 37°C. La digestién con colagenasa se par6é en frio
afiadiendo medio de cultivo. A continuacién se sembraron sobre frascos de cultivo de 75
cm? (Costar, Cambridge, MA, USA) y se incubaron en una estufa de cultivos a 37°C y
en una atmésfera del 5% de CO, en medio RPMI 1640 con 25mM de HEPES (GIBCO
BRL, Paisley, Scotland UK) a pH 7.4 y suplementado con 20% de suero de ternera fetal
decomplementado (STF), 100 U/ml de penicilina, 100 ug/ml de estreptomicina, 2 mM de
glutamina (Gibco) y 0.06 U/m! de insulina (Novo Nordisk Pharma S.A., Madrid). A los
siete dias de cultivo se reemplazd el medio de los glomérulos adheridos al plastico vy,
aproximadamente a los veinte dias, cuando las células mesangiales alcanzaron la
confluencia, se despegaron con tripsina-EDTA. Los pases sucesivos se sembraron con una
relacién 1:3 o 1:4 y se hicieron subcultivos cada 8-10 dias. Los experimentos se realizaron
entre los pases tercero y séptimo.

La caracterizacion de las células mesangiales se realizd por microscopia de
contraste de fases que nos permitié observar las caracteristicas morfoldgicas de estas
células.

Mediante estudios de inmunohistoquimica, las células presentaron tincién positiva
con anticuerpos especificos para desmina y vimentina (marcadores caracteristicos de
células miogénicas). La tincién para el factor VIII y para citoqueratinas fue negativa,
excluyendo de esta forma la presencia de células endoteliales y epiteliales,

respectivamente.
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2.2, Cultivo de lineas celulares

~ Se utilizaron las siguientes lineas celulares murinas: células mesangiales MMC
[Wolf et al., 1992], células de tibulo proximal MCT [Haverty et al., 1988] y fibroblastos
renales TFB [Alvarez et al,, 1992]. Las células se crecieron en DMEM (GIBCO, Grand
Island, NY) con 10% STF decomplementado, 100 U/m! de penicilina y 100 ug/ml de
estreptomicina, a 37°C y en una atmdsfera del 5% de CO,.

También se utilizé la linea celular promielocitica U937 (American Type Culture
Collection, ATCC, CRL 1593) y los macréfagos murinos Raw 264.7 (ATCC, TIB 71).
Estas células crecen en suspension en medio RPMI 1640 (GIBCO BRL, Paisley, Scotland
UK), con 100 U/ml de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina, 10 % de suero de
ternera fetal y a 37°C en atmésfera del 5% de CO,.

Asimismo, utilizamos células mesangiales murinas no transformadas [Wolf et al.,
1992].

2.3. Aislamiento de macrdfagos peritoneales de rata

Los macréfagos peritoneales se obtuvieron de ratas Wistar anestesiadas con éter.
Se realizaron tres lavados consecutivos de la cavidad peritoneal con 10 ml de tamp6n PBS.
Las células recogidas se lavaron dos veces en el mismo tampén, se resuspendieron a una
concentracién de 10° células/m! en RPMI-HEPES conteniendo 0,5% de albimina de suero
bovino (BSA, faccién V) (Sigma Chemical Corporation, St Louis, USA) y se sembraron
sobre placas de 6 pocillos (Costar). Al cabo de 2 horas de incubaci6n a 37°C se retiraron
las células no adheridas al plastico y se contaron para llevar un control del nimero de

células en cada pocillo.
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3. ESTUDIOS IN VIVO
3.1. Modelos experimentales

Los ratones Balb/c se obtuvieron de los laboratorios IFFA Credo (Barcelona) y las

ratas Wistar fueron suministradas por el animalario de la Fundacién Jiménez Diaz.

3.1.1. Inyeccién de anticuerpos anti-Fas

Para los estudios de los efectos in vivo de los anticuerpos anti-Fas se inyectaron
a ratones Balb/c de 4 semanas de edad, 10 ug del anticuerpo anti-Fas murino Jo-2
[Ogasawara et al., 1993], 10 ug de IgG de hamster 6 vehiculo (100 ul de NaCl 0.9%
estéril) por via intraperitoneal, sacrificindolos a distintos tiempos.

Para descartar que el efecto de la inyeccién de los anticuerpos anti-Fas fuera debida
al complemento, se decomplementaron varios animales previamente a la inyeccién de
anti-Fas [Sylvestre et al., 1994]. Para ello en 24 horas se les inyectaron 3 dosis de 100
U/kg de factor de veneno de cobra Naja naja kaouthia (Sigma, St Louis, MO, USA) por

via intraperitoneal.

3.1.2. Endotoxemia

| . La endotoxemia en los ratones se indujo por una sola inyeccién intraperitoneal de
200 pg de lipopolisacarido (LPS) de E. coli 026.B6 (Sigma, St Louis, MO) y en las ratas
por la inyeccion de 500 ug of LPS.

3.2. Procesamiento de las muestras de tejido

Las ratas se anestesiaron con 5 mg/100 g de pentobarbital sédico. Los grandes
vasos abdominales quedaron expuestos mediante laparotomia media y los rifiones se
perfundieron con salino 0.9% a 4°C, extrayéndose muestras renales para los estudios
posteriores.

Los ratones balb/c fueron sacrificados a distintos tiempos despues de la inyeccién
de los anticuerpos o el LPS. Tras sacrificarlos, fueron desangrados y perfundidos con

NaCl 0.9% a 4°C. Se extrajeron muestras de higado y rifién para histologia y se
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congelaron por inmersién en nitrégeno liquido las muestras que serian posteriormente

utilizadas para estudios de DNA y RNA.

3.3, Estudios histolégicos

Los rifiones y el higado fueron estudiados por microscopia éptica convencional,

tincién con propidio de iodo e inmunofluorescencia.

3.3.1. Microscopia dptica
Para microscopia éptica, el tejido renal y hepético fue fijado por inmersién en
formol 10% tamponado, incluido en parafina, cortado en secciones de 2-3 um de grosor

y teiiido con hematoxilina-eosina, tricrémico de Masson y PAS.

3.3.2. Tincién con propidio de iodo

Para los tejidos se utilizaron las muestras incluidas en parafina. Se hicieron cortes
de 4 micras sobre portas, se desparafinaron en xileno y se deshidrataron en diferentes
concentraciones de alcohol, se digirieron con 20 mg/ml de proteinasa K durante 30
minutos a temperatura ambiente, se tifieron durante 30 minutos a 37°C con 1 ug/ml de
propidio de iodo y 10 pg/ml de RNasa A, se lavaron con PBS, se montaron con 90% de

glicerol en PBS y se analizaron con luz de fluorescencia.

3.3.3. Inmunofluorescencia

Esta técnica se utiliz6 para comprobar la decomplementacién de los animales
utilizados para los estudios de activacion del receptor Fas.

El tejido renal congelado fue cortado y fijado en 50% de metanol/acetona durante
10 minutos. A continuacion se bloque6 con 10% suero de ternera fetal en PBS y se incubé
durante 30 minutos a temperatura ambiente en (0.2% BSA/PBS con el correspondiente
anticuerpo. Posteriormente se lavé con dos cambios de 5 minutos en 0,2 % BSA/PBS y se
incubé durante 30 minutos con el segundo anticuerpo. Se lavé de nuevo en BSA/PBS y
se monié con 90% de glicerol en PBS analizindose con luz de fluorescencia.

Para estudiar los dep6sitos glomerulares de C3 se empled una dilucién 1:100 de

un anticuerpo anti-C3 murino marcado con fluoresceina (Quidel, USA). Para los estudios
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de clusterina se empleé como anticuerpo primario una dilucién 1:1000 (Quidel) de un
anticuerpo policional de conejo frente a clusterina de rata, y como anticuerpo secundario
una anti-IgG de conejo conjugada con fluoresceina. En ambos casos se utilizaron como
control positivo rifiones de ratones inyectados con anticuerpos anti-membrana basal

glomerular.

3.4. Anilisis de la orina

La proteinuria y la hematuria se cuantificaron en una muestra de orina obtenida
antes de la inyeccién de los anticuerpos (grupo control sano) y antes del sacrificio de los
animales tratados, mediante una tira reactiva (Combur Test, Boehringer Mannheim), segiin

la siguiente escala:

Negative 3 100 500
mg/dL mg/dL myg/dL
Protelnuria
- + ++ +++
Negativo 1¢ 50 250
eritro/pl erttro/ul eritro/nl
Hematuaria

- + | +44
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4. AISLAMIENTO DE RNA Y TECNICAS DE HIBRIDACION

4.1. Preparacion del RNA

El RNA total se extrajo por el método de la guanidina-tiocianato-fenol-cloroformo
en medio 4cido [Chomczynski et al., 1987] y fue utilizado para estudios de transcripcién
inversa-PCR y Northern blot. Por cada muestra, la misma cantidad de RNA (30 ug) fue
desnaturalizado y sometido a electroforesis en un gel de 1% agarosa-formaldehido. A
continuacién el RNA fue transferido capilarmente a membranas de nylon Genescreen (New
England Nuclear). Los blots fueron prehibridados 6 horas a 42°C en 50% formamida, 1%
SDS, 5xSSC, IxDenhardt’s (0.02% Ficoll, 0.02% alblimina sérica bovina, 0.02%
polivinilpirrolidona), 0.25 mg/ml DNA de esperma de salmén desnaturalizado y 50 mM
fosfatos pH 6.5. La hibridacion transcurrié a 42°C durante 16-18 horas, con un 20% de
sulfato de dextrano y 7x10° cpm de la sonda desnaturalizada. Los filtros se lavaron con
0.1% SDS, 2xSSC 30 min a temperatura ambiente y 15 min a 55°C. Los blots fueron
expuestos con una pelicula (Eastman Kodak, Rochester, New York, EEUU) y pantallas
intensificadoras SHX (Valca, Madrid, Espafia) a -70°C. Los blots fueron lavados de la
sonda anterior y rehibridados con diferentes DNAs complementarios. La homogeneidad
de la carga de RNA en ¢l gel fue estudiada mediante tincién con bromuro de etidio del gel
de agarosa original después de la transferencia capilar, y la expresién de RNA ribosémico
28S y de GAPDH se emplearon como control interno. Las autorradiografias se
cuantificaron usando un densitometro, y los resultados se expresaron como unidades
arbitrarias de densitometria (Molecular Dynamics)en relacion al control interno 28S o
GAPDH.

4.2, Transcripcién inversa-PCR

La retrotranscripcién inversa para obtener el DNA complementario se realizé a
partir de RNA total. Esta se realiz6 a 37°C durante 90 minutos en presencia de 900 ng
de iniciadores oligo-dT, 1.25 mM de cada dNTP, 40 unidades de RNasin (Promega,
Madison, WI) y 500 unidades de transcriptasa reversa del virus de la leucemia murina

Maloney (Bethesda Research Labs, Gaithersburg, MD) en un tampén de reaccién que
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contiene 50 mM Tris-HCI (pH 8.3), 75 mM KCI, 3 mM MgCl2, y 10 mM DTT [Heeger
et al., 1992].

Para la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) empleamos los siguientes
oligonucledtidos (Syntex, Barcelona), elegidos de las secuencia publicada de DNAc de ICE
humano y murino [Miura et al., 1993] y Bag-1 murino [Takayama et al., 1995], obtenidas
de Genebank. Esti indicado el nimero de la primera base de cada oligonucleétido. Estos
numeros corresponden a la secuencia publicada de los DNAc murinos. Los
oligonucledtidos utilizados para amplificar Ich-1 corresponden a los utilizados por Wang
et al. [Wang et al., 1994]. Desconocemos a que nimero de la secuencia de Ich-1

corresponden, pues estos autores no lo especifican en su publicacion.

ICE 5° 484 sentido: CGT CTT GC(TC) CTC ATT ATC TGC

ICE 3’ 1216 antisentido: GTC C(CT)G GGA AGA GGT AGA AAC
Ich-1 5’ sentido: ATG CTA ACT GTC CAA GTC TA

Ich-1 3’ antisentido: GTC TCA TCT TCA TCA ACT CC

Bag-1 195 sentido 5’: GTA ACA GTG AGC CAG TTG

Bag-1 646 antisentido 3’: GCT AAG AAC ACC TGA ACC

Las reacciones de amplificacién se realizarén usando el kit de GeneAmp T™M
(Perkin Elmer Cetus, Norwalk, CT) utilizando en cada reaccién 20 pM de iniciadores, 200
M de cada ANTP, 1X del tampén de amplificacién (10 mM Tris-HCI, pH 8.3, 50 mM
KCl, 1.5 mM MgCI2, 0.001% gelatina), 1.25 unidades de Taq polimerasa y 200 ng de
DNAc. La amplificacién del DNAc se realizé durante 40 ciclos con una temperatura de
apareamiento de 56°C durante un minuto, una temperatura de extensién de 72°C dos
minutos y una temperatura de desnaturalizacién de 95°C un minuto.

El producto obtenido de PCR del ligando de Fas se cloné dentro del vector PCRII
(Invitrogen, San Diego, CA), se transfectd dentro de E. coli con el kit Oneshot
(Invitrogen), se secuencié y posteriormente se usé como sonda en los estudios de
hibridacién de RNA. Los iniciadores utilizados comprendian varios exones, de esta manera

descartamos la amplificacién de DNA gen6mico.
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4.3. Preparacion de las sondas

Para Northern blot utilizamos sondas especificas para Fas [Watanabe-Fukunaga et
al., 1992], ligando de Fas [Takahashi et al., 1994], bcl2 [Negrini et al., 1987], bax
murino [Oltvai et al., 1993], obtenidas por RT-PCR a partir de DNAc murino. BelxL fue
obtenido usando DNAc del gen bclxL humano {Boise et al., 1993]. Estas sondas fueron
secuenciadas para comprobar su identidad (agradecemos la colaboracién de E.G.
Neilson).

La sonda de MCP-1, c-myc, c-fos, 28S y GAPDH se obtuvieron de la American
Type Collection (ATCC).

Las sondas se marcaron con un metodo comercial, "rediprime DNA labelling
system" (Amershan), el cual se basa en la incorporacién de nucleétidos marcados con *2P

a un DNA desnaturalizado, mediante el fragmento Klenow de la DNA polimerasa I.

5. ESTUDIO DE LA MUERTE CELULAR

Cuantificamos la muerte celular mediante ensayos clisicos de citotoxicidad y a

continuacién estudiamos las caracteristicas morfolégicas y funcionales de la apoptosis.

5.1. Cuantificacion de la muerte celular, Ensayos de citotoxicidad

Para cuantificar la citotoxicidad inducida por la activacién de Fas en células

cultivadas se empled el colorante azul tripn y el ensayo de liberacién de *'Cr.

5.1.1. Viabilidad con azul tripin

El azul tripdn es un colorante vital que tifie a las células muertas. Esta técnica
permite distinguir entre células vivas y muertas pero no si éstas tiltimas han muerto por
apoptosis.

Las células se cultivan por cuadruplicado en placas de 24 pocillos en presencia o
ausencia de los correspondientes estimulos y preestimulos. Después del tiempo de
incubacién las células desprendidas presentes en el medio de cultivo se mezclan con las

células que permanecen adheridas y que se despegan con tripsina. 20 ul de cada muestra
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se mezcla con 20 ul de 0,4 % del colorante azul tripdn. Por microscopia dptica, se cuentan
al menos 150/200 células por cada muestra y se calcula el porcentaje de células que captan

el colorante, expresando los resultados como porcentaje de mortalidad.

5.1.2. Liberacién de *'Cr

Este ensayo determina la muerte de la célula por rotura de la membrana. El *'Cr
se une covalentemente a los aminoicidos bésicos de las proteinas intracelulares. Cuando
la membrana celular estd dafiada, estas proteinas marcadas se liberan al medio de cultivo
en relacion directa al dafio.

Las células se cultivaron en placas de cultivo de 24 pocillos y se preestimularon
durante 48 horas con medio control o pre-estimulos. A continuacién, las células se
cargaron con 5 uCi de *'Cromo (Na,*'CrO,) (Amersham, Arlington Heights, IL) en cada
pocillo. Después de 18 horas a 37°C, las células se lavaron 4 veces y se incubaron por
cuadruplicado en un volumen final de 500 ul con los estimulos letales correspondientes.
A los tiempos indicados, se recogen 100 ul del sobrenadante y se determina la liberacién
de *'Cr con un contador gamma. La liberaci6n total se determiné lisando las células que
permanecian adheridas con 0,1M de NaOH y suméndole el contaje de todas las demas
fracciones de 100 pl recogidas a los distintos tiempos. La liberacién espontinea es la
cantidad de radiactividad presente en el medio de células no tratadas. La liberacién

especifica se calculé segun la férmula:

% Liberaci6n especifica®'Cr= Liberacién muestra - Liberacién espontanea _ x 100
Liberacién Total - Liberacién espontanea
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5.2. Caracterizacion de la apoptosis

5.2.1. Estudios funcionales: fragmentacién del DNA

Mediante esta técnica se pretende observar el patrén caracteristico de degradacion
internucleosomal del DNA que presenta bandas miiltiplos de 200 pares de bases debido
a la activacién de endonucleasas.

Para estos estudios se utilizaron tanto células pegadas como despegadas. Las
células se lisaron en tampén de lisis (10mM EDTA, 50mM TrisHCI pH 8, 0,5% sarcosil)
con 0,2 mg/ml de proteinasa K y se dejaron incubando a 55°C durante 2 horas. A
continuacién, se realizaron dos extracciones del DNA con 0,5 volimenes de fenol y 0,5
volimenes de cloroformo-isoamilico (24:1) y se precipit6 con etanol absoluto y 0,3M de
acetato sédico. Las muestras se resuspendieron en tampén TE (Tris-EDTA) y se digirieron
durante una hora a 37°C con 10 ug/ml de RNasa A. Seguidamente se analizaron en un gel
del 2% de agarosa al que se le habia afiadido 0,5 pg/ml de bromuro de etidio.

Para la extraccion del DNA de bajo peso molecular se utilizé un método
modificado del anterior. La solucién de lisis utilizada consistia en 0,2% de Tritén en PBS
y 10mM EDTA, pH 7,4. Tras dejar las células 10 minutos en hielo en esta solucién, se
centrifugan, se extrae el DNA con fenol-cloroformo-isoamilico, se precipita con etanol y
se resuspende para cargarlo en un gel del 2% de agarosa [Facchinetti et al., 1991].

Para procesar el tejido se utilizé ¢l método anterior con la variacién de que los
trozos de rifion y de higado se incubaron durante toda la noche a 37°C en el tampén de

lisis.

5.2.2. Estudios morfolégicos

Para los estudios morfolégicos las células se sembraron en portas de 8 pocillos
(Labtek, NUNC, Naperville, IL) y para poder visualizar la morfologfa nuclear se utilizd
el colorante propidio de iodo, el cual se une a los dcidos nucleicos.

Las células se lavaron con PBS y se fijaron con 10% de formol durante 10
minutos. A continuacién se lavaron con PBS y se tifieron durante 30 minutos con 0,1
u#g/ml de propidio de iodo y 5 ug/ml de RNasa A en PBS a 37 °C. Se lavaron de nuevo
con PBS y se montaron en 90% de glicerol en PBS. Las preparaciones se observaron con

un microscopio de fluorescencia. En algunos experimentos se contd el porcentaje de
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células con morfologia apoptética (nucleos pequefios, picnéticos e hiperdensos).
6. CITOMETRIA DE FLUJO

La citometria de flujo se ha utilizado para estudiar la expresién del receptor Fas.
Las células se cultivaron durante 24-48 horas en presencia de medio control solo o de los
estimulos correspondientes.

Las células adheridas al plastico se despegaron utilizando 2,2 mM de EDTA en
PBS mis 0,2% de BSA y se lavaron varias veces en PBS/0,1% BSA utilizando
centrifugaciones de 4 minutos a 3000 rpm. A continuacién, se incubaron 5 x 10° células
durante 30 minutos a 4°C con § ug/ml del anticuerpo anti-Fas humano o IgM control en
el caso de células humanas y una dilucién 1:100 del anticuerpo policlonal de conejo anti-
Fas murino o IgG control en las células de ratén. Se lavaron una vez con PBS/0,1 %BSA
y se incubaron durante 30 minutos a 4°C con un anticuerpo secundario conjugado con
fluoresceina. Para ello se usé una dilucién 1:100 de un anticuerpo anti-IgM de ratén
(Calbiochem, La Jolla, CA) en el caso del anti-Fas humano y con una dilucién 1:100 de
un anticuerpo anti-conejo (Sigma) para el anti-Fas de ratén. Se lavaron y se
resuspendieron en 4% de paraformaldehido y a continuacién se analizaron por citometria
de flujo. Se contaron, al menos, 10.000 células por muestra y los datos se representaron
seglin una escala logaritmica de intensidad de fluorescencia. Las células muertas se

excluyeron del andlisis.
7. ESTADISTICA

Los resultados se expresan como media + ESM. La significacion estadistica se
establecié en p <0.05 mediante el programa estadistico R-SIGMA (Horus, Madrid). Para
ello se utilizaron los tests de ANOVA y t de Student. La normalidad de la distribucion se

establecié mediante el test de Kolmogorov-Smirnov,
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1. LAS CELULAS RENALES EXPRESAN FAS Y SU LIGANDO

El TNF participa en la patogenia de! dafio renal ya que su expresién estd
aumentada en diversas nefropatias, es capaz de desencadenar respuestas biolGgicas en
células renales, su administracién in vivo ocasiona dafio renal, y el antagonismo especifico
del TNF mejora la evolucién de la lesién renal {Ortiz et al., 1995]. El ligando de Fas es
una citoquina perteneciente a la familia del TNF [Suda et al., 1993] cuyo papel en
patologia renal permanece inexplorado. A fin de sentar las bases para el estudio de su
participacién en el dafio renal, hemos caracterizado las células que, ademés de los
linfocitos T [Suda et al., 1993] pueden expresarlo en el rifién. Asimismo, hemos estudiado
si las células renales poseen el receptor Fas, como se regula su expresién y qué respuestas

biol6gicas desencadenan su activacién,
1.1. La expresién del RNA mensajero del ligando de Fas estd regulada por el TNF

En primer lugar comprobamos que varias estirpes de células renales expresan el
ligando de Fas.

Usando la técnica de Ia transcripcidn inversa y de la reaccién en cadena de ia
polimerasa (RT-PCR) a partir de iniciadores del ligando de Fas murinos [Suda et al;
1993], se originé un producto de 486 pares de bases en células mesangiales MMC, células
tubulares MCT y fibroblastos renales TFB cultivadas en condiciones basales (Figura 1).
Este producto de la PCR fue usado posteriormente como sonda para los estudios de
hibridacién por Northern y su secuencia corresponde con el DNA complementario del

ligando de Fas ya publicado.
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Figura 1: RT-PCR del ligando de Fas en células renales. El
primer carril corresponde al marcador de los pesos moleculares.
Los siguientes carriles corresponden a la banda de 486 pb de los
tres tipos de lineas celulares estudiadas tubulares MCT,
fibroblastos TFB y mesangiales MMC.

La técnica de Northern blot confirmé la expresiéon de RNAm de ligando de Fas en
células renales. Cuando se utilizé el producto de la PCR como sonda y se hibridé con 2
pg de RNAm (poli-A) de los tres tipos de células renales, se obtuvieron dos bandas de
distinta intensidad, que corresponden a las previamente descritas [Suda et al., 1993]. La
banda principal corresponde a un transcrito de 1,8 kilobases y la banda méis débil a 4,4
kb, aproximadamente (Figura 2). La banda menos intensa no pudo ser detectada cuando
se utiliz6 RNA total.

I

= =

Figura 2: Northern blot del ligando de Fas en células e
Sl

renales. El primer carril corresponde al ligando de Fas en _ I
fibroblastos renmales TFB, el segundo carril a células
tubulares MCT y el tercer carril a células mesangiales 4,4 kb ‘ I“
murinas MMC. Se cargaron 2 ug de RNA poli-A en cada

carril, 1,8 kb . . .
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El TNF regula la expresion de miiltiples citoquinas, por lo que estimulamos a las
células mesangiales con 30 ng/ml de TNFa murino a 1, 8 y 24 horas. Como se ve en la
figura 3, el estimulo con TNF produce un pico de mayor expresién de ligando de Fas a

las ocho horas, volviendo a valores similares al control al cabo de 24 horas.

8182“

LFas FY

. 18S

Figura 3: El TNF aumenta la expresién del RNAm del ligando de Fas en células mesangiales murinas
utilizando Ia ténica de Northern blot. Las células se incubaron durante 1, 8 y 24 horas con 30 ng/ml de
mTNFq. En la parte superior se muestran las bandas correspondientes al RNAm del ligando de Fas y debajo

¢l RNA ribosémico 18S que se utiliz6 como control de que se habia cargado lo mismo en todos los pocillos.

Nos preguntamos también si, ademds de los linfocitos T, otros leucocitos son
capaces de expresar ligando de Fas. Los macréfagos infiltran frecuentemente el rifion
dafiado. Para ello crecimos células macrofigicas en condiciones basales, sin estimular 'y
durante una hora. La hibridacién por Northern puso de manifiesto que tanto en células
Raw 264.7 (Figura 4) como los macréfagos peritoneales de rata expresaron
constitutivamente RNAm del ligando de Fas, observandose la presencia de la banda de 1,8

kilobases que es la Unica que se puede ver por Northern blot.
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Raw 264.7
Figura 4: Expresién del RNAm del ligando de Fas en macréfagos Raw

264.7. Se cargaron 30 ug de RNA total y se hibridé con la sonda del L8k -
. b
ligando de Fas. Esta sonda hibridé con un transcrito de 1,8 Xb.

2. Las células renales expresan el receptor Fas

Los estudios de la expresion de! receptor Fas se hicieron por citometria de flujo,
utilizando células confluentes crecidas con 10% de STF tanto en condiciones basales

como de estimulacién.

1.2.1. La expresién del receptor Fas en células mesangiales estd regulada por
citoquinas y LPS

Estudios mediante citometria de flujo no fueron capaces de demostrar la expresién
del receptor Fas en células mesangiales murinas no estimuladas. Sin embargo, si estas
células se estimulaban durante 20 horas con 1 pg/ml de LPS se observaba expresién de
Fasen el 15% de ellas. Este porcentaje se fue incrementando hasta alcanzar el 61 % a las
72 horas. Este patrén temporal recuerda al previamente descrito en timocitos [Drappa et
al, 1993}. La combinacién de 1 pg/ml de LPS, 20 ng/ml de mTNF« (~ 1000 U/ml) y 300
U/ml de IFNvy indujo la expresi6n del receptor en el 95% de las células después de 48
horas (Figura 5),

Una vez que hemos comprobado que las clulas mesangiales murinas estimuladas
e¢xpresan Fas, decidimos estudiar si las células humanas se comportan de forma similar.
La citometria de flujo demostré claramente la presencia de Fas en células mesangiales
humanas no estimuladas. La estimulacién con 1000 U/ml de IFNy increments la
ntensidad media de fluorescencia el 7% a las 24 horas y €] 45% a las 48 horas (Flgura
6). Cuando utilizamos una combinacién de tres estimulos: 1 pg/ml de LPS, 300 U/ml de
IFNy y 500 U/ml de hTNFe la intensidad de fluorescencia aumentaba un 73% a las 24

horas.
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Figura 5: El LPS y las citoquinas aumentan la expresién del receptor Fas en células mesangiales
murinas. (A) Expresién del receptor Fas en células estimuladas con 1 pg/m! de LPS a lo largo del tiempo.
La citometria de flujo no pudo demostrar expresién de Fas en condiciones basales. Sin embargo, el
porcentaje de células positivas aumentd tras el estimulo con LPS. (B) Citometria de flujo de células
estimuladas con 1 pg/ml de LPS, 20 ng/ml de mTNFa y 300 U/ml de IFN~ durante 48 horas. Al cabo de
este tiempo, el 95% de las células resultaron positivas (relleno de negro). El control sin estimular esti en
blanco. Se representa el logaritmo de la intensidad de fluorescencia respecto al mimero de células.
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Figura 6: El IFN aumenta la expresién del receptor Fas en células mesangiales humanas: Citometria
de flujo. (A) En condiciones basales se detectd la expresion del receptor Fas mediante citometria de flujo.
Como anticuerpo primario se empleé una IgM control (IgM) o anticuerpos anti-Fas. (B) La exposicién de
células mesangiales durante 48 horas con 1000 Ufml de IFNy aumenté un 45% la intensidad media de
fluorescencia respecto a la expresién basal (Bas). Se representa el logaritmo de 1a intensidad de fluorescencia

respecto al nimero de células.
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1.2.2. Expresion del receptor Fas en la linea celular monocitica U937
La citometria de flujo demostré que las células monociticas humanas U937

expresaron constitutivamente el receptor Fas (Figura 7).

p. Controel

18 184

Figura 7: Expresion del receptor Fas en monocitos U937 por citometria de flujo. La curva en negro y
la primera curva en blanco (control) son controles negativos (sin anticuerpo primario e IgM control como
anticuerpo primario, respectivamente). Se observa un desplazamiento a la derecha de la curva cuando se
empled anti-Fas como anticuerpo primario (Fas). Se representa el nimero de células frente al log de la

intensidad de fluorescencia.

1.3. Expresion del RNA mensajero de Fas

Una vez demostrado que las células renales expresan el receptor para Fas, nos
propusimos estudiar los factores que regulan la expresiébn del RNA mensajero de este
receptor. Para ello empleamos distintos tipos de células renales: mesangiales murinas
MMC, tubulares proximales MCT, fibroblastos intersticiales TFB y células inflamatorias
que infiltran el rifién, como los macréfagos.

Se sabe que el LPS y diversas citoquinas regulan la expresion de los receptores del
TNF, que pertenecen a la misma familia que el receptor Fas [Yonehara et al., 1989], por
lo que estudiamos el efecto de estos agentes sobre la expresion del RNA mensajero de

Fas,
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1.3.1. E1 LPS induce la expresién del RNA mensajero de Fas

El LPS estimul6 la expresién del RNAm de Fas de una forma dosis y tiempo-
dependiente. Cuando las células mesangiales se estimulan en presencia de 10% de suero
de ternera fetal con diversas concentraciones de LPS durante 3 horas, se observa una
respuesta dosis-dependiente (Figura 8A). El efecto del LPS (1 ug/ml) se observa una hora
después de la adicién del mismo y persiste, al menos, hasta 24 horas (Figura 8B). El

incremento en la expresién de RNAm de Fas fue de alrededor de 10 veces sobre el control

A continuacién estudiamos el efecto de la incubaci6n con inhibidores de la sintesis
de macromoléculas: 10 ug/ml de cicloheximida (CHX) y 5 pg/ml de actinomicina D (Act’
D). La actinomicina D, pero no la cicloheximida, evit6é el aumento de la expresion del
RNAm de Fas, lo que sugiere que el efecto del LPS depende de la transcripcién de nuevos
RNA y no necesita la sintesis de proteinas. Nétese ademds la corta vida media del RNA
de Fas, ya que bast6 con inhibir la sintesis d¢ RNAm durante 3 horas para apreciar una

disminucién de su nivel de expresion (Figura 9).
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Figura 8: El LPS aumenta la expresién de RNAm de Fas en células mesangiales. Se cargaron 35 ug de
RNA total y se hibridé primero con Fas y después con GAPDH como control de que se habfa cargado lo
mismo en todos los pocillos. (A) Las células se incubaron sin LPS, y con 0,01 ug/ml y 1 pg/ml de LPS
durante 3 horas y (B) con 1 pg/ml de LPS durante 3, 8 y 24 horas.
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Figura 9: Efecto de inhibidores de la sintesis de macromoléculas sobre la expresion de RNAm de Fas
en células mesangiales. Se cargaron 35 ug de RNA total y se hibrid6 primero con Fas y después con
GAPDH. Los carriles corresponden con: 1-control; 2- 1 pg/ml LPS; 3- 1 ug/ml LPS+10 pg/ml CHX; 4-
1 pg/ml LPS + 5 pg/ml Act D; 5- 10 ug/ml CHX; 6 5 pg/ml Act D; 7- control. El tiempo de
estimulacién fue de 3 horas.

El LPS también indujo la expresion de RNAm de Fas en células tubulares de una

forma dependiente de la dosis (Figura 10).
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Figura 10: EI LPS aumenta la expresién de RNAm de Fas en células tubulares: Se cargaron por pocillo
30 ug de RNA vy se hibridé primero con Fas y después con GAPDH. 1- control; 2- 0,0001 ug/mi LPS; 3-
0,01 pg/ml LPS; 4- 0,1 pug/ml LPS; 5- 1ug/mi LPS. El tiempo de estimulacién fue de 3 horas
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También pudimos comprobar que los macréfagos Raw 264.7 expresaron
constitutivamente el RNAm del receptor Fas y que el LPS aumenta esta expresiéon (no

mostrado).

1.3.2. Diversas citoquinas inducen la expresién del RNAm de Fas

Entre las citoquinas se sabe que el IFN+v regula la expresidon de Fas en células
linfoides [Watanabe et al; 1992a] pero no se ha estudiado el efecto de otras citoquinas en
células no linfoides.

Nosotros estudiamos el efecto de diferentes citoquinas sobre la expresion de RNAm
de Fas en células mesangiales, tubulares y en fibroblatos intersticiales renales. Las células
mesangiales se estimularon durante 24 horas con medio control, 30 ng/ml de hTNFe, 30
U/ml de hIL-18, 3 ng/ml y 30 ng/ml de mTNFa. Tanto el TNFa humano como el
murino, asi como la IL-18 indujeron la expresién de RNAm de Fas (Figura 11A). Se
utilizaron dos tipos de TNFe para ver si las diferencias que pudieran existir en la
expresion de Fas, eran debidas a la activacion de uno o de ambos receptores, ya que el
TNF humano solo activa al receptor tipo 1 murino (55kD) [Lewis et al, 1991].

La combinacién de 30 ng/ml de mTNFa y 300 U/ml de IFNvy, aument6 la
expresion del RNAm de Fas. Esta expresién es inducible por ambos estimulos por
separado, pero es mayor cuando ambas citoquinas se afiaden en combinacién (Figura
11B).
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Figura 11: Las citoquinas regulan la expresién de RNAm de Fas en células mesangiales renales. Células
mesangiales fueron estimuladas durante 24 horas con: (A) 1- medio control; 2- 30 ng/ml hTNFe; 3- 30 U/ml
de hIL-16; 4- 3 ng/ml mTNFo; 5- 30 ng/ml mTNFq. (B) 1- medio control; 2- 30 ng/ml mTNFq; 3- 30
ng/ml mTNFa+300 U/ml IFNy; 4- 300 U/ml IFNy. Las membranas se rehibridaron con GAPDH como

control de carga.

En las células tubulares MCT también se observé aumento en la expresion de
RNAm de Fas cuando se estimulé con 30 ng/ml de mTNFa y 300 U/ml de IFN+y, solos
o en combinacioén (Figura 12A). El efecto del mTNFa fue una respuesta dependiente del
tiempo (Figura 12B ) y es inhibible con anticuerpos anti-TNF. El TNF también aument6

la expresion de RNAm de Fas en fibroblastos intersticiales renales TFB (no mostrado).
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Figura 12: Efecto de las citoquinas sobre la expresién de Fas en células tubulares. Las células tubulares
se incubaron durante 3 horas con: (A) 1- medio control; 2- 30 ng/ml mTNFew; 3- 300 U/ml IFNvy; 4- 30
ng/ml mTNFa+300 U/ml IFNy. (B) Las células MCT también se incubaron a distintos tiempos con 30
ng/ml de mTNFa: 1- basal; 2- 1 hora; 3- 3 horas; 4- 8 horas; 5- 24 horas; 6- 48 horas. Se representa arriba
el RNAm de Fas y abajo la GAPDH como control de carga.
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2. EL RECEPTOR FAS DE LAS CELULAS RENALES ES FUNCIONAL

Tras observar que las células renales expresan Fas, demostrado tanto por Northern
como por citometria de flujo, decidimos estudiar si este receptor es funcional. Para ello
utilizamos anticuerpos monoclonales que activan los receptores Fas humano y murino, y
que tienen actividad citolitica en células humanas y murinas, respectivamente [Yonehara
et al., 1989; Ogasawara et al., 1993].

En esta parte del estudio quisimos demostrar si la union de los anticuerpos anti-Fas
al receptor producian la muerte de células renales y si los sucesos desencadenados tras la
activacion del receptor Fas tenfan las caracteristicas morfolégicas y funcionales de la
apoptosis.

Desde el punto de vista morfolégico utilizamos la microscopia 6ptica y desde el
punto de vista funcional estudiamos la fragmentacién del DNA. Cuantificamos la muerte
celular por ensayos de citotoxicidad.

Asi mismo, hipotetizamos que al igual que el TNF tiene multiples acciones sobre
células renales, Fas podria activar respuestas diferentes a la induccién de muerte celular.
Estudiamos el efecto sobre la expresién de MCP-1 porque esta proteina es quimiotictica
para monocitos y juega un papel muy importante en el reclutamiento de los monocitos
durante la inflamacién renal. Ademais, se sabe que el TNFa es un potente estimulo para

la induccién de este gen.

2.1. La activacién de Fas induce citolisis y apoptosis de células renales

2.1.1. Los anticuerpos anti-Fas son citotéxicos para células mesangiales humanas
En células mesangiales humanas la minima dosis para observar una citotoxicidad
signifivativa de los anticuerpos anti-Fas, fue de 500 ng/ml (13,241,8% liberacion
especifica de *'Cr a las 8 horas, p <0,01 respecto al control) (Figura 13). Los anticuerpos
anti-Fas por si solos tienen poca actividad citotdxica, pero cuando se inhibid la sintesis de
RNA con 0,2 pg/ml de actinomicina D, el efecto citotéxico fue mds acusado (79,5
13,2%, p<0,001 respecto a los anticuerpos solos), mientras que la actinomicina D por
si sola fue moderadamente téxica (10,8+3,9%) (Figura 14A). Esto implica que estas

células necesitan alguna molécula para su supervivencia, que serfa inhibida por la
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actinomicina D. Asimismo, estudiamos el efecto de la estimulacién con IFNy, ya que
habiamos comprobado que esta citoquina aumenta la expresion de Fas. Para ello se
preestimularon las células durante 48 horas con 1000 U/mi de IFNy, observiandose un
incremento del efecto citotéxico de los anticuerpos anti-Fas a las 24 horas de su adicion
(39+4,6%, p<0,05 respecto a los anticuerpos solos), mientras que el IFNvy por si solo
no tuvo efecto citotdxico (0,7+2%). Una concentracién similar de una IgM monoclonal
de ratén no tuvo efecto téxico (3,2+1,2%) incluso después de la preestimulacién de las
células con IFNvy durante 48 horas. (-8,5+2,2%) (Figura 14).

El patrén temporal de la liberacién de *'Cr se estudié bajo las condiciones de
mayor toxicidad. Tanto en las células pretratadas como en las cotratadas con IFN se
observé liberacién de cromo a las 2 horas de la adicién del estimulo, con un aumento

progresivo a lo largo del tiempo (Figura 15).
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Figura 13: Los anticuerpos anti-Fas son citotéxicos para células mesangiales humanas cultivadas: efecto
de la dosis. Se representa la liberaci6n especifica de 5'Cr a las 8 horas de incubacién con las distintas dosis

de los anticuerpos anti-Fas en ng/ml. Los datos representan la media + ESM de 3 experimentos realizados
por cuadruplicado. * p<0,01 vs control.
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Figura 14: E1 IFN y la actinomicina aumentan 1a citotoxicidad y 1a apoptosis causada por Fas en células
mesangiales humanas. (A) Las células se preestimularon durante 48 horas con 1000 U/ml de IFNy y a
continuacién se aiiadié 0,5 ug/ml de Ia IgM controt, 0,5 pg/ml de los anticuerpos anti-Fas y 0,2 pg/ml de
actinomicina D durante 24 horas m4s. Los experimentos se hicieron por cuadruplicado y se expresaron como
la media £+ ESM. * p< 0,05; ** p <0,001 vs sus respectivos controles. (B) La tincioén con propidio de iodo
demostré que Fas induce apopiosis en células mesangiales humanas y que la apoptosis inducida por Fas

aumenta después de preestimular con IFN o coestimular con actinomicina D durante 24 horas. *p <0,05.
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Figura 15: Liberacién de ®'Cr inducida por los anticuerpos anti-Fas a lo largo del tiempo en células

cotratadas con actinomicina D. Se muestra el efecto de 1ug/ml de anti-Fas a lo largo de 24 horas respecto
a células control. Los estudios se hicieron por cuadruplicado y la figura muestra un experimento

representativo.

Una vez demostrado que los anticuerpos anti-Fas eran txicos para estas células,
comprobamos si eran capaces de inducir apoptosis. Para ello, se utilizaron criterios
morfolégicos y funcionales.

Ya que habiamos comprobado que los anticuerpos anti-Fas por si solos tienen poca
actividad citotdxica, los siguientes experimentos los hicimos preestimulando las células con
1000 U/ml de IFN+y durante 48 horas. Las células mesangiales humanas tratadas con IgM
control permanecen confluentes y pegadas a la placa de cultivo. Por el contrario, si
después de la preestimulacién se afiaden 0,5 pg/ml de anticuerpos anti-Fas durante 24
horas, se observa que las células empiezan a despegarse perdiendo la confluencia (Figura
16).

Si estas células tratadas con anticuerpos anti-Fas se tifien con propidio de iodo, se
pueden ver nucleos pequefios y fragmentados y con una tinciébn més intensa que los
nucleos de células normales, lo que es caracteristico de nucleos apoptéticos (Figura 17).
La cuantificacion de estos nucleos apoptéticos a las 24 horas permitié comprobar que los
cambios observados con *'Cr eran demostrados también con esta técnica de cuantificacién

de apoptosis (Figura 14B).
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Figura 16: Las células mesangiales humanas tratadas con anti-Fas se despegan de la placa de cultivo.
Las células se incubaron con 1000 U/ml de IFN+ durante 48 horas y con IgM control (arriba) o 500 ng/ml
de anticuerpos anti-Fas (abajo). Microscopfa de contraste de fases (x 40). Obsérvese que las células control
permanecen adheridas a la placa y confluentes, mientras que gran parte de las células tratadas con anti-Fas

se han despegado.
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Como se observa en la figura 18 el DNA genémico obtenido de células
mesangiales tratadas con 500 ng/ml de anticuerpos anti-Fas, mostré el tipico patrén de
degradacion internucleosomal, debido a la activacién de endonucleasas que rompen el
DNA en fragmentos multiplos de 200 pares de bases. El DNA de células tratadas con IgM

control era de alto peso molecular.

CONTROL
ANTI-FAS

Figura 18: Degradacién internucleosomal del DNA. El primer carril
corresponde con el DNA de alto peso molecular de las células tratadas con IgM
control. El segundo carril son las células tratadas con los anticuerpos anti-Fas |

que presentan la "escalera” de degradacién nucleosomal.

2.1.2, Celulas mesangiales murinas L

La activacién de Fas también indujo citolisis y apoptosis en células mesangiales
murinas. Los anticuerpos anti-Fas murinos (1 ug/ml) fueron poco téxicos para las células
mesangiales no estimuladas (3,8+0,9% de incremento en la liberacién de cromo respecto
a los controles, no significativo). La ausencia de toxicidad no fue debida a la falta de
receptores, ya que cuando afiadiamos 0,08 ug/ml de actinomicina D el efecto toxico era
evidente (83,3+9,9% respecto a 29+6,3% en células tratadas solo con actinomicina D,
p<0,01). El pretratamiento con factores que aumentan la expresién de Fas como 300
U/ml de IFNvy y 100 U/ml de mTNFa aumentaron el efecto citotoxico de los anticuerpos
anti-Fas (IFNy 3,5+6%, IFNy+anti-Fas 43,44+7,6%, p<0,01; mTNF« 10,34+3,1%,
mTNFa+anti-Fas 34,5+7,6%, p<0,05). El IFNy junto con la actinomicina D potencian
més aun el efecto de los anticuerpos anti-Fas (actinomicina D+ IFNvy+anti-Fas
107,6+6,6% respecto a 30,4+5% con IgG control, p<0,01) (Figura 19)
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El efecto citotoxico de los anticuerpos anti-Fas también fue evidente en células

mesangiales MMC.
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Figura 19: Citotoxicidad de los anticuerpos anti-Fas en células mesangiales murinas medida por ensayos
de liberacién de "Cr. Las células se pretrataron durante 48 horas con 300 U/ml de IFNy, 100 U/m! de
mTNFe« ¢ medio control. A continuacién se afiadié 1 pg/ml de anti-Fas o 1 pg/ml de IgG contrel con/sin
0,08 pg/ml de actinomicina D durante 28 boras. F-Fas, I-IFN, T-TNF, AIF-ActD +IFN+Fas, GIF-
IgG+IFN +Fas. Los experimentos se hicieron por cuadruplicado y se expresaron como la media + ESM
*<0,01; **p<0,05.

La confirmacién de que Fas induce apoptosis en células mesangiales se realizd
mediante la observacién de la morfologia tipica en células tefiidas con propidio de iodo
(Figura 20 y 21) y con la demostracién de que habia fragmentacién internucleosomal de
DNA (Figura 22). Cuantificamos el nimero de células con morfologia apoptética entre
las tefiidas con propidio de iodo. Asi comprobamos que este es un método més sensible
que la liberacién de *'Cr para poner de manifiesto la letalidad de Fas. De hecho, el
estimulo de Fas durante 24 horas aumentaba el porcentaje de células con morfologia
apoptética de una forma dosis-dependiente (10 pg/ml IgG, 0.05+0.02%; 0.1ug/ml Fas,
0.6+0.3%; lug/ml Fas, 11.2+1.1%; 10 pug/ml Fas, 28.04+1.6%; p <0.0002 vs IgG)
(Figura 21).
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Figura 20: La muerte inducida por la activacion de Fas en células mesangiales cultivadas tiene
caracteristicas morfoldgicas de apoptosis. (Arriba) La tincién con propidio de iodo puso de manifiesto los
nicleos picnéticos, pequefios e hiperdensos de las células apoptéticas (flechas), claramente diferentes de los
micleos grandes y palidos de las células sanas adyacentes. (Células mesangiales tratadas con 1 pug/ml de anti-
Fas durante 24 horas, fijadas con formol y tefiidas con propidio de iodo). (Abajo) Apenas se observaron

células apopt6ticas entre las tratadas con 10 pg/ml de IgG control de hamster.
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Figura 21: Los anticuerpos anti-Fas inducen apoptosis de células mesangiales murinas de forma dosis
dependiente, detectable por estudios morfolégicos tras tincién con propidio de iodo al cabo de 24 horas.
Control: 10 ug/ml IgG de hamster. *p<0.0002 vs IgG control.

IgG IFN Fas IFN/FAS

Figura 22: La muerte inducida por la activacién de Fas en células mesangiales cultivadas tiene
caracteristicas funcionales de apoptosis: Degradacion internucleosomal de DNA. El DNA de bajo peso
molecular fue extraido de células adherentes y despegadas, tratadas con 1 ug/ml de anti-Fas o IgG control
durante 24 horas con/sin estimulacién previa con 1000 U/ml de IFNvy durante 48 horas. El DNA fue
separado en un gel del 2% de agarosa, tefiido con bromuro de etidio y fotografiado. Se observa la presencia

de la tipica escalera de DNA en las células tratadas con anti-Fas, pero no en las controles.
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2.1.3. Los anticuerpos anti-Fas también son téxicos para fibroblastos intersticiales
renales TFB |

La estimulacién de estas células con distintas désis de anti-Fas demostré que habia
un efecto dosis-respuesta, alcanzando un porcentaje de muerte estimado con azul tripén,
del 50% a las 24 horas con 4 ug/ml de anti-Fas (Figura 23A). Utilizando esta dosis
hicimos una curva de tiempo y vimos que a las 24 horas ya es evidente la muerte inducida
por Fas (49,545,8% vs 10,5+1,2%, p<0,05), aumentando hasta ilegar al 100% a las
72 horas (Figura 23B).

A continuacién comprobamos que, al igual que ocurria en células mesangiales,
tanto el pretratamiento con 100 U/ml de TNF durante 48h (70+7,1% vs 41,8+4,2% TNF
solo; p<0,01) como el cotratamiento con 0,2 ug/ml actinomicina D (74,842,5% vs
20,411,8% Act D sola; p<0,01) aumentaron significativamente la toxicidad de 1 pg/ml
de anti-Fas durante 24 h (Figura 24A).

Estos datos se confirmaron con la liberacién especifica de *!Cr. A la désis de 0.5
pg/ml los anticuerpos anti-Fas fueron moderadamente téxicos (8,5+0,6% vs 2,61+4,1%
la IgG control, p<0,05). Con la dosis de 1 ug/ml esta toxicidad aumenté (22,31+5%,
p<0,05 respecto a la IgG). La actinomicina D (0,2 ug/ml) en combinacién con los
anticuerpos, produjo un aumento considerable de liberacién de cromo (73,64-6,2% vs -
0,31+2,3% la actinomicina D sola, p<0,001) inducido por 0,5 ug/mi de anti-Fas. El
pretratamiento con 100 U/ml de mTNFa durante 48 horas potenci6 el efecto de 0,5 ug/ml
de anti-Fas (18,9:1:3,_3% vs 1,440,4% el TNF« solo, p<0,05) (Figura 24B).

Los porcentajes obtenidos con las dos técnicas no son iguales aunque se confirman
las diferencias. Las discrepancias en los valores de toxicidad atribuibles al TNF s6lo se
deben a que en los experimentos cuantificados con azul tripan las células se preincubaron
durante 48 horas con TNF antes de afiadir anti-Fas y luego se incubaron con TNF y Fas
0 1gG control durante 24 horas mas. En los experimentos realizados con *'Cr, el TNF se
utilizé dnicamente como preestimulo y, a continuacién, se lavé de la placa de cultivo.
También comprobamos que el TNF es téxico para los fibroblastos renales, y que la muerte
inducida por TNF tiene caracteristicas morfol6gicas y funcionales de apoptosis.

Se confirm6 que el anticuerpo anti-Fas induce apoptosis por la existencia de
fragmentacién del DNA (Figura 25) y por visualizacién microscépica de las células

apoptéticas (no mostrado).
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Figura 25: La muerte inducida por anti-Fas en fibroblastos tiene caracteristicas funcionales de
apoptosis. La electroforesis de DNA genémico de las células muertas puso de manifiesto un patrén de -
degradacion internucleosomal de DNA caracteristico de apoptosis. Se observa la imagen en "escalera”,
determinada por la presencia de fragmentos de DNA muiltiplos de 200 pares de bases. Células tratadas con
1 pg/ml de IgG control y 1 ug/ml de anti-Fas durante 24 horas. M-marcador de peso molecular.

2.1.4. Células tubulares renales

Las células tubulares también fueron sensibles a los anticuerpos anti-Fas. La
respuesta fue dependiente del tiempo y de la dosis, siendo las diferencias significativas con
la dosis de 4 ug/ml de anti-Fas y a las 24 horas (24,9+3,3% vs 15+1,6%, p<0,05).

El pre y co-tratamiento con 100 U/ml de TNFa y la coestimulacién con 0,08 pg/ml
de actinomicina D potenciaron, al igual que ocurria en los otros tipos celulares, la
actuacion de los anticuerpos anti-Fas (47,8 +7,4 % TNF+Fas vs 24 +2,3% TNF, p <0,05;
69+2,9% Act D+Fas vs 39+0,8% Act D, p<0,05) (Figura 26).
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Figura 26: Ei1 TNF y la actinomicina D aumentan 1a toxicidad de Fas en células tubulares renales. El
preestimulo con 100 U/ml de TNF durante 48 horas y posterior co-estimulacién con TNF + 1pg/ml anti-Fas
(T +F) durante 24 horas, ¢ la co-estimulacién con actinomicina D (0.08 pg/ml) y anti-Fas durante 24 horas
(A+F) aument6 la capacidad letal de los anticuerpos anti-Fas en células tubulares. Resultados expresados
como porcentaje de células muertas (captan el azul tripin) sobre el total de células. Media 4 ESM. *p<0.05

vs los respectivos controles.

En estas células también encontramos fragmentacién del DNA cuando se exponian
a los anticuerpos anti-Fas y morfologia de apoptosis cuando se tefifan con propidio de iodo
(Figura 27). El pretratamiento con 1 pg/ml de LPS durante 48 horas aumentd,

llamativamente, el porcentaje de apoptosis inducible por anti-Fas (Figura 27).
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Figura 27. La muerte inducida por anti-Fas en células tubulares tiene caracteristicas morfolégicas de
apoptosis. La tincién con propidio de iodo puso de manifiesto la presencia de nicleos apoptéticos de
pequefio tamafio y gran intensidad de tincién entre las células sometidas a estimulos letales. (A) Células
tubulares control cultivadas en medio con 10% de suero; (B) células tubulares tratadas durante 24 horas con
1 pg/ml de anti-Fas: se observa un ndcleo apoptético entre células sanas; (C) células tubulares pretratadas
con 1ug/ml de LPS durante 48 horas e incubadas con 1 pg/ml de anti-Fas durante 24 horas. Se observan

numerosas células apoptéticas .
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2.1.5, Células monociticas U937
Los monocitos también son sensibles a los anticuerpos anti-Fas, siendo esta
toxicidad dependiente del tiempo (Figura 28). Otros autores ya han demostrado que la

muerte inducida por Fas en estas células era debida a la apoptosis [ Yonehara et al; 1989].
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Figura 28: Mortalidad de monocitos humanos debido a la activacién de Fas. Las células U937 se
incubaron a distintos tiempos con 1ug/ml de anticuerpos anti-Fas. El método utilizado fue la tincién con azul
tripan y los resultados se expresan como porcentaje de células muertas respecto al total. El porcentaje de
muerte inducida por 1 ug/ml de IgM control a las 24 horas fue del 3,3%. La figura es un experimento
representativo.

2.2, Fas aumenta la expresion de RNAm de MCP-1

Nos planteamos la posibilidad de que la activacién de Fas tuviera acciones
diferentes de la muerte celular. Estudiamos el efecto de 1a estimulacién con Fas en células
mesangiales y monocitos U937 sobre la expresidn de la citoquina quimiotictica MCP-1.

Células mesangiales y monocitos estimulados con 1 ug/ml de anti-Fas mostraron
un aumento de, aproximadamente, 6 veces sobre el control en la expresién de MCP-1 al
cabo de 6 horas. Confirmando los datos de otros autores, el TNF y el LPS también
estimularon la expresiéon de MCP-1 [Satriano et al., 1993]. Ademas, el cotratamiento con

100 U/m] de TNF y 10 pg/ml de LPS potencié el efecto estimulador de Fas (Figura 29).
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Figura 29: Fas aumenta la expresion de RNAm de MCP-1 en células mesangiales y monocitos. (A)
Northern blot de células mesangiales hibridado con MCP-1 y 28S como control de carga. Las células se
incubaron con 1 pg/ml de Fas durante 6 y 24 horas. B-basal. (B) Northern blot de monocitos U937 hibridado
con MCP-1 y 288, y (C) cuantificacién en unidades arbitrarias de densitometrado de este wltimo blot. Las
células se trataron durante 6 horas con 100 U/ml de TNF, 10 ug/ml de LPS y 1 ug/ml de anti-Fas. B-basal;
T-TNF; L-LPS; F-Fas; TF-TNF+ Fas; LF-LPS + Fas.
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2.3. Las células mesangiales murinas expresan genes reguladores de la apoptosis.

Efecto de la activacién de Fas.

El hecho de que Fas sea capaz de inducir apoptosis en células mesangiales sugiere
que estas poseen la maquinaria genética necesaria para llevar a cabo el proceso de suicidio
celular. Por otra parte, el hecho de que Ia actinomicina D aumente el efecto toxico de Fas
sugiere que tambien existen factores que protegen del efecto letal de Fas. Si bien se han
descrito genes que regulan la accion letal de Fas, no se habia estudiado previamente su

expresién en células renales.

2.3.1 Las células mesangiales expresan de forma constitutiva genes que regulan la
accion letal de Fas: bcl2, bax, bag-1 e ICE, asi como otros genes reguladores de la
apoptosis: belxL e Ich-1

La técnica de Northern blot puso de manifiesto que las células mesangiales
cultivadas expresan constitutivamente los genes protectores bcl2 y belxL, y el gen letal bax '
(Figura 30). La técnica de RT-PCR permiti6 observar la expresion constitutiva de ambas

isoformas de Ich (IchL e IchS), asi como la expresion de Bag-1 e ICE (Figura 30).

GENES PROTECTORES GENES LETALES

ANTAGONISTAS DE
GENES PROTECTORES

A )
- bax
bel2 - AGONISTAS DE ICE
GENES PROTECTORES
kbagd I B
belx-L . leh-1-L

Figura 30: Expresién de genes reguladores de la apoptosis en células mesangiales cultivadas. Northern
blot realizado con 25 ug de RNA total de células mesangiales cultivadas. (A) La membrana fue hibridada
secuencialmente con las sondas de bel2, que identificé un transcripto principal de 7.5 kb; bax, que identificé
un transcripto principal de 1.0 kb; y de belxL, que identific un transcripto principal de 3.4 kb. (B) RT-PCR
realizada a partir de cDNA obtenido de células mesangiales. Los oligonucleétidos especfficos de ICE
amplificaron un producto de PCR de 732 bases; los de Bag-1, uno de 451 bases; y los de Ich, dos productos,
de 172 y 233 bases, que se corresponden con los RNAm que codifican las dos isoformas de Ich-1 (Ich-1L
e Ich-18, respectivamente). Tal y como est4 descrito en otras células, el producto correspondiente a IchL

fue el més abundante, y es el que se observa claramente en la figura,
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2.3.2. Fas no modifica la expresién de RNAm de bclx-L

Nos planteamos la posibilidad de que la activacién de Fas pudiera modificar la
expresién de genes reguladores de la apoptosis, de forma similar a las acciones del TNF
[Ortiz et al., 1994b].

Fas no modificé la expresién del gen protector belxL en células mesangiales a
pesar de utilizar varias dosis (0,001 a 1 ug/ml) y distintos tiempos (de 1 a 24 horas)
(Figura 31). ’

A la vista de estos resultados decidimos estudiar si en otros tipos de células, como
los monocitos, ocurrfa lo mismo que en las células mesangiales.

Estimulamos células U937 con 1 ug/ml de anticuerpos anti-Fas, 1 ug/ml de IgM
control, 100 U/ml de TNFa y 10 ug/ml de LPS durante 6 horas. Observamos que la
combinacién de TNF y anti-Fas aument6 la expresion de belxL el doble sobre el control,

aunque ninguna de las dos citoquinas por separado reprodujo este efecto (Figura 31).
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Figura 31: Efecto de anti-Fas sobre la expresion de bclxL en células mesangiales (A) y en monocitos
humanos (B). Se muestra el Northern blot del RNAm de belxL y de 28S como control de carga. La grifica
representa la cuantificacién del gel de los monocitos ya corregido para la expresién de 28S. Las células se
estimularon con 1 pg/ml de anti-Fas, 100 U/ml de TNF y 10 pg/ml de LPS durante 6 horas. F- anti-Fas;
T- TNF; L- LPS.
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3. LA ACTIVACION DE FAS INDUCE DANO RENAL

Ya que habiamos demostrado que los anticuerpos anti-Fas son téxicos para las
células renales cultivadas, nos propusimos comprobar si también lo eran cuando se
inyectaban in vivo. Un trabajo anterior de Ogasawara en el afio 1993, ya habia
evidenciado la existencia de apoptosis a nivel hepdtico en ratones inyectados con 10 ug de
anticuerpos anti-Fas, por lo que nosotros nos propusimos demostrarlo a nivel renal.

Para ello, inyectamos 10 pg de anticuerpos anti-Fas a ratones balb/c de 4 semanas
de edad y los seguimos durante 30 minutos, 1, 3, 6, 10 y 24 horas. Como controles
dejamos ratones sin inyectar nada y ratones con vehfculo (0,9% salino) e IgG control. Al
cabo de estos tiempos los ratones se sacrificaron, se perfundieron a través de! corazén y

se extrajeron muestras de distintos 6rganos.

3.1. La lesién renal debida a la estimulacién de Fas se caracteriza por hematuria y

proteinuria

Las manifestaciones clinicas inducidas por la inyeccion intraperitoneal de 10 ug de
anti-Fas se observaron a partir de las 6 horas, y se caracterizaron por letargia, disminucién
de la motilidad y erizamiento del pelo. La mortalidad a las 24 horas fue del 30%, similar
a la previamente publicada [Ogasawara et al; 1993].

La inyeccién de anticuerpos anti-Fas, pero no de IgG control no inmune, ocasion6
proteinuria y hematuria a partir de las 6 horas. La intensidad de ambas aument6 con el
tiempo y fue mixima a las 24 horas (Figura 32).

Los ratones decomplementados con veneno de cobra también desarrollaron

proteinuria y hematuria tras la inyeccion de los anticuerpos anti-Fas.
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Figura 32: La inyeccién de anti-Fas produjo hematuria y proteinuria. Se representan los grupos de
ratones y las cruces correspondientes a los valores de proteinuria y hematuria (ver materiales y métodos para

conocer la correspondencia de las cruces).

3.2. La lesién histolégica causada por los anticuerpos anti-Fas es una mesangiolisis

En primer lugar comprobamos que habiamos reproducido el modelo publicado
[Ogasawara et al; 1993]. Los estudios histologicos demostraron que la lesién hepitica es
més intensa que la lesion renal. En el higado, a las 3 horas ya hay evidencia de cuerpos
acidéfilos aislados, con degeneracion vacuolar focal de hepatocitos y ocasionales acimulos
inflamatorios. A las 6 horas hay presencia de infiltrado inflamatorio sinusal y en aciimulos
parenquimatosos y ya se visualizan cuerpos apoptéticos. A las 24 horas existe una muerte
masiva, que varia desde el 90% al 75% de los hepatocitos, con abundantes cuerpos
apoptéticos. Mediante el PAS se observé una deplecién masiva de glucégeno. Hay que
hacer notar que la lesién hepdtica es progresiva desde las tres horas postratamiento
(Figura 33).
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Figura 33: Induccién de apoptosis hep4tica por la inyeccién de anticuerpos anti-Fas en ratones balb/c.
Microscopia 6ptica del higado a las 24 horas de la inyeccién de IgG control (arriba) o anti-Fas (abajo)
tefiido con hematoxilina-eosina. Las flechas sefialan los nucleos hiperdensos y fragmentados, correspondientes

a células apoptéticas, en los higados de los animales tratados con anti-Fas.
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La lesi6n renal es mds tardia que la hepitica y consiste en muerte de células
mesangiales con fragmentacién nuclear. El mesangio queda compacto con aspecto
isquémico de los fléculos. A las 6 horas empieza a aparecer una mesangiolisis inicial muy
leve con algunos restos nucleares y a las 24 horas ya se evidencia claramente la presencia
de polvo nuclear mesangial. En los tiempos estudiados, no existe proliferacién celular y
los tubulos son normales (Figura 34).

Tanto el higado como el rifién de los controles eran normales (Figura 33 arriba
y Figura 34 A).

Investigamos un posible papel del complemento en el dafio glomerular inducido por
anti-Fas. No pudimos demostrar depdsitos de C3 ni de clusterina en glomérulos de ratones
tratados con anti-Fas o con IgG de hamster (no mostrado). Estos depésitos si fueron
evidentes en los glomérulos de ratones con glomerulonefritis por anticuerpos anti-

membrana basal glomerular, que utilizamos como control positivo.
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Figura 34: Los anticuerpos anti-Fas inducen mesangiolisis en ratones balb/c. Microscopia 6ptica de rifiones
obtenidos de ratones inyectados con (A) IgG control y (B,C) anticuerpos anti-Fas. Se aprecia en estos ltimos una
mesangiolisis, con deplecién de células mesangiales y aumento relativo de la matriz extracelular. También se

aprecian fragmentos nucleares en los glomérulos (flecha) (hematoxilina-eosina, x 200).
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3.3. Caracterizaciéon de la apoptosis

Una vez establecido que el dafio renal producido por los anticuerpos anti-Fas era
independiente del complemento y que esta lesién podia ser producida por la activacion de
la maquinaria apoptética, estudiamos la existencia de la misma por distintos métodos. Para
ello tefiimos las muestras renales con propidio de iodo, a fin de poner de manifiesto la
morfologia nuclear tipica de la apoptosis.' Observamos 1 6 2 nicleos de aspecto apoptdtico
en cada glomérulo de ratones tratados con anti-Fas a las 24 horas (Figura 35 B, C) pero
no en los controles (Figura 35A). Mediante propidio de iodo, y al igual que ocurri6é con

la microscopia dptica convencional, no observamos lesiones tubulares.




>
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Figura 35: Tincién con propidio de iodo de rifiones de ratones inyectados con anti-Fas o IgG control.
Por microscopia de fluorescencia se observan los nucleos apoptéticos (flechas) en los ratones con anti-Fas

(B y ampliado C), que no se ven en los controles (A).
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Asi mismo, se detecté la presencia de degradaci6n internucleosomal del DNA en
los rifiones enteros de los ratones inyectados con los anticuerpos anti-Fas a las 24 horas
(Figura 36).

Figura 36: Degradacién internucleosomal del DNA renal de ratones

inyectados con anti-Fas. Se muestra el marcador de peso molecular y a
continuacién el DNA genémico de ratones inyectados con IgG control y
con anti-Fas 24 horas antes. En este tltimo carril se observa la presencia

de fragmentos miltiplos de 200 pb.

3.4. Cambios en la expresion de genes que regulan la celularidad tisular durante el

daiio hepatorrenal causada por Fas

A fin de poner de manifiesto una posible relacién de la lesion tisular causada por
Fas con los distintos procesos que regulan la celularidad, estudiamos la expresion de genes
que regulan la quimiotaxis (MCP-1), la supervivencia celular (bclxL) y la proliferacién

y muerte celular (c-fos y c-myc)
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3.4.1. Aumento de la expresién génica de un factor quimiotactico: MCP-1

El mecanismo por el que los monocitos infiltran el glomérulo en enfermedades
inmunes no estd muy claro, pero se cree que incluye una combinacién de moléculas de
adhesi6n y quimioatractantes. Una de estas es la proteina quimioatractante de monocitos
{MCP-1) que es un péptido con un alto grado de especificidad para monocitos y tiene un
papel muy importante en el reclutamiento de monocitos/macréfagos en el tejido dafiado.

Estudiamos si la inyeccién de anticuerpos anti-Fas originaba una elevacién en la
expresidn génica de esta citoquina, la cual podria producir una acumulacién de células
macrofigicas que eliminarian las células apoptoticas.

La inyeccién de anti-Fas increment6 la expresioén renal y hepética de RNAm de
MCP-1 (Figura 37). Este efecto fue evidente a las 6 horas, y aument6é a las 24 horas
(aumento de 9.5 veces sobre el control en el rifién). Ni la inyeccién de vehiculo (NaCl
0.9%) ni de 1gG control modificaron la expresién de MCP-1.
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Figura 37: Anti-Fas aumenta la expresion de RNAm de MCP-1 in vivo. (A) Northern-blot de MCP-1 en
rifién. Se rehibrid6 con 28S. C- control sin inyectar; S- salino; IgG- IgG control. (B) Cuantificacién del blot
anterior. (C) Northern-blot de MCP-1 de higados inyectados con IgG control y con anticuerpos anti-Fas 24

horas antes.

3.4.2. Aumento de la expresion de un gen regulador de la apoptosis: belx-L

Cuando hibridamos los blots con bcl-xL, un gen protector de la apoptosis,
comprobamos que una hora después de la inyeccion de anti-Fas aumentaba la expresion
renal y hepatica de bclxL, alcanzando un pico maximo a las 24 horas, siendo este
incremento 26 veces superior a los controles (Figura 38). La decomplementacién no
modificé este fenémeno (Figura 38) y ni la inyeccién de vehiculo (NaCl 0.9%) ni de IgG

control de hamster lo reprodujeron.
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Figura 38: Anti-Fas aumenta la expresién de RNAm de bclxL in vivo. (A) Northern-blot de belxL en
rifién. Se rehibridé con 28S. C- control sin inyectar; S- salino; IgG- IgG control. (B) Cuantificacién del blot
anterior, (C) Northern-blot de belxL de higados inyectados con IgG control y con anticuerpos anti-Fas 24

horas antes.

3.4.3. Aumento de la expresion génica de factores de transcripciéon implicados en la

proliferacion y muerte celular: c-fos y c-myc

El efecto estimulador de la administracion in vivo de anticuerpos anti-Fas no se
limité a belxL. Tambien observamos un incremento en la expresién renal de c-fos y c-
myc, otros genes que codifican factores de transcripcién relacionados tanto con la

apoptosis como con la mitosis (Figura 39).
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Figura 39: Anti-Fas aumenta la expresién de RNAm de c-fos y c-myc en rifiones. Northern blot de
RNAm de rifiones inyectados con anticuerpos anti-Fas, hibridado con c-fos y c-myc y corregido por 28S.
n=2 por cada punto. n=3 ratones decomplementados. Se representa la hibridacién para la sonda de c-fos
de los ratones sin decomplementar inyectados con anti-Fas a distintos tiempos, los ratones decomplementados
dieron el mismo patrén de expresién. Para c-myc se representa los ratones decomplementados previamente

a la inyecci6n de los anticuerpos. Los ratones sin decomplementar dieron el mismo patrén de expresion.
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4. EXPRESION DE FAS-LIGANDO DE FAS DURANTE EL DANO RENAL:
ENDOTOXEMIA

Hasta ahora habiamos comprobado que las células renales expresan Fas y que la
actuacién de Fas es letal para células renales in vitro e in vivo. Decidimos estudiar la
expresion de Fas y de su ligando durante el rafio renal in vivo.

Ya hemos observado que el LPS es capaz de inducir la expresién de Fas en células
renales. Ademéas el LPS sensibilizaba a las células tubulares a la accion letal de Fas. Por
otra parte, el TNF, una citoquina producida durante la endotoxemia, induce la expresion
del ligando de Fas. En vista de estos resultados, quisimos comprobar si en un modelo de
endotoxemia se observaban cambios en la expresion renal de Fas y de su ligando y si
existian evidencias de apoptosis.

La inyeccin intréperitoneal de 500 pg de LPS en ratas Wistar y 200 ug de LPS
en ratones balb-c aumento la expresién renal de ligando de Fas. La endotoxemia indujo
en rifion de rata la expresién del ligando de Fas con un patr6n temporal similar al
observado en células mesangiales en cultivo (Figura 40A). En rifiones murinos el RNAm
del ligando de Fas se encuentra ya elevado a las tres horas, alcanzando valores 2 veces

superiores a los controles al cabo de 24 horas (Figura 40B).
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Figura 40: La expresion renal del RNAm del ligando de Fas est4 elevada durante la endotoxemia. (A)
Northern blot de rifiones de rata hibridados con el ligando de Fas y con GAPDH como control de carga. 1-
control, 2- 30 minutos, 3- 1 hora, 4- 3 horas, 5- 4,5 horas, 6- 24 horas tras la inyeccién de LPS. (B)
Northern blot de rifiones murinos hibridados con ¢l ligando de Fas y con GAPDH como control de carga.

1- control, 2- 3 horas, 3- 8 horas, 4- 24 horas, después de la inyeccion de LPS.
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Durante la endotoxemia también observamos un aumento del RNAm de Fas en el
rifion. Este aumento se notd a las 3 horas después de la inyeccién de LPS y persisti6 al

menos hasta 48 horas después (Figura 41). Esta dosis no fue letal en estas primeras 48

horas.
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Figura 41: Aumento de la expresién renal de RNAm de Fas inducido por LPS. En la parte superior se

muestran las bandas correspondientes a la expresién de Fas del control y a las 3, 8 y 24 horas después de
la inyeccion de LPS. Debajo estan las bandas correspondientes a GAPDH que se utilizan como control de

que se ha cargado lo mismo en todos los pocillos.

Durante la endotoxemia se ha comprobado que existe apoptosis en diversos 6rganos
como el timo [Wang et al., 1993] y se ha observado la presencia de nucleos picnéticos en
el rifibn. Nosotros hemos comprobado que en ratones con endotoxemia existe un patrén
de degradacién internucleosomal del DNA renal (Figura 42) y la tincion con propidio de
iodo puso de manifiesto en los glomérulos la presencia de los tipicos cuerpos apoptoticos

aunque en escaso nimero (Figura 43)
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Figura 42: Degradacién internucleosomal del DNA renal de ratones
inyectados con LPS. Se muestra el DNA genémico de ratones inyectados con
200 pg de LPS (LPS) o salino (N) 24 horas antes. Podemos ver la presencia
de fragmentos muiltiplos de 200 pb en los ratones inyectados con LPS.
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Figura 43: Tincién con propidio de iodo de rifiones de ratones inyectados con 200 xg de LPS 24 horas
antes. Por microscopia de fluorescencia se observaron escasos nucleos apoptoticos (flecha) en los ratones

inyectados con LPS (A) que no se ven en los controles. (B): Detalle de A.
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El sistema ligando de Fas-Fas esté recibiendo considerable atenci6n en los iltimos
meses, sobre todo en su relacién con la regulacion de la respuesta inmune y con su posible
papel en la terapeiitica oncolégica y en la lesién hepatica [Nagata et al., 1995b]. Sin
embargo, apenas se ha estudiado su hipotética participacion en patologia renal. E! primer
trabajo que se interesé por la expresion renal de RNAm de Fas no fue capaz de demostrar
su presencia en este 6rgano [Watanabe-Fukunaga et al., 1992b]. Cuando més adelante se
describié la capacidad de los anticuerpos anti-Fas para inducir apoptosis en el higado in
vivo, no se prestd atencién a sus posibles efectos en el rifién [Ogasawara et al., 1993]. En
esta tesis hemos abordado la hipétesis de que Fas juega un papel en la patogenia del dafio
renal. Con este fin hemos seguido cuatro de las cinco lineas de evidencia propuestas por
Johnson y cols [Johnson et al., 1993] para que una citoquina y su receptor se puedan
considerar implicadas en patologia renal: 1) la citoquina y su receptor deben estar
presentes en el rifién, 2) la activacién del receptor origina respuestas bioldgicas en células
renales, 3) la activacion del receptor in vivo causa o agrava la lesion renal, 4) durante el
daiio renal estd aumentada la expresion de la citoquina y/o el receptor y 5) el antagonismo

especifico de la citoquina mejora la evolucién de la nefropatia.

1. Durante el daiio renal tanto las células renales intrinsecas como los leucocitos

infiltrantes son fuentes potenciales de ligando de Fas

Hemos abordado el posible origen del factor enddgeno que activa Fas, el ligando
de Fas, una citoquina similar al TNF, durante la lesion renal. Existen varias vias por las
que el ligando de Fas podria llegar al rifién: sistémica, paracrina y autocrina.

El ligando de Fas podria ser secretado a la circulacién sistémica, al igual que
ocurre con el TNF. Sin embargo, la expresién local de citoquinas parece jugar un papel
mads importante en el dafio renal. Hasta ahora los linfocitos T eran la nica fuente conocida

de ligando de Fas [Nagata et al., 1995b]. La citotoxicidad de los linfocitos T estd
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mediada, en parte, por la activacién del receptor Fas de la célula diana por el ligando de
Fas de la membrana del linfocito T [Rouvier et al., 1993; Swuider et al., 1994]. Los
linfocitos T que infiltran el glomérulo y el intersticio [D“Amico, 1988; Kelly et al., 1991],
tienen capacidad para matar células renales [Weiss et al., 1993], y esto podria estar
mediado por el ligando de Fas. En este caso una sola célula podria expresar Fas y ligando
de Fas, pero también serfa posible que unas poblaciones de células T expresen solo
ligando de Fas y sean capaces de matar a células que expresen Fas mientras ellas quedan
intactas [Nagata et al., 1995b].

Otro aspecto novedoso de nuestro trabajo es la constatacion de que células no
linfoides, como los macréfagos y las células renales glomerulares, tubulares y fibroblastos
del intersticio renal, son capaces de expresar el gen del ligando de Fas.

La expresién de ligando de Fas por células mesangiales, sobre todo en presencia
de otras citoquinas que participan en el dafio glomerular, como el TNF, podria colaborar
en la regulacién de la respuesta inmune e inflamatoria a nivel glomerular. En linfocitos
T la activacion de Fas puede inducir proliferacién, cuando existe un microambiente de
citoquinas adecuado [Alderson et al., 1993]. Durante la fase activa de las glomerulonefritis
el microambiente de citoquinas podria favorecer la activacidn y proliferacién de
macréfagos y linfocitos T por el ligando de Fas de las células mesangiales [Mangan et al.,
1991a, 1991b]. Asimismo, esta citoquina podria estimular la secreciéon de factores
quimioticticos por macréfagos, lo que amplificaria la respuesta inflamatoria., No podemos
descartar que el ligando de Fas de céluias renales actue de forma autocrina. Sin embargo,
durante la resolucién de las glomerulonefritis el microambiente de citoquinas podria
favorecer el efecto letal de Fas y colaborar asi el aclaramiento de leucocitos del
glomérulo.

En el espacio tubulointersticial, tanto las células tubulares como los fibroblastos
podrian expresar ligando de Fas, y asi interactuar con linfocitos y macréfagos.
Previamente se ha demostrado que las células tubulares expresan otras moléculas
coestimuladoras de linfocitos, como B7, y que pueden participar en la presentacién de

antigeno y activacién de linfocitos [Hagerty et al., 1994].
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2. Las células renales expresan un receptor Fas funcional que causa muerte celular

En esta tesis hemos demostrado que diversas células renales murinas en cultivo
(mesangiales, tubulares, fibroblastos) expresan tanto RNA de Fas, como el propio
receptor. Hemos comprobado que el receptor Fas de las células renales es funcional, y es
capaz de transducir una sefial que desencadena la muerte celular al ser activado mediante
anticuerpos monoclonales anti-Fas. Esta muerte celular tiene caracteristicas funcionales y
morfolégicas de apoptosis. La muerte celular inducida por Fas podria jugar un papel en
la regulacién del nimero de células mesangiales durante las glomerulonefritis, en la
muerte de células tubulares durante el fracaso renal agudo y la atrofia tubular crénica, y
en la regulacién del nimero de fibroblastos intersticiales en la fibrosis renal.

El interés ultimo de los estudios aqui presentados radica en su eventual aplicacion
al desarrollo de nuevos tratamientos para las nefropatias clinicas. Concretamente, y en lo
que respecta a las glomerulonefritis, existe evidencia de que las células mesangiales
pueden tener fenotipos que son especificos de especie [Abbott et al., 1992]. En este
sentido, hemos comprobado que las células mesangiales humanas también poseen un
receptor Fas que transduce una sefial de muerte celular, y que estd regulado por
citoquinas. Esto permite especular que gran parte de los resultados obtenidos en modelos
murinos podrian ser también extrapolados al ser humano.

Existe un porcentaje de células renales cultivadas que sobreviven tras el estimulo
con anticuerpos anti-Fas. La razén de que estas células sobrevivan no es la carencia de
receptores Fas, ya que un inhibidor de la sintesis de RNA, la actinomicina D las
sensibiliza a l1a acci6n letal de la activacion de Fas. Hemos de recordar que no todas las
estirpes celulares que poseen €l receptor Fas responden con apoptosis a la activacion de
éste [Miyawaki et al., 1992; Mapara et al., 1993]. La susceptibilidad a la muerte celular
de las células extrarrenales que poseen el receptor Fas depende de factores intracelulares,
de que posean la maquinaria necesaria para cumplir el programa genético del suicidio
celular y de que posean niveles insuficientes de factores protectores [Takayama et al.,
1995; Sato et al., 1993].

El hecho de que un porcentaje de las células mesangiales se apoptosen tras la
activacion del receptor Fas indica que expresan la maquinaria genética necesaria para

suicidarse. Por otra parte, el hecho de que la actinomicina D aumente la letalidad de los
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anticuerpos anti-Fas, sugiere que existen factores intracelulares que, de forma més o
menos efectiva, protegen a las células renales frente a la accién letal de Fas. Al impedir
la sintesis de estas moléculas protectoras con actinomicina D, la célula quedaria
desprotegida frente a la letalidad de Fas y se suicidarfa. Esta evidencia experimental que
hemos recogido concuerda con estudios recientes en células no renales, segiin los cuales,
el equilibrio dindmico de varias moléculas determinarfa la sensibilidad de la célula a la
apoptosis en general y a la muerte inducida por Fas en particular [Steller, 1995]. Estos
trabajos han demostrado que Bcl2 protege, parcialmente, de la muerte por Fas. La
expresién de altos niveles de Bag-1, una protefna que interacciona con Bcl2, convierte la
protecci6n otorgada por Bcl2 en casi absoluta [Takayama et el., 1995]. Por el contrario,
la elevada expresion de Bax, otra proteina que se une a Bcl2 e inhibe su accion,
sensibilizaria las células a la muerte inducida por Fas [Boise et al., 1993]. Recientemente
se ha clonado otro regulador negativo de la sefial de muerte celular inducida por Fas,
FAP-1, que implica la existencia de una proteina tirosina quinasa en algunos aspectos de
la citotoxicidad mediada por Fas [Sato et al., 1995]. Existen, ademds, proteinas que son
imprescindibles para que Fas sea letal. Asi se ha demostrado que las células de ratones que
carecen de ICE (ratones "knock-out") son resistentes a la muerte por Fas, a pesar de

expresar este receptor [Kuida et al., 1995].

2.1. Las células mesangiales expresan constitutivamente los factores que regulan la

apoptosis

En este trabajo hemos demostrado que las células mesangiales cultivadas expresan
constitutivamente los genes que codifican las distintas protefnas, tanto protectoras como
letales, que regulan la supervivencia celular. También comprobamos que el rifién de
ratones sanos expresa estos genes {(datos no presentados). Los niveles de expresién
relativos de los distintos factores podrian determinar la baja sensibilidad a la muerte
inducida por Fas de las células mesangiales cultivadas en condiciones basales. Asi,
mientras la expresién de bel2, belxL y bax era facilmente detectable por Northern blot,
la expresién del gen letal ICE no pudo ser detectada por este método, y requirié una
técnica més sensible, la RT-PCR, lo que sugiere que sus niveles de expresién en células

mesangiales son bajos. Sin embargo, la expresion de ICE es detectable por Northern blot
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en monocitos y macréfagos (datos no publicados), que son mas sensibles a la accién letal
de Fas.

2.2, Fas tiene acciones distintas a la muerte celular: MCP-1

Tanto en las células mesangiales como en los monocitos Fas induce la expresién
de la quemoquina MCP-1. La activaci6n de Fas tiene efectos aditivos con otras citoquinas
como el TNF y con la endotoxina bacteriana (LPS) sobre la expresién de MCP-1, por lo
que Fas podria participar en el reclutamiento de macréfagos en diversas situaciones
fisiopatolégicas, incluida la sepsis. Queda por aclarar si éste es un efecto directo de Fas
0 si depende de la induccién de apoptosis. En este dltimo caso, los nuevos determinantes
de membrana de las células apoptéticas activarian receptores especificos en las células

sanas [Trial et al., 1995], y desencadenarian la expresién de factores quimiotacticos.

2.3. Interaccion de citoquinas y Fas

Los factores que regulan la expresién de Fas y de su ligando son mal conocidos.
En este trabajo hemos observado que una citoquina cuya participacién en el dafio
glomerular est4 ampliamente demostrada, el TNF [Ortiz et al., 1995], aumenta la
expresién de ligando de Fas en células mesangiales, y de Fas en distintas estirpes de
células renales. El TNF incrementa la expresién de RNAm de Fas al cabo de una hora y
durante, al menos, 48h. El nimero de receptores Fas en la superficie de las células
mesangiales aumenté progresivamente con los dias de estimulacion. Este mismo patrén
temporal se observé tras el estimulo con LPS, y recuerda al de los timocitos activados
{Drappa et al., 1993]. El incremento en la expresién de Fas inducido por TNF parece
tener una traduccidn funcional, puesto que las células mesangiales preestimuladas con TNF
resultaron mis sensibles a la accion letal de Fas. Estos datos estin de acuerdo con estudios
previos que han demostrado que el nimero de receptores Fas es proporcional a la letalidad
inducida por la activacién del receptor [Clement et al., 1994]. Sin embargo, existe tambien
la posibilidad de que el TNF altere el equilibrio del sistema intracelular regulador de la
apoptosis. De hecho, el TNF modula la expresion de genes reguladores de la apoptosis en

células tubulares renales [Ortiz et al., 1993]. Estos datos sugieren que el efecto nocivo del
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TNF en patologia glomerular podria estar mediado, en parte, por la activacion del sistema
Fas.

Otras citoquinas implicadas en el dafio renal como la IL-18 y el IFN7 [Ortiz et al.,
1994a) también inducen la expresién de Fas. Hasta ahora el IFN7 era la Gnica citoquina
cuya capacidad para estimular la expresién de Fas en células no linfoides habia sido
demostrada {Watanabe-Fukunaga et al., 1992a]. En nuestro trabajo hemos observado que
el IFNy aumenta la expresion de Fas y sensibiliza a las células mesangiales a la accién
citotéxica de anti-Fas. En otros estudios [Yonehara et al., 1989] ya se habia visto que la
actividad citolitica del TNF y de anti-Fas est4 aumentada en células no renales cuando se

pretratan con IFNy.
3. Activacién de Fas como factor desencadenante de dafio glomerular

Una vez demostrado in vitro que las células renales poseen receptores Fas
funcionales, decidimos comprobar si la activacién in vivo de Fas era capaz de
desencadenar patologia renal. Recientemente se ha descrito que la inyeccion intraperitoneal
de anticuerpos anti-Fas induce apoptosis de hepatocitos in vivo [Ogasawara et al., 1993].
Ademds, la muerte celular ocurria tan rapida y extensamente que a los macréfagos no les
daba tiempo a fagocitar a las células apoptéticas resultando en la progresién de los
hepatocitos a una necrosis secundaria liberando componentes téxicos y letales. Decidimos
utilizar el mismo sistema experimental para estudiar un posible efecto de la activacion de
Fas sobre las células mesangiales in vivo. Comprobamos que lo habiamos reproducido ya
que la inyeccién de anticuerpos anti-Fas indujo apoptosis del higado [Ogasawara et al.,
1993]. Ademis, estudiamos detenidamente la patologia renal ocasionada por anti-Fas y
observamos que existian lesiones en los glomérulos, concretamente en el mesangio, lo que
confirma que las células mesangiales expresan Fas in vivo.

La lesién glomerular se caracterizé por mesangiolisis, con una deplecién celular
y un aumento relativo de la matriz extracelular. Este efecto fue ripido, a las 3 horas ya
se observaban algunos nicleos fragmentados, y aument6 progresivamente a lo largo de 24
horas. Este patrén temporal concuerda con el de la mortalidad observada en células
mesangiales cultivadas tratadas con anti-Fas. La muerte celular glomerular tenfa |

caracteristicas de apoptosis. Este es el primer estudio que indica que la apoptosis puede
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causar dafio glomerular. Es de destacar que el nimero de nicleos con morfologia

apoptética (entre 1 y 2 por glomérulo) supera la magnitud de la apoptosis observada en
el otro modelo experimental de nefritis en que se ha sugerido un papel de la apoptosis, la
resolucién de la glomerulonefritis inducida por anticuerpos anti-Thy-1 en la rata [Baker
et al., 1994]. De hecho, la tasa mixima de apoptosis en este modelo fue de una célula
apoptética por cada 5 glomérulos [Baker et al., 1994]. Teniendo en cuenta que la vida
media de una célula apoptética in vivo es de alrededor de una hora [Steller, 1995], la tasa
de apoptosis observada en nuestro modelo justifica la intensa deplecién celular observada
en los glomérulos al cabo de 24 horas.

No observamos patologia tubular en ratones inyectados con anti-Fas, a pesar de que
las células tubulares cultivadas son sensibles a la accidn letal de Fas. Sin embargo, cuando
las células cultivadas no han sido previamente estimuladas con factores que aumentan la
expresion de Fas, la letalidad es baja. Tan solo podemos especular sobre los motivos de
la ausencia de lesién tubular. Es posible que, dada la dificultad para objetivar bajas tasas
de apoptosis in vivo, la lesién haya ocurrido y no hayamos sido capaces de observarla. Es
posible que una mayor dosis o mayor tiempo de seguimiento pusiera en evidencia la lesién
tubular. Tambien es posible que las células tubulares expresen pocos receptores Fas in
vivo, o que expresen altos niveles de factores protectores.

Nos planteamos la posibilidad de que el dafio renal fuera mediado por
complemento, ya que existe la posibilidad teérica de que los anticuerpos anti-Fas se unan
a la membrana celular y fijen complemento que lise la célula. Para ello comprobamos que
tanto la lesién renal como los cambios en la expresién de genes se producfan también en
animales decomplementados. Ademds, no pudimos ver depésitos glomerulares de C3, ni
de clusterina en ratones inyectados con anti-Fas. La clusterina es una glicoproteina que se
une al complejo de ataque a la membrana [Tschopp et al., 1993] y que se encuentra
depositada en el glomérulo, junto al complemento, en distintas glomerulonefritis

experimentales y humanas [Murphy et al., 1988].
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3.1 ;Por qué los ratones MRL-Ipr/Ipr, que tienen un defecto en la expresion de Fas,

sufren una glomerulonefritis grave?

Los resultados de este trabajo sugieren que Fas puede jugar un papel en la génesis
de, al menos, algunas formas de dafio glomerular. No podemos dejar de discutir la
aparente contradiccion de que el lupus de ratones MRL-Ipr/lpr esté causado por la
insercién de un endotransposon en el gen Fas [Adachi et al., 1993], que dificulta la
produccién de RNAm de Fas y que, a pesar de esto, estos ratones tengan una
glomerulonefritis autoinmune grave [Boswell et al., 1988]. La falta de expresién de Fas
en linfocitos es la responsable del desarrollo de autoinmunidad en estos ratones [Nagata
et al., 1995b). Hay varias posibles explicaciones para esta aparente contradiccién. En
primer lugar, Fas es solo uno de varios mediadores implicados en el dafio renal, por lo
que su ausencia no impediria por completo la lesién renal, sobre todo cuando el defecto
es congénito, lo que permite el desarrollo de mecanismos compensadores del déficit, tal
y como se ha demostrado repetidamente en ratones "knock-out”. Esto no excluye un
posible papel terapéutico de estrategias destinadas a antagonizar el efecto de Fas. En
segundo lugar, el defecto en la expresién de Fas en estos ratones no es absoluto [Nagata
et al., 1995a]. La expresion de Fas estd disminuida un 90% en los 6rganos linfoides y el
higado [Chu et al., 1993]. Ademas, nosotros hemos comprobado que el rifién de los
ratones MRL-Ipr/lpr posee RNAm de Fas, que es inducible in vivo mediante la inyeccion

de endotoxina (no publicado).

3.2. Durante el dafio renal causado por Fas se activan genes que regulan la

supervivencia y muerte celular, la mitosis y la quimiotaxis

Una vez comprobado que Fas era capaz de desencadenar una lesién glomerular
caracterizada por una deplecién intensa de la celularidad in vivo, decidimos estudiar la
influencia de este hecho sobre los mecanismos que regulan el namero de células de un
drgano: supervivencia y muerte celular, proliferaciéon y quimiotaxis. Para ello elegimos

un gen representativo de cada uno de estos procesos.
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3.2.1 Genes reguladores de la supervivencia celular: belxL

Observamos que la inyeccién de anticuerpos anti-Fas induce cambios en la
expresion de genes que regulan fa apoptosis. En concreto, la expresion de RNAm de belxL
estd aumentada en el riiién e higado de ratones inyectados con anti-Fas. Sin embargo, no
pudimos reproducir el incremento de belxL in vitro ni en células mesangiales ni en
monocitos tratados con anti-Fas. Esto sugiere que los cambios en la expresién de belxL
observados in vivo se deben a algiin otro factor que es producido en respuesta a la lesién
inducida por Fas in vivo, o que el efecto de Fas necesita la colaboracién de otras
moléculas. En este sentido, observamos que la asociacién del TNF y la activacién de Fas
incrementaban la expresién de belxL en monocitos, pero no vimos este efecto cuando
ambos se afiadian por separado.

BclxL es 1a isoforma de bclx que protege de la apoptosis, con una eficacia similar
e incluso superior a bel-2, El incremento en la expresién de belxL podria ser un fenémeno
compensatorio, que tendiera a aumentar la resistencia frente a la muerte celular de las

células que habian sobrevivido a la agresi6n inicial.

3.2.2 Genes implicados en la muerte y proliferacién celular: c-mye y c-fos

c-myc y c-fos son dos factores de transcripcién que participan tanto en el ciclo
celular como en la apoptosis. El efecto final de la sobreexpresion de estos genes depende
en parte del microambiente de citoquinas. En um microambiente propicio favorecen la
proliferacion celular, pero en un microambiente adverso promueven la muerte celular por
apoptosis [Collata et al., 1992; Evan et al., 1992]. En este sentido, pueden colaborar en
la regulacién del niimero de células adaptando la respuesta de la célula a la disponibilidad
de factores de supervivencia. En el modelo que hemos estudiado, el aumento de c-fos y
c-myc fue tardio, lo que sugiere que no participarian directamente en la muerte celular
observada y que podria sefialar el comienzo de la proliferacién compensadora que cabria

esperar despues de una deplecién masiva de células.
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3.2.3. Expresion de un gen que codifica una proteina quimiotactica; MCP-1

El MCP-1 es una citoquina quimiotctica especifica de monocitos que puede ser
producida por varios tipos celulares, incluyendo células mesangiales glomerulares, y puede
ser estimulada por citoquinas y complejos inmunes [Hora et al., 1992]. Juega ademés un
papel muy importante en el reclutamiento de monocitos/macréfagos dentro del tejido
dafiado {Yoshimura et al., 1991].

Las células apoptéticas son rapidamente fagocitadas por células adyacentes y
macréfagos. Durante el desarrollo fetal existe una alta tasa de apoptosis, acompafiada de
un infiltrado de macréfagos [Woolf et al., 1994; Lang et al., 1993]. Los macréfagos
forman parte de la celularidad local en otros sistemas en los que se considera que la
muerte celular tiene lugar por apoptosis, como la atrofia tubular renal crénica [Gobe et
al., 1991]. ICE, uno de los genes que causa apoptosis, también puede activar el
reclutamiento de células inflamatorias, ya que promueve la secrecion de citoquinas [Kuida
et al., 1995]. Es més, en el higado de los ratones inyectados con anti-Fas observamos
infiltrados inflamatorios focales. A fin de intentar aclarar los factores que promueven el
acimulo de leucocitos tanto en los ejemplos citados como en los ratones inyectados con
anti-Fas, estudiamos la expresion génica de MCP-1 [Brown et al., 1992]. La expresion
de MCP-1 aument6 en los rifiones e higados de ratones inyectados con anti-Fas. Como ya
hemos comentado, in vitro logramos reproducir la induccién de MCP-1 en células

mesangiales y monocitos.

4. Incremento de la expresion local de ligando de Fas y Fas durante el daiio renal. El

ejemplo de la sepsis

La sepsis, al igual que su complicacién letal, el shock séptico, es una de los
principales causas de mortalidad en infecciones clinicas bacterianas [Natanson et al.,
1994]. El lipopolisacérido de bacterias Gram-negativas es el principal factor responsable
del shock séptico. Los mamiferos responden a la presencia de LPS produciendo una gran
variedad de mediadores celulares inmunes, entre los cuales se encuentra el TNF y otras
citoquinas [Natanson et al., 1994]. El antagonismo especifico del TNF es un tratamiento
eficaz de la endotoxemia en animales de experimentacién [revisado en Natanson et al

1994]. Sin embargo, ni esta ni otras estrategias anticitoquinas o basadas en los mdés
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recientes conocimientos sobre los mecanimos de esta complicacion han resultado eficaces
en el ser humano [Natanson et al., 1994]. Esto sugiere que existen grandes lagunas en el
conocimiento de la patogenia de la sepsis. Recientemente se ha identificado la ocurrencia
de apoptosis en la endotoxemia [Wang et al., 1994]. La apoptosis podria colaborar a la
disfuncidn de distintos 6rganos, y seria preciso determinar qué citoquinas liberadas durante
la endotoxemia son capaces de producirla. En este sentido, el ligando de Fas, una
citoquina similar al TNF es un candidato obvio. Nosotros hemos demostrado, por primera
vez, que durante la endotoxemia experimental en ratones y ratas estd elevada la expresién
renal tanto de! ligando de Fas como del receptor Fas. La inyeccién de anti-Fas en ratones
reproduce algunas manifestaciones de la endotoxemia, como letargia, lesién hepitica,
insuficiencia renal y leucopenia [Ogasawara et al., 1993], aunque en las primeras 24 horas
no hemos observado lesién tubular renal. Si bien nuestros resultados no demuestran de
un manera concluyente que la activacién de Fas participe en el dafio tisular de la
endotoxemia, hemos de resaltar que el LPS induce in vitro [a expresion de Fas en células
renales y que la apoptosis inducida por la activacién de Fas en células tubulares (la célula
renal més dafiada durante la sepsis) se ve multiplicada cuando estas células han sido
activadas con LPS. Ademéis hemos observado que durante la endotoxemia tambien
aumenta la expresion de Fas en el timo, un 6rgano donde existe apoptosis durante la sepsis
[Wang et al., 1994], y en otros 6rganos dafiados en la sepsis como higado y pulmén, Por
otra parte, y aunque no hemos profundizado en el tema, hemos encontrado evidencia
morfolégica y funcional de apoptosis de células tubulares durante la endotoxemia, que
confirman los hallazgos de otros autores [Harel et al., 1993; Terada et al., 1994].

Los datos aquf mostrados pueden servir de base para un mejor conocimiento de la
patogenia de la sepsis y sugieren que se deben ensayar estrategias tendentes a antagonizar

Fas en esta enfermedad.

En resumen, podemos concluir que el ligando de Fas es una citoquina que induce
muerte celular en algunas de las células que expresan el receptor Fas. Nosotros hemos
podido demostrar que el receptor Fas y su ligando se expresa en células renales en cultivo
bajo la regulacion de factores que participan en el dafio renal. También sabemos que

linfocitos y macréfagos expresan la citoquina y el receptor, La activacion de Fas induce
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muerte celular y apoptosis de células glomerulares y tubulointersticiales cultivadas. Es
mds, la inyeccién de anticuerpos anti-Fas in vivo produce una mesangiolisis, asi como la
activacion de una serie de genes quimioticticos y de supervivencia y proliferacion celular
relacionando asi a Fas con los distintos procesos que regulan la celularidad renal.
Finalmente, la elevada expresion de Fas y de su ligando durante la endotoxemia, asf como
la presencia de apoptosis en el rifién de estos animales, y la sensibilidad de las células
tubulares cultivadas estimuladas con LPS a la muerte inducida por Fas, sugieren que este
nuevo sistema citoquina-receptor podria jugar un papel en la sepsis. Este trabajo sienta las

bases tefricas para el ensayo de antagonistas de Fas en las glomerulonefritis y en la sepsis.
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En esta tesis hemos abordado la hip6tesis de que el sistema ligando de Fas-Fas juega un

papel en la patogenia del dafio renal. Hemos comprobado que:

1. Las células renales (células mesangiales glomerulares, células tubulares proximales y
fibroblastos intersticiales) expresan Fas y su ligando bajo la regulacién de citoquinas
y LPS. En concreto, el TNFw, la IL-18 y el IFNy aumentan la expresién de Fas.
Estudiamos detalladamante el efecto del TNFe y del LPS. Ambos indujeron una respuesta
dosis y tiempo dependiente. Entre los leucocitos, los monocitos macréfagos pueden ser

fuentes de ligando de Fas durante el dafio renal.

2. La activacién de Fas induce varias respuestas bioldgicas en células renales murinas
y humanas que incluyen muerte celular por apoptosis y expresién del factor quimiotictico
MCP-1. Las citoquinas que aumentan la expresion del receptor Fas, como TNFa e IFNy,
también aumentan la respuesta de las células renales al estimulo de los anticuerpos anti-

Fas.

3. La activacién de Fas causa una lesién glomerular éaracterizada por mesangiolisis,
proteinuria y hematuria, y por un incremento en la expresién renal de genes implicados
en la quimiotaxis (MCP-1), supervivencia (bclx-L), y proliferacién y muerte (c-myc, c-

fos) celular.

4. La expresion renal de Fas y de su ligando estd incrementada en un modelo de daiio
renal, la endotoxemia. Ademas, durante la endotoxemia existe evidencia morfolégica y

funcional de apoptosis renal.

En conjunto, estos datos nos permiten concluir que es altamente probable que Fas juegue
un papel en patologia renal. La confirmacidn definitiva de esta hipéltesis vendrd
determinada por la comprobacién de un efecto beneficioso del antagonismo especifico de

Fas sobre la evolucidn de nefropatias glomerulares o tubulares.
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