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Resumen

El ligando de Fas es una nueva citoquina capazde activar el progamade la

apoptosisen células que expresenel receptor Fas y que poseanla maquinariagenética

necesaria.El sistemaFas-ligandode Fasjuegaun papel en la autoinmunidad,las hepatitis

y la infecciónpor VIH. La apoptosisinducidapor Fas podríacolaboraral dañorenalen

nefropatíasglomerularesy tubulointersticiales.Sin embargo,hastaahorasedesconocíasi

las célulasrenalesexpresabanFas y cualeseranlas consecuenciasde suactivaciónen estas

células.En estatesishemosabordadola participaciónde Fasy de su ligandoen patología

renal. Hemosdemostradoque las célulasrenales(mesangiales,tubularesy fibroblastos

intersticiales)expresanFas y suligando bajo la regulacióndel LPS y de citoquinasque

participanen el dañorenal. Los leucocitosque infiltran el riñón (linfocitos y macrófagos)

tambiénexpresanla citoquinay el receptor,por lo que la interacciónentreleucocitosy

células renalespuedeser bidireccional. Otros autoreshan demostradoque Fas puede

inducir apoptosisy proliferación en leucocitos. Nosotroshemoscomprobadoque las

célulasrenalesexpresanlos genesnecesariosparala inducciónde la muertecelularpor

Fas, así comogenesprotectores.De acuerdocon este hallazgo, la activaciónde Fas

induce muertecelular y apoptosisde células glonierularesy tubulointerst¡c¡ales.

Además, Fas tiene otras funciones, como la regulación de la expresión de genes

relacionadoscon la quimiotaxis. Hemosaportadodatossobrela capacidadde Fas para

causardañorenal in vivo. De hecho, la inyecciónde anti-Fasindujo unamesangiolisis

con hematuriay proteinuria. En riñones sanoslas células tubularesson relativamente

resistentesa la acciónde Fas. Por otra parte, Fas tambiénindujo apoptosishepática.La

lesiónhepatorenalpor Fasse asocióal incrementoen la expresiónde genesque regulan

la quimiotaxis (MCP-1), la supervivencia(bclxL), y la proliferacióny muertecelular (c-

myc, c-fos). Además,demostramosque en el dañorenal durantela endotoxemiaesté

elevadala expresión renal tanto de Fas como de su ligando y existe evidencia

morfológicay funcional de apoptosis.

En conjunto,estos resultadosaportannuevosdatossobre el papel del Fas en la

patogenia de diferentes formas de daño renal. La confirmación definitiva vendrá

determinadapor la demostracióndel efectobeneficiosode los antagonistasde Fas en la

evoluciónde las nefropatías.
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1. PATOGENIA DEL DANO RENAL

Las lesiones renales de cualquier etiología se caracterizanpor tres aspectos

fundamentales:cambiosen la cantidady tipo de células,cambiosen la cantidady calidad

de la matriz extracelular,y cambiosfuncionales,no observablespor técnicashistológicas.

La celularidadrenal es el resultadodel equilibrio entretresmecanismos.El númerode

célulasaumentapormitosis(proliferación)de célulasrenalesintrínsecaso porquimiotaxis

de leucocitos de la sangreperiférica. El principal mecanismode la disminución del

númerodecélulasseríala muertecelular. El acúmulode la matriz extracelular,origende

la fibrosis/esclerosisrenal, dependedel balanceentresíntesisy depósitode nuevamatriz,

y la degradaciónde la matriz ya depositada.Ademásexistencambiosreversiblesde la

función tanto de célulasaisladas,comode las unidadesfuncionalesdel riñón.

A pesarde esteesquema,aparentementesencillo, existe un gran margenpara la

mejoríaen los resultadosdel tratamientode los grandessíndromesnefrológicos.Entre las

asignaturaspendientesde los nefrólogosestánel tratamientode las glomerulonefritis,el

tratamientoespecíficodel fracasorenalagudo,sobretodo ensu formamásletal, el fracaso

renal agudo en el seno de una sepsis, y el enlentecimientode la progresiónde la

insuficienciarenalcrónica. El diseñode nuevasalternativasterapéuticaspasapor el mejor

conocimiento de la patogeniadel daño renal. En este sentido, son numerosaslas

publicacionesen los últimos añossobrela regulaciónde la proliferacióndecélulasrenales,

sobre los mecanismosde reclutamientode leucocitosy sobreel control de la síntesis,

depósito y degradaciónde la matriz extracelular.Sin embargo, los estudiossobre la

regulacióny los mecanismosde la muertecelularen el riñón sonmuchomásescasos.Este

tipo de trabajos nos permitiríancomprenderpor qué, en algunasocasiones,una lesión

glomerularinicialmentebipercelularevolucionaa la recuperacióndela celularidadnormal

y, en otras, a la pérdidacasi total de células quecaracterizala esclerosisdel glomérulo;

por qué se mueren las células tubularesduranteel fracasorenal agudo; y por qué las
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nefropatíascrónicassecaracterizanpor pérdidaprogresivade las célulastubulares(atrofia

tubular) y, sin embargo,el númerode fibroblastosintersticialesaumenta.

2. MUERTE CELULAR: LA APOPTOSIS

En los organismosmulticelulares,la homeostasisdel númerodecélulassemantiene

a travésde un balanceentrela proliferación y la muertecelular (Figura 1) [Raff, 1992;

Steller, 1995]. La muertecelular fisiológica se produce,principalmente,por una forma

de suicidio celulardenominadaapoptosis[Steller,1995; Arendset al., 1995]. La apoptosis

estáintimamenterelacionadaconsualter ego, la mitosis,de tal formaque los factoresde

crecimiento son también, en muchasocasiones,factores de supervivencia.Además,

apoptosisy ciclo celular comparten factores de transcripcióncomunes y un mismo

estímuloescapazde inducir apoptosisy mitosisen célulasde distintaestirpe[Manganet

al., 1991b; Robayeet al., 19911 o, incluso,en el mismo tipo de célulasbajo diferentes

condicionesmicroambientaleso funcionales[Aldersonet al., 1993; Maparaet al., 1993;

Nagataet al., 1995b].

La muerte celular programadaes un término funcional usadopara describir la

muerte de la célula como partenormal del ciclo vital. Apoptosis,por otra partees un

término descriptivoideadopor Kerr [Kerr, 1971], que define un tipo de muertecelular

quepresentaunaseriede característicasmorfológicasdeterminadas.

La apoptosis es una manera morfológicamente distinta de muerte celular

programadaqueseproducea travésde la activaciónde unprogramade suicidio intrínseco

a la célula [Stelleret al., 1995]. La maquinariaqueconducea la apoptosisestápresente

en todas las células de mamíferosen las distintas etapasde su desarrollo, pero la

activacióndel programaqueconducea su muerteestáreguladopor unaamplia variedad

de señalesdiferentesque tienensu origenen el medio intracelulary extracelular.

Los estudiossobrela regulacióngénicade la apoptosisserealizaron,inicialmente,

en el nemátodoCaenorhabditiselegansy han conducidoal aislamientode genesqueson

necesariosespecíficamenteparala inducción de la muertecelular programada[Steller,

1995]. Al menos,algunoscomponentesde la maquinariaapoptóticase hanconservadoa

lo largo de la evoluciónobservándosesimilitudes entre los insectos,los nemátodosy los
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vertebrados[Steller,1995].

La apoptosistiene una gran importanciaen el desarrolloy la homeostasisde los

tejidos animales [Thompsonet al., 1995]. Por ejemplo, es imprescindibleen la etapa

embrionariaparaeliminar las célulasque no son necesarias,esun mecanismoregulador

del númerode célulasen la etapade adulto y es un mecanismode defensaparaeliminar

células dañadasy que son potencialmenteperjudicialesparael organismo,tales como

linfocitos auto-reactivos,células infectadaspor virus o células tumorales.Las últimas

investigacionesapuntan a que las alteracionesde la supervivenciacelular podrían

contribuira la patogeniadeun grannúmerode enfermedadeshumanas,incluyendocancer,

infeccionesvirales o enfermedadesautoinmunes[Vaux et al., 1994; Thompsonet al.,

1995].

Figura 1: La homeostasisdel número de células dependede un equilibrio entre la

proliferacién y la muerte celular. Las proporciones de proliferación y muerte celular están

indicadaspor el grosor de las flechas. A igual Usa de división celular, una insuficientetasade

muerte conduciráa una acumulaciónde células y un excesode muerte causaráuna depleción

celular.(Reproducidode ThompsonCB. Science1995;267:1457).

Porcentaje Porcentaje
proliferación de muerte
celular celular

-fr -4

Homeostasis

4

Acumulación
celular

Cg) Pérdida

cf celular
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2.1. Características morfológicas y bioquímicas de la muerte celular programada

Es importante distinguir entre necrosis y apoptosis ya que ambosfenómenos

suponenla muerte de la célula pero con distintas características.Necrosis implica la

muertede la célula anteel dañode un agentenocivo y no necesitala activaciónde una

seriede genes.En la Tabla1 seresumenlas principalesdiferenciasentreambas,si bien

hay quematizarqueexistenformasde muerte“mixtas”, quecompartencaracterísticasde

ambas[Zychlinskyet al., 1991] y que un mismoestimulopuededesencadenarapoptosís

y necrosis,dependiendoa vecesde su intensidad[Hockenberyet al., 1993].

En tejidos la apoptosises poco llamativa histológicamentey estoha hechoque

duranteañosno se le prestarala debidaatención. Existen varias razonesparaello. En

primer lugar, la apoptosisesun procesorápido. Seha calculadoque la vida mediade la

célula apoptóticaen un tejido antesde desaparecerfagocitadapor célulasadyacentes,es

de alrededorde unahora [BarreseL al., 1992]. Por ello, a pesarde que existauna gran

tasade apoptosisen un tejido, en un momentodadosólo se ve un porcentajebajo de

célulasapoptóticas(frecuentemente<1%). En segundolugar, la apoptosisseproducede

forma parcheada:está asociadacon la muerte de células aisladas y es un proceso

asincrónico,mientrasque la necrosisafectaa gruposde célulasadyacentesde unaforma

sincrónica.En tercer lugar, no sueleexistir un infiltrado inflamatorio llamativo, ya que

la integridadde la membranase conservaduranteun tiempoy la célula esfagocitadapor

célulasadyacenteso fagocitosantesde quepuedaliberaral mediosustanciasinflamatorias.
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Tabla 1: Principales diferencias entre apoptosisy necrosis.

Características Apoptosis Necrosis

Estímulo Fisiológico Patológico(daño)
Distribución Cél. individuales Grupos de células
Adhesiónentrecélulas Pérdida(temprana) Pérdida(tardía>
Orgánuloscitoplásmicos Defonnacióntardía Deformacióntemprana
Liberaciónenzimaslisosomales Ausente Presente
Núcleo Rotura Desaparece
Cromatina Condensación No
Roturade DNA Internucleosomal Inespecífico
Morfología Cuerposapoptóticos Aumentotamañoy desintegración
Fagocitosis Presente Ausente
Inflamación Ausente Presente

Parael estudiode la apoptosissesuelenaprovecharsuscaracterísticasmorfológicas

y funcionales[Arendset al., 1991; Sudaet al., 1993; Wanget al., 1994]. Desdeel punto

de vista morfológico, destaca la formación de los llamados cuerpos apoptóticos,

producidoscomo consecuenciade la fragmentaciónde la célulaen vesículasunidasa la

membranaqueposteriormenteseseparany sonfagocitadas(Figura2). Desdeel puntode

vista funcional la característica más habitualmente estudiada es la degradación

ínternucleosomaldel DNA, debido a la activación de endonucleasasque lo rompenen

fragmentosmúltiplos de 180-200paresde bases.El propósitode la fragmentaciónno está

claro. Podría ser que de esta forma se facilitara la fagocitosispor otras células, que

sirviera como una alternativapara destruir el DNA dañado,o simplementepodríaser

consecuenciade la redistribuciónde ionesqueocurrendurantela apoptosis.

5
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Figura 2: Cambios morfológicos de la célula apoptótica, con formación de los cuerpos

apoptóticos. La célula apoptética pierde el contacto con otras células, el nucleo secondensay

tanto el nucleocomo otros restoscelularesse fragmentan,originandolos cuerposapoptóticos.

Estosson rápidamentefagocitadospor célulasadyacentesde tal maneraque la vida mediade la

célulaapoptéticaseconsiderade 1-2 horas.

(b)

<a>

(d)

e.
o.

(e)o

Quizáel conceptomásimportanteen relaciónaestaforma de muertecelularesel

hechode queestáreguladapor genes,lo que implica quedel conocimientodeestosgenes

pueden surgir nuevas estrategiasterapéuticasbasadasen su manipulación mediante

fármacos,citoquinasrecombinanteso terapiagénica. La mayor partede los estudiosque

han caracterizadoel efecto letal o protectorde los distintos geneshan cuantificadola

muertecelular mediantetécnicasclásicasde citotoxicidad, comola liberaciónde cromo

o la tinción con azul tripán [Sudaet al., 1993; Wang et al., 1994; Itoh et al., 1993a;

Takayamaet al, 1995].



Introducción 7

3. APOPTOSISEN PATOLOGIA RENAL

El interéspor la participaciónde la apoptosisen patologíarenales reciente(Tabla

II). Este retraso en el reconocimientode un posible papel de la apoptosisen las

nefropatías,puede debersea la dificultad que ya hemoscomentadopara observarla

apoptosisin vivo. Así, en el sistemanerviosocentral en desarrollo tasasde apoptosis

inferioresal 1% resultanen la pérdidadel 50% de la masacelularen 48 horasmarreset

al., 1992]. El porcentajede célulasapoptóticasesperableen procesosque tardanañosen

consumarse,como la atrofia renalde las nefropatíascrónicases, pues,mínimo.

En los últimosañossehademostradoqueexisteapoptosisen numerosaspatologías

renales,que incluyenel fracasorenal agudode diversasetiologías,la atrofiatubular de

la insuficienciarenalcrónica,las nefropatíasquisticasy las glomerulonefritis[revisadoen

Ortiz etal., 1994c;Savilí, 1994]. El papel precisode la apoptosisen estaspatologíasno

estáclaro. Además,existe todavíapoca información sobre los factoresextracelularese

intracelulares que regulan la apoptosis en los distintos compartimentosdel riñón

(glomérulo, túbulo, intersticio). Por ello en nuestrosestudioshemosempleadocélulas

procedentesdecadaunodeestosespacios:mesangialesglomerulares,tubularesproximales

y fibroblastosintersticiales.

Tabla II: Enfermedadesrenalesen las que seha implicado a la apoptosis

- Desarrollometanéfrico
- Fracasorenal agudo: tóxico, isquémico,obstructivo
- Insuficienciarenalcrónica:atrofia renaly fibrosis intersticial
- Glomerulonefritisy otras inflamacionesrenales
- Autoinmunidady transplante
- Enfermedadrenal poliquistica
- Tumores
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La apoptosispodría, en teoría, participar en distintas fasesde la lesión glomerular

(TablaIII), y tanto las célulasglomerulares,comolos leucocitosinfiltrantespodríanser

fuentesde citoquinascausantesde apoptosis.Así, unaregulaciónanormalde la respuesta

ínmuneconduceal desarrollode unaglomerulonefritisproliferativaautoinmuneenratones

transgénicosquehiperexpresanel genantiapoptóticobcl2 en linfocitos B [Strasseretal.,

1991], así comoen ratonescuyos linfocitos tienenun defectoen la expresiónde ligando

de Fas o del receptorFas [Nagataet al., 1995a]. La participaciónde la apoptosisen la

resolución del daño glomerular ha sido demostradaen un modelo autolimitado de

glomerulonefritisproliferativamesangial[Bakeretal., 1994]. Enestemodelola apoptosis

fue el principal mecanismode aclaramientode célulasque condujoa la normalizaciónde

la celularidadglomerular[Bakeret al., 1994]. El mantenimientode estaelevadatasade

apoptosispodría, en teoría,conducira la deplecióncelularcaracterísticadel glomérulo

esclerótico.Sin embargo,todavíano hay unademostraciónfirme de que la apoptosisde

células renales desencadeneel daño glomerular o colabore a su mantenimientoy

progresión.Tanto las células residentesglomerularescomo los leucocitos infiltrantes

podríanser eliminados por apoptosisy estopodría colaboraren el mantenimientoy

progresióndel dañoglomerular.

Tabla III: Posiblepapel de la apoptosísmediadapor Fas’ en patologiaglomerular

1. Regulaciónde la respuestainmune [Nagataet al., 1995b]

2. Desencadenamientode la lesión glomerular:sin demostrar

3. Mantenimiento/progresiónde la lesión glomerular: sin demostrar

4. Resoluciónde la lesión glomerular[Balceret al., 1994]

* Estatabla representala posible participaciónde la apoptosisen patologíaglomerular.Hemos

individualizadoFas comouno de los receptorescapacesde inducir apoptosis.
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Durante el fracaso renal agudo la apoptosis podría ser un mecanismo que

colaboraseen la muerte de células tubulares.La participaciónrelativa de apoptosisy

necrosispodríaestaren relacióncon la intensidaddel estímulodesencadenante.Así, una

interrupciónbruscay mantenidadel flujo sanguíneorenal causaránecrosis,pero una

isquemiamáslevey mantenida,comola quesepuedeobservaren pacientesconepisodios

repetidosde hipotensiónsevera,favorecerlala apoptosis[Schumeret al., 1992; Gobe et

al., 1990]. En otras formas de fracaso renal agudo, como la sepsis, las numerosas

citoquinas liberadaspodrían ser capacesde activar receptoresespecíficosen células

tubularesy ocasionarsu muertepor apoptosis.

El hechoque caracterizala atrofia tubular de la insuficienciarenalcrónicaes la

pérdidaprogresivadecélulastubularesalo largode años.Esteesun claroejemploteórico

de un procesoasincrónicoy sin una respuestainflamatoria llamativa que podría estar

causadopor apoptosis.De hecho, se ha comunicadoque este pareceser el principal

mecanismode pérdidade células tubularesen estapatología[Gobeet al., 1990, 1991].

Los factores que causanla muertecelular en este contextoson desconocidos,pero la

presenciaconstantede linfocitos T y de macrófagosen el intersticio renal [D ‘Amico,

1988] sugierequealgunosproductosde estascélulas,comolas citoquinas,podríanjugar

un papel en el desencadenamientode la lesión.

Mención aparte merecela acumulaciónde fibroblastos que se produceen el

intersticio renal de los pacientescon insuficienciarenal crónica. Realmenteno se sabe

comoseproduceestaacumulación.Posiblesorigenesson la transdiferenciaciónde células

tubulares[Strutzet al., 1994] y la proliferaciónde fibroblastos.En cualquiercaso, una

insuficientetasade apoptosispuedecolaboraren estapatologíaa la acumulacióncelular,

tal y como lo sugiereel hecho de que los fibroblastos humanosaisladosde riñones

fibróticos sobreviven más tiempo en cultivo que los procedentesde riñones sanos

[Rodemannet al., 1990].
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4. LA APOPTOSIS ESTA REGULADA POR GENES

Las primerassugerenciasde que la apoptosisestáproducidapor un programade

suicidio celularactivo, derivande experimentosen los cualesla muertecelular sepuede

suprimircon inhibidoresde la síntesisde RNA o de proteínas[Schwartzet al., 1990]. Sin

embargo,posteriormentese ha visto que en otrasocasionesestosinhibidoresfracasana

la hora de bloquear la apoptosise incluso pueden inducirla, lo que sugiereque las

moléculas efectorasde la apoptosis están presentesen la mayoría de las células de

mamíferos[Raffetal., 1993]. La principal evidenciade que las proteínasnecesariaspara

causarapoptosisestánconstitutivamenteexpresadasen determinadascélulas,partede los

experimentosrealizadosconcélulasalas que seles ha quitadoel nucleo[Jacobsonet al.,

1994]. Si a estoscitoplastosse les retiranlos factoresde supervivenciao se les tratacon

altas concentraciones del inhibidor de las proteínas quinasas, estaurosporina,

experimentarántodos los cambioscitoplásmicosque son característicosde la apoptosis.

El requerimientode síntesisde proteínasy de RNA parala inducciónde la muertecelular

endeterminadassituaciones,puedereflejarla necesidadde sintetizarmoléculasqueactiven

o reprimanla maquinariade muerte celular existente,más que la necesidadde nuevos

componentesparael propioprogamade muertecelularbásico.

Si las proteínasefectorasapoptóticasestán presentesen las células vivas, su

actividadletaldebeestarsuprimida.Raff [Raff, 1992] ha propuestoqueestascélulasestán

preparadaspara suicidarsey necesitancontinuamenteseñales de otras células para

sobrevivir. Muchostipos diferentesde célulasen mamíferos[Raff, 1992, 1993] necesitan

factoresextracelulares,producidospor otrascélulas,parasobrevivir. Estecontrol social

de la supervivenciagarantizael mantenimientode un númerodeterminadode célulasen

un tejido concreto.
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4.1. Estudios en Caenorhabditiselegans

Muchosde los conocimientosactualessobrelos genesimplicados en la apoptosis

se debena los estudiosrealizadosen estenemátodo[Stelleret al., 1995]. Estaespecie

tiene 1090célulassomáticas,131 de las cualesmuerenen unosdeterminadosestadiosde

sudesarrollo.Existenunaseriede mutaciones,denominadasced, quebloqueano aceleran

la pérdidade estascélulas. La muertecelular programadaen C. elegansse divide en

cuatroestadiosdistintos. Estos incluyen la decisiónde si unacélula debemorir o pasar

a otro estadio,la muerteen sí de la célula(la ejecuciónde la muerte),la eliminaciónde

la célulamuertapor los fagocitosy la degradacióndel cadaverfagocitado.Se hanaislado

mutacionesque afectana cada uno de estos pasos y se han definido 14 genes que

funcionanen la muertecelularprogramadadelnemátodo.Existentresgenesfundamentales

quefuncionanen el pasoque implica la consumaciónde la muertede la célula,estosson

ced-3, ced-4 y ced-9. La activación de los dos primeros promueve la muerte y la

activacióndeced-9protegede estehecho.Ced-9eshomólogoa unafamilia de proteínas

reguladorasde la muertecelularen mamíferosrelacionadasconBcl-2 [Vauxet al., 1992]

y ced-3essimilar a unaproteasade mamíferos,la convertasade la IL-líl (ICE) [Yuanet

al., 1993]. Hastael momentono seconoceel homólogode ced-4.

4.2. Estudiosen vertebrados

La conservaciónde algunosde los componentesmolecularesde la apoptosisentre

C. elegansy humanos,haapoyadola ideade quela apoptosisesunaopcióncaracterística

de todaslas célulasanimales.Sin embargo,la apoptosisen vertebradoses máscompleja

ya que su regulaciónestáinfluenciadapor unaseriede estímulosexternos,letales y de

supervivencia.La tabla EV resumealgunos de los estímulos capacesde regular la

supervivenciacelular. Estospodrían,a suvez, activar los componentesya expresadosde

la maquinarialetal o, mediante la acción de factores de transcripción,modificar la

expresiónde los genesque van a condicionarel que la célula se diriga o no hacia la

muerte(Figura 3).
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Tabla IV: Factoresque regulan la supervivencia y la muerte celular

Figura 3: Genesque inducen y previenen la apoptosis. La activacióndereceptorescelularespor

citoquinas y otros productos que regulan la supervivenciay muerte celular produciríanuna

activación de segundosmensajerosintracelularesy factoresde transcripción.Estos,a su vez,

modularíanla expresióny/o actividadde las proteínasintracelularesreguladorasde la apoptosis.

Existenproteínasqueinducenmuertecelular y proteínasqueprotegen.Además,existenfactores

quemodulanla actividadde estasúltimas. Así, bclxs y bu se unenabcl-2 inactivándola,y bad

antagonizaa bclxL. Por el contrario, bag-l potenciael efectoprotectorde bcl-2.

Inducen apoptosis: TNF, NO, azul-Fas,
giococorticoldes. ceramida, irradlacldn,
qiulmióletápis, etc.

Previenen la apoptosis:
suero,EGF,IL.2, IL.3, IL.44L.6,
IGF.1,NGF.

Tipo

Receptores

Factores
transeripelán

Otras
proteínas
intracelulares

[Ái~tagonistas de
genesprotectores:

Promueven apoplosis Previenen apoptosis

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

Fas
SSpTNfl
7SpNGfl

e-luye
e-ros
PS

3
nur77

Genesletales:

convertasa IL-1B
Ich-1L

e-luye

Genes de
SU ervivencia:

BcI-2
Bcl-xL

— kb-lS +
genes

___________________ protectores:

Bax
BclxS Bag-l
Bad

Factores de supervivencia

1. Citoquinas: factores de crecimniento/
supervivencia
2. Matriz extracelular
3. Lípidos: andrógenos
4. Drogas
5. VIrus

Factores letales

1. Citoquinas letales:TNF, ligando de Fas,
elIminacIón factores crecbnlento/supervivencla
2. Lípidos: giucocorticoides,ceramida,
tromboxano A2, cte
3. Pequeña,moléculas:NO, radicales libres, etc
4. Factores fisicos: calor, radiación, etc
5. Drogas y toxinas: quimioterapia del cancer,
CsA, etanol, etc.
6. Virus
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4.2.1. Factoresde transcripción

Utilizando estudios de transfección de genes, animales “knock-out” u

oligonucleótidosantisentido, se han implicado varios factores de transcripciónen la

apoptosis.Los factoresde transcripciónqueregulanla apoptosispuedenparticipartambien

en la regulacióndel ciclo celular. Así, por ejemplo, c-myc tiene un papel doble en

promoverla muerte y la proliferacióndependiendode la presenciao no de factoresde

crecimiento en el medio: la hiperexpresiónde c-myc en ausenciade factores de

crecimiento/supervivenciacausaapoptosis[Evanet al., 1992]. En algunascircunstancias

c-myc puedefavorecer la supervivenciacelular [Thompsonet al., 1992]. c-fos forma

homo y heterodimerosparaconstituir el factor de transcripciónAPI. Su expresiónes

rápiday transitoriay sele ha relacionadocon la apoptosisinducidapor la deprivaciónde

factoresde crecimientoen lineas celularesdependientesde IL-2 y IL-6 [Collataet al.,

1992].Por otraparte,c-fostambienpuedeparticiparen la proliferacióncelular[Vamvakas

etal., 1993].

PS3 esunafosfoproteinanuclearconcaracterísticasde factor de transcripción.Se

ha estudiadobastanteya que se encuentramutado en un amplio número de tumores

animales y humanos[Perryet al., 1993]. p53 participaen situacionesdondeel DNA

necesitaser reparado,deteniendoa la célula en la faseGí del ciclo celular para dar

tiempo a que la célula seareparadaantesde seguircon la división celular [Perryet al.,

1993]. Además,p53 es imprescindiblepara ciertasformas de apoptosis[Lane, 1993].

Aunquesupapel en la mismano estáclaro,sesabequedisminuyela transcripcióndel gen

protectorbcl2 y aumentala de su antagonista,baix [Miyashitaet al., 1995].

nur77esotro factor de trancripciónque, dependiendode su forma de activación,

participaen la proliferacióno muertede timocitos [Liu et al., 1994].

4.2.2.Proteínasintracelularesletales

Entre la proteínascapacesde desencadenarla muerte celular se encuentranlos

miembros de la familia de proteínassimilares a la enzimade conversiónde la IL-lfi

(ICE). ICE es unaproteasaque procesael precursorde la IL-lfl de 31 kD en su forma

proinflamatoriade 17 kD. ICE, asimismo,essintetizadocomounaproenzimainactivaque
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seautoprocesaa un tetrámeroactivocompuestodedos subunidadesde 10 kD y dosde 20

kD. Aunque las funciones fisiológicas de ICE en mamíferos son desconocidas,la

sobreexpresiónde ICE y de sus homólogosen lineas celularestransfectadasinducen

apoptosis[Miura et al., 1993]. EsteefectosereducecuandoICE escoexpresadoconbcl-

2. Recientementesehadescritoquelos timocitosderatonescarentesdeICE funcional son

resistentesa laacciónletal de Fas,a pesardeexpresarestereceptor[Kuida et al., 1995].

Esto sugiereque ICE juegaun papel fundamentalen la muertecelular inducidapor Fas

[Kuida et al., 1995].

Ich-1 es un genhomologoa ICE que codifica dosproteínas[Wang et al., 1994].

Ich-1L promuevela muertecelular al igual queICE. Por el contrario,Ich-1Sfavorecela

supervivenciacelular.

4.2.3.Proteínasintracelularesquepromuevenlasupervivenciacelular:susagonistas

y antagonistas

La mayorpartede las proteínasquepromuevenlasupervivenciacelularpertenecen

a la familia de proteínassimilaresa bcl-2 [Steller et al., 1995]. Bcl-2 es un potente

represorde la muertecelulardebidaa agentestan distintoscomocitoquinas, irradiación,

venenosmetabólicos,agentesanticancerosos,algunosvirus y eliminaciónde factoresde

supervivencia[Reed, 1994]. En concreto,bcl-2protegefrenteala muertecelularinducida

porTNF y Fas[Itoh et al., 1993a;Takayamaet al., 1995; Realet al., 1994], aunqueno

todos los autoreshan comunicadolos mismosresultados[Chiu et al., 1995]. Esto puede

deberseal hechode queexistenproteínasque seunena bcl-2 y modificansu función, de

tal maneraque los nivelesrelativosdeexpresióndebcl-2 y de susproteínasreguladoras,

más que la expresiónde bcl-2, son los que determinanla sensibilidadde la célula a la

muerte celular. Así, bax y bclxS, proteínassimilares a bcl-2, antagonizansu efecto

protector[Oltvaiet al., 1993; Boise et al., 1993] y Bag-1 lo potencia[Takayamaet al.,

1995]. El efectoprotectorde bcl-2 se ha relacionadocon su capacidadpara impedir la

formación o la actuaciónde los radicalesdeoxigeno [Hockenberyet al., 1993; Kane et

al., 1993]. Bcl-2 puedejugar un papelen patologíarenal,ya que los ratonesquecarecen

de bcl-2 funcional (“knock-out”) desarrollanlesionesrenalescaracterizadaspor atrofia

tubular con formación de quistes que recuerdaa la atrofia tubular de las nefropatías
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crónicas.En estemodelotambiénexistenlesionesproliferativasglomerularessimilaresa

las semilunasde las glomerulonefritisrápidamenteprogresivas[Veiset al., 1993].

Bcl-x tambiénpertenecea la familia de bcl-2. Porsplicing alternativodeun único

genseproducendos isoformas,bcl-xSy bcl-xL, queprotegende la apoptosisinducidapor

deprivación de factores de supervivenciao por exposición al fármaco nefrotóxico

ciclosporinaA [Boiseet al., 1993; Gottschallet al., 1994]. Al igual quebcl2, bclxL tiene

un antagonistaendógeno,Bad, recientementedescrito [Yang et al., 1995]. BclxS

antagonizael efectoprotectorde bcl2 [Gottschallet al., 1994]. Hemosde recordaraquí,

que a diferenciade las proteínassimilaresa ICE; bax, bclxS y Bad no inducenmuerte

celular por si solas cuando las células se cultivan en un microambientede citoquinas

apropiado.

4.2.4 Citoquinasy receptores

Nuestrointerésseha centradoen los factoresque, comolas citoquinas,modifican

la supervivenciacelular por medio de la activación de receptores.En este caso la

activacióndel receptororiginaría la actuaciónde una cascadade segundosmensajeros

intracelulares.Los factoresde supervivenciade las célulasrenalessonmal conocidos.Se

ha descritoqueel factor de crecimientoepidérmico(EGF) esun factor de supervivencia

paracélulas tubulares[Coleset al., 1993]. Adicionalmente,factorescomoel factor de

crecimiento derivado de insulina 1 (IGF-1) y el factor de crecimientoderivado de

plaquetas(PDGF), que promuevenla supervivenciadecélulasextrarenales[Rawsonetal.,

1991; Rodriguezet al., 1992], jueganun papel en patologíarenal [Johnsonet al., 1993;

Miller et al., 1992] y podríanestimular la supervivenciacelular en el riñón. Entre las

citoquinasletales tienenun especialinterésen nefrologíalas queson producidaspor las

célulasque infiltran el riñón en procesospatológicos, los macrófagosy los linfocitos T

[DAmico et al., 1988].

El TNF es el principal representantede las citoquinascitotóxicasproducidaspor

los macrófagos.Además,los linfocitos T citotóxicos y las célulasnaturalkiller, inducen

la muertede suscélulasdianaa travésde moléculasexpresadassobresusuperficieo por

citoquinas producidaspor estas. El TNFa o el TNFfl son algunasde estas moléculas

[Schmidetal., 1986]. El TNF cumplelos criteriosquehansidosugeridosparaconsiderar
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que unacitoquinaparticipaen la patogeniade las lesionesrenales[Johnsonet al.,1993].

Así, suproducciónestáaumentadalocalmenteduranteel dañorenal, tieneaccionessobre

células renales, la administración in vivo causae incrementael daño renal, y los

antagonistasmejoranla evoluciónde diversasnefropatías[revisadoenOrtiz et al., 1995].

La citotoxicidadpodríaserunode los mecanismosde la influenciaadversadel TNF sobre

el daño renal. Así, el TNF es citotóxico para células mesangialesy epiteliales

glomerularescultivadas[Gómez-Chiarrietal., 1994] y la inyeccióndeTNF causanecrosis

tubularaguda[Gresseret al., 1987]. El mecanismodela citotoxicidaddel TNF en células

renalespodría ser la apoptosis[Ortiz et al., 1993, 1994b]. El TNF es capazde inducir

apoptosisen células endoteliales,oligodendrocitosy células tumorales [Robayeet al.,

1991; Obeidet al., 1993; Louis et al 1993]. El TNF poseedos receptores,TNFR1 de

55kD, y TNFR2 de 7SkD [Smithet al., 1994]. Existen formassolublesde ambosquese

han utilizadoparaantagonizarlos efectosdel TNF [Smithet al., 1994]. La citotoxicidad

delTNF dependefundamentalmentede la activaciónde los receptoresde 55 kD (TNFR1)

[Tartagliaetal., 1993]. Estosreceptorespertenecena una superfamiliade receptores,en

la que está incluido el receptor Fas, recientementedescrito, que es capaz de inducir

apoptosis.

5. LIGANDO DE FAS Y FAS

El ligandode Fases un representantede las citoquinascitotóxicasproducidaspor

los linfocitos T. Comentaremosprimero Fas ya que su descubrimientoprecedióal de su

ligando.

5.1. El receptorFas

En 1989 dos grupos independientes[Trauthet al., 1989; Yoneharaet al., 1989]

aislaronunosanticuerposmonoclonalesderivadosde ratón, queerancitolíticos paravarias

lineas celulareshumanas.Las proteínasde la superficie celular reconocidaspor estos

anticuerposse llamaron Fas y APO-1. La purificación y clonaje molecular de ambas

permitió descubrirqueeran la misma. El clonajedel DNA complementario(DNAc) para
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el antígenoFas a partir de una libreria de DNAc de un linfoma humano[ltoh et al.,

1991], reveló que Fas esunaproteínade membranatipo 1 quepertenecea la familia de

receptoresdel TNF (Figura 4). El Fas humanoconstade 325 aminoácidoscon una

secuenciaseñalen el NHr terminal. El estudiode la estructuraindicó su similitud conel

TNFR1 [Itohetal., 1991; Oehmet al., 1992]. Análisis funcionalesde Fas, indicaronque

las célulastratadasconanticuerposanti-Fashumanotransducenunaseñalapoptóticay que

losanticuerposanti-Fasfuncionancomoagonistas.Posteriormentesedescribierontambién

anticuerposqueactivanFas murino [Ogasawaraet al., 1993].

El patrónde expresiónde Fas esbastantevariableen los distintos tejidos y lineas

celulares.En ratones,seexpresaabundantementeen timo, hígado,corazón,pulmón, y

ovario [Watanabe-Fukunagaet al., 1992b]. Sin embargo,en este estudiopionerono se

pudodemostrarRNAm de Fas en el riñón. Al igual queocurreen timocitos murinos,

existeunapequeñaexpresiónde Fasen timocitos humanos.Fas seexpresaen casi todas

las poblacionesde timocitos,exceptoen las CD4- CD8- [revisadoen Nagataet al., 1995]

y tiene una elevadaexpresiónen linfocitos madurosactivados [Trauthet al., 1989].

Algunascélulas tumoralestambiénexpresanFas,aunquesus nivelesson más bajos que

los observadosen las célulaslinfoblastoides[Nagataet aL, 1995b]. La expresiónde Fas

estáreguladaen variaslineascelularespor IFNy [Yoneharaet al., 1989; Itoh etal., 1991]

y por IFNy másTNFa en célulasB humanas[Moller et al., 1993]. Esto podríaexplicar

el aumentode la actividadcitotóxicade los anticuerposanti-Fascuandose les ponejunto

conestascitoquinas[Yoneharaetal., 1989]. Sinembargo,seconocenmal los factoresque

regulansuexpresiónen célulasno linfoides. Concretamente,no pudodemostrarsequeel

LPS indujera suexpresiónen macrófagos[Watanabe-Fukunagaetal., 1992b]. Al igual que

ocurrecon los receptoresdel TNF existenformas solublesde Fas que antagonizanlos

efectosde su ligando, y que podríanserusadasterapéuticamente[Chenget al., 1994].
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Figura 4: Familia de receptoressimilaresal TNF donde seincluye el receptor Fas. El dominio

que activa la muertecelular del receptor1 del TNF y del Fas se representaconun trazo mas

gruesoen el dominio citoplasmático.(Reproducidode Nagataet al. Science1994;267:1450).

5.2. El ligando de Fasesunacitoquinasimilar al TNF

La estructurade Fas sugeríaqueerael receptorde unacitoquinahastael momento

desconocida.Los trabajosde Rouvier[Rouvieretal., 1993] identificaronel ligandode Fas

en un hibridomade linfocitos T citotóxicos (CTL) (PC6O),generadopor la fusiónde una

linea celular de CTL de ratóny un linfoma de rata. Una sublíneade la anterior(PC6O-

diOS) era capazde matar las células que expresabanFas pero no aquellasque no lo

expresaban.Construyendoformassolublesde Fas y del receptordel TNF, comprobaron

quesolo las de Fas erancapacesde inhibir la actividadde las célulasdiOS, indicandoque

estasexpresanun ligando paraFas que, además,juegaun papel en la citotoxicidad.

El ligando de Fas sepurificó de homogeneizadosde las fraccionesde membrana

de las célulasdiOSl6(sublíneade la diOS que expresa100 vecesmásligandode Fas)y

secaracterizócomounaproteínade, aproximadamente,40 kD [Sudaet al., 1994]. El

ligando de Fas no tiene secuenciaseñalen el N-terminal, pero tiene un dominio de

aminoácidoshidrofóbicosen el centrode la molécula, indicando queesunaproteínade

TNF-R1
TNF-R2 NGF-R
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membranatipo 2, con la región C-terminal orientadahacia la cara extracelularde la

membranacelular. Los ligandos de Fas humanosy murinos compartenun 76,9% de

aminoácidos iguales y son funcionalmenteintercambiables[Nagataet al., 1995b].

Aproximadamente150 aminoácidosde la región extracelulardel ligando de Fas, tienen

homologíacon los miembrosde la familia del TNF (Figura5). La expresióndel ligando

de Fas recombinanteen la superficie de células COS (linea celular derivadade riñón

similar afibroblastos),fuesuficienteparainducir la muertede célulasqueexpresabanFas,

indicandoque el ligando de Fas es un factor de muertey queFases su receptor[Sudaet

al., 1993]. El RNAm del ligando de Fas es expresadoen esplenocitosy timocitos

activadosy en varios tejidos no linfoides, como los testículos[Sudaet al., 1993]. Sin

embargo,no se ha demostradosu expresiónpor célulasparenquimatosas,ni seconocen

los factoresque la regulan.

Figura5: Familia de citoquinassimilaresal TNF. Son todasproteínasde membranatipo 2,

excepto la subunidada de la linfotoxina que es una proteínasecretoriacon homologíaen la

porciónextracelularde la molécula.Se muestrael númerodeaminoácidosde la regiónhomóloga

y de la citoplásmica.(Reproducidode Nagataet al. Science1995;267:1450).

FasL flJF Llarotoxína CDZ7L CDSOL CD4OL 4-1BBI 01(401.
e fi

so
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5.3. La activación de Fas induce apoptosis

Los estudiospionerosconanticuerposmonoclonalesdemostraronque la activación

de estereceptorocasionabaapoptosis.Estoshallazgosseconfirmaroncuandose obtuvo

el ligando de Fas. Sin embargo,la activaciónde Fas no ocasionaapoptosisde todaslas

célulasque lo expresan.Así, haycélulascomolos linfocitos de sangreperiféricaqueson

resistentesa la acciónletal de Fas. Es más,en linfocitos queexpresangrandescantidades

de bcl2 [Maparaet al., 1993] y en los expuestosa un microambientede citoquinas

favorables[Aldersonet al., 1993] Fasescapazde inducir proliferación.En la actualidad

seconocenalgunosde los genesque regulanla letalidad de Fas. Así se sabequebcl2

protegey queBag-1 potenciaestaprotección[Takayamaet al., 1995]. Por el contrario,

ICE es un mediadorimprescindiblede la letalidadpor Fas [Kuidaet al., 1995].

Hastael momentono se conocenaccionesadicionalesde Fas, pero su similitud con el

TNFR1 [Itoh et al., 1993b], el receptor que media la mayor partede las accionesdel

TNF, permite sospecharque Fasdebetenerotros efectos.

5.4. Fasen fisiopatología

La participación del sistema ligando de Fas y Fas en fisiopatología se ha

ídentificadoen la eliminaciónde linfocitos normalesactivadosy en célulasinfectadaspor

virus (Tabla V). En este sentido, Fas participaen la citotoxicidad de los linfocitos T

[Rouvieret al., 1993; Stalderet al., 1994].

La pérdidade su función debidoa mutacionesde Fas o de su ligando en ratones

ocasionaqueseacumulenlos linfocitos y produceenfermedadesautoinmunes[Nagataet

al., 1995]. Se hancaracterizadodoscepasmutantesen el ratón MRL, la lpr estácausada

por una inserciónde un endotranposonen el genFas que causaunagrandisminuciónde

la transcripciónde RNAm de Fas, y la gíd en la cual la mutaciónseencuentraen el gen

quecodificael ligandode Fas[Takahashietal., 1994; Watanabe-Fukunagaet al., 1992a].

Los ratonesMRL/lpr y MRL/gld desarrollanlinfoadenopatiay esplenomegaliay producen

grandescantidadesde anticuerposIgG e IgM. Los ratonesmuerende nefritis o artritis

aproximadamentea los cinco mesesde edad.El estudiode estasdos cepasmutantesha

permitido el avanceen la comprensióndel sistemaFas y su ligando.
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Tabla V: Accionesconocidasde Fas.

Unainyeccióndeanticuerposanti-Fascausaapoptosismasivadel hígadoy muerte

de ratonesadultosal cabode unaspocashoras [Ogasawaraet al., 1993], lo quesugiere

que las hepatitis fulminantesen humanospodríanestarmediadaspor Fas. Avalan esta

hipótesisla acumulaciónde linfocitos T citotóxicosen estashepatitis[Andoet al., 1993],

la sensibilidada la apoptosismediadapor Fas de cultivos primariosde hepatocitos[Ni et

al., 1995] y la elevadaexpresiónde Fas en hepatocitostransformadosconel virus C de

la hepatitis [Hiramatsuet al., 1994]. En este sistemalos antígenosvíricos expresados

sobrelos hepatocitospodríanactivara los linfocitos T citotóxicosparaqueexpresaranel

ligando de Fas, el cual seuniría a Fas provocandola muertede los hepatocitos.

Todos estos datossugierenque el sistemade Fas tiene un papel en patologia

humanaa través,al menos,de dosviasdiferentesde actuación.Un tipo de enfermedades

podrían estar causadaspor un defecto del sistema que produciría desórdenesde la

inmunidad.Otro tipo de enfermedadesrelacionadascon Fas seríanproducidaspor una

actividadexcesivaque podríanproducirhepatitis fulminantes[Ogasawaraet al., 1993] o

muertede células T durantela infección por VIH ya quese conoceque Fas seexpresa

abundantementeen linfocitos T de niños infectadoscon el VIR [Debatinet al., 1994].

Acciones de Fas in vítro:
1. Muerte de linfocitos
2. Citotoxicidad mediada por células T:
apoptosis de células no linloides
3. Proliferación de linfocitos

Fas en fisiopatología:
1. Enlermedades autoinmunes en ratón
2. Muerte de células T CD4+ en la infección
por VIH
3. Hepatitis fulminante en ratón
4. ¿Patologia renal?
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Fas también se expresaen otros órganos como corazóny pulmón [Watanabe-

Fukunagaetal., 1992b], por lo quepodríaparticiparen la patologíade estosórganos.Sin

embargo,y adiferenciade lo queocurreconel TNF, existe muy pocainformaciónsobre

suparticipaciónen la patogeniade las nefropatías.En concreto, no seha demostradola

presenciade Fas en el riñón [Watanabe-Fukunagaet al., 1992b]; se desconocesi la

activación de Fas induce respuestasbiológicas en células renales; tampoco se ha

comunicadoque la activación in vivo de Fas ocasionelesión renal [Ogasawaraet al.,

1993]; y no sesabesi existeun efectobeneficiosodel tratamientoconantagonistasde Fas

en patologíarenal. En esta tesis hemosexploradoalgunasde estasposibilidades.



II. OBJETIVOS
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El objetivo de estatesis escaracterizarel posiblepapel del sistemaligandode Fas-Fasen

patologíarenalengeneraly, másconcretamente,en las variacionesdel númerode células

que caracterizaa diversasnefropatías.Paraello hemosestablecidoobjetivosparcialesen

la línea de los criterios propuestospor otros autoresparaconsiderarque unacitoquina

participaen la patogeniade las nefropatías[Johnsonet al., 1993]:

1. Establecersi las células renalesy los leucocitos que infiltran el riñón expresanel

ligando de Fas y su receptor,y si las citoquinasqueparticipanen el dañorenalregulan

estaexpresión.

2. Estudiar las respuestasbiológicas que desencadenala activación de Fas en células

renales en cultivo.

3. Estudiarla capacidadde agonistasde Fasparacausardañorenal in vivo.

4. Demostrarquela expresiónlocal de Fas y de su ligando estáincrementadaduranteel

dañorenal.



III. MATERIALES Y METODOS
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1. CITOQUINAS Y ANTICUERPOS

1.1. Anticuerpos

El anticuerpomonoclonalanti-FasmurinoJo2esunaIgO de hamster(Pharmingen,

SanDiego, CA), quereconocey activaespecíficamenteel Fasde ratón.Estosanticuerpos

se emplearonparaestudiosfuncionales. Como control se utilizó una IgG de hamster

(Pharmigen).Los anticuerpospoliclonalesde conejoanti-Fasmurino fueronun regalodel

Dr. Elkon (U. Cornelí) [Drappaet al., 1993]. Estos anticuerposse emplearonpara

citometriade flujo.

El anticuerpomonoclonalanti-Fashumano(clon CH-li) es una IgM de ratónque

seobtuvo de UpstateBiotechnologyIncorporated(Lake Placid, NY). Reconocey activa

el antígenoFas expresadoencélulashumanas.Comocontrol seusóuna IgM monoclonal

murina.

La contaminaciónpor endotoxinade anti-Fases, en amboscasos,menorde 0.05

ng/mL (segúnindicacionesdel fabricante).

Los anticuerposneutralizantesanti-TNFamurinosseconsiguierondeR&D systems

(Minneapolis,USA) y se usaronsegúnlas instrucciones.

Anticuerpoanti-C3 murino marcadocon fluoresceina(Quidel, USA).

Anticuerpopoliclonal de conejoanti-clusterinade rata (Quidel, USA).

1.2. Citoquinas

Las citoquinasrecombinanteshumanasIFN-y, TNFa y IL-1l3, y el TNFcr murino

recombinanteprocedende BoehringerMannheinGmbH, Alemania.
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2. CULTIVOS CELULARES

2.1. Cultivo de célulasmesangialeshumanas

Las células mesangialeshumanasse obtuvieron de riñones de cadáveresno

consideradosadecuadospara el transplantemediante técnicas previamentedescritas

[Gómez-Guerreroet al., 1993]. Los glomérulos seaislaronpor diferenciade tamaño,

haciendopasarel tejido renala travésde tamicesdedistinto poro. Primerolos riñonesse

decapsularony la cortezaseseparóde la médula.A continuación,la cortezarenalsepasó

por un tamiz de 105 gm y el homogeneizadoresultantese lavó sobreun tamizde 75 ~m

con tampónDulbeccoestéril. La porciónretenidasobreel segundotamiz se resuspendió

en tampónDulbeccopH 7,4 y se incubó con500 U/ml de colagenasatipo lA (Sigma,St

Louis, MO) durante30 minutosa 370C. La digestióncon colagenasase paró en frío

añadiendomedio de cultivo. A continuaciónsesembraronsobrefrascosde cultivo de 75

cm2 (Costar,Cambridge,MA, USA) y se incubaronen unaestufade cultivos a 37W y

enunaatmósferadel 5% de CO
2 en medio RPMI 1640 con 25mM de HEPES(GIBCO

BRL, Paisley, Scotland UK) a pH 7.4 y suplementadocon20% de suerode ternerafetal

decomplementado(STF), 100 U/ml de penicilina, 100 sg/mlde estreptomicina,2 mM de

glutamina(Gibco) y 0.06U/ml de insulina (Novo Nordisk PharmaS.A., Madrid). A los

siete días de cultivo se reemplazóel medio de los glomérulosadheridosal plástico y,

aproximadamentea los veinte días, cuando las células mesangialesalcanzaron la

confluencia,sedespegaroncontripsina-EDTA.Los pasessucesivossesembraronconuna

relación1:301:4 y sehicieronsubcultivoscada8-10días. Losexperimentosse realizaron

entrelos pasesterceroy séptimo.

La caracterizaciónde las células mesangialesse realizó por microscopiade

contrastede fasesque nos permitió observarlas característicasmorfológicasde estas

células.

Medianteestudiosde inmunohistoquimica,las célulaspresentarontinción positiva

con anticuerposespecíficospara desminay vimentina (marcadorescaracterísticosde

células miogénicas).La tinción para el factor VIII y paracitoqueratinasfue negativa,

excluyendo de esta forma la presencia de células endoteliales y epiteliales,

respectivamente.
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2.2. Cultivo de lineascelulares

Se utilizaron las siguientes lineas celulares murinas: células mesangialesMMC

[Wolf et al., 1992],célulasde túbuloproximal MCT [Havertyet al., 1988] y fibroblastos

renalesTFB [Alvarezet al,, 1992]. Lascélulassecrecieronen DMEM (GIBCO, Grand

Island, NY) con 10% STF decomplementado,100 U/ml de penicilina y 100 gg/ml de

estreptomicina,a 37W y en unaatmósferadel 5% de CO2.

También se utilizó la linea celularpromielocitica U937 (AmericanType Culture

Collection,ATCC, CRL 1593) y los macrófagosmurinosRaw 264.7(ATCC, TIB 71).

Estascélulascrecenen suspensiónen medio RPMI 1640 (GIBCO BRL, Paisley, Scotland

UK), con 100 U/ml de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina,10 96 de suero de

ternerafetal y a 37
0C en atmósferadel 5% de CO

2.

Asimismo, utilizamoscélulas mesangialesmurinasno transformadas[Wolf et al.,

1992].

2.3. Aislamiento de macrófagosperitonealesde rata

Los macrófagosperitonealesseobtuvieronde ratasWistar anestesiadascon éter.

Serealizarontreslavadosconsecutivosdela cavidadperitonealcon 10 ml de tampónPBS.

Las célulasrecogidasse lavarondosvecesen el mismo tampón,se resuspendierona una

concentraciónde 10~ células/mlen RPMI-HEPESconteniendo0,5%dealbúminadesuero

bovino (BSA, facción V) (SigmaChemicalCorporation,StLouis, USA) y sesembraron

sobreplacasde 6 pocillos (Costar).Al cabode 2 horasde incubacióna37W seretiraron

las célulasno adheridasal plástico y secontaronparallevar un control del númerode

célulasencadapocillo.
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3. ESTUDIOS IN VIVO

3.1.Modelos experimentales

Los ratonesBalb/cseobtuvieronde los laboratoriosIFFA Credo(Barcelona)y las

ratasWistar fueronsuministradaspor el animalariode la FundaciónJiménezDíaz.

3.1.1. Inyeccióndeanticuerposanti-Fas

Paralos estudiosde los efectosin vivo de los anticuerposanti-Fasse inyectaron

a ratonesBalb/c de 4 semanasde edad, 10 ¡¿g del anticuerpoanti-Fasmurino Jo-2

[Ogasawaraet al., 1993], 10 gg de IgG de hamsteró vehículo(100 b~1 de NaCí 0.9%

estéril) por vía intraperitoneal,sacrificándolosa distintos tiempos.

Paradescartarqueel efectode la inyeccióndelos anticuerposanti-Fasfueradebida

al complemento,se decomplementaronvarios animales previamentea la inyecciónde

anti-Fas[Sylvestreet al., 1994]. Paraello en 24 horasse les inyectaron3 dosis de 100

U/kg de factor de venenodecobraNaja najakaouthia(Sigma,St Louis, MO, USA) por

vía intraperitoneal.

3.1.2.Endotoxemia

La endotoxemiaen los ratonesse indujo por una solainyecciónintraperitonealde

200 ~gde lipopolisacarido(LPS) de E. coli 026.B6(Sigma,St Louis, MO) y en las ratas

por la inyecciónde 500gg of LPS.

3.2. Procesamientode las muestrasde tejido

Las ratasse anestesiaroncon 5 mg/lOO g de pentobarbitalsódico. Los grandes

vasos abdominalesquedaronexpuestosmediante laparotomíamedia y los riñones se

perfundieroncon salino 0.9% a 40C, extrayéndosemuestrasrenalespara los estudios

posteriores.

Los ratonesbalb/c fueronsacrificadosa distintos tiemposdespuesde la inyección

de los anticuerposo el LPS. Tras sacrificarlos, fueron desangradosy perfundidoscon

NaCí 0.9% a 40C. Se extrajeron muestrasde hígado y riñón para histología y se
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congelaronpor inmersión en nitrógeno líquido las muestrasque seríanposteriormente

utilizadasparaestudiosde DNA y RNA.

3.3. Estudioshistológicos

Los riñonesy el hígadofueron estudiadospor microscopiaópticaconvencional,

tinción con propidio de iodo e inmunofluorescencia.

3.3.1. Microscopía óptica

Para microscopiaóptica, el tejido renal y hepáticofue fijado por inmersiónen

formol 10% tamponado,incluido en parafina,cortadoen seccionesde 2-3 ¡xm de grosor

y teñido con hematoxilina-eosina,tricrómico de Massony PAS.

3.3.2. Tinción conpropidio de iodo

Paralos tejidos seutilizaron las muestrasincluidasen parafina.Se hicieroncortes

de 4 micras sobreportas, se desparafinaronen xileno y se deshidrataronen diferentes

concentracionesde alcohol, se digirieron con 20 mg/ml de proteinasaK durante30

minutosa temperaturaambiente,setiñerondurante30 minutosa 37W con 1 gg/ml de

propidio de iodo y 10 ¡.¿g/ml de RNasaA, selavaroncon PBS, semontaroncon 90% de

glicerol en PBS y seanalizaroncon luz de fluorescencia.

3.3.3. Inmunofluorescencia

Esta técnicase utilizó para comprobar la decomplementaciónde los animales

utilizadosparalos estudiosde activacióndel receptorFas.

El tejido renalcongeladofue cortadoy fijado en 50% de metanol/acetonadurante

10 minutos.A continuaciónsebloqueócon 10% suerode ternerafetal en PBSy seincubó

durante30 minutosa temperaturaambienteen 0.2% BSA/PBS con el correspondiente

anticuerpo.Posteriormentese lavó condoscambiosde 5 minutosen 0,2% BSA/PBSy se

incubó durante30 minutoscon el segundoanticuerpo.Se lavó de nuevoen BSA/PBS y

se montó con 90% de glicerol en PBS analizándosecon luz de fluorescencia.

Para estudiarlos depósitosglomerularesde C3 se empleó unadilución 1:100 de

un anticuerpoanti-C3 murino marcadoconfluoresceína(Quidel, USA). Paralos estudios
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de clusterinase empleó como anticuerpoprimario una dilución 1: 1000 (Quidel) de un

anticuerpopoliclonal de conejofrentea clusterinade rata,y comoanticuerposecundario

una anti-IgG de conejoconjugadacon fluoresceína.En amboscasosse utilizaron como

control positivo riñones de ratones inyectadoscon anticuerposanti-membranabasal

glomerular.

3.4. Análisis de la orina

La proteinuriay la hematuriasecuantificaronen unamuestrade orina obtenida

antesde la inyecciónde los anticuerpos(grupocontrol sano)y antesdel sacrificiode los

animalestratados,medianteunatira reactiva(ComburTest,BoebringerMannheim),según

la siguienteescala:
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4. AISLAMIENTO DE RNA Y TECNICAS DE HIBRIDACION

4.1. Preparación del RNA

El RNA total seextrajo por el métodode la guanidina-tiocianato-fenol-cloroformo

en medio ácido[Chomczynskiet al., 1987] y fue utilizadoparaestudiosde transcripción

inversa-PCRy Northernblot. Por cadamuestra,la mismacantidadde RNA (30 gg) fue

desnaturalizadoy sometido a electroforesisen un gel de 1% agarosa-formaldehido.A

continuaciónel RNA fuetransferidocapilarmenteamembranasdenylonGenescreen(New

EnglandNuclear).Los blots fueronprehibridados6 horasa 420Cen 50% formamida, 1%

SDS, 5xSSC, lxDenhardt’s (0.02% Ficolí, 0.02% albúmina sérica bovina, 0.02%

polivinilpirrolidona), 0.25 mg/ml DNA de espermade salmóndesnaturalizadoy 50 mM

fosfatospH 6.5. La hibridacióntranscurrióa 420Cdurante16-18 horas,conun 20% de

sulfato de dextranoy 7x106 cpm de la sondadesnaturalizada.Los filtros se lavaroncon

0.1% SDS, 2xSSC 30 mm a temperaturaambientey 15 mm a 550C. Los blots fueron

expuestoscon unapelícula (EastmanKodak, Rochester,New York, EEUU) y pantal]as

intensificadorasSHX (Valca, Madrid, España)a -70W. Los blots fueronlavadosde la

sondaanteriory rehibridadoscon diferentesDNAs complementarios.La homogeneidad

de la cargade RNA en el gel fue estudiadamediantetinción conbromurodeetidio del gel

deagarosaoriginal despuésde la transferenciacapilar, y la expresiónde RNA ribosómico

28S y de GAPDH se emplearon como control interno, Las autorradiografíasse

cuantificaronusandoun densitómetro,y los resultadosse expresaroncomo unidades

arbitrariasde densítometría(Molecular Dynamics)enrelaciónal control interno 28S o

GAPDH.

4.2. Transcripción inversa-PCR

La retrotranscripcióninversaparaobtenerel DNA complementariose realizó a

partir de RNA total. Estase realizó a 370C durante90 minutos en presenciade 900 ng

de iniciadores oligo-dT, 1.25 mM de cadadNTP, 40 unidadesde RNasin (Promega,

Madison, WI) y 500 unidadesde transcriptasareversadel virus de la leucemiamurina

Maloney (BethesdaResearch[abs, Gaithersburg,MD) en un tampón de reacciónque
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contiene50 mM Tris-HCI (pH 8.3),75 mM KCI, 3 mM MgCI2, y 10 mM Dfl [Heeger

etal., 1992].

Para la reacciónen cadenade la polimerasa(PCR) empleamoslos siguientes

oligonucleótidos(Syntex,Barcelona),elegidosde lassecuenciapublicadade DNAc deICE

humanoy murino[Miuraet al., 1993]y Bag-1 murino[Takayamaetal., 1995], obtenidas

de Genebank.Está indicadoel númerode la primerabasede cadaoligonucleótido.Estos

números corresponden a la secuencia publicada de los DNAc murinos. Los

oligonucleótidosutilizadosparaamplificar Ich-1 correspondena los utilizadospor Wang

et al. [Wang et al., 1994]. Desconocemosa que número de la secuenciade Ich-1

corresponden,puesestos autoresno lo especificanen supublicación.

ICE Y 484 sentido: CGT Cli? GC(TC) CTC Afl ATC TGC

ICE 3’ 1216antisentido: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 sentido5’: GTA ACA GTG AGC CAG fl’G

Bag-1 646antisentido3’: GCT AAG AAC ACC TGA ACC

Las reaccionesde amplificación se realizarónusandoel kit de GeneAmpTM

(PerkinElmerCetus,Norwalk, CT) utilizandoencadareacción20 pM de iniciadores,200

gM de cadadNTP, lx del tampónde amplificación (10 mM Tris-HCI, pH 8.3, 50 mM

KCI, 1.5 mM MgCI2, 0.001% gelatina), 1.25 unidades de Taq polimerasa y 200 ng de

DNAc. La amplificacióndel DNAc serealizódurante40 ciclos con unatemperaturade

apareamientode 56W duranteun minuto, una temperaturade extensiónde 72W dos

minutos y una temperaturade desnaturalizaciónde 95W un minuto.

El producto obtenido de PCR del ligando de Fas seclonó dentro del vector PCRII

(Invitrogen, San Diego, CA), se transfectó dentro de E. coli con el kit Oneshot

(Invitrogen), se secuencióy posteriormentese usó como sonda en los estudios de

hibridaciónde RNA. Los iniciadoresutilizadoscomprendíanvariosexones,deestamanera

descartamosla amplificaciónde DNA genómico.
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4.3. Preparación de las sondas

ParaNorthernblot utilizamossondasespecificasparaFas Ilwatanabe-Fukunagaet

al., 1992], ligando de Fas [Takahashiet al., 1994], bcl2 [Negrini et al., 1987], bax

murino [Oltvaiet al., 1993], obtenidaspor RT-PCRapartir de DNAc murino. BclxL fue

obtenidousandoDNAc del genbclxL humano[Boiseet al., 1993]. Estassondasfueron

secuenciadaspara comprobar su identidad (agradecemosla colaboración de E.G.

Neilson).

La sondadeMCP-1, c-myc, c-fos, 28S y GAPDH seobtuvieronde la American

Type Collection (ATCC).

Las sondasse marcaroncon un metodo comercial, “rediprime DNA labelling

system” (Amershan),el cual sebasaen la incorporaciónde nucleótidosmarcadoscon

a un DNA desnaturalizado,medianteel fragmentoKlenow de la DNA polimerasa1.

5. ESTUDIODE LA MUERTE CELULAR

Cuantificamosla muertecelular medianteensayosclásicosde citotoxicidady a

continuaciónestudiamoslas característicasmorfológicasy funcionalesde la apoptosis.

5.1. Cuantificaciónde la muertecelular.Ensayosdecitotoxicidad

Paracuantificar la citotoxicidad inducida por la activación de Fas en células

cultivadasseempleó el coloranteazul tripán y el ensayode liberaciónde 51Cr.

5.1.1.Viabilidad con azultripán

El azul tripán es un colorantevital que tiñe a las células muertas.Esta técnica

permitedistinguir entrecélulasvivas y muertaspero no si éstasúltimas han muertopor

apoptosis.

Las célulassecultivan por cuadruplicadoen placasde 24 pocillos en presenciao

ausenciade los correspondientesestímulos y preestímulos.Después del tiempo de

incubaciónlas células desprendidaspresentesen el medio de cultivo se mezclancon las

célulasquepermanecenadheridasy que sedespegancon tripsina. 20 gí de cadamuestra
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semezclacon20 ~±lde 0,4% del coloranteazul tripán. Por microscopiaóptica, secuentan

al menos150/200célulaspor cadamuestray secalculael porcentajede célulasquecaptan

el colorante,expresandolos resultadoscomoporcentajede mortalidad.

5.1.2.Liberaciónde 51Cr

Esteensayodeterminala muertede la célula por rotura de la membrana.El 5tCr

se unecovalentementea los aminoácidosbásicosde las proteínasintracelulares.Cuando

la membranacelularestádañada,estasproteínasmarcadasseliberanal medio de cultivo

en relacióndirectaal daño.

Las células secultivaron en placasde cultivo de 24 pocillos y sepreestimularon

durante48 horas con medio control o pre-estimulos.A continuación, las células se

cargaroncon5 gCi de 51Cromo(Na
2

5tCrO
4)(Amersham,Arlington Heights, IL) encada

pocillo. Despuésde 18 horasa 37
0C, las célulasse lavaron4 vecesy se incubaronpor

cuadruplicadoen un volumen final de 500~l con los estímulosletales correspondientes.

A los tiemposindicados,se recogen100 M1 del sobrenadantey sedeterminala liberación

de 51Cr conun contadorgamma.La liberacióntotal sedeterminólisandolas célulasque

permanecíanadheridascon O, 1M de NaOH y sumándoleel contajede todaslas demás

fraccionesde 100 pa recogidasa los distintos tiempos. La liberación espontáneaes la

cantidad de radiactividadpresenteen el medio de células no tratadas. La liberación

específicasecalculósegunla fórmula:

% Liberaciónespectfica51Cr= Liberaciónmuestra- Liberaciónesnontanea x 100

Liberación Total - Liberaciónespontanea
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5.2. Caracterizaciónde la apoptosis

5.2.1. Estudios funcionales: fragmentación del DNA

Medianteestatécnicasepretendeobservarel patróncaracterísticode degradación

internucleosomaldel DNA quepresentabandasmúltiplos de 200 paresde basesdebido

a la activaciónde endonucleasas.

Para estos estudios se utilizaron tanto células pegadascomo despegadas.Las

célulasse lisaronen tampónde lisis (lOmM EDTA, SOmM TrisHCl pH 8, 0,5% sarcosil)

con 0,2 mg/ml de proteinasaK y se dejaron incubandoa 550C durante2 horas. A

continuación,se realizarondos extraccionesdel DNA con 0,5 volúmenesde fenol y 0,5

volúmenesde cloroformo-isoamílico (24:1) y seprecipitó conetanol absolutoy 0,3M de

acetatosódico.Las muestrasseresuspendieronen tampónTE (Tris-EDTA) y sedigirieron

duranteunahoraa 37”C con 10 pg/ml de RNasaA. Seguidamenteseanalizaronen un gel

del 2% de agarosaal que sele habíaañadido0,5 sg/ml de bromurode etidio.

Para la extracción del DNA de bajo peso molecular se utilizó un método

modificadodel anterior. La soluciónde lisis utilizadaconsistíaen 0,2% de Tritón en PBS

y lOmM EDTA, pH 7,4. Tras dejar las células 10 minutos en hielo en estasolución,se

centrifugan,seextraeel DNA confenol-cloroformo-isoamílico, seprecipitaconetanoly

se resuspendeparacargarloen un gel del 2% de agarosa[Facchinettiet al., 1991].

Paraprocesarel tejido seutilizó el método anteriorcon la variaciónde que los

trozosde riñón y de hígado se incubarondurantetoda la nochea 37”C en el tampón de

lisis.

5.2.2. Estudios morfológicas

Para los estudios morfológicos las células sesembraronen portasde 8 pocillos

(Labtek, NUNC, Naperville, IL) y parapodervisualizar la morfologíanuclearseutilizó

el colorantepropidio de iodo, el cual se unea los ácidos nucleicos.

Las células se lavaroncon PBS y se fijaron con 10% de formol durante 10

minutos. A continuaciónse lavaroncon PBS y setiñeron durante30 minutoscon 0,1

sg/ml de propidiode iodo y 5 vg/ml de RNasaA en PBS a 37 0C. Se lavaronde nuevo
con PBS y semontaronen 90% deglicerol en PBS. Las preparacionesseobservaroncon

un microscopio de fluorescencia.En algunosexperimentosse contó el porcentajede
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célulascon morfologíaapoptótica(nucleospequeños,picnóticos e hiperdensos).

6. CITOMETRIA DE FLUJO

La citometríade flujo seha utilizado paraestudiar la expresióndel receptorFas.

Las célulassecultivarondurante24-48 horasen presenciade mediocontrol solo o de los

estímuloscorrespondientes.

Las células adheridasal plástico sedespegaronutilizando 2,2 mM de EDTA en

PBS más 0,2% de BSA y se lavaron varias veces en PBS/0,1% BSA utilizando

centrifugacionesde 4 minutosa 3000 rpm. A continuación,se incubaron5 x 10~ células

durante30 minutosa 40C con5 hg/ml del anticuerpoanti-Fashumanoo IgM control en

el casode célulashumanasy unadilución 1:100 del anticuerpopoliclonal de conejoanti-

Fas murinoo IgG controlen las célulasde ratón. Se lavaronunavez conPBS/0,1 %BSA

y se incubarondurante30 minutosa 4”C con un anticuerposecundarioconjugadocon

fluoresceína.Paraello se usó unadilución 1:100 de un anticuerpoanti-IgM de ratón

(Calbiochem,La Jolla, CA) en el casodel anti-Fashumanoy conunadilución 1: 100 de

un anticuerpo anti-conejo (Sigma) para el anti-Fas de ratón. Se lavaron y se

resuspendieronen 4% de paraformaldehidoy a continuaciónseanalizaronpor citometría

de flujo. Secontaron,al menos, 10.000célulaspor muestray los datosse representaron

según una escala logarítmica de intensidad de fluorescencia.Las células muertas se

excluyerondel análisis.

7. ESTADISTICA

Los resultadosseexpresancomo media±ESM. La significaciónestadísticase

establecióen p <0.05 medianteel programaestadísticoR-SIGMA (Horus,Madrid). Para

ello seutilizaron los testsde ANOVA y t de Student.La normalidadde ladistribuciónse

estableciómedianteel test de Kolmogorov-Smirnov.



IV. RESULTADOS
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1. LAS CELULAS RENALESEXPRESANFAS Y SU LIGANDO

El TNF participa en la patogeniadel daño renal ya que su expresiónestá

aumentadaen diversasnefropatías,es capazde desencadenarrespuestasbiológicas en

célulasrenales,suadministraciónin vivo ocasionadañorenal, y el antagonismoespecifico

del TNF mejora la evoluciónde la lesiónrenal [Ortizet al., 1995]. El ligando de Fases

una citoquina pertenecientea la familia del TNF [Sudaet al., 1993] cuyo papel en

patologíarenal permaneceinexplorado. A fin de sentarlas basesparael estudiode su

participaciónen el daño renal, hemoscaracterizadolas células que, ademásde los

linfocitos T [Sudaet al., 1993] puedenexpresarloenel riñón. Asimismo,hemosestudiado

si las célulasrenalesposeenel receptorFas,comose regulasuexpresióny qué respuestas

biológicasdesencadenansu activación.

1.1. La expresióndel RNA mensajerodel ligando de Fasestáreguladapor el TNF

En primer lugarcomprobamosquevarias estirpesde células renalesexpresanel

ligando de Fas.

Usando la técnicade la transcripcióninversa y de la reacciónen cadenade la

polimerasa(RT-PCR) a partir de iniciadoresdel ligando de Fas murinos [Sudaet al;

1993], seoriginó un productode 486paresdebasesen célulasmesangialesMMC, células

tubularesMCT y fibroblastosrenalesTFB cultivadasen condicionesbasales(Figura 1).

Este producto de la PCR fue usadoposteriormentecomo sonda para los estudiosde

hibridación por Northern y su secuenciacorrespondecon el DNA complementariodel

ligando de Fas ya publicado.
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Figura 4t Expresi6n del RNAm del ligandode Fas en macrdfagosRaw

264.7. Se cargaron30 g de RNA total y se hibridé con Ja samia del

ligando de Fas. Esta sondahibridé con un transcritode 1,8Kb.

1.2. Las células renales expresanel receptor Fas

Los estudiosde la expresióndel receptorFassehicieron por citometriade flujo,

utilizando células confluentescrecidascon 10% de 5W tanto en condicionesbasales

comode estimulación.

1.2.1. La expresión del receptorFas en células mnesangialesestá reguladapor

citoquinas y LPS

Estudiosmediantecitometríade flujo no fueroncapacesde demostrarla expresión

del receptorFas en célulasmesangialesmurinasno estimuladas.Sin embargo,si estas

célulasseestimulabandurante20 horascon 1 gg/ml de LPS seobservabaexpresiónde

Fasen el 15% deellas. Esteporcentajesefue incrementandohastaalcanzarel 61% a las

72 horas.Estepatrón temporalrecuerdaal previamentedescritoen timocitos [Drappaet

al, 1993].La combinaciónde 1 gg/ml deLPS, 20 ng/ml demTNFa (.— 1000 U/mí) y 300

U/ml de ¡FN-y indujo la expresióndel receptoren el 95% de las célulasdespuésde 48

horas(Figura5).

Unavez que hemoscomprobadoque las célulasmesangialesmurinasestimuladas

expresanFas,decidimosestudiarsi las célulashumanassecomportande forma similar.

La citometríade flujo demostróclaramentela presenciade Fas en células mesangiales

humanas no estimuladas. Iba estimulación con 1000 U/ml de IFN incrementé la

intensidadmediade fluorescenciael 7% a las 24 horasy el 45% a las 48 horas(Figura

6). Cuandoutilizamos una combinaciónde tres estímulos: 1 ~¿g/mlde LPS, 300 U/ml de

IFN y 500 U/ml de hTNFala intensidadde fluorescenciaaumentabaun 73% a las 24

horas.

Rau’ 264.7

1,8Kb
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Figura 5: El LPS y las citoquinas aumentan la expresión del receptor Fas en células mesangiales

murinas. (A) Expresión del receptor Fas en célulasestimuladascon 1 pg/ml de LPS a lo largodel tiempo.

La citometria de flujo no pudo demostrarexpresiónde Fas en condiciones basales. Sin embargo, el

porcentajede célulaspositivasaumentó tras el estímulo con LPS. (B) Citometría de flujo de células

estimuladascon 1 pg/ml de LPS, 20 ng/ml de mTNFcm y 300 U/ml de IFNy durante 48 horas.Al cabode

estetiempo,el 95% de las célulasresultaronpositivas(rellenode negro). El control sin estimularestáen

blanco. Se representael logaritmo de la intensidad de fluorescenciarespectoal númerode células.
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Figura 6: El IFN aumenta la expresión del receptor Fas en célulasniesangialeshumanas: Citonietria

de flujo. (A) En condicionesbasalesse detectéla expresióndel receptor Fas mediantecitometria de flujo.

Como anticuerpo primario se empleóuna IgM control (IgM) o anticuerpos antí-Fas. (B) La exposiciónde

célulasmesangialesdurante 48 horas con 1000 U/ml de IFN’y aumentó un 45% la intensidad media de

fluorescenciarespectoa la expresiónbasal(Has). Serepresentael logaritmodela intensidadde fluorescencia

respectoal númerode células.
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1.2.2.Expresióndel receptorFasen la linea celularmonocíticaU937

La citometria de flujo demostró que las células monocíticashumanas U937

expresaron constitutivamente e] receptorFas (Figura 7).

0

Ir ¿e lO’

Figura 7: Expresión del receptar Fas en monocitosU937 por cito,netrfa de flujo. La curvaen negroy

la primera curvaen blanco(control) soncontrolesnegativos(sin anticuerpoprimario e IgM control como

anticuerpo primario, respectivamente).Se observa un desplazamientoa la derechade la curva cuandose

empleéanti-Fascomo anticuerpo primario (Fas). Se representa el número de células frente al log de la

intensidadde fluorescencia.

1.3. Expresióndel RNA mensajerodeFas

Una vez demostradoque las células renalesexpresanel receptorpara Fas,nos

propusimosestudiarlos factoresque regulanla expresióndel RNA mensajerode este

receptor. Paraello empleamosdistintos tipos de células renales:mesangialesmurinas

MMC, tubularesproximalesMCT, fibroblastosintersticialesTFB y célulasinflamatorias

que infiltran el riñón, comolos macrófagos.

Sesabequeel 1.25 y diversascitoquinasregulanla expresiónde los receptoresdel

TNF, quepertenecena la mismafamilia queel receptorFas[Yoneharaet al., 1989],por

lo que estudiamose] efectode estosagentessobrela expresión del RNA mensajerode

Fas.

Control
1’ Fas
/\
la
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También pudimos comprobar que los macrófagos Raw 264.7 expresaron

constitutivamenteel RNAm del receptorFas y que el LPS aumentaestaexpresión(no

mostrado).

1.3.2. Diversascitoquinas inducen la expresión del RNAm de Fas

Entre las citoquinas se sabeque el IFN-y regula la expresiónde Fas en células

linfoides [Watanabeet al; 1992a] perono seha estudiadoel efectode otrascitoquinasen

células no linfoides.

NosotrosestudiamoselefectodediferentescitoquinassobrelaexpresióndeRNAm

deFasencélulasmesangiales,tubularesy en fibroblatosintersticialesrenales.Las células

mesangialesseestimularondurante24 horascon mediocontrol, 30 ng/ml de hTNFa,30

U/ml de hIL-1¡3, 3 ng/ml y 30 ng/ml de mTNFa. Tanto el TNFa humanocomo el

murino, así comola IL-lfi indujeronla expresiónde RNAm de Fas (Figura líA). Se

utilizaron dos tipos de TNFa para ver si las diferenciasque pudieran existir en la

expresiónde Fas,eran debidasa la activaciónde uno o de ambosreceptores,ya que el

TNF humanosoloactivaal receptortipo 1 murino (iSkD) [Lewiset al, 1991].

La combinaciónde 30 ng/ml de mTNFa y 300 U/ml de IFN-y, aumentó la

expresióndel RNAm de Fas. Esta expresión es inducible por ambos estímulos por

separado,pero es mayor cuandoambascitoquinas seañadenen combinación (Figura

liB).
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2. EL RECEPTOR FAS DE LAS CELULAS RENALES ES FUNCIONAL

Trasobservarquelas célulasrenalesexpresanFas, demostradotantopor Northern

como por citometríade flujo, decidimosestudiarsi estereceptores funcional. Paraello

utilizamosanticuerposmonoclonalesqueactivanlos receptoresFas humanoy murino, y

que tienenactividadcitolítica en célulashumanasy murinas, respectivamente[Yonehara

et al., 1989; Ogasawaraet al., 1993].

En estapartedel estudioquisimosdemostrarsi la unión de los anticuerposanti-Fas

al receptorproducíanla muertedecélulasrenalesy silos sucesosdesencadenadostras la

activación del receptorFas tenían las característicasmorfológicasy funcionalesde la

apoptosis.

Desdeel punto de vista morfológico utilizamos la microscopiaópticay desdeel

puntodevista funcional estudiamosla fragmentacióndel DNA. Cuantificamosla muerte

celularporensayosde citotoxicidad.

Así mismo, hipotetizamosqueal igual queel TNF tienemúltiples accionessobre

célulasrenales,Faspodríaactivarrespuestasdiferentesa la induccióndemuertecelular.

Estudiamosel efectosobre la expresiónde MCP-1 porqueestaproteínaesquimiotáctica

para monocitosy juegaun papel muy importanteen el reclutamientode los monocitos

durantela inflamaciónrenal. Además,sesabeque el TNFa esun potenteestimulopara

la inducción deestegen.

2.1. La activaciónde Fasinducecitolisis y apoptosisde célulasrenales

2.1.1. Los anticuerpos anti-Fas soncitotóxicos para célulasmesangialeshumanas

En célulasmesangialeshumanasla mínima dosis paraobservaruna citotoxicidad

signifivativa de los anticuerposanti-Fas, fue de 500 ng/ml (13,2±1,8%liberación

específicade5tCr a las 8 horas,p <0,01 respectoal control) (Figura13). Los anticuerpos

anti-Faspor si solostienenpocaactividadcitotóxica, perocuandoseinhibió la síntesisde

RNA con 0,2 pg/ml de actinomicinaD, el efecto citotóxico fue más acusado(79,5

±3,2%,pcO,O0l respectoa los anticuerpossolos),mientrasque la actinomicinaD por

sí sola fue moderadamentetóxica (10,8+3,9%)(Figura 14A). Esto implica queestas

células necesitanalguna molécula para su supervivencia, que sería inhibida por la
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actinomicinaD. Asimismo, estudiamosel efecto de la estimulacióncon IFNy, ya que

habíamoscomprobadoque esta citoquina aumentala expresiónde Fas. Paraello se

preestimularonlas células durante48 horascon 1000 U/ml de IFNy, observándoseun

incrementodel efectocitotóxico de los anticuerposanti-Fasa las 24 horasde su adición

(39±4,6%,p <0,05 respectoa los anticuerpossolos),mientrasque el IFNy por si solo

no tuvo efectocitotóxico (0,7±2%).Unaconcentraciónsimilar de una IgM monoclonal

de ratón no tuvo efectotóxico (3,2±1,2%)incluso despuésde la preestimulaciónde las

célulascon IFNy durante48 horas.(-8,5±2,2%)<Figura 14).

El patrón temporal de la liberación de 5tCr se estudióbajo las condicionesde

mayor toxicidad. Tanto en las células pretratadascomo en las cotratadascon IFN se

observóliberación de cromo a las 2 horas de la adición del estímulo,con un aumento

progresivoa lo largo del tiempo (Figura15).
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Figura 13: Los anticuerpos antí-Fas son dtotdxicos para células mesangiales humanas cultivadast efecto

de la dosis. Se representa la liberación específica de 51Cr a las 8 horas de incubacióncon lasdistintasdosis

de los anticuerpos anti-Fas en nj/mi. Los datos representan la media ±ESMde 3 experimentos realizados

por cuadruplicado.* p<O,Ol vs control.
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figura 14±El IFNy la actinondcina aumentan la citotodddad y la apoptosis causada por Fas en células

¡nesangiales humanas.(A) Las célulasse preestimularondurante48 horascon 1000 U/mi de ¡FN-y y a

continuaciónseafladió 0,5 hg/ml de la IgM control,0,5 ¡¿g/ml de los anticuerposanti-Fasy 0,2 pg/ml de

actinomicinaDdurante24 horasmás.Los experimentossehicieronporcuadruplicadoy seexpresaroncomo

la media±ESM.* pc 0,05; ** pc0,001vs susrespectivoscontroles.(B) La Unción conpropidio de iodo

demostróque Fasinduceapoptosisen célulasmesangialeshumanasy que la apoptosisinducidapor Fas

aumentadespuésde preestimularconIFN o coestimularconactinomicinaD durante24 horas.*p<O,05.
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Figura 15: Liberación de ~Cr inducida por los anticuerpos anti-Fas a lo largo del tiempo en células

cotratadas con actinomicina D. Semuestrael efectode lpg/ml de anti-Fas a lo largo de 24 horas respecto

a células control. Los estudiosse hicieron por cuadruplicadoy la figura muestra un experimento

representativo.

Unavez demostradoque los anticuerposanti-Faserantóxicosparaestascélulas,

comprobamossi eran capacesde inducir apoptosis. Paraello, se utilizaron criterios

morfológicosy funcionales.

Ya quehabíamoscomprobadoquelos anticuerposanti-Fasporsí solostienenpoca

actividadcitotóxica, los siguientesexperimentoslos hicimospreestimulandolascélulascon

1000 U/ml de IFN-y durante48 horas.Lascélulasmesangialeshumanastratadascon IgM

control permanecenconfluentesy pegadasa la placa de cultivo. Por el contrario, si

despuésde la preestimulaciónse añaden0,5 pg/ml de anticuerposanti-Fasdurante24

horas,seobservaquelas célulasempiezanadespegarseperdiendola confluencia (Figura

16).

Si estascélulastratadasconanticuerposanti-Fassetiñen conpropidiode iodo, se

puedenver nucleos pequeñosy fragmentadosy con una tinción más intensaque los

nucleosde célulasnormales,lo quees característicode nucleosapoptóticos(Figura 17).

La cuantificaciónde estosnucleosapoptóticosa las 24 horaspermitió comprobarque los

cambiosobservadoscon 51Cr erandemostradostambiénconestatécnicadecuantificación

de apoptosis(Figura 14B).
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El efectocitotóxico de los anticuerposanti-Fastambiénfue evidenteen células

mesangialesMMC.
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Figura 19: Citotodcidad de los anticuerpos antl-Fas en células ¡nesangiales marinas medida por ensayos

de liberaciónde MCr. Las célulassepretratarondurante48 horascon 300 U/ml de IFNy. 100 U/ml de

mTNFa o medio control. A continuaciónseafladió 1 pg/ml de anti-Faso 1 gg/ml de IgG control con/sin

0,08 pg/ml de actinomicina1) durante28 horas.F-Fas, 1-IFN, T-TNF, AIF-ActD+IFN+Fas, OIP-

IgG+IFN+ Fas. Los experimentossehicieronpor cuadruplicadoy seexpresaroncomola media±ESM
*pCO,Ol; **p.CO.O5.

La confirmaciónde que Fas induceapoptosisen célulasmesangialesse realizó

mediantela observaciónde la morfologíatípica en célulasteñidascon propidio de iodo

(Figura20 y 21) y con la demostraciónde quehabíafragmentacióninternucleosomalde

DNA (Figura 22). Cuantificamosel númerode célulascon morfologíaapoptóticaentre

las teñidascon propidio de iodo. Así comprobamosque estees un método mássensible

que la liberación de 51Cr paraponer de manifiesto la letalidadde Fas. De hecho, el

estímulo de Fas durante24 horas aumentabael porcentajede células con morfología

apoptóticade una forma dosis-dependiente(10 gg/ml IgG, 0.05±0.02%;0. lgg/ml Fas,

0.6±0.3%;lpgIml Fas, 11.2±1.1%;10 pg/ml Fas, 28.04±1.6%;p<O.0002vs IgG)

(Figura 21).
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2.1.3. Los anticuerpos anti-Fas también son tóxicos para fibroblastos intersticiales

renales TFB

La estimulacióndeestascélulascon distintasdósisde antí-Fasdemostróquehabía

un efectodosis-respuesta,alcanzandoun porcentajede muerteestimadocon azul tripán,

del 50% a las 24 horas con 4 gg/ml de anti-Fas (Figura 23A). Utilizando estadosis

hicimos unacurvade tiempoy vimosquea las24 horasya esevidentelamuerteinducida

por Fas(49,5±5,8%vs 10,5±1,2%,p’CO,OS), aumentandohastallegar al 100% a las

72 horas (Figura 23B).

A continuacióncomprobamosque, al igual queocurría en células mesangiales,

tantoel pretratamientocon 100 U/ml deTNF durante48h(70±7,1%vs41,8±4,2%TNF

solo; pcO,Ol) como el cotratamientocon 0,2 sg/ml actinomicinaD (74,8±2,5%vs

20,4±1,8%Act D sola; p <0,01)aumentaronsignificativamentela toxicidadde 1 gg/ml

de anti-Fasdurante24 h (Figura 24A).

Estosdatosseconfirmaroncon la liberaciónespecíficade 51Cr. A la dósisde0.5

pg/ml los anticuerposanti-Fasfueronmoderadamentetóxicos (8,5±0,6%vs 2,6±4,1%

la IgG control, p.cO,O5>. Con la dosisde 1 sg/mI esta toxicidad aumentó(22,3±5%,
p<O,OS respectoa la IgG). La actinomicinaD (0,2 vg/ml) en combinacióncon los

anticuerpos,produjo un aumentoconsiderablede liberaciónde cromo (73,6±6,2%vs -

0,3±2,3%la actinomicinaD sola, p<O,OOl) inducido por 0,5 ¡.¿g/ml de anti-Fas. El

pretratamientocon 100 U/ml demTNFadurante48 horaspotencióel efectode0,5 sg/ml

de anti-Fas(18,9±3,3%vs 1,4±0,4%el TNFa solo, p<O,OS) (Figura24B).

Los porcentajesobtenidosconlas dostécnicasno son igualesaunqueseconfirman

las diferencias.Las discrepanciasen los valoresde toxicidad atribuiblesal TNF sólose
e

debena queen los experimentoscuantificadosconazul tripán las célulassepreincubaron

durante48 horascon TNF antesdeañadiranti-Fasy luego se incubaronconTNF y Fas

ó lgG control durante24 horas más. En los experimentosrealizadoscon 51Cr, el TNF se

utilizó únicamentecomopreestímuloy, a continuación,se lavó de la placa de cultivo.

Tambiéncomprobamosqueel TNF estóxico paralos fibroblastosrenales,y quela muerte

inducidapor TNF tienecaracterísticasmorfológicasy funcionalesde apoptosis.

Se confirmó que el anticuerpo anti-Fas induce apoptosispor la existenciade

fragmentacióndel DNA (Figura 25) y por visualización microscópicade las células

apoptóticas(no mostrado).
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Figura 26: El TNFy la actinomicina D aumentan la toxicidad de Fas en células tubulares renales. El

preestímulocon 100U/ml deTNFdurante48 horasy posteriorco-estimulaciónconTNF+lpg/ml anti-Pas

CI? +F) durante24 horas,o laco-estimulacióncon actinomicina0 (0.08hg/ml) y anti-Fasdurante24 horas
(A + P) aumentólacapacidadletal de los anticuerposanti-Fasen células tubulares.Resultadosexpresados

comoporcentajedecélulasmuertas(captanel azultripán)sobreel totalde células.Media ±ESM. tpCO.OS

vs los respectivoscontroles.

Enestascélulastambiénencontramosfragmentacióndel DNA cuandoseexponían

a los anticuerposanti-Fasy morfologíadeapoptosiscuandoseteñíancon propidiode iodo

(Figura 27). El pretratamientocon 1 vg/ml de LPS durante 48 horas aumentó,

llamativamente,el porcentajede apoptosisinducibleporanti-Fas(Figura 27).

*

*
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2.1.5. Células monocíticasU937

Los monocitos también son sensibles a los anticuerpos anti-Fas, siendo esta

toxicidad dependientedel tiempo (Figura 28). Otros autores ya han demostrado que la

muerteinducidapor Fasen estascélulaseradebidaa la apoptosis[Yoneharaet al; 1989].
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Figura 28: Mortalidad de ¡nonocitoshumanosdebido a la activación de Fas. Las célulasU937 se

incubaronadistintostiemposcon lpg/ml deanticuerposanti-Fas.El métodoutilizado fue latinción conazul

tripány los resultadosseexpresancomoporcentajede células muertasrespectoal total. El porcentajede
muerte inducidapor 1 pg/ml de IgM control a las 24 horasfue del 3,3%. La figura es un experimento

representativo.

2.2. Fasaumentala expresiónde RNAm de MCP-1

Nos planteamosla posibilidad de que la activación de Fas tuviera acciones

diferentesde la muertecelular.Estudiamosel efectodela estimulaciónconFasencélulas

mesangialesy monocitosU937sobrela expresiónde la citoquinaquimiotáctica MCP-1.

Células mesangialesy monocitosestimuladoscon 1 gg/ml de anti-Fasmostraron

un aumentode, aproximadamente,6 vecessobreel control en la expresiónde MCP-1 al

cabo de 6 horas. Confirmando los datos de otros autores,el TNF y el LPS también

estimularonla expresiónde MCP-1 [Satrianoet al., 1993]. Además,el cotratamientocon

100 U/ml deTNF y 10 pg/ml de LPS potencióel efectoestimuladorde Fas (Figura29).
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2.3. Las células mesangialesmur¡nas expresangenesreguladores de la apoptosis.

Efecto de la activación de Fas.

El hechode que Fasseacapazde inducir apoptosisen células mesangialessugiere

queestasposeenla maquinariagenéticanecesariaparallevar a caboelprocesode suicidio

celular. Por otraparte,el hechode quela actinomicinaD aumenteel efectotóxico de Fas

sugiereque tambienexistenfactoresque protegendel efectoletal de Fas. Si bien se han

descritogenesque regulanla accionletal de Fas,no sehabíaestudiadopreviamentesu

expresiónen célulasrenales.

2.3.1 Las células mesangialesexpresande forma constitutivagenesque regulanla

acciónletal deFas:bcl2, bax, bag-1e ICE, asícomootros genesreguladoresde la

apoptosis:bclxL e Icb-1

La técnica de Northern blot puso de manifiesto que las células mesangiales

cultivadasexpresanconstitutivamentelos genesprotectoresbcl2 y bclxL, y el genletal bax

(Figura 30). La técnicade RT-PCRpermitióobservarlaexpresiónconstitutivadeambas

isoformasde Ich (IchL e lchS), así como la expresiónde Bag-1 e ICE (Figura30).

GENES PROTECTORES GENES LETALES
ANTAGONISTAS DE
GENES PROTECTORES

A ~bax 6
bcI2 • AGONISTAS OE ICE

GENES PROTECTORES

>~%bag.1 • O

bcix- L Ich-1-L -

Figura30: Expresiónde genesreguladoresdelaapoptosisencélulasmesangiales cultivadas. Northern

blot realizadocon 25 ~tgde RNA total de célulasmesangialescultivadas. (A> La membranafue hibridada

secuencialmenteconlassondasdebcl2, queidentificó un transcriptoprincipalde 7.5 kb; bax, queidentificó

un transcriptoprincipalde 1.0kb; y debclxL, queidentificó un transcriptoprincipalde 3.4kb. (B) RT-PCR

realizadaa partir de cONA obtenidode célulasmesangiales.Los oligonucleótidosespecíficosde ICE

amplificaronun productodePCRde732bases;losdeBag-1,uno de451 bases;y losdeIch, dosproductos,

de 172y 233 bases,quese correspondencon los RNAin quecodificanlas dos isoformasde Ich-1 (Ich-1L

e ¡ch-lS, respectivamente).Tal y comoestádescritoen otrascélulas,el productocorrespondientea IchL

fue el másabundante,y es elque se observaclaramenteen la figura.
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3. LA ACTIVACION DE FAS INDUCE DANO RENAL

Ya que habíamosdemostradoque los anticuerposanti-Fasson tóxicos para las

células renalescultivadas, nos propusimos comprobarsi también lo eran cuandose

inyectaban in vivo. Un trabajo anterior de Ogasawaraen el año 1993, ya había

evidenciadola existenciadeapoptosisa nivel hepáticoen ratonesinyectadoscon 10 pg de

anticuerposanti-Fas,por lo que nosotrosnos propusimosdemostrarloa nivel renal.

Paraello, inyectamos10 gg deanticuerposanti-Fasa ratonesbalb/cde 4 semanas

de edad y los seguimosdurante30 minutos, 1, 3, 6, 10 y 24 horas. Comocontroles

dejamosratonessin inyectarnaday ratonesconvehículo(0,9% salino) e IgO control. Al

cabode estos tiemposlos ratonessesacrificaron,seperfundierona travésdel corazóny

seextrajeronmuestrasde distintosórganos.

3.1. La lesión renaldebidaa la estimulaciónde Fassecaracterizapor hematuriay

proteinuria

Las manifestacionesclínicasinducidaspor la inyecciónintraperitonealde 10 gg de

anti-Fasseobservarona partirde las 6 horas,y secaracterizaronpor letargia,disminución

de la motilidad y erizamientodel pelo. La mortalidada las 24 horasfue del 30%,similar

a la previamentepublicada[Ogasawaraet al; 1993].

La inyeccióndeanticuerposanti-Fas,pero no de lgG control no inmune,ocasioné

proteinuria y hematuriaa partir de las 6 horas.La intensidadde ambasaumentócon el

tiempoy fue máximaa las 24 horas(Figura32).

Los ratones decomplementadoscon veneno de cobra también desarrollaron

proteinuriay hematuriatras la inyecciónde los anticuerposanti-Fas.
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Grupo
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Figura 32: La inyección de antl-Fasprodujohematuriay proteinuria. Se representanlos gruposde

ratonesy lascrucescorrespondientesa los valoresdeproteinuriay hematuria(vermaterialesy métodospara

conocerlacorrespondenciade las cruces).

3.2. La lesión histológicacausadapor los anticuerpos anti-Fas es una inesangiolisis

En primer lugar comprobamosque habíamosreproducidoel modelo publicado

[Ogasawaraet al; 1993]. Los estudioshistológicosdemostraronque la lesiónhepáticaes

más intensaque la lesión renal. En el hígado,a las 3 horasya hay evidenciade cuerpos

acidófilosaislados,condegeneraciónvacuolarfocal dehepatocitosy ocasionalesacúmulos

inflamatorios.A las 6 horashaypresenciade infiltrado inflamatoriosinusaly enacúmulos

parenquimatososy ya sevisualizancuerposapoptóticos.A las 24 horasexisteunamuerte

masiva, que varia desdeel 90% al 75% de los hepatocitos,con abundantescuerpos

apoptóticos.Medianteel PAS seobservóuna depleciónmasivade glucógeno.Hay que

hacer notar que la lesión hepáticaes progresivadesdelas tres horas postratamiento

(Figura 33).
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La lesión renal es más tardía que la hepáticay consisteen muerte de células

mesangialescon fragmentación nuclear. El mesangio queda compacto con aspecto

isquémicode los flóculos. A las 6 horasempiezaa apareceruna mesangiolisisinicial muy

leveconalgunosrestosnuclearesy a las 24 horas ya seevidenciaclaramentela presencia

de polvo nuclearmesangial.En los tiemposestudiados,no existeproliferacióncelular y

los tubulos son normales(Figura34).

Tanto el hfgadocomoel riñón de los controleserannormales(Figura33 arriba

y Figura 34 A).

Investigamosun posiblepapeldelcomplementoenel dañoglomemíarinducidopor

anti-Fas.Nopudimosdemostrardepósitosde C3 ni declusterinaenglomérulosde ratones

tratados con anti-Fas o con IgG de bamster (no mostrado). Estos depósitos sí fueron

evidentes en los glomérulos de ratones con glomerulonefritis por anticuerpos anti-

membranabasalglomerular,queutilizamoscomocontrol positivo.
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3.4.1. Aumento de la expresióngénica de un factor quimiotíctico: MCP-1

El mecanismopor el que los monocitos infiltran el glomérulo en enfermedades

inmunesno estámuy claro, pero secreeque incluye una combinaciónde moléculasde

adhesióny quimioatractantes.Unadeestases la proteínaquimioatractantede monocitos

(MCP-1) queesun péptidocon un altogradode especificidadparamonocitosy tieneun

papel muy importanteen el reclutamientode monocitos/macrófagosen el tejido dañado.

Estudiamossi la inyecciónde anticuerposanti-Fasoriginabauna elevaciónen la

expresióngénicade estacitoquina, la cual podríaproducir unaacumulaciónde células

niacrofágicasqueeliminaríanlas célulasapoptóticas.

La inyecciónde anti-Fasincrementóla expresiónrenal y hepáticade RNAm de

MCP-1 (Figura 37). Esteefecto fue evidentea las 6 horas,y aumentóa las 24 horas

(aumentode 9.5 vecessobreel control en el riñón). Ni la inyecciónde vehículo(Nací

0.9%) ni de IgG control modificaron la expresiónde MCP-1.















y. DISCUSION
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El sistemaligandode Fas-Fasestárecibiendoconsiderableatenciónen los últimos

meses,sobretodoensurelacióncon la regulaciónde la respuestainmuney consuposible

papel en la terapeúticaoncológicay en la lesión hepática[Nagataet al., 1995b]. Sin

embargo,apenasseha estudiadosuhipotéticaparticipaciónen patologíarenal. E! primer

trabajoque seinteresópor la expresiónrenalde RNAm de Fasno fue capazdedemostrar

supresenciaenesteórgano[Watanabe-Fukunagaet al., 1 992b]. Cuandomásadelantese

describióla capacidadde los anticuerposanti-Faspara inducir apoptosisen el hígadoin

vivo, no seprestóatencióna susposiblesefectosenel riñón [Ogasawaraet al., 1993]. En

estatesis hemosabordadola hipótesisde que Fasjuegaunpapelen la patogeniadel daño

renal. Con estefin hemosseguidocuatrode las cinco lineasde evidenciapropuestaspor

Johnsony cols [Johnsonet al., 1993] para que una citoquina y su receptorse puedan

considerar implicadasen patologfa renal: 1) la citoquina y su receptor debenestar

presentesenel riñón, 2) la activacióndel receptororiginarespuestasbiológicasen células

renales,3) la activacióndel receptorin vivo causao agravala lesiónrenal,4) duranteel

dañorenalestáaumentadala expresiónde la citoquinay/o el receptory 5) el antagonismo

específicode la citoquinamejorala evoluciónde la nefropatía.

1. Duranteel daño renal tanto las células renalesintrínsecascomo los leucocitos

inrdtr~tesson fuentes potencialesde ligando de Fas

Hemosabordadoel posibleorigen del factor endógenoque activa Fas,el ligando

deFas,unacitoquinasimilar al TNF, durantela lesión renal. Existen variasvías por las

que el ligandode Faspodríallegar al riñón: sistémica,paracrinay autocrina.

El ligando de Fas podría ser secretadoa la circulación sistémica,al igual que

ocurrecon el TNF. Sin embargo,la expresiónlocal de citoquinasparecejugar un papel

másimportanteen el dañorenal.Hastaahoralos linfocitos T eranla únicafrenteconocida

de ligando de Fas [Nagata et al., 1995b]. La citotoxicidad de los linfocitos T está
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mediada,en parte,por la activacióndel receptorFasde la céluladianaporel ligando de

Fas de la membranadel linfocito T [Rouvieret al., 1993; Stalderet aL, 1994]. Los

linfocitos T que infiltran el gloméruloy el intersticio [D Amico, 1988; Kelly etal., 1991],

tienen capacidadpara matar células renales[Weisset al., 1993], y esto podría estar

mediadoporel ligandode Fas.En estecasounasolacélulapodríaexpresarFasy ligando

de Fas, pero también seria posible que unaspoblacionesde células T expresensolo

ligandode Fas y seancapacesde matara células queexpresenFas mientrasellasquedan

intactas[Nagataet al., 1995b].

Otro aspectonovedosode nuestro trabajo es la constataciónde que células no

linfoides, comolos macrófagosy las célulasrenalesglomerulares,tubularesy fibroblastos

del intersticiorenal, son capacesdeexpresarel gen del ligando de Fas.

La expresiónde ligando de Faspor células mesangiales,sobretodo en presencia

deotrascitoquinasqueparticipanen el dañoglomerular,comoel TNF, podríacolaborar

en la regulaciónde la respuestainmunee inflamatoriaa nivel glomerular. En linfocitos

T la activación de Fas puede inducir proliferación, cuandoexiste un microambientede

citoquinasadecuado[Aldersonetal., 1993]. Durantela faseactivade lasglomerulonefritis

el microambientede citoquinas podría favorecer la activación y proliferación de

macrófagosy linfocitosT por el ligando de Fasde las célulasmesangiales[Manganetal.,

1991a, 19911,]. Asimismo, esta citoquina podría estimular la secreción de factores

quimiotácticospormacrófagos,lo queamplificaríala respuestainflamatoria.No podemos

descartarqueel ligandodeFasde célulasrenalesactuede formaautocrina.Sin embargo,

durantela resolución de las glomerulonefritis el microambientede citoquinas podría

favorecer el efecto letal de Fas y colaborar así el aclaramientode leucocitosdel

glomérulo.

En el espaciotubulointersticial, tanto las células tubularescomolos fibroblastos

podrían expresar ligando de Fas, y así interactuar con linfocitos y macrófagos.

Previamentese ha demostradoque las células tubulares expresanotras moléculas

coestimuladorasde linfocitos, como B7, y que puedenparticiparen la presentaciónde

antígenoy activaciónde linfocitos [Hagertyet al., 1994].
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2. Las células renales expresan un receptor Fas funcional que causa muerte celular

En esta tesis hemosdemostradoque diversascélulas renalesmurinasen cultivo

(mesangiales,tubulares, fibroblastos) expresantanto RNA de Fas, como el propio

receptor.Hemoscomprobadoqueel receptorFas de las célulasrenaleses funcional, y es

capazde transducirunaseñalquedesencadenala muertecelularal seractivadomediante

anticuerposmonoclonalesanti-Fas.Estamuertecelulartiene característicasfuncionalesy

morfológicasde apoptosis.La muertecelular inducidaporFaspodríajugar un papelen

la regulacióndel número de células mesangialesdurante las glomerulonefritis, en la

muertede células tubularesduranteel fracasorenalagudoy la atrofiatubular crónica,y

en la regulacióndel númerode fibroblastosintersticialesen la fibrosis renal.

El interésúltimo de los estudiosaquípresentadosradicaensu eventualaplicación

al desarrollode nuevostratamientosparalas nefropatíasclínicas.Concretamente,y en lo

que respectaa las glomerulonefritis, existe evidenciade que las células mesangiales

puedentener fenotipos que son específicosde especie [Abbott et al., 19921. En este

sentido,hemoscomprobadoque las células mesangialeshumanastambién poseenun

receptor Fas que transduceuna señal de muerte celular, y que está regulado por

citoquinas.Estopermiteespecularque granpartede los resultadosobtenidosen modelos

murinospodríanser tambiénextrapoladosal serhumano.

Existe un porcentajede célulasrenalescultivadasque sobreviventras el estimulo

con anticuerposanti-Fas.La razónde que estascélulas sobrevivanno es la carenciade

receptoresFas, ya que un inhibidor de la síntesisde RNA, la actinomicina D las

sensibilizaa la acción letal de la activaciónde Fas.Hemosde recordarque no todaslas

estirpescelularesqueposeenel receptorFas respondencon apoptosisa la activación de

éste[Miyawalciet al., 1992; Maparaet al., 1993]. La susceptibilidada la muertecelular

de las célulasextrarrenalesqueposeenel receptorFasdependede factoresintracelulares,

de que poseanla maquinarianecesariaparacumplir el programagenéticodel suicidio

celular y de que poseanniveles insuficientesde factoresprotectores[Takayamaet al.,

1995; Sato et al., 1995].

El hecho de que un porcentajede las células mesangialesse apoptosentras la

activacióndel receptor Fas indica que expresanla maquinariagenéticanecesariapara

suicidarse.Por otra parte,el hechode que la actinomicinaD aumentela letalidadde los
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anticuerposanti-Fas, sugiereque existen factores intracelularesque, de forma más o

menosefectiva, protegena las célulasrenalesfrentea la acciónletal de Fas. Al impedir

la síntesis de estas moléculas protectorascon actinondcinaD, la célula quedaría

desprotegidafrentea la letalidad deFasy sesuicidaría.Estaevidenciaexperimentalque

hemosrecogidoconcuerdaconestudiosrecientesen célulasno renales,segúnlos cuales,

el equilibrio dinámicode varias moléculasdeterminaríala sensibilidadde la célula a la

apoptosisen generaly a la muerte inducidapor Fas en particular[Steller,1995]. Estos

trabajos han demostradoque BcI2 protege, parcialmente,de la muerte por Fas. La

expresiónde altos nivelesde Bag-1, unaproteínaque interaccionaconBcl2, conviertela

protecciónotorgadapor Bcl2 en casiabsoluta[Takayamaet el., 1995]. Por el contrario,

la elevadaexpresiónde Bax, otra proteina que se une a Bcl2 e inhibe su acción,

sensibilizaríalas célulasa la muerteinducidapor Fas[Boiseet al., 1993]. Recientemente

se ha donadootro regulador negativode la señalde muertecelular inducida por Fas,

FAP-1, que implica la existenciadeunaproteínatirosinaquinasaenalgunosaspectosde

la citotoxicidadmediadapor Fas [Satoet al., 1995]. Existen,además,proteínasqueson

imprescindiblesparaque Fassealetal. Así sehademostradoquelas célulasde ratonesque

carecende ICE (ratones“knock-out”) son resistentesa la muertepor Fas, a pesarde

expresar estereceptor[Kuidaet al., 1995].

2.1. Las células niesangialesexpresanconstitutivamente los factores que regulan la

apoptosis

En estetrabajohemosdemostradoquelas célulasmesangialescultivadasexpresan

constitutivamentelos genesque codifican las distintasproteínas,tanto protectorascomo

letales, que regulan la supervivenciacelular. También comprobamosque el riñón de

ratones sanos expresaestos genes (datos no presentados).Los niveles de expresión

relativos de los distintos factorespodrían determinar la baja sensibilidada la muerte

inducida por Fas de las células mesangialescultivadas en condicionesbasales.Así,

mientrasla expresiónde bcl2, bclxL y bax era facilmentedetectablepor Northernblot,

la expresióndel gen letal ICE no pudo ser detectadapor este método, y requirió una

técnicamás sensible,la RT-PCR, lo que sugiereque sus nivelesde expresiónen células

mesangialessonbajos.Sin embargo,la expresiónde ICE esdetectablepor Northernblot
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en monocitosy macrófagos(datosno publicados),que sonmássensiblesa la acciónletal

de Fas.

2.2. Fas tiene accionesdistintasa la muertecelular: MCP-1

Tanto en las célulasmesangialescomo en los monocitosFas inducela expresión

de la quemoquinaMCP-1. La activaciónde Fas tieneefectosaditivosconotrascitoquinas

comoel TNF y con la endotoxinabacteriana(LPS) sobrela expresiónde MCP-1, por lo

que Fas podría participar en el reclutamientode macrófagosen diversassituaciones

fisiopatológicas,incluida la sepsis.Quedapor aclararsi éstees un efectodirecto de Fas

o si dependede la inducciónde apoptosis.En esteúltimo caso,los nuevosdeterminantes

de membranade las células apoptóticasactivaríanreceptoresespecíficosen las células

sanas[Trial et al., 1995], y desencadenaríanla expresiónde factoresquimiotácticos.

2.3. Interacciónde citoquinasy Fas

Los factoresque regulanla expresiónde Fasy desu ligando son mal conocidos.

En este trabajo hemos observadoque una citoquina cuya participación en el daño

glomerular está ampliamentedemostrada,el TNF [Ortiz et al., 1995], aumenta la

expresiónde ligando de Fas en células mesangiales,y de Fas en distintasestirpesde

célulasrenales.El TNF incrementala expresiónde RNAm de Fas al cabode unahoray

durante,al menos, 48h. El númerode receptoresFas en la superficie de las células

mesangialesaumentóprogresivamentecon los díasde estimulación.Estemismo patrón

temporal seobservótrasel estimulocon LPS, y recuerdaal de los timocitos activados

[Drappaet al., 1993]. El incrementoen la expresiónde Fas inducido por TNF parece

tenerunatraducciónfuncional,puestoquelas célulasmesangialespreestimuladasconTNF

resultaronmássensiblesala acciónletalde Fas. Estosdatosestándeacuerdoconestudios

previosquehan demostradoqueel númerode receptoresFasesproporcionala la letalidad

inducidapor laactivacióndel receptor[Clementetal., 1994]. Sin embargo,existetambien

la posibilidad de que el TNF altere el equilibrio del sistemaintracelular reguladorde la

apoptosis.Dehecho,el TNF modulala expresiónde genesreguladoresde la apoptosisen

célulastubularesrenales[Ortiz et al., 1993]. Estosdatossugierenqueel efectonocivodel
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TNF enpatologíaglomerularpodríaestarmediado,enparte,por la activacióndel sistema

Fas.

Otrascitoquinasimplicadasen el dañorenalcomola ¡U-lB y el IFNi’ [Ortizu al.,

1994a] tambiéninducenla expresiónde Fas. Hastaahorael IFNi’ era la únicacitoquina

cuya capacidadparaestimular la expresiónde Fas en células no linfoides había sido

demostrada[Watanabe-Fukunagaet al., 1992a].En nuestrotrabajohemosobservadoque

el IFN-y aumentala expresiónde Fas y sensibilizaa las célulasmesangialesa la acción

citotóxicade anti-Fas.En otros estudios[Yoneharaet al., 1989] ya sehabíavisto que la

actividadcitolitica del TNF y de anti-Fasestáaumentadaen célulasno renalescuandose

pretratancon IFNy.

3. Activación de Fas como factor desencadenantede dalio glomerular

Una vez demostradoin vitro que las células renales poseen receptoresFas

funcionales, decidimos comprobar si la activación in vivo de Fas era capaz de

desencadenarpatologíarenal. Recientementesehadescritoque la inyecciónintraperitoneal

deanticuerposanti-Fasinduceapoptosisde hepatocitosin vivo [Ogasawaraet al., 1993].

Además,la muertecelularocurríatanrápiday extensamentequea los macrófagosno les

daba tiempo a fagocitar a las células apoptóticasresultandoen la progresiónde los

hepatocitosa unanecrosissecundarialiberandocomponentestóxicos y letales.Decidimos

utilizar el mismo sistemaexperimentalparaestudiarun posibleefectode la activaciónde

Fassobrelas célulasmesangialesin vivo. Comprobamosquelo habíamosreproducidoya

que la inyecciónde anticuemosanti-Fasindujo apoptosisdel higado[Ogasawaraet al.,

1993]. Además,estudiamosdetenidamentela patologíarenalocasionadapor anti-Fasy

observamosqueexistíanlesionesen losglomérulos,concretamenteen el mesangio,lo que

confirmaquelas célulasmesangialesexpresanFas in vivo.

La lesiónglomerularse caracterizópor mesangiolisis,con una deplecióncelular

y un aumentorelativo de la matrizextracelular.Esteefecto fue rápido, a las 3 horasya

seobservabanalgunosnúcleosfragmentados,y aumentóprogresivamentea lo largode 24

horas. Este patrón temporal concuerdacon el de la mortalidad observadaen células

mesangialescultivadas tratadas con anti-Fas. La muerte celular glomerular tenía

característicasde apoptosis.Estees el primerestudioque indica que la apoptosispuede
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causar daño glomerular. Es de destacarque el número de núcleos con morfología

apoptótica(entre 1 y 2 por glomérulo)superala magnitudde la apoptosisobservadaen

el otro modeloexperimentalde nefritis en queseha sugeridoun papel de la apoptosis,la

resoluciónde la glomerulonefritis inducidapor anticuerposanti-Thy-1 en la rata [Baker

et al., 1994]. De hecho, la tasa méximade apoptosisen este modelo fue de unacélula

apoptóticapor cada5 glomérulos[Bakeret al., 1994]. Teniendoen cuentaque la vida

mediade unacélulaapoptóticain vivo esde alrededorde unahora[Steller,1995], la tasa

de apoptosisobservadaen nuestromodelojustifica la intensadeplecióncelularobservada

en los glomérulosal cabode 24 horas.

Noobservamospatologíatubularen ratonesinyectadosconanti-Fas,apesarde que

las célulastubularescultivadassonsensiblesa la acciónletal de Fas.Sin embargo;cuando

las célulascultivadasno han sido previamenteestimuladascon factoresque aumentanla

expresiónde Fas, la letalidadesbaja. Tan solo podemosespecularsobrelos motivosde

la ausenciade lesión tubular. Es posibleque, dadala dificultad paraobjetivarbajastasas

de apoptosisin vivo, la lesiónhayaocurridoy no hayamossidocapacesde observarla.Es

posiblequeunamayordosiso mayor tiempode seguimientopusieraen evidenciala lesión

tubular. Tambienesposibleque las células tubularesexpresenpocos receptoresFas in

vivo, o queexpresenaltos nivelesde factoresprotectores.

Nos planteamos la posibilidad de que el daño renal fuera mediado por

complemento,ya queexiste la posibilidadteóricade que los anticuerposanti-Fasseunan

a la membranacelulary fijen complementoqueusela célula. Paraello comprobamosque

tanto la lesión renalcomolos cambiosen la expresiónde genesseproducíantambiénen

animalesdecomplementados.Además,no pudimosver depósitosglomerularesde C3, ni

de clusterinaen ratonesinyectadosconanti-Fas.La clusterinaes unaglicoproteinaquese

une al complejo de ataquea la membrana[Tschoppet al., 1993] y que se encuentra

depositadaen el glomérulo, junto al complemento, en distintas glomerulonefritis

experimentalesy humanas[Murphyet al., 1988].
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3.1 ¿Por qué los ratonesMRL-lpr/lpr, que tienen un defectoen la expresiónde Fas,

sufren una glomerulonefritis grave?

Los resultadosde estetrabajosugierenque Faspuedejugar un papel en la génesis

de, al menos, algunasformas de daño glomerular. No podemosdejar de discutir la

aparentecontradicciónde que el lupus de ratonesMRL-lpr/lpr esté causadopor la

inserciónde un endotransposonen el gen Fas [Adachiet al., 1993], que dificulta la

producción de RNAm de Fas y que, a pesar de esto, estos ratones tengan una

glomerulonefritisautoinmunegrave [Boswellet al., 1988]. La falta deexpresiónde Fas

en linfocitos es la responsabledel desarrollode autoinmunidaden estosratones[Nagata

et al., 1995b]. Hay variasposiblesexplicacionespara estaaparentecontradicción.En

primer lugar, Fas essolo uno de varios mediadoresimplicadosen el dañorenal, por lo

quesu ausenciano impediríapor completola lesión renal,sobretodo cuandoel defecto

escongénito,lo que permiteel desarrollode mecanismoscompensadoresdel déficit, tal

y como se ha demostradorepetidamenteen ratones“knock-out”. Esto no excluye un

posible papel terapéuticode estrategiasdestinadasa antagonizarel efecto de Fas. En

segundolugar, el defectoen la expresiónde Fas en estosratonesno es absoluto[Nagata

et al., 1995a]. La expresiónde Fasestádisminuidaun 90% en los órganoslinfoides y el

hígado [Chu et al., 1993]. Además,nosotroshemoscomprobadoque el riñón de los

ratonesMRL-lpr/lpr poseeRNAm de Fas, quees induciblein vivo mediantela inyección

deendotoxina(nopublicado).

3.2. Durante el daflo renal causadopor Fas se activan genes que regulan la

supervivenciay muertecelular, la mitosis y la quimiotaxis

Una vez comprobadoque Fas era capazde desencadenaruna lesiónglomerular

caracterizadapor una depleciónintensade la celularidadin vivo, decidimosestudiarla

influenciade estehechosobrelos mecanismosque regulanel númerode célulasde un

órgano:supervivenciay muertecelular, proliferacióny quimiotaxis.Paraello elegimos

un gen representativodecadauno de estosprocesos.
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3.2.1 Genesreguladores de la supervivencia celular: bclxL

Observamosque la inyección de anticuerposanti-Fas induce cambios en la

expresiónde genesqueregulanla apoptosis.En concreto,la expresióndeRNAm debclxL

estáaumentadaen el riñón e hígadode ratonesinyectadoscon anti-Fas.Sin embargo,no

pudimos reproducir el incrementode bclxL in vitro ni en células mesangialesni en

monocitostratadosconanti-Fas. Esto sugiereque los cambiosen la expresiónde bclxL

observadosin vivo sedeben a algún otro factor que esproducido en respuestaa la lesión

inducida por Fas in vivo, o que el efecto de Fas necesitala colaboraciónde otras

moléculas.En estesentido,observamosque la asociacióndel TNF y la activaciónde Fas

incrementabanla expresiónde bclxL en monocitos, pero no vimos este efecto cuando

ambosseañadíanpor separado.

BclxL es la isoformade bclx queprotegede la apoptosis,con unaeficaciasimilar

e inclusosuperiora bcl-2. El incrementoen la expresióndebclxL podríaserun fenómeno

compensatorio,que tendieraa aumentarla resistenciafrente a la muerte celular de las

células quehabíansobrevividoa la agresióninicial.

3.2.2 Genesimplicadosen la muefley proliferadóncelular:c-mycy c-fos

c-myc y c-fos son dos factoresde transcripciónqueparticipantanto en el ciclo

celularcomoen la apoptosis.El efectofinal de la sobreexpresiónde estosgenesdepende

en partedel microambientede citoquinas.En um microambientepropicio favorecenla

proliferacióncelular,peroen un microambienteadversopromuevenla muertecelularpor

apoptosis[Collataet al., 1992; Evanet al., 1992]. En estesentido,puedencolaboraren

la regulacióndel númerodecélulasadaptandola respuestade la célulaa la disponibilidad

de factoresde supervivencia.En el modeloquehemosestudiado,el aumentode c-fos y

c-myc fue tardío, lo que sugietequeno participaríandirectamenteen la muerte celular

observaday que podríaseñalarel comienzode la proliferacióncompensadoraquecabría

esperardespuesde unadepleciónmasivade células.
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3.2.3. Expresión de un gen que codifica una proteína quimioUctica: MCP-1

El MCP-1 esunacitoquinaquimiotácticaespecíficade monocitosquepuedeser

producidaporvariostipos celulares,incluyendocélulasmesangialesglomerulares,y puede

serestimuladapor citoquinasy complejosinmunes[Horaetal., 1992]. Juegaademásun

papel muy importanteen el reclutamientode monocitos/macrófagosdentro del tejido

dañado[Yoshimuraet al., 1991].

Las células apoptóticasson rapidamentefagocitadaspor células adyacentesy

macrófagos.Duranteel desarrollofetal existeunaalta tasadeapoptosis,acompañadade

un infiltrado de macrófagos[Woolf et aL, 1994; Lang et al., 1993]. Los macrófagos

formanpartede la celularidadlocal en otros sistemasen los que se consideraque la

muertecelulartiene lugar por apoptosis,como la atrofia tubular renalcrónica[Gobeet

al., 1991]. ICE, uno de los genes que causaapoptosis, también puede activar el

reclutamientode célulasinflamatorias,ya quepromuevela secreciónde citoquinas[Kuida

et al., 1995]. Es más, en el hígadode los ratonesinyectadoscon anti-Fasobservamos

infiltrados inflamatorios focales.A fin de intentaraclararlos factoresque promuevenel

acúmulode leucocitostantoen los ejemploscitadoscomoen los ratonesinyectadoscon

anti-Fas, estudiamosla expresióngénicade MCP-1 [Brownet al., 1992]. La expresión

de MCP-1 aumentóen los riñonesehígadosde ratonesinyectadosconanti-Fas.Comoya

hemos comentado, in vitro logramos reproducir la inducción de MCP-1 en células

mesangialesy monocitos.

4. Incrementode la expresiónlocal de ligandodeFasy Fasduranteel dañorenal.El

ejemplode la sepsis

La sepsis, al igual que su complicación letal, el shock séptico, es una de los

principalescausasde mortalidad en infeccionesclínicas bacterianas[Natansonet al.,

1994]. El lipopolisacéridode bacteriasGram-negativases el principal factor responsable

del shockséptico.Los mamíferosrespondena la presenciade LPS produciendouna gran

variedadde mediadorescelularesinmunes,entre los cualesse encuentrael TNF y otras

citoquinas[Natansonet al., 1994]. El antagonismoespecíficodel TNF es un tratamiento

eficaz de la endotoxemiaen animales de experimentación[revisado en Natansonet al

1994]. Sin embargo,ni esta ni otras estrategiasanticitoquinaso basadasen los más
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recientesconocimientossobrelos mecanimosde estacomplicaciónhan resultadoeficaces

en el ser humano[Natansonet al., 1994]. Estosugierequeexistengrandeslagunasen el

conocimientode la patogeniade la sepsis.Recientementeseha identificado la ocurrencia

de apoptosisen la endotoxemia[Wanget al., 1994]. La apoptosispodríacolaborara la

disfunciónde distintosórganos,y seríaprecisodeterminarquécitoquinasliberadasdurante

la endotoxemiason capacesde producirla. En este sentido, el ligando de Fas, una

citoquinasimilar al TNF esun candidatoobvio. Nosotroshemosdemostrado,porprimera

vez, quedurantela endotoxemiaexperimentalen ratonesy ratasestáelevadala expresión

renal tantodel ligando de Fascomodel receptorFas. La inyecciónde anti-Fasen ratones

reproducealgunasmanifestacionesde la endotoxemia,como letargia, lesión hepática,

insuficienciarenaly leucopenia[Ogasawaraet al., 1993], aunqueen las primeras24 horas

no hemosobservado lesión tubular renal. Si bien nuestrosresultadosno demuestrande

un maneraconcluyenteque la activación de Fas participe en el daño tisular de la

endotoxemia,hemosde resaltarqueel LPS inducein vitro la expresiónde Fasen células

renalesy que la apoptosisinducidapor la activaciónde Fasen célulastubulares(la célula

renal más dañadadurantela sepsis)se ve multiplicada cuandoestas células han sido

activadascon LPS. Ademáshemos observadoque durante la endotoxemiatambien

aumentala expresióndeFasen el timo, un órganodondeexisteapoptosisdurantela sepsis

[Wanget al., 1994], y en otrosórganosdañadosen la sepsiscomohígadoy pulmón. Por

otra parte, y aunqueno hemosprofundizadoen el tema, hemosencontradoevidencia

morfológica y funcional de apoptosisde célulastubularesdurantela endotoxemia,que

confirmanlos hallazgosde otros autores[Harelet al., 1993; Teradaet al., 1994].

Los datosaquímostradospuedenservir de baseparaun mejor conocimientode la

patogeniade la sepsisy sugierenquesedebenensayarestrategiastendentesa antagonizar

Fasen estaenfermedad.

En resumen,podemosconcluir queel ligando de Fasesunacitoquinaqueinduce

muertecelular en algunasde las célulasque expresanel receptorFas. Nosotroshemos

podidodemostrarqueel receptorFas y su ligandoseexpresaen célulasrenalesen cultivo

bajo la regulaciónde factores que participan en el daño renal. También sabemosque

linfocitos y macrófagosexpresanla citoquinay el receptor.La activaciónde Fas induce
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muertecelular y apoptosisde células glomerularesy tubulointersticialescultivadas. Es

más, la inyecciónde anticuemosanti-Fasin vivo produceunamesangiolisis,asícomola

activaciónde unaseriede genesquimiotácticosy de supervivenciay proliferacióncelular

relacionandoasí a Fas con los distintos procesosque regulan la celularidad renal.

Finalmente,la elevadaexpresiónde Fasy de su ligandodurantela endotoxemia,así como

la presenciade apoptosisen el riñón de estos animales,y la sensibilidadde las células

tubularescultivadasestimuladasconLPS a la muerteinducidapor Fas,sugierenque este

nuevosistemacitoquina-receptorpodríajugarun papelen la sepsis.Estetrabajosientalas

basesteóricasparael ensayodeantagonistasde Fasen las glomerulonefritisy en la sepsis.

Fas
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Apoptosis
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En estatesis hemosabordadola hipótesisde que el sistemaligando de Fas-Fasjuegaun

papel en la patogeniadel dañorenal. Hemoscomprobadoque:

1. Lascélulasrenales(célulasmesangialesglomerulares,célulastubularesproximalesy

fibroblastosintersticiales)expresanFas y su ligando bajo la regulaciónde citoquinas

y LPS. En concreto, el TNFa, la IL-1B y el IFNy aumentanla expresiónde Fas.

Estudiamosderalladamanteel efectodel TNFay del LPS. Ambos indujeronunarespuesta

dosisy tiempo dependiente.Entre los leucocitos,los monocitosmacrófagospuedenser

frentesde ligando de Fas duranteel dañorenal.

2. LaactivacióndeFas inducevariasrespuestasbiológicasen célulasrenalesmurinas

y humanasque incluyenmuertecelularpor apoptosisy expresióndel factor quimiotáctico

MCP-l. Las citoquinasqueaumentanla expresióndel receptorFas,comoTNFae IFNy,

tambiénaumentanla respuestade las células renalesal estímulode los anticuerposant¡-

Fas.

3. La activacióndeFascausaunalesiónglonierularcaracterizadapormnesangiolisis,

proteinuriay hematuria,y por un incrementoen la expresiónrenalde genesimplicados

en la quimiotaxis (MCP-I), supervivencia(bclx-L), y proliferacióny muerte (c-myc, c-

fos) celular.

4. La expresiónrenal de Fas y de su ligando estáincrementadaenun modelo de daño

renal, la endotoxemia.Además,durantela endotoxemiaexisteevidenciamorfológicay

funcional de apoptosisrenal.

En conjunto,estos datosnos permitenconcluir quees altamenteprobableque Fasjuegue

un papel en patología renal. La confirmación definitiva de esta hipótesis vendrá

determinadapor la comprobaciónde un efectobeneficiosodel antagonismoespecíficode

Fas sobrela evoluciónde nefropatíasglomerulareso tubulares.



VII. BIBLIOGRAFIA



Bibliografia 93

Abbott F, TamFWK, Ryan JJ, Rees AJ. HumanmesangialcelíssynthetizeIL-lcr but not IL-

lfl, II-iRA or TNF. Nephrol Dial Transplant 1992; 10:997-1001.

Adachi M, Watanabe-FukunagaR, Nagata5. Aberranttranscriptioncausedby the insertion

ofanearlytransposableelementin an intron of the Fas antigenin lpr mice. ProcNatí Acad

Si USA 1993; 90:1756-1760.

AldersonMR, ArmitageRJ,MaraskovskyE, ToughTW, Roux E, SchooleyK, RamsdellF,

Lynch DH. Fas transducesactivationsignalsin normalhumanT lymphocytes.J ExpMed.

1993; 178:2231-2235.

Alvarez Rl, Sun MJ, Haverty TP, lozzo RV, Myers JC, Neilson EG. Biosyntheticand

proliferative characteristicsof tubulointerstitialfibroblastsprobedwith paracrinecytokines.

Kidney bit 1992; 41:14-23.

Ando K, MoriyamaT, Guidotti LG, Wirth 5, SchreiberRD, SchlichtHJ, HuangSN, Chisari

y. Mechanismsof class 1 restricted immunopathology.A transgenic mousemodel of

fulminanthepatitis.J Exp Med. 1993; 178:1541-54.

ArendsMJ, Wyllie AH. Apoptosis: mechanismsand rolesin pathology.bit ReyExpPathol

1991; 32:223-253.

BakerAJ, MooneyA, HughesJ, LombardiD, JohnsonRJ,Savilí J. Mesangialcelí apoptosis:

themajor mechanismfor resolutionof glomerularhypercellularityin experimentalmesangial

proliferative nephritis.J Clin Invest 1994; 94: 2105-2116.



Bibliografia 94

BarresBA, Hart 1K, ColesHSR, Burne JF, Voyvodic JT, RichardsonWD, Raff MC. Celí

deathand control of celí survival in the oligodendrocytelineage. Ceil 1992; 70:31-46.

BoiseLH, Gonzalez-GarciaM, PostemaCE, Ding L, LindstenT, TurkaLA, MaoX, Nunez

G, ThompsonCB. Bcl-x, a bcl-2-relatedgenethat functionsasa dominantregulatorof celí

death.CeU 1993; 74:597-608.

Boswell JM, Yui MA, Burt DW, Kelley VE. Increasedtumor necrosisfactor and lUí gene

expressionin the kidneysof mice with lupus nephritis.J Immunol 1988; 141:3050-3054.

Brown Z, Strieter RM, Neild GH. IL-1 receptorantagonistinhibits monocytechemotactic

peptide 1 generationby human mesangialcelís. Kidney bit 1992; 42:95-101.

ChengJ, Zhou T, Liu C, Shapiro JC, Brauer MJ, Kiefer MC, Barr PJ, Mountz JD.

Protectionfrom Fas-mediatedapoptosisby asolubleform of theFasmolecule.Selence1994;

263: 1759-1762.

Chiu VK, WalshCM, Liu CC, ReedJC,Clark WR. Bcl-2 blocksdegranulationbut not fas-

basedcelí-mediatedcytotoxicity. J Immimol 1995; 154:2023-2032

Chomczynski P, Sacchi N. Single-step method of RNA isolation by acid guanidinium

thiocyanate-phenol-chloroformextraction.Anal Biocbem 1987; 162:156-159.

Chu JL, DrappaJ, ParnassaA, Elkon KB. The defectin Fas mRNA expressionin MRL/lpr

mice is associatedwith insertionof theretrotransposonETn.J ExpMed 1993; 178:723-730.

Clement MV, Stamenkovic1. Fas and tumor necrosis factor receptor-mediatedcelí death:

similarities and distinctions. J Exp Med 1994; 180: 557-567.



Bibliografla

ColesHSR, Burne JF, Raff MC. Large scale normal celí death in thedevelopingratkidney

and its reductionby epidermalgrowth factor. Development 1993; 118: 777-784.

Collata F, PolentaruttiN, Siboni N, MantovaniA. Expresssionand involvementof c-fosand

c-jun protoancogenesin programmedcedí death induced by growth factor deprivation in

lymphoid celí lines.J Biol Chem 1992; 267:18278-18283.

D Amico. Roleof interstitial infiltration of leukocytesin glomerulardiseases.NepbrolDial

Transplant 1988; 3:596-600.

DebatinKM, Fahrig-FaissnerA, Enenkel-StoodtS, KreuzW, BennerA, KrammerPH. High

expression of APO-1 (CD95) on T lymphocytes ftom human immunodeficiency

virus-I-infectedchildren [letterj. Bluod. 1994; 83:3101-3.

DrappaJ, Brot N, Elkon KB. The Fas protein is expressedat high levels on CD4+CD8+

thymocytesand activatedmature lymphopcytesin normal mice but not in the lupus-prone

strain MRLlpr/lpr. Proc Natí Acad Sci USA 1993; 90:10340-10344.

Evan 01, Wyllie AH, Gilbert C, Littlewood T, Land H, Brooks M, WatersC, Penn U,

HancockD. Inductionof apoptosisin fibroblastsby c-myc. Cefi 1992; 69:119-128.

FacchinettiA, TessarolloL, MazzocchiM, Kingston R, Collavo D, Biasi 0. An improved

methodfor the detectionof DNA fragmentation.J Immunol Methods 1991; 136:125-131.

GobeOC, AxelsonRA, SearleJW. Cellulareventsin experimentalunilateral ischaemicrenal

atrophyand in regenerationafter contralateralnephrectomy.Lab Invest 1990; 63:770-779.

Gobe OC, AxelsenRA. The role of apoptosisin the developmentof renal cortical tubular

atrophy associatedwith healedexperimentalrenalpapillary necrosis.Pathology1991; 23:



Bibliografia

2 13-23.

Gómez-GuerreroC, GonzálezE, Egido J. Evidencefor a specific IgA receptorin rat and

humanmesangialcelís. J bnmunol 1993; 151:7172-7181.

Gómez-ChiarriM, Ortíz A, LermaJL, MampasoF, GonzálezE, Egido E. Involvementof

tumor necrosisfactor and platelet activating factor in the pathogenesisof experimental

nephrosisin rats. Lab Invest 1994; 70:449-459.

GottschallAR, Boise UH, ThompsonCB, QuintansJ. Identification of immunosuppresant-

inducedapoptosisin a murineB-cell ¡inc and its prevention by bcl-x but notbcl-2. ProcNatí

Acad Sci USA 1994;91:7350-7354.

GresserJ, Woodrow D, Moss J, Maury C, Tavernier J, Fiers W. Toxic effects ef

recombinanttumor necrosisfactor in suckling mice. Comparisonswith interferona/fi. Am

.1 Pathol 1987; 128:13-18.

Hagerty DT. Kidney tubule celis demonstratetissue-specificregulation of costimulator

expression.JASN 1994; 5:750.

Harel Y, Silva M, Giroir B, Weinberg A, Cleary TB, Beutíer B. A reponertransgene

indicatesrenal-specificinduction of tumor necrosisfactor (TNF) by shiga-like toxin. J Clin

llnvest 1993; 92:2110-2116.

HarrisonDJ. Celí deathin the diseasedglomerulus.Histopathology 1988; 12: 679-683.

HavertyTP, Kelly CJ, Hines WH, AmentaPS, WatanabeM, Harper RA, Kefalides NA,

Neilson EG. Characterizationof a renal tubular epitheiial ceil Une which secretesthe

autologous target of autoimmune experimental interstital nephritis. J CeU Biol 1988;



Bibliogratia 97

107:1359-1368.

Hiramatsu1% HayashiIt KatayamaK, MochizukiK, KawanishiY, KasaharaA, Fusamoto

H, KamadaT. Immunohistochemicaldetectionof Fas antigenin liver tissueof patientswith

chronichepatitis C. Hepathology1994; 19:1354-9.

HockenberyDM, Oltvai ZN, Yin XM, Milliman CL, KorsmeyerSJ. Bcl-2 functions in an

antioxidantpathwayto preventapoptosis.CeO 1993; 75:241-251.

HoraK, SatrianoJ, SantiagoA, Mori T, StanleyER, ShanZ, SchlondorffD. Receptorsfor

IgG complexes activate synthesis of monocyte cbemoattractant peptide 1 and colony-

stimulatingfactor 1. ProcNatí Acad Sci 1992, 89:1745-1749.

Itoh N, Yonehara5, Ishii A, YoneharaM, Mizushima5, SameshimaM, HaseA, SetoY,

Nagata5. The polypeptideencodedby the cDNA for humancelí surfaceantigen Fas can

mediateapoptosis. CeO 1991; 66: 233-243.

Itoh N, Tsujimoto Y, Nagata5. Effect of bcl-2 on Fas antigen-mediatedcelí death. J

Immunol 1993a; 151:621-627.

Itoh N, Nagata5. A novel domain requiredfor apoptosis.Mutational analysisof humanFas

antigen.J Biol Chem 1993b; 268:10932-10937.

JacobsonMD, Burne JF, Raff MC. Programmedcelí death and Bcl-2 protection in the

absenceofanucleus.EMBOJ. 1994; 13:1899-910.

JohnsonRJ, FloegeJ, CouserWG, Alpers CE. Role of platelet-derivedgrowth factor in

glomerulardisease.J Am SocNepbrol 1993; 4:119-128.



Bibliografia 98

Kane DJ, SarafianTA, Anton R, Hahn H, Gralla ER, ValentineJS, Ord T, BredesenDE.

Bcl-2 inhibition of neural death:decreasedgenerationof reactive oxygenspecies.Science

1993; 262:1274-1277.

Kelly CJ,Roth DA, MeyersCM. lmmunerecognitionandresponseto therenal interstitium.

Kidney bit 1991; 31:518-530.

Kerr JFR. Shrinkagenecrosis:a distinct modeof cellular death.J Pathol 1971; 105:13-20.

Kuida K, Lippke JA, Ku G, et al. Alteredcytokineexpofl and apoptosisin mice deficient in

interleukin-lfi convertingenzyme.Sejence1995; 267:2000-2003.

LaneDP. A death in the life of p53. Nature 1993; 362:786-788.

LangRA, BishopJM. Macrophagesarerequiredfor cdl deathand tissueremodelingin the

developingmouseoye. CeIl 1993; 74:453-62.

Lewis M, TartagliaLA, Lee A, BennettGU, Rice GC, Wong GH, ChenEY, GoeddelDV.

Cloning and expressionof cDNAs for two distinct murine tumor necrosisfactor receptors

demonstrateonereceptoris speciesspecific. ProcNatí Acad Sci USA 1991; 88:28304.

Liu ZG, Smith SW, McLaughlin KA, SchwartzUM, OsborneBA. Apoptotic signalsdelivered

throughtheT-cell receptorofaT-cell hybrid requiretheimmediate-earlygenenur77.Nature

1994; 367:281-284.

Louis JC, Magal E, Taikayama5, Varon 5. CNTF protectionof oligodendrocytesagainst

naturaland tumor necrosisfactor-induceddeath.Selence1993; 259:689-692.

ManganDF, WelchGR, Wahl SM. Lipopolysaccharide,tumor necrosisfactor alphaandIL-1



Bibliografla 99

betapreventprogrammedcelí death (apoptosis)in humanperipberal blood lymphocytes.J

bnmunol 1991a; 146:1541-1546.

ManganDF, Wahl SM. Differential regulationof humanmonocyteprogrammedcdl death

(apoptosis) by chemotactic factors and proinflamatory cytokines. J Immunol 1991b;

147:3408-3412.

MaparaMY, Bargou R, Zugck C, DohnerH, UstaogluF, JonkerRR, Krammer PH,

Dorken B. APO-1 mediatedapoptosisor proliferatiom in human chronic B lymphocytic

leukemia: correlationwith bcl-2 oncogeneexpression.EurJ bnmunol 1993; 23: 702-708.

Miller SB, Martin DR, KissaneJ, HammermanMR. Insulin-like growth factor 1 accelerates

recoveryfrom ischemicacutetubular necrosisin the rat. ProcNatí Acad Sci USA 1992;

89:11876-11880.

Miura M, Zhu H, Rotello R, Hartwieg EA, Yuan J. Inductionof apoptosisin fibroblastsby

IL-1 beta-convertingenzyme,a mammalianhomologof the C. eleganscelí deathgeneced-3.

Cefi 1993; 75:653-660.

Miyashita t, ReedJC. Tumor suppressorPs315 a direct transcriptionalactivatorof the human

bax gene.Cefi 1995; 80:293-299

Miyawaki T, UeharaT, Nibu R, Tsuji T, YachieA, Yonehara5, TaniguchiN. Differential

expressionofapoptosis-relatedFasantigenon lymphocytesubpopulationsinhumanperipheral

blood.J Inimunol 1992; 149:3753-3758.

Moller P, Henne C, Leithauser F, Eichelmann A, Schmidt A, Bruderlein 5, et al.

Coregulationof theAPO- 1 antigenwith intercellularadhesionmolecule-1 (CD4O) in tonsillar

B celís and coordinateexpressionin follicular center B celís and in follicle center and



Bibliografla íoo
mediastinalB-cell lymphomas.Blood 1993; 81:2067-2075.

Murphy BF, Kirszbaum U, Walker ID, D ‘Apice AJF. SP-40, a newly identified normal

humanserumproteinfound in theSCS-9complexof complementand in theimmunedeposits

in glomerulonephritis.J Clin Invest 1988; 81:1858-1864.

Nagata5, SudaT. FasandFas ligand: lpr andgid mutations.ImmunolToday 1995a;16:39-

43.

Nagata5, GolsteinP. The Fas death factor. Science1995b; 267:1449-1456.

NatansonC, Hoffman WD, Sufferdini AF, EichackerPQ, DannerRL. Selectedtreatment

strategiesfor septicshockbasedon proposedmechanismsof pathogenesis.Ami Intern Med

1994; 120:771-783.

Negrini M, Silini E, Kozak C, Tsujimoto Y, Croce CM. Molecular analysisof mbcl2:

structureand expressionof the murine genehomologousto the human gene involved in

follicular lymphoma.CeO 1987; 49:455463.

Ni R, TomitaY, MatsudaK, IchiharaA, IshimuraK, OgasawaraJ, Nagata5. Fas-mediated

apoptosisin primary culturedmousehepatocytes.Exp Ccli Res 1995; 215:332

Obeid LM, Linardic CM, Karolak LA, Hannun YA. Programmedcedí death induced by

ceramide.Science1993; 259: 1769-1771.

OehmA, Behrmann1, FalkW, PawllitaM, Maier G, Klas C, Ui-WeberM etal. Purification

and molecularcloning of the APO-1 celí surfaceantigen,a memberof the tumor necrosis

factor/nervegrowth factor receptorsuperfamily. Sequenceidentity with the Fas antigen.J

Biol Chem 1992; 267: 10709-10715.



Bibliografla 101

OgasawaraJ, Watanabe-FukunagaR, AdachiM, MatsuzawaA, KasugaiT, Kitamura Y, Itoh

N, SudaT, Nagata5. Lethal effect of tIte anti-Fasantibody in mice. Nature. 1993; 364:

806-9.

Oltvai ZN, Milliman CL, KorsmeyerSJ. Bcl-2 heterodimerizesin vivo with a conserved

homolog,Bax, that acceleratesprogramedcelí death.CeU 1993; 74:609-619.

Ortiz A, KarpSL, DanoffTM, Neilson EG. Expressionof survivalpromotingbcl2 oncogene

by renalcelísand whole kidney. J Am SocNepbrol 1993; 4:742 (abstract).

Ortiz A, Gomez-ChiarriM, BustosC, etal. TIte potentialroleof inflammatorymediatorsand

fibrogeniccitokynesin thepathogenesisof glomerulardiseases.J Lipid Med 1994a;9:55-74.

Ortiz A, Neilson E. Expressionof bax andbcl-x, membersof the bcl-2 genefamily, in

murine tubular celís andacuterenal failure. J Am SocNephrol 1994b; 5:906.

Ortiz-ArduanA, Neilson E. Apoptoticcelí deathin renaldisease.Nefrologia 1994c; 14:391-

407.

OrtizA, Gómez-ChiarriM, BustosC, AlonsoJ, Gómez-GuerreroC,Gómez-GarreD, López-

Armada MJ, Egido J. Involvementof tumor necrosis factor alfa in tIte pathogenesisof

experimentalandhumanglomerulonephritis.Adv Nephrol 1995; 24:53-78.

Perry ME, Levine AJ. Tumor-suppressorp53 and tite celí cycle. Current Opinion in

Geneticsand Development 1993; 3:50-54.

Raff MC. Social controlson cdl survival and celí death. Nature 1992; 356:397-400.

Raff MC, BanesRA, BurneJF,ColesHS, IshizakiY, JacobsonMD. Programmedcdl death



Bibliografia 102

and thecontrolof celí survival: lessonsfrom thenervoussystem.Science1993; 262:695-700.

RawsonCL, Loo DT, Duimstra JR, Hedstrom OR, Schmidt EE, Barnes DW. Death of

serum-freemouseembryocelís causedby epidermalgrowth factor deprivation.J CeO Biol

1991; 113:123-132.

ReedJC. Bcl-2 and tIte regulationof programmedcelí death.J CeO Biol 1994; 124:1-6.

RobayeB, MosselmansR, Fiers W, DumontJE, Galand P. Tumor necrosisfactor induces

apoptosisin normal endothelialcelís. Am J Pathol 1991; 138:447-453.

RodemannHP, Muller GA. Abnormal growth, clonal proliferation and 355-metitionine

polypeptidepatternof fibroblastsderivedfrom kidneyswith interstitial fibrosis.ProcSocExp

Biol Med 1990; 195:57-63.

Rodriguez TG, Collins MK, Garcia 1, Lopez RA. Insulin-like growth factor 1 inhibits

apoptosisin IL-3-dependenthemopoieticcelís. J bnmunol 1992; 149:535-540.

RouvierE, Luciani MF, GolsteinP. Fas involvement in Ca2+-independentT celí-mediated

cytotoxicity. J Exp Med 1993; 177:195-200.

SatoT, Inc 5, Kitada5, ReedJC. FAP-1: A proteintyrosinepitosphatasethat associateswith

Fas. Science1995; 268:411-414.

SatrianoJA, Hora K, Shan Z, Stanley ER, Mori T, Schlondorff. Regulationof monocyte

chemoattractantprotein-1 and macrophagecolony-stimulating factor-1 by IFN--y, tumor

necrosisfactor-a, IgG aggregates,and cAMP in mousemesangialcelís. J bnmunol 1993;

150:1971-1978.



Bibliografia 103

Savilí J. Apoptosis and tite kidney. J Am SocNephrol 1994; 5: 12-21.

SchumerM, Colombel MC, SawczukIS, GobeG, ConnorJ, OtooleKM, OlssonCA, Wise

GJ, Buttyan R. Morphologic, biochemicaland molecularevidenceof apoptosisduring the

reperfusionphaseafterbrief periodsof renal ischemia.Am J Pathol 1992; 140:831-838.

SchmidDS, Tite JP, Ruddle NH. DNAfragmentación: manifestation of target celí destruction

mediatedby cytotoxicT-cell lines, lymphotoxin-secretinghelperT-cell clones,andcelí-free

lymphotoxin-containingsupernatant.Proc Natí Acad Sci USA 1986; ,83:1881.

Schwartz LM, Kosz U, Kay BK.: Gene activation is required for developmentally

programmedcelí death: Proc-NatI-Acad-Sci-U-S-A. 1990; 87:6594-8.

Smith CA, FarrahT, Goodwin RG. TIte TNF receptorsuperfamily of cellular asid viral

proteins: activation, costimulation,andcelí death.CeO 1994; 76:959-962.

StalderT, Hahn5, Erb P. Fasantigenis tite major targetmoleculefor CD4+ T celí-mediated

cytotoxicity. J Immunol 1994; 152:1127-1133.

StellerU. Mechanismsandgenesof cellular suicide. Sc¡ence1995; 267:1445-1449.

Strasser A, Vaux DL, Bath ML, AdamsJM, Cory 5, Harris AW. Enforcedbcl2 expresion

in B-lymphoidcelísprolongsantibodyresponsesand elicits autoimmunedisease.ProcNatí

Acad Sci USA 1991; 88:8661-8665.

Strutz F, Caron R, TomaszewskiJ, Fumo P, ZiyadehF, Neilson EG. Transdifferentiation:

a new concept in renal fibrogenesis.J Am SocNephrol 1994; 5:819.

Suda T, TakahashiT, Golstein P, Nagata5. Molecular c!oning andexpressionof the Fas



Bibliografía 104

ligand, a novel memberof tite tumor necrosisfactor family. CeO 1993; 75:1169-1178.

SudaT, Nagata5. Purificationandcharacterizationof tite Fas-ligandthat inducesapoptosis.

J ExpMed 1994; 179:873-879.

Sylvestre DL, Ravetch JV. Fc receptors initiate tite Artitus reaction: redefining tIte

inflammatorycascade.Science1994; 265:1095-1098.

TakabashiT, Tanaka M, Brannan CI, Jenkins NA, Copeland NG, Suda T, Nagata5.

Generalizedlymphoproliferativediseasein mice, causedby apointmutationin tite Fas ligand.

Celí 1994; 76:969-976.

Takayama5, SatoT, Krajewski 5, et al. Cloningand functional analysisof BAG-1: a novel

Bcl-2 binding proteinwith anti-cell deathactivity. CeO 1995; 80:279-284.

TartagliaLA, Ayres TM, Wong GHW, Goedel DV. A novel domainwithin the SSkdTNF

receptorsignalscelí death. Celi 1993; 74:845-853.

TeradaY, Tomita K, YamadaT, NonoguchiH, Marumo M. Apoptosis-relatedgenesICE,

Bcl-2, Fas and FasL areexpressedin microdissectedrat nepitronsegmentsand changedin

renal damage..1 Am SocNephrol 1994; 5:911(abstract).

ThompsonEB, NazabethLV, Thulasi R, AshrafJ, HarbourD, JohnsonBH. Glucocorticoids

in malignantlymphoidcelís: generegulationandtite minimal requirementfragmentrequired

for lysis. J SteroidBiochem Molec Biol 1992; 41:273-283.

Thompson CH. Apoptosis in the patitogenesisand treatmentof disease.Science 1995;

267:1456-1462.



Bibliografia los

Trautit BC, Klas C, Peters AMJ. Monoclonal antibody-mediatedtumor regressionby

induction of apoptosis.Science 1989; 245:301-305.

Trial JA, Birdsall HH, Hallum JA, CraneML, RossenRD, et al. Phenotypicand functional

changesin peripheralbloodmonocytesduringprogressionof humanimmunodeficiencyvirus

infection. Effect of soluble immune complexes,cytokines, subcellularparticulatesfrom

apoptoticcelís,andHIV-encodedproteinson monocytephagocyticfunction, oxidative burst,

transendothelialmigration,andcelí surfacephenotype.J Clin Invest 1995; 95:1690-1701.

TschoppJ, Chonn A, Hertig S, French LE. Clusterin, tIte human apolipoproteinand

complementinhibitor, binds to complementC7, C8b and the b domain of C9. J bnmunol

1993; 151:2159-2165.

Vaux DU, WeissmanIL, Kim 5K. Preventionof programmedceil death in C. Elegansby

humanbcl-2. Science1992;258:1955-1959

Vaux DL, HaeckerG, StrasserA. An evolutionaryperspectiveon apoptosis.Cefi 1994;

76:777-779.

Veis DJ, SorensonCM, Shutter JR, Korsmeyer SJ. Bcl-2-deficient mice demonstrate

fulminant lymphoid apoptosis, polycystic kidneys, and hypopigmenteshair. CeO 1993;

75:229-240.

Wang U, Miura M, BergeronL, Zhu H, Yuan J. lch-1, an ICE/ced-3-relatedgene,encodes

both positiveandnegativeregulatorsof programmedcelí death.CeO 1994; 78:739-750.

WangSD, HuangKJ, Lin YS, Lei HY. Sepsis-inducedapoptosisof thethymocytesin mice.

J bnmunol 1993; 152:5014-5021.



Bibliografía 106

Watanabe-FukunagaR, BrannanC, CopelandN, JenkinsNA, Nagata5. Lymphoproliferative

disorder in mice explainedby defectsin Fasantigenthat mediatesapoptosis.Nature1992a;

356:314-317.

Watanabe-FukunagaR, BrannanCI, Itoh N, Yonehara5, CopelandNG, JenkinsNA, Nagata

5. TIte cDNA structure,expression,andchromosomalassigmentof tite mousefas antigen.

Jlmmunol 1992b; 148:1274-1279.

WeissRA, Kelly CJ,Madaio MP. Heatshockprotein(HSP)-reactiveT celíselutedfrom tite

kidneysof nephritic micearenephritogenicandcytotoxic to stressedrenal tubularcelís. JAm

SucNephrol 1993; 4:641 (abstract).

Wolf G, Haberstroh U, Neislon EG. Angiotensin II stimulates tite proliferation and

biosynthesisof type 1 collagenin culturedmurinemesangialcelís. Am JPathol 1992; 140:

95-107.

Woolf AS, NeuhausTJ, Kolatsi M, Winyard PJ, Klein NJ. Nepitron formation is inhibited

by LPS and by TNF. J Am SocNephrol 1994; 5:641.

Yang E, Zha J, JockelJ, BoiseUH et al. Bad, a heterodimericpartnerfor Bcl-xU andBcl-2,

displacesBax andpromotescelí death.CeO 1995; 80:285-291

Yonehara5, lshi A, YoneharaM. A cell-killing monoclonalantibody (anti-Fas)to a cdl

surfaceantigenco-downregulatedwith the receptorof TNF. J Exp Med 1989; 169:1747-

1756.

Yoshimura T, Yuhki N. Neutropitil attractant/activation protein-1 and monocyte

chemoattractantprotein-1 in rabbit. cDNA cloning and titeir expressionin spleencelís. J

bnmunol 1991; 146:3483-3488.



Bibliografia 107

Yuan J, Shaham5, Ledoux5, Ellis HM, Horvitz HR. The C. eleganscelí deathgeneced-3

encadesaproteinsimilar to mammalianinterleukin-lb-convertingenzyma.Ccli 1993;75:641-

652.

Zycitlinsky A, ZhengLM, Liu C, Young JD. Cytolytic lymphocytesinduceboth apoptosis

and necrosisin targetcelís. J hnmunol 1991; 146:393-400.


	PARTICIPACIÓN DEL SISTEMA FAS-LIGANDO DE FAS EN LA MUERTE CELULAR (APOPTOSIS) DURANTE EL DAÑO RENAL
	DEDICATORIA
	AGRADECIMIENTOS
	ÍNDICE
	I. INTRODUCCIÓN
	1. PATOGENIA DEL DAÑO RENAL
	2. MUERTE CELULAR: LA APOPTOSIS
	3. APOPTOSIS EN PATOLOGÍA RENAL
	4. LA APOPTOSIS ESTA REGULADA POR GENES
	5. LIGANDO DE FAS Y FAS

	II. OBJETIVOS
	III. MATERIALES Y MÉTODOS
	1. CITOQUINAS Y ANTICUERPOS
	2. CULTIVOS CELULARES
	3. ESTUDIOS IN VIVO
	4. AISLAMIENTO DE RNA Y TÉCNICAS DE HIBRIDACIÓN 
	5. ESTUDIO DE LA MUERTE CELULAR
	6. CITOMETRÍA DE FLUJO

	IV. RESULTADOS
	1. LAS CÉLULAS RENALES EXPRESAN FAS Y SU LIGANDO
	2. EL RECEPTOR FAS DE LAS CÉLULAS RENALES ES FUNCIONAL
	3. LA ACTIVACIÓN DE FAS INDUCE DAÑO RENAL
	4. EXPRESIÓN DE FAS-LIGANDO DE FAS DURANTE EL DAÑO RENAL: ENDOTOXEMIA

	V. DISCUSIÓN
	1. Durante el daño renal tanto las células renales intrínsecas como los leucocitos infiltrantes son fuentes potenciales de 
	2. Las células renales expresan un receptor Fas funcional que causa muerte celular
	3. Activación de Fas como factor desencadenante de daño glomerular
	4. Incremento de la expresión local de ligando de Fas y Fas durante el daño renal. El ejemplo de la sepsis

	VI.CONCLUSIONES
	VIl. BIBLIOGRAFÍA
	AYUDA DE ACROBAT READER 
	SALIR DE LA TESIS

	RTGHN: 
	EGFTB: 


