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TWEAK, el facilitador del dano renal agudo
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Las células tubulares son las mds abun-
dantes del parénquima renal. Su pérdida
caracteriza tanto a la insuficiencia renal
aguda como a la insuficiencia renal cré-
nica'. Las células tubulares se pueden
perder por que se mueran, se desprendan
o se diferencien hacia fibroblastos. En
estudios humanos la muerte celular es el
mejor correlato histolégico de la pérdida
de funcidn renal en la insuficiencia renal
aguda (IRA)*. Las células gravemente
danadas secretan citoquinas proinflama-
torias que contribuyen a agravar la IRA.
Sin embargo, los factores que modulan
el dafio en las células tubulares asi
como la interrelacién entre distintos
factores son mal conocidos. De hecho,
se puede decir que la IRA es una situa-
cién paradigmadtica en la cual el mal
conocimiento de los mecanismos pato-
génicos impiden la aplicacién de medi-
das terapéuticas efectivas basadas en
los procesos fisiopatolégicos implica-
dos. Se han identificado numerosos ele-
mentos que contribuyen a la lesién
renal y algunos de ellos son dianas de
actuacion efectivas en modelos anima-
les*. Sin embargo, los pocos intentos
para trasladar esta informacién a la
préctica clinica han fracasado. Revisa-
remos la evidencia concerniente a una
nueva citoquina, TWEAK y a su recep-
tor Fnl4 en la IRA*. Pensamos que
estas moléculas podrian convertirse en
importantes elementos para el trata-
miento de la IRA por que son actores
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que se comportan como facilitadores
que amplifican la respuesta lesiva ini-
ciada previamente por otros estimulos.
Desde este punto de vista, la actuacion
sobre esta citoquina podria amortiguar
la lesion inducida por un amplio rango
de estimulos.

LOS PROTAGONISTAS:

TWEAKY Fn14

La citoquina Tumor necrosis factor-like
weak inducer of apoptosis (TWEAK,
Apo3L, TNFSF12) pertenece a la super-
familia del TNF (TNFSF)® (fig. 1). El
gen de TWEAK humano esta locali-
zado en el cromosoma 17 y codifica
para una secuencia de 248 aminodcidos
que corresponde a una glicoproteina
transmembrana tipo II de 30 kDa. El

dominio intracelular contiene un sitio
de fosforilacién con una serina. El
dominio extracelular contiene el sitio
de unién con su receptor. TWEAK se
expresa como una proteina de mem-
brana y como una proteina soluble de
168 aminodcidos (18kDa) que resulta
de la proteolisis de TWEAK de mem-
brana®".

Inicialmente se comunicd, de manera
errénea, que el receptor de TWEAK era
DR3™. En 2001 se clon6 el receptor de
TWEAK que result6 ser una proteina
previamente conocida como Fnl4,
TNFRSF12A"* (fig. 1). El gen humano
para Fnl4 se encuentra en el cromo-
soma 16 y codifica para una proteina
transmembrana de tipo I de 129 amino-
acidos (14kDa). Fnl4 se procesa a una
proteina madura de tan solo 102 amino-
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acidos®'*. El dominio extracelular de
Fnl4 contiene el sitio de unién para
TWEAK". El dominio intracelular (29
aa) contiene un sitio de unién para
TRAF con 3 treoninas potencialmente
fosforilables. Se ha demostrado que la
unién de TRAF participa en sefales de
transduccion'®*.

Aunque el dnico receptor conocido
de TWEAK es Fnl4, algunas de las
acciones de esta proteina pueden lle-
varse a cabo independientemente de
Fnl42 CDI163 funciona como un
receptor de TWEAK en condiciones
patolégicas y también como un recep-
tor alternativo en células que carecen
de Fnl14~.

Las proteinas TWEAK de humano y
de ratén son muy similares, con un
93% de similitud en el sitio de unién
para el receptor. Ademds coinciden en
el 90% de todas sus secuencias. La cito-
quina TWEAK humana puede unirse al
receptor de TWEAK de ratén y vice-
versa®. De hecho estas secuencias estdn
muy conservadas a lo largo de la evolu-
cién y se encuentran en especies tan
antiguas como el pez cebra® lo que
sugiere que deben tener un importante
papel.

TWEAK estd ampliamente distri-
buida en el organismo, y se encuentran
niveles altos en tejidos como el pén-
creas, intestino, corazén, cerebro, pul-
mones, ovario y musculo esquelético y
niveles mas bajos en higado y rifion®*.
Inicialmente se comunic6 que el ARNm
de TWEAK disminuye en el ratén tanto
en situaciones agudas (inyeccién de
lipopolisacdrido) como crénicas (patolo-
gias autoinmunes como el lupus erite-
matoso o la anemia hemolitica) en
numerosos tejidos y en macréfagos?.
Las arterias humanas sanas liberan
TWEAK soluble, pero en las dafiadas
por la aterosclerosis la liberacién de
TWEAK disminuye®. De hecho, los
niveles séricos de TWEAK son un mar-
cador de aterosclerosis subclinica. Sin
embargo se encuentran niveles elevados
de TWEAK en otras situaciones inflama-
torias, como la encefalitis autoinmune®.

Por el contrario, expresion tisular de
Fnl4 es baja en condiciones de salud.
Por ejemplo, en las arterias sanas es
indetectable®. En un principio se identi-
fico al gen de Fnl4 como un gen de
expresion temprana cuya sintesis era
inducida por FGF-1 en fibroblastos™.

588

A. B. Sanz y cols. TWEAK vs FRA

TWEAK — Fn14
TTWEAK |— | Fn14 o
No lesion tisular
TWEAK |— | T Fn14
A
\
Inflamacion
T TWEAK |—— | T Fn14 | —— L esion tisular
Figura 2.
Numerosos estudios realizados in vitro  aterosclerosis, artritis reumatoide y

e in vivo han demostrado incrementos
en la expresiéon de Fnl4 ante numero-
sos estimulos en varios tipos celulares.
Por ejemplo, la expresion de Fnl4
aumenta in vivo durante la lesién hepa-
tica, vascular, del sistema nervioso cen-
tral o renal*'*"* Cuando existen
bajos niveles de expresion de Fnl4 las
células responden peor a TWEAK vy la
accion de TWEAK sobre tejidos sanos
es escasa. Una expresion aumentada de
Fn14 aumenta la respuesta a TWEAK?**
(fig. 2). De esta manera, durante la
inflamacion, los tejidos serian mds sen-
sibles a pequefios incrementos en los
niveles de TWEAK.

Durante la lesién renal experimental
(tanto lesion renal aguda téxica como de
causa autoinmune) aumenta la expresion
renal de TWEAK, y, de manera mads
notoria, la de Fn14**. Tanto los linfoci-
tos como los macréfagos infiltrantes
pueden secretar TWEAK**. En particu-
lar, las células T de los pacientes con
lupus expresan TWEAK. Ademads las
células tubulares y las mesangiales
expresan tanto TWEAK como Fn14.

REPARTO DE PAPELES:
HEROES Y VILLANOS

Existen datos que indican que TWEAK
juega un papel importante en la patoge-
nia de enfermedades humanas como la

enfermedades autoinmunes que afectan
al rifion>*7*#», Las acciones TWEAK
varfan con el tipo celular y el microam-
biente e incluyen proliferacién celular®-
¥, supervivencia®, migracion* %, y
apoptosis*”*'. TWEAK puede promo-
ver” o inhibir*>* la diferenciacion celu-
lar. Finalmente, TWEAK induce la
expresién de moléculas proinflamato-
rias®2 04145558 - Iy yivo, TWEAK puede
estimular la angiogénesis**” y regula la
permeabilidad neurovascular®. Por lo
tanto TWEAK y Fnl4 se podrian com-
portar como héroes (supervivencia y
proliferaciéon que contribuyan a la rege-
neracién tubular) o como villanos
(inflamacién y muerte celular) durante
el dafio renal.

UN LUGAR CONCURRIDO:

TWEAK Y LA INFLAMACION
TWEAK activa NFkB en las células
tubulares renales. Asi, aumenta la unién
al DNA de NFkB, la transcipcién
dependiente de NFkB, la fosforilacién
de IkBa y la translocacién nuclear de
RelA*. Como consecuencia, TWEAK
induce la expresion de ARNm y la
secrecion de MCP-1, IL-6 y RANTES,
de una forma dependiente de RelA. El
efecto de TWEAK sobre las quimioqui-
nas (previamente conocidas como
intercrinas)® como MPC-1 y RANTES
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es particularmente interesante por el
posterior reclutamiento de células infla-
matorias y la amplificacién de la infla-
macion.

El patrén de complejos NFkB unidos
al DNA difiere entre TNF-alfa y
TWEAK?*. Esto sugiere que TWEAK
induce otras respuestas bioldgicas, tam-
bién dependientes de NFkB, que difie-
ren de las inducidas por TNF-alfa. Por
lo tanto, TNF-alfa y TWEAK parecen
ser citoquinas no redundantes en la
lesion renal. En ese sentido, TWEAK
activa NFkB de forma mantenida en
células tubulares, lo que sugiere activa-
cién de NFkB por la via no candnica,
que no es activada por TNF-alfa®.

La administracion sistémica de
TWEAK activa NFkB vy tiene un efecto
proinflamatorio en el parénquima renal
que consiste en el incremento de los
ARN mensajeros de MCP-1, RANTES e
[L-6" La inmunohistoquimica mostré
que RelA se transloca al nicleo en las
células tubulares y que esas células son
el principal sitio donde se expresaban
MCP-1 y RANTES. La expresién de
quimiocinas por las células tubulares se
seguia de un incremento de la expresion
renal de ARNm del receptor para MCP-
1, CCR2, expresado por macréfagos, asi
como de un incremento en el nimero de
macroéfagos. Esto demuestra que in vivo
TWEAK induce respuesta inflamatoria.
Sin embargo TWEAK no modifica por si
mismo los niveles de creatinina en suero.
Recientemente se ha demostrado que
TWEAK incrementa la expresion de
MCP-1 en células mesangiales cultiva-
das®*. Sin embargo no observamos
aumento de la expresion mesangial de
MCP-1 ni infiltracién glomerular de
macroéfagos tras inyectar TWEAK por
via ip, lo que sugiere que en el riidén sano
TWEAK induce inflamacién tibulointe
rsticial pero no glomerular™.

EL CAMPO DE BATALLA

La apoptosis contribuye a la pérdida de
células renales®”. Tanto nefrotoxinas
como otras formas de estrés celular®®,
y algunos miembros de la superfamilia
de los TNF inducen muerte celular por
apoptosis®®. De hecho, el nombre de
TWEAK hace referencia a su débil
capacidad para inducir apoptosis. En
ese sentido, TWEAK a menudo nece-
sita coestimulos, como IFN-gamma,
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para inducir apoptosis®. Sin embargo,
TWEAK por si mismo induce apopto-
sis en neuronas y células mesangia-
les**. TWEAK también participa, con
otros factores, en la induccién de apop-
tosis de monocitos por células T%. Por
el contrario las células tubulares no
estimuladas son resistentes a la induc-
cién de apoptosis por parte de TWEAK
aislado y el efecto letal solo se hace
patente ante la presencia de varios
mediadores  inflamatorios liberados
durante la IRA, como IFNg y TNF-
alfa®"'. Este requerimiento de dos
citoquinas (IFN-gamma y TNF-alfa)
para la induccién de muerte celular es
novedoso. TNF-alfa/I[FN-gamma incre-
mentan la expresion de Fnl4 en las
células tubulares. La regulacion de la
expresion de Fnl4 podria explicar la
mayor susceptibilidad hacia la apopto-
sis. Sin embargo, el nivel de expresion
de Fnl4 no seria el Gnico mecanismo
implicado, ya que IFN-gamma o TNF-
alfa por separado también incrementan
la expresion de Fnl4 pero no aumentan
la susceptibilidad a la muerte celular.
Estudios funcionales de inhibicién
sugieren que la activacién autocrina del
sistema FasL/Fas contribuirian también
a la muerte celular en presencia de
varias citoquinas inflamatorias®"".

Las vias de sefalizacion intracelular
que conducen desde Fnl4 a la muerte
celular son poco conocidas y existe evi-
dencia de que difieren para cada tipo
celular y para un microambiente celular
determinado. La carencia de dominio
de muerte (death domain: DD) sugiere
que Fn4 no recluta directamente protei-
nas que contienen este dominio. Estu-
dios con inhibidores de caspasas tam-
bién apuntan a la existencia de varios
caminos para la muerte celular. En
células tubulares, la combinacién de
TWEAK, TNF-alfa y IFN-gamma pro-
movié la activacién de la caspasa-8, la
proteolisis de Bid, la liberacién del
citocromo c al citosol y la activacion de
la caspasa-9 y de la caspasa-3, lo que
sugiere la activacion de un receptor cla-
sico de muerte celular con el recluta-
miento posterior de la via mitocondrial
de la apoptosis. Sin embargo, no existe
evidencia de la participacién del reti-
culo endoplasmatico, que, sin embargo,
si participa en la apoptosis de células
tubulares inducida por paracetamol o la
tunicamicina®.
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La mayoria de los estimulos extrace-
lulares no son procesados de forma ais-
lada, sino que las células integran los
multiples estimulos a los que estdn
expuestas™. De ese modo, es dificil asig-
nar el resultado final a un estimulo con-
creto entre los diversos que estin pre-
sentes en el ambiente. En este sentido, se
podria pensar TNF-alfa y TWEAK en
presencia de IFN-gamma reclutarian
vias moleculares similares de la apop-
tosis que se potenciarian en presencia
de las tres citoquinas. Sin embargo,
TNF-alfa induce una apoptosis tardia
en las células tubulares, pero por una
via que difiere de la reclutada por
TWEAK/TNF-alfa/IFN-gamma®. Asf,
el inhibidor de caspasas zVAD previene
la apoptosis inducida por TWEAK/
TNF-alfa/I[FN-gamma®. Sin embargo,
zVAD transform6 la forma de muerte
celular en necrosis e incluso incre-
mento la proporcién de muerte celular.
Aunque ya se habia observado previa-
mente la induccién de necrosis en célu-
las expuestas a miembros de la superfa-
milia de los TNF cuando se inhiben las
caspasas™, zVAD no promueve la
necrosis de células tubulares en presen-
cia de TNF-alfa aislado o asociado a
IFN-gamma®. Esta respuesta es especi-
fica del tipo celular y sugiere que la
inhibicidn de las caspasas podria no ser
la mejor diana terapéutica en el dafo
renal, en el cual la inflamacién contri-
buye a la muerte celular. En las células
tubulares la necrosis inducida por la
inhibicién de caspasas en presencia del
cocktail de citoquinas requiere el recep-
tor Fnl4 y la produccién de especies
reactivas del oxigeno.

EL RESULTADO: PROTECCION

Para resumir, los datos obtenidos en
medios celulares sugieren que TWEAK
puede ser lesivo en el rifién inflamado.
Sin embargo, las funciones de TWEAK
sobre la proliferacién de células tubula-
res o de células madre o el recluta-
miento de macréfagos que participan
en la reparacién tisular podrian confe-
rirle un papel protector”. Desde ese
punto de vista, una primera interpreta-
ciéon de los bajos niveles séricos de
TWEAK en pacientes con aterosclero-
sis serfa que la ausencia de TWEAK
contribuirfa al dafio tisular. A fin de
comprender el resultado integrado final
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de las diversas acciones potenciales de
TWEAK durante la lesién renal aguda,
se utilizaron anticuerpos neutralizantes
in vivo. La IRA inducida por una sobre-
dosis de 4cido fdlico es un modelo ani-
mal que tiene un equivalente humano
en los casos raros en los que se admi-
nistran grandes dosis parenterales de
acido folico”™. Ademds, comparte los
procesos bdsicos de la IRA humana:
muerte de células tubulares, inflama-
cién, proliferacién que culmina con la
recuperacion espontanea y fibrosis resi-
dual™’. En este modelo, la expresion
renal de TWEAK y Fnl4 aument6 a
nivel de ARNm y de proteina®. El
ARNm de Fnl4 aument6 13 veces y la
proteina 2,5 veces, localizdndose en las
células tubulares™. El pico de expresién
de Fnl4 fue alas 24 h, y el de TWEAK
a las 72 horas. Ademds, la expresion
renal de IFN-gamma y TNF-alfa estd
incrementada en diversos modelos de
IRA, originado la combinacién de cito-
quinas que resultaba letal en cultivo™?2.,
Un anticuerpo anti-TWEAK neutrali-
zante redujo el pico de creatinina sérica
y no interfirié con la recuperacion®. La
neutralizacion de TWEAK también
mejord la lesion histolégica. TWEAK
no particip6 en la respuesta inflamato-
ria temprana (primeras 24 horas) que
fue independiente de TWEAK. Sin
embargo amplificé la inflamacién tar-
dia y la neutralizacion de TWEAK
redujo la expresiéon tubular MCP-1 y
RANTES, y la inflamacién intersticial
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por macréfagos. El efecto in vivo de
TWEAK sobre los mediadores inflama-
torios fue selectivo. Por ejemplo,
durante la IRA la expresion de IL-6 fue
independiente de TWEAK. De esta
forma, aunque TWEAK podria modu-
lar la expresién de IL-6 en los cultivos
celulares, otros estimulos regulan su
expresion de modo predominante in
vivo.

EPILOGO

El diccionario de OXFORD define el
vocablo inglés TWEAK como «realizar
ajustes finos». Esta definicion se ajusta
bastante al papel de TWEAK en el dafio
renal. TWEAK regula un amplio rango
de procesos celulares que estan implica-
dos tanto en la generacién como en la
recuperacion del dafo renal. El efecto
preciso de TWEAK sobre las células
renales esta modulado por el microam-
biente celular, ajustando la respuesta al
dafio producido (fig. 3). TWEAK inte-
ractia con el ambiente celular para obte-
ner respuestas celulares especificas. En
el contexto de inflamacién en la insufi-
ciencia renal aguda el efecto global de
TWEAK es negativo para el rifién, pro-
moviendo inflamacién y muerte celular.
En este contexto, el antagonismo de
TWEAK mejora la funcién renal. En
vista de las mudltiples acciones de
TWEAK, que incluirfan la proliferacién
de células progenitoras”, merece la pena
abordar la modulacién de TWEAK en

diversos contextos clinicos. Ademas, el
posible papel de TWEAK como biomar-
cador deberia ser estudiado ya que se
han encontrado niveles elevados en
orina en pacientes con lupus y nefritis
activa™ y también bajos niveles séricos
resultan ser marcadores de aterosclerosis
en fase subclinica®.
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