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RESUMEN

La nefropatia diabética es la causa mas comun de enfer-
medad renal crénica terminal. La modulacion terapéu-
tica de la angiotensina Il retarda, pero no evita, su pro-
gresion. La muerte celular contribuye a la pérdida de
masa renal en las nefropatias crénicas. Un consorcio eu-
ropeo empled la transcriptémica en biopsias renales
para identificar nuevos mediadores implicados en la
muerte de la célula renal durante la nefropatia diabéti-
ca. Un 25% de los genes relacionados con la muerte ce-
lular estaban expresados diferencialmente en la nefro-
patia diabética. TRAIL y osteoprotegerina fueron los
genes mas sobreexpresados, y también estaba aumen-
tado CD74. Las células tubulares y podocitos expresan
TRAIL bajo la regulacién de citocinas proinflamatorias
(MIF via CD74, TNF). La hiperglucemia sensibiliza a las
células renales a la apoptosis inducida por TRAIL, mien-
tras que la osteoprotegerina protege. Estos resultados
sugieren que, ademas de la glucemia, la inflamacién y
TRAIL pueden ser objetivos terapéuticos en la nefropa-
tia diabética.
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INTRODUCCION

La enfermedad renal crénica se caracteriza por una pér-
dida gradual de la funcién renal hasta requerir su sustitu-
cién por didlisis o trasplante. La insuficiencia renal redu-
ce la esperanza de vida y tiene elevados costes
personales, sociales y econdémicos. El sustrato patolégico
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SUMMARY

Diabetic nephropathy is the most common cause of end-
stage renal disease. Approaches targeting angiotensin I/
significantly delay its progression. However, many patients
still need renal replacement therapy. High throughput
techniques such as unbiased gene expression profiling and
proteomics may identify new therapeutic targets. Cell death
is thought to contribute to progressive renal cell depletion
in chronic nephropathies. A European collaborative effort
recently applied renal biopsy transcriptomics to identify
novel mediators of renal cell death in diabetic nephropathy.
Twenty-five percent of cell death regulatory genes were up-
or downregulated in diabetic kidneys. TNF-related apoptosis-
inducing ligand (TRAIL) and osteoprotegerin had the highest
level of expression. In diabetic nephropathy, tubular cells and
podocytes express TRAIL. Inflammatory cytokines, including
MIF via CD74, upregulate TRAIL. A high glucose environment
sensitized renal cells to the lethal effect of TRAIL, while
osteoprotegerin is protective. These results suggest that, in
addition to glucose levels, inflammation and TRAIL are
therapeutic targets in diabetic nephropathy.
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de la enfermedad renal crénica es una pérdida progresiva
de células renales parenquimatosas glomerulares y tubu-
lares. La apoptosis contribuye a la pérdida de células re-
nales'? y se asocia con inflamacidn crénica y fibrosis. La
angiotensina II es un mediador clave de la nefropatia dia-
bética. Los estudios preclinicos mostraron que los efec-
tos pleiotrépicos de la angiotensina promueven el dafo ti-
sular mds alld de su accidn sobre la tensién arterial.’ El
efecto renoprotector de los Inhibidores de la Enzima Con-
vertidora de Angiotensina (IECA) y de los Antagonistas
del Receptor de Angiotensina II (ARA II) en la nefropa-
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tia diabética se ha confirmado en ensayos clinicos.* A pe-
sar de estos avances, la nefropatia diabética todavia es la
causa més frecuente de enfermedad renal crénica termi-
nal en los paises desarrollados. S6lo un conocimiento
completo del proceso patogénico que inicia y mantiene el
dafo renal permitird el abordaje con éxito desde nuevas
estrategias terapéuticas.

BUSQUEDA DE BIOMARCADORES Y DIANAS
TERAPEUTICAS MEDIANTE TECNICAS DE ALTO
RENDIMIENTO

Tradicionalmente, la bisqueda de mediadores de dafio tisular
entrafia una revision cuidadosa de la literatura a la biisqueda
de moléculas con caracteristicas que pudieran hacerlas rele-
vantes en la lesion renal. Con este abordaje tedrico se identi-
fican moléculas de interés potencial y se estudia su expresion
en la lesion. Si existen diferencias entre el tejido normal y el
dafiado, se procede a un andlisis funcional en células cultiva-
das y en modelos animales. El proceso es poco eficaz y con-
sume muchos recursos. La nueva disponibilidad de técnicas
de alto rendimiento como la transcriptomica (estudio simul-
tdneo de niveles de expresion de mRNA de miles de genes) o
la protedmica (estudio simultdneo de niveles de expresion de
miltiples proteinas) permite la identificacién de cientos de
genes o proteinas en base a su expresion diferencial en la en-
fermedad. Estos patrones de expresion pueden usarse con fi-
nes diagndsticos o prondsticos. Los algoritmos bioinformaéti-
cos permiten gestionar la gran cantidad de datos generados y
buscar asociaciones estadisticas con la presencia o progresion
de la enfermedad. Recientemente, un panel de 65 biomarca-
dores proteicos urinarios permitié identificar la nefropatia
diabética con una sensibilidad y especificidad del 97%. Ade-
mads, este panel de biomarcadores identificé a los pacientes
con microalbuminuria y diabetes que progresaron a nefropa-
tfa establecida en tres afios.’ Para identificar nuevos biomar-
cadores, no es necesaria una funcién patogénica de la molé-
cula. Ademds, podemos identificar nuevas dianas
terapéuticas. La bioinformdtica permite dar prioridad a las
moléculas con mayor o menor nivel de expresion, identificar
las moléculas relacionadas con los procesos que participan en
la patogenia de la enfermedad e identificar las relaciones en-
tre las moléculas reguladas diferencialmente. Esto ayuda a
reducir el dmbito de las moléculas candidatas a unas cuan-
tas, cuya expresion diferencial puede confirmarse por RT-
PCR a nivel de mRNA y por inmunohistoquimica a nivel de
proteina (figura 1). La inmunohistoquimica identifica las cé-
lulas que expresan la molécula y guia en la eleccién de mo-
delos funcionales experimentales. Un criterio adicional para
elegir una molécula a estudiar en profundidad puede ser la ex-
presion diferencial simultdnea de varias moléculas pertene-
cientes a la misma via funcional. Este fue el caso de molécu-
las de la via de la citocina TNF-related apoptosis-inducing
ligand (TRAIL) sobreexpresadas en la nefropatia diabética
humana.*
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TRANSCRIPTOMICA EN RINONES DIABETICOS

El Banco Europeo de cDNA renal (ERCB), inicialmente financiado
por la Unién Europea, se encuentra actualmente en la Universidad
de Zurich (http://www.portailderecherche.ch/unizh/p9291 htm).
Fragmentos de biopsias renales recogidos en toda Europa se
clasificaron por diagndstico, se separaron los compartimen-
tos glomerular y tdbulo-intersticial, y se extrajo y retrotrans-
cribio ARN total de cada compartimento. Mediante arrays
transcriptomicos se estudio la expresion de 22.283 genes y se
usé esta informacién para profundizar en el conocimiento de
la patogenia de la nefropatia diabética. A modo de ejemplo,
parte del consorcio se centré en la activacién de la via de
NFkB. El andlisis de este factor de transcripcion mostrd un
aumento de la expresion de 54 de sus 138 dianas conocidas y
permitid diferenciar entre nefropatia diabética grave y leve, y
a ambas nefropatias de las muestras control.’

Biopsia renal v

Y

Microdiseccién de tejido glomerular

y tubulointersticial v
Transcriptémica: ARNm /£
Bioinformatica: seleccion de v

genes candidatos

Y

RT-PCR: confirmacion de la expresion de v/
ARNmM

Y

Inmunohistoquimica: localizacion de la v
expresion de proteina

Y

Estudios funcionales en células cultivadas v

Y

Estudios funcionales en modelos animales ®

Y

Estudios clinicos ®

Figura 1. Identificacién de objetivos terapéuticos a partir de estudios
transcriptémicos.

Se muestran los estudios realizados hasta el momento con la citocina de
la superfamilia del TNF TRAIL. Los futuros objetivos de estudio aparecen
marcados con una X.
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EXPRESION DE GENES REGULADORES DE LA
APOPTOSIS EN LA NEFROPATIA DIABETICA HUMANA

Estudios histolégicos sugieren que la muerte celular por apop-
tosis podria contribuir a la progresiva pérdida de masa re-
nal en la nefropatia diabética.'® Un 25% de los genes rela-
cionados con apoptosis estdn regulados diferencialmente
en biopsias renales de pacientes con nefropatia diabética.®
La figura 2 muestra los genes con mds de un 50% de cam-
bio en su expresion frente a rifiones sanos. Estos genes co-
difican diversas proteinas, algunas de ellas implicadas en
las interacciones entre citocinas y receptores de muerte ce-
lular, como Fas, TRAIL y OPG (osteoprotegerina). Estos
datos son coherentes con el aumento de expresion de Fas
descrito previamente en nefropatia diabética.’ Las citoci-
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nas que pertenecen a la superfamilia del TNF regulan la
supervivencia celular, la inflamacién y la fibrosis. Entre
ellas, se ha establecido con claridad el papel de TNF-a
FasL y TWEAK en la patogénesis del dafio renal."" Sin
embargo, no existia informacién sobre la relaciéon de
TRAIL u OPG con el dafio renal.

TRAIL

TRAIL (APO2L/TNFSF10) es un miembro poco usual de la
superfamilia del TNF, ya que tiene un complejo sistema de re-
ceptores.'"'"®* Dependiendo de los niveles relativos de estos re-
ceptores, TRAIL puede ejercer diferentes funciones, como
muerte, supervivencia, proliferacién o maduracién celular.”
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Figura 2. Cambios en la expresion de genes de muerte celular en la nefropatia diabética.

A) Lista de genes cuya expresion varia al menos 1,5 veces sobre el control en biopsias con nefropatia diabética y las control. Las citocinas y receptores
estan representados por columnas negras. TRAIL (Ligando Inductor de Apoptosis relacionado con TNF), STAT1 (Transductor activador de la sefal de
Transcripcién-1), APP (Proteina Precursora Amiloide), EIFAG2 (Factor de Iniciacién de la Traduccion Eucaridtico 4 gamma 2), NRIF3 (Factor Interactivo
con el receptor de Neurotrofina-3), TLA-1 (Antigeno Intracelular de Células T-1), LOXL2 (Anéloga a la Lysil Oxidasa 2), EMP3 (Proteina de Membrana
Epitelial-3), PKC zeta (Proteina Kinasa C zeta), MAPT (Proteina Asociada a Microtubulos tau), GADD45A (Proteina de detencién del ciclo inducible por
dafno al DNA 45 alfa). B) La informacion publicada sobre estas moléculas sugiere una relacién potencial entre varios genes implicados, asi como con-
secuencias funcionales.

* TNF provoca la sobreexpresion de GG2-1 mediante la via de NFkB. Hasta el momento, no hay estudios disponibles sobre su relaciéon con TRAIL.

Nefrologia 2009;29(1):13-19 15



revisiones cortas

A. Benito-Martin y cols. Nuevas vias letales en la nefropatia diabética

TRAIL es una proteina transmembrana de tipo II con un peso
molecular de 33-35KD, que puede ser liberada de la membra-
na, conservando el potencial apoptético. TRAIL se expresa de
forma basal en numerosos tejidos, como en higado, corazén,
rifién, pulmon o testiculo, lo que sugiere que en condiciones
fisioldgicas debe tener algin papel no apoptético sobre célu-
las parenquimatosas. TRAIL induce apoptosis en células
cancerosas humanas y en tumores primarios, pero muestra
una minima toxicidad en células normales. En estos momen-
tos, estdn en marcha ensayos clinicos en los que se emplea
TRAIL o agonistas de sus receptores, como terapias antican-
cerigenas.”’ No obstante, datos obtenidos a partir de ratones
knock out sugieren que TRAIL podria inducir apoptosis en
células parenquimatosas normales cuando estdn inmersas en
un contexto inflamatorio.”? Hay muy poca informacién hasta
el momento sobre TRAIL en la diabetes, y toda ella se refiere
a su papel en la regulacién de la respuesta inmune.”

RECEPTORES DE TRAIL (TRAIL-RS)

TRAIL tiene un complejo sistema de receptores formado por cua-
tro receptores de membrana y un receptor soluble en humanos. En
ratén existen algunas diferencias (sélo existe un receptor letal), aun-
que el sistema es muy similar* TRAIL-R1 (DR4/TNFRSF10A) y
TRAIL-R2 (DR5/TRICK2/KILLER/TNFSFR10B) contienen un
dominio citopldsmico de muerte (DD) necesario para in-
ducir apoptosis.’® TRAIL-R3 (TRID/DcR1/TNFRSF10C) y
TRAIL-R4 (DcR2/TNFRSF10D) no activan la apoptosis, y se
comportan como antagonistas de los receptores letales.”
TRAIL-R3 estd anclado a la membrana mediante una unién
Glicosil-Fosfatidil-Inositol (GPI), y carece de dominio in-
tracelular. TRAIL-R4 tiene un DD truncado y no funcional.
Actualmente, se estd estudiando el papel de estos dos recep-
tores en vias de seflalizacion no apoptdticas. Ademads, hay
un quinto receptor para TRAIL que carece de dominio cito-
plasmatico y transmembrana: el receptor soluble-sefiuelo os-
teoprotegerina (OPG, TNFRSF11B).” OPG fue inicialmen-
te descrito como un regulador de la osteoclastogénesis, que
se une a la citocina de la superfamilia del TNF, RANKL (Li-

gando del Receptor Activador de NFkB).” La unién de
RANKL a su receptor RANK induce la diferenciacién, acti-
vacién y supervivencia de los osteoclastos. OPG actiia como
un inhibidor soluble de la interaccion RANKL/RANK. El
hecho de que OPG actie como un sefiuelo para TRAIL y
RANKL abre la puerta a un posible cruce entre las acciones
de TRAIL, RANKL y OPG. De hecho, la unién de OPG a
TRAIL inhibe la asociacion entre TRAIL y sus receptores y,
por lo tanto, la induccién de apoptosis, pudiendo bloquear
la funcién de OPG." Los niveles séricos de OPG estdn au-
mentados en pacientes con disfuncién renal, incluyendo la
nefropatia diabética, y se han relacionado con la calcifica-
cién de la arteria coronaria y de la aorta.”®* La afinidad de
TRAIL por OPG es menor que frente a sus otros receptores,
pero existen datos que apoyan la relevancia bioldgica de esta
interaccién.” Los ratones que carecen de OPG tienen calci-
ficaciones de la aorta y arterias renales, sugiriendo que, ade-
mds de su bien conocida funcién en la homeostasis 6sea, la
regulacion de OPG puede desempefiar un papel en la calci-
ficacién vascular.”

TRAIL Y SUS RECEPTORES EN EL RINON

En el rifién sano se expresan tanto TRAIL como TRAIL-R1 y
TRAIL-R2. TRAIL se expresa en tibulos, pero no en los glo-
mérulos. TRAIL-R1 tiene un patrén similar de expresion,
mientras que TRAIL-R2 se expresa, ademds, en el asa de Hen-
le. No se ha observado expresion basal de TRAIL-R3 en el ri-
idén sano* y no hay informes sobre expresion de TRAIL-R4.
Los ratones carentes de TRAIL no tienen enfermedad renal,
lo que sugiere que no debe ser esencial para el desarrollo y la
fisiologfa del rifién.

INTERACCION ENTRE HIPERGLUCEMIA Y LA
INFLAMACION EN EL DANO RENAL POR DIABETES

Los hallazgos transcriptémicos de una mayor expresion de
TRAIL y OPG en la nefropatia diabética humana se confir-

OPG

Figura 3. La inflamacién y la hiperglucemia en
la patogenia de la nefropatia diabética.
Estudios en células renales cultivadas sugieren

Apoptosis de células |
de parénquima renal

que la inflamacién contribuye a incrementar la
expresion de TRAIL, mientras que la hiperglu-
cemia sensibiliza al efecto letal de TRAIL. Nues-

Progresién de la
enfermedad
renal crénica

tro grupo hipotetiza que la pérdida de células
renales por apoptosis contribuye a la progre-
sion de la nefropatia diabética. La OPG (Osteo-
protegerina) antagoniza el efecto letal de TRAIL
en células en cultivo, aunque su accién princi-
pal en el rifdn in vivo esta por determinar.
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CONCEPTOS CLAVE

1. La creacion de perfiles de expresion génica
imparciales puede identificar nuevas molé-
culas con un papel clave en el dano tisular.

2. TRAIL y su receptor seiiuelo osteoprote-
gerina estan sobreexpresados en rifiones
diabéticos.

3. Las citocinas inflamatorias aumentan la ex-
presion de TRAIL en células renales.

4. TRAIL induce apoptosis en células renales
en un microambiente con altas concentra-
ciones de glucosa.

5. La inflamacion y TRAIL pueden ser nue-
vas dianas terapéuticas en la nefropatia
diabética.

maron por RT-PCR y se correlacionaron con datos clinicos de
gravedad de la afectacion renal.* En una cohorte independien-
te, la inmunohistoquimica confirmé la alta expresiéon de
TRAIL. El principal lugar de expresién renal de TRAIL fue-
ron las células tubulares. Ademds, en la nefropatia diabética
se observé expresion de TRAIL de novo en podocitos.®** La
tincién para TRAIL se correlacioné con el grado de atrofia tu-
bular, fibrosis intersticial e inflamacién intersticial, lo que su-
giere un papel patogénico de TRAIL. Puesto que en la nefro-
patia diabética estd aumentada la expresion de TRAIL y de
OPG, dos moléculas potencialmente antagdénicas, exploramos
su funcion en células tubulares humanas cultivadas (figura 3).

Primero, estudiamos los factores que regulan la expresion
de TRAIL. La hiperglucemia per se no modula la expresién
TRAIL. Sin embargo, citocinas proinflamatorias presentes
en las lesiones renales crdnicas, incluida la nefropatia dia-
bética,"”* como IFN-y y TNF-o, aumentan la expresién tu-
bular de TRAIL. Ademds, la activacién de CD74, un recep-
tor para MIF sobreexpresado en la nefropatia diabética
(figura 2), aument6 la expresion de TRAIL en podocitos y
células tubulares.™

A continuacion, abordamos las posibles funciones de TRAIL
en células renales. Por s{ mismo, TRAIL induce apoptosis
en las células tubulares de un forma débil, dependiente de la
dosis.® Esto es coherente con la lenta progresion de la nefro-
patia diabética. El microambiente modul6 la sensibilidad de
las células tubulares a la apoptosis inducida por TRAIL. La
combinacién de un microambiente con altos niveles de glu-
cosa, y la presencia de citocinas proinflamatorias, aument6
la susceptibilidad de las células tubulares a la apoptosis in-
ducida por TRAIL. La hiperglucemia puede inducir o facili-
tar la apoptosis.®**** E]l ambiente inflamatorio o la hiperglu-
cemia producen cambios en la expresién génica de las
células tubulares que pueden modificar su sensibilidad a la
apoptosis. Entre ellos, encontramos una mayor expresion de
receptores (Fas, Fnl4) y moléculas intracelulares (Bax,
Smac/Diablo, FADD) letales, asi como una menor expresion
de moléculas antiapoptéticas (Bcl2, BelxL)."#*3 TRAIL
también induce apoptosis en podocitos humanos cultivados,

Nefrologia 2009;29(1):13-19

especialmente en presencia de hiperglucemia.”” En la actua-
lidad, estamos estudiando el papel de nuevas moléculas, no
previamente relacionadas con la apoptosis, que se han iden-
tificado combinando la gendmica funcional con la transcrip-
témica de rifiones diabéticos.”

TRAIL activa NFkB, lo que supone la activacién de un me-
canismo de proteccidén frente a la apoptosis.® En esto,
TRAIL actda de forma similar a TNF, que también activa
simultdneamente sefales de muerte y supervivencia. El
bloqueo de las seflales de supervivencia activadas por
NFkB provoca un incremento en la tasa de muerte celular.
En nuestro sistema, OPG protege de la apoptosis inducida
por TRAIL, al comportarse como un receptor sefiuelo. Si
bien OPG pudiera tener otras funciones en la nefropatia
diabética, hipotetizamos que el resultado final de la inter-
accion entre los altos niveles locales de TRAIL y OPG de-
penderd de la molécula que predomine en un momento
dado. Si predomina TRAIL, el resultado serd lesién tisu-
lar. Si predomina OPG, las células quedardn protegidas de
la accién letal de TRAIL.

La expresion de TRAIL y de sus receptores se ha estudiado
en otras enfermedades renales inflamatorias. En tibulos re-
nal proximales y distales de rifiones rechazados se demos-
tré un aumento en la expresién de TRAIL, TRAIL-R1 y
TRAIL-R2 %

NUEVAS PREGUNTAS

En Medicina, cada respuesta genera nuevas preguntas.
TRAIL es el gen que codifica proteinas proapoptéticas
mdés sobreexpresado en la nefropatia diabética humana.
Todavia debemos explorar qué factores adicionales regu-
lan su expresion y la de sus receptores en células renales,
asi como los mecanismos moleculares de la sensibiliza-
cién a su efecto letal por la glucosa. Asimismo, es preci-
so desarrollar estudios preclinicos con intervenciones te-
rapéuticas sobre TRAIL y definir su posible papel como
biomarcador.
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