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Introduccion

La activacion (expresion de antigenos de histocompa-
tibilidad de clase Il y moléculas de adhesion ICAM-1) de
las células del parénquima renal es un hallazgo precoz en
la nefritis autoinmune, pero se desconoce si es causa O
consecuencia dc i aaresion inmunolégica. Estudios re-
cientes han demostrado que si bien la activacion de las
células del sistema mononuclear fagocitico es necesaria
para inducir proliferacion linfocitaria, la activacion de cé-
lulas epiteliales produce tolerancia.

Con el proposito de investigar la importancia de la ac-
tivacion de las células epiteliales renales en la respuesta
autoinmune se utilizaron clones de linfocitos Ty de célu-
las tubulares obtenidos del intersticio renal del raton
MRL/Ipr, afecto de nefritis lapica. Estudios previos han de-
mostrado que estos linfocitos T infiltrantes renales eran au-
torreactivos y nefroespecificos. Las células tubulares fue-
ron activadas mediante estimulacion con interferon-gam-
ma (IFN-y). Los resultados mostraron que las células tubu-
lares activadas disminuian la proliferacion de los clones
linfocitarios. Esta disminucién no era producida por fac-
tores secretados por las células tubulares ni debida a
muerte celular. En conclusion, la activacion de células tu-
bulares renales mediante IFN-y produce in vitro una inhi-
bicién de la autorreactividad linfocitaria. Alteraciones de
este mecanismo contrarregulador podrian ser la causa de
la progresion de la lesion autoinmune renal.

Material y métodos

Animales

Ratones MRL/MpJ-lpr/lpr (MRL/Ipr) se obtuvieron de
The Jackson Laboratory (Bar Harbor, Maine, USA).
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Reactivos y anticuerpos monoclonales

Los reactivos fueron suministrados por las comparias
o investigadores siguientes: medios de cultivo (Gibco, NY,
USA); suero bovino fetal (Hyclone, UT, USA); *H-timidina
(N. E. Nuclear, MA, USA); hibridoma 10-2.16 (anti-clase I,
I-Ak) (American Type Culture Collection, MD, USA).

Citometria de flujo

Las células a analizar se incubaron durante 30 minutos
a 4° C con 5 g de anticuerpo monoclonal. Posteriormen-
te, las células se incubaron con un anticuerpo secundario
conjugado con fluorescencia y analizadas en un citome-
tro de flujo.

Clonaje linfocitario

Cortex renales de ratones MRL/Ipr fueron decapsula-
dos y el cortex fragmentado y tamizado a través de
gradillas de diametro decreciente (250, 150, 75
y 38 um). La suspension resultante se centrifugd en un
gradiente de Ficoll-Hypaque durante 15 minutos a
2.000 rpm. Los linfocitos T se recuperaron de la interfase
y se mantuvieron en cultivo en RPMI-1640 con 10 % de
suero bovino fetal, 100 pg/ml de estreptomicina,
100 U/ml de penicilina, 10 UM HEPES, 1 um piruvato s6-
dico, 105M 2-mercaptoetanol, 1% de aminoacidos
esenciales y 50 u/ml de IL-2. Después de 15 dias en cul-
tivo, la linea celular fue clonada por dilucion a 1 célula/po-
cillo en pocillos de 200 pl de volumen, usando como nu-
trientes células singeneicas esplénicas y tubulares, irradia-
das previamente con 3.000 rads. El fenotipo de los clo-
nes obtenidos era TCR o/ B+, CD3+, CD4-, CD8-, B220+,
caracteristico de la subpoblacion de linfocitos T «doble ne-
gativos» que se acumulan en el raton MRL/Ipr.

Clonaje de células tubulares renales

Cortex renales de ratones MRL/lpr fueron decapsula-
dos, fragmentados y se incubaron en una solucién de co-
lagenasa tipo Il (2 mg/ml) durante 90 minutos a 37° C.
Posteriormente, los fragmentos se tamizaron a través de
gradillas de diametro decreciente (250, 150, 75 y 38 um).



El producto obtenido se cultivo en placas de 100 mm en
un medio K-1 (1:1DMEM y Ham’s F12, conteniendo
25 mM HEPES, 100 U/ml penicilina, 100 mg/ml transferri-
na, 1ng/ml prostaglandina E1, 5 x 10" M triiodotironi-
na, 107 M selenio, 5 x 107 M hidrocortisona, 25 ng/ml
factor de crecimiento epitelial). Las células se clonaron en
pocillos de 200 ul de volumen, a densidad 1 célula/poci-
llo. Los clones resultantes se caracterizaron de la forma ha-
bitual descrita’.

Proliferacion linfocitaria

Los linfocitos T se cultivaron en 200 ul de medio de cul-
tivo + células tubulares irradiadas con 3.000 rads. Todos
los ensayos se realizaron por triplicado. Las células se cul-
tivaron durante tres dias, anadiéndose al cultivo 5 puCi de
*H-timidina/ml cuatro horas antes de recuperar las célu-
las. La incorporacion de *H-timidina al DNA de las células
se determind mediante un contador de particulas .

Evaluacién de la viabilidad celular mediante tincién con
azul tripan

Los linfocitos T se cultivaron durante tres dias con cé-
lulas tubulares cultivadas previamente en medio
K-12 IFN-y (250 U/ml). Los linfocitos T se recuperaron y
se diluyeron 1:2 en 0,1 % de azul tripan. '

Fijacion con glutaraldehido

Las células tubulares fueron lavadas tres veces en PBS
e incubadas con 4 % glutaraldehido durante 15 minutos
a 25° C. Posteriormente, las células se lavaron tres veces
en medio de cultivo y fueron incubadas durante dos ho-
ras a 37° C. Finalmente, las células fueron lavadas de nue-

vo y utilizadas para los ensayos de proliferacion linfocita-
ria.

Estadlistica: Para el analisis estadistico se utilizo el pro-
rama Statview SE+ (Abacus Concepts, Ca, USA). Las di-
erencias entre grupos se compararon mediante T-test,
U-Mann Whitney o ANOVA. Los resultados se expresan
como media + 1 desviacion estandar (DS).

Resultados

1) H estimulo de las células tubulares renales con
IFN-y disminuye la proliferacion linfocitaria

Los linfocitos T infiltrantes de la nefritis lapica prolife-
ran en presencia de células tubulares renales. Estudios re-
cientes han demostrado que si bien la activacion del sis-
tema mononuclear-fagocitico es necesaria para inducir
proliferacion linfocitaria, la activacion de células epitelia-
les disminuye la respuesta inmune2. Por tanto, para ave-
riguar cual era el efecto de la activacion de las células tu-
bulares renales sobre la proliferacion de los linfocitos T in-
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filtrantes renales, se estimularon células tubulares renales
con IFN-y (250 u/ml x 3 dias). La activacion celular fue
comprobada mediante la induccién de expresion de cla-
se Il por citometria de flujo. Posteriormente, las células tu-
bulares se irradiaron y se utilizaron en los ensayos de pro-
liferacion linfocitaria. Los resultados demostraron que la
activacion previa de las células tubulares renales con IFN-y
disminuia la respuesta inmune (fig. 1).

2) la disminucién de la respuesta inmune no es
debida a muerte celular

Para investigar si la disminucion en la proliferacién lin-
focitaria era debida a muerte celular, la viabilidad celular
fue analizada mediante tincion azul tripan. Los clones lin-
focitarios se cultivaron durante tres dias con células tubu-
lares que previamente habian sido estimuladas o no con
IFN-y. Posteriormente, los linfocitos T se tifieron con azul
tripan y se calculé el porcentaje de muerte celular. Los re-
sultados mostraron que no habia diferencias entre los dos
grupos, indicando que la disminucién de la proliferacion
linfocitaria no era debida a muerte celular (fig. 2).

3) La disminucién de la respuesta inmune requiere
contacto intercelular

La disminucion de la proliferacion linfocitaria podria ser
debida a una sustancia secretada por las células tubulares
estimuladas con IFN-y o bien debido al contacto con una
molécula en la superficie de las células tubulares renales
inducida por el IFN-y. Con el propésito de averiguar cual
de estos dos mecanismos era el responsable, se practico
una fijacion con glutaraldehido de las células renales que
habian sido tratadas con IFN-y. La fijacién con glutaralde-
hido impide la secrecion de sustancias por parte de la cé-

H-9 H-10
clones

Fig. 1.—Las células tubulares estimuladas con IFN-y disminuyen la
respuesta autoinmune en la nefritis lapica experimental. Los clones
linfocitarios fueron cultivados durante 3 dias con células tubulares
previamente estimuladas (CTs*) o no (CTs) con IFNy (3 dias, 250 U/mi).
Los resultados se expresan como mediat 1 DS. El experimento fue
repetido 2 3 veces con resultados similares. P <0,05.
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Fig. 2.—Viabilidad de los linfocitos T en contacto con células tubulares
tratadas con IFN-y. La figura muestra el porcentaje de muerte celular
determinado por la tincién azul tripan de uno de los clones
linfocitarios (H-10) en cultivo con células tubulares previamente
estimuladas (CTs*) o no (CTs) con IEN-y (3 dias, 250 U/ml). Datos
similares fueron obtenidos con los otros clones linfocitarios. El
experimento fue repetido 3 veces con resultados similares. P<0,05 en
medio vs. CTs y CTs*, sin diferencias entre CTs vs. CTs".

lula fijada. La fijacion con glutaraldehido no modifico la
actividad inhibitoria de las células tubulares tratadas con
IFN-y, indicando que se trataba de un mecanismo que re-
queria contacto intercelular (fig. 3).

Discusion

El tratamiento de las células tubulares con IFN-y dismi-
nuye la proliferacion de los linfocitos T nefroespecificos.
La incapacidad de las células epiteliales de actuar como

CTs IFN-y Fijacion

Fig. 3.—La fijacion con glutaraldehido no modifica la reduccion de la
proliferacion linfocitaria. Células tubulares (CTs) previamente
estimuladas o no con IFN-y (3 difas, 250 U/ml) fueron fijadas con
glutaraldehido y co-cultivadas con el clon linfocitario H-10.
Experimentos de control fueron realizados utilizando células tubulares
no fijadas. Los resultados se expresan como media+ 1 DS. £l
experimento fue repetido > 3 veces con resultados similares para
todos los clones estudiados (G-8, E-12, H-6, H-9, H-10, H-11). P<0,05
CTs vs. CTs + IFN=y, sin diferencias entre CTs fijadas o no con
glutaraldehido.
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células presentadoras de antigeno ha sido ampliamente
demostrada. Queratinocitos estimulados con IFN-y no
s6lo no estimulan la proliferacion linfocitaria, sino que in-
ducen tolerancia?. La expresion de clase Il en células beta
pancreaticas es insuficiente para iniciar la respuesta inmu-
ne?. Las células tubulares renales estimuladas con IFN-y
son capaces de presentar antigenos r activar hibridomas,
pero se desconoce su influencia en la proliferacion linfo-
citaria?. En este estudio se demuestra que la activacion
de las células tubulares renales con IFN-y inhibe in vitro
la proliferacion linfocitaria. La significacion de este feno-
meno in vivo aln no esta aclarada. Es evidente que en la
nefritis lapica, a pesar de existir una hiperexpresion de cla-
se ll, la lesion inflamatoria renal es progresiva. Las diferen-
cias entre los resultados in vitro y los hallazgos in vivo po-
drian tener varias interpretaciones: 1) la accion conjunta
de varias citoquinas in vivo produciria cambios conforma-
cionales en las moléculas de superficie tubular, indistin-'
guibles mediante técnicas inmunohistoquimicas, pero ca-
paces de impartir sefiales diferentes a los linfocitos infil-
trantes renales; 2) el efecto supresor es exclusivo de los
linfocitos «doble negativos», permitiendo la proliferacion
de otras subpoblaciones linfocitarias; 3) la inter-
accion in vivo, con otras células del intersticio renal (p.e.,
macrofagos), modificaria la respuesta autoinmune; 4) la
existencia de autoanticuerpos antimembrana tubular in
vivo bloquearfan la molécula supresora que in vitro dis-
minuye la proliferacion linfocitaria.

En conclusién, la posibilidad de aislar clones de linfo-
citos infiltrantes y de células tubulares renales ha permiti-
do iniciar el estudio de las interacciones entre ambas cé-
lulas en el desarrollo de las nefritis autoinmunes. El estu-
dio del efecto inmunomodulador de las células tubulares
renales podria permitir el disefio de alternativas terapéu-
ticas encaminadas a la adquisicion de tolerancia inmuno-
logica.
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