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INTRODUCCION

En las Ultimas décadas, la utilizacion de técnicas
de biologia molecular y celular ha permitido ampliar
nuestros conocimientos acerca de los mecanismos
que inician y mantienen el dafio renal '. Los cambios
observados en el rindn al nivel histolégico y funcio-
nal (fundamentalmente alteraciones en el numero de
células y en el depdsito de matriz extracelular) son,
sin duda, un reflejo de los cambios que ocurren a ni-
vel celular. Existen multitud de factores directamente
implicados en la regulacion del comportamiento ce-
lular y que participan en la patogenia de las glome-
rulonefritis.

El trabajo del bidlogo molecular y celular, dedica-
do al estudio de las enfermedades renales, reside en
identificar los factores involucrados en dichas pato-
logias y el descubrimiento de nuevas terapias mas es-
pecificas. Para ello se aplican técnicas de biologia
celular y molecular a diversos materiales bioldgicos.
Estas técnicas permiten estudiar los mecanismos de
acuniulacién y deplecién celular, la regulacion de la
expresion de genes y proteinas, la funcidon de éstos y
la busqueda de nuevos factores implicados en el da-
fio renal.

En esta revision comentaremos en primer lugar los
materiales bioldgicos en los cuales se realizan los es-
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tudios; después abordaremos las técnicas de biologia
celular y molecular de relevancia para el estudio de
las enfermedades glomerulares, y por Uultimo termina-
remos con una valoracion critica de los avances que
estas técnicas han propiciado en el conocimiento de
la patogenia del dafo glomerular, especialmente re-
ferido a las citocinas y los constituyentes de la matriz
extracelular y su repercusion clinica.

A) MATERIALES BIOLOGICOS

Las tres fuentes fundamentales de muestras para
estudios moleculares del rifidn son las células en cul-
tivo, los modelos animales y las biopsias renales de
pacientes.

Cultivos celulares

La finalidad de los cultivos celulares es establecer
poblaciones homogéneas de células que, mantenidas
vivas fuera de su contexto habitual, permitan estu-
diar el comportamiento de un tipo celular determina-
do 2 Existen técnicas sencillas para conseguir culti-
vos primarios de diversas estirpes celulares renales.
En determinados estudios pueden ser utiles las lineas
celulares transformadas por virus como el SV40. La
insercion del genoma del virus en el genoma celular,
facilita su cultivo y aumentando su disponibilidad.
Sin embargo, la transformacién puede alterar algunas
funciones celulares. Aqui describiremos brevemente
como se pueden obtener cultivos de células mesan-
giales y epiteliales glomerulares.
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Para obtener células mesangiales, la corteza renal
(normalmente de rata) es diseccionada en pequenos
trozos y pasada a través de tamices de diferente to-
mano de poro. El Ultimo tamiz posee la cualidad de
retener los glomérulos excluyendo células y tubulos.
Los glomérulos son separados de tUbulos y células
contaminantes por centrifugacion suave y son dige-
ridos con colagenasa para destruir la cdpsula de
Bowman. Los glomérulos digeridos se siembran en
placas de cultivo con un medio compuesto de sales,
aminodcidos, vitaminas y entre un 10 y un 20 % de
suero de fernera fetal que provee los factores de cre-
cimiento necesarios para la viabilidad celular.
Aproximadamente a las fres semanas se obtiene un
cultivo homogéneo de células mesangiales 3. Estos
cultivos son denominados de dos dimensiones (2D)
(fig 1A). Si se desea un cultivo en tres dimensiones,
las células son levantadas de la placa con una incu-
bacién con fripsina y sembradas entre dos I&dminas de
una solucién de coldgeno (fig 1 B).
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Fig. 1.-Esquemas de cultivos de células mesangiales en dos y tres
dimensiones
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Para obtener células epiteliales glomerulares, los
glomérulos son directamente sembrados sobre placas
de cultivo recubiertas con una pelicula de coldgeno
I, que facilita el crecimiento de las células epiteliales.
Aproximadamente a la semana, las células epiteliales
forman un adoquinado alrededor del glomérulo. En
este momento los glomérulos son levantados de la
placa con un suave raspado, dejando en ella sola-
mente las células epiteliales .

Los cultivos celulares permiten responder a varios
interrogantes, como por ejemplo: qué factores pue-
den ser sintetizados por un tipo celular y en respues-
ta a qué estimulos; cudles son los estimulos que con-
trolan la proliferacion y migracién celular; qué tipos
de receptores posee una determinada célula, etc.

Sin embargo, los resultados obtenidos con cultivos
celulares deben ser analizados con cautela, puesto
que las células se encuentra separadas de su contex-
to habitual. Por ejemplo, las células mesangiales en
cultivo sintetizan y secretan coldgeno 15, una protei-
na constituyente de la matriz extracelular de los teji-
dos infersticiales. La matriz mesangial, por el con-
trario, no posee coldgeno tipo | en situaciones nor-
males, sino que estd formada fundamentalmente por
coldgeno 1V, fibronectina y proteoglicanos. Esto no
significa una disociacion total entre datos obtenidos
in vitro e in vivo. Por ejemplo, las células mesangio-
les in vivo en condiciones normales no expresan -
actina muscular, pero si lo hacen in vitro y durante la
inflamacién glomerular. Es el llamado, por algunos
autores, fenotipo inflamatorio o activado ¢,

Modelos animales

En los modelos animales de dano glomerular se in-
duce una enfermedad en un animal que fenga el ma-
yor parecido posible con la situacion en humanos
que se desed imitar. Los animales mds utilizados son
ratas, conejos y ratones. Estos Ultimos tienen la des-
ventaja de la limitada cantidad de material bioldgico
que se puede obtener, pero, a cambio, hay un mejor
conocimiento del genoma de ratdén 7. Ademds, la po-
sibilidad de crear animales transgénicos y «knock-
out» (ver mds adelante) permiten nuevos abordajes y
estudios. Existen modelos de prdcticamente todas las
glomerulopatias humanas (revisado en 8), pero aqui
sélo nos vamos a referir a los empleados habitual-
mente en nuestro laboratorio. M&s adelante comenta-
remos los nuevos modelos basados en animales
transgénicos, en los que la regulaciéon anormal de un
solo gen ocasiona la lesidon glomerular.

Enfermedad crénica del suero: Las ratas son inmu-
nizadas con ovalbUumina, provocando una enferme-
dad crénica por inmunocomplejos ?. Los inmuno-



complejos se depositan y/o se forman en el mesangio
y pared glomerular, desencadenando una glomerulo-
nefritis proliferativa y necrotizante, caracterizada por
un fuerte infiltrado glomerular e intersticial, elevada
proteinuria y rapida progresién a insuficiencia renal
terminal %" La interrupcion de la administracion
del antigeno da lugar a la resolucion de la inflama-
cion glomerular, pero la proteinuria persiste, asocia-
da a una morfologia de nefropatia membranosa 2

Clomerulonefritis por anticuerpos anti-membrana
basal glomerular (MBG): La inyeccion de anticuerpos
frente a la MBG © la inmunizacion con MBG ocasio-
na una glomerulonefritis rapidamente progresiva, ha-
bitualmente con semilunas, y con intenso infiltrado
de células mononucleares, que recuerda a la huma-
na. La ventaja de este modelo reside en la rapidez de
su obtencion.

Glomerulonefritis por anticuerpos anti-Thy-1: Los
animales son inyectados con una unica dosis de un
anticuerpo frente a Thy-1, un antigeno presente en la
superficie de células de la estirpe linfoide y en célu-
las mesangiales. Esto origina una mesangidlisis inicial
dependiente de complemento y elevada proteinuria,
seguida por proliferacion mesangial y expansién de
matriz mesangial (fig. 2). La nefritis se resuelve es-
pontaneamente en dos o tres semanas, aunque un
modelo crénico puede ser establecido por repetidas
inyecciones de anticuerpos. Aunque este modelo ha
sido criticado porque no corresponde a ninguna en-
fermedad en humanos, actualmente es muy utiliza-
do, fundamentalmente por su repetitividad, sencillez
y rapidez, asi como por la informaciéon que pueda
aportar sobre los mecanismos de remodelacion aso-
ciados a la resolucion de la inflamacion glomerular.

fig. 2.-Glomérulo de una rata con glomerulonefritis producida
por anticuerpos anti-Thy-1 tenido con un anticuerpo anti-
fibronectina. El segundo anticuerpo utilizado estaba marcado con
fluoresceina.

Sindrome nefrético idiopatico: Este modelo es in-
ducido por la administracion de una dosis de adriami-
cina o aminonucledsido de puromicina. Se caracteri-
za por lesion de la célula epitelial glomerular con

BIOLOGIA MOLECULAR Y GLOMERULONEFRITIS

morfologia de cambios minimos, aunque en el mode-
lo de puromicina hay una cierta infiltracion glomeru-
lar por células mononucleares 34, Ambos modelos
son autolimitados, aunque la administracion repetida
de las drogas origina una glomerulosclerosis focal y
segmentaria con sindrome nefrético persistente.

Enfermos

La biopsia renal es un método invasivo que suele
realizarse solo cuando es imprescindible un diagnés-
tico preciso y proporciona una escasa cantidad de te-
jido. Por esta razon, hasta la fecha sélo han sido ruti-
nariamente realizados estudios morfolégicos e
inmunohistoquimicos. Sin embargo, las técnicas de
hibridacién in situ y la reacciéon en cadena de la poli-
merasa (PCR) permiten el estudio de la expresion gé-
nica en biopsias renales, lo que abre una nueva puer-
ta en el diagnéstico clinico a nivel molecular.

A diferencia del tejido renal, la sangre y la orina
pueden ser obtenidas en cantidad suficiente sin gran-
des molestias para el paciente, pero la informacion
que aportan es, en el tema que nos ocupa, escasa.

B) TECNICAS DE BIOLOCIA CELULAR Y
MOLECULAR DE RELEVANCIA PARA EL ESTUDIO
DE LAS ENFERMEDADES GLOMERULARES

Comentaremos algunas de las técnicas que han
permitido estudiar los mecanismos de acumulaciéon y
deplecion celular, la regulacion de la expresion de
genes y proteinas, la funciéon de éstos, asi como la
busqueda de nuevos factores implicados en el dafio
renal.

Proliferacion y muerte celular

El acimulo de células en el glomérulo caracteriza
a diversas formas de dafio glomerular. La evolucién
cronica lleva con frecuencia a una disminucidon de la
celularidad y obsolescencia glomerular. Las variacio-
nes en el nimero de células dependen del equilibrio
entre proliferacion y muerte celular: Existen dos for-
mas fundamentales de muerte celular, la apoptosis y
la necrosis '5. La apoptosis es una muerte fisiologica,
que ocurre durante el funcionamiento normal del or-
ganismo, que requiere la participaciéon activa de la
propia célula («suicidio celular») mediante la activa-
ciéon de un programa genético (muerte celular
programada). El hecho de que la célula apoptética
sea eliminada rapidamente por células adyacentes, y
que esta forma de muerte ocurra de forma parcheada,
ha dificultado su estudio. La necrosis suele estar oca-
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sionada por estimulos intensos, claramente patologi-
cos, como la isquemia prolongada, y se asocia con li-
sis de la célula y afecta a células adyacentes. En la ac-
tualidad estamos investigando el papel respectivo de
necrosis y apoptosis en el dafio glomerular, asi como

los genes que regulan la ocurrencia de esta dltima ¢
18

En condiciones normales, el recambio celular del
glomérulo es muy bajo y tan soélo ocasionalmente se
observan divisiones celulares. Sin embargo, durante
el dafo glomerular son frecuentes las alteraciones de
los indices de mitosis y muerte celular, que si no es-
tan acoplados conducen a variaciones en la dotacion
celular del glomérulo. La migracion de células, como
leucocitos y, posiblemente, fibroblastos, también co-
labora a los cambios de la celularidad glomerular.

Existen técnicas para estudiar el recambio celular
in vitro e in vivo. In vitro las células se pueden contar
al microscopio o pueden ser cuantificadas por méto-
dos colorimétricos, como la tincion con cristal viole-
ta. La proliferacion celular se puede cuantificar en
cultivo y en el animal entero mediante la incorpora-
cién en el DNA sintetizado durante la mitosis de nu-
cledtidos marcados (en la denominacion de los
acidos nucleicos se ha preferido mantener la termi-
nologia inglesa [DNA, RNA] por su reconocido em-
pleo). Otros métodos de medida de la proliferacion
celular estan basados en la deteccion de factores aso-
ciados con fases concretas del ciclo celular, como el
PCNA (antigeno nuclear ciclina relacionado con pro-
liferacion).

Existen, asimismo, varios métodos para cuantificar
la muerte celular, que no distinguen entre apoptosis
y necrosis. Entre éstos estan la exclusion de coloran-
tes vitales como el azul tripan o el propidio de iodo,
la liberacion de marcadores como el 5'Cr y estudios
metabolicos.

Para definir la apoptosis hace falta que existan, al
menos, criterios morfologicos y funcionales. La clasi-
ca morfologia apoptética de pérdida de tamafio celu-
lar, condensacién de la cromatina y fragmentacion
del nucleo se puede observar por microscopia 6ptica
y electrénica y con tinciones de acidos nucleicos.
Ademas, origina patrones caracteristicos en el anali-
sis con citometria de flujo'®. Desde el punto de vista
funcional, la apoptosis se caracteriza por degrada-
cién internucleosomal del DNA, que puede ser ob-
servado por electroforesis de DNA gendmico extrai-
do de esas células (fig. 3) o, en secciones tisulares,
con técnicas basadas en la incorporacién de nucleo-
tidos marcados en el DNA fragmentado %.
Adicionalmente, el DNA fragmentado se puede
cuantificar por técnicas calorimétricas o marcando
previamente la célula con timidina tritiada.
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Fig. 3.-Electroforesis en gel de agarosa de DNA gendomico
obtenido de células epiteliales tubulares proximales tratadas con
TNFo. Observese la escalera de DNA, cuyos peldafios estan
formados por fragmentos de DNA de 780 pares de bases (peldafo
inferior) o mdltiplos. Este patron corresponde ala degradacion
internucleosomal de DNA caracteristico de la muerte celular por
apoptosis.

Expresion de genes

La expresion de genes a nivel de RNA puede ser
cuantificada por diversas técnicas. La utilizacion de
sondas de ADN o RNA complementarias al ARN a
estudiar es la base del Northern blot, ensayo de pro-
teccion de RNAsa, y dot blot (fig. 4) 12", Estas son
técnicas relativamente sencillas y ampliamente utili-
zadas. Todas ellas requieren cantidades relativamen-
te elevadas de la muestra de RNA.

La transcripcion inversa acoplada a PCR (RT-PCR)
consiste en la sintesis de un DNA complementario
(cDNA) a un RNA, que posteriormente es amplifica-
do con la ayuda de «primers» especificos. Esta técni-
ca es extremadamente sensible y permite estudiar la
expresion de un gen a partir de pequefias muestras
como glomérulos o tubulos individuales 2. Sin em-
bargo, es dificil de estandarizar a fin de obtener re-
sultados cuantitativos. En nuestro laboratorio hemos
utilizado repetidamente esta técnica para la fabrica-
cion de sondas (fig. 5) 1618

La hibridacion in situ permite el estudio de la ex-
presién de genes a nivel de células individuales en
secciones histologicas. Estd también basada en la
complementariedad de la sonda de DNA que se em-
plea con el RNA que se quiere estudiar, y permite
determinar las células responsables de la expresion
de un determinado gen 2.
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Fig. 4.-A) Northern-blot de RNA de células mesangiales en culfivo
estimuladas con diferentes citocinas. (De izquierda o derecha:
basal, TNFa, IL- 18, TGFR, PDGF-BB, bFGF). El blot fue hibridado

con una sonda para fibronectina. B) Ensayo de proteccién por
ribonucleasas: se diseid una ribosonda para detectar el exén ENB
del gen de la FN, susceptible de sufrir un procesamiento (splicing)

alternativo. La ribosonda detecta la presencia (+) o ausencia(-) de
dicho exén. Linea 1. ribosonda sin digerir; linea 2: control
negativo (RNA fransferente de levadura); linea 3: RNA de células
mesangiales de rata; linea 4: RNA de células epiteliales
glomerulares. Las células mesangiales expresan preferentemente
mRNA que incluye el exén EllIB, al contrario que las células

epiteliales glomerulares.

Tanto la RT-PCR como la hibridacién in situ, asi
como técnicas hibridas de PCR-hibridacién in situ,
pueden ser aplicadas a pequefias muestras de tejido
como biopsias renales. Un método de RT-PCR cuan-
titativo fue empleado por el grupo de Striker y cols.
para demostrar la presencia de mRNA para colageno
I, asi como la elevacién de los niveles de mRNA para
colageno IV, en glomérulos aislados de ratones trans-
génicos para la hormona del crecimiento 22. La hibri-
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Fig. 5.-Productos de RT-PCR separados en un gel de agarosa.
Estos productos corresponden a genes que regulan la presencia de
apoptosis, expresados en células tubulares renales. De izquierda
derecha: bcl2, belx, bax, p53, marcadores de peso molecular,
Fas, tcl30 y clusterina. A fin de confirmar su identidad es
aconsejable secuenciar los productos obtenidos.

dacién in situ ha permitido demostrar la expresion de
mRNA de diversas citocinas tanto por células mesan-
giales como por leucocitos infiltrantes en glomérulos
de pacientes con nefropatia IgA 2 y en otras glome-
rulopatias, confirmando la capacidad de las células
renales intrinsecas para participar en la inflamacion
glomerular.

Sintesis de proteinas

Las células son capaces de responder a estimulos
solubles de diversa naturaleza y de interaccionar con
proteinas de su entorno extracelular y con otras célu-
las a través de receptores especificos presentes en la
membrana celular. El analisis de proteinas permite
identificar si un determinado factor es o no sintetiza-
do, la cantidad que esta siendo producida y su velo-
cidad de sintesis '?*. Nos referiremos a algunas de
las técnicas bioquimicas que permiten responder a
estos interrogantes.

Electroforesis: La electroforesis permite la separa-
cion de proteinas en virtud de su peso molecular o ta-
mafo y asi obtener informacion sobre los cambios
ocurridos en los niveles de proteina. La técnica con-
siste en someter a una mezcla de proteinas (en nues-
tro caso un medio de cultivo procedente de células o
un homogenizado de tejido renal) a un campo eléc-
trico. Las proteinas son desnaturalizadas por calor y
aplicadas a un gel poroso de poliacrilamida (PAGE)
que contiene SDS (dodecil sulfato sodico). EI SDS se
une a las proteinas confiriéndoles una carga negativa,
proporcional al tamafio de la proteina. La aplicacion
de un campo eléctrico hace migrar las proteinas car-
gadas negativamente hacia el electrodo positivo. La
distancia recorrida por cada proteina sera inversa-
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mente proporcional al tamano de ésta. Finalizado el
proceso, el gel se tine para visualizar las bandas de
proteinas. Las bandas no pueden ser identificadas co-
mo una proteina en particular; sin embargo, su patrdn
de migracion es clave para su identificacion. De este
modo podemos detectar la presencia o ausencia de
una determinada banda vy si ésta aumenta o disminu-
ye en el tiempo o con la adicién de diferentes estimu-
los. Si deseamos identificar una proteina concreta, se-
rd necesario utilizar anticuerpos especificos y realizar
ensayos de Western-blot y/o inmunoprecipitacion.

Marcaje metabdlico: EIl marcaje metabdlico de cé-
lulas es una técnica muy utilizada para conocer las
proteinas que estdn siendo sintetizadas de novo.
Consiste en anadir al medio de cultivo un precursor
radiactivo que se incorporard a la molécula que que-
remos determinar a medida que ésta vaya siendo sin-
tetizada. El tipo de precursor utilizado depende de la
naturaleza del producto a estudiar. De este modo,
utilizaremos un aminodcido para estudiar proteinas
(usualmente metionina marcada con ¥S) 2> y sulfato
inorgdnico para detectar proteoglicanos. En el caso
de las proteinas, éstas pueden ser almacenadas por la
célula, secretadas al medio o depositadas en la ma-
triz extracelular. El material que contiene las protei-
nas radiomarcadas es enfonces sujeto a electroforesis
SDS-PAGE o inmunoprecipitada y sometida poste-
riormente a electroforesis (ver mds adelante). El gel
seco es expuesto a una pelicula de rayos X que serd
impresionada por la radiacién. Esta pelicula impre-
sionada se llama autorradiografia o fluorografia y
conisistird en un conjunto de bandas correspondiente
a aquellas proteinas que han sido sintetizadas duran-
te el periodo de incubacion.

Inmunoprecipitacion: Esta técnica permite aislar
una proteina determinada que es reconocida por un
anticuerpo especifico. La mezcla de proteinas en so-
lucidn es incubada con el anticuerpo. Tras este pe-
riodo de incubacién los complejos proteina-anticuer-
po son incubados con proteina-A unida a bolitas de
sefarosa. La proteina-A se une especificamente a las
inmunoglobulinas formando un complejo fernario
proteina-anticuerpo-proteina-A. Los complejos son
lavados varias veces para eliminar uniones inespeci-
ficas y sometidos a electroforesis. Si el material de
partida proviene de un marcaje metabdlico, la protei-
na es facilmente detectada por autorradiografia. La
infensidad de las bandas puede ser cuantificada me-
diante un densitdmetro. En nuestro laboratorio he-
mos observado que la endotelina puede regular la
sintesis de fibronectina en células mesangiales en
cultivo. In vivo, la sintesis de fibronectina estd eleva-
da en glomérulos inflamados (fig. 6) 252,

Bioensayos: En determinadas ocasiones la identifi-
cacién de una proteina por sus cualidades inmuno-
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Fig. 6.-Marcaje metabdlico e immunoprecipitacion de fibronectina

de glomérulos de ratas sanas (1)y ratas con enfermedad cronica

del suero (2).

génicas no es suficiente. Existen técnicas que permi-
ten conocer si una proteina es o no bioldgicamente
activa. Los bioensayos utilizan lineas celulares que
son sensibles a un deferminado factor. Por ejemplo,
el TNFa es citotdxico sobre la linea celular L929, la
IL-6 es imprescindible para la proliferaciéon de la li-
nea B9 y el TGFR es un inhibidor del crecimiento de
una linea epitelial de pulmdn. El TGFB constituye un
ejemplo de la importancia que pueden tener los bio-
ensayos, ya gue puede enconirarse en forma activa o
inactiva. La activacion fisiolégica del TGFR ocurre
por eliminacién de un pequeio trozo de la molécula
por una endopeptidasa. La produccién de TCFB bio-
activo estd aumentada respecto a controles en el mo-
delo de glomerulonefritis proliferativa anti-MBG #/.
Tanto el cértex como los glomérulos produjeron acti-
vidad TGFf3, que no aumenté cuando el medio con-
dicionado fue tratado para activar el TGFB latente,
indicando que casi todo el TGFB estaba en forma ac-
tiva. Por el conftrario, la actividad TGFB del medio
condicionado de glomérulos controles alcanzé valo-
res similares a los inflamados después del tratamiento
de activacién, indicando que en los rifiones controles
existe TGFB inactivo. Experimentos adicionales de-



mostraron también la presencia de un inhibidor del

TGFR en glomérulos normales %, Utilizando el bio-

ensayo para el TNFa hemos demostrado que los glo-

mérulos de ratas con enfermedad crénica del suero

producen mds TNFa que los controles y que el pico

de mdxima produccién coincide con el inicio de la

proteinuria® Obtuvimos similares resultados con
glomérulos de ratas con sindrome nefrético de cam-

bios minimos “.

Inmunohistoquimica: Esta técnica permite identifi-
car la presencia de una proteina en un tejido. El teji-
do es cortado en finas Idminas e incubado con un
anticuerpo frente a una proteina. Un segundo anti-
cuerpo frente al primer anticuerpo es entonces anadi-
do. El segundo anticuerpo estd acoplado a una sus-
tancia fluorescente o a una enzma que en presencia
de un sustrato adecuado formard un compuesto colo-
reado. La muestra es enfonces examinada en un mi-
croscopio de fluorescencia u optico respectivamente.
En colaboracién con Daniel Serén y Francisco
Mampaso hemos utilizado la inmunohistoquimica
para caracterizar el infiltrado inflamatorio glomerular
e intersticial en diversos modelos de glomerulonefri-
tis experimentales 1014,

Estudios funcionales de genes

Estudiar la funcidn de algunas proteinas es relativa-
mente sencillo. Por ejemplo, la adicién de una cito-
cina recombinante a células cultivadas permite cono-
cer sus efectos sobre éstas, y este efecto se puede
antagonizar por medio de anficuerpos o antagonistas
especificos. Sin embargo, el estudio de la funcién de
proteinas infracelulares es mas dificil. La biologia
molecular permite incrementar o disminuir los nive-
les de estas proteinas mediante el empleo de técnicas
antisentido y de transfeccién de genes, a fin de ob-
servar cambios en el fenotipo de las células. Las téc-
nicas de terapia génica y de animales transgénicos y
«knock-outy permiten ampliar estas observaciones al
animal entero, asi como estudiar el efecto de la hipe-
rexpresion local o carencia de citocinas in vivo y es-
tablecer relaciones con los datos in vitro.

Oligonucledtidos antisentido: Son secuencias cor-
tas de DNA gue se unen por complementariedad, de
forma especifica, al RNA del gen a estudiar y, por di-
versos mecanismos, impiden la sintesis de la proteina
correspondiente y aportan informacién sobre su fun-
cién 28 Estos oligonucledtidos se pueden emplear sin
modificar o con diversas modificaciones que aumen-
tan su vida media. Pueden ser utilizados in vitro e in
vivo, si bien esto Ultimo plantea problemas que no
han sido resueltos satisfactoriamente hasta el mo-
mento. La estrategia antisentido puede adoptar otras
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formas. El DNA antisentido puede ser también un
fragmento largo, incorporado a la célula mediante
un pldsmido (ver transfeccidn de genes). Alterna-
tivamente se pueden emplear ribozimas, moléculas
de RNA que se unen por complementariedad al RNA
objetivo y que poseen una unidad catalitica que lo
destruye. También se han disefAado oligonucledtidos
que interacciénan con la doble cadena de DNA e
impiden la transcripcién o que se unen a e inactivan
polimerasas y factores de transcripcion 28,
Recientemente se ha propuesto un papel para la
colagenasa de tipo IV en la regulacién del fenotipo
de las células mesangiales con datos procedentes de
este tipo de experimentos 2°. En efecto, las células
mesangiales que expresaban de forma constitutiva un
DNA antisentido frente al gen de la colagenasa, y
que a consecuencia de esto carecian de esta enzima,
poseian, en cultivo, un fenotipo similar al de las cé-
lulas mesangiales de glomérulos normales. El nuevo
fenotipo diferia del habitual fenotipo «inflamatorion
de las fipicas células mesangiales en cultivo por ser
quiescentes, con poca expresidon de coldgenos inters-
ticiales y mayor expresién de coldgeno tipo IV 2,
Transfeccién de genes: Existen técnicas, como la
coprecipitacién del DNA con fosfato de calcio, para
incorporar minigenes a células en cultivo de forma
transitoria o, mediante la inclusion de marcadores se-
lectivos en el vector empleado, a lineas celulares
permanentesEstas técnicas pueden ser utilizadas
para estudiar la funcién del gen, mediante la unién
de éste a un promotor fuerte que obligue a la célula a
expresarlo en grandes cantfidades (fig. 7). En la actua-
lidad estamos poniendo a punto esta técnica para es-
tudiar la participacion en patologia glomerular de los
dos transcriptos del gen bcl-x; esto es, bcl-xL, que
protege de la muerte celular por apoptosis, y bcl-xS,
que favorece la apoptosis . También se puede unir
el promotor del gen a estudiar a un gen marcador,
cuyo producto sea facilmente detectable y cuantifica-
ble. Para este fin se utiliza el gen de la cloranfenicol
acetiltransfersa  (CAT). La cuantificacién requiere de-
mostrar la actividad enzimdtica mediante el empleo
de sustratos marcados que son separados por croma-
tografia y autorradiografiados. Ultimamente tiene
mds aceptacion la luciferasa, cuantificable mediante
un simple ensayo luminométrico. Esto permite estu-
diar la regulacién transcripcional de genes poco
abundantes. En la Universidad de Pennsylvania se
han generado varios minigenes con diferentes frag-
mentos del promotor del coldgeno IV. La incorpora-
cién de estos minigenes a células mesangiales y tu-
bulares en cultivo permite, de una forma sencilla,
estudiar la regulacién transcripcional del coldgeno IV
31 De forma similar estamos caracterizando la regu-
lacion transcripcional de la intercrina RANTES 32,
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Fig. 7.-En la figura estan representados distintos tipos de <minige-
nesu utilizables en estudios de transfeccion in vitro e in vivo y en
la generacion de animales transgénicos.

Existen técnicas para la incorporacién de genes se-
lectivamente en rifiones. Ricardo Bosch demostrd
que es posible incorporar un gen marcador en célu-
las tubulares in vivo 3. Para ello inyectd en el rifién
un retrovirus, un vector que requiere que la célula
esté proliferando, e indujo proliferacion celular renal
mediante la inyeccion de una dosis masiva de acido
félico. Sin embargo, la proliferacion de células rena-
les en condiciones normales es minima. Mas recien-
temente se ha comunicado la utilizacion de células
mesangiales como vector 34, En este experimento ce-
lulas mesangiales portadoras del gen marcador beta-
galactosidasa fueron inyectadas en la arteria renal.
Como resultado, el 40 % de los glomérulos atraparon
células mesangiales y se consiguié mantener la ex-
presion del gen durante al menos 8 semanas. Es mas,
la expresion del gen se incrementé cuando se indujo
proliferacion mesangial mediante un anticuerpo anti-
mesangial 3* La utilizacién de la inyeccion en la ar-
teria renal de liposomas también resulté en la expre-
sion de grandes cantidades de TGFR o PDGF-B en el
30-40 % de los glomérulos de rifiones de rata, y con-
dujo al desarrollo de glomerulosclerosis 3% El efecto
de la hiperexpresion de estos genes fue ya evidente
al cabo de tres dias y se caracterizé por un incremen-
to en la celularidad y matriz mesangial 3> La optimi-
zacion de las técnicas de transfeccion de genes y de
oligonucledtidos antisentido puede extender su utili-
dad mas alla del estudio de la participacion de cito-
quinas en patologia glomerular y aportar una nueva
modalidad terapéutica clinica en el futuro 3637

Ratones transgénicos y «knock-OH». Los animales
transgénicos (habitualmente ratones) expresan un gen
introducido artificialmente en su genoma 3% Para es-
tudiar la funcién de un gen, éste se une a un promo-
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tor potente, que provoca la hiperexpresién del gen.
La eleccion del promotor puede dirigir la expresion
del gen a una o varias estirpes celulares. Asi, por
ejemplo, la utilizacién del promotor de la insulina
permite inducir la expresion de citoquinas selectiva-
mente en los islotes pancreaticos 3940, Estos experi-
mentos han demostrado que la hiperexpresion local
de TNF induce insulitis, pero no diabetes, y que el
IFN induce ambas. En este sentido, la carencia de
promotores totalmente especificos de células renales
dificulta la aplicacion de esta técnica al estudio de la
patologia renal. Sin embargo, existen ratones en los
que el «transgén» se expresa entre otros organos, en
el rifidn. La tabla | resume algunos ejemplos de pato-
logia glomerular inducida por la hiperexpresion local
o sistémica de «transgenes» #2*% La hiperexpresion
en linfocitos B de bcl-2, un gen que previene la
apoptosis y aumenta la supervivencia celular, causa
una activacion policlonal de células B, y una glome-
rulonefritis proliferativa autoinmune similar a la lupi-
ca %6 Estos ratones pueden utilizarse como modelos
experimentales de las citadas patologias.

Tabla I. Ratones transgénicos y «knock-out» de rele-
vancia para el estudio de la patogenia de las
enfermedades glomerulares

Ratones transgénicos con hiperexpresion del gen

Gen Funcion Patologia glomerular
Antigeno T grande  Gen viral Glomerulosclerosis
del SV40
Hormona del Hormona Glomerulosclerosis
crecimiento
IL-6 Citocina Proliferaciéon mensangial
Aumento de matriz
Pax-2 Factor de Sindrome nefrético
transcripcion congénito
HIV Virus Glomerulosclerosis
Transtirretina mutada Proteina Amiloidosis
plasmatica
bel-2 Previene Glomerulonefritis
apoptosis autoinmune
Ratones <knock-out>: no expresan el gen
Gen Funcion Patologia glomerular
1,7 Kb Desconocida Glomerulosclerosis
bcl-2 Previene Poliquistosis renal
apoptosis Proliferacién glomerular
MHC clase Il Reconocimiento No desarrolla nefritis

inmune lupica

Los ratones transgénicos pueden disefiarse también
para monitorizar la expresion de un gen problema.
Para ello se inserta un minigén compuesto por el pro-
motor del gen problema y un gen cuya expresion
pueda ser facilmente estudiada, incluso a nivel de
células individuales, como el gen de la R-galactosi-
dasa. La induccion de distintos modelos de nefropa-



tia en estos animales permite estudiar facilmente la
expresion del gen en distintas células renales. Un
ejemplo son los ratones en los que el promotor del
PDGF esta unido al gen de la CAT, lo que permite
monitorizar la activacion de la expresiéon del PDGF
en diversas situaciones patologicas *’.

Los ratones «knock-out» estan manipulados genéti-
camente de tal manera que no expresan, selectiva-
mente, determinado gen. Cada vez es mayor el nu-
mero de ratones «knock-out» para diversas citocinas
y sus receptores. Quiza la primera sorpresa que han
originado estos animales es que muchos de ellos son
fenotipicamente normales, aun a pesar de que estu-
dios previos habian sugerido un papel para la citoci-
na en cuestiéon en el desarrollo normal. Esto podria
deberse al solapamiento de las acciones de diversas
citocinas y a la existencia de mecanismos compensa-
dores. Sin embargo desconocemos estudios en los
que se hayan inducido enfermedades renales a rato-
nes carentes, por ejemplo, de TGFRB 48 o del receptor
55pTNFR 49, Estos estudios podrian aportar informa-
cion sobre la participacion de estas y otras citocinas
en el dafo renal. Existen ya modelos en que la inacti-
vacion de un gen origina o previene la patologia re-
nal (tabla 1)59-%2, En el Laboratorio de Nefrologia de la
Universidad de Pennsylvania estamos trabajando en
la actualidad en la puesta a punto de varios ratones
transgénicos y «knock-out» que permitan estudiar
mas detalladamente los mecanismos de reclutamien-
to leucocitario en las nefritis, la fibrosis renal y la re-
gulacion de la supervivencia de las células renales.

Desde hace afios se conoce la existencia de nefritis
hereditarias humanas y experimentales. Estas enfer-
medades pueden ser, en algunos casos, modelos
«knock-out naturales, y la reciente caracterizacién
de los genes alterados puede aportar informacion so-
bre el papel de éstos en el dafio glomerular. El sin-
drome de Alport estd ocasionado por diversas muta-
ciones en los genes que codifican las cadenas o3, a4
(autosémico recesivo) o ab (ligado a X) del colageno
IV 5354 La identificacion de transcriptos de colageno
IV en linfocitos circulantes puede facilitar el estudio,
mediante RT-PCR, de mutaciones en los genes del
colageno IV en el sindrome de Alport. La «mutacion
Ipr» acelera la nefropatia autoinmune de los ratones
MRL. Esta «mutacién> no es tal, sino el resultado de
la insercion de un endotransposén en el segundo in-
trén del gen Fas, lo que altera su procesamiento (spli-
cing) y conduce a la expresiéon de niveles muy bajos
del receptor (el gen Fas es inductor de apoptosis en
células T) %% Esto facilita la supervivencia de clones
autoinmunes. Estudios de nuestro laboratorio sugie-
ren que las células renales de estos ratones expresan
niveles normales de mRNA de Fas (Ortiz y cols., ma-
nuscrito en preparacion). Esto puede tener implica-
ciones para el mejor conocimiento de las enfermeda-
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des humanas ocasionadas por transposones, asi co-
mo para el estudio del papel del receptor Fas en pa-
tologia renal.

Busqueda de nuevos genes

El capitulo de los genes que participan en el dafo
renal no estd cerrado. Continian descubriéndose
moléculas cuyo papel puede ser fundamental para la
patogenia de las glomerulonefritis.

Existen varios métodos para buscar nuevo genes.
De entre ellos destacamos los basados en bibliotecas
de cDNA y la PCR diferencial (differential display) %

Las bibliotecas de cDNA se fabrican a partir de
mRNA purificado de la muestra a estudiar. Esta pue-
de ser una estirpe celular concreta con o sin estimu-
lacion, o un é6rgano o parte de un 6rgano en condi-
ciones basales o de enfermedad. El estudio de una
biblioteca de cDNA resultara en el aislamiento de
uno o varios cDNAs, que se secuencian y se compa-
ran con las secuencias de genes conocidos, deposita-
das en bases de datos como Cenbank. Ese cDNA
puede ser utilizado como sonda para analizar la ex-
presion de RNA y para el aislamiento del gen y de la
region promotora a partir de bibliotecas de DNA ge-
némico, para estudiar su funcion mediante técnicas
de tranfeccion y para expresar la proteina en sistemas
in vitro y producir anticuerpos que permitan caracte-
rizar la expresidon de la proteina. Existen varias estra-
tegias de estudio de las bibliotecas de cDNA. La hi-
bridacién diferencial y la hibridacion sustractiva
permiten comparar dos bibliotecas de cDNA vy bus-
car cDNAs que estan presentes en una pero no en
otra 0o que sean mas abundantes en una que en otra,
indicando diferencias en la expresion del mRNA (fi-
gura 8). Se pueden comparar, por ejemplo, fibroblas-
tos y células tubulares, células mesangiales en condi-
ciones basales o tras ser estimuladas por una
citoquina, glomérulos de animales normales o con
glomerulonefritis. Este método permitié la identifica-
cion de la proteina especifica de fibroblastos FSP-1,
obtenida de una biblioteca de fibroblastos renales, y
que permitira caracterizar el origen y papel patogéni-
co de los fibroblastos en las glomerulonefritis %. La
estrategia de busqueda puede ser mas selectiva. Asi,
por ejemplo, se puede utilizar una sonda de un gen
conocido para buscar otros de la misma familia, o
utilizar la sonda del gen de una especie para buscar
el homodlogo en otra especie. La sonda del RANTES
(Scya 5) humano permitié clonar el cONA de RAN-
TES murino, a partir de una biblioteca de cDNA de
células epiteliales tubulares %8, y este cDNA, utiliza-
do como sonda génica, ha permitido estudiar la par-
ticipacion de esta quemoquina en glomerulonefritis
experimentales® Asimismo se puede emplear un
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Fig. 8.-Esquema representativo de las técnicas de hibridacion
diferencial (A)y substractiva (B) para la busqueda de cDNAs
expresados de forma diferente en dos bibliotecas de cDNA.

anticuerpo para buscar el gen que codifica su objeti-
vo en una biblioteca de expresién. Este método ha si-
do utilizado para caracterizar el cDNA de la podoca-
lixina, especifica de las células epiteliales
glomerulares 0 asi como para clonar el gen que co-
difica el autoantigeno de la glomerulonefritis mem-
branosa experimental, gp330 ©'.

La PCR diferencial %¢ tiene la ventaja de que no re-
quiere la creacion inicial de una biblioteca de DNA,
aunque ésta puede ser necesaria mas adelante para
caracterizar los productos de PCR aislados. Esta téc-
nica emplea «primers» aleatorios, que suelen conte-
ner una cola de poli-A, de alrededor de 10 bases, pa-
ra amplificar MRNA de las dos muestras a comparar,
usando bases marcadas radiactivamente. Empi-
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ricamente se ha determinado que esto amplificara
unos 150 genes. Los productos de PCR son separados
en un gel de poliacrilamida y autorradiografiados. El
DNA de las bandas cuya densidad difiera entre las
dos muestras es aislado y se puede emplear para se-
cuenciarlo y como sonda para estudios de RNA vy pa-
ra busquedas en bibliotecas de DNA. Las ventajas de
esta técnica son la necesidad de poco ARN vy la rapi-
dez del aislamiento inicial de productos de PCR ex-
presados de forma diferencial. Los problemas vienen
a la hora de caracterizar los productos de PCR aisla-
dos. En nuestra experiencia y en la que fue presenta-
da en la Reunion de la Sociedad Americana de
Nefrologia de 1993 por otros autores, con frecuencia
no es posible encontrar un RNA que hibride con la
sonda de PCR obtenida, lo que plantea la duda de si
se trata de un gen poco expresado o de «basura» ge-
nética. Tan solo el grupo de Brenner comunico resul-
tados prometedores con la aplicacion de esta técnica
al aislamiento de genes implicados en la hipertrofia
renal compensadora postnefrectomia 2, asi como en
el estudio de la patologia mesangial 3.

C) PARTICIPACION DE CITOCINAS Y MATRIZ _
EXTRACELULAR EN LA PATOGENIA DEL DANO
RENAL

El ndmero de genes involucrados en patologia glo-
merular ha ido en aumento en los ultimos afios. De
entre éstos destacamos los que codifican las citocinas
y proteinas de matriz extracelular.

Las citocinas engloban interleucinas, factores de
crecimiento y hormonas (tabla Il) %67, Las citocinas
ejercen su funcién a través de receptores especificos
de membrana, que, a su vez, estan sujetos a una
compleja regulacidon. Las citocinas regulan la prolife-

Tabla Il. Citocinas que podrian participar en el dafio

glomerular
TNFo NGF
IL-6 PDGF
TGFB IL-8
IP-10 MCP-1
GM-CSF IGF-1
M-CSF

racion y supervivencia celular, la sintesis de protei-
nas de matriz y la producciéon y liberacion de di-
versos mediadores inflamatorios, entre otros. Los
componentes de la matriz extracelular, aunque me-
nos estudiados, también pueden regular estas funcio-
nes, asi como modular los efectos de las citocinas. En
efecto, las proteinas de matriz extracelular (tabla Ill)
no son un mero soporte fisico de las células dentro
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Tabla 1ll. Proteinas de matriz extracelular glomeru-

lares
Colageno tipo IV Laminina
Proteoglicanos Nidogén/entactina
Osteonectina/SPARC/BM40 Amiloide P

Trombospondina
vitronectina

Acetilcolinesterasa
Fibronectina
Factor de Von Willebrand

de los tejidos. Hoy sabemos que la matriz exfracelu-
lar es una estructura extraordinaricmente dindmica,
cuyo equilibrio estd controlado por un complejo ba-
lance entre sintesis y degradacién, y que interacciona
con las células a través de receptores especificos, re-
gulando acciones tan importantes como la prolifera-
cién o la migracién celular.

Los estudios in vitro con células renales en cultivo
(células mesangiales, epiteliales y endoteliales) han
permitido estudiar de una manera simplificada cudles
son los efectos de diversas citocinas y matriz sobre
estas células y si éstos pueden ser sintetizados por
células glomerulares intrinsecas y en respuesta a qué
estimulos. Estudios in vivo han demostrado que los
niveles renales o urinarios de varias citocinas estdn
elevados durante el dano glomerular. Se ha propues-
to, sin embargo, una serie de criterios adicionales pa-
ra considerar que una citocina juega un papel en el
dano renal, resumidos en la tabla IV, y que son remi-
niscentes de los postulados de Koch para agentes in-
fecciosos.

Tabla IV. Criterios sugeridos para implicar a una ci-
tocina en patologia glomerular

1. Capacidad de tener un efecto relevante para la patologia renal
en células o tejidos.

2. Presencia de receptores funcionales en tejido o células renales
recién aisladas.

3. Capacidad para inducir manifestaciones patolégicas tras su ad-
ministracién in vivo o cuando se hiperexpresan en un animal
tfransgénico.

4. Relacién temporal entre la expresién de la citocina y la patolo-
gia renal.

5. Atenuacién o abolicién de la enfermedad al neutralizar los
efectos biolégicos de la citocina.

D) CONCLUSIONES

Practicamente todos los conceptos actuales sobre
la participacién de citocinas y matriz extracelular en
la patogenia del dano glomerular se deben a la apli-
cacién de técnicas de biologia celular y molecular.
Estas técnicas han trascendido ya a la prdctica clinica
habitual en otros campos de la Nefrologia, como por
ejemplo el empleo de eritropoyetina humana recom-

binante. Sin embargo, y llamativamente, estos avan-
ces no se han materializado en innovaciones tera-
péuticas de aplicacion clinica en las glomerulonefri-
fis humanas. Desde el punto de vista experimental
existen, sin embargo, prometedoras terapias basadas
en nuestro entendimiento de la lesién glomerular,
que pretenden ser mds selectivas que los actuales in-
munosupresores inespecificos, como el empleo de
anficuerpos frente a citocinas, receptores solubles y
antagonistas de citocinas recombinantes, oli-
gonucledtidos antisentido y terapia génica. Sélo el
paso de los anos permitird saber si son merecedoras
de las esperanzas puestas en ellas.
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