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Inflamacion vy fibrosis

En todo proceso inflamatorio se reconocen tres etapas
sucesivas y superpuestas: desencadenamiento, manteni-
miento y resolucion . La resolucion de la inflamacion pue-
de ir asociada a la recuperacion de la estructura y funcion
normal del tejido, o caracterizarse por el acimulo de ma-
triz extracelular y tejido conectivo, originando la fibrosis ti-
sular. En los dltimos afios se han descrito numerosos me-
diadores que pueden ocasionar dario tisular. Sin embar-
go, los factores que regulan la resolucion de la inflama-
cién y que determinan, en algunos casos, el desarrollo de
tejido cicatricial son mal conocidos.

Fibrosis renal

Con frecuencia, el riidn danado tiende a deteriorarse
progresivamente, a pesar del cese de la agresion origi-
nal 2. Numerosas nefropatias evolucionan a un cuadro his-
tolégico comun, la esclerosis renal, caracterizado por la
existencia de glomerulosclerosis (fibrosis glomerular), fi-
brosis intersticial y atrofia tubular. La fibrosis renal es la
principal caracteristica morfologica de la enfermedad re-
nal cronica. En los Gltimos anos, estudios experimentales
han caracterizado las células y mediadores moleculares de
las lesiones glomerulares agudas?. Sin embargo, apenas
hay trabajos sobre los mecanismos de fibrosis renal in
vivo*3. El conocimiento de los posibles mediadores celu-
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lares y moleculares de este proceso proviene, sobre todo,
de estudios in vitro, que emplean células renales en cul-
tivo; y de estudios in vivo sobre la fibrosis tisular en otros
organos, fundamentalmente la piel, el pulmén y el higa-
do. Esta informacion es necesariamente incompleta, pues-
to que es dificil extrapolar datos de estudios in vitro de
unas horas de duracion a los procesos in vivo de varios
meses o anos de evolucién. Por otra parte, el rifidn po-
see estirpes celulares propias y existe evidencia de que
los fibroblastos son heterogéneos®, por lo que los hallaz-
gos en otros érganos pueden no ser representativos de
lo que ocurre en el rifidn.

A continuacién vamos a comentar los datos que sugie-
ren que las citoquinas y la matriz extracelular participan ac-
tivamente en los procesos que culminan en la esclerosis
renal. También presentaremos un modelo de nefritis cro-
nica que estamos poniendo a punto en nuestro labora-
torio para abordar la participacion de estos mediadores
en la fibrosis renal in vivo.

Mediadores de la inflamacion y de la fibrosis tisular:
citoquinas y matriz extracelular

Las citoquinas y la matriz extracelular son dos de los
mediadores del dafio tisular més estudiados en los dlti-
mos anos, y las investigaciones sobre ellos pueden pro-
veer al nefrologo con nuevas estrategias terapéuticas des-
tinadas a evitar la progresion del dafo renal.

El término citoquina, en su acepcién mas amplia, in-
cluye polipéptidos secretados por diferentes estirpes ce-
lulares, que actGan sobre numerosas células (pleiotropis-
mo) a través de la union a receptores especificos de mem-
brana por mecanismos autocrinos, paracrinos o endocri-
nos’. Este concepto engloba denominaciones previas ba-
sadas en la estirpe celular que se consideraba la fuente
de estas proteinas (monoquinas, interleuquinas —IL—, lin-
foquinas) y las basadas en las primeras acciones conoci-
das (factores de crecimiento, factores estimuladores de
colonias, interferones). Las citoquinas tienen muy diversas
acciones sobre las células, que no se limitan a promover
la inflamacion y la fibrosis. Por ejemplo, el factor de ne-
crosis tumoral (TNF) regula los mecanismos de transporte
por células tubulares®.



La fibrosis tisular se caracteriza por el acimulo de ma-
triz extracelular. Hasta hace poco se consideraba a ésta
como un andamio inerte cuya Gnica misi6n era mante-
ner la situacién de las células en el espacio. Ahora se sabe
que la matriz extracelular regula activamente y de forma
especifica el comportamiento de las células que viven en
ella’ y que podria, segin las circunstancias, favorecer o li-
mitar la progresion del dario tisular.

Citoquinas

Origen de las citoquinas en el riién

En general, se acepta que tanto los leucocitos que in-
filtran el rifdn como las células renales intrinsecas sinte-
tizan y liberan citoquinas (tablas 1 y 11). Casi todas las ci-
toquinas han sido descritas originalmente como produc-
tos de células sanglineas, leucocitos y plaquetas. Por ello,
vamos a profundizar en un aspecto mas novedoso: la ca-
pacidad de las células renales para secretar citoquinas.

Recientemente se ha demostrado que las células me-
sangiales en cultivos de distintas especies expresan en su
membrana y secretan TNF al ser estimuladas con endoto-
xina bacteriana (LPS)°. Este y otros estimulos también in-
ducen la produccion de TNF por células epiteliales glo-
merulares y tubulares ', asi como la secrecion de IL-1o.
e IL-1B por células mesangiales 2. Sin embargo, un traba-
jo reciente pone en duda la capacidad de las células me-
sangiales humanas para secretar IL-1y TNF®,

La IL-6 fue identificada inicialmente como una protei-
na secretada por células mononucleares estimuladas con
anti§enos 0 mitogenos, que inducia la sintesis de inmu-
noglobulinas en células B activadas ™. Poco después se de-
mostro que las células endoteliales y mesangiales tienen
capacidad para liberar IL-6 . Sin embargo, la isoforma me-
sangial difiere de la monocitica™. Los glomérulos de ratas
normales también secretan las citoquinas mitogénicas
PDGF e IGF-1"7 y expresan las citoquinas fibrogénicas
TGF-B, y TGF-B,". Recientemente se ha demostrado que
las células renales expresan genes y secretan proteinas
pertenecientes a la familia de pequenas citoquinas/inter-
crinas/Scy, caracterizadas por sus propiedades quimiotac-
ticas. Las células mesangiales expresan IL-8 e IP-10 y las
células epiteliales tubulares expresan IL-8 y rantes (revisa-
do en 19).

Tabla I.  Origen de las citoquinas en el rifion

CITOQUINAS Y MATRIZ EXTRACELULAR

Tabla II. Lista parcial de citoquinas expresadas o
liberadas por células mesangiales que podrian
participar en el dafio glomerular

TNF IL-1
-6 PDGF
TGF-p IL-8
IP-10 MCP-1
GM-CSF, M-CSF IGF-1

Factor de crecimiento nervioso

Diversas estirpes celulares y varias citoquinas compar-
ten los estimulos para la secrecién de citoquinas. En ge-
neral, las citoquinas, otros mediadores de la inflamacion,
productos bacterianos y la matriz extracelular son los fac-
tores que regulan la produccion de citoquinas por las cé-
lulas renales.

Acciones proinflamatorias y fibrogénicas de citoquinas

Las propiedades de las citoquinas se estan caracterizan-
do mediante estudios in vitro de sus efectos sobre célu-
las en cultivo y mediante estudios in vivo, que investigan
los efectos de la administracion local o sistémica de cada
citoquina y la patologia que se produce en animales trans-
génicos. Estos animales son portadores de genes de cito-
quinas que se expresan en exceso. Ademas, se ha demos-
trado un incremento en la expresion génica y sintesis glo-
merular de citoquinas en nefropatias humanas y experi-
mentales®. En algunos casos, la administracion sistémica
de citoquinas modulo la gravedad del dafio renal y los an-
ticuerpos anticitoquinas disminuyeron la lesion glomeru-
lar (tabla ll). A continuacion repasaremos las acciones co-
nocidas de las citoquinas consideradas més relevantes
glaravl)a patogenia de la inflamacion y fibrosis renal (ta-

a V).

® TNF e IL-1

El TNF y la IL-1 son mediadores primarios en la pato-
genia de ras infecciones, el shock y la inflamaci6n, aun-
que existe menos informacién sobre sus efectos en la re-
gulacion de la fibrosis tisular?» 22, El TNF y la IL-1 compar-
ten numerosas acciones, como la capacidad para inducir

Tabla lll.  Evidencia de que las citoquinas podrian
participar en las lesiones renales

1. Células sanguineas:
— Leucocitos: neutréfilos, monocitos/macréofagos, linfocitos.
— Plaquetas.
1. Células glomerulares intrinsecas:
— Mesangiales.
— Endoteliales.
— Epiteliales.
3. Células epiteliales tubulares.

. Efectos proinflamatorios y fibrogénicos in vitro sobre células renales.

. Elevada expresion/sintesis de citoquinas en enfermedades renales.

. La administracion de citoquinas exogenas, o estrategias que aumen-
tan la sintesis de citoquinas endogenas (endotoxina bacteriana, ani-
males transgénicos), inducen daio renal.

3. Estrategias anticitoquinas especificas (anticuerpos anticitoquinas) o

inespecificas (corticoides, ciclosporina) mejoran la evolucién de en-

fermedades renales.

WK =
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Tabla IV. Citoquinas que han sido relacionadas con patologia glomerular

Citoquina Efectos extraterrenales Efecto glomerular Patologfa renal Anticitoquina
TNF € I-T s Multiples. Ver tabla. GN proliferativas. Efectivo.
Nefrosis experimental.
IL6 covoerenrccerescnereennraenns Sintesis Ig. Proliferacion celular. GN proliferativas. No datos.
Proliferacion células
mieloides y linfoides.
Mitogénico. Mitogénico. GN proliferativas. Efectivo.
Nefrectomia subtotal.
Regula matriz. Extracelular GN proliferativas. Efectivo.
Mitogénico. No datos. Quistes renales. No datos.
Quimiotactico. No datos. GN proliferativas. No datos.
iQuimiotactico? No datos. GN proliferativas. No datos.
Nefrosis experimental.
€] O Mitogeénico. Co-mitogénico. Proliferacion mesangial. ~ No datos.

Patologia renal: nefropatias experimentales o humanas en las que esta elevada la expresion génica o sintesis local de la citoquina, o patologia renal observada en
animales transgénicos para esta citoquina. Anticitoquina: efectividad del tratamiento con anticuerpos anticitoquina en nefropatias experimentales.

fiebre, la respuesta de fase aguda, neutrofilia, activacion
del endotelio y la sintesis de eucosanoides, citoquinas y
radicales de oxigeno?"2, Asimismo poseen acciones so-
bre células mesangiales y otras células renales en cultivo,
que incluyen citotoxicidad, la capacidad de inducir con-
traccion de células mesangiales, de estimular la sintesis de
citoquinas, mediadores lipidicos, enzimas proteoliticas y
radicales de oxigeno'% (tablaV). La inyeccion intravenosa
de TNF a animales sanos produce diversas lesiones, que
oscilan de necrosis tubular aguda a inflamacion glomeru-
lar caracterizada por infiltracion leucocitaria y trombosis
capilares, que dependen de la especie y de la pauta de
administracion 2%, Los efectos del TNF y de la IL-1 sobre

la proliferacion de células renales y sobre la sintesis de ma-

triz extracelular son variables. Datos recientes sugieren
que estas citoquinas podrian tener un papel en la fibro-

Tabla V. Efectos del TNF sobre células renales

Células mesangiales:

— Contraccion celular.
— Citotoxicidad.
— Proliferacion?
— Expresion y sintesis de factores proinflamatorios:
® Receptores de membrana.
® Ficosanoides y PAF.
® Anion superoxido.
® Citoquinas.
® Factores de la coagulacion.
¢ Oxido nitrico.

Células epiteliales glomerulares:

— Citotoxicidad.

— Expresion o secrecion de factores proinflamatorios.
Células epiteliales tubulares:

— Regula procesos de transporte.
— Expresion o secrecion de factores proinflamatorios: ICAM-1, TNF, IL-8,
rantes, endotelina 1.

El efecto es estimulatorio si no se especifica lo contrario.
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génesis. Asi, hemos demostrado en nuestro laboratorio
que el incremento de la expresion génica glomerular del
TNF se correlaciona, pero precede, al aumento de la ex-
presion y sintesis local de fibronectina en un modelo de
glomeruronefritis proliferativa experimental?, y que el TNF
estimula la sintesis de fibronectina por células mesangia-
les y epiteliales glomerulares en cultivo?. Asimismo, el tra-
tamiento con anticuerpos anti-TNF previno la fibrosis pul-
monar en un modelo experimental de esta patologia?®.
Ademas, la expresion y sintesis glomerular de TNF e IL-1
estd aumentada en diversas glomerulonefritis proliferati-
vas y no proliferativas humanas y experimentales que evo-
lucionan a glomerulosclerosis 23 (tabla VI). En algunos
modelos se ha podido demostrar, ademas, que la admi-
nistracion sistémica de la citoquina agrava el dafo renal
y que el tratamiento con anticuerpos anticitoquinas lo dis-
minu)’e 29-33, 37.

® (-6

La IL-6 es un factor mitogénico y de diferenciacion para
células linfoides y hematopoyéticas™. Las principales ac-
ciones descritas sobre células mesangiales son un efecto
mitogénico e inductor de la sintesis de matriz extracelu-
lar3%4 por lo que podria participar en el incremento

Tabla V1.  Expresion y/o sintesis glomerular de TNF e IL-1
en nefropatias experimentales

Glomerulonefritis proliferativas:
— Nefritis nefrotoxica.
— Nefritis lapica.
— Glomerulonefritis proliferativa por inmunocomplejos.
— (En la nefropatta IgA experimental se ha descrito la produccién glo-
merular de IL-1, pero no de TNF.)

Nefropatias no proliferativas:
— Nefrosis por adriamicina o puromicina.




del niimero de células y de matriz caracteristico de las glo-
merulonefritis proliferativas. De hecho, los ratones trans-
génicos que sintetizan grandes cantidades de IL-6 desa-
rro{lan una forma de glomerulonefritis proliferativa mesan-
jal 1,

8 Estudios posteriores han relacionado la expresion glo-
merular y el incremento de la eliminacion urinaria de IL-6
con la existencia de distintos tipos de glomerulonefritis
proliferativas en el ser humano, y se ha descrito una rela-
cion entre la IL-6 y glomerulone%tis avanzada y/o progre-
sion de la nefropatia“*#. Es mas, en pacientes con nefro-
patia lapica, la eliminacion urinaria de IL-6 disminuy6 tras
un tratamiento efectivo*.

® PDGF

El PDGF es el principal componente de la actividad mi-
togénica del suero sobre células en cultivo*. El PDGF es
mitogénico también para células mesangiales, pero no
para células epiteliales y endoteliales glomerulares en cul-
tivo””. Ademas, el PDGF estimula la sintesis de otras cito-
quinas en células mesangiales y, a través de la sintesis de
TGF-B,, modula la produccién de matriz extracelular?.

La expresion de PDGF y de su receptor esta elevada en
pacientes y animales con glomerulonefritis proliferativa,
pero no en pacientes con nefropatia de cambios mini-
mos“*0, La fuente del PDGF en los modelos estudiados
parecen ser las células mesangiales*. Ademas, la expre-
sion de PDGF esta aumentada en el modelo de nefropa-
tia progresiva no inmune, originado en ratas con masa re-
nal reducida, precediendo a la glomerulosclerosis®'. En el
modelo de nefritis proliferativa mesangial inducido por an-
ticuerpos antitimocito (anti-Thy-1), el tratamiento con an-
ti-PDGF disminuy6 la proliferacion celular mesangial y el
deposito de matriz extracelulars2.

* TGF-B

La principal accion de las diversas isoformas del TGF-§
es la regulacion de la matriz extracelulars® 5 (tabla VI). El
TGF-p se comporta con frecuencia como una citoquina bi-
funcional, que, dependiendo del estado o del contexto
de la célula, puede estimular o inhibir el mismo proceso.
La mayor parte de las acciones del TGF-B son consecuen-

Tabla VII.  Acciones del TGF-B que pueden tener
relacion con la patogenia de las
glomerulonefritis

— Aumenta la produccién de matriz extracelular e induce la sintesis de
nuevas formas de proteinas de matriz.

— Disminuye la expresion de colagenasa y de otras proteinasas.

— Modifica la expresion de integrinas.

— Modula de forma bifuncional la proliferacion celular.

— Induce la sintesis de citoquinas.

— Quimiotéctico para monocitos.

— Suprime la activacion de linfocitos T.

CITOQUINAS Y MATRIZ EXTRACELULAR

cia de cambios en la matriz extracelular a través de efec-
tos sobre la sintesis y la degradacion de matriz y sobre la
expresion de receptores celulares para matriz extracelu-
lar®. Ademas, el TGF estimula la sintesis de proteinas de
matriz que no estan presentes en tejidos normales y que
podrian tener relevancia para la regulacion de la inXama-
cién, como la tenascina y ciertas isoformas de fibronecti-
na®. En el glomérulo, el TGF-B estimula la sintesis de los
proteoglicanos biglicano y decorina, asi como la produc-
cion de fibronectina, por células mesangiales y epiteliales
glomerulares?- %, E| TGF-B también tiene propiedades in-
munosupresoras. De hecho, es 10.000 a 100.000 veces
mas potente como supresor de células T que la ciclospo-
rina in vitro®. El TGF-B suprimi6 la actividad de clonos de
linfocitos T citotoxicos causantes de nefritis intersticiales
experimentales>. El TGF-f8 induce la sintesis de otras ci-'
toquinas y, aunque el efecto sobre la proliferacion de cé-
lulas glomerulares es esencialmente inhibitorio, puede ser
estimulatorio bajo ciertas circunstancias .

La expresion y sintesis de TGF-B, esta elevada en ne-
fropatias experimentales, como la glomerulonefritis proli-
ferativa mesangial, por anticuerpos antitimocito, la nefritis
por anti-MBG vy la nefritis intersticial por puromicina ',
En los tres modelos existi6 una relacion entre el TGF-g, y
el deposito de matriz extracelular®*'. En la nefritis nefro-
toxica, el TGF-B, urinario predijo el desarrollo posterior de
nefritis cortical®2. Es mas: en la nefritis por anticuerpos an-
titimocito, los anticuerpos anti-TGF-B redujeron la sintesis
de matriz extracelular por glomérulos inflamados cuando
se administraron in vitro e in vivo®.

® TGF-a

El TGF-q, a diferencia del TGF-B, es esencialmente una
citoquina mitogénica, que comparte el receptor celular
con el factor de crecimiento epidérmico®. De hecho, ac-
tualmente el EGF es considerado una forma de TGF-a.%.
Estas citoquinas promueven el crecimiento de células tu-
bulares e intersticiales renales y se piensa que tienen un
papel en la fase de recuperacion del fracaso renal agu-
do®%. También podrian participar en la progresion del
dario renal, puesto que los ratones transgénicos para el
TGF-a desarrollan quistes epiteliales y agrandamiento del

lomérulo, ambos caracteristicos de enfermedades rena-
es progresivas .

® Ofras citoquinas

El posible papel de otras citoquinas en el dafio renal
esta practicamente inexplorado, a pesar de que la lista de
citoquinas producidas en el rifién y que actdan sobre éste
no cesa de aumentar. Recientemente se ha demostrado
que los glomérulos de ratas con nefritis nefrotoxica secre-
tan grandes cantidades de IL-857 y que el mRNA de esta
citoquina esta anormalmente expresado en los gloméru-
los de algunos pacientes con nefropatia IgA%. En nuestro
laboratorio hemos demostrado que el mRNA de otra ci-

\
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toquina, IP-10, cuyas funciones son todavia desconocidas,
esta aumentado en los glomérulos de ratas con sindrome
nefrotico de cambios minimos o con glomerulonefritis
proliferativa por inmunocomplejos ™.

Otras citoquinas, como el IGF-1, tienen acciones sobre
células renales y podrian participar en el crecimiento re-
nal compensador”. Los ratones transgénicos para el
IGF-1, a diferencia de los animales transgénicos para la
hormona de crecimiento, no desarrollaron glomeruloscle-
rosis, aunque si fue evidente una cierta proliferacion me-
sangial®, probablemente relacionada con su papel favo-
recedor de la mitogénesis de las células mesangiales in vi-
tro.

JEsta elevada la produccién local de citoquinas en todas
las glomerulonefritis estudiadas?

La produccion glomerular de citoquinas no esta eleva-
da en todas las nefritis en que se ha estudiado. La expre-
sion glomerular de TNF, por ejemplo, no estuvo incremen-
tada ni en ratones ni en pacientes con nefropatia IgA®: 7.
Ademas, la expresion de PDGF e IL-6 no esta elevada en
las glomerulonefritis no proliferativas estudiadas* -4,
Esto sugiere que diferentes nefropatias pueden tener di-
ferentes patrones de secrecion de citoquinas.

Matriz extracelular

Produccién de matriz extracelular en el rinion

La matriz extracelular forma el armazén en el que se en-
cuentran situadas las células en el espacio. La matriz tie-
ne multiples componentes, que todavia se estan caracte-
rizando. En el rifidn se sabe que la composicién de la ma-
triz extracelular es diferente en el glomérulo” (tabla VIlI)
y en el intersticio. Esto parece deberse a una estrecha re-
gulaciéon de la sintesis de matriz, puesto que las células
mesangiales tienen capacidad para sintetizar colageno 1y
1172, que no est4 presente en condiciones normales en el
glomerulo, pero que aparece en situaciones patologicas”.
Sin embargo, los factores que regulan estos procesos son,
en gran medida, desconocidos. Recientemente se ha de-
mostrado un incremento en la expresion y sintesis de di-
versas proteinas de matriz extracelular y de inhibidores de
proteinasas (que evitarian la degradacion de matriz) en
modelos de nefropatias glomerulares e intersticia-
les26.61.63.7475 que podria estar en relacion con el acimu-

Tabla VIII.  Proteinas de matriz extracelular glomerulares
Colégeno tipo IV. Laminina.

Proteoglicanos. Nidégeno/entactina.
Osteonectina/SPARC/BM40. Amiloide P.

Acetilcolinesterasa. Trombospondina.

Fibronectina. Vitronectina.

Factor de Von Willebrand.
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lo de matriz extracelular que caracteriza a las nefropatias
cronicas.

Acciones de la matriz extracelular: la fibronectina como
ejemplo

Hoy se sabe que las proteinas de matriz extracelular o
sus fragmentos modifican el comportamiento de las célu-
las que les rodean’-7, a través de la unién de receptores
celulares especificos, que activan sefiales de transduccion
intracelulares. Los mejores conocidos entre estos recep-
tores son las integrinas”. Asi, se ha descrito que el cola-

. geno puede regular la sintesis de citoquinas por células

mononucleares’®, que la laminina influye la proliferacion,
migracion y polarizacion celular’”® y que los proteoglica-
nos modifican la actividad de proteasas y citoquinas®®®'.
Concretamente, el proteoglicano decorina se une al TGF-§
y neutraliza su actividad®'. Sin embargo, la proteina me-
jor estudiada ha sido la fibronectina, quiza debido a su
gran disponibilidad, al estar también presente en el plas-
ma®,

La fibronectina es una glicoproteina de 440 kD forma-
da por dos cadenas polipeptidicas, que tiene dos pecu-
liaridades. La primera es que, a pesar de estar codificada
en un gen Unico, por splicing alternativo se originan mas
de 20 isoformas, seg(in contengan o no, total o parcial-
mente, los segmentos A, By V&2, La distribucion de las dis-
tintas isoformas de fibronectina es especifica de cada te-
jido y varia a lo largo del desarrollo®. El hecho de que las
isoformas que predominan en el feto estén también pre-
sentes en tejidos inflamados o dafados sugiere que tie-
nen un papel en la regulacion de la diferenciacién y pro-
liferacion celular®. El segundo aspecto a destacar de la fi-
bronectina es que esta compuesta por dominios con ca-
pacidad de uni6n a distintos receptores celulares y a otras
moléculas. Durante la inflamacion, los leucocitos liberan
enzimas proteoliticas que hidrolizan la fibronectina. Asi,
se ha demostrado que los niveles de fragmentos de fibro-
nectina estan elevados en el plasma de pacientes con
quemaduras y en la glomerulonefritis por anticuerpos an-
ti-MBG®-%. Los fragmentos conservan la capacidad para
unirse a sus ligandos, compiten por éstos con la fibronec-
tina intacta y en estudios in vitro tienen propiedades qui-
miotécticas y, en general, proinflamatorias®. La fibronec-
tina, directamente o a través de sus fragmentos, es capaz
de modular el comportamiento de células parenquimato-
sas, neutrofilos, monocitos/macréfagos, linfocitos y fibro-
blastos¥%8 (tabla 1X). Sin embargo, aunque hay un con-
senso general de que la fibronectina tiene esta capacidad,
sus efectos concretos varian con las condiciones experi-
mentales. La concentracion de fibronectina, el hecho de
que esté en forma soluble o fija en la matriz extracelular,
la existencia de diversas isoformas de fibronectina (algu-
nas con acciones proinflamatorias, como el factor agluti-
nante de macrofagos secretado por los linfocitos T%) y la
presencia de fragmentos pueden modificar los efectos de
la fibronectina.




Tabla IX. Regulacion de la respuesta inflamatoria por la
fibronectina

Favorece la fagocitosis

Acciones sobre los neutréfilos:

— Reclutamiento.

— Lliberacion de granulos.
Radicales de oxigeno.
Citotoxicidad.

— Expresion de receptores de TNF.

Acciones sobre monocitos/macréfagos:
— Reclutamiento.
— Expresion y secrecion de citoquinas y sus receptores.

Acciones sobre los linfocitos:
— Reclutamiento.
— Activacion.
— Citotoxicidad.

Uni6n a inmunoglobulinas e inmunocomplejos
Reclutamiento y activacion de fibroblastos

En cuanto a la relacién de la fibronectina con las glo-
merulonefritis (tabla X), se sabe que tanto las formas in-
tactas como sus fragmentos se producen en exceso y se
acumulan en glomérulos inflamados y en las zonas de es-
clerosis %810y que en el glomérulo existen receptores
para fibronectina, cuya expresion esta alterada en las glo-
merulonefritis " 192, Recientemente hemos demostrado
que el tratamiento con fibronectina exdgena modifica la
sintesis de mediadores de la inflamacion por leucocitos
de sangre periférica y mejora la evolucion de la glomeru-
lonefritis proliferativa por inmunocomplejos, disminuyen-
do la expresion y/o sintesis glomerular de PAF, TNF y fi-
bronectina®.

Un modelo de glomerulosclerosis por
inmunocomplejos

Existen varios modelos experimentales de glomerulos-
clerosis, como la que ocurre espontaneamente en ratas
viejas, en las ratas con obesidad genética Zucker, en ani-

Tabla X. Datos que sugieren la participacion de la
fibronectina en las glomerulonefritis

. Aumento de la sintesis de fibronectina en glomerulonefritis.

. Presencia de fragmentos de fibronectina en glomérulos inflamados.

. Las ceélulas intrinsecas glomerulares y los leucocitos infiltrantes po-
seen receptores para fibronectina.

. Inmunocomplejos circulantes con fibronectina (nefropatia IgA).

. Los inmunocomplejos con afinidad por la fibronectina se depositan
en el mesangio.

- Los anticuerpos antiintegrina producen glomerulonefritis.

. Los anticuerpos antifibronectina ocasionan depésitos inmunes me-
sangiales.

. La fibronectina se acumula en las zonas de esclerosis glomerular y fi-
brosis intersticial.

9. El tratamiento con fibronectina mejora la evolucion de la glomerulo-

nefritis proliferativa por inmunocomplejos.
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males con masa renal reducida y tras la inyeccion de to-
xicos como adriamicina, puromicina y estreptozotocina.
Sin embargo, a pesar de que numerosas glomerulonefri-
tis tienen una base inmunolédgica, hasta ahora la informa-
cion sobre el desarrollo de glomerulosclerosis en anima-
les con nefritis mediada por inmunocomplejos es muy es-
casa'®, Por ello decidimos estudiar la evolucion a largo
plazo de la glomerulonefritis proliferativa por inmunocom-
plejos inducida en ratas hiperinmunizadas con ovalb(imi-
na. Nuestro grupo ha trabajado con este modelo desde
hace diez afios '™, investigando los mediadores celulares
y moleculares de la fase aguda del dario renal®.

La nefritis proliferativa por inmunocomplejos fue indu-
cida en ratas Wistar hembras de 200-220 g previamente
inmunizadas con ovalb(mina (Calbiochem, La Jolla, CA,
EE. UU) mediante la inyeccién intraperitoneal diaria de di-
cha proteina, segin un protocolo descrito previamente 1%,
Al cabo de cinco semanas, cuando habian desarrollado
una proteinuria media de 234 + 63 mg/dia ((rango, 1-502;
normal, <10 mg/dia), interrumpimos la administracion de
ovalbimina y seguimos a los animales durante nueve me-
ses sin intervencion alguna (fig. 1). Durante este tiempo
se midi6 periédicamente la proteinuria por el método del
sulfosalicilico. A los nueve meses, los animales fueron sa-
crificados, se extrajeron muestras de sangre y los rifiones
se emplearon para estudios histolégicos (microscopia 6p-
tica e inmunohistoquimica).

En estudios previos habiamos observado que en este
modelo la aparicion de la proteinuria coincide con el de-
posito de inmunocomplejos en los espacios subendote-
lial y subepitelial. Si la ovalbimina contin(ia administran-
dose, la magnitud de los dep6sitos aumenta progresiva-
mente, al igual que la infiltracion glomerular por linfocitos

ESTUDIOS

|

OVA+ ACF  OVA + AIF
s.C. s.C.
l l OVA IP diaria
r
. ) . . ) . . ) ; Vayan . ,
01 2 3 4 5 6 7 8778 9
Semanas Meses

Fig. 1.—Glomerulonefritis proliferativa por inmunocomplejos.
Protocolo experimental. Un grupo de 10 ratas inmunizadas con
ovalbtimina fueron tratadas con ovalbimina 10 mg/d intraperitoneal
durante cinco semanas. Las inyecciones de ovalbimina se
interrumpieron cuando la proteinuria era 1-501 mg/veinticuatro horas
y estudiamos la evolucién espontanea de la enfermedad durante
nueve meses. ACF: adyuvante completo de Freund; AIF: adyuvante
incompleto de Ffreund.
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Proteinuria (mg/24 h)

400
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Fig. 2.—Evolucién de la proteinuria en la glomerulonefritis proliferativa
por inmunocomplejos después de cesar la administracion del
antigeno (basal). La proteinuria aumento en la primera semana
después de suspender el antigeno (* p < 0,05), disminuyé
posteriormente y tendié a aumentar en los Gltimos meses de
seguimiento, especialmente en las ratas con mayor proteinuria (las
que presentaban >100 mg/24 h al cabo de una semana). Nétese que
los datos corresponden a los seis animales con un seguimiento de
nueve meses. Asimismo, nétese que la escala de tiempo esta dividida
en semanas (izquierda) y meses (derecha).

T y monocitos/macrofagos, y la proteinuria, y la funcion
renal cae rapidamente y los animales fallecen en dos-tres
semanas.

Evolucion clinica y bioquimica

Cuatro ratas con proteinuria intensa fallecieron en las
rimeras semanas de seguimiento, a pesar de interrumpir
a ovalbamina. En el resto de los animales, la proteinuria
sigui6 elevandose en la semana siguiente al cese del an-
tigeno (293 + 66 vs. 234 £ 63 mg/veinticuatro horas basal,
p < 0,01, n= 8) (fig. 2) y persisti6 en un rango patolégico
en la mayor parte de los animales, con tendencia a ele-
varse en Yos Gltimos meses (151 = 56 a los nueve meses,
vs. 69 £ 29 mg/dia a los tres meses, NS) (fig. 2). Existié una
relacion entre la proteinuria al final del seguimiento y la
proteinuria inicial, especialmente con la proteinuria méxi-
ma, que se alcanzo después de la primera semana de no
administrar ovalbimina (r= 0,87, p = 0,022). La proteinu-

ria de los controles sanos fue menor de 10 mg/veinticua-
tro horas durante los nueve meses del estudio.

Los animales con nefritis crénica desarrollaron insufi-
ciencia renal moderada con respecto a ratas sanas de la
misma edad (aclaramiento de creatinina, 292 +22 vs.
349 + 28 pl/min/100 g; p < 0,05), y algunos animales de-
sarrollaron hipertension arterial. Las ratas con mayor pro-
teinuria tuvieron hipoalbuminemia (3,4 £ 0,4 vs. 4,4 £ 0,2
g/dl, p<0,001) e hipercolesterolemia (178 + 48 vs.
92 + 24 mg/dl, p < 0,05).

Histologia

En los animales con nefritis seguidos durante nueve
meses existieron lesiones de glomerulosclerosis. Los con-
troles sanos de la misma edad también tuvieron un cier-
to grado de esclerosis glomerular, pero las lesiones mas
intensas, asi como el mayor dafio tubulointersticial, co-
rrespondieron a los animales con nefritis cuya proteinuria
habia aumentado >100 mg/veinticuatro horas en los (lti-
mos meses de seguimiento (tabla XI). Por otra parte, se
objetivo la persistencia de depositos mesangiales y en la
pared capilar, aunque de tamafio muy reducido, en las ra-
tas con neftitis y proteinuria >30 mg/veinticuatro horas.
El nimero de leucocitos glomerulares, elevado en la fase
aguda de la glomerulonefritis, era normal, y en el inters-
ticio estaban aumentados los monocitos/macrofagos
(19,5 + 4,55 vs. 7,8 £ 2,4 células ED1 positivas/mm’ de in-
tersticio en controles, p < 0,05), pero no los linfocitos T
(20 £7,5 vs. 24 + 8,4 células W3/13 positivas/mm?’, NS).

La glomerulonefritis proliferativa como modelo de
esclerosis renal

Nuestro trabajo ha establecido la historia natural de la
glomerulonefritis proliferativa cuando cesa la agresion in-
mune. Hemos observado cémo la proteinuria aumenta
durante la primera semana y luego persiste en rango pa-
tolégico durante meses y se asocia a manifestaciones bio-
quimicas de sindrome nefrotico. Ademas, algunos anima-
les desarrollan insuficiencia renal, hipertension arterial y
esclerosis glomerular. Asimismo hemos comprobado que
la asociacion de sindrome nefrético con la existencia de

Tabla XI. Datos funcionales y morfologicos de ratas con nefritis cronica por inmunocomplejos (nueve meses de

evolucion)
Glomérulo

Intersticio Tabulos
Grupo Proteinuria AP Células Esclerosis Depositos Células Atrofia

SANAS «.vevevreenreirereseeccacerenrennes 10 <5 2 1.5 No 1,5 No

<30 <20 2,5 1 No 2 No

NEFTILIS ..o 30-200 <20 2 1 Si 2 No

>200 >100 2,5 3 Si 3 2

Proteinuria: proteinuria al cabo de nueve meses de seguimiento. AP: incremento de la proteinuria en los Gltimos seis meses. La AP y la proteinuria estn expresadas
en mg/d. Los pardmetros histologicos estan valorados en una escala semicuantitativa 0-3, donde 0 es normal.
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depositos glomerulares puede ser el resultado de una in-

flamacion aguda pasada y relativamente «inactiva» en la.

actualidad. Este modelo podria servir, pues, para estudiar
por qué algunos pacientes con glomerulonefritis de me-
canismo inmune no responden a los potentes tratamien-
tos inmunosupresores y antiinflamatorios disponibles.
Ademas, al haber delimitado previamente algunos de los
factores que participan en la fase inicial del dafio glome-
rular (linfocitos T, macrofagos, PAF, TNF, fibronectina), he-
mos establecido un hilo conductor para el estudio de los
mecanismos de progresion del dafo renal. En efecto,
como ya hemos comentado, la fibronectina forma parte
de las lesiones de esclerosis glomerular e intersticial en ne-
fropatias humanas y experimentales .15, el TNF partici-
pa en la fibrosis pulmonar por bleomicina® y la fibronec-
tina puede activar los linfocitos T y monocitos®* y asi
contribuir al mantenimiento y progresion de la insuficien-
cia renal.

La definicion de los factores que participan
en la fibrosis renal como base para el desarrollo
de estrategias terapéuticas especificas

Hasta hace poco tiempo, las principales drogas cono-
cidas que reducen la sintesis de citoquinas eran los cor-
ticosteroides y la ciclosporina™ 17, Recientemente se ha
demostrado que otros farmacos, como la pentoxifilina y
la talidomina 7 1%, disminuyen la secrecién de TNF. De
hecho, la talidomina ha sido empleada con éxito para tra-
tar la enfermedad injerto contra huésped en el ser huma-
no'. Es mas, en los Gltimos anos se ha demostrado que
el contenido proteico de la dieta modifica la expresion
de genes y la sintesis de diversas proteinas, como alb0-
mina y renina*'®. Ademas, en distintos modelos experi-
mentales de dario renal, la dieta hipoproteica reduce la
expresion y/o sintesis renal de las citoquinas TNF, TGF-§
e IGF-1"""183, abriendo la posibilidad de que al menos par-
te de su efecto beneficioso se deba a su accion sobre la
produccion de citoquinas. Los acidos grasos omega-3,

ue pueden tener un efecto favorable sobre la evolucion
3e la aterosclerosis, un proceso que recuerda a la glome-
rulosclerosis, también influyen sobre la sintesis de citoqui-
nas'™. De especial interés para el nefrologo es el hecho
de que las lipoproteinas LDL estimulan la sintesis de fi-
bronectina y otras proteinas de matriz extracelular por cé-
lulas mesangiales'* y los farmacos hipolipemiantes dis-
minuyeron la expresion de genes de estas proteinas en el
intersticio de ratas con sindrome nefrotico, quiza a través
de una reduccion de la expresion de TGF-B ¢, Finalmen-
te, existen estrategias anticitoquinas especificas que ayu-
daran a comprender mejor el papel de éstas en la infla-
macio6n y fibrosis renal y podrian tener un valor terapéu-
tico en aquellas patologias mediadas por citoquinas " (ta-
bla XlI). Entre éstas estan los antagonistas de citoquinas,
como los receptores solubles de TNF y el antagonista del
receptor de IL-1 (IL-1ra) y los anticuerpos anticitoquinas .

CITOQUINAS Y MATRIZ EXTRACELULAR

Tabla XII. Estrategias especificas anticitoquinas en

glomerulonefritis

Han demostrado su utilidad en nefropatias humanas:
— Ninguna.

Han demostrado un efecto beneficioso en nefropatias experimentales:
anticuerpos anticitoquinas:

— Anti-TNF en nefritis nefrotoxica.

— Anti-IL-1 en nefrosis por adriamicina.

— Anti-TGF y anti-PDGF en nefritis proliferativa por anticuerpos an-
titimocito. .

Pueden ser dtiles en el futuro:

— Antagonistas de citoquinas: receptores solubles de TNF, antagonis-
ta del receptor de la IL-1*.
— Matriz extracelular: decorina.

* Han sido empleados con éxito en otras enfermedades inflamatorias.

Estos tratamientos se han empleado ya con éxito en mo-
delos experimentales.

El papel de la matriz extracelular en el tratamiento de
nefropatias apenas ha sido estudiado. Nuestro grupo ha
demostrado un efecto beneficioso de la fibronectina pa-
renteral sobre la evolucion de la nefropatia proliferativa
por inmunocomplejos? 8. Aunque el mecanismo de
este efecto no esta claro, podria estar relacionado con la
capacidad de la fibronectina para modificar el comporta-
miento y la sintesis de citoquinas y otros mediadores de
la inflamacion por células renales y leucocitos. Reciente-
mente, Border y cols. han sugerido, basandose en estu-
dios in vitro, que la decorina, que inhibe la accion del
TGF-B, podria tener un valor terapéutico*, aunque este ex-
tremo no ha sido confirmado todavia.

Conclusion

En conclusion, la expresion génica y la sintesis local de
citoquinas y de matriz extracelular estan incrementadas en
diversas glomerulonefritis humanas y experimentales y en
modelos de esclerosis renal. Los efectos de las citoquinas
y de la matriz extracelular sobre las células glomerulares
son numerosos, complejos y mal conocidos (fig. 3). Di-
versas citoquinas modulan la proliferacién y la produccion
de matriz extracelular por células glomerulares y fibroblas-
tos intersticiales . A su vez, la matriz extracelular modu-
la los efectos de las citoquinas sobre las células. Experi-
mentos animales e in vitro sugieren que alteraciones de
los mecanismos de regulacion especificos de las citoqui-
nas y las proteinas de matriz podrian tener un papel en
el desarrollo de las enfermedades renales crénicas, inde-
pendientemente de la causa, contribuyendo a la prolife-
racion celular y al acimulo de matriz extracelular que ca-
racterizan la esclerosis renal. Del mejor conocimiento de
estos factores podrian surgir nuevas estrategias terapéuti-
cas, mas especificas y efectivas que las actualmente dis-
ponibles.
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Células mesangiales
Leucocitos

TNFy Fibronectina y

otras citoquinas matriz extracelular

Inflamacion y fibrosis

Fig. 3.—Participacion de citoquinas y matriz extracelular en la patogenia
del dario glomerular. En el glomérulo inflamado, tanto las células
glomerulares intrinsecas como los leucocitos tienen la capacidad de
secretar citoquinas, como el TNF. Estas actian de un modo autocrino
o paracrino sobre las células glomerulares y tienen diversas acciones
biologicas que incluyen quimiotaxis, citotoxicidad, mitogénesis y
favorecen la secrecion de mediadores de la inflamacion y
componentes de la matriz extracelular. El acamulo de matriz
extracelular es una de las caracteristicas de la esclerosis glomerular. Las
proteinas de la matriz extracelular modulan el comportamiento de las
células adyacentes y la accion de los citoquinas. En algunos casos,
como la fibronectina, los propios leucocitos pueden secretar formas
proinflamatorias de proteinas de matriz.
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