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INTRODUCCION

La existencia de dos mecanismos de muerte celu-
lar es conocida desde hace mucho tiempo. Virchow,
en su clase XV dictada en 1858, usé el término
necrobiosis para describir un proceso de muerte
celular inducida por «un proceso vital alterado»,
espontdneo y natural, en contraste con la muerte
celular violenta por necrosis. Sin embargo, el trabajo
de Kerr, Willie y Currie en 19722, se cita justifica-
damente como el punto de partida de los estudios
de apoptosis porque es la primera descripcién mor-
folégica sistematica de los cambios observados en
células que mueren «fisiolégicamente» y se propo-
ne la designacién de apoptosis (apo: desde, ptosis:
caer o descender) para este proceso de muerte que
semeja el «desprenderse de las hojas de los arbo-
les» en otofo. Segln sus proponentes, la pronun-
ciacién correcta de apoptosis debe omitir la segun-
da «p» (apo’tosis), pero existen opiniones contra-
rias 4.

La apoptosis es un mecanismo existente para la
eliminacion de células indeseables, o percibidas
como tales, sin producir reaccién inflamatoria. La
apoptosis representa una forma de «suicidio» celu-
lar porque resulta de la activacion de un sistema
intracelular de autodestruccién inducido por una
variedad de estimulos y mensajes externos o por la
escasez de factores que soportan la vida celular. El
aumento explosivo de la investigacion en apopto-
sis en los Gltimos 5 afos es indicacién de su im-
portancia en campos biolégicos tan diversos como
el desarrollo embriolégico de organismos multice-
lulares, en neurociencia, en tolerancia inmunolé-
gica y en cancer.

En el rinén embrionario se ha demostrado que
aproximadamente el 3% de los ntcleos tienen cam-
bios apoptéticos en la primera semana. En las en-
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fermedades renales, la importancia de la apoptosis
se esta haciendo cada vez mas evidente. Esta moda-
lidad de muerte celular se presenta, no solamente
en las células residentes del rifnidn, sino también en
los leucocitos infiltrantes; por ende, la apoptosis
puede modular la inflamacién y la reparacién en el
tejido renal.

Diferencias entre apoptosis y necrosis

En esta revisién, nos referiremos a la apoptosis
como una modalidad de muerte celular que con-
trasta con la muerte por necrosis, aun cuando ele-
gantes discusiones recientes® han enfatizado que la
necrosis es, strictu sensu, la manifestacién morfolo-
gica final de la muerte celular por cualquier meca-
nismo en que ésta se lleve a cabo. Existen diferen-
tes morfolégicas y funcionales entre la eliminacion
programada de células indeseables por apoptosis y
la muerte accidental por necrosis ocurrida por el
efecto téxico severo ejercido por una variedad de
agentes fisicos y quimicos.

La apoptosis es una forma activa de muerte que
involucra la utilizacion de energia, actividad meta-
bélica y en algunas circunstancias, sintesis proteica.
La necrosis es una forma pasiva de muerte donde la
célula pierde actividad metabdlica.

La necrosis afecta a areas de tejido y sus carac-
teristicas morfolégicas incluyen el edema celular y
vesiculacién previos a la desintegracién celular.
Estas caracteristicas se derivan del dano téxico a
la membrana celular que se hace permeable a
iones y agua. La estructura mitocondrial se des-
truye, la sintesis proteica disminuye y aparece flo-
culacién de la cromatina nuclear, la cual, sin em-
bargo, tiene una apariencia relativamente normal.
En contraste, la apoptosis afecta a células indivi-

NOTA: Partes de esta revision fueron presentadas en la conferen-
cia «Apoptosis y proliferacion en glomerulopatias» en el 1l Con-
greso Iberoamericano de Nefrologia. Lisboa, Portugal, 23 al 26
de marzo, 1997.
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duales dentro de un 4rea tisular y tiene una mor-
fologia especifica. La célula se hace redonda y mas
pequena por la condensacion citoplasmatica y la
pérdida de las microvellosidades de la superficie.
El reticulo endoplasmético se dilata pero las mito-
condrias y otras organelas permanecen intactas. La
cromatina se condensa en agregados con forma de
media luna adosados a la periferia del nicleo. Es
frecuente encontrar fragmentacion del ntcleo vy ci-
toplasma con la formacién de cuerpos apoptéticos
unidos a la membrana que pueden ser expulsados
y fagocitados, mientras que la membrana perma-
nece intacta.

Una vez comenzada, la apoptosis progresa rapi-
damente. Estudios funcionales indican que los cam-
bios morfolégicos ocurren en minutos y la fagoci-
tosis y degradacién es tan rapida que las células
apoptéticas son histolégicamente detectables por
menos de 2 horas en la mayoria de los tejidos. Es-
tudios de Baker y cols.® indican que en la nefritis
inducida por anticuerpos anti-Thy-1 el tiempo de
remocién celular es de 1,4 horas y que > 4% de
las células glomerulares son eliminadas diariamen-
te en los dias de mayor respuesta proliferativa. En
glomerulonefritis postestreptocécica, datos prelimi-
nares indican que la eliminacién celular puede ser
mucho maés rapida®.

En la necrosis, el dafo de la membrana celular
permite la salida de componentes celulares flogo-
génicos con propiedades quimiotacticas que pro-
mueven infiltracién leucocitaria la cual, a su vez,
amplifica los fenémenos inflamatorios cuya intensi-
dad dependen en parte de la extension del area ti-
sular afectada. La ausencia de reaccién inflamato-
ria es una caracteristica crucial en la apoptosis por-
que la fagocitosis de células apoptéticas se lleva a
cabo mientras adn existe integridad de la membra-
na celular. La eficiencia de la fagocitosis es crucial
en el proceso y se lleva a cabo no solamente por
macroéfagos sino por células de la vecindad, las cua-
les incluyen, en caso del riién, a las células me-
sangiales y las células tubulares’.

La fragmentacion del ADN es una de las ca-
racteristicas que diferencia la necrosis de la apop-
tosis. En la apoptosis se conoce desde los estu-
dios de Willie en 19808 que los cambios morfo-
l6gicos descritos antes se asocian con la ruptura
o disociacién internucleosomal de la cromatina.
En consecuencia, el ADN se fragmenta en multi-
ples de 180 a 200 pares de bases. Este hecho con-
diciona que la electroforesis del ADN de células
apoptéticas revele un patrén en «escalera». En el
caso de la necrosis, el patrén de electroforético
del ADN es continuo, inducido por destruccién
de las histonas por proteasas y la exposicién de
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toda la longitud del ADN a la accién de endo-
nucleasas.

Regulacién de la apoptosis

La apoptosis es regulada por factores externos y
factores genéticos que pueden suprimir o estimular
la apoptosis (tabla ).

Los estimulos externos que regulan la apoptosis
incluyen factores inductores de muerte celular y
factores de crecimiento que favorecen la supervi-
vencia y actdan como antagonistas de la apopto-
sis. En general, todos los factores que producen ne-
crosis pueden inducir apoptosis si las células so-
breviven. Radiaciones ionizantes, drogas antican-
cerosas e inmunosupresoras pueden inducir apop-
tosis. Nuestro grupo ha estudiado el efecto de la
ciclosporina A como inductor de apoptosis en neu-
tréfilos?. Concentraciones de C y A en el rango «te-
rapéutico» (> 125 ng/ml) inducen en la rata incre-
mento en el ndmero de neutréfilos apoptéticos,
pero no tienen efecto sobre las células mononu-
cleares. Ciclofosfamida, 500 rads de irraciacion,
dexametasona, mefalan, ciclosporina A y especies
reactivas de oxigeno inducen apoptosis in Vvitro en
células mesangiales'® ", La apoptosis inducida por
lipoproteinas de baja densidad oxidadas, proba-
blemente es mediada por la generacion de espe-
cies reactivas de oxigeno'?.

Tabla I. Algunos factores moduladores de la apop-
tosis.

Factores externos

A) Estimulantes de las apoptosis

Radiaciones ionizantes, radicales reactivos de oxigeno (ROS),
lipoproteinas de baja densidad oxidadas.

Drogas citotoxicas (agentes alquilantes, antimetabolitos, anta-
gonistas hormonales, glucocorticoides, ciclosporina A).

Citocinas (TNF, TGF-B, IL-1B).

Receptores transmembrana (receptor Fas/APO, rTNF, rNGF,
HIEN-y).

=z

Qupresores de la apoptosis
Factores tréficos de crecimiento (IL-3, IL-4, IL-6, CSF, EGF).

Factores genéticos

2

Genes estimulantes de apoptosis:
ced-3, ced-4 (C. elegans), p53, Ipr, Bax (mamiferos), Bcl-xs, c-
myc.

B) Genes supresores de apoptosis:
ced-9 (C. elegans), Bcl-2 (mamiferos), Bcl-x, .




Proteinas transmembrana del tipo de los recep-
tores del factor de necrosis tumoral (TNF), factor
de crecimiento nervioso (NGF) y del Fas, en unién
con sus ligandos respectivos, pueden inducir apop-
tosis. El receptor FAS/APO-1, también llamado
CD95, es una glicoproteina de la superficie celu-
lar de la familia de los receptores para TNF-a, des-
crita inicialmente como una molécula mediadora
en la muerte por apoptosis de linfocitos T activa-
dos crénicamente’® y de linfocitos B autorreacti-
vos. La apoptosis inducida por Fas depende del
entrecruzamiento de las moléculas de Fas en la su-
perficie celular™. En ratones, los modelos genéti-
cos lpr y gld, asociados con expresiéon reducida
del Fas o ligando del Fas (Fasl), respectivamente,
desarrollan enfermedad autoinmune. La interac-
cién Fasl-Fas es también de extraordinario interés
en el trasplante de 6rganos porque son precisa-
mente los érganos «privilegiados» con tolerancia,
como el ojo y los testiculos, los Gnicos que ex-
presan en condiciones normales el FasL. En estos
organos, la interaccion FasL-Fas induce apoptosis
de los leucocitos infiltrantes permitiendo la super-
vivencia del injerto'> 16,

Por otra parte, una variedad de factores de creci-
miento como PDGF, insulin-like GF, CSF, IL-3, IL-4
e IL-6 son capaces de retardar o prevenir el desa-
rrollo de apoptosis (tabla I). Este hecho ha sugerido
la posibilidad de que las células estén programadas
para su propia muerte y la supervivencia depende
de senales originadas en otras células, supresoras de
ese programa'’19,

La regulacion genética de la apoptosis (revisada
en 20, 21) se ha estudiado principalmente en el ne-
matodo Caernorhabditis elegans en el cual, de
1.090 células somdticas formadas, 131 mueren con
las caracteristicas morfolégicas de apoptosis. Dos
genes, ced-3 y ced-4, son necesarios para la muer-
te de estas células y son antagonizados por el gen
ced-9. En los mamiferos el gen bcl-2, originalmen-
te identificado en la mayoria de los linfomas no-
Hodgkin, suprime la apoptosis inducida por azuro
de sodio, colchicina, inhibidores de sintesis protei-
ca, calor, radiacion y deplecién de factores de cre-
cimiento. La demostracion de que el gen bcl-2 hu-
mano previene la muerte de células mediada por
los genes ced-3 y ced-4 en el C. elegans, sugiere
que el bcl-2 es un gen homdlogo del ced-9 ante-
riormente citado. Estudios recientes indican que
existe una proteina homdloga del gen bcl-2, deno-
minada bax que se heterodimeriza y ejerce funcio-
nes de control.

En el ratén, el gen Ipr impone la produccion de
la proteina transmembrana APOT1/Fas, cuya impor-
tancia ha sido discutida anteriormente.

APOPTOSIS EN ENFERMEDADES RENALES

Otros genes humanos como el gen de supresién
tumoral p53, y el gen c-myc, cuya funcién es cru-
cial para la divisién celular después de la estimula-
cién por factores de crecimiento, pueden favorecer
el desarrollo de apoptosis.

Metabolismo de la apoptosis

Existen revisiones recientes del metabolismo de la
apoptosis?>?4. Puede considerarse en la apoptosis
una fase de induccién, una fase efectora y una fase
de degradacion que concluyen con fagocitosis de la
célula apoptética sin reaccién inflamatoria?3. Los
eventos iniciales de la apoptosis estan relacionados
con las caracteristicas del estimulo y su interaccién
con la membrana celular; son mecanismos, por asi
decirlo, privados. Los receptores de TNF y Fas com-
parten lo que es conocido como secuencia de muer-
te celular en la cual reaccionan con tres proteinas
citoplasmaticas (FADD, RIP, TRADD).

Una vez que la apoptosis entra en su via efecto-
ra los eventos son comunes, existe una cafda del po-
tencial transmembrana en la mitocondria que pre-
cede los cambios metabdlicos y, en la apoptosis de-
pendiente de TNF y Fas-L, existe una generacién de
ceramida, inducida por la actividad de esfingomie-
linasa en la membrana plasmética. La ceramida
puede actuar como segundo mensajero de la apop-
tosis. Hay un aumento del calcio intracelular, lo cual
presumiblemente puede activar enzimas dependien-
tes de Ca++, como las endonucleasas que fraccio-
nan el ADN vy las transglutaminasas que entrelazan
las proteinas citosélicas. Igualmente, proteasas cal-
cio-dependientes, como la calpaina, pueden degra-
dar el citoesqueleto celular. Las proteasas pueden
también liberar las ADNasa | y ADNasa Il de su
unién con la actina y permitir asi su accién como
endonucleasas. En la expresién completa de la apop-
tosis se encuentra deplecién del glutatién no-oxida-
do, producciéon de radicales reactivos de oxigeno,
fragmentacion del ADN y exposicién aberrante de
residuos de fosfatidil serina en la superficie celular.
De hecho, estos residuos son la base de la detec-
cion temprana de la apoptosis, valiéndose de la afi-
nidad de la anexina por los radicales de fosfatidil-
serina; la condensaciéon de la cromatina es un fe-
némeno mas tardio.

Fagocitosis de las células apoptéticas
La fagocitosis de células apoptéticas ha sido obje-

to de revisiones recientes?”. El proceso es extraordi-
nariamente eficiente. En aproximadamente una hora
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las células apoptdticas dejan de ser detectables en
el tejido.

La forma como los macréfagos reconoce las cé-
lulas intactas que deben ser eliminadas es objeto de
intensa investigacion. Hasta el presente se han pos-
tulado tres mecanismos de identificacién de células
apoptdticas:

1. La pérdida de carbohidratos como el acido sia-
lico puede exponer radicales N-acetilgalactosamina,
galactosa y N-acetilglucosamina susceptibles de ser
reconocidos por lectinas de las células fagociticas.
Este mecanismo ha sido sugerido por trabajos que de-
muestran inhibicién de la fagocitosis de linfocitos
apoptoticos cuando los macréfagos son preincubados
con carbohidratos que tienen afinidad especifica para
lectinas?>. Sin embargo, no existen diferencias entre
linfocitos apoptéticos y no-apoptéticos en cuanto a
la fijacién cuantitativa de lectinas marcadas, ni tam-
poco en el contenido de glicoproteinas sidlicas?®.

2. Participacién del receptor vitronectin. El re-
ceptor o, B; «vitronectin» (VnR) de la familia de las
integrinas tiene un papel importante en la adhesién
de las células a la matriz celular. Este receptor se fi-
jaria en ligandos presentes en la superficie de las cé-
lulas apoptéticas; entre estos ligandos, el que pare-
ce particularmente importante es la trombospondina
secretada por el macréfago?®. En efecto, la trom-
bospondina tiene afinidad con los receptores a.,3; y
CD36 vy serviria de puente molecular entre la su-
perficie de la célula apoptética y la célula encargada
de fagocitarla. Anticuerpos monoclonales dirigidos
contra ambas subunidades del receptor vitronectin y
contra la trombospondina inhiben la fagocitosis de
células apoptoéticas.

3. Receptores para la fosfatidilserina. La parte
exterior de la membrana celular contiene predomi-
nantemente fosfolipidos neutros mientras que los fos-
folipidos anidnicos, como la fosfatidilserina, estan
restringidos a la parte interna. Las alteraciones mor-
fologicas en la apoptosis se asocian con cambios po-
sicionales que exteriorizan la fosfatidilserina y exis-
te evidencia indirecta de que los macréfagos pose-
en receptores capaces de reconocer la fosfatidilseri-
na.

TECNICAS UTILIZADAS PARA DETECTAR
APOPTOSIS

La deteccién de apoptosis incluye la observacion
de alteraciones morfolégicas tipicas, la demostracién
de un patrén en «escalera» en el andlisis electrofo-
rético del ADN extraido, y tinciones que permiten
identificar la fragmentacion del ADN o la extrusion
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Tabla Il. Técnicas principales usadas para la detec-
cién de apoptosis.

Técnica Descripcién

Microscopia 6ptica
y electrénica? 2°

Cambios morfolégicos (condensacion
cromatinica, encogimiento citoplasmatico).

Electroforesis de Patrén en escalera de ADN degragado en

ADN?8 uno o multiples nucleosomas.

TUNEL>! Adicién enzimética (TdT) de nucleétidos
marcados en fragmentos de ADN de una
doble hebra.

ISNT>2 Adicién enzimatica (ADN polimerasa )
de nucledtidos marcados en fragmentos
de ADN de una sola hebra.

Tincién con: Entra en células con aumento de la

yoduro de propidio®® permeabilidad de la membrana (células
necréticas y fases tardias de la apoptosis).
Hoescht 3334254 Entra en todas las células y tifie el ntcleo
permitiendo observar una condensacién
cromatinica.
Anexina V-FITC>® Detecta fosfatidil serina en la superficie
celular para la cual tiene gran afinidad la
anexina.

de la fosfatidilserina a la superficie externa de la cé-
lula. La tabla Il resume esta metodologias.

Las caracteristicas morfoléficas de la apoptosis
fueron descritas anteriormente: la condensaciéon
cromatinica y el encogimiento citoplasmatico son
aspectos fundamentales. Estos hallazgos son detec-
tables por microscopia de luz y electrénica pero son
relativamente tardios?® 2°.

La electroforesis del ADN en gel de agarosa per-
mite detectar el patrén en «escalera» que resulta de
la degradacion del ADN genémico por endonuclea-
sas en fragmentos de uno o mdltiples nucleosomas
(180 a 220 pares de bases)8.

La fragmentacién del ADN a nivel unicelular
puede determinarse con técnicas que permiten el
marcaje enzimatico del terminal fragmentado del
ADN. Estas técnicas son la translacion in situ (ISNT)
que emplea la polimerasa | de ADN y actda sobre
ADN de una sola hebra, y la conocida como TUNEL
que emplea la deoxinucleotidil transferasa terminal
(Tdt) para permitir el marcaje de rupturas en ADN
de doble hebra (terminales 3’-OH DNA libres). En
ambas técnicas el marcaje se realiza con trifosfato
de uracilo (dUTP), que a su vez se hace evidente
con estreptavidina-fluoresceina.

Existen métodos no enziméticos de tincién celular
para la deteccion de apoptosis. Estos son la tincién
con yoduro de propidio, que permite evaluar si la
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membrana estd intacta o si es permeable al coloran-
te (en etapas tardias de apoptosis), y la tinciéon con
anexina V marcada con fluoresceina. Este Gltimo mé-
todo utiliza la avidez de la anexina por los radicales
de fosfatidilserina, que se encuentran normalmente en
la parte interna de la membrana plasmdtica y se ex-
teriorizan tempranamente en la célula en apoptosis.

APOPTOSIS EN LA ENFERMEDAD RENAL

Receptores de apoptosis y genes reguladores de
apoptosis se expresan normalmente en el rifén. En el
rinén de ratén se ha demostrado mRNA para el li-
gando de Fas?” pero aln no esta definido qué tipo de
células estan involucradas. El Fas se ha demostrado en
células mesangiales in vitro?® y el gen bcl-2 se ex-
presa en el rindén adulto normal, en niveles modera-
dos en la cdpsula de Bowman vy tdbulo contorneado
distal y en menor grado en otras areas del nefron??.

Apoptosis en enfermedad renal experimental

La apoptosis se ha estudiado en enfermedades
congénitas del rifién, en varios tipos de glomerulo-
nefritis y en el dafo tubular por obstruccién urina-
ria y por isquemia (tabla III).

Tabla Ill. Enfermedades renales y apoptosis.

Enfermedad Referencias

Experimentales
Rifén poliquistico en ratones myc, pcy 30, 31, 32
Uropatia obstructiva 33, 34, 35, 36
Necrosis tubular aguda isquémica 37, 38
Dano tubular por téxicos y drogas 39, 40, 41
Nefrectomia subtotal 42
Nefritis anti-membrana basal 43
Nefritis mesangioproliferativa (anti-Thy-1) 5, 44
Nefrosis por aminonucledsido de puromicina 45

Clinicas
Enfermedad poliquistica renal hereditaria 30
Nefritis ldpica 42, 46, 48
Nefropatia por HIV 49
Nefropatia por IgA 42, 46, 47
Parpura de Henoch-Schoenlein 46
Glomerulonefritis postestreptocécica 48
Otras glomerulopatias* 46, 48, 50

*Incluyen GN mesangioproliferativa idiopatica, GN membranoproliferati-
va, GN membranosa, esclerosis focal segmentaria, nefropatia de cambios
minimos, rechazo del injerto renal.
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Rifion poliquistico. La participacién de la apop-
tosis en la formacion quistica y pérdida de tejido
renal en la enfermedad poliquistica ha sido con-
vincentemente demostrada. Los modelos genéticos
cpk y pcy de ratones con rifidén poliquistico tienen
en etapas pre-urémicas apoptosis en células tubu-
lares y fragmentacién en escalera del ADN30, Ade-
mds tiene una expresién prolongada del ARNm de
la clusterina (TRPM-2, SGP-2) en el epitelio de la
pared quistica; la presencia de clusterina estd aso-
ciada con el proceso de apoptosis, probablemente
como indicador de supervivencia del mismo3'. Mas
recientemente, Veis y cols.3? han demostrado que
el ratén con deleccién homocigética del gen bcl-
2 presenta rinones poliquisticos y muere tempra-
namente.

Uropatia obstructiva. La participacién de la
apoptosis en la pérdida de masa renal producida
por la uropatia obstructiva fue sugerida inicialmen-
te en estudios realizados por Gobe y Axelsen33,
quienes observaron que la obstrucciéon ureteral
completa inducia apoptosis en las células tubulares
y fagocitosis de cuerpos apoptéticos por células ve-
cinas. Estudios posteriores de Kennedy y cols.3* en
ratas con obstruccién ureteral parcial demostraron
que la fragmentacién apoptética del ADN y el na-
mero de células apoptéticas aumentaban en las 3
semanas siguientes a la obstrucciéon. Més reciente-
mente, Troung y asociados3® estudiaron la obstruc-
cién ureteral crénica y demostraron que la apop-
tosis y la proliferacion de células tubulares aumen-
ta en los primeros 25 dias y luego se reduce répi-
damente; en contraste, en el compartimento inters-
ticial, la proliferacion, la apoptosis y el dafio cica-
trizal aumentan progresivamente3®. El mecanismo
mediante el cual se activa la apoptosis en la uro-
patia obstructiva no estd completamente definido,
pero es probable que el proceso se presente en res-
puesta a una reduccién de los factores de supervi-
vencia; esta interpretacion esta favorecida por la de-
mostracién de niveles bajos de ARNm de EGF en
células tubulares y la disminucién de la apoptosis
que puede inducirse en este modelo por la admi-
nistracion de EGF3°.

Necrosis tubular aguda isquémica. La participa-
cion de la apoptosis en la regulacion de la hiper-
celularidad tubular que sigue al dano isquémico ha
sido estudiada por Shimizu y Yamanaka®” en ex-
perimentos de isquemia por oclusién unilateral de
la arterial renal por 60 minutos. En este modelo, el
dafio de isquemia-reperfusién induce una necrosis
generalizada que es seguida por una fase de rege-
neracién del epitelio tubular. Las lesiones de is-
quemia/reperfusiéon se asocian con incrementos en
la expresion del ARNm para la clusterina, los cua-



les estin directamente relacionados con la dura-
cion de la isquemia3®. El porcentaje de células
apoptéticas se incrementé en dos fases: primero,
un aumento ligero en el dia 3° y mds tarde co-
menz6é un aumento de células apoptéticas que
lleg6 a un méaximo el dia 82 para descender len-
tamente a niveles normales en 6 meses?’. La se-
gunda fase de incremento en la apoptosis sigue a
la hiperplasia de células epiteliales que aparece cu-
briendo los tdbulos y probablemente representa un
mecanismo para controlar el aumento del ndmero
de dichas células.

Dafio tubular por téxicos y drogas. Se ha de-
mostrado la participacién de la apoptosis en la re-
solucién de la hiperplasia renal inducida por ni-
trato de plomo, en nefrotoxicidad por gentamicina
y después de la administracion de diuréticos.
Ledda-Columbano y cols.?? demostraron que una
inyeccién dnica de nitrato de plomo induce un
efecto mitogénico inmediato que comienza a re-
solverse a partir del 3° dia y se completa en dos
semanas. La eliminacién del exceso de células fue
realizado mediante apoptosis, la cual aumenté casi
30 veces por encima del valor control el tercer dia
después de la administracion del mitégeno. El dafio
toxico inducido por el aminoglicésido gentamicina
se asocia con aumento de la apoptosis en la fase
de regeneracion; en el tdbulo proximal la apopto-
sis aumenta cinco veces el dia 10°. La prolifera-
cion observada en el tdbulo distal ocurre en dos
fases; en la primera de ellas la apoptosis se incre-
menta, mientras que no existe aumento de apop-
tosis en la fase tardia de la proliferacion tubular
distal*9. Loffing y cols.*! estudiaron el efecto de la
administracién de tiazidas por minibombas subcu-
taneas en ratas y demostraron que estas drogas pro-
ducen desarreglo estructural del epitelio tubular
distal que pierde sus caracteristicas de epitelio de
transporte y presentan evidencias de apoptosis.

Nefrectomia subtotal. La participacién de la apop-
tosis en la eliminacién de células observada en la
glomeruloesclerosis progresiva fue explorada por Su-
giyama y cols.*?> en el modelo de nefrectomia 5/6.
Estos investigadores identificaron células apoptéticas
en el glomérulo, intersticio y tdbulos del rinén re-
manente. El ndmero de células apoptéticas en el glo-
mérulo aumenté en la 82 semana y en los tdbulos
en las semanas 4® y 8?2, coincidiendo con la protei-
nuria, la insuficiencia renal y los cambios escleréti-
cos. La apoptosis en estas circunstancias fue inter-
pretada como un mecanismo dafino que facilitaba
el desarrollo de la esclerosis.

Nefritis anti-membrana basal. Shimizu y cols.*?
estudiaron la participacién de la apoptosis en la glo-
merulonefritis crescéntica inducida por la inyeccién
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de anticuerpos anti-membrana basal. En este mode-
lo, el dia 3° se presenta una reaccion inflamatoria
intensa con infiltracién leucocitaria y en los dias 7°
al 18° aparece una severa lesién necrotizante con
formacién de crescencias glomerulares. Finalmente,
después de 2 a 3 meses la mayoria de los glomé-
rulos se han colapsado y estdn escleréticos. Células
apoptéticas aparecieron desde el dia 7° y aumenta-
ron en ndmero hasta llegar a un tope en el segun-
do mes, sugiriendo que este tipo de muerte celular
estd involucrado en la transformacion esclerética de
los glomérulos hipercelulares.

Nefritis mesangioproliferativa. EI modelo de
nefritis inducida por anticuerpos anti-Thy-1 se ha
utilizado para estudiar el papel de la apoptosis en
el proceso de reparacién de la glomerulonefritis
mesangrioproliferativa y para demostrar la capa-
cidad fagocitica ejercida por las células mesan-
giales, sobre sus vecinas en proceso de apopto-
sis. Baker y cols.> demostraron que la apoptosis
aumenta cerca de 10 veces en este modelo ex-
perimental y la secuencia temporal del incre-
mento en el ndmero de células, mitosis y células
apoptéticas es similar. Estos estudios sugieren
fuertemente que la apoptosis es el mecanismo de
control més importante de la hipercelularidad en
la proliferacién mesangial experimental y de esta
forma facilita el proceso de reparaciéon en este
modelo experimental. Similares hallazgos y con-
clusiones fueron obtenidas por Shimizu y cols.*4.

Nefrosis por aminonucleésido de puromicina
(PAN). La participacién de la apoptosis en la ne-
frosis inducida por una dosis Gnica de PAN vy su
relacion con la proliferacién celular en glomé-
rulos, tdbulos e intersticio, ha sido estudiada en
nuestros laboratorios*>. Se observé aumento de la
apoptosis en el glomérulo en la primera semana
y en los tdbulos en la primera y segunda sema-
nas. El incremento de células apoptéticas tuvo una
secuencia temporal semejante al incremento en
células PCNA positivas en el intersticio y en los
tdbulos. Todos los hallazgos retornan a valores
normales en la 72 semana. Los resultados sugieren
que también en este modelo de enfermedad, la
apoptosis es un mecanismo principal en el proce-
so reparativo del dano renal.

Apoptosis en la enfermedad renal en humanos

RiAién poliquistico. La contrapartida en el hu-
mano de los estudios de apoptosis en ratones con
rinones poliquisticos ha sido investigada por
Wo0039, quien ha demostrado que el ADN del te-
jido renal de los pacientes estd fragmentado con
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un patrén en escalera. Ademas, los quistes, los glo-
mérulos y los tibulos quisticos y no-quisticos pre-
sentan células apoptéticas. En contraste, no se en-
contré apoptosis tubular en pacientes con nefro-
patia por IgA, nefrosclerosis, nefropatia diabética,
necrosis tubular aguda y rechazo agudo o crénico
de injerto renal.

Nefritis Iipica. Takemura y cols.#® investigaron
la presencia del receptor Fas y del gen Bcl-2 en 80
biopsias de varias glomerulonefritis. En seis casos
de nefritis lapica proliferativa difusa (tipo 1V, clasi-
ficacion OMS) encontraron aumentado el ndmero
de células que expresaban Fas y Bcl-2. Los autores
sugieren que la sobre-expresion de Bcl-2 tiene un
papel en la proliferacion mesangial y en la hiper-
celularidad glomerular. Bcl-2 también han sido
celulares?’. Sugiyama y cols.#?, utilizando in situ
marcaje con nucleétidos, demostraron células con
fragmentacion del ADN en casos de nefritis ltpica
y encontraron correlacién entre el nimero de cé-
lulas apoptéticas y el indice de esclerosis, pero no
con el indice de proliferacién. Esta falta de corre-
lacién entre apoptosis y proliferacion fue observa-
da en la nefritis proliferativa (tipo IV, OMS) en es-
tudios realizados en nuestros laboratorios*®. En
nuestros estudios no fue posible demostrar un in-
cremento en apoptosis en la nefritis [Gpica compa-
rada con valores control obtenidos en rifiones de
donantes cadavéricos que no pudieron ser utiliza-
dos para trasplante. Es evidente que este material
«control» no ofrece un valor normal de referencia
en apoptosis pero, de cualquier forma, el hallazgo
central de nuestra investigacién fue que la apopto-
sis en la nefritis lGpica proliferativa tiene valores
considerablemente mas bajos que la apoptosis ob-
servada en otras glomerulonefritis proliferativas de
curso autolimitado®8.

Nefropatia en la infeccién con HIV. La nefropatia
con HIV se presenta como una esclerosis focal seg-
mentaria que evoluciona hacia una glomerulopatia
colapsante. La patogénesis de esta glomerulopatia no
estd establecida, pero los péptidos del HIV y los
complejos péptido-anticuerpo son inmunomodu-
ladores y pueden determinar apoptosis en células
linfoides. En el glomérulo, el ndmero de células
apoptoticas en esta entidad no es diferente del en-
contrado en la esclerosis focal segmentaria idiopati-
ca; sin embargo, hay un incremento de la apoptosis
en las areas tubulointersticiales*? y este hecho puede
tener una importante patogenética.

Nefropatia por IgA. Sugiyama y cols.*? encon-
traron un incremento en el ndmero de células
apoptéticas en la nefropatia por IgA que se corre-
lacionaba con el deterioro de la funcién renal y
con el indice de la esclerosis. Ademads, existe un
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aumento de la expresion del antigeno Fas y del
gen Bcl-2 en células mesangiales y células del ca-
pilar glomerular. Técnicas de hibridizacién in situ
permitieron demostrar un incremento en ARNM
para Bcl-2 y que estas células son diferentes a las
que expresan Fas. La demostracién de Fas en glo-
mérulos afectados sugiere la participacién de la
apoptosis; y la deteccion de Bcl-2 en los podoci-
tos en regiones cercanas a las zonas escleréticas
intraglomerulares hablan en favor de los trastornos
de la regulacién de la apoptosis en la progresiéon de
la fibrosis glomerular#®.

Glomerulonefritis postestreptocdcica. Estudios de
nuestro grupo indican que existe un incremento
marcado en la apoptosis en esta enfermedad*®. De
hecho, los ndmeros més altos de apoptosis glome-
rular (MEDIA = EEM, 3,06 + 1,48 por secciéon glo-
merular) y tubulointersticial (6,25 = 4,08/0,065
mm?) fueron encontrados en esta glomerulonefritis.
Se encontré una correlacién directa y positiva entre
el ndmero de células apoptéticas y el nimero de
células PCNA-positivas, sugiriendo que el mecanis-
mo principal de control y reparacién del dano in-
flamatorio es la apoptosis.

Otras glomerulopatias. En diferentes estudios se
ha evaluado la apoptosis en las biopsias renales
de pacientes con esclerosis focal segmentaria, glo-
merulonefritis mesangioproliferativa, glomerulonefri-
tis membrano-proliferativa, glomerulonefritis mem-
branosa, nefropatia de cambios minimos y en el re-
chazo agudo del injerto renal*®: 4850, En general, la
apoptosis estd incrementada en las enfermedades
con proliferacién e infiltracién leucocitaria. En el re-
chazo agudo se ha demostrado apoptosis en las cé-
lulas endoteliales, en el mesangio y en células del
epitelio tubular. Pero no estd definido si la apopto-
sis representa una forma especifica de eliminacion
celular o si ocurre como reaccién inespecifica a la
isquemia®°.

Apoptosis en las glomerulopatias proliferativas

En razén a los estudios comentados anterior-
mente, es evidente que la apoptosis no tiene un
papel uniforme en las enfermedades renales. Por
una parte, es probable que la apoptosis sea un me-
canismo benéfico de reparacién del dafio en las
glomerulonefritis proliferativas, minimizando la re-
accién inflamatoria intrarrenal. Por otra parte, la
apoptosis de las células glomerulares ha sido se-
falada como factor facilitador de la esclerosis glo-
merular.

En las nefropatias hipercelulares, nuestro grupo ha
propuesto evaluar la intensidad de la apoptosis en
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