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Introduccién: H Lupus Eritematoso Sistémico (LES) es una enfermedad multisistémica de origen autoinmune caracterizada por la
presencia de autoanticuerpos, especialmente antinucleares con dafo mediado por complejos inmunes. Los pacientes con LES
presentan niveles en suero significativamente altos de TNF-o e IL-6, alterando la homeostasis celular en pacientes con
glomerulonefritis. Los cambios en la homeostasis celular involucran la produccion de éxido nitrico y la sobreexpresion de un grupo de
proteinas conocidas como proteinas de choque térmico, las cuales son constituyentes normales de las células y su sintesis se
incrementa con la exposicion a distintas formas de estrés. Cuando el estrés celular es mayor, se puede activar el mecanismo de
apoptosis por la via de Fas. El objetivo del presente frabajo fue medir la expresion de NOSe, NOSi, citrulina, Hsp60, Hsp70 y la
posible activacion de apoptosis via Fas-L y caspasa 8 en células renales MDCK bajo el efecto de IL-6 y TNF-a. Se realizaron cultivos
de células renales MDCK, se trataron con diferentes concentraciones de IL-6 y TNF-q, y se analizé la expresion de NOSe, NOSI,
citrulina, Hsp60, Hsp70, Fas-L y caspasa 8 por PAGE-SDS y Western blot. Bajo las mismas condiciones, al medio de cultivo de las
MDCK se le determiné la produccion de 6xido nitrico mediante la prueba de Griess. Resultados: Las células MDCK control expresan
de manera constitutiva NOSe, citrulina, nitritos/nitratos, Hsp60, Hsp70 y caspasa 8, y en cantidad muy baja la NOSiy Fas-L, mientras
que en las fratadas con IL-6 y TNF-a. se observa un incremento en la expresion de la NOSe, NOSi, citrulina, Hsp60, Hsp70, Fas-L,
caspasa 8y de nitritos/nitratos, este incremento fue mayor a las 48 horas. Conclusioén: IL-6 y TNF-a inducen la sobreexpresion de
NOSe y NOSi con la consecuente produccion de nitritos/nitratos, provocando estrés celular medido por la expresion de las Hsp60 y
Hsp70, y por ultimo, la induccion de apoptosis via Fas-L.

Expression of NOSe, NOSi, Hsp60, Hsp70, Fas-L y Caspase 8 by effect of IL-6 and TNF-o in renal
MDCK cells

Introduction: Systemic Lupus Erythematosus (SLE) is a multisystemic disease of autoimmune origin distinguished by the presence of
auto antibodies, specially antinuclears with damage mediated by immune complexes. The patients with SLE show significantly high
serum levels of TNF-a and IL-6, alter the cell homeostasis in patients with glomerulonephritis. The changes in the cell homeostasis
involves the nitric oxide production and overexpression of a protein group know as heat shock protein, that are normal constituents of
the cell and their synthesis increase with the exposition at differentforms of stress. When the cell stress is major, is possible activate
the mechanism of apoptosis by the Fas way. The aim of the present work was measure the expression of NOSe, NOSi, citruline,
nitrites/nitrates, Hsp60, Hsp70 and the possible apoptosis activation way Fas-L and caspase 8 in MDCK renal cells under the effect of
IL-6 and TNF-a. Were realized cultures of MDCK renal cells, were treated w ith different concentrations of IL-6 and TNF-o, and w ere
analyzed the expression of NOSe, NOSi, citruline, Hsp60, Hsp70, Fas-L and caspase 8 by PAGE-SDS and Western blot. Under the
same conditions, was determinate the production of nitric oxide by the Griess test to the culture medium of MDCK cells. Results: The
MDCK control cells express constituently NOSe, citruline, nitrites/nitrates, Hsp60, Hsp70 and caspase 8, and in less quantity NOSi and
Fas-L, while that in the cells treated with IL-6 and TNF-a w as observed an increase in the expression of the NOSe, NOSi, citruline,
Hsp60, Hsp70, Fas-L, caspase 8 and nitrites/nitrates, this increase was greater at 48 hours. Conclusion: IL-6 and TNF-a induces the
overexpression of NOSe and NOSi with the consequent production of nifrites/nitrates, provoking cellular stress measured by the
expression of the Hsp60 and 70, and which final way will be the induction of apoptosisway Fas-L.
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Introduccion

El reconocimiento de lo propio y lo no propio por el
sistema inmune es de importancia para el entendimiento
de la autoinmunidad, donde el rompimiento de la
tolerancia a antigenos propios es el rasgo mas comun. El
Lupus Eritematoso Sistémico (LES) es una enfermedad
multisistémica de origen autoinmune caracterizada por
un conjunto de autoanticuerpos, especialmente
antinucleares y dafio mediado por complejos inmunes. El
LES es una enfermedad que presenta un alto indice de
mortalidad. En los pacientes con LES que presentan un
compromiso renal, la expectativa de vida es mas pobre
[1-5]. Se ha encontrado en biopsias renales de pacientes
con Lupus con compromiso renal, dafio celular e
infiltrado, un incremento en la expresion de las citosinas
TNF-a e IL-6 [6].

Muchas enfermedades renales se caracterizan por un
infiltrado de células mononucleares/monocitos o células
T que frecuentemente participan en la respuesta
inflamatoria. Las células proveen diversos factores como
el factor de necrosis tumoral (TNF) de Ilos
monocitos/macréfagos, Fas ligando, radicales libres de
oxigeno y oxido nitrico, capaces de inducir apoptosis
celular del parénquima renal; a su vez el TNF-a puede
promover la inflamacién por dos mecanismos: lisis de
células apoptdticas y la liberacion activa de citosinas pro-
inflamatorias como IL-6 e IL-1pB [7].

La funcion de TNF en inmunidad es la proliferacion
celular, diferenciacion y apoptosis; juega ademis un
papel fundamental en orquestar la respuesta inflamatoria
innata en vertebrados. Localmente, TNF dispara la
expresion de quimiosinas y citosinas, que promueven la
adhesion, extravasacion, atraccidbn y activacion de
leucocitos en el sitio de infeccion. Después, facilita la
transmision de la inmunidad innata a adquirida por
aumento de la presentacidon de antigenos y la co-
estimulaciéon de células T. Los pacientes con LES,
cuando producen bajos niveles de TNF-o, son mas
propensos a desarrollar nefritis, complicacion asociada
con la presencia de anticuerpos anti-ds DNA [8]. En
consecuencia, es posible que altos niveles de TNF-a
protejan contra neftitis lapica [9]. El TNF-o aumenta la
produccién de mediadores de la inflamaciéon como la
ciclooxigenasa (COX)-2, Prostaglandina E2 (PGE2) y el
oxido nitrico [10].

El o6xido nitrico funciona como una molécula
seflalizadora y efectora en una gran variedad de procesos
patologicos y fisiologicos. El 6xido nitrico puede ser un
potente mediador del proceso inflamatorio o de apoptosis
[11]. El 6xido nitrico es sintetizado a partir de la L-
arginina a través de la 6xido nitrico sintetasa (NOS) [12].
Se han identificado dos isoformas constitutivas calcio-
dependientes: la endotelial (eNOS) o tipo III, la neural
(nNOS) o tipo I y la forma calcio-independiente (iNOS)

o tipo II inducible, que se activa en respuesta a estimulos
inmunolégicos tales como: interferon gamma (IFN-y),
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) vy
lipopolisacarido bacteria (LPS) [13-16]. El glomérulo
normalmente expresa la NOSe. Sin embargo, bajo
condiciones inflamatorias por complejos inmunes la
forma inducible (NOSi) es sobrerregulada [17]. En LES,
se ha demostrado que la produccion del 6xido nitrico se
correlaciona con la actividad de la enfermedad [18,19].

Otros mensajeros intracelulares que regulan numerosas
respuestas biolégicas son las citosinas proinflamatorias
IL-1, IL-6 que junto con el TNF-a inducen desde el
higado la liberacion de proteinas de fase aguda,
promoviendo la eliminacion de autoantigenos de la
circulacion [20]. Trabajos llevados a cabo en pacientes
con LES, revelan niveles significativamente altos de
TNF-a e IL-6 en suero, en biopsias de rifion de pacientes
con Nefritis lapica, la producciéon local de IL-6 se
presenta a lo largo del glomérulo y del tibulo. También
se ha encontrado IL-6 en la orina, por lo que se considera
puede servir como un marcador para el diagnostico [9].

El impacto de la apoptosis en la produccion celular y
homeostasis ha sido ampliamente reconocido, las
anormalidades en la apoptosis pueden causar
enfermedades tales como cancer, autoinmunidad y
posiblemente desordenes degenerativos [21,22]. La
apoptosis implica la participaciéon de una célula en su
propia muerte. Se han identificado cuatro grupos
principales de moléculas involucradas en el proceso de
apoptosis, estas son: caspasas, proteinas adaptadoras, las
cuales controlan la activacion de caspasas iniciadoras,
miembros de la superfamilia de receptores para factor de
necrosis tumoral (TNFR) y miembros de la familia de
proteinas Bcl-2 [23,24].

La apoptosis en riion puede ser inducida por células
renales mesangiales, del epitelio renal tubular y del
endotelio glomerular o de los leucocitos infiltrantes. La
enfermedad renal puede ser iniciada por isquemia,
toxinas exdgenas o mediadores de dafio tisular, como los
complejos inmunes, quienes son responsables del dafio
inicial. Por otra parte, la progresion de la enfermedad
renal puede ser consecuencia de una tasa elevada de
apoptosis en el parénquima renal que al final dejara
atrofia glomerular o tubular ocasionada por la presencia
de células inflamatorias [25].

El TNF-a en células del epitelio glomerular y células
mesangiales induce apoptosis. La activaciéon de Fas,
radicales de oxigeno y anticuerpos anti-Thyl inducen
apoptosis en células mesangiales. Mientras que el TNF-
o, la activacion de Fas, la inhibicion de la proteina cinasa
C, nefrotoxinas y ceramida inducen apoptosis en células
tubulares [26].

La eliminacién de células inflamatorias por apoptosis
puede contribuir a resolver la inflamaciéon y su falla
puede contribuir a la persistencia del proceso
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inflamatorio [27,28]. Las citosinas expresadas por las
células renales, como TNF-o y Fas ligando pueden
contribuir a la progresion de la enfermedad renal a través
de la prolongada sobrevivencia o activacion de
macréfagos y linfocitos T [29]. La expresion de factores
letales como TNF-a y Fas ligando se incrementa en
varios tipos de dafio renal, donde se ha observado un
incremento en la expresion de Fas, Bcl2 y Bax en células
mesangiales en glomerulonefritis proliferativa [30].

Cuando se altera la homeostasis celular por agentes
estresantes, se ha observado la expresion de un grupo de
proteinas conocidas como proteinas de choque caldrico
(heat shock proteins, Hsp). Las Hsp, son una familia de
proteinas altamente conservadas que se expresan de de
manera constitutiva y ubicua bajo condiciones normales
en células procariotas y eucariotas, pero su expresion se
eleva cuando el medio ambiente celular es alterado
(temperatura elevada, UV, inanicion, infecciones virales,
lupus, etc.). Dichas proteinas han sido clasificadas de
acuerdo a su peso molecular en varias familias
(Hsp10,27,33,47,60,70,90,110) [31-37] y cada una posee
una funcioén especifica; asi la Hsp27 funciona como una
proteina antiapoptética, y también juega un papel
fundamental en el mantenimiento del citoesqueleto
durante una lesion subletal del podocito, la que podria ser
un objetivo terapéutico en nefropatias glomerulares [38];
mientras que la Hsp60 es altamente inmunogénica, ya
que se ha visto que es blanco importante de los
anticuerpos anti-células endoteliales, especialmente en
vasculitis asociada con enfermedades autoinmunes
sistémicas, donde puede acelerar la actividad de
procaspasa 3, induciendo a las células endoteliales a la
apoptosis [39]. Otro estudio en ratones hibridos Nueva
Zelanda con enfermedad tipo lupus, demostré que la
Hsp70 es receptor de la 15-Deoxiespergualina,
originando inmunosupresion en la progresiéon de las
anormalidades inmunoldgicas en dichos ratones [40].

Debido a lo anterior es importante entender las
alteraciones fisiolégicas a nivel renal en LES y poder
prevenir las complicaciones a largo plazo, por lo que en
este trabajo, se buscé determinar el papel de TNFa e IL-
6 en la alteracion de los procesos homeostaticos de las
células renales como son la producciéon de 6xido nitrico,
estrés celular y activacion de procesos de muerte celular,
explorando las moléculas que participan en estas vias.
Por lo anterior, es importante aclarar el papel que juegan
las citosinas inflamatorias IL-6 y TNF-a en la induccioén
de la expresion de las enzimas, como la NOSe y NOS;j,
que aumentan la concentraciéon de 6xido nitrico, el cual,
altera la homeostasis celular induciendo estrés vy
posiblemente la apoptosis. Asi, el objetivo del presente
estudio fue medir la expresion de NOSe, NOSI, citrulina,
nitritos/nitratos, Hsp60, Hsp70, y la posible activacion de
apoptosis via Fas-L y caspasa 8 en células renales
MDCK bajo el efecto de IL-6 y TNF-a..

Material y M étodos

Cultivo de células MDCK

Las células Madin Darby Canine Kidney (MDCK)
fueron obtenidas de la American Type Culture Collection
(MDCK, CCL 34). Las células fueron crecidas a 37°C en
botellas de plastico (Costar 3151, Cambridge, Ma), con
una atmosfera del 95% de aire y 5% de CO2 (SteriCult
200, Forma Scientific, Ohio) en medio de cultivo
Dulbecco’s modificado por Eagle’s (Gibco BRL, 16000-
028, Grand Island, N.Y) conteniendo penicilina (100
U/ml), estreptomicina (100 pg/ml; In vitro, México),
insulina (0.08 U/ml; Eli Lilly, México) y 10% de suero
fetal bovino certificado (FBS) (Gibco BRL, 16000-028,
Grand Island, N.Y.). Las células fueron levantadas con
tripsina-EDTA  (In Vitro, México) y sembradas a
confluencia en cajas petri [41]. Las células se cultivaron
con concentraciones de 200 pg/ml de TNF-o (Sigma
Chemical Co, St Louis MO, USA, T-6674) y de 125
pg/ml de IL-6 (Sigma Chemical Co, St Louis MO, USA,
1-1395) y un control sin las citosinas antes mencionadas.
Posteriormente se extrajeron 100 pl de medio de cultivo
a las 24 y 48 horas, para determinar la produccién de
nitritos/nitratos.

Deter minacion de la produccién de 6xido nitrico en el
medio de cultivo de las células MDCK inducido por
TNF-a e IL-6 (ELISA). Se utiliz6 la prueba de Griess
que mide indirectamente la producciéon de 6xido nitrico
por la formacion de nitritos, que se cuantifican mediante
una reaccion colorimétrica. Se colocaron cantidades
iguales del reactivo 1% de sulfanilamida, 0.1% de
naftiletileno diamina dihidrocloridio (Sigma Chemical
Co, St Louis MO, USA, N-9125), 2.5 % de H3;PO, y
medio de cultivo antes y después de haber sometido los
cultivos al efecto de TNF-a e IL-6. Se leyeron las
muestras a 550 nm [42,43].

Obtencion de anticuer pos anti-citrulina:
Acoplamiento del aminoécido citrulina a Albimina
Sérica Bovina (ASB). En un tubo de vidrio se colocaron
10 mg de ASB (Sigma Chemical Co, St Louis MO, USA,
A-9056) mas 2 ml de amortiguador de Borato pH=10. Se
agitd suavemente y se agregaron 10-15 mg del péptido
citrulina (Sigma Chemical Co, St Louis MO, USA, C-
7629). Después se agreg6 lentamente 1 ml de solucion de
glutaraldehido 0.3%. Se dejoé reaccionar 2 horas en
agitacion constante. Posteriormente se adicionaron 0.25
ml de glicina 1M para bloquear al glutaraldehido que no
reacciond, en un tiempo de 30 minutos. Después se
dializd el conjugado en 3 litros de amortiguador de
Borato pH 8.5 toda la noche a 4°C. Se alicuot6 y liofilizd
el conjugado ASB-citrulina [44].

Esquema de inmunizacién. Se utilizd6 un lote de
conejos a los cuales se les inmunizd6 con conjugado
(ASB-citrulina). En la primera inmunizacién se inoculd
al conejo con 5 mg de conjugado; una segunda, tercera y
cuarta inmunizaciones se realizaron con un intervalo de
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ocho dias con la mitad de la concentracion inicial; una
quinta inmunizacién se realizd con la concentracion
inicial para incrementar la producciéon de anticuerpos.
Posteriormente se sangré via intravenosa para analizar
los titulos de anticuerpos contra citrulina por la técnica
de ELISA.

Determinacion de los titulos de anticuerpos por
ELISA. Con una solucion 0.5 mM del conjugado en
amortiguador de carbonatos, se cubri6é con 100 pl/pozo la
microplaca y se dejo en incubacion toda la noche a 4°C.
Se descarté el conjugado, se lavé 3 veces con PBS-
tween. Se cubrieron los sitios inespecificos con 300
p/pozo de ovoalblimina y se incubd 1 hora a 37°C. Se
lavé 3 veces con PBS-tween. Se agreg6 el suero diluido y
se incubd 2 horas a 37°C. Posteriormente se agregaron
100 pl/pozo de anticuerpo anti-IgG de conejo conjugado
con peroxidasa (Sigma Chemical Co, St Louis MO,
USA, A-9169), dilucion 1:1000, se incub6d 3 horas a
37°C, se lavo 3 veces con PBS-tween, se adicionaron 50
pl del sustrato y Diaminobenzidina y se incub6 durante 3
horas a 37°C. Se ley6 a 405 nm (Grafica 1). [44] Se
trabajo con una concentracion 0.5 mM del conjugado a
una dilucion 1:100 para evitar reconocimientos
inespecificos, cuya especificidad fue probada por
inmunodifusion doble y Dot-blot.

025
02
o 919 OPreinmune
a 01 W nmune
005

0 0 0 0 05 1 2

Concentraciéon pM

Griafica 1. Produccion de anticuerpos anti-citrulina en conejo. En las
barras de color azul se muestran los resultados en el suero pre-inmune.
Las barras rojas muestran los titulos de anticuerpos anti-citrulina
después de la inmunizacion, siendo mayor el reconocimiento a
concentracionesde 1 uM.

Dot blot. Se colocaron 5 pl de conjugado ASB-Cit,
conjugado ovoalbumina-Citrulina, ASB, PBS, citrulina,
arginina, histidina y alanina en una membrana de
nitrocelulosa. Se lavaron las tiras con PBS-tween. Se
bloquearon las tiras con 2 ml de ovoalbtimina. Se lavaron
con PBS-tween, se secaron a 37° C durante 30 minutos.
Se agregaron 2 ml de suero de conejo dilucion 1:100, por
20 min. Se lavaron con PBS-tween, se secaron a 37° C
por 30 minutos. Se agregaron 2 ml del segundo
anticuerpo de conejo conjugado con peroxidasa (Sigma
Chemical Co, St Louis MO, USA, A-9169), dilucion
1:100. Se lavaron con PBS-tween, se secaron a 37° C por
30 minutos. Se realiz6 el revelado con Diaminobenzidina
y se le agregd una gota de H,SO, para detener la
reaccion.

Inmunodifusion doble. Se prepararon placas de agarosa
al 0.9%, se dejaron gelificar y se les hicieron
perforaciones en forma de roseta. Se enfrent6 el suero del
conejo, el cual se coloco en el pozo del centro y citrulina
en la periferia, concentracion 1 mg/ml, dilucién 1:4;
conjugado ASB-CIT, dilucién 1:4; conjugado OVO-CIT,
dilucion 1:4; ASB, diluciéon 1:4. Se observo a las 24
horas. Adicionalmente se enfrentd el suero, dilucién
1:100, 1:1000, el cual se colocd en los pozos de la
periferia y citrulina en el pozo del centro concentracion 1
mg/ml, dilucién 1:4. Se observo hasta el sexto dia.

Lisis celular. Las células después de haber sido tratadas
con IL-6 y TNF-q, fueron lavadas 3 veces con solucion
de fosfatos salinos (PBS; pH 7.2) (Gibco BRL, Grand
Island NY, USA, 21300-058), después se les anadio 0.5
ml de buffer de lisis que contenia: Tritobn X-100 al 1%,
NaCl 140 mM, EDTA 1 mM, Tris-HC1 10 mM pH 7.6 ¢
inhibidor de proteasas 1 mM, PMSF (Sigma Chemical
Co, St Louis MO, USA, P-7626). El lisado se centrifugd
durante 10 minutos a 1600 g, el sobrenadante fue
recuperado y se le determind la concentracion de
proteinas.

Determinacion de proteinas. La cuantificacion de
proteinas se realizO mediante la técnica descrita por
Bradford (1976) [45], para su posterior caracterizacion
por electroforesis en geles de poliacrilamida (PA GE-
SDS).

Electroforesis. De cada condicion experimental, 30 g
de proteina se caracterizaron en geles de poliacrilamida
(PAGE-SDS) al 10% de acuerdo a la técnica descrita por
Laemmli (1970) [46].

Western blot e Inmunodeteccion. Las proteinas en los
geles de poliacrilamida fueron transferidas a papel de
nitrocelulosa (Amersham Laboratories,
Buckinghamshire, England, RPN303C), como describié
Towbin (1979) [47]. Después, para identificar Ilas
proteinas, el blot fue tratado con anticuerpos
monoclonales especificos contra las proteinas NOSI,
NOSe, caspasa 8 y Fas-L (Santa Cruz Biotechnology,
Inc. NOS2: sc-651, NOS3: sc-654, Caspase-8 p20: sc-
7890, Fas-L: sc-8009), asi como, citrulina de conejo,
Hsp60y 70 (Sigma Chemical Co, St Louis MO, USA, H-
4149, H-5147) con una dilucion 1:500. Un anticuerpo
anti-IgG de ratébn conjugado a peroxidasa (Sigma
Chemical Co, St Louis MO, USA, A-9044) y un
anticuerpo anti-IgG de conejo conjugado a peroxidasa
(Sigma Chemical Co, St Louis MO, USA, A-9169)
dilucién 1:1000, se usaron como segundos anticuerpos,
seguido por un sistema de deteccion quimio luminiscente
(ECL, RPN2106, Amersham, Little Chalfont,
Buckinghamshire, England), que fue detectado en una
pelicula radiografica BioMax (Eastman Kodak Co,
Rochester, NY, USA, 870-1302) en un tiempo de 1
minuto.

Determinacion de la cantidad de NOSe, NOS;, citrulina,
Hsp60, Hsp70, Fas-L y caspasa 8. Las autorradiografias
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obtenidas por el método de ECL se analizaron por
densitometria (Bio-Rad, Chemy-Doc), con el fin de
cuantificar la cantidad de proteina. El valor control fue
contrastado con las condiciones tratadas con IL-6 y TNF-
o

Analisis estadistico. Las bandas de proteina NOSe,
NOSi, citrulina, Hsp60, Hsp70, Fas-L y caspasa 8
obtenidas bajo las condiciones de sembrado en presencia
de IL-6 y TNF-a, fueron analizadas por densitometria
(Bio-Rad, Chemy-Doc), y los resultados obtenidos de
ésta, fueron expresados como media * s.e.m., donde n es
el numero de observaciones.

Resultados

Expresion de NOSe y NOSi en células MDCK
tratadas con TNF-a e IL-6

Estudios realizados en biopsias renales de pacientes con
LES y diagnoéstico de glomerulonefritis, han mostrado la
presencia de mediadores de la inflamacion como el TNF-
ay la IL-6, asi como cambios en la expresion de NOSe y
NOSi.

Para establecer una correlacion entre lo previamente
encontrado en pacientes con LES y la accién que pueda
tener el TNF-a y la IL-6 en la expresion de NOSe y
NOSi in Vitro, se realizaron cultivos de células renales
MDCK, las cuales se sometieron a concentraciones
diferentes de TNF-oo e IL-6. Las células bajo las
condiciones de cultivo antes mencionadas se lisaron y
caracterizaron las proteinas NOSe y NOSi por PAGE-
SDS y Western blot. Se encontrd, un incremento de las
enzimas NOSe y NOSi en los cultivos celulares cuando
son tratados con IL-6 y TNF-a, siendo mayor el
incremento a las 48 horas para TNF-o, mientras que para
IL-6 es mayor a las 24 horas. A estos resultados se les
realizd densitometria para cuantificar la cantidad de
proteina NOSe y NOSi expresada para cada condicion
experimental (Grafica 2).

Expresion de NOSe y NOSi en células MDCK
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Grafica 2. Expresion de NOSe y NOSi en células MDCK tratadas con
IL-6 y TNF-o. Se analizaron por PAGE-SDS, Westem blot e
inmunodeteccion con anticuerpos anti-NOSe y anti-NOSi. El analisis
cuantitativo se realizo por densitometria wtilizando un equipo Bio-Rad,
con el programa Chemy-Doc.

Expresion de citrulina en células MDCK tratadas con
TNF-a e IL-6

Al encontrar una evidente sobreexpresion de las enzimas
NOSe y NOSI, las cuales participan en la via de sintesis
del 6xido nitrico en células MDCK tratadas con TNF-a e
IL-6, el siguiente paso fue ver la expresion de citrulina
bajo estas condiciones de cultivo. Lo anterior, debido a
que citrulina es un aminoacido producto secundario en la
actividad de NOS durante la formacion del éxido nitrico,
por lo que su presencia es un indicativo de la sintesis de
oxido nitrico. Para lo anterior, se cultivaron células
MDCK, las cuales se someticron a concentraciones
diferentes de TNF-a e IL-6. Posteriormente las células se
procesaron para PAGE-SDS y Western blot. Se encontrd
un incremento de este aminoacido a las 48 horas con
TNF-o y a las 24y 48 horas con IL-6 (Grafica 3).

Expresion de citrulina en células MDCK
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Grafica 3. Expresion de citrulina en células MDCK cultivadas en
presencia de TNF-a e IL-6. Analisis por PAGE-SDS, Western blot e
inmunodeteccion con anticuerpos anti-citrulina. El analisis cuantitativo
se realiz0 por densitometria wilizando wn equipo Bio-Rad, con el
programa Chemy-Doc.

Determinacion de nitritos/nitratos en células MDCK
tratadas con TNFo e IL-6

Hasta aqui, hemos demostrado que cuando los cultivos
de células MDCK son tratadas con TNF-a e¢ IL-6 se
modifica la expresiéon de las enzimas NOSe y NOSi. Las
enzimas NOSe y NOSi catalizan la produccion de 6xido
nitrico a partir de L-Arginina y uno de sus productos es
citrulina, que también hemos demostrado que se
modifica su expresion cuando las células MDCK son
estimuladas con TNF-a e IL-6. El paso a seguir, fue
demostrar que bajo estas condiciones, se produce el
oxido nitrico, por lo que fue necesario determinar la
concentracion de nitritos/nitratos en el medio de cultivo
de células MDCK estimuladas con TNF-o e IL-6 a través
de la prueba de Griess. Se encontré un incremento en la
concentraciéon de nitritos/nitratos a las 24 y 48 horas de
cultivo, disminuyendo a tiempos mayores. Este
incremento fue mayor con TNF-a (Grafica 4).
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Concentracion de nitritos/nitratos en el medio de cultive
de células MDCK

e = = = b=
20 4
o+ T T T

Contral  THF 24 h. THF 458 k. ILE 24 h. ILE 45 h.
Condicién de cultivo

Grafica 4. Determinacion de nitritos/nitratos en los medios de cultivos
de células MDCK cultivadas en presencia de IL-6 y TNF-o a diferente
tiempo. Elanalisis se realizé en el medio de cultivo utilizando la prueba
de Griess.

Expresion de Hs p60 y Hs p70 en células MDCK
tratadas con TNFa e IL-6

Los resultados previos nos indican que los mediadores de
la inflamacién como son el TNF-a y la IL-6, activan la
via de sintesis del oxido nitrico. Esto nos sugiere
cambios drésticos en la homeostasis celular con un
consecuente incremento del estrés celular. Para analizar
si la presencia de los mediadores de la inflamacion como
son el TNF-a e IL-6 inducen estrés en las células, se
analiz6 la expresiéon de las proteinas de estrés caldrico
(Hsp), tanto la Hsp60 como la Hsp70, en las células
MDCK en presencia de TNF-a e IL-6, las cuales fueron
analizadas por Western blot. Encontramos un incremento
a las 24 y 48 horas en la expresion de las Hsp60 (Grafica
5) y Hsp70 (Gréfica 6) debido a la presencia de estos
mediadores de la inflamacion como lo es el TNF-a y la
IL-6.

Expresion de Hsp60 en células MDCK
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Grafica 5. Expresion de la Hsp60 en células MDCK cultivadas en
presencia de TNF-a e IL-6. Analisis por PAGE-SDS, Western blot e
inmwodeteccion con anticuerpos anti-Hsp60. El andlisis cuantitativo se
realizd por densitometria wilizando un equipo Bio-Rad, con el
programa Chemy-Doc.

Expresion de Fas-L y caspasa 8 en células MDCK
tratadas con TNF-a e IL-6

La sobreexpresion de las proteinas de estrés caldrico
Hsp60 y Hsp70 indicé un incremento en el estrés celular
debido a la presencia de mediadores de la inflamacion
como el TNF-a y la IL-6. Se conoce que estas citosinas

ademas de inducir estrés celular, pueden inducir y/o
activar la via de la apoptosis a través de Fas-L, por lo que
fue importante ver la expresion de Fas-L en células
MDCK en presencia de TNF-a e IL-6 a través del
andlisis por PAGE-SDS y Western blot. Asi mismo, bajo
estas mismas condiciones, analizamos la expresion de la
caspasa 8 involucrada en esta via apoptdtica.
Encontramos la expresion tanto de Fas-L (Grafica 7)
como de la caspasa 8 (Grafica 8) por la presencia de
TNF-a e IL-6, con un incremento en su expresion a las
24 y 48 horas.

Expresion de Hsp70 en células MDCK
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Grafica 6. Expresion de la Hsp70 en células MDCK cultivadas en
presencias de TNF-o e IL-6. Analisis por PAGE-SDS, Westem blot e
inmunodeteccion con anticuerpos anti-Hsp70. El analisis cuantitativo se
realizd por densitometria wilizando un equipo Bio-Rad, con el
programa Chemy-Doc.

Expresion de Fas-L en células MDCK
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Grafica 7. Expresion de Fas-L en células MDCK cultivadas en
presencias de TNF-a e IL-6. Analisis por PAGE-SDS, Westem blot e
inmunodeteccion con anticuerpos anti-Fas-L. El analisis cuantitativo se
realizd por densitometria wilizando un equipo Bio-Rad, con el
programa Chemy-Doc.

Expresion de caspasa 8 en células MDCK
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Grafica 8. Expresion de caspasa 8 en células MDCK cultivadas en
presencia de TNF-a e IL-6. Analisis por PAGE-SDS, Western blot e
inmunodeteccion con anticuerpos anti-citrulina. El analisis cuantitativo
se realiz0 por densitometria wilizando wn equipo Bio-Rad, con el
programa Chemy-Doc.
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Discusion

Las alteraciones en la nefritis lipica se centran en los
glomérulos, ya que estas estructuras soportan la mayor
parte del ataque inmunologico. En pacientes con LES, la
nefropatia es uno de los prondsticos determinantes mas
importantes y la insuficiencia renal constituye la causa de
muerte en mas de un tercio de estos pacientes [48,49]. La
nefropatia se presenta por deposito de complejos
inmunes en el glomérulo, por la citotoxicidad de una
seric de auto-anticuerpos en las células renales o bien,
por la presencia de mediadores quimicos liberados
durante los periodos de actividad de la enfermedad,
relacionados con procesos inflamatorios como lo son
TNF-a e IL-6 [50].

El objetivo del presente trabajo fue medir la expresion de
NOSe, NOSi, citrulina, nitritos/nitratos, Hsp60, Hsp70 y
la posible activacion de apoptosis via Fas-L y caspasa 8
en células renales MDCK bajo el efecto de IL-6 y TNF-
o. Para explicar la participacion de las citosinas
inflamatorias en la modificacion de la expresion de las
enzimas NOSe y NOSi, se utilizaron células renales
MDCK tratadas con diferentes concentraciones de TNF-
o ¢ IL-6. Al analizar la expresion de las proteinas, se
observo un aumento en la expresion de NOSe y NOSi
cuando los cultivos celulares se expusieron a IL-6 y
TNFa, siendo mayor la expresion para NOSe a las 48
horas con TNF-a y para NOSi a las 24 horas con IL-6.
Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Erdely
[51], quien utiliza como modelo experimental ratas
Wistar-Furth y concluye que la inhibicién de la NOSi de
manera cronica evita el dafio renal, no asi para otros
modelos experimentales como las ratas Sprague Dawley,
en las que ocurre lo contrario, y donde bajas
concentraciones de NOSi causan una progresion a
enfermedad cronica de rifion.

Adicionalmente para corroborar la funcionalidad de las
enzimas NOS, se inmunodetecté a la citrulina y asi
detectarla como producto de la reacciéon de las NOS,
donde encontramos un incremento importante de este
aminoacido a las 48 horas con TNF-a y a las 24 y 48
horas con IL-6. Se efectudé ademas la cuantificacion de
nitritos/nitratos en los medios de cultivos de células
sometidas a IL-6 y TNFa, como una medida indirecta de
la produccion de 6xido nitrico, encontrando una mayor
produccién entre las 24 y 48 horas de cultivo, mas
intensamente con TNF-a. que con IL-6.

Debido a sus funciones, las Hsp se utilizan como
marcadores de dafio por estrés en enfermedades [52,53],
en estudios de eficacia de drogas [54], en estudios
ecotoxicologicos [55], y como constituyente de vacunas
[56,57]. Al analizar el posible dafio celular por las
citosinas TNF-a e IL-6, medido a través de las proteinas
de choque caldrico, encontramos un incremento de estas
proteinas en las células, lo que nos indica que las células

estuvieron estresadas por la presencia de las citosinas
TNF-a e IL-6.

Las proteinas de choque calorico (Hsp), se expresan de
manera constitutiva en todas las células tanto procariotas
como eucariotas. Estas Hsp se sobreexpresan cuando
ocurren cambios en el medio ambiente local de las
células de todos los organismos, es decir, se
sobreexpresan en respuesta al estrés [58,59].

En el contexto fisiolégico, las proteinas Hsp juegan un
papel importante en el mantenimiento de la homeostasis
celular bajo condiciones normales, como condiciones de
estrés [31,60-62]. Bajo condiciones normales, las Hsp
tienen influencia en la sintesis, transporte y degradacion
de proteinas [63,64]; mientras que bajo condiciones de
estrés, acttian como moléculas chaperonas [65]. Algunos
trabajos han establecido el papel de la Hsp70 en la
prevencion de la apoptosis, debido a que protege contra
los radicales libres de oxigeno [66,67], asi como contra la
citotoxicidad del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a.)
[68].

Cuando el estrés celular es mayor y las proteinas de
choque calérico no son suficientes para contrarrestar el
estrés, la célula activa mecanismos de muerte celular
programada conocida como apoptosis. Nosotros
analizamos la via apoptdtica a través de Fas-L y caspasa
8, donde encontramos un incremento de ambas proteinas
cuando las células estuvieron en presencia de las
citosinas TNFa e IL-6. Estos resultados se asemejan con
reportes donde el estrés inducido por los mediadores de
la inflamacién, provoca la expresion de factores que
participan en el disparo de la muerte celular, como es el
aumento en la expresion de Fas-L y caspasa 8 en
presencia de TNF-a [69], coincidiendo sus resultados
con los obtenidos por nosotros en este trabajo. Ahora
bien, existen reportes donde la expresion de NOSi y la
produccion constante de oOxido nitrico retardan la
apoptosis en macrdéfagos a través del aumento de la
concentraciéon de las proteinas que la bloquean [70].
Nuestros resultados indican que los mediadores de la
inflamaciéon participan en la induccion de procesos
homeostaticos, entre ellos la muerte celular. Como se
sabe, la participacion del 6xido nitrico activa la via de
sefializacion de JNK y liberacion mitocondrial de
Citocromo C con activaciéon de la apoptosis [8,69,71].
Con lo anterior se corrobora que el efecto del 6xido
nitrico sigue siendo controversial, por su papel en el
disparo de la apoptosis y proteccion en algunos tipos
celulares, donde podemos suponer que este compuesto
mas que ser disparador de muerte celular participa en un
mecanismo de homeostasis celular.

Conclusiones

Los mediadores de la inflamacién como son las citosinas
IL-6 y TNF-o modifican la expresion de NOSe y NOSi
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en células MDCK. La IL-6 y TNF-a aumentan la
produccion de citrulina y de nitritos/nitratos en células
MDCK. Las citosinas IL-6 y el TNF-a inducen estrés
celular medido a través de la expresion de las Hsp60 y
Hsp70 en células MDCK. Las citosinas IL-6 y el TNF-a
activan la via de la apoptosis a través de la expresion de
Fas-Ly caspasa 8 en células MDCK.
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