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RESUMEN

Fas y FasL son moléculas proteicas de amplia expresion en el or-
ganismo. La interaccién entre ellas tiene numerosas consecuencias
para células y tejidos, la mas importante es la apoptosis. Se sabe
que ambas se modifican en diversos trastornos neuroldgicos, pero
se desconoce su patrén de expresion en el cerebro, en condicio-
nes normales y durante la isquemia cerebral. Objetivo: Evaluar la
expresion de Fas/FasL en tejido cerebral normal e isquémico, para
avanzar en el estudio de la fisiopatologia de la isquemia cerebral.
Material y Métodos: Muestras de tejido cerebral de 20 ratas Spra-
gue-Dawley, se utilizaron para determinar Fas y FasL por inmunohis-
toquimica. Diez muestras sin isquemia formaron el grupo control, (5
para determinar Fas y 5 para FasL), a las 10 restantes se les indujo
isquemia cerebral global por paro respiratorio (5 para determinar Fas
y 5 para FasL). Los cortes de tejido se observaron al microscopio ép-
tico, considerandose positiva para expresion de Fas y FasL al obser-
var coloracién pardo-rojiza del tejido y membranas celulares, regis-
trandose los hallazgos en imagenes digitalizadas. Se realiz6 contaje
celular y densitometria con programa Imagetool 3.0. Resultados:
Fas y FasL se expresaron en células del tejido no isquémico (38,1%
y 46,9%, respectivamente,). La expresion de Fas y FasL aumen-
t6 en tejido cerebral isquémico (60,1% y 64,3%, respectivamente)
(P<0,05). La densitometria reportd valores significativamente mas
altos en la expresién de Fas y FasL, en el grupo isquémico que en el
grupo normal (P<0,05). Conclusiones: Los marcadores Fas/FasL,
se expresan en tejido cerebral normal. Esta expresion aumenta en
presencia de isquemia. Esto sugiere, que ambas moléculas, juegan
un papel fisioldgico en el SNC, siendo, probablemente, uno de ellos,
la apoptosis. Ademas, participan en los mecanismos de dafio cere-
bral durante isquemia.

Palabras claves: Isquemia cerebral, Muerte neuronal, Fas, CD95,
FasL CD95L, Apoptosis
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ABSTRACT

Expression of Fas (CD95) and FasL (CD95L) in normal
and ischemic cerebral tissue.

Fas and FasL are protein molecules of wide expression in the
organism. The interaction among them has numerous consequences
for cells and tissues, the most important being apoptosis. It is known
that both molecules are modified in various neurological disorders,
but their pattern of expression in the brain in normal and ischemic
conditions is unknown. Objective: To evaluate the expression of
Fas/FasL in normal and ischemic tissue, in order to advance in the
study of cerebral ischemia physiopathology. Material and Methods:
cerebral tissue samples of 20 Sprague-Dawley rats were used to
determine Fas and FasL by immunohistochemistry. The control group
consisted of ten samples without brain ischemia (5 to determine
Fas and 5 for FasL). The experimental group consisted of the other
10 samples, which were submitted to global brain ischemia (5 to
determine Fas and 5 for FasL). Tissues were fixed, cut and examined
undertheopticalmicroscope.ExpressionofFasandFasLwasconsidered
positive when a brownish-red coloration of the tissue and cellular
membranes was observed. Findings were recorded in digitalized
images. Positive cells were counted, and densitometry was done
with the Imagetool 3.0 program. Results: Expression of Fas and
FasL in non ischemic tissue cells was observed (38.1% and 46.9%,
respectively,). The expression of Fas and FasL increased in the
ischemic cerebral tissue (60.1% and 64.3%, respectively) (p< 0.05).
The densitometry values were significantly higher for the group with
ischemia. Conclusions: The Fas/FasL markers are expressed in
normal cerebral tissue. Their expression increases in the presence
of ischemia. It is suggested that both molecules may play a
physiological role in the SNC, apoptosis being one of them. In
addition, they participate in the cerebral tissue damage mechanisms
during ischemia.
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Neuronal death
INTRODUCCION

Fas (CD95), es una molécula homotrimérica de 45 Kd, que
forma parte de la familia de los receptores de TNF. Se en-
cuentra en el organismo como una proteina integral. Es in-
ductor de apoptosis, pero también promueve sefales de su-
pervivencia (1). Fas se expresa en tejidos humanos normales
(2-4), tales como timo, ovario, corazén e higado (1). Por su
parte, FasL (CD95L) (ligando de Fas), es un homotrimero de
40 Kd, constituye una proteina integral de membrana y puede
encontrarse en forma soluble, se expresa en tejidos linfoides
y no linfoides (3), igualmente, en neuronas y astrocitos en
cerebros de ratas y humanos (3,5). La interaccion Fas/FasL
tiene numerosas consecuencias para células y tejidos, la
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mas importante es que desencadena fendmenos apoptéticos
en los linfocitos T y B inmaduros y maduros y destruccion de
células blanco por accion de linfocitos citotoxicos (1)

La apoptosis, es un mecanismo de muerte celular que ocurre
sobre todo en dos tipos de células: los linfocitos a lo largo de
toda la vida, y en las neuronas durante el periodo prenatal,
en las cuales el proceso es esencial para la correcta madu-
racion y funcionamiento del sistema nervioso central (SNC),
permitiendo asi, la seleccion de poblaciones neuronales ade-
cuadas y el refinamiento de las conexiones sinapticas, eli-
minando aquellas que son imperfectas (6). Por otra parte, la
apoptosis ha sido involucrada en procesos de regeneracion,
proliferacion y degeneracion patoldgica del SNC (4) demos-
trandose su presencia en la corteza cerebral, después de un
trauma agudo de craneo (7, 8), y en otros trastornos como la
enfermedad de Alzheimer y el Mal de Parkinson (8, 9)

Estudios recientes plantean que la apoptosis juega un papel
importante en la fisiopatologia de la isquemia cerebral focal
y que, ademas de la necrosis, es un mecanismo de muerte
involucrado en el dafio neuronal post-isquémico (10-13)

Para que ocurra la apoptosis es necesario que se transmitan
sefiales intracelulares. Uno de los mecanismos moleculares
involucrados en estas sefales es la interaccion Fas-FasL. Se
ha sugerido que Fas y FasL juegan un papel protector en
el tejido cerebral normal formando una barrera inmunitaria
(4,14,15). La expresion de ambas moléculas se eleva signi-
ficativamente en diversos trastornos neuroldgicos agudos y
cronicos (8) sugiriendo la posibilidad de que el sistema Fas/
FasL pueda jugar un papel importante en las respuestas in-
flamatorias y degenerativas en el sistema nervioso central (7,
4). Asi, estudios previos sugieren que las sefiales de muerte
mediadas por Fas intervienen en el dafio neuronal después
de una isquemia cerebral global (16, 17). Otros estudios han
reportado aumento de la expresion de Fas después de una
isquemia cerebral (18), lo que pudiera estar relacionado con
la produccion de citoquinas inflamatorias e invasion de linfoci-
tos, macrofagos y microglias, capaces de inducir la expresion
de este marcador en el tejido (19).

Hasta el presente no existen pruebas irrefutables que de-
muestren que la apoptosis juega un rol fundamental en las
enfermedades neurolégicas y no se ha logrado hasta el mo-
mento, demostrar la existencia de un marcador cualitativo de
certeza de muerte, debida a hipoxia aguda o eventos isqué-
micos (20). Igualmente, no se conoce con precision el patrén
de expresion de Fas y FasL en el tejido cerebral normal e
isquémico, aun cuando, diversas evidencias, que avalan su
participacion en el proceso, se han venido acumulando en los
ultimos afos (6). Por esta razén, se planted hacer un estudio
en un modelo experimental de isquemia cerebral global en
ratas, en la busqueda de los marcadores de apoptosis, Fas
y FasL, con el fin de evaluar su expresién en el tejido ce-
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rebral normal, asi como determinar su comportamiento ante
un proceso isquémico y de esta manera, hacer un aporte a
futuras investigaciones en el area, para continuar el avance
en el estudio de los eventos fisiopatoldgicos involucrados en
la muerte neuronal por isquemia.

MATERIAL Y METODOS

Veinte (20) ratas Sprague Dawley, machos, con peso promedio
de 300 g, fueron distribuidas en dos grupos, un grupo control
sin isquemia (n=10) y un grupo al que se le indujo isquemia
cerebral global (n=10). Ambos grupos fueron sometidos a las
mismas condiciones de ambiente y de alimentacion, ritmo de
luz:oscuridad 12:12 horas, comida y agua ad libitum.

Los procedimientos experimentales se realizaron de acuerdo
a lo indicado por el National Institute of Health y la U.S. Public
Health Office (21) sobre el uso de animales de experimen-
tacion y fueron avalados por la Direccién de Investigacion y
Produccion Intelectual de la Facultad de Ciencias de la Salud
de la UC.

Los animales fueron anestesiados con tiopental soédico (60
mg.kg" i.p.) y, una vez verificada la profundidad de la anes-
tesia, por ausencia del reflejo de retiro, se procedié de la si-
guiente manera: a las ratas del grupo sin isquemia, se les
abrié rapidamente el craneo y se les extrajo, de inmediato, el
hemisferio cerebral izquierdo. A las ratas del grupo con isque-
mia, se les indujo hipoxia, por paro respiratorio, al administrar
D-tubocurarina (0,2 mg.kg™, i.p.) siguiendo metodologia re-
portada con anterioridad (22). Se vigilo, cuidadosamente, el
momento en que ocurrié el paro respiratorio y, a los 10 minu-
tos, se extrajo rapidamente el hemisferio cerebral izquierdo.
Los hemisferios cerebrales fueron fijados con Formol 10%. A
la mitad de las ratas del grupo sin isquemia y con isquemia
se les determind Fas y a la mitad restante se les hizo deter-
minacion de FasL.

Estudio Inmunohistoquimico de la Expresion de Fas y
FasL Los tejidos fueron parafinados y, posteriormente, se
hizo cortes de 5 ym de espesor. Se colocaron en laminas
portaobjetos tratadas con poli-L-lisina y se sometieron a
tincion con hematoxilina-eosina. Se utilizd la técnica de Inmu-
no-Peroxidasa por el método indirecto. Las muestras fueron
hidratadas con solucién amortiguadora de fosfato (PBS) y
secuencialmente incubadas, en camara humeda a tempera-
tura ambiente, en diferentes etapas, con: 1) Anticuerpo Mo-
noclonal Primario, anti CD95 (R&D Systems® EEUU), a una
dilucién 1/1000, durante 40 minutos, para la determinacién de
Fas; y Anticuerpo Monoclonal Primario antiCD95L (Abcam,
Inglaterra), a una dilucién 1/100, durante 90 minutos, para
la determinacion de FasL; 2) Anticuerpo Secundario biotina-
do, antiinmunoglobulina de rata (BRAR) generado en conejo
(Vector Labs® EEUU), a una dilucién 1/30, por 30 minutos
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y, 3) Sistema revelador enzimatico con solucién Cromégeno
“Novared” (Vector Labs® EEUU) por 4 minutos. Los cortes
fueron lavados con agua corriente y contrastados con He-
matoxilina de Meyer (Chemical Webster, EEUU), por 5 mi-
nutos. Entre cada incubacion se realizé un lavado con PBS
durante 5 minutos. Las laminas fueron sometidas, luego, a
deshidratacion por pasos sucesivos de 3 minutos con alcohol
70%, alcohol 100%, y a dos pasos sucesivos en xilol 100%.
Finalmente, se utilizé medio de montaje Entellan permanen-
te hidrofébico (Merck®). Se realizaron controles negativos
en cada experimento en los que no se afadioé el anticuerpo
primario y, en su lugar, se colocé PBS. Las laminas fueron
procesadas el mismo dia, por cuatro investigadores de ma-
nera, coordinada, independiente y simultanea, para detener
la reaccidon enzimatica al mismo tiempo. Posteriormente, las
laminas se observaron al microscopio 6ptico.

Se considerdé como positiva la expresion de CD95 y CD95L,
cuando las membranas celulares y el tejido tomaron una colo-
racion pardo rojiza. Se consideré expresion negativa cuando
el corte tomd una coloracion violeta.

Se hizo recuento de las células positivas y negativas, eva-
luando cuatro campos de cada corte histolégico en un total de
cinco laminas por grupo de estudio. La observacion y analisis
de los cortes fue realizado por tres investigadores de forma
independiente.

Analisis Densitométrico de la Expresion de Fas y FasL
Con el fin de hacer mas objetivos los resultados observados
en el recuento celular, se realizé densitometria a los cortes
histoloégicos positivos y negativos de expresion de ambas
moléculas. Para ello, los cortes fueron fotografiados con una
camara digital (Sony®) con una resolucién de 4,8 Mega-
pixels. Las imagenes se procesaron digitalmente. La lectura
densitométrica fue realizada con el programa Imagetool 3.0.
Para ello, las imagenes coloreadas fueron previamente con-
vertidas a una escala de grises, y luego se realizé inversién
de dicha escala, de tal manera que las areas pardo rojizas
de mayor intensidad mostraran una mayor densidad &pti-
ca, expresada en unidades densitométricas. Estos datos se
trasladaron a un programa estadistico (Statistica 6.0) para
establecer la base de datos, realizar calculos y analizar los
resultados.

Analisis Estadistico. El recuento de células fue expresado
en frecuencia relativa (%). Los valores densitométricos fueron
presentados como media aritmética + Error estandar (EE) de
unidades densitométricas. Por medio del Test de Kolmogo-
rov-Smirnov se determiné que la distribucion de los datos no
era gaussiana y se procedio al analisis de los datos utilizando
el test de Wilcoxon. Se consideraron significativas las diferen-
cias cuando P<0,05

Idana Chacén, Loida Ponce , Robert Tovar , José Corado .
RESULTADOS

Expresion de Fas en tejido cerebral normal e isquémico.
En Fig.1 se observa la expresion de Fas en tejido cerebral
normal e isquémico, en porcentaje de células positivas y ne-
gativas, se observa que Fas se expresa en ambos grupos de
estudio.

e .

\\\

Células positivas

% Células negativas 27

Fig. 1 Expresion de Fas en tejido cerebral normal e isquémico. En
tejido cerebral normal esta expresion es de 38,1% del total de células
y en tejido isquémico, 60,1% del total de las células expresaron este
marcador.

En el perfil densitométrico (Fig. 2) se muestra que los valores
densitométricos del tejido cerebral normal, fueron significati-
vamente menores que los observados en el tejido isquémico
(P=0,000001).
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Fig. 2 Perfil densitométrico de la expresion de Fas en tejido cerebral
e isquémico de ratas
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En la Fig 3 se representa la imagen de un control negativo de
expresion de Fas, en la que se observa la tipica coloracion
violeta de las células que no expresan dicho marcador.

.k"

|

e’ JO

Fig. 3 Control Negativo de la expresion de FasL. (40x). Técnica Avi-
dina-Biotina-Peroxidasa

En la Fig. 4 se evidencia la expresion basal de Fas en tejido
cerebral normal y en la Fig. 5 se observa el aumento de dicha
expresion en tejido isquémico.

Fig. 5. Expresion de Fas (CD95) en tejido cerebral de ratas someti-
das a isquemia cerebral total.

Expresion de FasL en tejido cerebral normal e isquémi-
co En el Fig. 6 se observa la expresion de FasL (CD95L) en
tejido cerebral normal e isquémico, en porcentaje de células
positivas y negativas.
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Fig. 6. Frecuencia relativa de expresion de FasL el tejido cerebral
normal e isquémico en ratas.

Se muestra que FasL se expresa en tejido cerebral normal en
46,9% de células. En tejido isquémico, 64,3% de las células
expresaron FasL. Estos resultados coinciden con los obser-
vados al realizar el perfil densitométrico (Fig.

7) donde se muestra que los valores densitométricos del te-
jido cerebral normal, fueron significativamente menores que
los observados en el tejido isquémico (P=0,000001)
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Fig. 7 Perfil densitométrico de la expresion de FasL en tejido cerebral
normal e isquémico de ratas.
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Comparacion de la expresion de Fas y FasL en tejido
cerebral normal e isquémico. En la tabla 1 se puede evi-
denciar que la expresion de FasL es significativamente ma-
yor que la expresion de Fas tanto en tejido cerebral normal
(P=0,000037) como isquémico (P=0,022967). Por otra parte,
las dos moléculas aumentan, de manera significativa, su ex-
presion en tejido cerebral isquémico (P= 0,000001).

Tabla 1 Valores densitométricos de la expresion de Fas y FasL en
tejido cerebral normal e isquémico.

Tejido Tejido
cerebral cerebral
Normal Isquémico P
Expresion de Fas
(Unidades
densitomeétricas) 74,9+9,7 105,8 + 8,9 0,000001
Expresion de
FasL
(Unidades 115,6 £ 3,1 128,7+ 3,4 0,000001
densitométricas)
P 0,000037 0,022967

En la Fig. 8 se ve la imagen de un control negativo de expre-
sion de FasL, se observa la tipica coloracion violeta. En la
Fig, 9 se evidencia la expresion basal de FasL en tejido ce-
rebral normal y en la Fig. 10 se observa el aumento de dicha
expresion en tejido isquémico.

Fig. 8 Control Negativo de la expresion de FasL. (40x). Técnica Avi-
dina-Biotina-Peroxidasa.

Fig. 9 Expresion de FasL (CD95L) en tejido cerebral no Isquémico de
ratas. (40x.) N : Célula negativa; P: celula positiva.

Fig. 10 Expresion de FasL (CD95L) en tejido cerebral de ra-
tas sometidas a isquemia cerebral. (40x.) N : Célula negativa;
P: celula positiva.

DISCUSION

La apoptosis es un mecanismo de muerte celular que inter-
viene en numerosos procesos fisiolégicos (1), siendo esen-
cial en la maduracién y adecuado funcionamiento del sistema
nervioso central durante la etapa del desarrollo (6). Entre las
moléculas que participan en la apoptosis se encuentran Fas
(CD95) y su ligando FasL (CD95L). Existen controversias en
lo que a la expresion de Fas y FasL, en el tejido cerebral,
se refiere; por un lado, estudios previos han demostrado que
ambos marcadores se expresan en neuronas y glias del te-
jido cerebral normal (3-5, 23, 24), en el cual parecen cumplir
un papel protector (4, 14, 15). Sin embargo, otros autores se-
falan, por ejemplo, que la molécula Fas sélo se expresa en
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tejido lesionado (19). En nuestro modelo se pudo demostrar
que Fas y FaslL se expresan en el tejido cerebral normal de
rata, lo que sugiere, que estas moléculas podrian participar,
tal como lo reportan otros autores, en procesos fisioldgicos
del SNC.

Los estudios experimentales sobre isquemia cerebral han
permitido avanzar en el conocimiento de los mecanismos mo-
leculares y bioquimicos implicados en la muerte neuronal, es
asi como se ha podido demostrar que la muerte, en estas si-
tuaciones, ocurre principalmente por necrosis y por apoptosis
(11, 13). Asi se ha demostrado la presencia de Fas y FasL en
tejido cerebral isquémico (8, 13, 17, 18, 25), principalmente
en la zona de penumbra isquémica (16) y en areas postis-
quémicas después de isquemia cerebral reversible (26).

Igualmente, se ha mostrado un aumento de la expresion de
Fas (7, 27) y de FasL (8, 9) en otros trastornos neuroldgicos
agudos como en los traumatismos cerebrales. Por otra parte,
hay reportes que indican que el sistema Fas/FasL esta direc-
tamente involucrado en la muerte celular después de isque-
mia miocardica (28). En el presente estudio se determind que
la expresion de Fas y FasL, aumenta de manera significativa
en el tejido cerebral isquémico, lo que coincide con los hallaz-
gos descritos por otros autores y sugiere la participacion de
estas dos moléculas en procesos de dafo neuronal agudo
(7, 8, 27).

El presente estudio, permiti6 demostrar que los marcadores
de apoptosis, Fas y FaslL, estan presentes en el tejido ce-
rebral normal y que su expresion aumenta en presencia de
isquemia, lo cual sugiere, su participacion en el proceso de
muerte neuronal que ocurre durante los eventos isquémicos.
Los resultados sugieren la participacion de la apoptosis en los
mecanismos de dafio neuronal por isquemia y evidenciarian,
en parte, que la activacion de la via extrinseca, mediada por el
sistema Fas/FasL, ocurriria durante este proceso patoldgico.
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