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RESUMEN 
 

Fas y FasL son moléculas proteícas de amplia expresión en el organismo. La interacción entre ellas tiene 
numerosas consecuencias para células y tejidos, la más importante es la apoptosis. Se sabe que ambas 
se modifican en diversos trastornos neurológicos, pero se desconoce su patrón de expresión en el 
cerebro, en condiciones normales y durante la isquemia cerebral. Objetivo: Evaluar la expresión de 
Fas/FasL en tejido cerebral normal e isquémico, para avanzar en el estudio de la fisiopatología de la 
isquemia cerebral. Material y Métodos: Muestras de tejido cerebral de 20 ratas Sprague-Dawley, se 
utilizaron para determinar Fas y FasL por inmunohistoquímica. 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 óptico, considerándose positiva para expresión de Fas y FasL al observar coloración pardo-
rojiza del tejido y membranas celulares, registrándose los hallazgos en imágenes digitalizadas. Se realizó 
contaje celular y densitometría con programa Imagetool 3.0. Resultados: Fas y FasL se expresaron en 
células del tejido no isquémico (38,1% y 46,9%, respectivamente,). La expresión de Fas y FasL aumentó 
en tejido cerebral isquémico (60,1% y 64,3%, respectivamente) (P<0,05). La densitometría reportó 
valores significativamente más altos en la expresión 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 expresión aumenta en presencia de isquemia. Esto sugiere, que ambas moléculas, juegan un papel 
fisiológico en el SNC, siendo, probablemente, uno de ellos, la apoptosis. Además, participan en los 
mecanismos de daño cerebral durante isquemia. 
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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 under 
the optical microscope. Expression of Fas and FasL was considered 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. 
 
Key Words: Apoptosis, Brain ischemia. Fas (CD95), FasL (CD95L), Neuronal death 

 

INTRODUCCIÓN 

Fas (CD95), es una molécula homotrimérica de 45 Kd, que forma parte de la 
famil ia de los receptores de TNF. Se encuentra en el organismo como una 
proteína integral.  Es inductor de apoptosis, pero también promueve señales de 
supervivencia (1). Fas se expresa en tej idos humanos normales (2-4), tales 
como t imo, ovario, corazón e hígado (1). Por su parte, FasL (CD95L) ( l igando 
de Fas), es un homotrímero de 40 Kd, constituye una proteína integral de 
membrana y puede encontrarse en forma soluble, se expresa en tej idos 
l infoides y no l infoides (3), igualmente, en neuronas y astrocitos en cerebros de 
ratas y humanos (3,5). La interacción Fas/FasL t iene numerosas consecuencias 
para células y tej idos, la más importante es que desencadena fenómenos 
apoptót icos en los l infocitos T y B inmaduros y maduros y destrucción de 
células blanco por acción de l infocitos citotóxicos (1) 

 
La apoptosis, es un mecanismo de muerte celular que ocurre sobretodo en dos 
t ipos de células: los l infocitos 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 maduraciòn y funcionamiento del sistema nervioso central (SNC), 
permit iendo así,  la selección de poblaciones neuronales adecuadas y el 
ref inamiento de las conexiones sinápticas, eliminando aquellas que son 
imperfectas (6). Por otra parte, la apoptosis ha sido involucrada en procesos de 
regeneración, proliferación y degeneración patológica del SNC (4) 
demostrándose su presencia en la corteza cerebral,  después de un trauma 
agudo de cráneo (7, 8),  y en otros trastornos como la enfermedad de Alzheimer 
y el Mal de Parkinson (8, 9)  
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Estudios recientes plantean que la apoptosis juega un papel importante en la 
f isiopatología de la isquemia cerebral focal y que, además de la necrosis, es un 
mecanismo de muerte involucrado en el daño neuronal post- isquémico (10-13)  
Para que ocurra la apoptosis es necesario que se transmitan señales 
intracelulares. Uno de los mecanismos moleculares involucrados en estas 
señales es la interacción Fas-FasL. Se ha sugerido que Fas y FasL juegan un 
papel protector en el tej ido cerebral normal formando una barrera inmunitaria 
(4,14,15). La expresión de ambas moléculas se eleva signif icat ivamente en 
diversos trastornos neurológicos agudos y crónicos (8) sugir iendo la posibil idad 
de que el  sistema Fas/FasL pueda jugar un papel importante en las respuestas 
inf lamatorias  y degenerativas en el sistema nervioso central (7, 4).  Así,  
estudios previos sugieren que las señales de muerte mediadas por Fas 
intervienen en el daño neuronal después de una isquemia cerebral global (16, 
17). Otros estudios han reportado aumento de la expresión de Fas después de 
una isquemia cerebral (18), lo que pudiera estar relacionado con la producción 
de citoquinas inf lamatorias e invasión de l infocitos, macrófagos y microglias, 
capaces de inducir la expresión de este marcador en el tej ido (19).  

 
Hasta el presente no existen pruebas irrefutables, que demuestren que la 
apoptosis juega un rol fundamental en las enfermedades neurológicas y no se 
ha logrado hasta el momento, demostrar la existencia de un marcador 
cualitat ivo de certeza de muerte, debida a hipoxia aguda o eventos isquémicos 
(20), igualmente, no se conoce con precisión el patrón de expresión de Fas y 
FasL en el tej ido cerebral normal e isquémico, aún cuando, diversas 
evidencias, que avalan su part icipación en el proceso, se han venido 
acumulando en los últ imos años (6). Por esta razón, se planteó hacer un 
estudio en un modelo experimental de isquemia cerebral global en ratas, en la 
búsqueda de los marcadores de apoptosis, Fas y FasL, con el f in de evaluar su 
expresión en el tej ido cerebral normal, así como determinar su comportamiento 
ante un proceso isquémico y de esta manera, hacer un aporte a futuras 
investigaciones en el área, para continuar el avance en el estudio de los 
eventos f isiopatológicos involucrados en la muerte neuronal por isquemia. 
 

MATERIAL Y MÉTODOS 

Veinte (20) ratas Sprague Dawley, machos, con peso promedio de 300 gr, 
fueron distr ibuidas 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 alimentación, r itmo de 
luz:oscuridad 12:12 horas, comida y agua ad l ibitum .   

 
Los procedimientos experimentales se realizaron de acuerdo a lo indicado por 
el National Inst itute of  Health y la U.S. Public Health Off ice  (21) sobre el uso 
de animales de experimentación y fueron avalados por la Dirección de 
Investigación y Producción Intelectual de la Facultad de Ciencias de la Salud 
de la UC. 
 
Los animales fueron anestesiados con t iopental sódico (60 mg.Kg -1  i .p.) y, una 
vez verif icada la profundidad de la anestesia, por ausencia del ref lejo de ret iro, 
se procedió de la siguiente manera: A las ratas del grupo sin isquemia, se les 
abrió rápidamente el cráneo y se les extrajo, de inmediato, el hemisferio 
cerebral izquierdo. A las ratas del grupo con isquemia, se les indujo hipoxia, 
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por paro respiratorio, al administrar D-tubocurarina (0,2 mg.Kg -1 ,  i .p.) siguiendo 
metodología reportada con anterior idad (22). Se vigiló, cuidadosamente, el 
momento en que ocurr ió el paro respiratorio y, a los 10 minutos, se extrajo 
rápidamente el hemisferio cerebral izquierdo. Los hemisferios cerebrales fueron 
f i jados con Formol 10%. A la mitad de las ratas del grupo sin isquemia y con 
isquemia se les determinó Fas y a la mitad restante se les hizo determinación 
de FasL. 
 
Estudio Inmunohistoquímico de la Expresión de Fas y FasL Los tej idos 
fueron paraf inados y, posteriormente, se hizo cortes de 5 µm de espesor. Se 
colocaron en láminas portaobjetos tratadas con poli-L-l isina y se sometieron a 
t inción con hematoxil ina-eosina. Se ut i l izó la técnica de Inmuno-Peroxidasa por 
el método indirecto. Las muestras fueron hidratadas con solución 
amort iguadora de fosfato (PBS) y secuencialmente incubadas, en cámara 
húmeda a temperatura ambiente, en diferentes etapas, con: 1) Anticuerpo 
Monoclonal Primario, ant i CD95 (R&D Systems® EEUU), a una dilución 1/1000, 
durante 40 minutos, para la determinación de Fas; y Anticuerpo Monoclonal 
Primario antiCD95L (Abcam, Inglaterra), a una dilución 1/100, durante 90 
minutos, para la determinación de FasL; 2) Anticuerpo Secundario biot inado, 
anti inmunoglobulina de rata (BRAR) generado en conejo (Vector Labs® EEUU), 
a una dilución 1/30, por 30 minutos y, 3) Sistema revelador enzimático con 
solución Cromógeno “Novared” (Vector Labs® EEUU) por 4 minutos. Los cortes 
fueron lavados con agua corr iente y contrastados con Hematoxil ina de Meyer 
(Chemical Webster, EEUU), por 5 minutos.  Entre cada incubación se realizó un 
lavado con PBS durante 5 minutos. Las láminas fueron sometidas, luego, a 
deshidratación por pasos sucesivos de 3 minutos con alcohol 70%, alcohol 
100%, y a dos pasos sucesivos en xilol 100%. Finalmente, se ut i l izó medio de 
montaje Entellan permanente hidrofóbico (Merck®).  Se realizaron controles 
negativos en cada experimento en los que no se añadió el ant icuerpo primario 
y, en su lugar, se colocó PBS. Las láminas fueron procesadas el mismo día, por 
cuatro investigadores de manera, coordinada, independiente y simultánea, para 
detener la reacción enzimática al mismo t iempo. Posteriormente, las láminas se 
observaron al microscopio óptico.  

 
Se consideró como posit iva la expresión de CD95 y CD95L, cuando las 
membranas celulares y el tej ido tomaron una coloración pardo roj iza. Se 
consideró expresión negativa cuando el corte tomó una coloración violeta.  
 
Se hizo recuento de las células posit ivas y negativas, evaluando cuatro campos 
de cada corte histológico en un total de cinco láminas por grupo de estudio. La 
observación y análisis de los cortes fue realizado por tres investigadores de 
forma independiente. 
 
 
Análisis Densitométrico de la Expresión de Fas y FasL Con el f in de hacer 
mas objet ivos los resultados observados en el recuento celular, se realizó 
densitometría a los cortes histológicos posit ivos y negativos de expresión de 
ambas moléculas. Para ello, los cortes fueron fotograf iados con una cámara 
digital (Sony®) con una resolución de 4,8 Megapixels. Las imágenes se 
procesaron digitalmente. La lectura densitométrica fue realizada con el 
programa Imagetool 3.0. Para ello, las imágenes coloreadas fueron previamente 
convert idas a una escala de grises, y luego se realizó inversión de dicha 
escala, de tal manera que las áreas pardo roj izas de mayor intensidad 
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mostraran una mayor densidad óptica, expresada en unidades densitométricas. 
Estos datos se trasladaron a un programa estadíst ico (Stat ist ica 6.0) para 
establecer la base de datos, realizar cálculos y analizar los resultados. 

      
 

Análisis Estadístico. El recuento de células fue expresado en f recuencia 
relat iva (%). Los valores densitométricos fueron presentados como media 
aritmética ±  Error estándar (EE) de unidades densitométricas.  Por medio del 
Test de Kolmogorov-Smirnov se determinó que la distr ibución de los datos no 
era gaussiana y se procedió al análisis de los datos ut i l izando el test de 
Wilcoxon. Se consideraron signif icat ivas las diferencias cuando P<0,05 
 

RESULTADOS 

Expresión de Fas en tejido cerebral normal e isquémico. En Fig.1 se 
observa la expresión de Fas en tej ido cerebral normal e isquémico, en 
porcentaje de células posit ivas y negativas, se observa que Fas se expresa en 
ambos grupos de estudio.  

 

Fig. 1  Expresión de Fas en tejido cerebral normal e isquémico 

En tej ido cerebral normal esta expresión es de 38,1% del total de células y en 
tej ido isquémico, 60,1% del total de las células expresaron este marcador.  
 
En el perf i l  densitométrico (Fig. 2) se muestra que los valores densitométricos 
del tej ido cerebral normal, fueron signif icat ivamente menores que los 
observados en el tej ido isquémico (P=0,000001). 

  

         
        Células negativas              Células positivas 
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Fig. 2 Perfil densitométrico de la expresión de Fas en tejido cerebral e isquémico de ratas 

En la Fig 3 se representa la imagen de un control negativo de expresión de 
Fas, en la que se observa la t ípica coloración violeta de las células que no 
expresan dicho marcador. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3 Control Negativo de la expresión de FasL. (40x). Técnica Avidina-Biotina-Peroxidasa 
 
 
En la Fig 4 se evidencia la expresión basal de Fas en tej ido cerebral normal y 
en la Fig. 5 se observa el aumento de dicha expresión en tej ido isquémico. 
 
 
 
  



Salus online                                         12-3  Diciembre 2008              Expresion de Fas y  FasL          p. 

 

22

       Células              Céllulas                             
       Negativas           Positivas 
      

 
 

Fig 4. Expresión de Fas (CD95) en tejido cerebral normal  de ratas (40x) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 5. Expresión de Fas (CD95) en tejido cerebral de ratas sometidas a isquemia cerebral total 
 
Expresión de FasL en tejido cerebral  normal e isquémico En el Fig. 6 se 
observa la expresión de FasL (CD95L) en tej ido cerebral normal e isquémico, 
en porcentaje de células posit ivas y negativas.  
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Fig. 6.  Frecuencia relativa de 
expresión de FasL en tejido 
cerebral normal  e isquémico en 
ratas  
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Se muestra que FasL se expresa en tej ido cerebral normal en 46,9% de células. 
En tej ido isquémico, 64,3% de las células expresaron FasL.  
 
Estos resultados coinciden con los observados al realizar el perf i l  
densitométrico (Fig. 7) donde se muestra que los valores densitométricos del 
tej ido cerebral normal, fueron signif icat ivamente menores que los observados 
en el tej ido isquémico (P=0,000001)   

 

 

Fig. 7 Perfil Densitométrico de la expresión de FasL en tejido cerebral normal e isquémico de ratas 

Comparación de la expresión de Fas y FasL en tejido cerebral normal e 
isquémico. En la tabla 1 se puede evidenciar que la expresión de FasL es 
signif icat ivamente mayor que la expresión de Fas tanto en tej ido cerebral 
normal (P=0,000037) como isquémico (P=0,022967). Por otra parte, las dos 
moléculas aumentan, de manera signif icat iva, su expresión en tej ido cerebral 
isquémico (P= 0,000001). 

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

 
Tejido 

cerebral 
Normal 

Tejido 
cerebral 

Isquémico 

 

P 

Expresión de 
Fas 

(Unidades 
densitométricas) 

 

74,9 ± 9,7 

 

105,8 ± 8,9 

 

0,000001 

Expresión de 
FasL 

(Unidades 
densitométricas) 

 

115,6 ± 3,1 

 

128,7 ± 3,4 

 

0,000001 

 

P 

 

0,000037 

 

0,022967 

 

       FasL Normal         FasL Isq 
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En la Fig. 8 se ve la imagen de un control negativo de expresión de FasL, se 
observa la t ípica coloración violeta. En la Fig, 9 se evidencia la expresión basal 
de FasL en tej ido cerebral normal y en la Fig. 10 se observa el aumento de 
dicha expresión en tej ido isquémico.  

 

 

Fig. 8 Control Negativo de la expresión de FasL. (40x). Técnica Avidina-Biotina-Peroxidasa 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

 

 

 

 

 
   

 
DISCUSION 

Fig. 10  Expresión de FasL 
(CD95L) en tejido cerebral de 
ratas sometidas a isquemia 
cerebral. (40x.)  N : Célula 
negativa; P: celula positiva 
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La apoptosis es un mecanismo de muerte celular que interviene en numerosos 
procesos f isiológicos (1), siendo esencial en la maduración y adecuado 
funcionamiento del sistema nervioso central durante la etapa del desarrollo (6). 
Entre las moléculas que part icipan en la apoptosis se encuentran Fas (CD95) y 
su l igando FasL (CD95L). Existen controversias en lo que a la expresión de Fas 
y FasL, en el tej ido cerebral,  se ref iere; por un lado, estudios previos han 
demostrado que ambos marcadores se expresan en neuronas y glías del tej ido 
cerebral normal (3-5, 23, 24), en el cual parecen cumplir  un papel protector (4, 
14, 15). Sin embargo, otros autores señalan, por ejemplo, que la molécula Fas 
sólo se expresa en tej ido lesionado (19). En nuestro modelo se pudo demostrar 
que Fas y FasL se expresan en el tej ido cerebral normal de rata, lo que 
sugiere, que estas moléculas podrían part icipar, tal como lo reportan otros 
autores, en procesos f isiológicos del SNC. 

 
Los estudios experimentales sobre isquemia cerebral han permit ido avanzar en 
el conocimiento de los mecanismos moleculares y bioquímicos implicados en la 
muerte neuronal,  es así como se ha podido demostrar que la muerte, en estas 
situaciones, ocurre principalmente por necrosis y por apoptosis (11, 13). Así se 
ha demostrado la presencia de Fas y FasL en tej ido cerebral isquémico (8, 13, 
17, 18, 25), pr incipalmente en la zona de penumbra isquémica  (16) y en áreas 
postisquémicas después de isquemia cerebral reversible (26). 

 
gualmente, se ha mostrado un aumento de la expresión de Fas (7, 27) y de 
FasL (8, 9) en otros trastornos neurológicos agudos como en los traumatismos 
cerebrales. Por otra parte, hay reportes que indican que el sistema Fas/FasL 
está directamente involucrado en la muerte celular después de isquemia 
miocárdica (28). En el presente estudio se determinó que la expresión de Fas y 
FasL, aumenta de manera signif icat iva en el tej ido cerebral isquémico, lo que 
coincide con los hallazgos descritos por otros autores y sugiere la part icipación 
de estas dos moléculas en procesos de daño neuronal agudo (7, 8, 27).  

 
El presente estudio, permit ió demostrar que los marcadores de apoptosis, Fas y 
FasL, están presentes en el tej ido cerebral normal y que su expresión aumenta 
en presencia de isquemia, lo cual sugiere, su part icipación en el proceso de 
muerte neuronal que ocurre durante los eventos isquémicos. Los resultados 
sugieren la part icipación de la apoptosis en los mecanismos de daño neuronal 
por isquemia y evidenciarían, en parte, que la act ivación de la vía extrínseca, 
mediada por el sistema Fas/FasL, ocurr ir ía durante este proceso patológico. 
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