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1. INTRODUCCIÓN



1.1. MODELOS ANIMALES DE ENFERMEDAD POR INMUNOCOMPLEJOS (IC)

1.1.1. MODELOS INDUCIDOS

En la actualidad podemos elegir entre diversos modelas

experimentales en animales que, espontáneamente o de manera inducida,

desarrollan enfermedades similares a ciertas enfermedades autoinmunes

humanas en las que los IC tienen un papel patogénico importante

(40,48,76,136). Los conocimientos sobre la naturaleza y el papel

patógeno de los IC en modelas experimentales han sido estudiados muy

extensamente en los últimos 20 años (169).

Dixon y cois postularon que la presencia continuada de IC

circulantes produciría una enfermedad crónica y progresiva en

animales (36a). Estos autores inyectaron diariamente dosis variables

de antígeno a conejos, observando una clara relación entre la

presencia de complejos y la aparición de glomerulonefritis crónica

(36a). También sugirieron que las cantidades relativas de antígeno y

de anticuerpo en la circulación eran de suma importancia en la

aparición de la enfermedad (36a). Posteriormente, Christian y cois

mostraron la importancia de ciertas cualidades de los anticuerpos

(los conejos que formaban anticuerpos no-precipitantes eran

susceptibles al desarrollo de la enfermedad) en la formación de los

IC (25).



Más dificultades aparecieron cuando se intentó provocar la

enfermedad por IC en 1 a rata (48), animal que en muchos aspectos es

más idóneo para su estudio que el conejo. En ratas, a diferencia de

la que ocurría en conejos, fue preciso una inmunización previa

subcutánea adecuada con adyuvante de Freund y BSA para producir una

respuesta humoral (6). Otras dificultades surgieron para establecer

la pauta más idónea para la administración de la ESA, tras la

inyección subcutánea del adyuvante de Freund. La dosis intravenosa

diaria producía una mortalidad muy elevada por ana-filaría. Por el

contrario, la administración semanal de la BSA tardaba en

desencadenar la enfermedad 6 mases (6). Fennell y Pardo y,

posteriormente, otros grupos desarrollaron nuevas pautas para

provocar la enfermedad en la rata (48). En dicha enfermedad se

producía una glomerul onefriti s difusa. cuya severidad estaba

relacionada con la cantidad de antígeno inyectada <48«B1), y que

oscilaba entre una glomerulonefritis moderada, a otra praliferativa,

necrotizante, con denudación del endotelio. También se observaron

depósitos de IC en diferentes tejidos: pulmón, corazón, hígado, bazo,

intestino, peritoneo y ovario (6,136,176).

En nuestro laboratorio, mediante una modificación de las

técnicas existentes previamente se ha podido provocar la enfermedad

en las ratas, evitando la vía intravenosa, e introduciendo las

siguientes ventajas: desaparición de la anafilaxia mortal, tiempo de

inducción de la enfermedad acortado y curso homogéneo de la misma

(153). Brevemente, nosotros provocamos la enfermedad inyectando

adyuvante completa de Freund y OVA por vía subcutánea, repitiendo

otra inmunización por la misma vía, con adyuvante incompleto a la



semana, y tras un lapso de tres semanas con inyecciones diarias

intraperitaneales de OVA. La secuencia inmunopatogénica de la

enfermedad -fue muy homogénea, y podría ser analizada en varias etapas

(153). Durante la -fase inicial, los anticuerpos, en exceso de

antígeno, reaccionan con la ovoalbúmina, produciéndose un depósito

mesangial de IC. Posteriormente, disminuye de forma considerable el

nivel de anticuerpos, produciéndose la reacción en exceso de

antígeno, en cuyo momento aparece la proteinuria, y, a nivel

histopatológico la presencia de depósitos inmunes en la membrana

basal (76,153). En la tabla 1 pormenorizamos la localización de los

complejos inmunes durante la evolución de la enfermedad. La

microscopía óptica mostró una glomerulonefri tis prol i-f erati va difusa,

sin -formación de semilunas. La liberación de mediadores de la

inflamación durante la inducción de la enfermedad, la causa de la

gran incidencia de anafilaxia mortal provocada al desencadenar la

enfermedad, se ha obviado con esta técnica (85,155).

1.1.2. MODELOS ESPONTÁNEOS DE ENFERMEDAD POR INMUNOCOMPLEJOS EN

ANIMALES

Dos modelos de enfermedad autoinmune espontánea en animales, muy

similares al lupus eritematoso sistemico humano, han servido para

profundizar en la etiología y patogenia de esta enfermedad: la

desarrollada en el ratón híbrido de Nueva Zelanda blanco/negro

(NZB/W) y en el lupus canino (115a,149). Más recientemente se han

descrito otras dos nuevas cepas de ratones con alteraciones

similares, aunque con particularidades muy interesantes, el MRL/1 y

el BXSB (tabla 2).



TABLA I

LOCALIZACION DE LOS INMUNCOCMPLEJQS EN LA ENFERMEDAD CRÓNICA DEL SUERO EN IA RATA

INMUNOFLOORESCENCIA MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA

DÍA MESANGIAL MB* MESANGIAL SUBENDOTELIAL IM** SUBEPITELIAL

1 - - -

7 ++ - +++ ++ - -

11 +++ - +++ ++ + +

15 +++ ++ +++ ++ ++ ++

17 +++ +++ +++ +++ +++ +++

* MB: membrana basal
**IM: intrameinbranosa.'



TABLA II

CARACTERÍSTICAS DEL LUPUS MURINO ESPONTANEO (149)

CEPAS NZB NZB/NZW MRL-1 BXSB

SEXO poco efecto efecto marcado andrógenos protegen
andrógenos protegen
estrógenos empeoran

mayor gravedad
en machos, ho£
mono-indepen-
diente.

Igs
incrementadas

MANIFESTACIÓN
CLÍNICA

IgM IgGl e IgM IgGl e IgG2a

anticuerpos anti- anti-DNA linfadenopatía mar
linf T GN membrano-prolif£ cada

anemia hemolítica rativa anti-DNA, anti-SM
Coombs + Sjógren artritis

GN membrano-proli-
ferativa

vasculitis

IgGl e IgG2b

GN
arteraosclerosis
coronaria
linfadenopatía
moderada



La etiopatogenia ele estas enfermedades todavía no se conoce

bien, como tampoco la secuencia de los trastornos inmunológieos,

aunque parece claro que presentan una alteración en la

Ínmunorregulación determinado genéticamente, que predispone a las

infecciones virales, autoinmunidad, aparición de IC y producción de

tumores (149).

Por otra parte, los perros con lupus descritos por Lewis y cois

tienen una enfermedad con afectación de varios órganos, caracterizada

por anemia hemolítica autoinmune, trombocitopenia, nefritis y

1 infadenopatía. Analíticamente presentan células LE, factor

reumatoide anticuerpos anti RNA y anti DNA-histona (169).

1.2. BIOLOGÍA DE LOS INMUNOCOMPLEJOS

1.2.1.FACTORES QUE INFLUYEN EN LA FORMACIÓN DE IC

La formación de IC es un componente de la respuesta inmune

normal encaminada a eliminar y/o neutralizar antígenos. En

determinadas ocasiones se depositan en los tejidos, o bien, se forman

"in situ". activando el complemento con la aparición de los

mediadores de la inflamación y el posterior daño tisular (24,25,27).

Brevemente, ya que los trabajos que componen la presente Tesis

se centran en el aclaramiento y eliminación por los receptores Fe de

IC, vamos a definir las condiciones bajo las cuales se forman los

mi smos.

La concentración de IC en la circulación en un determinado

momento depende tanto de la tasa de formación como de la de

eliminación. La primera es función de la cantidad del antígeno y la
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producción de anticuerpos, mientras que la tasa de eliminación está

en -función de la captación de IC por el Sistema Mononuclear

Fagocitico (SMF) y la distribución tisular (125,127).

Son múltiples los factores que afectan la formación y el

aclaramiento de IC en la circulación

(4,15,41,43,46,47,51,60,65,91,126,141,143).(tabla 3>. Algunos

factores tienen mayor trascendencia patológica que otros.

Especialmente importante es el tamaño de la matriz tridimensional que

constituye el inmunocomplejo (49,116,145), y que depende en su mayor

parte: 1, de la valencia del antígeno; 2, de la concentración del

antígeno y del anticuerpo y 3, de la relación de ambos.

1. La porción concreta de una molécula antigénica, que reacciona

con el sitio de unión del anticuerpo se define como determinante

antigénico. El número de determinantes antigénicos de una molécula

determina la valencia con que interactúa con un antígeno específico.

Una molécula puede tener determinantes antigénicos diferentes, y por

tanto, será capaz de reaccionar con anticuerpos de diferentes

especificidades (125). De tal modo que solamente los antígenos

muítivalentes pueden llegar a formar IC de gran tamaño, complejos y

capaces de precipitar en determinadas ocasiones (123,125).

2. La concentración relativa del antígeno y del anticuerpo

determina la relación de combinación antí geno-ant i cuerpo, que puede

variar desde un exceso de antígeno, pasando por la equivalencia,

hasta un exceso de anticuerpo. En exceso de antígeno los complejos

inmunes son solubles y no precipitan. Esto es así, independientemente

de la valencia del antígeno, y puede producir la solubi 1 ización de

inmunoprecipitados. En equivalencia con ant¿genos oligovalentes se



TABLA I I I

FACTORES DETERMINANTES DE LA FORMACIÓN Y ELBÜNñCICN DE LOS IC

A . - PROPIEDADES INTRÍNSECAS DE LOS INMUNOCOMPLEJOS

- cantidad
- tamaño
- fijación de complemento
- carga electrostática
- atracción tisular específica del antígeno
- crioprecipitacion
- relación relativa antigeno/anticuerpo
- presencia de antiglobulinas: factor reumatoide

antiidiotipos
- características del anticuerpo; cantidad

clase y subclase
afinidad
valencia

B.- SISTEMA MONONUCLEAR FAGOCITICO

- déficit funcional condicionado:

genéticamente
por tratamiento farmacológico
por sobrecarga funcional



10

forman IC de gran tamaño y solubles, y con antigenos muí ti val entes se

•forman usual mente precipitados. El e-fecto de un exceso de anticuerpo

en el tamafio de los IC depende de la valencia del antígeno.

También es importante en este sentido la concentración absoluta

del antígeno y del anticuerpo, ya que los complejos solubles crecen

de tamaño por interacción entre ellos mismos.

3. La avidez es otra -factor a considerar, pues al aumentar la

misma se forman grandes IC, mientras que al disminuir la avidez

disminuye el tamaño (61,168).

En la formaciún y, más en la eliminación de IC es necesario

considerar las propiedades intrínsecas del antígeno, tales como su

composición, tamaña, configuración óptica y localización de los

determinantes antigeni eos.

Existen también factores locales que modifican la localización

en la que se depositan los IC (tabla 4). Estos tienden a localizarse

en los glomérulos, tejido sinovial, plexo coroideo, pulmones, piel y

coroides (7,161). Todos estos tejidos comparten algunas propiedades

físicas, fisiológicas e histológicas <161). Presentan similitudes

funcionales y ultraestrucurales, como la existencia de fenestraciones

endoteliales, un alto flujo sanguíneo por unidad de masa tisular con

una importante red capilar y, en algunas localizaciones la formación

de ultra-filtrado (161).

1.2.2. PROPIEDADES BIOLÓGICAS DE LOS IC

Las propiedades biológicas mas importantes son: la interacción

con receptaras celulares, la activación del complemento y el depósito

en los tejidos. Estas propiedades dependen de la clase y subclase del



TABLA IV

FACTORES TISULARES LOCALES CONDICIONANTES DEL DEPOSITO DE IC

- anatómicos:

estructura microvascular
membrana basal
matriz intersticial

- fisiológicos:

mediadores de la permeabilidad vascular
flujo sanguíneo por unidad tisular
producción de ultrafiltrado

- físicos:

hidrodinámicos
temperatura local
presión
patología local previa
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anticuerpo, del tamaño de los IC y, en menor grado de las propiedades

de los antígenos. Se discutirán con mayor profundidad en el apartado

1.4.

1.2.3. ACLARAMIENTO SÉRICO DE IC

El destino de los IC circulantes se ha estudiado

cuantitativamente mediante la inyección de IC preformados o agregados

de IgG de un tamaño y composición determinados. Los resultados de los

trabajos en los que se estudia el aclaramiento de IC en diversas

situaciones muestran modelos de curvas de aclaramiento también

diferentes (5,18,71,72,123).

En general, las curvas de aclaramiento tienen tres -fases bien

diferenciadas: primera fase de eliminación inmunoespecifica, segunda

fase de distribución tisular y, tercera fase de catabolismo tisular

(23).

Los IC que desaparecen en la primera fase son más grandes, fijan

ávidamente el complemento (71) y son eliminados mediante su unión por

los receptores Fe del SMF. La desaparición de estos IC sigue una

función exponencial, correlacionándose la tl/2 con la dosis inyectada

(71). Al incrementar la dosis, la eliminación disminuye y la

velocidad de aclaramiento alcanza una meseta indicativa de que el

sistema es saturable. Se conocen numerosos factores que influyen

sobre la eliminación de IC de manera inmuno—específica por el SMF, y

que fundamentalmente son: el tamaño (5,145), la capacidad de fijar

complemento (94), la afinidad por el receptor Fe (114,115,158) y las

clases y subclases de inmunoglobulina que interviene en el complejo

(158). Por tanto, una alteración de la función de los receptores Fe
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puede conducir a una prolongación en la circulación de los IC

(51,72). Ett preciso tener en cuenta la observación aportada por

Knutson de que el paso limitante de 1 a -fagocitosis de los complejos

es la adherencia al receptor Fe (108,109). El segundo componente de

la curva de aclaramiento representaría la -fase de equilibrio, y por

tanto, en los casos en que se produzca, también indicaría la posible

existencia de permeabilidad vascular incrementada (72). La diferencia

entre estos dos componentes de la curva de aclaramiento es, en

ocasiones difícil de dilucidar y, de hecho, se producen

interpretaciones dispares entre los autores. Así, Haakenstad señala

que la eliminación rápida tras la inyección de IC que -fijan

complemento es un indicio de vasopermebi1 i dad incrementada, que daría

lugar a la extravasación de plasma y de los complejos inmunes, con la

elevación inclusive del hematocrito (72). Esta -fase duraría unos 15

minutos. Los mismos autores comprobaron en otro experimento que esta

fase no se producía utilizando IC que no fijaban complemento (72).

Brennan demuestra que la primera fase está influida por la difusión

de moléculas fuera del compartimento vascular, aunque también es

dependiente de 1 a eliminación vía los receptores Fe del SMF (18).

Por último, el tercer componente de la curva representa el

catabolismo celular (18). Para Brennan, en el aclaramiento de

tetrámeros, este componente refleja la velocidad de 1 a fagocitosis,

el catabolismo celular, y la difusión que ocurre durante esta fase

hacia «1 componente extravascular (18).

Sin embargo, este esquema es diferente de unos modelos a otros.

El número de componentes de la curva de aclaramiento puede estar

reducida a dos componentes, por ejemplo, en los casos en que los
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complejos no fijen complemento (72); aunque este fenómeno se ha

achacado también a que el aclaramiento se hizo en sangre y no en

plasma (18). Así, los IC de pequeño tamaño, compuestos par menos de

dos moléculas de inmunog1obulinas, que como hemos visto se eliminan

mas lentamente que otros de mayor tamaño, muestran solamente dos

fases exponenciales de eliminación: la primera de equilibrio y la

segunda de catabolismo (123). No se sabe con exactitud en la

actualidad dónde se lleva a cabo el catabolismo de este tipo de

complejos. Cuando los estudios se realizan con IC de pequeño tamaño,

que no son aclarados rápidamente por el hígado ni depositados en el

riñon o en otros tejidos, la tercera fase de las pruebas de

aclaramiento evidencia la persistencia en la circulación de los

mismos.

No hay que desdeñar la patogenicidad de los IC pequeños y que

unen mal «1 complemento ya que, como señala Finbloom (51) existen

varias posibilidades por las que pueden producir destrucción tisular,

a) por sus características de carga se podrían unir a ciertos

componentes de los tejidos; b) existen receptores específicos para

algunos antígenos; c) los propios carbohidratos de la inmunoglobuli na

influyen en la posterior unión de la misma.

En lo que respecta a los trabajos presentados en la presente

tesis nos interesa revisar especialmente la forma en la que los

inmunocomplejos, después de formarse, son eliminados específicamente

por el SMF, vía los receptores Fe de la IgG. Primeramente, vamos a

describir brevemente el concepto actual del SMF.

1.3. SISTEMA MONONUCLEAR FAGOCITICO
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1.3.1. DEFINICIÓN DEL SMF
Recientemente Van Furth y cois han modificado el concepto de

sistema retículo endotelial, y han incluido los siguientes criterios

para de-finir el sistema mononuclear fagocítico: 1, morfología

«propiada, 2, capacidad fagocítica (especialmente para partículas

opsonizadas), y 3, derivación de la médula ósea. Excluye a las

células dendríticas, células endoteliales y fibrocitos, por lo que no

es sinónima del concepto de sistema reticuloendoteli al (31,133a,146).

Sin embargo, no todas las células del SMF cumplen estas

condiciones y, por el contrario, existen células que na pertenecen al

SMF y tienen receptores Fe (58,59,81,82,83,88,130,131), como los

hepatocitos, que son capaces de captar y digerir IC <154). Por estos

motivos la discusión sobre como denominar a las células que cumplen

esta misión en el organismo parece un tanto superficial, y si hemos

elegido la de SMF ha sido por seguir utilizando la empleada en

nuestro grupo de trabajo (41,154). Las células que componen el SMF

son: el monocito, el histiocito-macró-fago, la microgl ía, la célula de

Kupffer, el osteoclasto, el macrófago alveolar, el sinoviocito A y el

macró-fago esplénico.

Las células de Kupffer, una de las extirpes celulares con las

que hemos trabajado, cumplen todas las condiciones que hemos

mencionado previamente (31). Los hepatocitos, por otra parte, tienen

receptores que pueden servir para la unión del antigeno (58,81,82).

1.3.2. HETEROGENEIDAD DEL SISTEMA MONONUCLEAR FAGOCÍTICO.
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En cualquier caso un sistema compuesto de células con una

función, estructura y distribución tan variada exige un planteamiento

especialmente riguroso para su estudia <133a). Así, los macrófages de

diferentes especies difieren entre sí en algunos aspectos y, a su

vez, de los macrófagos humanos (115)- Por otro lado, los monocitos

periféricos difieren de los macró-fagos peri tornéales, cuyo metabolismo

es muy diferente a su vez del de los macró-fagos alveolares, expuestos

a altas concentraciones de oxígeno en el alvéolo pulmonar (22,153a).

Los resultados de los trabajos sobre estas células cuando se estudian

"in vitro" o aisladas, aprovechando ciertas cualidades funcionales

tienen que evaluarse muy críticamente (26).

En general podemos afirmar que el macró-fago tisular es la unidad

funcional más importante del SMF y el monocito periférico es une

célula transicional de vida media relativamente corta (171).

Numerosos factores tales como el estado de maduración, el grado de

estimulación y activación distinguen a los fagocitos mononucleares,

Estudios en ratones sugieren la existencia de diferencias entre» los

macrófagos del bazo y de la médula por un lado, y 1 os del peritoneo y

los inonoci tos circulantes por el otro (151). Incluso existen

diferencias entre los misinos macrófagos peritoneales (147). También

entre una población de macrófagos residentes no estimulados, puede

haber subpoblaciones con características diferentes, probablemente

indicando la existencia de varios estadios de diferenciación (170).

Desde el punto de vista funcional existen también importantes

variaciones, que unido a la ausencia de una definición correcta de 1e

terminología utilizada, han dado lugar a interpretaciones erróneas de

los resultados de algunos autores. Es necesario en los estudios del
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SHF explicitar el significado que cada autor da al término activación

d» los macrófagos. Asi, Morían y cois sugieren que esta situación

debe basarse en la presencia de cambios cuantitativos mediante la

investigación de parámetros bien definidos: la morfología celular, la

actividad enzimática y la actividad fagocítica (133). Cambios en un

solo parámetro no se acompañan necesariamente de otros cambios de

activación (133).

1.3.3. PROBLEMAS PLANTEADOS EN EL ESTUDIO DEL SMF

Antes de valorar los factores que modifican la actividad de los

receptores Fe de los fagocitos mononuc1eares, es preciso discutir la

metodología aplicada a su estudio que podría alterar "per se" dicha

función. Así, las técnicas utilizadas para el aislamiento de células

del SMF ha provocado numerosas controversias, sobre la posibilidad de

que se produjera una modificación de algunas de las funciones de

estas células durante su estudio, lo que obviamente invalidaría, al

menos parcialmente, los resultados.

Ackerman, con un nuevo método de purificación de monocitos y

macrófagos mediante un sustrato compuesto por superficies s las que

se pegaban microexudados de células tumoral es, comprobó que los

macrófagos previamente estimulados se pegaban mejor que los no

estimulados (1). Este mecanismo podría ser el causante de la

selección de un determinado subgrupo de células en algunas

experiencias en las que se utiliza la adhesión para el aislamiento de

las células del SMF. Por el contrario, Kurlander observó que los

monocitos tenían igual capacidad de fijar agregados de IgG (A-IgG>,

tanto si estaban adheridos al plástico como sueltos (111). Fríes, en
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un estudio sobre el grado y significado de las alteraciones del

receptor Fe «n enfermedades humanas caracterizadas por una alteración

del SMF evitó la adherencia CDUO método de separación, alcanzando los

mismos resultados en este sentido que Kurlander (56).

Otro hecho de difícil valoración, pero quizá de cierta

transcendencia, es el que pueda inferirse de las condiciones

nicroambientales en que se encuentran "in vivo" las diferentes

células del SMF. Al menos teóricamente los receptores Fe deben sufrir

un cierto grado de saturación por la IgG sérica. Este microambiente

es destruido con las Manipulaciones a las que están sometidas las

células durante su estudio, desconociéndose las consecuencias que

puedan derivarse de las modificaciones artefactales producidas por

este hecho (75).

El significado "in vivo" de los receptores Fe en monocitos

permanece poco claro, pues cantidades menores que las fisiológicas de

IgG inhiben completamente su interacción con hematíes sensibilizados

<5,B4). Debido a la especialmente "alta" afinidad de los receptores

Fe de los monocitos y macrófagos por la IgG monomérica, los

inmunocomplejos que se unen deben hacerlo con interacciones altamente

muí ti val entes y con la participación del complemento (56). En el

mismo sentido, Bar Eli sugiere que durante el aislamiento de

monocitos de la sangre, los IC pueden ser eliminados inadvertidamente

de la superficie de las células (9). Concretamente, señalaba este

autor que el estudio de los monocitos en la artritis reumatoide

podría estar «rtefactado por este mecanismo, por lo que no se

pondrían de manifiesto mediante los estudios "in vi tro" posibles

alteraciones de la fagocitosis ni de la citotoxicidad celular
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dependiente da anticuerpo, que sin embargo, sí existirían "in vivo

Los «onocitos normales tienen aproximadamente ÍO.OOO receptores,

Mientras que los «onocitos de enfermos con lupus eritenatoso

sisténico tienen 100.000. En cualquier caso, con la concentración

•erica ñor aval de IgG "in vivo" estos receptores deben estar

saturado*. Es «A«, Hardin conprobó que en contraste con lo que

sucedía con los nonocitas, los polinorfonucleares unían débilmente la

IgG y los fragmentos Fe, sin poderse alcanzar la saturación de los

receptores. Aunque los A-IgG se unían a ambas células, en el caso de

los monocitos esta unión -fue fácilmente inhibida por la IgG (75).

Así, bajo circunstancias fisiológicas, los monocitos pueden estar

protegidos de la activación por IC circulantes (75).

Kurlander demostró cómo la IgGl en solución inhibía la

interacción de monocitos con hematíes recubiertos con anticuerpo,

probablemente por competición de la IgG con los hematíes. Cuando se

eliminaba la IgG mediante varios lavados, la función de los

receptores Fe se restauraba completamente (111). Sin embargo, cuando

los monocitos se adherían al plástica la inhibición era total y no

reversible (111).

En resumen, estos estudios confirman la importante repercusión

que puede tener la presencia de las condiciones ambientales

existentes "in vivo" en la función de los receptores Fe en los

moncitos periféricos y, probablemente también, en todas las células

del SMF en contacto con el torrente circulatorio. Por otro lado,

alertan sobre la posibilidad de producir alteraciones artefactales

por la metodología utilizada para el estudio de estas células.
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1.3.4. MODIFICACIÓN DE LA ACTIVIDAD DEL SMF POR EL TRATAMIENTO

ENZIMATICO Y POR DROGAS

Existe una serie de estímulos celulares previos • los estudios

de los receptores Fe, así como de tratamientos que pueden alterar su

expresión. La expresión de los receptores Fe del necrófago de ratón

está influida por la inflamación inducida qu i mi cántente, y por drogas

antiinflamatorias, concretamente por corticosteroides (79,174). El

tratamiento de manocitos con enzimas proteolíticas aumenta la

adherencia de hematíes recubiertos con anticuerpos. Así mismo, el

tratamiento de macrófagos alveolares con enzimas proteolíticas

produce un incremento de la adherecía de inmunocomplejos solubles

(3). Tanto los monocitos como los macrófagos pulmonares muestran un

aumento de la afinidad al ser preincubados con pronasa (3O). El

tratamiento con tripsina aumenta la afinidad de los receptores en

monocitos y el pH bajo incrementa la afinidad y el número de los

receptores de estas células (29).

Los animales tratados con corticosteroides presentan una

disminución del aclaramiento de hematíes recubiertos con anticuerpos

(6a). En el hombre, también se ha descrito este fenómeno. Así, los

monocitos de los enfermos con artritis reumatoide tratados con

corticosteroides muestran una disminución de la unión y fagocitosis

de hematíes recubiertos con anticuerpos (79).

1.4. RECEPTORES Fe

1.4.1. FUNCIÓN DE LOS RECEPTORES Fe
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La capacidad de los fagocitos mononuclearcs para reconocer

material ex tr ario o autólogo dañado, las respuestas desencadenadas en

las células por tal reconocimiento y el gran -flujo de membrana

durante la fagocitosis han dirigido los estudios de muchos

investigadores hacia la membrana plasmática (163). El papel potencial

en la regulación inmune, en el sistema defensivo y en el proceso

inflamatorio de los receptores específicos que unen e ingieren

materiales circulantes inmunológicamente activos debe ser de gran

importancia fisiopatológica (140). La interacción de la fracción Fe

de la IQG con su receptor Fe produce varias respuestas celulares,

entre las que destacan la endocitosis de los complejos, la exocitosis

de varios factores, la lisis de células cubiertas con anticuerpos y

la variación de la síntesis de anticuerpos (85).

En los siguientes apartados comentaremos algunos aspectos de la

función Fe relacionados con los trabajos realizados por nosotros.

1.4.2. IMPORTANCIA DE LA AFINIDAD Y DEL NUMERO DE RECEPTORES Fe

La afinidad para la IgG varía con cada extirpe celular de la

misma especie y entre especies (4).

En general las variaciones en cantidad, configuración y

subclases de los anticuerpos que recubren los hematíes sensibilizados

influyen en la velocidad de la destrucción de éstos por los

leucocitos ílll).

Estudios comparativos de receptores Fe para la IgG en diversos

tipos celulares muestran diferencias en cuanto a la afinidad por la

IgG monomérica y los A-IgG o IC de IgG, siendo más alta para estos

dos últimos. El número de receptores en macrófagos varía entre 105
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y 10 y la constante de afinidad para la IgG monomérica entre 10

y 10', para los A-IgG disminuye el número de receptores pero

aumenta la afinidad (133a). En general hay que tener presente que

existe una correlación negativa entre el número de receptores por un

lado, y su afinidad por el otro (55), incluso cuando el número de

receptores sea normal (55). Quizás este fenómeno refleje la relación

intrínseca entre el número y la afinidad de los receptores cuando se

calculan por la prueba de Scatchard (156).

Arend comprobó que el aumento de la adherencia de los

inmunocomplejos a células estimuladas estaba relacionado primeramente

a variaciones de la afinidad de los receptores y en ciertas

condiciones también por el número, dependiendo fundamentalmente del

sexo del animal estudiado: en machos se producía por aumento de la

afinidad, mientras que en las hembras permanecía igual la afinidad*

pero aumentaba el número (4). La actividad de los receptores Fe, para

la adherencia de IC, estaba relacionada con la afinidad de los

receptores, y no con su número (3), lo que se podría justificar por

una accesibilidad mayor de los receptores a la IgG ambiental (3>. Sin

embargo, en ciertas circunstancias, el número de receptores también

contribuiría a la afinidad.

Según las subclases y clases de IgG la afinidad de los

receptores varía. En hombres existe mayor afinidad para la IgG 1 y 3.

En ratón, sin embargo, es para la IgG 2a e IgG 2b (133a).

1.4.3. HETEROGENEIDAD DE LOS RECEPTORES Fe
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La existencia de una o dos clases de receptores Fe es un tema

controvertido y que por el «omento no está aclarado «n los -fagocitos

ntononucleares de todos los animales (148).

En numerosos trabajos se sugiere la existencia de dos

receptores» porque los resultados son discordantes con respecto a los

esperados y de esta manera podrían Justificarse. Hoch llegó a

sugerir la existencia de dos receptores Fe diferentes porque encontró

una disparidad entre el aumento de la unión de hematíes recubiertos

con anticuerpos y la captación normal de A-IgG por monocitos de

enfermos con artritis reumatoide (79).

En el macrófago de ratón se han descrito dos tipos de receptores

Fe (32,113,174). Uno de ellos une monomeros de IgG de ciertas clases

<IgG2a>, es sensible al tratamiento con tripsina y las IgG que une

son citofílicas (es decir, se unen a la célula sin haber interactuado

con el antígeno). El otro tipo de receptores une IC, A-IgGl m IgG2b,

y es tripsina resistente (175). La unión de IC es más firme que la de

los anticuerpos citofílicos (SI).

Otras evidencias indican, sin embargo» que la especificidad de

estos receptares Fe no es absoluta, especialmente cuando se usan

monomeros de proteína de mi elorna. En este sentido, Segal y Tites han

demostrado que la IgGZa, IgG2b e IgGl de ratón compiten igualmente

por la unión a los receptores en la línea macrofagica P3BSD1 (158).

Hecho no observado si se usan agregados solubles (158). En el cobaya

se ha mostrado la existencia de dos receptores diferentes, uno que

une IgG2 exclusivamente, y otro, IgGl e IgG2 (133a). En macrófagos

alveolares de rata se ha sugerido la existencia de un receptor

tripsina resistente que une IgG2a, pero no otras subclases, y un
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receptor tripsina sensible que une IgGl e Ig62, con igual afinidad

pero que no une IgG2a o IgG2c (174,17S).

En resumen, podemos a-firmar que existen poderosas razones para

pensar que realmente hay dos tipos diferentes de receptores Fe en los

-fagocitos manonucl eares de rata, que en gran parte podrían justificar

los resultados discordantes obtenidos por diversos autores en

estudios similares.

1.4.4.PERDIDA DE EXPRESIÓN DE LOS RECEPTORES Fe

Las consecuencias de la saturación de los receptores Fe, ya sea

por IC o por A—IgG, son de especial importancia para comprender la

cinética de aclaramiento de los IC (16). Schmidt comprobó que 30

minutos después de haber fagocitado partículas inertes, entre el 80

al 90% de los monocitos mostraban pérdida de los receptores Fe que se

reexpresaban entre 2 a 6 horas más tarde (157). Varios experimentos

utilizando IC o IgG apuntan en la misma dirección:

-los IC que contienen IgG pueden reducir el número de los

receptores Fe de monocitos humanos, y mediante un paso subsiguiente

dependiente de energía, pueden perderse irreversiblemente (111).

-los A-IgG unidos a ios reeptores pueden permanecer en la

membrana hasta 18 horas sin ser ingeridos (111).

—un anticuerpo monoclanal dirigida contra uno de los dos

reeptores Fe en ratones, producía un descenso significativo del nivel

de IC 1,5 horas después de su infusión, persistiendo este efecto

durante 72 horas (Illa).
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Los trabajos publicados muestran variaciones del tiempo de

reexpresión de los receptores previamente endocitados. Este -fenómeno

puede obedecer a varias causas: características intrínsecas de los IC

o de los A-IgG, la extirpe celular estudiada, incluso se han

evidenciado en trabajos con IC particulados, diferencias en el nivel

de recuperación de los receptores Fe, según las características de

los hematíes utilizados.

1.4.5. COOPERACIÓN EN LA FUNCIÓN DE LOS RECEPTORES Fe Y C3b

Uno de los aspectos más debatidos en el terreno de los

receptores de membrana para la IgG y la -fracción C3b del complemento

es la posible existencia de una cooperación en la actuación de ambos

(165).

Parece ser que el receptor C3b no esta involucrado en el proceso

fagocítico de los IC, siendo los receptores Fe los que jugarían un

papel primordial <112,138). Esto estaría de acorde con los resultados

de ftrend y ttannik, en los que la depleción de complemento con veneno

de cobra o A—IgG humana en conejos no alteraba la captación hepática

"in vivo" (5)

Otros autores utilizando otros medios de estudio han alcanzado

conclusiones diferentes. La capacidad del complemento para

incrementar la unión de IC particulados (hematíes recubiertos con

anticuerpos) se ha demostrado "in vi tro" e "in vivo" (103). Para este

tipo de IC la unión y la -fagocitosis están relacionadas con la

cantidad de C3 unido (103). Incluso "in vitro" el complementa

incrementa la unión y subsiguiente degradación de IC solubles y A-IgG

por macró-fagos (102,177).



26

El número de moléculas de C3b por agregado determinaba el grado

d« aumento de la degradación de los agregados de IgG2 solubles. La

inhibición de la degradación ocurría cuando el C3b estaba presente en

los agregados, pero no había receptares para el C3b *n los macrófagas

(33). En estos casos probablemente el C3b inhibía la degradación

interfiriendo la interacción entre los Fe de los A-IgG y los

receptores Fe (33). Según Dana, por tanto, el complemento facilita la

unión de IC sin alterar la velocidad de endocitosis.

Para otros autores, seria posible que los receptores C3b de las

células de Kupffer pudieran promover la fagocitosis de IC sin la

ayuda de los receptores Fe (166). Esto ocurriría en situaciones de

estimulación de dichas células (135). Así, se ha visto que la

-Fagocitosis mediada por complemento es realizada por macrófagos

peritoneales estimulados, pero no por los no-estimulados, aún cuando

estas últimas células unen ávidamente hematíes recubiertos por IgM y

complemento (12). También otros autores señalan que los receptores

C3b facilitarían la adhesión de inmunocotnplejos, mientras que los

receptores Fe serían responsables de la endocitosis (12,13).

En resumen, existe discrepancia en la literatura sobre la

importancia funcional que pueda tener la interrelación de ambos

receptores. En principio no existiría una interrelación funcional

apreciable entre ambos receptores, aunque en ciertas circunstancias

podría darse. Parece que el tamaño de la matriz del IC o el número de

moléculas de los A-IgG serían los factores más importantes en

determinar la facilidad de su captación por los receptores C3b de los

fagocitos mononucleares (13,28,36).
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1.5. ESTUDIOS DE LA FUNCIÓN DEL SMF "in vi tro"

1.5.1. ESTUDIOS DE LA FUNCIÓN DEL SMF EN MODELOS ANIMALES

En animales crónicamente enfermas se han realizada pocos

estudias de la función "in vivo" del SMF, proporcionando, además,

resultados dispares. Asi, en un modelo nurino de lupus sistémico

eritematoso, en ratones NZB/NZW, la saturación del SMF erat un

prerrequisito preciso para que se produjera la glomerulonefritis

observada durante la evolución espontánea de la enfermedad (60,101).

Sin embarga, Fimbloom y Plotz recientemente, utilizando como

marcadores IC unidos covalentemente, no observaron diferencias en los

aclaramíentos entre ratones híbridos Fl NZB/NZW y controles (50).

Grace y Brennan tampoco encontraron alteraciones en el aclaramiento

de IC (estos autores hicieron las pruebas con dameros unidos

covalentemente de IgG), aunque en el estudio tisular observaron una

disminución en la captación de A-IgS por el hígado en las ratas

enfermas, y en algunos animales también por el bazo (64)

1.5.2. ACLARAMIENTO ESPLENICO DE IC PARTICULADOS

Si bien el interés por el estudio del SMF no es reciente, como

tampoco la necesidad de cuantificar su función, los primeros estudios

a los que vamos a referirnos proceden de finales de los años

cincuenta en que se comenzó a medir el aclaramiento de la circulación

de oro coloidal marcada (10). Durante los siguientes años aparecieran

modelos de aclaramiento con otros materiales: thorotrast, emulsión

lipídica con gotas de triglicéridos y albúmina humana agregada

marcada (11,54). En general los enfermos reumatológicos,

inflamatorios mostraban un incremento en la función del SMF (54).
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A mediados de los años setenta Frank y cois comenzaron a

estudiar en cobayas el aclaramiento de hematíes marcados, recubiertos

con anticuerpo y componentes del complemento (54). Los hematíes

recubiertos con IgG mostraban una desaparición progresiva de la

circulación. Los hematíes sin anticuerpo tenían una vida normal. Las

células con anticuerpo desaparecían en el bazo. La activación del

complemento aceleraba el aclaramiento (54).

Posteriormente, el mismo grupo a comienzos de esta década aplicó

la misma metodología en el estudio de ciertas enfermedades humanas,

concretamente en la anemia hemolítica autoinmune (54,57). Estos

estudios dieron lugar a un intenso desarrollo de los métodos para

valorar la capacidad -funcional de los receptores Fe y C3b del SMF.

Estudios "in vivo" de pacientes con trastornos autoinmunes, con

la misma metodología, han comprobado un aclaramiento retardado en:

lupus eritematoso sistémico, síndrome de SJogren, crioglobulinemia,

vasculitis, etc (34,74,105,142,160). En la artritis reuoiatoide, los

resultados han sido discordantes, encontrando algunos autores una

-Función disminuida (77,178), mientras que otros la encuentran normal

(62,121).

En general, el aclaramiento defectuoso está en relación con la

presencia de IC circulantes y la actividad de la enfermedad (74,1O5).

Claramente, sin embargo, la presencia de IC como único factor, no es

suficiente para bloquear el SMF (160). Lawley y cois comprobaron que

incluso, los individuos con el haplotipo HLA BB/DRW3 (haplotipo que

predispone a diversas enfermedades autoinmunes), sin IC circulantes,

tenían un aelaramiente defectuoso (53,106,1B0). Un déficit genético

de los receptores C3b podría ser responsable del aclaramiento
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disminuido de IC en el lupus eritematoso sistémico (179). El mismo

fenómeno ha sido observado en ratones autoinmunes (117). Esta

disminución de receptores, sin embargo, no ha sido confirmada "in

vitro" por Fríes (56).

Los resultados previamente mencionados provienen de estudios

hechos con una misma metodología que, aunque pueda ser utilizada como

un índice de la función del SMF, existen razones por las que se puede

dudar sea la más adecuada para el estudio de este sistema.

En primer lugar, lo que medimos con esta técnica es la función

esplénica para eliminar hematíes recubiertos con anticuerpos, es

decir IC particulados. Hay que tener presente, que en muchas

enfermedades autoinmunes humanas la función esplénica está alterada

(57). En general, en todos los estados de hemolisis crónica el SMF se

hipertrofia. Tanto en el lupus eritematoso en actividad, como en la

artritis reumatoide se produce una disminución de la vida de 1us

hematíes por destrucción periférica incrementada (57). Por otro lado,

los IC solubles, son eliminados por el hígado no por el bazo (5).

Además, tenemos insuficientes conocimientos sobre la cinética de los

IC en la enfermedad lúpica humana ya que, por razones obvias de

carácter ético, es imposible la realización de estudios secuenciales

y frecuentes en el hombre.

1.5.3. FUNCIÓN MONOCITARIA EN LAS ENFERMEDADES AUTDINMUNES HUMANAS

Por las razones previamente mencionadas se ha intentado afrontar

el estudio del SMF en el hombre con otras técnicas. Una de las más

utilizadas en los últimos años se basa en la investigación de los

nonocitos periféricos (57,107). Va hemos comentado previamente los
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inconvenientes de utilizar estas células como marcadores de la

función, en un determinado momento, del resto del SMF. Los -factores

positivos son que, además de compartir otras propiedades con el resto

del SMF, son células precursoras y fácilmente obtenibles para

investigación, hecho que permitiría realisar estudios repetitivos y

prolongados (8).

Los estudios de los monocitos en enfermedades autoinmunes

humanas han proporcionado resultados muy dispares. En la artritis

reumatoide algunos autores han observado una función fagocítica

normal (9). Otros han encontrado un incremento en el número de

receptores Fe, sobre todo en enfermas con afectación extraarticular

(19), de la fagocitosis y de la actividad metabólica (95). Respecto a

la citotoxicidad mediada por anticuerpo ha habido resultadas

contrapuestos: unos autores la encuentran elevada (79), y otros

descendida <9>. Hoch encontró un aumento de la unión y de la

fagocitosis de hematíes recubiertas con IgB, mientras que los

enfermos sometidos a tratamiento con corticosteroides tenían estas

funciones disminuidas (79). Sin embargo, la misma autora na encontró

diferencias con respecto a controles en la captación de A-IgG (79).

En el estudio de los monocitos en el lupus e^itematoso sistémico

también se han alcanzado resultados dispares. Svensson utilizando una

prueba "in vi tro" de fagocitosis de levaduras por los monocitos,

observó que éstos eran efectivos en la fagocitosis, pero que el suero

de los enfermos lOpicos inhibía esta actividad (167a). También se ha

descrita una disminución (96), así como, un aumento del número de

receptores (99) y de la unión y endocitosis de hematíes recubiertos

con IgG (97). Este último autor encontró una disminución de la

fagocitosis no mediada por mecanismos inmunes (98).



2- OBJETIVOS



1. La eliminación especifica de IC de la circulación por el

SMF, vía los receptores Fe de la IgG, es uno de los -factores claves

para la comprensión de la patogenia de las enfermedades por

inmunocomplejes. En animales crónicamente en-fermos se han realizada

muy pocos estudios, proporcionando, además, resultados dispares. El

primer objetivo de esta Tesis fue estudiar las pruebas de

aclaramiento de agregados de IgG marcadas con 1 2 5 I , así como, su

variación con respecto al nivel de IC circulantes en un modelo de

enfermedad crónica por IC.

2. El hígado es la principal viscera implicada en la captación

de IC de la circulación, por lo que su estudio parecía imprescindible

para poder analizar las causas de la saturación del SMF en 1 a

enfermedad crónica por IC en la rata. Esta situación nos llevó a

estudiar la función de los receptores Fe en las células de Kupffer,

11 in vi tro", en una situación de sobrecarga del SMF, como la producida

en la enfermedad crónica por IC. En este sentido estudiamos la unión

de los receptores Fe de las células de Kupffer a agregados de IgG, en

diferentes condiciones. Por último, comprobamos las capacidades

endocíticas y fagocíticas de estas células con A-IgG solubles.

3. Existen varias razones pare sospechar que el aclaramiento de

hematíes recubiertos por anticuerpos no es el método adecuado pare

medir la función global de los receptores Fe del SMF. El tercer

objetiva de la presente tesis consistió en buscar un método de fácil

realización en células periféricas, concretamente.menocitos, que nos
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permitiese obtener un índice adecuado del -funcionamiento de los

receptores Fe del SMF. Para lo cuál comparamos la -función de los

receptores Fe de los monocitos y de las células de Kupffer (célula

-fija del SMF), en la enfermedad crónica del suero en las ratas.



3. MATERIAL Y MÉTODOS



TÉCNICAS GENERALES

3.1.1. INMUNODIFUSION DOBLE DIMENSIONAL.

Se utilizó el método de Ouchertlony (139> con placas de

agar (Di-fco-bacto agar noble) al IX en PBS. En cada placa se

hicieron unos pocilios enfrentados de forma que el antígeno y el

anticuerpo depositados en ellos pudieran migrar uno hacia el otro

y -formar una línea o banda de precipitación al alcanzar el punto

de equivalencia. Para ello se incubaron 18 horas a temperatura

ambiente en una cámara húmeda.

3.1.2. INMUNODIFUSION RADIAL

Se utlizó el método de Mancini y cois (122) con placas

comerciales (Kal1 estad,USA), que ya tenían incorporado el

antisuero. Se construyó una curva de calibrado con

concentraciones conocidas del antigeno, utilizando al menos tres

pocilios. El resto de los pocilios se rellenaron con 5 mi crol de

soluciones de antígeno de concentraciones desconocidas. Se dejó

la placa en una cámara húmeda durante 18 horas y se determinó el

diámetro de cada anillo con una lupa dotada de una escals

micrométrica. Como la concentración del antígeno está relacionda

con el diámetro del anillo de precipitación, se representó

gráficamente el diámetro obtenido frente al logaritmo de la
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concentración del antígeno de las soluciones standard. Los

puntos se ajustaron a una recta y se obtuvo la concentración de

las nuestras desconocidas mediante esta curva de calibrado.

3.1.3. INMUNOELECTROFORESIS

Se realizó por el método de Grabar y Williams (63) utilizando

placas de 11 por 15 en de gel de agarosa al 1,5 7. en solución

tampón veronal o,o35 1*1,pH 8,6 (Kallestad). En cada pocilio se

pusieron 3 mi crol i tros de la muestra a identificar alternando con

un suero humano normal que servía de referencia. A este suero se

le añadió una gota de azul de Coomassie para ver la migración de

la albúmina. Se corrieron las muestras en una cubeta de

electroforesis que tenía un litro de tampón veronal 0,05 M,pH

8,6,durante 1 hora aproximadamente,a una intensidad de 100

voltios. Transcurrido ese tiempo se pusieron 100 microlitros de

diferentes anticuerpos específicos en las seis trincheras

disponibles y se incubaron durante 18 horas en una superficie

plana, a temperatura ambiente y en una atmósfera saturada de

humedad. Después se observaron los arcos de precipitación y se

procedió a la tinción. Para ello las placas se lavaron con una

solución salina 0,15 C1, pH 7,3, tres veces durante 24-4B horas,

para eliminar las proteínas no precipitadas. Se trasladaron luego

a un recipiente con agua destilada y se agitaron durante 4-6

horas para eliminar el CINa del gel. Se dejaron secar a

temperatura ambiente hasta obtener una fina película de agarosa y

se tiñeron cubriéndolas con una solución de azul brillante de

Coomassie al 0,057. durante un par de minutos. Después se
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decoloraron con una solución de etanol al 95% y ácido acético al

57. durante 30-60 minutos, hasta que salo quedaron teñidas las

bandas de precipitación.

3.2. PURIFICACIÓN Y AISLAMIENTO DE LA IgG DE RATA

Se utilizó el método de Rei f (150). La IgG se obtuvo del

suero de 30 ratas normal es,de raza Wistar, que se diluya al 1/2

con PBS y se precipitó con (IMH4>2S04 al 50'/., pH 7,4. Las

proteínas precipitadas (-fracción gamma-globul íni ca) se

centrifugaron, redisolvieron y posteriormente se dial izaron

frente a tampón fosfatos 0,001 M, pH 7,5, sometiéndose a una

cromatografía de intercambia aníónico utilizando una columna de

DEAE celulosa (DE-52 Whatman) equilibrada con tampón fosfatos

0,001, pH 7,5 <5 gr de DE-52 por cada mi de suero). La

preparación purificada se concentró a 7,8 mg/ml.

La pureza de la IgG se comprobó por inmunodifusión doble

dimensional y electroforesis a la concentración de 7,8 mgr/ml. La

concentración de la IgG se determinó por i nmunodi-F usi ón radial.

3.3. PREPARACIÓN DE AGREGADOS DE IgG DE UN TAMAF30 DETERMINADO

3.3.1. MARCAJE DE IgG POR EL MÉTODO DE LA CLORAMINA T

Se utilizó el método de Hunter y Greewood (¿>¿>,S6) con las

modificaciones de McCOnahey Y Dixon (117) para pruebas biológicas

en las que se necesitan actividades específicas bajas y un mínimo

de desnaturalización.
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Se incubaron de 6 a 7 mg de IgG de rata,en un volumen de 1 mi

de tampón de fosfatos o,5 M ,pH 7,3 con 1 mCi de 125I {disuelto

en 20 microlitros de tampón fosfatos O,05M, pH 7,3) y 50 mgr de

cloramina T a una concentración de 1 mgr/ml, durante 40 segundos

a temperatura ambiente y 1 min a 4 grados C. Transcurrido este

tiempo se hizo parar la reacción añadiendo 50 microlitros de

metabisulfito sódico (1 mgr/mi) y 200 microlitros de IK, 1 M, con

BSA al IX.

3.3.2. AGREGACIÓN DE LA IgG

La IgG marcada previamente con 125^ a una concentración de

7,8 mgr/mi, se agregó calentándola durante 30 minutos a 63 grados

C. Posteriormente se centrifugó a 3000 r.p.m. durante 15 minutos

para eliminar los agregados insolubles

La separación de los agregados de IgG marcados con 125j ¿e

la IgG no agregada se llevó a cabo medíante cromatografía

utilizando una columna de ultrogel ACÁ 22(LKB) equilibrada con

TES a pH 7,4, conteniendo BSA al 0,5% para evitar la

autoagregación de la IgG (89). Se obtuvieron agregados solubles

de un tamaño aproximado a 3x10^* daltones,que fueron almacenados

en alícuotas a -20 grados C.

El tamaño,homogeneidad y estabilidad de los agregados se

revisó mediante ultracentrifugación en gradiente de sacarosa.

3.3.3. ULTRACENTRIFUGACION EN GRADIENTE DE SACAROSA
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El gradiente se realizó mediante un formador de gradientes

(Isco,USA) en tubos de nitrato de celulosa de 5 mi de volumen

(Beckman). La sacarosa se disolvió en tampón tris-CLH, 0,15 M, pH

7,4. Se aplicaron alícuotas de 50 mi crol i tros de los agregados

solubles. Se centri -fugaron a 170000 g durante 2 horas a 4 gradas

C, en una ultracentrí-fuga Spinco L—2 de Beckman con un rotor

SW-50. Se utilizaron como marcadores IgM (coeficiente de

sedimentación 19 S), IgG (7S) y albúmina sérica bovina (4,5S). Se

recogieron -fracciones de 200 microlitros a partir del -final del

tubo. A cada una de las -fracciones se le añadieron 1,5 mi de PBS

a pH 7,5 y se leyeron en un espectro-fotómetro a 2B0 nm de

longitud de onda. Se contaron las c.p.m. de cada -fracción en un

contador gamma. Para el cálculo del coeficiente de sedimentación

se utilizó el método de Martin y Ames (128):

3.4. MODELO DE ENFERMEDAD CRÓNICA POR INWUN0COMPLEJ0S

3.4.1. INDUCCIÓN DE LA ENFERMEDAD

La enfermedad se provocó en 60 ratas Wistar de un peso

aproximado de 200 gr, con una modificación de las técnicas

previamente utilizadas (153). Se inyectó una dosis subcutánea de

5 mgr de ovoalbúmina di suelta en 25O microlitros de adyuvante

completo de Freund y 250 microlitros de suero fisiológico. A las

tres semanas se administró, por la misma vía,la misma cantidad

disuelta en adyuvante incompleto de Freund. Al cabo de una semana

y, diariamente, se administraron 10 mgr de ovoalbúmina

intraperitonealmente, disueltos en 0,5 mi de suero fisiológico.
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Al cabo de las 3 o 4 semanas de haber iniciado la inmunización

intraperitoneal se comenzaron a hacer proteinurias de la orina

recogida durante 18 horas. Se utilizó el método del

sul f osal icil i co para la determinación de la prcleinuria.

3.4.2. ESTUDIOS ANATDMOFATDLOGICOS

Las muestras para los estudios de inmuno-Fluorescencia renal y

hepática -fueron cortadas en secciones de 3 mieras con un

criostato y después depositadas en un portaobjetos.

Posteriormente se incubaron con antisueros comerciales anti-IgG y

ftnti-C3 de rata conjugados con -f luoresceí na (Cappel

Laboratories), a una dilución 1/10 en PBS, durante 45 minutos en

una cÁmar* húmed* y a temperatura ambiente. Después se lavaron

varias veces y se observaron en un microscopio de

i nmunof 1 uorescenc i a.

3.5. AISLAMIENTO DE CÉLULAS

3.5.1. SEPARACIÓN Y PURIFICACIÓN DE MONOCITOS CIRCULANTES

Se extrajo la sangre de las ratas con jeringas de plástica

heparinizadss, a través de la Aorta. Se diluyó 1/2 con PBS. Las

células mononucl eares fueron separadas mediante centrif ugaci fin

en gradiente de densidad con lymphoprep (Wyegaard and Co. A/S) .

Sobre 3 mi de lymphoprep se añadieron 6 mi de sangre diluida a

1/2 en PBS centrifugándose a 1800 r.p.m. durante 30 minutos a 4

grados C.
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Para obtener una población enriquecida de monocitos, y

basándonos en la capacidad de estas células para adherirse al

plástico, se incubaron 500.000 células, recogidas de la

interfase, en placas de cultivo de 24 pocilios de 16 mm de

diámetro (placas Costar), durante 2 horas, a 37 grados C, en una

atffiísfera saturada de humedad con un 5TÍ de CO2» eliminando las

células no adherentes con 2 lavados. La viabilidad contrastada

por tinción con azul tripan fue mayor del 90".

3.5.2. SEPARACIÓN DE CÉLULAS PARENO'JI MATOSAS Y NO PARENQUI MATOSAS

HEPÁTICAS

Se utilizó el métodc de Seglan (159) ligeramente modificado.

A ratas Wistar, hembras, de un peso aproximado de 200 gr

anestesiadas con éter, se les per-fundió el hígado mediante un1

catéter de te-Flon (Angiocath,Desert,Med.Inc.) a través de la

Porta, durante unos 3 min, a una velocidad de 25 ml/min, con una

solución de TBH, pH 7>4 y 0,15 M, a 37 grados C, saturada de

oxígeno y sin calcio. Después se per-Fundió con TBH pH 7,4 a 37

grados C, saturado de oxígeno, conteniendo 2,5 mM de calcio, 0,5%

(p/v) de colagenasa (tipo I,Sigma), O.O45í(p/v) de inhibidor de

tripsina (Sigma), durante 30 min a una velocidad de 25-50 ml/min.

Finalizada la per-fusión con cclagenasa se hizo una -filtración a

través de una gasa de algodón, centrifugándose el -filtrado a 60 g

durante un min a 4 grados C. El precipitado, donde se encontraban

las células parenqui matosas, se resuspendió en TBH-BSA al l'Át pH

7,4, 0,15 M y se volvió a centrifugar a 60 g durante un min a 4

grados C. Finalmente se resuspendieron en TBH-BSA al 17..
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El primer sobrenadante, que incluía a las célalas no

parenquímatosas, se centrifugó dos veces a 1000 r.p.m. durante 10

min a 4 grados C, en TBH-BSA al 1%. Resuspendi endose al -final en

el mismo tampón.

Los hepatocitcs se identificaron por su tamaño y

características morfológicas. La viabilidad contrastada por

tinción con azul tripán -fue mayor del S5TÍ en hepatocitos y 90-75%

en células no parenquimatosís.

La contaminación de hepatocitos en la suspensión de células

no parenquimatosas, y la de células no parenquimatosas en la

preparación de hepatocitos, determinadas contando 100 células de

cada preparación, -Fue menor del 17..

7.5.3. PURIFICACIÓN DE LAS CÉLULAS DE KUPFFER

Fsr¿ obtener una población enriquecida de células de Kupffer,

y basándonos en la capacidad de dichas células para adherirse al

plástica, incubamos en placas de poliestireno de 24 pocilios de

16 rom de diámetro (Costar,Cambridge) 500.000 células no

parenquimatosas, durante dos horas a 37 grados C, en una

atmósfera saturada de humedad con una concentración al 5% de C02.

Después se lavaron tres veces las placas con Tris completo con

BSA al 1?C para eliminar las células no adheri das (entre 40-607.).

3.¿.ESTUDIOS DE LA FUNCIÓN DEL SISTEMA MONONUCLEAR FAGOCITICO "IN

VIVO"

3.6.1. ACLARAMIENTO SANGUÍNEO DE LOS A-IgG MARCADOS CON 1 3 5I
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Se inyectaron en la vena yugular 40 microgramos de A-IgG

marcados con 123j e n 0,25 mi de TBS-BSA en las ratas

previamente anestesiadas con éter. Las muestras sanguíneas se

obtuvieron de la arteria de la cola de la rata a cada minuto

durante ej primer cuarta de hora, posteriormente c&óa 2 o 3

minutos hasta la inedia hora y, por último, cada 10 minutos, fi la

hora del inicio de la prueba, se sacrificó al animal. Las

muestras sanguíneas se recogieron directamente en micropipetas

calibradas y heparinizadas (Dade Diagnostic,Inc). Posteriormente

cada micropipeta fue centrifugada, midiéndose el hematocrito y

cortándola a través de la interfase hematíes/suero. El suero y

los hematíes fueron contados por separado en un contador gamma.

El aclaramiento sanguíneo de la substancia inyectada se

ajusta a una función exponencial, siendo la tasa de aclaramiento

dependiente de la dosis inicial, proporcional a la concentración

en sangre e inversamente proporcional a la cantidad ys.

fagüeitada. Representando gráficamente el logaritmo del 7. de 1 s

dosis en sangre frente al tiempo obtendremos una recta cuya

pendiente K nos dará una idea de la tasa de aclaramiento. Para

cada substancia se obtiene la ecuación de la recta:

(1) V- 1 og S= Kt + log So, donde S es el porcentaje de la

sustancia en un tiempo determinado, So=id para t=0 (ordenada en

el origen), K es la pendiente de la recta y t es el tiempo.

En su forma exponencial:

C2) 5=5010^*; diferenciando respecto al tiempo obtendremos

la velocidad de aclaramiento: V=dS/dt=10Kt 2,3026 KSo. Para

t=0,
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(3) V=dS/dt=2,3026K5o. De esta forma la velocidad de

aclaramiento se calculó para cada substancia al t=0.

De (1) K= log S-log So/t, nos da 1 a tasa de aclaramiento, y

De (3) ti/2=0,673/2,3026K, llamada vida media, representa el

tiempo al cual la mitad de la dosis inyectada ha sido aclarada de

la circulación.

Las pruebas de aclaramiento de A-IgG se realizaron en un

grupo de ratas enfermas a la 1/2 hora de haberles inyectado la

ovoalbilmina intraperitonealmente. En otro grupo a las IB horas de

la inyección de ovoalbúmina.

3.6.2. LOCALIZACTON TISULAR PE LGS A-IgG

A la hora de haber inyectado los A-IgG por la yugular en

ratas enfermas y, en ratas controles, se sacrificaron los

animales mediante exanguinacíón bajo anestesia con éter. Se

extrajeron el hígado, bazo, riñon, pulmones; se pesaron y se

contaran en un contador gamma, así como un trozo de piel. Lo

mismo se hizo con otro grupo de ratas que fueron sacrificadas a

los 5 minutos de haberlas inyectado los A—IgG. La 1 ocal ización

tisular se calculó según el porcentaje depositado con respecto a

la dosis inyectada y a la encontrada en el primer minuto del

aclaramiento sanguíneo.

3.6.3. CAPTACIÓN DE A-IgG POR HEPATQCITOS Y CÉLULAS NO

PARENOUIMATOSAS.
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A los 5 y 60 minutos después de inyectar los A-IgG en la

yugular se separaron y se aislaran los hepatocitos y células no

parenquimatosas, según el método descrito previamente.

Se contaron 300.000 células en un contador gamma, para

determinar el porcentaje unido a cada tipo celular

3.7. ESTUDIO DE LOS RECEPTORES Fe PARA LA IgG "IN VITRO"

3.7.1. CINÉTICA Y CONSTANTE DE AFINIDAD DE LA UNION DE LOS A-IgG

A HEPATOCITOS, CÉLULAS DE KUPFFER Y MONOCITOS.

Se incubaron 300.000 hepatocitc^ en TBH-BSA al 171 con una

concentración -fija de A-IgG marcados (5 microgr) , en un volumen

final de 200 microlitros a 4 grados C, a diferentes tiempos desde

5 minutos a 2 horas. Igualmente los hepatocitos se incubaron con

cantidades variables de A-IgG marcados durante 1 hora a 4 grados.

Finalwada la incubación el contenido de cade* tubo se centri-fugó

durante 1 minuto con 200 mi crol i tros de Ficoll al 6V. en PBS, en

^ubos de polietileno de 400 mi crol i tros, especiales para

mi crorentrifuga (Beckman, Instruments). El sobrenadante de la

centrifugación se recogió con una micropipeta y tanto el

sobrenadante como el precepitado se contaron en un contador

gamma.

La unión =• células de Kup-ffer st? realizó en placas de cultivo

de 24 pocilios de 16 mm de diámetro. Se incubaron 300.000 células

ádherentes con una concentración fija de A—IgG marcados , en un

volumen final de 250 mi crol i tros de TBS-BSA al IV., a diferentes

tiempos, desde 5 minutos hasta 2 hor-ss, a 4 grados C. Igualmente
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las células de Kupf-fer se incubaron con concentraciones variables

de A-IgG marcados durante 1 hora a 4 grados C. Transcurrido el

tiempo de incubación se lavó la placa varias vaces con el mismo

tampón y se arfadió Tritón xlOO al 17. (0,5 mi por pocilio?,

raspándose posteriormente la placa con una tjoma dura con el -fin

de liberar las células adheridas. Finalmente el sobrenadante se

recogió y se contó en un contador gamma.

El aislamiento de monocitos se realizó según lo comentado

previamente, estudiándose posteriormente la unión de A-IgG,

incubando la proteína con monocitos adheridos a placas de

cultivo, similares a las utilizadas con las células de Kup*-fer.

El resto de la experiencia para calcular la constante de

asociación se realizó según lo señalado para las células de

Kupf-í er.

3.7.2. CALCULO DE LA CONSTANTE ÜE ASOCIACIÓN

El cálculo de la constante de asociación se hizo usando la

ecuación propuesta por Shiu y Friesen (164), para una reacción de

segundo orden reversible.

3.7.3.a CARACTERIZACIÓN DE LA ESPECIFICIDAD DE LA UNION DE LOS

A-IgG A HEPATDCITOS Y CÉLULAS DE tUPFFER

Pé»ra detergí nar la especificidad de? 1 i* unión de ^^A-IgG a

hepatocitos y células de Kup-F-Fer <=.& hicieron diversas p^ueh^s títí

inhibición con di -f érenlos proteínas no mar-catSas radiactivairi?ntp.
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Los hepatocitos o las células de Kup-f-fer se incubaron una

hora, a 4 grados C, con una cantidart -fija de proteína marcada y

concentraciones variables de proyeíns sin marcar. Igualmente ¡-lar*

determinar si la unión se llevaba a cabo a través del *ragme>r>* o

Pe de la IgG, se hicieron diversos ensayos de? inhibirión con el

•fragmente F(ab') de la IgG.

3.7.3.b CALCULO DE LA CONSTANTE DE AFINIDAD

Una vez calculado el tiempo en que se lograba el equilibrio

de la unión de las proteínas a las células, se calculó 1*

constante de afinidad por la ecuación de Scatchartf, con lsc.

correcciones para la unión no específica de Charnnes y !*V3ÍJ¡. re

(23,156).

r/c=nK-rK

donde:r=número de moles unidos a cé lu las en el e q u i l i b r i o .

c=n:j<nero de moles l i b r e s .

n=náfnero de s i t i o s de unión.

K=constant.e de a-Finidad.

Se representó gráficamente r/c -frente a r.

3.7.4. ESTUDIO DF LA EXPRESIVIDAD DE LOS RECEPTORES Fe

LA FORMACIÓN DE ROSETAS

3.7.4.A. PREPARACIÓN DE LAS PARTÍCULAS DE PCLIACF'LAMTDA

RECUBIERTAS CON IgG.

Se realizaron otras pruebas para valorar la expresividad de

los FcR en hepatocitos y Kup-Ffer, mediante particul** de

pol.i acr i 1 arni da recutiertas con IgG de rata.
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Las partículas de pal iacri 1amida de 1 a 3 mieras de diámetro

CAffigel 701 Bio-Rad) se resuspendi eron en agua destilada y 5f=

centrifugaron a 3000 r.p.m. durante 15 minutos. Final i rada la

centrifugación se resuspendi eron en agu« destilada. Se incubaron

0,5 mi de esta suspensión con 1 mi de IgG(7,8 mg/ml> y se ajustrt

el pH a 5, aíTadi endose a continuación 10 mgr de EDAC y

volviéndose a ajustar el pH a 5, e incubándose durante 4 horas a

temperatura ambiente. Despups de la inc^baciín de \avsrao dos

veces, centrifugándose a 3000 r.p.m. durante 15 minutes, y

resuspendiíndosp al final en 1,3 mi de PES con a?i da. Para

comprobar el porcentaje de IQG unida a las part í cul a-5 se recogió

el sobrenadante de la prime-rn centr i 4 ¡ :gaci ín y se midió en un

espectrofotómetro a 280 nm de longitud de onda-

3.7.4.B. TÉCNICA PE ROSETEO

Para realizar la prueba de las rosetas en hepstocitos se

mezclaron, en una proporción 1:50, 300.000 células can

partícula*? recubiertas con IgG en un volumen de 250 mi crol i tros,

durante 5 minuto?. a 37 grados C y, posteriormente 1 hora, a 4

grados. Se resuspendieron suavemente, se añadió colorante

basófilo y se contaron en un heíTí. * toe i tón:«?tr o- Se contaron al

menos 100 células, crjn-ñi df?r Anéese positivas las r<j.t= tpníttn

pegadas 3 c más partículas.

Este oiismo precedí n-.i ente se útil ir 6 para las c¿* u'a'F de*

Kupffer y IPOPOCÍ tos, que fueron adheridos previamente a piara? de?

poliestireno de "*•" cm fCostar, Cambri dgei .



49

La especificidad de la unión al receptor se determinó con la

incubación de las células de Kupffer y de hepatocitos con

partículas de poliacrilamitía y A-IgG (300 microgí y se calculó

según el porcentaje inhibido.

3.8. ESTUDIO DEL CATABOLISMO DE LOS A-IgG POR LAS CÉLULAS DE

KUPFFER "IN VITRO"

3.8.1. CULTIVO DE CÉLULAS DE KUPFFER

Una vez obtenida una población enriquecida de células de

Kupf-fer, según se ha indicado previ amente<3.5.3. ) , éstas se

cultivaron durante 18 horas en FtPPll l£>40, supl ementado con BSA al

1JC, penicilina (100 uni dades/ml > , estreptomicina (100 raicrog/m') ,

2,4 mM de glutamina y 2,5 mM de I-lepes en las mismas placas de

pal i est ireno, a 37 grados C, en una atmosfera saturada de

humedad, con una concentración al SV. dt CCH- fil cabo de este

tiempo, el BOX de las células adherentes fueron capaces de

fagocitar zymosán y partículas de látex. La viabilidad medida por

tinción can azul tripán -fue del 90"/..

3.8-2. UNION, ENDOCITOSIS Y CATABOLISMO DE LOS A-IgG

Las células de Kupffer (300.000) se incubaron con una

cantidad fija de A-IgG marcados (5 microgramos) durante

diferentes periodos de tiempo,1,2,3,4 y 5 horas a 37 grados C, en

RPMI-BSA en una atmós-fera saturada de humedad y un 5*1 de C02, en

un volumen -final de 250 mi crol i tros. Finalizado el período de

cada incubación se recogió el sobrenadante y se precipitó ¡ron
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al 1OX. El porcentaje de A-IgG catabol i zadas se calculó dE-

siguiente -forma:

X de catabolismo=cpm del sobrenadante del TCAxlOO/cpm de 1 <a dc<s

de

Para determinar el porcentaje de A—IgG unidos a 1 as células,

se incubaron las células adheridas con tripsina, 0,75 mg/ml

(Merk.Darmstadt> en RPMI a 37 grados C, durante 20 minutos. El

sobrenadante de la incubación, conteniendo la radioactividad

unida a las células se recogió y se contó en un contador gamma.

La= células de Kutpffer no se despegaron por el tratamiento con

tripsina. La radioactividad que permaneció er¡ 1 *s cél Lilas

(captación intracelu3ar y endocitosis) íuí medida desfiue^ de le»

solubil izaci ón con 0,5 mi de tritín x 100 al IV.. La radioactividad

de cada duplicado se midió en un contador g^mma. La variación

entre los valores de los duplicados -fue siempre menor de un 15".

El 125j libre en los controles permanecía constante en c&tia

experiencia.

La unión, endocitosis y cstabolimo se expresó cerno porcentaje

de la dosis original de A-IgG.

3.9. DETECCIÓN DE TNtTJWaCOMPLEJOS

3.9.1. MÉTODO DE LAS CÉLULAS RAJI

Se investigó la posible e;:istenci¿» de inmuno complejos

circulantes por el método de las células Raji ít73), modi-ficado

por nosotros para utilizar anti-IgG marcada en?imáticamente, er

lugar de le anti-IgG marcada con TI25 (42,78). Los sueros se
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diluyeron al 1/4 con Tris-Tirode completo con BSA al 0,5*: y

glucosa al 0, 17.. Se incubaron 30 microlitros del suero diluido

con 2 millones de células (en 50 microlitras) durante 45 minutos

a 37 grados C. Después las células se lavaron tres veces con el

mismo tampón centrifugando a 1000 r.p.m., 10 minutos y se

incubaron con anti-IgG marc.A<l& con pero* i dasa (Nordic) durante 30

minutos a 4 grados C. Después las células se volvieron a lavar

tres veces, trasladándose el contenido de cada tubo a un pocilio

de una placa de ELISA» añadiéndose 200 microlitros de substrato

Í100 mgr DPD/10 mi de metano!), parándose la reacción con 100

microlitros de ácido sulfúrico 4 N. Posteriormente 'as placan se

leyeron en un lector de abscrvancias (Titertek Flow).

3.9.2. EXPRESIÓN DE LOS RESULTADOS

El análisis estadístico fue realizado según el método de Hall

f73) . Muestras de sueros de 10 ratí-i normales se probaron por

duplicado en 9 días diferentes. Se escogípron cuatro ratas con

media representativa de le; valores normales como controles de

todos los experimentos. De esta formó se obvió la variación

diaria. Con 1A media de los controles en cada prueba, se

estableció un límite de confianza de-I 95'::

(Ji -=Ci +2. TVP7\/^r2 +C;F|¿

V C f*

La expresión que está debajo de 1 a raí2 cuadrada representa

la suma de las variaciones de la media de los cuatro controles y

de los sueros problemas. 2,2497 es el punto más altn de la

distribución t de Student para B grados de libertad y el 93" de

confianza. La media de 1 o<? duplicados de los sueros problema ;e
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dividió por Ti/Ui representa la relación -fracciona! del suero

problemapara el límite de confianza más alto de la población

control. Si Ti/Ui está por encima de 1,0 el valor del suero

problema sobrepasa el límite de confianza del 95X y se considera

anormal.

3.10. ESTUDIOS ESTADÍSTICOS

Salvo cuando se señale explícitamente las pruebas

estasdísticas se hicieron con la t de Student para datos no

emparej ados.



RESULTADOS



4.1. AISLAMIENTO Y PURIFICACIÓN DE LA IgG

En la Figura 1 se muestra el perfil de elución de la IgG de rata

obtenida después de pasar por una columna de celulosa DEAE(DE-52>

equilibrada con tampón -fosfatos 0,01 M, pH 7,5, un suero de rata

precipitado previamente con (NH4)2 504 al 5O7Í, pH 7,4 y equilibrado

en el mismo tampón (Figura 1). La IgG se concentró por

ultrafi 1tración hasta una concentración de 7,8 mgr/ml y se comprobó

su pureza por i nmunoel ectro-f oresi s con diversos ant i sueros

ffionoespecífieos (anti-IgG, anti-Igf! y anti-IgA) y con antisuero total

de rata normal, dando un sólo arco de precipitación frente a

anti suero de rata normal y frente a un anti suero monoespecífico de

conejo anti-IgG de rata.

Asimismo se realizó una inmunodifusión doble dimensional frente a

un suero de conejo anti-IgG de rata y otro antisuero total de rata

normal, observándose una sola banda de precipitación.

4.2. PREPARACIÓN DE A-IgG SOLUBLES, MARCADOS CON 125T> ÜE U N p£SQ

MOLECULAR DERTERMINADO

La IgG se marcó con 125j c o n u n a actividad específica de O,2 a

0,3 mCi/mg por el método de la Cloramina T (117). Posteriormente se

prepararon agregados solubles por calentamiento de la IgG marcada a

63 grados C durante 30 minutos, seleccionando aquéllos que tenían un

peso molecular similar, mediante filtración en columna de Ultrogel

ACÁ 22 (Figura 2>.



FIGURA 1. Perfil de elución de la IgG de rata

de una columna de DEAE (DE-52 What-

man, 5x30 cm), equilibrada con fos-

fatos 0,015 M, pH 7,5.

H-2,0

300

Volumen eluido (mi)
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FIGURA 2. Perfil de elución de los A-IgG de una colum-
na de Ultrogel AcA 22 equilibrada con TBS-BSA
al 0,5% para evitar la autoagragacion. El volu-
men de exclusión de la columna es para sustan-
cias de un peso molecular mayor de 3xl6^daltones,
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El coeficiente de sedimentación se determinó mediante

ultracentriNugación en gradiente de sacarasa (5-40%) a 170.000 g

durante 2 horas a 4 grados C, siendo de 30 S (Figura 3). A partir de

tite coeficiente se estimó el peso molecular aproximado de los A-IgG,

que fue de 3.000.000 de daltones.

4.3. DESARROLLO Y EVOLUCIÓN DE LA ENFERMEDAD CRÓNICA POR

INMUNOCOMPLEJOS EN RATAS WISTAR

4.3.1. INDUCCIÓN Y CURSO DE LA ENFERMEDAD

Se comenzó a desencadenar la enfermedad en 60 ratas Wistar hembra

(Figura 4). El curso de la misma se caracterizó por el comienzo

súbito de la proteinuria, en general a partir de la 4 a 5 semanas del

inicio de las inmuniz*ciones intraperitoneales. En las ratas

controles la proteinuria fue de 8,9 + 1,2 mg/24 horas. . Todas las

ratas enfermaron según los criterios expuestos más abajo, mostrando

una disminución evidente de la vitalidad

4.3.2, INMUNOFLUORESCENCIA RENAL

Los estudios de inmunofluorescencia renal realizados a partir de

la segunda semana de haber comenzado la inyección diaria de

ovoalbtfmina intraperitonealmente mostraron depósitos mesangiales de

IgG (Figura S). Los estudios realizados posteriormente, a partir de

la tercera o cuarta semanas comenzaron a mostrar una proteinuria

mayor de 80 mg/24 horas. La inmunof1uorescenci a mostraba depósitos

granulares de IgG y C3 en las paredes capilares del glomérulo y en el

mesangio (Figura 6).
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FIGURA 3. Perfil de los A-IgG aislados mediante
filtración en ültrogel ACÁ 22 y, some-
tidos a ultracentrifugacion a 170.000
g durante 2 horas a 4 grados C, en un
gradiente de sacarosa 5-40%. La posi-
ción de los marcadores IgA polimerica
está indicado: U S .



FIGURA 4. DESENCADENAMIENTO DE LA ENFERMEDAD

f
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i.p. DIARIA
ENFERMEDAD

ta) OVA:ovoalbumlna ; (b) ACF:adyuvate conpleto de Freund ; (c) AIF:adyuvante Incompleto



FIGURA 5. mmunof luorescencia renal positiva mos-
trando un patrón mesangial, observado al
inicio de la enfermedad.



FIGURA 6. Depósito difuso de IgG en las paredes capi-
lares del riñon, detectado con antisuero an-
ti-IgG.
En la foto de abajo se observa el mismo caso
estudiado con antisuero anti-C3.
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Todas las ratas que presentaban una proteinuria mayor de 80 mg/24

horas» tenían depósitos granulares de Ig6 y C3 en las paredes

capilares del glomérulo y en el mesangio. Por tanto, -fueron éstos los

criterios establecidos para considerar que la enfermedad estaba

establecida (Tabla 6)

4.4. MANEJO DE LOS A-IgG POR EL SISTEMA MONONUCLEAR FAGOCITICO "IN

VIVO"

4.4.1. ACLARANIENTO SANGUÍNEO DE LOS A-IgG MARCADOS CON 125I

Se inyectaron 40 microgramos de A—IgG marcados, como dosis

trazadora, a través de la yugular, para estudiar el aclaramiento de

los A-IgG por el sistema mononuclear fagocítico. Las pruebas de

aclaramiento se realizaron en seis ratas enfermas, levemente

anestesiadas con éter, a la 1/2 hora de la inyección de la

ovoalbúmina i ntraperi toneal según se esquematiza en la -figura (Figura

7) . Como se observa en la -figura 9 las curvas de acl aramiento

mostraban una fase de eliminación rápida de A-IgG marcados con 12Sj

en los primeros 10 a 1S min, estabilizándose posteriormente y

alcanzando una meseta hasta los 60 minutos en los que se tomaban las

últimas (nuestras de sangre. La vida media (tl/2) del componente de

eliminación rápida de los A-IgG marcados fue de 4,6 + 2,3 minutos

signifi cemente más lenta que en las ratas controles sanas: 2,4 + 0,8

(Tabla 7 y Figura 8). Se consideró la t 1/2 el tiempo necesario para

eliminar el 50% del nivel de radioactividad observado al primer

minuto del estudio- El porcentaje de A-IgG aclarados cuando la curva



TABLA vi CRITERIOS DIAGNÓSTICOS DE LA NEFRITIS

- PROTEINURIA MAYOR DE 80 mg/18 h (Controles 8.9 + 1.2)

- INMUNOFLUORESCENCIA RENAL POSITIVA

- DEPÓSITOS GRANULARES DE IgG EN EL MESANGIO Y

EN LAS PAREDES CAPILARES.



FIGURA 7. Esquema que representa gráficamente el momento
en el que se practicaron las pruebas de rosetas,
y el aclaramiento de A-IgG, en ratas enfermas,
a las que se les seguía inyectando OVA i .p . dia-
riamente.

PRUEBAS DE ROSETAS

RATAS ENFERMAS

a las 1.5 h. de
la inyección de
OVA.

a las 10 h. de
la inyección de
OVA.

a las 19 h. de
la inyección de
OVA.

grupo control

PRUEBAS DE ACLARAMIENTO

RATAS ENFERMAS

GRUPO I:

a la media hora
de la inyección
de OVA

GRUPO II:

a las 18 horas
de la inyección
de OVA

GRUPO III: ratas control sanas
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FIGURA 8. Pruebas de aclaramiento. Tl/2 del
componente rápido de eliminación
de A-IgG.

A = Grupo I t
O = Grupo II
# = Controles
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FIGURA 9. Modelo de curvas de aclaramiento de A-IgG.
Cada curva es un ejemplo representativo de
los diferentes grupos.

0 = rata del grupo I
X = rata del grupo II
A = rata del grupo control
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TABLA VII ACLARAMIENTO DE A-IgG MARCADOS CON I 1 2 5: VIDA MEDIA (t 1/2)

NO DE RATAS t 1/2 (en minutos)

GRUPO I (b)

GRUPO II

GRUPO III

4,69 + 2,3 <c)

4,07 ± 1,2

2,40 ± 0,8

<0,05

h- <0,05

(a) t de Student para datos no apareados

(b) grupos constituidos según lo descrito en los resultados

(c) media ± una desviación standard
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de aclaramiento alcanzaba la meseta en las ratas enfermas fue del

87,30 ±. 8,51 V.y similar a la observada en controles 89,30 +3,53 %

(Tabla B).

Para val car la dinámica de la -función del SMF, y teniendo en

cuenta que la disminución de la actividad de los receptores Fe

observada tras la inyección de una dosis de inmunocomplejos, se

normalizaba a las 18 horas <135), decidimos realizar los

aclaramientos a las 18 horas de haber inyectado la ovoalbúmina

intraperi toneal. La t 1/2 de la -fase de eliminación rápida volvió a

estar signi f i cati vamente alargada 4,1 ± 1,2 minutos con respacto a

los controles <p<0,05) (Tabla 7 y Figura 8). Por otro lado, el

porcentaje de A-IgG aclarados cuando la curva de aclaramiento

alcanzaba la meseta estaba significativamente disminuida con respecto

a controles 64,87 ±. 5,75 vs B9,3O ± 3,51 <p<0,005) (Tabla 8 y Figura

93. El componente lento de la curva de aclaramiento no sufría

modificaciones notables a lo largo de la hora que duraba el estudio

(Figura 9).

Las c.p.m. contadas en sangre en estos estudios se consideraron

que correspondían a A—IgG porque más del 937. de las c.p.m.

precipitaban al añadirles ácido tri cloroacético al 107..

4.4.2. CAPTACIÓN TISULAR DE A-IgG MARCADOS

A la hora de haber inyectado los A—IgG marcadas con 125j y ¿e

haber iniciado los aclaramientos de A-IgS se sacrificaron a los

animales por exanguinación extirpándoles el bazo, hígado, ríñones,

pulmón y un trozo de piel según lo descrito en el apartado 3.



125TABLA VIII ACLARAMIENTO DE A-IqG MARCADOS CON I ; PORCENTAJE DE LA DOSIS ACLARADA

NO DE RATAS % ACLARADO % PERSISTENTE EN SANGRE p(a)

GRUPO I (b) 6

GRUPO II

GRUPO III

87,30 í 8,51(c)(d) 11,37 t 9,7

64,87 + 5,75

89,30 í 3,5

31,96 í 8,7

10,68 ± 3,5

1,005

1,005

(a) t de Student para datos no apareados

(b) grupos constituidos según lo descrito en los resultados

(c) media ± una desviación standard

(d) se escogió el punto de la curva en el que el porcentaje

de aclaramiento de A-IgG alcanzaba la meseta
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La captación por gr de tejido estaba aumentada en pulmón, piel y

ríñones de los grupos de ratas enfermas con respecto a controles

(Tabla 9), aunque solamente a nivel renal, ambos grupos de ratas

enfermas mostraban una captación de A-IgG estadísticamente

significativa mayor que los controles (p<0.05). La captación por gr

de tejido hepático y esplénico -fue similar . Cuando la captación se

calculó en valores absolutos tes decir, lo captado por toda la

viscera), los resultados -fueron similares, existiendo únicamente una

diferencia significativa a nivel renal (figura 13). En las ratas del

grupo I se observó una cierta correlación entre el porcentaje

aclarado de A-IgG marcados y el porcentaje de captación renal de

A—IgG marcados.

Los porcentajes de captación más elevados se observaron en hígado

y bazo, sin existir diferencias apreciables entre ellos cuando se

valoraron por gr de tejido. Sin embargo, en valores absolutos el

hígado captaba 14 veces más que el bazo (Tabla 10).

Teniendo en cuenta que la captación y fagocitosis hepática de

A-IgG de gran tamaño, como los utlizados por nosotros es rápida,

alcanzando sus valares máximos antes de la hora, estudiamos en otra

grupo de ratas, la captación hepática a los 5 minutas de haber

inyectado los A—IgG marcados. La captación par gr de tejido, respecto

a las cuentas totales determinadas en el suero del primer minuto del

aclaramiento, fue mayor en las ratas enfermas 19,14 V. frente al 15,76

V. en ratas control (Figura 11). Estas valores son 6,5 y 5 veces

mayores a los observados en las ratas que se estudiaron a la hora

(Figura 11). En cualquier caso, la captación hepática en cada rata

fue bastante desigual y la diferencia entre los tres grupos no fue

significati va.



TABLA IX CAPTACIÓN POR LOS DIFERENTES ÓRGANOS DE A-IgG (a)

BAZO PULMÓN RIÑON PIEL HÍGADO

GRUPO I(b) 3,78+1,74 0,98+0,03 2,71 + 1,56* 0,21 + 0,30 3,55 + 1,15

GRUPO II 3,83 + 1,86 1,92 + 1,51 2,60 + 0,77* 0,66 + o,38 3,03 + 1,44

GRUPO III 2,47 + 1,13 0,88 + 0,22 1,29 + 0,89 0,39 + 0,10 3,10 + 0,92

(a) los resultados vienen expresados en porcentaje captado por gramo de tejido, con rejs
pecto a la concentración obtenida en la primera muestra sanguínea.

(b) grupos constituidos según lo descrito en los resultados.
(c) media + una desviación standard.
* p<0,05.



TABLA X CAPTACIÓN DE A IgG POR EL HÍGADO Y BAZO (a)

NS DE RATAS BAZO HÍGADO

GRUPO II (b)

GRUPO III

6

6

1,5

1,5

22,9

22,9

(a) LOS RESULTADOS FUERON EXPRESADOS COMO PORCENTAJE, CON RESPECTO

A LA CONCENTRACIÓN OBTENIDA EN LA PRIMERA MUESTRA SANGUÍNEA

(b) GRUPOS CONSTITUIDOS SEGÚN LO DESCRITO EN LOS RESULTADOS
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4.4.3. CAPTACIÓN "IN VIVO" DE A-IgG MARCADOS POR HEPATOCITOS Y

CÉLULAS NO PARENQUIMATOSAS

Se inyectaron 40 microgramos de A-IgG, a través de la yugular a

ratas previamente anestesiadas con éter. A los S minutos se les

extrajo el hígado, separándose los hepatocitos de las células no

parenquimatosas (células de Kupffer y endoteliales -fundamentalmente),

por el método descrito previamente. La captación »n las ratas

enfermas -fue mayor en las células no parenquimatosas 81% vs 197. que

en hepatocitos. En controles los porcentajes fueron más parecidos,

677. vs 337. (Figura 12).

4.4.4. INMUNOFLUORESCENCIA HEPÁTICA

Los estudios de inmunof1uarescencia hepática se practicaron en 12

ratas con anti sueros anti-IgG y anti-C3 de rata. Cinco pertenecían al

grupo de ratas que se sacrificaron a la hora y media de haber

recibido la inyección intraperitoneal de ovoalbúmina (Grupo I); las

otras 7 pertenecían al grupo que la habían recibido 19 horas antes

(Grupo II). La inmunof1uorescencia fue claramente positiva en 4 ratas

del primer grupo y en el limite de la positividad en la quinta para

el antisuero anti-IgG (Tabla 11 y Figura 13). Por el contrario fue

negativa en las 7 ratas enfermas del grupo II (Tabla 11).

El patrón de inmunofluoresecencia fue difícil de definir, en unas

ratas parecía tener una distribución sinusoidal (figura 13), mientras

que en otras parecía más difuso. Todos los estudios para detectar C3

fueron negativos.
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FIGURA 12. Captación porcentual "in vivo" de células no pa-
renquimatosas y hepatocitos. Las barras represen-
tan las medias de los valores obtenidos en cinco
ratas de cada grupo. Las ratas enfermas pertene-
cían al grupo II (a las que se inyectó la OVA 18
horas antes). La capatación de los A-IgG marcados
por los hepatocitos y las células no parenquimato-
sas, se determinó a los 5 min de habérselos inyec-
tado.

\i m] = ratas enfermas del Grupo II

t j = ratas sanas control



TABLA XI ESTUDIOS DE ÍNMUNOFLUORESCENCIA HEPÁTICA

GRUPOS CASOS ESTUDIADOS POSITIVIDAD ANTI-IqG

1 5 5*

II 7 0

* en un caso la Ínmunofluorescencia se consideró en el límite
de la positividad.

** en cuatro ratas controles sanas, la Ínmunofluorescencia fue
negativa.



FIGURA 13. Inmunofluorescencia hepática positiva
con antisuero anti-IgG, observada en
ratas enfermas del Grupo.I. Todas las
pruebas de inmunofluorescencia realiza^
das en las ratas del Grupo II fueron
negativas. Por el contrario, cuatro de
cinco de las hechas en las ratas del
Grupo I fueron positivas, estando la
quinta en el limite de la positividad.
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4.5. CAPTACIÓN DE A-IgG POR HEPATOCITOS, CÉLULAS DE KUPFFER Y

MONOCITOS AISLADOS.

4.5.1. CONSTANTE DE ASOCIACIÓN DE LOS A-IgG MARCADOS PARA LOS TRES

TIPOS CELULARES. CAPTACIÓN DE A-IgG POR CÉLULA.

La unión de A-IgG marcados con 125¡ a hepatocitos, células de

Kupffer y inonocitos fue estudiada utilizando el método descrito por

Segal y Hurwitz (157a) para células en suspensión, con la

modi-f icaci ón de Lañe y cois (113). Las pruebas de unión de A-IgG a

células de Kup-ffer y monocitos se hicieron en placas de cultivo.

Ambos métodos permiten una rápida separación de la proteíná unida a

las células de la proteína libre, minimizando la disociación que

ocurre en procesos con lavados de mucho más tiempo.

Los tres tipos celulares se incubaron con una cantidad fija de

A-IgG marcados a diferentes tiempos hasta 2 horas y a 4 grados C para

evitar la endocitosis. Aproximadamente el BO'Á de la unión de los

A-IgG a los hepatocitos tiene lugar en los primeros 30 minutos, a

partir de los cuales se alcanza el quilibrio (figura 14)j en células

de Kup-ffer y en monocitos el equilibrio en la unión de A-IgG se

alcanzó a partir de 10 a 15 minutos de incubación.

La constante de asociación de los A-IgG a los tres tipos

celulares se ajustó a una reacción de segundo orden de tipo

reversible y fue calculada por el método de Shiu y cois (164). La

constante de asociación fue más alta para células de Kup-ffer y

monocitos que para hepatocitos, 0,O38, 0,O13 y 0,0087 m-1

respecti vamente.



FIGURA 14. Curvas de asociación de los A-IgG a monocitos,
hepatocitos y células de Kupffer. Se incubaron
3xlO5 células con A-IgG a diferntes tiempos, a
40 C. El cálculo de la costante de asociación
usando la ecuación propuesta por Shiu y Friesen
(164). Cada curva es un ejemplo representativo.

M 6

120

TIEMPO (MINUTOS)

240

• = hepatocitos

O - células de Kupffer

"*" = monocitos
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El porcentaje de unión da A-IgG a hepatocitos fue 8 veces

superior que a las células de Kupffer y monocitos. La unión de A-IgG

a estas dos ultimas células fue similar.

Con objeto de saber si la temperatura a 4 grados C era suficiente

para evitar la endocitosis de los A—IgG se repitieron dos

experiencias con hepatocitos no viables que demostraron una constante

de asociación similar, así como la captación por célula.

4.6. EXPRESIÓN DE LOS RECEPTORES Fe PARA LA IgG EN CÉLULAS DE

KUPFFER, HEPATOCITOS Y MONOCITOS

4.6.1. FORMACIÓN DE ROSETAS CON PARTÍCULAS DE POLIACRILAMIDA

RECUBIERTAS CON IgG DE HEPATOCITOS, CÉLULAS DE KUPFFER Y MONOCITOS

Tras la separación de hepatocitos, células de Kupffer y monocitos

según la metodología previamente descrita, se realizaron los estudios

de los receptores Fe mediante la formación de rosetas por estos tres

tipos celulares según se esquematiza en la Figura 7. Estos estudios

se realizaron en ratas enfermas a la 1,5 horas de la inyección de

ovoalbúmina intraperitoneal. Según puede observarse en la figura 15'

el porcentaje de células de Kupffer que formaban rosetas fue

significativamente menor (p<0,01) en ratas enfermas (18,3 + 7,2 7.)

que en las ratas control (40,9 + 7,9 7.) (Figura 15).

Como otros autores habían observado previamente que después de

una única inyeeción de inmunocomplejos en ratas el número de

receptores Fe descendía para reaparecer a las 18-24 horas a sus

valores normales (135). decidimos estudiar el mismo proceso en

nuestro modelo de enfermedad crónica por inmunocomplejos producidos
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FIGURA 15. Formación de rosetas por células de Kupffer y he-
patocitos a diferentes tiempos desde la última in
yección de OVA. El porcentaje de células de Kupffer
y hepatocitos, de ratas controles, que forman rose-
tas fue del 40,9 ± 7,2% y 45,03 ± 6,38%. Cada pun-
to es la media de los resultados obtenidos en 7 ra-
tas, excepto las pruebas realizadas a las 10 horas,
que solamente se hizo en un caso.
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endógenamente. Como puede observarse en la -figura 15, el porcentaje

de células de Kupffer que -forman rosetas, en ratas enfermas» a les 10

horas de la inyección de ovoalbúraina -fue muy parecido (37 7.) al del

grupo control, mientras que a las 18 horas el porcentaje -fue

significativamente más elevado en ratas enfermas (75,6 + 7,4 '/,) que

en controles (p<O,O01).

Varios autores han señalado las similitudes entre los monocitos

(células circulantes del sistema mononuclear fagocítico) y otras

células tisulares del sistema mononuclear fagocítico. Incluso se ha

sugerido que en determinadas enfermedades reumatológicas y, en

general enfermedades de patogenia inmune, el monocito podría

proporcionar cierta información de la situación funcional del

conjunto del sistema mononuclear fagocítico (107). Para intentar

verificar esta hipótesis estudiamos la expresión de los receptores

Fe para la IgG en monocitos, células de Kupffer y hepatocitos en

nuestro modelo. Por razones técnicas las pruebas de rosetas solamente

se pudieron realizar a las 18 horas de la inyección de la

ovoalbúmina. En ese momento el porcentaje de monocitos de las ratas

que formaban rosetas (33,3 + 7,9 X> fue similar al de las ratas

controles (34,7 ± 15,4 '/.) (Figura 16). Por el contrario, segOn hemos

visto antes el porcentaje de células de Kupffer formadoras de rosetas

estaba incrementado con respecto a controles. Los hepatocitos, poi-

otra parte, mantenían un porcentaje elevado en los tres tiempos en

que se realizó la prueba; 1,3 horas (76,67 ± 6,45 X), a las 10 horas

(74,26 %) y a las 18 horas Í75, 16 + 8,53 7.), con diferncias que

fueron significativas con respecto a los controles (figura 16).



FIGURA 16. EXPRESIVIDAD DE LOS Receptores
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FIGURA 16. Expresividad de los receptores Fe. Porcentaje de monoci-
tos, células de Kupffer y hepatocitos que expresan rece£
tores Fe para la IgG, en ratas sanas y enfermas (éstas
del Grupo II). El porcentaje de reeptores se determinó
por la técnica de roseteo. Cada barra representa la me-
dia de 7 animales.
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Estos resultados sugieren que los monocitos y las células de

Kupffer reaccionan de -forma diferente en una situación de estímulo

crónico por ininunocomplejos.

Las pruebas de inhibición de la formación de rosetas con A-IgG en

células de Kupffer mostraban una inhibción del BO % (figura 17) y del

75X en hepatocitos.

4.6.2. CARACTERIZACIÓN DE LA ESPECIFICIDAD DE LA UNION DE LOS A-IgG

A partir de los resultados obtenidos en el estudio de la

constante de asociación, los estudios para determinar la constante de

afinidad y el número de sitios de unión se hicieron tras una hora de

incubación a 4 grados C.

Para comprobar la especificidad de la unión de A-IgG a

hepatocitos, células de Kupffer y monocitos se hicieron diversas

pruebas de inhibición. Se incubaron dichas células con A-IgG marcados

y con concentraciones 200 veces superiores de A—IgG sin marc&r. La

unión de los A-IgG marcados en los tres tipos celulares fue

totalmente inhibida por los A-IgG.

4.6.3. CONSTANTE DE AFINIDAD Y NUMERO DE SITIOS DE UNION PARA A-IgG

POR CÉLULA

Se hicieron estudios con diferentes concentraciones de A-IgG con

hepatocitos, Kupffer y monocitos hasta alcanzar una meseta en la

unión de los A-IgG a dichas células. La saturación de las células de

Kupffer y monocitos se alcanzó con unas concentraciones de A-IgG de

O-2X108 M y en hepatocitos de 0.7X108 M . La unión en la

situación de equilibrio fue medida al cabo de 1 hora a 4 grados C.



INHIBICIÓN DE IA FORMACIÓN DE ROSETAS
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FIGURA 17. La inhibición de la formación de rosetas por
las células de Kupffer se realizó incubando
dichas células con partículas de poliacrila-
raida recubiertas con IgG de rata, y concen-
traciones elevadas de A-ígG.
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La constante de a-finidad se calculó por el método de Scatchard

(156). La constante de a-finidad de la unión de los A— IgG a las

células de Kupffer -fue de 0,86xl08 M-1 en ratas enfermas y

37,47x10^ M —1 e n ratas sanas. El número de receptores Fe para

los A-IgG en las células de Kupffer de ratas sanas fuá de 6,5xlO4

similar al observado en ratas enfermas 7,0x10 4 (Tabla 12).

Los hepatocitos de las ratas enfermas también mostraron una

dismunción de la constante de afinidad con respecto a controles,

aunque en éstas el número de receptores par célula estaba

notablemente elevado: 21,lOxlO5 vs 4,51xlO5 (Tabla 12).

Respecto a la relación entre hepatocitos y Kupffer pudimos

observar que el número de receptores tanto en ratas sanas como

enfermas era siempre superior en hepatocitos . Por el contrario la

constante de afinidad fue inferior en ambas situaciones.

4.7. DETERMINACIÓN DEL NIVEL DE INMUNDCOMPLEJOS CIRCULANTES

Para estudiar la relación entre la expresión de los receptores Fe

para la IgG con la posible presencia de inmunocomplejos circulantes,

se obtuvo suero de las ratas enfermas a las 0,5 y IB horas de la

inyección de la ovoalbúmina, coincidiendo con los estudios de rosetas

en monocitos y células de Kupffer. Las 5 ratas que habían recibida la

inyección intraperitoneal de ovoalbúmina 0,5 horas antes tenían

inmunacomplejos circulantes (Ti/Ui = 1,58 + 0,4, media + desviación

standard). Por el contrario, ninguna de las ratas enfermas estudiadas

a las 1S horas de la inyección de ovoalbúmina tenía inmunocomplejos (

Ti/Ui = 0,84 ± 0,1) (figura 19). Ninguna de las 7 ratas control

mostraba inmunacomplejos (Ti/Ui = 0,84 ¿ 0,1).



TABLA XII SITIOS DE UNION Y CONSTANTE DE AFINIDAD PARA LOS A-IgG EN HEPATOCITOS Y KÜPFFER

RATAS SANAS RATAS ENFERMAS*

NO DE MOLÉCULAS/
CÉLULA ± SD** AFINIDAD (M^xlO8) ±SD***

NO DE MOLÉCULAS/
CÉLULA** AFINIDAD***

HEPATOCITOS 4,51 ± 2,2xlO5 13,69 ± 6,2xlO8 21,10 ± 8,32xlO5 0,50 * 0,29x108

CÉLULAS DE
KUPFFER

7,00 ± 3,1x104 37,47 + 13,98xio8**** 6,50 ± 3,31xlO4 0,86 ± o,
****

*ratas enfermas del grupo II (se les había inyectado la OVA 18 horas antes)
***constante de afinidad determinada por la prueba de Scatchard
**número máximo de sitios de unión por célula, calculado multiplicando los
moles de proteína unida en la saturación (intersección con el eje de las
abcisas) por el número de Avogadro y dividiendo por el número de células

****p<0,05
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En las ratas del Grupo I la presencia de inmunocomp1ejos

circulantes explicaría el patrón positivo de inmuno-Fluorescencia

hepático y, la disminución de la formación de rosetas por las células

de Kupffer, pero no la prolongación de la t 1/2 del aclaramiento de

A-IgG (figura 20).

Por otro lado, en el grupo II no existían inmunocomplejos

circulantes, las rosetas de Kupffer estaban incrementadas y, sin

embargo, el aclaramiento también estaba retardado con respecto a las

ratas control (figura 20). Para buscar posibles explicaciones a estos

hechos realizamos los siguientes experimentos de catabolismo celular.

4.8. UNION, ENDOCITOSIS Y CATABOLISMO DE LOS A-IgG EN CÉLULAS DE

KUPFFER DE RATAS ENFERMAS Y CONTROLES

Incubamos 5 microgramos de A-IgG marcados durante 1,2,3,4 y 5

horas a 37 grados C con células de Kupffer de ratas enfermas,

previamente cultivadas durante 18 horas, midiendo la unión,

endocitosis y catabolismo de los A-IgG. Estos estudios se hicieron en

ratas enfermas a las 18 horas de la última inyección de ovoalbúmina y

en ratas sanas.

Igual que observamos a 4 grados C a 37 grados la unión de A-IgG a

las células de Kupffer estaba descendida con respecto a controles

(figura 21), aunque esta disminución no alcanzaba significación

estadística. La endocitosis mostró un descenso significativo en todas

las horas con respecto a los controles,fundamentalmente a partir de

la cuarta hora de incubación (figura 22). Asimismo el catabolismo,

probablemente como consecuencia de la disminución de la endocitosis

mostraba a partir de la cuarta hora de incubación un descenso



1,5 horas (GRUPO I) 18 horas (GRUPO II)

t 1/2 del aclaramiento de A-IgG

% circulante de A-IgG

inmunocomplejos circulantes

inmunofluorescencia hepática

t

OVA 1,5 horas 18 horas

FIGURA 20. Representación esquemática de los resultados del estudio de la
situación del sistema mononuclear fagocítico, en las ratas en-
fermas, en relación con el momento de la inyección de la OVA.
Para profundizar en el estudio de esta situación, nos plantea-
mos analizar la función de los receptores Fe "in vitro", mediari
te la formación de rosetas con partículas recubiertas con IgG, la
prueba de Scatchard y la unión, endocitosis y catabolismo a 37 o C.
Las zonas oscuras del gráfico representan el tiempo durante el que
se hicieron las pruebas de aclaramiento.



FIGURA 21. Unión de A-IgG. Se incubaron 3xlO5 células de
Kupffer con 5 microgramos de A-IgG, durante
diferentes tiempos a 37 fi C, Los valores re-
presentan la media ± SD de 5 experimentos di-
ferentes. Cada experimento se realizó por du-
plicado.

UNION
#RATAS SANAS

ORATAS ENFERMAS

t

W
Q

CO
O
99
o

wo

2
W

O

6 -i

5 -

4 -

3 -

2 -

1 -

TIEMPO (HORAS)



FIGURA 22. Endocitosis de A-IgG. Después de eliminar los
A-Igg unidos a las células, éstas se solubiLi
zaron con tritón xlOO, midiéndose posteriormeri
te los A-IgG que habíah sido endocitados.
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considerable con respecto a controles, aunque no llegó a ser

estadísticamente significativo (figura 23).



FIGURA 23. Catabolismo de A-IgG a 37 o cpor células
de Kupffer. Los valores representan la
media de 5 experimentos con ± SD.
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5. DISCUSIÓN



El SMF cumple un papel clave tanto en el procesamiento de los

antigenos y en la modulación de la in-flamacián como en la eliminación

y degradación de los inmunocomplejos circulantes (127,133a). Se ha

sugerido por diversos autores que un mejor conocimiento de la función

inmunoeliminadora del SMF conllevaría una mayor comprensión de la

etiopatogenia de cierta» enfermedades autoinmunes, e incluso un

abordaje terapéutico diferente (162). Haakenstad y cois demostraron,

en animales sanos, que la saturación del SMF podría conducir a una

prolongación en la circulación de inmunocomplejos con el subsiguiente

depósito, causando inflamación y destrucción tisular (71).

En varias enfermedades autoinmunes humanas (lupus eritematoso

sistémico, artritis reumatoide, panarteritis nodosa, etc.) se han

observado aclaramientos defectuosos de inmunocomplejos particulados,

sugestivos de un mal funcionamiento a de la saturación del SMF. En

anímales crónicamente enfermos se han realizado muy pocos estudios,

proporcionando, además, resultados dispares. Así, en un modelo murino

de lupus eritematoso sistémico, en ratones NZB/NZW la saturación del

SMF era un prerrequisito preciso para que se produjera la

glomerulonefritis observada durante la evolución espontánea de 1 a

enfermedad (80,101). Sin embargo, Fimbloom y Plotz, recientemente,

utilizando como marcadores inmunocomplejos unidos covalentemente, no

observaron diferencias en los aclaramientos entre ratones híbridos Fl

NZB/NZW y controles (50). Grace y Brennan tampoco encontraron
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Alteraciones en el aclaramienta de inmunocomplejos (estos autores

hicieron las pruebas con dineros covalentes de IgG), aunque en el

estudio tisular observaron una disminución en la captación de A-IgG

por el hígado en las ratas enfermas, y en algunos animales también

por el bazo (64).

Aunque ya se han estudiado los efectos sobre el SliF de la

inyección de una gran dosis única de inmunocomplejos en ratones

normales(71), en ratones autoinmunes N2B/NZW (50,110) y en ratones

con enfermedad por inmunocomplejos endógenos provocada con

anticuerpos anti—inmunoglobuliñas (64), los efectos de

inmunocomplejos de gran tamaño sobre el SMF permanecían desconocidos,

siendo uno de los objetivos de la presente tesis el estudio de este

aspecto.

Las pruebas de aclaramiento se hicieron con A-IgG de un tamaño

bien definido, estables y de un peso molecular alrededor de 3

millones de daltones, que corresponden aproximadamente a 2O moléculas

de IgG. Trabajos de otros autores han demostrado que los A-IgG tienen

una conducta biológica similar a la de los inmunocomplejos del mismo

tamaño, teniendo capacidad, entre otras cosas de activar la secuencia

del complemento (1OO). En realidad en un inmunocomplejo, el papel del

antígeno es agregar fragmentos Fe, permitiendo así, distinguir los

fragmentos Fe de los inmunocomplejos de los Fe de la IgG monomérica

no unida al antigeno (51).

Los agregados utilizados se pueden catalogar como de gran

tamaño, siendo considerados muy patógenos cuando persisten circulando

en el torrente sanguíneo. Hay que tener presente que se utilizan como

substancias trazadoras, y que por tanto, no introducen ninguna
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modif icaci ón "per se" en los resultados de las pruebas en que se

utilizan <3S). Preferimos utilizar A-IgG mejor que inmunocomp1ejos

pre-formados, ya que éstos sufren un proceso posterior de disociación

en la sangre del animal que puede originar importantes artefactos

metodológicos (124). Además, en la superficie celular los complejos

no unidos cavalentemente tienden a agregarse (37).

Decidimos estudiar la función del SMF en un modelo

experimental de enfermedad crónica del suero en ratas, inducida por

la administración repetida diaria de ovoalbúmina. Escogimos este

modelo entre una amplia posibilidades de elección existente en la

actualidad, de diferentes especies y razas de animales con

enfermedades crónicas de aparición espontánea similares al lupus

eritematoso sistémico humano: ratones NZB/NZW, MRL 1, lupus canino,

etc (115a,149,169).Hubo varias razones que aconsejaran tal decisión:

En primer lugar, la producción endógena de inmunocomplejos en

los ratones NZB/NZW puede ser intermitente, o al menos irregular, a

lo largo de la evolución, lo cuál obviamente podría modificar los

posteriores estudios de la función del SMF. En segundo lugar, se ha

demostrado en estos ratones un defecto en la expresión Fe en células

hepáticas no parenquimatosas en una etapa precoz de su vida, tan

temprana como al mes de nacimiento (120). En tercer lugar, y por

último, la posibilidad de modificar la llegada del antígeno en

nuestro modelo, con la subsiguiente formación de inmunocomplejos,

según los requerimientos de cada experiencia concreta a realizar,

pudiendo controlar, al menos parcialmente una de las variables que

más pueden perturbar los resultados y el análisis ulterior de las

pruebas de aclaramiento como es el nivel sérico de inmunocomp1ejos

(6) .
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Las características de la enfermedad en las ratas fueron la

proteinuria masiva y la disminución de la vitalidad de los animales.

La proteinuria apareció de forma súbita, incrementándose de manera

continua a lo largo de la evolución. La microscopía óptica mostró una

glomerulonefritis difusa, severa, necrotizante con denudación

endotelial. Al mismo tiempo la inmunofluorescencia demostró la

existencia de depósitos difusos de IgG y C3 en la pared capilar

glomerular. La secuencia inmunopatogénica de la enfermedad separada

en sucesivas etapas sería la siguiente. Durante la fase inicial se

produce el depósito mesangial de inmunocomplejos. Posteriormente,

disminuye de forma considerable el nivel de anticuerpos,

produciéndose la reacción en exceso de antigeno, en cuyo momento

aparece la proteinuria, y, a nivel histopatológico la presencia de

depósitos inmunes en la membrana basal (100,176). En la tabla 1

pormenorizamos la localización de los inmunocomplejos durante la

evolución de la enfermedad.

Aunque en sentido estricto existen varias diferencias entre

esta enfermedad y el lupus eritematoso sistémico humana, se dan

también otras similitudes, como el tener una base patogénica parecida

(en ambas, el substrato fundamental es el depósito tisular de

inmunocomplejos con la correspondiente destrucción tisular) o las

lesiones anatomopatológicas. Por estos motivos creemos que, al menos

parcialmente, las condiciones biológicas en las que realizamos

nuestras experiencias son muy parecidas a las que se dan en la

enfermedad humana (176).
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En este sentido, 1* enfermedad crónica del suero en ratas es

un modelo -Fácilmente reproducible can un curso evolutiva muy

homogéneo, por lo que creemos que constituye un modelo útil en los

estudios en los que se requiere un modelo experimental de enfermedad

por inmunocomplejos.

El aclaramiento de A-IgG marcados, utilizando dosis trazadoras

de 40 microgramos por animal, inyectados en ratas enfermas del grupo

I (a las que se había inyectado la ovoalbúmina 1/2 hora antes del

inicio del aclaramiento> mostró una t 1/2 alargada ( 4,6 + 2,3

minutos) con respecto al grupo control <2¡,4 + 0fS

minutos) (p<0,01 >*. Sin embargo, la dosis aclarada con esa t 1/2 era

similar a la observada en el grupo control, hecho que interpretaremos

posteriormente.

Como ya hemos comentado, los diferentes resultados observados

en las pruebas de aclaramiento en animales con enfermedades crónicas

por inntunocomplejDs podrían tener su origen en una diferente

situación funcional del SMF. Para estudiar la dinámica del SMF,

realizamos las pruebas de aclaramiento a las 18 horas de la inyección

de la ovoalbúmina. Elegimos este tiempo porque estudios previos han

demostrado que la actividad de los receptores Fe reaparecía al cabo

de 12 a 18 horas de la incubación de inmunocomplejos con células del

SUF (135). La t 1/2 en este grupo de ratas enfermas (Grupo II) fue de

4,1 ± 1,2 minutos, similar a la del grupo I y, por tanto,

significativamente retardada con respecto a controles (p<0.05). En

este grupo de ratas enfermas (Grupo II) el porcentaje de A-IgG

aclarado cuando la curva de aclaramiento alcanzaba la meseta (64,B7 ±

5,75 X) era significativamente menor (p<0.005) que en las ratas

* ver pag 100* y 100"
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La eliminación sérica del antígenc en la enfermedad crónica del

suero en animales se debe a dos -factores. En primer lugar, y

fundamentalmente, a la eliminación inmune continuada, mediante la

formación de inmunccamplejos (6). A diferencia de lo observado en

conejos, en ratas no existen respondedores pobres al estímulo

antigénicc crónico inducido (43). El nivel de anticuerpos anti-OVA

varia a lo larqo de la enfermedad. Durante los primeros estadios,

preprcteinúricos. e::isten títulos elevados de anticuerpos, nc

detectándose antígeno libre circulante. Durante la -fase proteimirica

disminuye el título de anticuerpos anti-&SA, aunque tampoco se

observa antlgeno circulante (3 las 24 horas de su. administración).

Sin embargo. en esta fese de la enfermedad se produce un depósito

masivo de IC en diferentes tejido» de la economía (6). Todas las

ratas controles, en las que no se produce una respuesta humoral,

tienen antígeno circulante 24 horas después de su administración í¿>.

En segundo lugar, la OVA que es una proteína de bajo pe=o

molecular, se elimina rápidamente por filtración glomerular en la

enfermedad crónica del suero, durante la fase proteinúrica (76).

Por otra parte, Cárter y cois encontraron en ratones con una

enfermedad experimental por producción de IC endógenos. un

aclaramiento y captación normales de OVA, mientras que el

aclaramiento y la captación de IC inyectados estaban disminuidos

(20). Estos resultados demuestran que la alteración de la función de

un receptor, en este case- el Fe para la IgG en células de Kupfíer. no

se acompaña de la. alteración de otros receptores, como el de la OVA

Í2C) .
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For tanto, la eliminación sérica de OVA en la enfermedad

crónica del suero se hace por vía inmune y renal (6,48,76), y aunque

existiera también eliminación hepática, ésta no alteraría la función

mediada por otros receptores. En consecuencia, no consideramos

necesario hacer un grupo control de ratas sanas sometidos a una

inyección exclusiva de OVA.
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controles (89,30 ±3,5 7.) y en las ratas enfermas del grupo I (87,30

± 8,51 %>. Este nivel de A-IgG circulantes elevados se «antenía a lo

largo de la hora del estudio.

La captación tisular estaba aumentada en pulmón, piel y

ríñones de ambos grupos de ratas enfermas, aunque solamente a nivel

renal el aumento, en ambos grupos de ratas con nefritis, era

significativamente mayor que en los controles (p<O.O5). Por el

contrario, en hígado y bazo la captación fue similar en los tres

grupos (enfermas y controles).

El análisis de estos datos sugería que las ratas enfermas de

ambos grupos (I y II) tenían una saturación del SMF que producía un

alargamiento de la t 1/2 del componente rápido del aclaramiento, un X

elevado de A-IgG en la circulación (este hecho sólo en el grupo II)

y, por último, un aumento del depósito tisular de los A-IgG.

A continuación determinamos la posible existencia de

inmunocomplejos circulantes en ambos grupos de ratas. Se estudiaron

en cinco ratas que habían recibido la inyección de ovoalbúmina 1,5

horas antes, mostrando las cinco niveles de inmunocomplejos

circulantes (Ti/Ui - 1,58 ± 0,4). En una rata se determinaron

secuencialmente, en veintidós ocasiones, a lo largo de una hora

(mientras se realizaba el aclaramiento de A-IgG), siendo positivas

todas las determinaciones. Por el contrario, ninguna de las siete

ratas estudiadas a las 18 horas de la inyección de ovaalbúmina

presentaba inmunocomplejos (Ti/Ui = 0,84 ± 0,O4)

La confirmación de la aparición masiva de inoiunocoplejos

circulantes en las ratas del grupo I fue la presencia en cuatro de

las cinco estudiadas de un patrón inmuno-fluorescente positivo en el
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hígado (la quinta inmuno-fluorescencia se consideró en el límite de la

positividad). Por el contrario, todas las ratas del grupo II

mostraron resultados negativos.

Estos datos confirmaban la eclosión de inmunocomplejos en la

circulación a las 0,5 horas de la inyección de la ovoalbumina. En el

grupo I, el % de A-IgG aclarado al alcanzar la curva la meseta era

normal, aún existiendo inmunocomplejos circulantes en ese momento.

Estos datos indican la dificultad en valorar, en un

determinado momento, la situación real del StiF. Señalaba Plotz que

era preciso un concimiento más completo, tanto en la formación como

en la eliminación de inmunocomplejos por el SWF, para poder valorar

en su contexto f isiopatológico los resultadas de una o varias

determinaciones aisladas de inmunocomplejos (146a). En la misma

situación nos encontraríamos con respecto a las pruebas de

aclaramiento de inmunocomplejos, en las que pueden coincidir

numerosas variables capaces de modificar los resultados: tamaños de

los complejos (93), isotipo de los anticuerpos (158) y su afinidad

(145).

Cárter y cois, en un modelo experimental murino, observaron

una estimulación no específica del SliF, con un aclaramiento de

inmunocomplejos normal y una captación hepática dismunuida (20,64).

En este caso, el diferente tipo de agregados utilizados podría

explicar las diferencias con respecto a nuestros resultados, aunque

añaden un nuevo interrogante: ¿Cuántas pruebas de aclaramiento habría

que hacer y con cuántos tipos diferentes de inmunocomplejos

trazadores para conocer can cierta exactitud la situación funcional

del SMF en un determinado momento?
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Los inmunocomplejos son eliminados de la circulación por «1

sistema mononuclear fagocítico, vía los receptores de las cadenas

pesadas de ciertas inmunog1obuliñas (92). La secuencia lógica de los

resultados previos nos orientaba a proseguir los estudios a nivel

celular. En este sentido, decidimos estudiar los receptores para la

IgG en las células de Kupffer y en los hepatocitos.

Habíamos observado previamente como el órgano más activo en la

eliminación de inmunocomplejos solubles, en el ratón y la rata

normales era el hígado (134). Captaba 14 veces más que el bazo, aún

cuando por gr de tejido la captación fuese similar. Cuando se estudió

a los 5 minutos de haber inyectado los A-IgG marcados, estos valores

se incrementaron en 5 o 6 veces. Por lo tanto, si queríamos conocer

la situación funcional del SMF parecía necesario estudiarla a nivel

hepático (127). De hecho, Magilavy y cois encontraron un aumento de

la captación hepática de inmunocomplejos de IgG perfundidos a través

de la porta, en ratones NZB/NZW, frente a una captación normal cuando

se estudiaron los aclaramientos "in vivo" (118).

Primeramente estudiamos la formación de rosetas con partículas

de poliacrilamida recubiertas con IgG autóloga. Las células de

Kupffer de las ratas del grupo I, que tenían inmunocomplejos

circulantes, mostraban un descenso marcado en el porcentaje de

rosetas con respecto a controles (18,25 X versus 40,91 X). Estos

porcentajes se incrementaban, según transcurrían las horas, con

respecto a la inyección de ovoalbúmina. A las 10 horas era del 37 7.

y a las 16 del 75,18 % (p<0.05).
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Nuestros resultados muestran que simi larmente a lo que sucede

con una gran dosis única (14), en un modelo de enfermedad crónica, la

llegada de imnunocomplejos produce una disminución transitoria de la

expresividad de los receptores Fe (medida por rosetas) en células de

Kupffer. Con una situación de hiperexpresividad "basal" (creemos que

es la primera vez que se estudia la consecuencia de un estímulo

antigénico prolongado en células de Kupffer), quizá producida por el

estímulo crónico de los inmnunocomplejos circulantes sobre las

células (67) o bien debido a la acción de otro tipo de mediadores,

coflio el gamma-interferón (69,70)

Sin embargo, se observó una discordancia entre la

hiperexpresividad de los receptores Fe (medidos por rosetas) por un

lado yf por el otro, un estado de saturación del sistema mononuclear

fagocítico con elevación del nivel sérico y del depósito tisular de

los A-IgG. Por estos motivos, decidimos comprobar la captación de

A-IgG por célula, asi coma el numero y la afinidad de los sitios de

unión para los A-IgG. La captación de A-IgG por célula de Kupffer fué\

menor en las ratas enfermas. De forma significativa, la constante dej

afinidad estaba considerablemente descendida en las células de

Kupffer de ratas enfermas 0,86 ± 0,4 x 10BM_i vs 37,47 + 13,98 x

10° M~* en las ratas sanas, siendo el número de receptores

similar en ambos grupos.

Magylavy y cois encontraron en ratones NZB/W Fl una

disminución del número de receptores Fe con respecto a controles,

incluso antes de aparecer la enfermedad autoinmune (120). Nosotros

hemos encontrado una dismunución de 1 a constante de afinidad en las

ratas enfermas, siendo por el contrario similar el número de
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receptores. Esta discordancia, a parte de mostrar en ambos casos la

disminución de la capacidad de las células de Kupffer en unir

inmunocomplejos, puede suponer una patogenia diferente, ya que en los

ratones NZB/W Fl, pueden existir trastornos primarios del SMF que

•favorezcan la permanencia de inmunocomplejos en la circulación (120),

nientras que en nuestras ratas la enfermedad se manifiesta tras una

sobrecarga del sistema mononuclear fagocítico.

Por otro lado, en otro trabajo del mismo grupo, con la misma

cepa de ratones, se observó que la perfusión de A-IgG a dosis

saturantes desplazaba más fácilmente los inmunocomplejos marcados

perfundidos previamente en el hígado a través de la porta, en las

ratas enfermas que en las sanas (118). Magilavy sugería que este

desplazamiento indicaría una endocitosis disminuida o bien una

alteración mal de-Finida de la unión de los inmunocomplejos en el

hígado (118). En nuestro modelo, hemos demostrado la existencia I

concomítantemente de ambas hipótesis. Por un lado, una disminución de

la endocitosis y del catabolismo celular; por otro, una disminución

de la unión de A-IgG tanto a 4 grados C, sustentada en una

disminución de la constante de afinidad, como a 37 grados C.

Existen varías razones que podrían justificar la aparente

discordancia de estos resultados. Creemos que en principio

exteriorizan hechos biológicos diferentes, reflejando la formación de

rosetas la capacidad para la unión de inmunocomplejos particulados y

la unión de A-IgG una valoración de la función de los receptores

para la unión de inmunocomplejos solubles; que de hecho "in vivo" se

comportan también de una forma diferente (54). Hoch y cois

encontraron en enfermos con artritis reumatoide una hiperexpresivi dad
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de los receptores Fe medida por rosetas de hematíes recubiertos con

*QG y> sin embargo, una captación de A-IgG similar en enfermos y en

el grupo control (79). Además, la inhibición de la formación de

rosetas con A-IgG fue mucho menor en los monocitos de los pacientes,

en teoría crónicamente estimulados (79). Por otro lado, con la prueba

de las rosetas valoramos el X de células que expresan receptores,^

mientras que con el Scatchard obtenemos el número medio de receptores

y su afinidad por célula. En lo que respecta a las células de,

Kupffer, es posible que cada método de estudio de los receptores

seleccione algún subgrupo celular especifico (167). Además, las

partículas de poliacrilamida estaban recubiertas de IgG monomérica,

en tanto que la prueba de Scatchard se hizo con IgG agregada. La

disparidad entre la unión aumentada dej^osejtas^y la disminución, por

otro lado, de la captación y la constante de afinidad de los

receptores para los A-IgG sugiere la existencia de una heterogeneidad

y/o especificidad de los receptores Fe. En este sentido, estudios en

macrófagos y en monocitos han demostrado la existencia de dos

receptores distintos para la IgG (32,148,174,175). Gorman ha señalado

la diferencia de dos receptores para la IgG en linfocitos humanas,

que podrían estar juntos en la membrana celular pero no son idénticos

(¿2a). Hoch fue incapaz de inhibir completamente la formación de

rosetas de monocitos con hematíes recubiertos con IgG con A-IgG, un

dato más para sustentar la posibilidad de la existencia de dos

receptores diferentes para la IgG monomérica y los A-Ig5 (79).

En cualquier caso, la prueba de rosetas evidencia que en la

enfermedad crónica del suero en la rata existe uña hiperactivi dad en

algunas funciones de las células del sistema mononucIear fagocítico
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(152). No sabemos si dicha hiperactividad es debida a la estimulación

crónica por i nmunocompl ejos o bien a la existencia de otros -factores

producidos por la activación del sistema inmune, vg gamma-interferón

(69,70,144).

Estudios previos de nuestro laboratorio sugerían la presencia

de receptores Fe para la IgG en los hepatocitos estudiados "in vi tro"

(154), por lo que se pensó que de alguna -forma estas células

colaborarían en la eliminación de inmunocomplejos. El estudio de esta

función en las ratas enfermas nos proporcionaba una situación única

para valorar el papel de los hepatocitos en una situación de

estímulo y de eliminación crónica de inmunocomplejos. Tras la

inyección de A-IgG por vía venosa, la captación porcentual "in vivo"

fue mayor en célula de Kupffer (67%) que en hepatocitos (33%). En las

ratas enfermas aumentaba la captación por las células de Kupffer,

pasando al 81 % en ratas estudiadas a 1 os 5 minutos de la inyección

de los A-IgG. Cuando el porcentaje se midió a la hora de haber

inyectado los A-IgG, los resultados fueron similares a los observados

en ratas controles, 58,5 7. en células de Kupffer y 41,5 7. en

hepatocitos. La formación de rosetas en hepatocitos en ratas enfermas

estaba incrementada en todas las horas estudiadas con respecto a

controles. También estaba aumentada la captación de A-IgG. Mediante

la prueba de Scatchard confirmamos un aumento del número de

receptores, pero con una constante de afinidad inferior.

Estas resultados confirman la existencia de receptores para la

IgG en hepatocitos, aunque "in vivo" parecen tener un papel menos

activo que el sugerido por los estudios hecho "in vitro". De hecho,

parece que es la célula de Kupffer la que es capaz de modularse ante
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la llegada de inmunocomplejos, quizá por encontrarse en contacto con

el torrente circulatorio (31), mientras que los hepatocitos muestran

una cierta "insensibilidad" hacia ellos, aparte de que "in vivo" la

captación de A-IgG sea mayor en Kupffer al contrario de lo sucedido

con los estudios "in vi tro". Alternativamente, podría pensarse que el

hepatocito es menos susceptible de saturarse que la célula de

Kupffer.

Por estas razones, parecía que las células de Kupf-fer eran las

máximas responsables del aclaramiento de inmunocomplejos, por lo que

decidimos investigar si algún defecto en su funcionamiento podría ser

el origen de la saturación del sistema mononuclear fagocítico

observado en las ratas enfermas. Para ello analizamos la unión,

endocitosis y catabolismo de A-IgG en las células de Kupffer

(52,104,112). La unión de A-IgG a 37 grados C se estabilizaba a

partir de la segunda hora de incubación en las ratas enfermas,

mientras que en los controles ocurría a partir de la tercera hora,

estando en todos los tiempos más elevada en el grupo de ratas

enfermas (figura 21), aunque la diferencia no fue significativa. La

endocitosis fue significativamente menor en las ratas enfermas en las

cinco horas consecutivas en que se estudió, un hecho probablemente

secundario al paso limitante, que constituye la disminución de la

unión. A su vez, ambas disminuciones parecían condicionar el descenso

del catabolismo observada en las células de Kupffer de las ratas

enfermas, en todos los tiempos estudiados. Aunque hay que tener

presente, que los tres procesos en que se puede separar la

degradación de los A-IgG por las células de Kupffer son relativamente

independientes, y cualquiera de ellos podría estar afectado por

separado.
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La interpretación global de estos datos indicaría que la i

persistencia de inmunocomplejos en la circulación, o bien la <
H

producción de algún factor por células irtmunocompetentes, estimularía

a las células de Kupffer (£>7-70, 129, 132) , lo que se exteriorizaría

por el aumento de la -formación de rosetas. Aunque por otro lado,

dichos receptores Fe tendrían disminuida su capacidad de unión y

posterior ingestión y degradación de A-IgG, causa fundamental de la

persistencia de inmunocomplejos circulantes, con el consiguiente

depósito a nivel tisular. ¡

Los estudios de Frank y cois demostrando un defecto "in vivo"

del aclaramiento de hematíes recubiertos con anticuerpos específicos,

por el bazo en la anemia hemolítica autoinmune, propició la

realización de estudios similares en diversas enfermedades

autoinmunes, demostrándose más concretamente en el lupus eritematoso

sistémico una correlación con la cifra de inmunocomplejos circulantes

en algunos pacientes (174). Según hemos comentado en los estudios

previos, hemos corroborado las observaciones previas de Arend y

Mannik (5) y de Finbloodi y Plotz (50) que los inmunocompl ejos

solubles son eliminados preferentemente por el hígado, mientras que

los particulados lo son por el bazo (54). Con la metodología

utilizada por Frank, se obtiene una cierta idea de la situación del

SMF "in vivo", pero lo que demuestra fundamentalmente es la función

esplénica (53>. No hay que olvidar que en el bazo, tanto en el lupus

eritematoso sistémico, como en la artritis reumatoide, pueden

producirse situaciones de hiperfunción esplénica, quizá no mediadas

inmnunológicamente (57).
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Estudios análogos en animales» concretamente en ratones

NZB/NZW Fl, han mostrado resultados discordantes. Mannik y cois

observaron una disminución de la eliminación de inmunocotnplejos

formados por albúmina sérica humana- anti-albúmina sérica humana en

ratones adultos respecto a ratones jóvenes (127). Esto fue confirmado

por Morgan y Steward quienes encontraron un descenso importante de la

función macrofágica en estos ratones adultos, midiendo el

aclaramiento de poli vi 1pírrolidona que proporciona una medida de la

situación funcional del sistema mononuclear fagocítico independiente

de los receptores Fe (132a). Por el contrario, utilizando carbón

coloidal, se ha encontrado una hiperactividad del sistema mononuclear

fagocítico en ratones adultos, Finbloom y Plotz vieron que los

ratones NZB/W aclaraban inmunocomplejos más rápidamente que lo hacían

los ratones C3H (SO).Por último, Cárter y cois concluían que el

sistema mononuclear fagocitico de ratones con inmunocomplejos

crónicamente persistentes estaba inespecíficamente estimulado,

mientras que su capacidad para aclarar substancias vía el Fe estaba

selectivamente alterada (20). Estos resultados que sugieren que el

SMF muestra funciones de aclaramiento diferentes (137), nos incitaron

a buscar otra metodología que nos aproximara con más exactitud al

funcionamiento del sistema mononuclear fagocítico en la enfermedad

autoinmune humana.

Los monocitos sanguíneos circulantes comparten propiedades

comunes con el resto del SMF, entre ellas la presencia de receptores

Fe y C3b (84); por otro lado, son las células precursoras de los

macrófagos tisulares y son fácilmente accesibles para su estudio (8).

Por estas razones se ha sugerido que su situación funcional
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reflejaría la del resto del sistema mononuclear fagocítico (1C7). Se

han estudiado diversas -funciones de esta extirpe celular en varias

enfermedades autoinmunes humanas, alcanzando resultados muy dispares

(9,79,95). Hay que tener presente que numerosos trabajos en

diferentes animales indican la presencia de diferencias entre los

macrófagos de los distintos tejidos (115). Por estos motivos,

decidimos estudiar en nuestro modelo la expresividad de los

mencionados receptores y compararla con la detectada

concomítantemente en células residentes del sistema mononuclear

fagocítico (células de Kupffer).

Dicha expresividad fue medida por la prueba de rosetas en

ratas enfermas a las 18 horas de la administración de 1 a ovoalbúmina

y comparada con la encontrada en células de Kupffer. El porcentaje de

monocitos que formaban rosetas fue similar al del grupo control,

mientras que en las células de Kupffer el porcentaje estaba

incrementado.

Desconocemos las razones que pueden justificar estas

diferencias entre las células circulantes (monocitos) y las fijas

(células de Kupffer) del sistema mononuclear fagocítico. Es posible

que ambas células respondan de forma diferente al estimulo crónico

por inmuncomplejos. Otra explicación alternativa sería que la

ovoalbúmina estimularía exclusivamente a las células de Kupffer, y no

a los monocitos, pues estos últimos carecen de receptores para la

mi sma.

En cualquier caso, estos resultados sugieren que los monocitos

na se comportan de forma idéntica a como lo hacen las células de

Kupffer, por lo que en principio su situación funcional no debería
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interpretarse como el reflejo de la situación global del sistema

mononuclear fagocítico-



6. CONCLUSIONES
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En un modelo de enfermedad crónica por inmunocomplejos inducida

en ratas, tras las inyecciones repetidas de ovoalbúmina, hemos

estudiado la -función de los receptores Fe, tanto "in vitro" como "in

vivo", alcanzando las siguientes conclusiones.

1. En las ratas enfermas, que presentaban una ne-fritis

manifiesta (con depósitos en la pared capilar glomerular y

proteinuria masiva), se observó un aclaramiento retrasado de los

agregados de IgG marcados con *25l.

2. Coincidiendo con este retraso se evidenció un depósito

incrementado de los agregados en diversos tejidos, siendo

estadísticamente significativo a nivel renal.

3. Dependiendo del tiempo del estudio de las ratas enfermas, en

relación con la inyección de la ovoalbúmina, se observaron dos grupos

de animales. A la 1/2 hora de la inyección de 1 a ovoalbúmina (grupo

I), todos las ratas tenían inmunocomplejos circulantes y depósitos de

IgG en el hígado, estudiados por inmunof1uorescencia. El estudio "in

vitro" de los receptores Fe para la IgG, medidos por rosetas,

demostró una significativa disminución en la formación de rosetas de

las células de Kupffer de las ratas enfermas en relación al grupo

control. Estos datos estarían de acuerdo con la hipótesis clásica de

una saturación o bloqueo de los receptores, por la llegada masiva de

inmunocomplejos a la circulación. Lo que conllevaría a una

prolongación de los inmunocomplejos en la circulación, y su

subsiguiente depósito tisular.

4. A las 18 horas de la inyección de la ovoalbúmina (grupo II)

se observó, en todos los animales, una ausencia de inmunocomplejos

circulantes y de depósito hepático de IgG. El estudio de las células
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de Kupffer , demostró un incremento en la -Formación del número de

rosetas en relación con el grupo control.

S. Para estudiar los mecanismos del aclaramiento defectuoso en

las ratas del/grupo Il4 se realizaron estudios de la -función de los

receptores Fe a 4 y 37 grados. Las ratas enfermas mostraron un número

similar de receptores _al de los animales controles, pero con una

significativa disminución en su afinidad. También se observó una

disminución en la unión, endocitosis y catabolismo. Todos estos datos

sugieren que la saturación del sistema mononuclear fagocítico

residiría en una alteración de la función de los receptores Fe, que o

bien estarían bloqueados por la presencia en la circulación de

inmunocomplejos, o bien, mostrarían una expresividad anómala con una

función defectuosa.

é>. Por último, comprobamos que los monocitos (célula periférica

del sistema mononuclear fagocítico) no se comportan de forma idéntica

a como lo hacen las células de Kupffer (célula residente), en la

expresividad de los receptores Fe, medidos por rosetas, por lo que en

principio su situación funcional no debería interpretarse como el

reflejo de la situación global del sistema mononuclear fagocitico.



7 . RESUMEN



Hemos inducido una enfermedad crónica por inmunocomplejos en

ratas, fácilmente reproducible y con un curso evolutivo muy

homogéneo, para estudiar la -función de los receptores Fe del sistema

mononuclear fagocítico, tanto "in vivo" como "in vi tro"-

Las ratas enfermas se han estudiado en dos momentos diferentes,

en relación a la inyección de la ovoalbúmina, a la media hora (grupa

I) y las 18 horas (grupo II). Las pruebas de aclaramiento mostraron

una elevación de la tl/2 del componente rápido de eliminación de los

agregados de IgG, con un aumento del depósito tisular de agregados en

diversos tejidos, siendo significativo, respecto a controles

normales, a nivel renal. Todas las ratas del grupo I tenían

inmunocomplejos circulantes, depósitos de IgG, medidos por

inmuno-fluorescencia, en hígado y disminución de la formación de

rosetas con partículas de poliacrilamida recubiertas can IgG

monomérica. Ninguna rata del grupo II tenía inmunocomplejos

circulantes, siendo la inmunofluorescencia hepática negativa en todas

y mostrando un incremento, estadísticamente significativo, en la

formación de rosetas respecto a 1 os controles.

Estos datos sugerían la existencia de una alteración de la

función de los receptores Fe, por lo que se midió la actividad de

dichos receptores, mediante la unión de A-IgG a 4 y a 37 grados C-

Las células de Kupffer de las ratas enfermas tenían un número de

sitios de unión para los A-IgG similar a los controles, pero con una

afinidad significativamente menor. También se observó una disminución
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de la unión a 37 gradas C, así como de la endocitosis y del

catabolismo de los agregados.

Todos estos datos sugieren que la saturación del sistema

mononuclear fagocítico residiría en una alteración de la -Función de

los receptores Fcf que o bien estarían bloqueados por la presencia en

la circulación de inmunocomplejos (grupo I), o bien, mostrarían una

hiperexpresividad anómala con una -función defectuosa (grupo II). En

cualquiera de las dos situaciones se produce una persistencia en la

circulación de inmunocomplejos, con el subsiguiente depósito tisular

y la aparición de enfermedad.

Por otro lado, comprobamos que los monocitos (célula periférica

del sistema mononuclear fagocítico) no se comportan de forma idéntica

a como lo hacen las células de Kupffer (células residentes), en la

expresividad de los receptores Fe, medidos por rosetas, por lo que en

principio su situación funcional no debería interpretarse como el

reflejo de la situación global del sistema mononuclear -fagocítico.
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