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RESUMEN

1l dafio glomerular progresivo es la principal causa de insuficiencia renal y puede
producirse como consecuencia del deposito en el glomérulo de componentes bioldgicamente
activos, entre los que destacan los inmunocomplejos. Dentro del glomérulo, ¢l mesangio,
formado por células mesangiales y matriz extracelular, ocupa una posicidn central en la
estructura y participa de forma activa y muy importante en su funcionalidad. Estudios
previos han demostrado que las células mesangiales poseen un receptor especifico para igG,
cuyas caracteristicas biogquimicas son analogas a las de los receptores Fcry descritos en otras
células macrofagicas. l.a union y posterior endocitosis de los inmunocomplejos de IgG a
través de estos receptores produce una rapida activacion de las células mesangiales, que
liberan diversos mediadores de la inflamacion. Estudios en nuestro laboratorio han mostrado
gue la intcraccion entre las células mesangiales y los inmunocomplejos de IgA induce la
liberacion de i6n superoxido, PAF y eicosanoides, pero hasta el momento no se han
determinado las caracteristicas bioquimicas, moleculares y funcionales de los posibles
receptores para 1gA en estas células.

Los resultados que se exponen en esta tesis doctoral demuestran que en la célula
mesangial existe un receptor especifico para [gA, capaz de unir con alta afinidad esta
inmunoglobulina a través de la region Fc. Este receptor puede ser incluido en [a familia de
los receptores Fea, pues presenta ciertas analogias con los receptores Fee descritos en otros
tipos de celulas. l.os carbohidratos contenidos en la estructura de la IgA participan de forma
muy importante en dicha interaccion. Demostramos ademas algunos aspectos funcionales que
ocurren después de la ocupacion de los receptores de la membrana celular por la [gA, como
los fendmenos de endocitosis y degradacion de 1gA, y la activacion de los procesos de
transduccion de la senal (incremento del calcio intracelular), proliferacidon mesangial y
liberacion de citocinas (factor de necrosis tumoral ¢ interleucina 6).

Con este trabajo se aportan nuevos conocimientos sobre los mecanismos patogénicos
que proveocan dafio tisular en algunas enfermedades, como la nefropatia 1gA, una de las
glomerulonefritis mdas comunes en el mundo, caracterizada por el deposito de
inmunocomplejos de IgA en el mesangio. L.a interaccion de estos inmunocomplejos con las
células mesangiales provoca su activacion y la consiguiente liberacion de mediadores

proinflamatorios, participando asi activamente cn la progresion del dano glomerutar.
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Introduccion 1

1.- ESTRUCTURA Y FUNCIONES DE LA INMUNOGLOBULINA A:

1.1.- GENERALIDADES:

En 1959 Heremans aislé la inmunoglobulina A (IgA) del suero humano por vez
primera. Mas tarde, en 1963, fueron Tomasi y Sigelbaum los que encontraron a la 1gA
como inmunoglobulina predominante en las secreciones humanas (calostro, leche, saliva,
lagrimas y secrectones del tracto respiratorio, gastrointestinal y genitourtnario) |1].

Se han identificado dos subclases o isotipos de IgA: [gAl e IgA2. La IgAl
representa un 80-90% de la IgA sérica total y un 50-74% de la de las secreciones. Las
células igAl positivas se encuentran predominantemente en ¢l bazo, amigdalas, médula dsea
y varios nodulos linfoides, mientras gue [a mucosa intestinal y las glandulas salivales y
facrimales contienen practicamente el mismo numero de células IgA1 ¢ IgA2 positivas. La
vida media de ambas IgAl ¢ IgA2 se sita entre 4 v 6 dias {2]. Sélo se ha demostrado
polimorfismo genético en la subclase [gA2. Asi, este isotipo posee dos variantes alotipicos,
designados A2m(1) y A2m(2) [3].

Lixisten tres formas moleculares diferentes para la IgA: IgA monomérica, compuesta
por dos cadenas pesadas y dos cadenas ligeras, IgA dimérica y polimérica, compuestas
respectivamente por dos 0 mds moléculas unidas covalentemente a través de la cadena I, y
la IgA secretoria, formada por la IgA dimérica o polimérica que se unen covalentemente al
componente secretorio |1, 4.

La igA es la segunda inmunoglobulina mds importante en la circulacion, después de
la inmunoglobulina G (1gG). El grado de sintesis estd en el mismo orden de magnitud que
la igG, es decir, 19-30 mg/kg/dia para IgA y 30 mg/kg/dia para IgG. En estudios
posteriores se ha determinado que la sintesis combinada de IgA sistémica y secretoria es de
aproximadamente 60 mg/kg/dia. Por estas razones puede considerarse a la [gA como la
inmunoglobulina predominante producida en humanos [1, 2].

A pesar de su abundancia, se conoce relativamente poco acerca de las funciones de
la lgA. Recientemente ha resurgido el estudio inmunoldgico de estas proteinas, gracias a la

caraclerizacion bioquimica de las diferentes formas de 1a IgA. al desarrollo de los métodos
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de purificacion y a la disponibilidad de anticuerpos monoclonales frente a los distintos
isotipos. Todas las investigaciones realizadas en los altimos afios han hecho pensar en la [gA
como en una molécula con un papel en la inmunidad mas activo del que previamente se
habia considerado. Por otro lado, se han detectado niveles elevados de IgA sérica en muchas
enfermedades reumaticas y en otras de cardcter autoinmune, asi como en enferimedades
hepaticas e infecciones pesistentes, tales como endocarditis bacteriana y SIDA [5]. Algunos
estudios han demostrado que los inmunocomplejos de fgA pueden estar implicados en la
patogenia de una gran variedad de enfermedades, entre las que se incluye la nefropatia IgA,

una causa bastante comun de insuficiencia renal [6].

1.2.- ESTRUCTURA DE LA IgA:

La IgA estd compuesta por cuatro cadenas polipeptidicas, dos pesadas (llamadas «)
y dos ligeras (de tipo kappa o lambda). Los genes que codifican dichas cadenas estan
situados en los cromosomas 14, 2 y 22, respectivamente |7]. [.as cadenas ligeras son
andlogas a las de otros tipos de inmunoglobulinas y estan formadas por un dominio variable
(V;) y otro constante (). La cadena pesada « posee una masa molecular aproximada de
60kDa, superior a la 1gG, debido a su mayor grado dc glicosilacion y esta compuesta por
cuatro dominios, uno variable (V) y tres constantes (C,, 1, C;2 v C,3) [8].

l.a {gA carece casi totalmente de estructura helicoidal y por micrascopia electronica
se ha observadoe que tiene la misma forma de Y aplanada y las mismas medidas que la 1gG
9. Es la inmunoglobulina con mayor movilidad electroforética y su contenido en
aminoacidos es similar al de la IgG, exceptuandoe la baja cantidad de Lys y el clevado
namero de Cys. El coeficiente de extincion a 280 nm para fa [gA es E1% = 13.4 |1].

La lgA monomérica es la principal forma molecular en el suero humano, con 160
kDa de masa molecular y un coeficiente de sedimentacion entre 6,5 y 758, L.a secuencia de
aminodcidos de fa [gA de ratén y de conejo presenta un 50% de homologfa con la IgA
humana |8]|. Aunque todos los puentes disulfuro intradominio parecen estar conservados,
algunas Cys, problablemente las implicadas en los puentes disulfuro intercadena, no

aparecen. En general, en la [gAl las cadenas pesadas se unen por puentes disulfuro entre
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los dominios C,;2, C,3 y laregion bisagra [ 10]. El extremo C-terminal de la cadena o posee
una ampliacion de {8 aminodcidos que no posee el resto de las cadenas pesadas. El
pendltimo de estos residuos es una Cys que puede formar puentes disulfuro con una Cys de
la otra cadena « o, en ocasiones, con una Cys de una proteina no pertcneciente a la clase
de tas inmunoglobulinas, por ejemplo, albumina o «,-antitripsina [8, 11].

i.as cadenas pesadas de las dos formas isotipicas IgA1 e IgA2 difieren solamente en
22 aminodcidos, debido predominantemente a una deleccion de 13 aminodcidos en la region
bisagra de la lgA2. Esta region en la [gA1 estd compuesta por una inusual repeticion de una
secuencia rica en Pro, Ser y Thr. Los residuos de Ser llevan azucares unidos por enlaces
O-glicosidicos. i.a pérdida de esta region en fa IgA2 es la causa de su gran resistencia a la
accion de un gran nimero de proteasas bacterianas, que si son capaces de actuar sobre la
IgA L. Este hecho esta muy relacionado con la patogenicidad de las bacterias |11, 12].

[Las variantes alotipicas de la IgA2 se diferencian en importantes aspectos. A2m(1)
carece de puentes disulfuro entre cadenas pesadas y ligeras, permitiendo asi que las dos
cadenas ligeras se unan entre si. Ademdas, para mantener su integridad estructural, las
interacciones no covalentes son mucho mds fuertes en la A2m(1) gue en la A2m(2) o Ia
IgAl. Estas caracteristicas estructurales diferentes, junto con algunos cambios puntuales en
la secuencia de aminoacidos, dan como resultado un cambio conformacional en torno a la
Cys-220, que determina probablemente el caracter alotipico. La region bisagra es idéntica
en Jos dos alotipos A2m. Ambos tienen cinco olisacaridos de galactosamina menos que la
IgAl, ademas de la deleccion de 13 aminoacidos ya mencionada, por lo que en su secuencia
aparecent cinco residuos de Pro seguidos, hechio que les dota de una gran rigidez.

Se ha postulado que la cadena « de A2m(1) se habria originado por un cruzamiento
mterdominios entre los genes que codifican ~l1 y A2m(2), resultando una cadena
recombinante o hibrida, que comenzaria como «2 y terminaria como «1 {2, 8, I1].

Una pequenia cantidad de la IgA sérica se encuentra en formas poliméricas,
normalmente dimeros. unidos a través de puentes disulfuro (entre el dominio 2 y el
extremo C-ierminal de la cadena «) y por una cadena polipeptidica adicional de
aproximadamente 16 kDa, denominada cadena | [1]. En la secuencia de aminoéctdos de la
cadena J humana y murina aparecen ocho residuos de Cys, seis de los cuales forman puentes

disulturo intracadena. Las otras dos Cys restantes de la cadena J se unen a las pendltimas
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Cys de las cadenas « de la IgA, formando asi la IgA polimérica. En algunas molécuias de
IgA se ha detectado un segundo puente disulfuro con una Cys en el domimio (2. Hasta el
momento no ha sido elucidada totalmente la naturaleza exacta de la interaccion entre la
cadena o y la cadena J {13].

[.a forma predominante de la IgA en las secreciones salivares, lacrimales,
bronquiales, nasales e intestinales se denomina IgA secretoria. La IgA monomérica aparece
poco en las secreciones, siendo la forma dimérica, de coeficiente de sedimentacion 115, la
predominante, aunque también pueden detectarse estados de agregacion superiores,
particularmente tetrémeros. Esta IgA polimérica secretoria, de aproximadamente 400 kDa
de peso molecular, comprende ne solo la IgA dimérica y la cadena J, sino también una
proteina altamente glicosilada, denominada componente secrctorio (SC), que forma el
complejo con la IgA durante el proceso de secrecion [4, 10]. El SC es una proteina algo
heterogénea, cuyo peso molecular estd comprendido entre 50 y 90 kDa. La presencia de SC
estabiliza la estructura de Ia [gA secretoria y aumenta su resistencia a la proteolisis, aunque
el SC en forma libre es muy susceptible al ataque por proteasas. L.a interaccion entre SC
e IgA se produce a través de puentes disulfuro entre las Cys del dominio C,;2. Algunos
estudios inmunoquimicos implican también al dominio C,3, lo que no impide la

accesibilidad de la region constante de la IgA secretoria |8, 14].
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{Una mencidn especial merece la glicosilacion de la molécula de [gA. El contenido
en carbohidratos de la IgA (7-8%) es mucho mayor que el de la 1gG (2-3%), pero mas bajo
que el del resto de las inmunoglobulinas (12-13%) |2]. La IgA | contiene dos posibles sitios
de N-glicosilacidn (unidos a Asn), ademas de cinco sitios con uniones de tipo O en la region
bisagra (unidos a Ser). l.a [gA2 pierde estos oligosacdridos con uniones (), pero el alotipo
A2m(l) posee dos sitios extra de unidn N-glicosidicas, en los domimos C; 1 y C;2
respectivamente. A2m(2) posee ademas una unién de tipo N en el dominio C;1 [15, 16].

Enla IgA1l sérica los carbohidratos unidos por enlaces de tipo O son de composicidn
sencilla, es decir, de los cinco posibles, uno de ellos contiene un solo residuo de N-
acetilgalactosamina {GalNAc), mientras que los cuatro restantes poseen uniones de tipo B1-3
entre galactosa {Gal) y GalNAc, algunos de ellos con acido sidlico en el extremo terminal.
En la IgA secretoria suelen ser mas complejos y heterogéneos, pudiendo detectarse acido
sidlico, N-acetilglucosamina (GlcNAc) y fucosa |17]. Los carbohidratos de las uniones N-
glicosiladas de la region constante de la IgA son adn mas complejos y variados en su
estructura, encontrandose Gal, manosa, fucosa, GlcNAc y acido sidlico {15, 16].

La cadena I, con un 8% de contenido en carbohidratos, posee una cadena simple con
uniones N-glicosidicas. El SC es una molécula altamente glicosilada (22 % de carbohidratos),
con 5-7 cadenas en su estructura. Se postula que la estabilidad que el SC confiere a la
molécula de [gA secretoria es debida en gran parte a este alto contenido en carbohidratos

[8].

STI Sr'al Sial Sial

Gal Gal G;LI G;!l
61,2 | | 51,3

GalNAc GalNAc GalNAc GalNAc GalNac

Pro-Val-Pro-Ser-Thr-Pro-Pro-Thr-Pro-Ser-Pro-Ser-Thr-Pro-Pro-Thr-Bro. Ser-Pro-Ser Cys-

Enlaces O-glicosidicos en la region bisagra de la IgAl
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1.3.- FUNCYIONES DE LA IgA:

La funcion de la 1gA en las secreciones es proteger el cuerpo, en las superficies de
la mucosa, frente a los microorganismos invasores, virus neutralizantes, toxinas y enzimas,
ademas de prevenir el paso de los antigenos a través de las barreras epiteliales [10, 18].
Estas funciones de la IgA secretoria han sido muy bien estudiadas. Sin embargo, las
funciones de la 1gA sérica, que circula en grandes concentraciones en la sangre,no se han
determinado con exactitud. Los escasos conocimientos acerca de las funciones de los
anticuerpos de [gA circulantes estan en estos momentos siendo revisados en extension,
debido a los receptores para IgA descubiertos recientemente en diferentes tipos celulares,

sobre todo en células sanguineas.
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En la siguiente tabla se resumen todas las funciones de la IgA descritas hasta el
momento, indicandoe cudles de ¢llas son dependientes (+) o independientes (-) de la region

constante (Fc) de la inmunoglobulina [19].

Funciones biologicas de la IgA

IgA sérica
- Actividad anti-inflamatoria bioqueante de reacciones mediadas
por 1gG, gk ¢ IgM:
. quimiotaxis, fagocitosis (+)
. lisis mediada por anticuerpos ()
. anafilaxis, reaccion de Arthus (+)

- Eliminacion hepatobiliar de inmunocomplejos {+)

IgA secretoria
- Inhibicion de la adherencia microbiana a las superficies:
. aglutinacion de microorganismos ( +)
. reduccion de hidrofobicidad v carga negativa (+)
. bloqueo de las adhesinas microbianas {(7)
- Neutralizacion de virus (7), toxinas y enzimas (-)
- Inhibicion de la penetracion de antigenos a través de superticies
mucosas (+)
- Opsonizacion de neutréfilos y macrofagos en las mucosas (+)
- Aumento de la actividad de algunos factores antibacterianos no

especificos en las secreciones (+)

IgA sérica y secretoria
- Mediacion de la actividad bactericida dependiente de monocitos ( +)
- Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos:
. unidn a receptores especificos (+)

. activacion del complemento por la via alternativa (+)
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1.4.- RECEPTORES DE IgA:

Hasta ¢l momento se han descrito tres tipos de receptores capaces de unir [gA:
receptor de immunoglobulinas poliméricas, receptor de asialoglicoproteinas (incluido en el
grupo de lectinas que unen la IgA a través de sus residuos hidrocarbonados) y receptor para

la region Fe de la IgA |8, 18, 20}

1.4.1.- Receptor de inmunoglobulinas poliméricas:

I.a mayor parte de la IgA que se produce en los linfocitos de la mucosa estd formada
por dimeros asociados por la cadena J. Estos dimeros se unen rapidamente al receptor de
mmunoglobulinas poliméricas, presente en la superficie de las células epiteliales que
recubren las superficies mucosas [21]. Dicho receptor posee una masa molecular de 100 kDa
y es el precursor del componente SC. Se trata de un miembro de la supertamilia de las
inmunoglobulinas, compuesto por cinco dominios del tipo inmunoglobulina, una region
transmembrana de 23 residuos y una zona citoplasmica de 103 aminoacidos [22].

Una vez sintetizado, el receptor se dirige especificamente hacia la membrana
basolateral de las células epiteliales, donde es capaz de unirse a la {gA polimérica con
elevada afinidad. Después de la union se produce la transcitosis del complejo hacia la
superficie luminal. En este punto se produce una ruptura del receptor por accion de una o
mas proteasas, liberandose la [gA asociada al SC. Un pequeno fragmento (20 kDa) del
receptor se queda unido a la membrana y es posteriormente degradado en el interior de la
célula [20, 23}

En los roedores, el receptor de inmunoglobulinas poliméricas esta expresado en la
superficie sinusoidal de los hepatocitos, y juega en el higado un papel clave en la
translocacion de la 1gA hacia el tracto gastrointestinal superior [4, 10}. Las formas
poliméricas de la IgA se transportan de una forma muy eficaz desde la circulacion hasta la
bilis. Este transporte hepatobiliar mediado por SC representa un hecho fundamental en el
aclaramiento de la circulacion de los complejos antigeno-IgA polimérica, siempre que los

complejos tengan un tamafio no superior a 195 [24]. L:n el hombre y otros amimales parece
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ser que cste mecanismo no funciona, aunque se ha demostrado recientemente que los

hepatocitos humanos expresan algunos receptores para inmunoglobulinas poliméricas |25},

1.4.2.- Receptores para los carbohidratos de la IgA:

La interaccion de la IgA con los hepatocitos también puede tener lugar a través del
receptor de asialoglicoproteinas (ASG). Esta lectina reconoce los carbohidratos unidos por
enlaces O-glicosidicos presentes en las glicoproteinas desializadas y estd descrito en los
hepatocitos de la mayoria de los animales y del hombre {8].

El receptor ASG de conejo estd formado por dos especies moleculares, de 40 y 48
kDa respectivamente. El receptor aislado de higado de rata presenta tres moléculas distintas,
denominadas R1 (41.5 kDa), R2 (49 kDa) y R3 (54 kDa). Las molécuias de R2 y R3 son
idénticas en cuanto a su secuencia y solo difieren en el grado de glicosilacion y/o las
maodificaciones postraduccionales [26].

El receptor ASG de hepatocitos humanos, de 46 kDa, esta compuesto por un nicleo
central polipeptidico de 34 kDa y posee dos uniones N-glicosidicas, con una concentracién
elevada de manosa. Esta proteina presenta una elevada afinidad por las asialoglicoproteinas,
es dependiente de calcio y sensible a neuraminidasa |27]. Existen dos tipos de receptor ASG
de hepatocitos humanos, Hl y H2, homélogos a los receptores de rata Rl y R2/3,
respectivamente |28].

El papel de esta lectina hepatica en el hombre no esta del todo determinado, aungue
se sabe que puede unir IgA secretoria y del suero. Por otro lado ia igAl sérica humana
(polimérica y monomérica) es capaz de interaccionar con los hepatocitos de rata a través de
este receptor ASG |29}, Este receptor presenta una gran afinidad por la region bisagra de
la IgA humana, que contiene principalmente GalNAc y Gal [30].

Una vez unida al receptor ASG en hepatocitos, la IgA es endocitada, pero, al
contrario de lo que ocurre con otras glicoproteinas, no toda la IgA es degradada. En
roedores, la IgA polimérica del suero puede unirse al receptor de inmunoglobulinas
poliméricas vy al ASG. Mientras que la 1gA polimérica de ratéon se une via SC, para luego

ser liberada a la bilis, la IgA polimérica humana puede ser reconocida por el componente
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secretorio y por el receptor ASG. Se supone que inicialmente es capturada de la circulacion
por el receptor ASG, y mds tarde se produce un intercambio por el receptor de
inmunoglobulinas poliméricas en el proceso de transporte. Este hecho implica que los dos
receptores poseen, en algdn momento, un compartimento intracelular comun [311.

l.a posible existencia de receptores del tipo ASG capaces de unir fgA humana
también ha sido demostrada en macréfagos peritoneales de rata (32, 33} y de calostro [34].
En estudios in virro, estas células son capaces de unir, internalizar y degradar
inmunocomplejos de fgA a través de los residuos hidrocarbonados de la proteina,
principalmente de las Gal, sugiriendo un pape! fundamental del receptor ASG en todos estos
procesos, aunque la naturaleza de la union de la IgA a este tipo de células no se ha definido
con exactitud.

Recientemente se ha descrito un sistema de reconocimiento via carbohidratos,
analogo y complementario al receptor ASG hepatico, presente en leucocitos [35]. Mientras
el receptor hepatico estd implicado en el catabolismo de las asialoglicoproteinas, el receptor
en leucocitos participa en la comunicacién entre las células del sisiema inmune y en las
reacciones locales que ocurren en el proceso intlamatorio.

Existen otras lectinas con capacidad de unién de IgA a través de los carbohidratos
presentes en la region bisagra de la inmunoglobulina. Es el caso de 1a jacalina, proteina
procedente de algunas especies de Arfocarpus, que une IgA T humana, pero no 1gG o IgM,

especificamente a través de los residuos de Gal [36].

1.4.3.- Receptor para la region constante de la IgA:

Las investigaciones realizadas en los dltimos afos con respecto a los receptores de
inmunoeglobulinas han estado enfocadas principalmente al estudio de los receptores de IgG.
Es por esto que los receptores para la regiéon constante de la IgG (receptores Fcy) de
diferentes tipos de células estan en la actualidad muy bien caracterizados en cuanto a su
estructura, sintesis, expresion, mecanismos de actuacion y funciones {37, 38|. Sin embargo,
los receptores para la regidn constante de 1a 1gA (receptores Fca) han recibido una atencién

relativamente escasa por parte de los investigadores. Hasta el momento, se ha demostrado
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la existencia de receptores Fea en granulocitos, monocito/macrofagos, linfocitos y bacterias
[8, 18. 20]. En esios estudios se han utilizado diferentes técnicas, como roseteo con
eritrocitos recubiertos de fgA, inmunofluorescencia, inmunoprecipitacion y umoén de
proteinas radiactivas, entre otras. A continuacion expondremos con mas detalle los

receptores en las diferentes células.

1.4.3.a.- Receptores en células fagociticas:

lLa existencia de receptores para [gA en neutréfilos fue demostrada por primera vez
por Fanger y col., que utilizaron técnicas de roseteo con eritrocitos recubiertos de IgA para
determinar la distribucion celular y Ia especificidad de la interaccion de la IgA con los
polimorfonucleares. La expresion del receptor de IgA en neutrofilos de sangre periférica
aumenta por la incubacién con IgA [39, 40].

Otros agentes externos, como el factor estimulador de colonias de granulocitos
(G-CSF) y el de granulocitos/monocitos (GM-CSF) inducen en los neutréfilos un aumento
rapido en la atinidad de los receptores para IgA, fenomeno asociado con el desarrollo de
la fagocitosis mediada por IgA [41].

El receptor de IgA aislado de la membrana de los polimorfonucleares humanos es
una proteina altamente glicosilada, con un peso molecular de 50-70 kDa, especifica para
[gAl e [gA2, pero incapaz de unir igG o IgM [42]. La afinidad del receptor por la IgA es
de 5 x 107 M, mayor que la descrita para el receptor de IgG. El sitio de unién no se ha
determinado con detalle todavia, aunque existen evidencias de que reside en la region Fc
de la intnunoglobulina, estando implicados posiblemente los dominios C;;3 v C;;2 {43, 44].

La funcion de los receptores de IgA en los polimorfonucieares humanos todavia no
estd muy bien determinada. Se han publicado datos contradictorios en cuanto a la capacidad
de la IgA de estimular la fagocitosis, aunque los mas recientes sugieren que la IgA puede
actuar como una opsonina [45]. En estudios in vitro, la unién de IgA en forma agregada a
tos neutrofilos humanos causa degranulacién, inicio de la respuesta oxidativa y produccion
del tactor activador de las plaquetas (PAF) y de algunos derivados del dcido araquidénico,

de torma analoga a los inmunocomplejos de IgG [46-48].
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[La union de la [gA a sus receptores en los eosinéfilos humanos es una senal de inicio
de la degranulacion [49]. El receptor Fce de estas células es muy similar al descrito en los
ncutrofilos. con un peso molecular algo superior (70-100 kDa). Estd compuesto por un
nucleo proteico de unos 32 kDa y tiene un elevado contenido en carbohidratos unidos por
enlaces de tipo N [50].

La existencia de receptores para IgA en los monocites humanos de sangre periférica
se ha demostrado mediante varias técnicas, como formacion de rosetas con eritrocitos
recubiertos de fgA |39, 40}, inmunofluorescencia indirecta con IgAl e IgA2 [51, 52] ¢
inhibicién competitiva de la union de IgA marcada radiactivamente [53].

Los ensayos de inmunoprecipitacidon con anticuerpos monoclonales anti-IgA con
membranas procedentes de granulocitos, monocitos y células de la linea monocitica U937
han permitido el aislamiento de receptores Fco con caracteristicas similares en los tres tipos
de células. Se trata de una proteina de transmembrana de 60 kDa de peso molecular, con
un punto isoeléctrico de 4.5-5.6 y un alto contenido en carbohidratos, capaz de unir IgAl
e 1gA2 (polimérica y monomérica) a través de su region Fc. Por tratamiento del receptor
con N-glicanasa (enzima que rompe las uniones de tipo N de los carbohidratos) se obtienen
dos proteinas de 32 y 36 kDa. La expresion del receptor Fce aumenta en presencia de
forbol 12-miristato 13-acetato (PMA) y de IgA |54].

Recientemente se ha clonado el cDNA correspondiente al receptor Fca en monocitos
humanos, a partir de una libreria de cDBNA de la linea monocitica U937. Este gen codifica
una proteina madura de 266 aminoacidos, con un tamafo previsto de 30 kDa, compuesta
por una region extracelular, un dominio transmembrana y un dominio intracitoplasmico. La
reglon extracelular esta formada por dos dominios, con seis posibles sitios de unién de tipo
N para carbohidratos y presenta una gran homologia con los receptores de IgG e Igk. Este
hecho sugiere que dichos receptores derivan del mismo ancestro comin. La presencia de un
residuo cargado en su region de transmembrana (Arg 230) podria indicar que este receptor
esta asociado a otras moléculas formando un complejo. Esta asoclacion puede tener
importancia en los mecanismos de transduccion de la sefial del receptor de [gA [55].

En los macréfagos alveolares de raton y rata se han detectado receptores Fco
mediante técnicas de roseteo y microscopia de transmision de electrones de células marcadas

con particulas de oro [56, 57]. En un sistema heterdlogo, se ha determinado la presencia
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de 3.3 x 10° receptores para IgA en Ja superficie de los macrofagos de pulmén de conejo,
con una afinidad de 5.2 x 10* M [58]. Los macrofagos peritoneales de rata son capaces de
umir, internalizar y degradar IgAl e IgA2, tanto secretorta como sérica. Aunque la
naturaleza exacta de dicha unidn no estd muy bien determinada. es probable que tas cadenas
hidrocarbonadas de la IgA participen en la unidn al receptor [32, 33]. El receptor para [gA
en los macrofagos peritoneales de rata estd formado por dos subunidades, de 70 y 56 kDa,
gue se pueden encontrar en forma soluble o asociadas a la membrana celular |59},

los inmunocomplejos de IgA estimulan el metabolismo de los monocito/macrofagos,
induciendo fagocitosis de células diana {40, 60, 61}, liberacion de ion superodxido y H,0O,
[53, 60], produccion de prostaglandinas (PG) y leucotrienos (LT) [62], y sintesis de
interleucina 1 (1.-1} {63] y factor de necrosis tumoral (TNFw) [64}. Los receptores l'ca
juegan también un papel importante en el catabolismo de los iInmunocomplejos de la [gA v
en el aclaramiento de los inmunocomplejos de la circulacion [33].

La existencia de receptores para IgA se ha investigado también en otros tipos de
células fagociticas no sanguineas. En estudios realizados en nuestro laboratorio se ha
demostrado que los hepatocitos y las células de Kupffer son capaces de unir IgA
polimérica y monomérica a través de un receptor especifico para la region Fc de la
inmunoglobulina, que es distinto del receptor SC y del receptor de inmunoglobulinas
poliméricas descritos anteriormente |65, 66). En estudios in vive las células de Kupffer

participan en el aclaramiento de los inmunocomplejos de IgA de fa circulacion [67].

1.4.3.b.- Receptores en linfocitos:

La presencia de receptores para [gA se ha detectado en subpoblaciones de células T
y B de varias especies, tanto en la circulaciéon como en los tejidos linfoides, especialmente
en ¢l tejido lintoide asociado al intestino. El porcentaje de linfocitos T o B que expresan
estos receptores suele ser bajo, pero puede ser aumentado en presencia de lgA y otros
agentes mitogénicos |68, 69].

El receptor de las células B humanas especifico para IgA es distinto del receptor para

lgG y presenta una atinidad de! orden de 10° M [70]. La presencia de lgA inhibe su propia
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sintesis ¢ impide la diferenciacion y/o proliferacion de las células B [63]. El receptor de
células B murinas puede unir IgA en medio dcido y es sensible al tratamiento con tripsina
e insensible a la neuraminidasa. Su expresién en la membrana de las células aumenta en
presencia de lgA polimérica y disminuye cuando se produce la activacion de la proteina
quinasa C' (PKC) [71].

La unién de igA a los receptores de linfocitos T murinos no se ve afectada por la
presencia de otras clases de inmunoglobulinas, ni por proteinas desializadas o Gal [69]. Se
ha descrito un receptor soluble en éstas células T con un peso molecular de 56 kDa [72].

f.os receptores para [gA de los linfocitos T citotoxicos participan en la citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpos, mientras que los receptores de los linfocitos B y de los

T no citotdxicos estan implicados en la regulacion de la sintesis de IgA |8].

1.4.3.¢.- Receptores en bacterias:

Existen ciertas moléculas en la pared celular de algunas bacterias que pueden unirse
a la IgA. El estudio de las interacciones entre estos receptores y la IgA es de gran
importancia si se quieren conocer a fondo los mecanismos moleculares por los cuales las
bacterias producen infecciones en las membranas de las mucosas, fugar donde la IgA es la
inmunoglobulina predominante.

Los estreptococos del grupe A poseen receptores de alta atinidad para la fgA
humana, con un peso molecular aproximado de 41 kDa y actividad anti-fagocitica |73, 74].

El receptor de [gA de los estreptococos del grupo B es una proteina de 130 kDa que,
al igual que su homdlogo en el grupo A, reconoce la region Fc de la IgA (polimérica y
monomérica), pero no de la IgG o la IgM |75].

Algunas proteinas procedentes de estafilococos son capaces de unir IgA, aunque
probablemente la unioén no tiene lugar a través de la region Fe de la inmunoglobulina, sino

del dominio C,;1. El significado de esta interaccion in vivo permanece sin resolverse [§].
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2.- MESANGIO Y ENFERMEDAD GLOMERUILAR

2.1.- ESTRUCTURA DEL MESANGIO

il glomérulo renal estd formado por una red de capilares procedentes de la arteriola
aferente que se dividen en 4-8 16bulos dentro del ovillo glomerular y luego se vuelven a
juntar para tormar la arteriola eferente. Dentro del glomérulo existen cuatro tipos distintos
de células (células endoteliales, mesangiales, epiteliales y macréfagos residentes), una pared
capilar (la membrana basal) y una region intersticial o de soporte (mesangio). El ovillo
glomerular esta rodeado por la capsula de Bowman, una extension de la membrana basal
del tabulo proximal que contiene una fina capa de céluias escamosas (células parietales

epitetiales) |76, 77, 78].
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El mesangio ocupa la parte central del glomérulo y estd formado por células
mononucleares estrelladas, las células mesangiales, que sc encuentran embebidas en una
matriz extracelular amorfa §77}.

.a caracterizacion de las células mesangiales in vivo ha demostrado que no
constituyen una poblacion homogénea, pues se ha detectado la existencia de dos
subpoblaciones diferentes. [.a mayoria exhiben caracteristicas parecidas a tas células del
musculo liso vascular, pues son contractiles y contienen filamentos [79}. Sin embargo, estas
células mesangiales intrinsecas también presentan otras caracteristicas tipicas de los
macréfagos, tales como la capacidad de unir inmunocomplejos a través de receptores Fc,
expresar antigenos del complejo mayor de histocompatibilidad de clase 11 (MHC-II),
funcionar como células presentadoras de antigenos y liberar radicales libres de oxigeno y
proteasas [77, 80-82]. El segundo tipo de célula mesangial, denominada extrinseca,
representa un 5% de las células en el mesangio y lo constituyen las células derivadas de la
médula 0sea, con uncidn fa* y caracteristicas tipicas de los monocito-macrofagos [83].

Por microscopia electronica las células mesangiales presentan una baja proporcion
citoplasma/nucleo, con proyecciones citoplasmaticas que contienen fibras de 70-100 A de
didmetro. El cuerpo celular contiene mitocondrias, aparato de Golgi, reticulo endoplasmico
y una densa red de microtibulos y filamentos intermedios compuestos principalmente por
miosina y actomiosina. Las bandas de actina se extienden a lo largo de las proyecciones de
la céiula mesangial, estableciendo contacto con la membrana basal glomerular,
concretamente con su lamina rara interna y su lamina densa [77, 78]. Se ha estimado que
las células mesangiales representan aproximadamente un tercio del total de las células
glomerulares en la rata, considerando que por glomérulo hay unas 600-750 células |84].

En las zonas del glomérulo donde no hay contacto directo, las conexiones entre
células mesangiales y membrana basal glomerular se establecen a través de la matriz
extracelular. Se trata de una malla de microfibrillas ancladas a la membrana de la célula a
través de fibronectina, su principal componente. La matriz mesangial posee una estructura
menos organizada y mas flexible que la membrana basal glomerular y estd formada por
colagenos, glicoproteinas de adhesion y glicosaminoglicanos |85].

El colageno de tipo IV es el mas abundante en la matriz mesangial y aparece

formando redes abiertas, proporcionando gran elasticidad, poca resistencia a la {ension y
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facilidad para et paso de los fluidos [86).

Del 1otal de los proteoglicanos glomerulares, aproximadamente el 90% se encuentra
en la matriz mesangial. Estdn compuestos principalmente por dermatin y heparan sulfato
y, ademas de conferir estabilidad a la matriz mesangial, participan en el transporte
mesangial selectivo de las macromoléculas, funcionando como un tamiz molecular o
intercambiador cationico [87].

Existen tres tipos de proteinas de adhesion en la matriz mesangial: fibronectina
(componente mayoritario), laminina y trombospondina. Ademds, en el mesangio se
encuentran, de forma exclusiva, la actomiosina y el componente P del amiloide, cuyo
significado biologico no se conoce atin. Las glicoproteinas participan en la adhesion de las
células mesangiales entre si 0 a la matriz, estabilizando la organizacion supramolecular de
la matriz mesangial, promueven la endocitosis y fagocitosis de macromoléculas y participan

en la proliferacion de las células mesangiales |77, 88].

2.2.- FUNCIONES DE LA CELULA MESANGIAL

Las células mesangiales no sOlo ocupan una posicion central en la estructura
glomerular, sino que mantienen un papel clave y muy importante en los aspectos funcionales
del glomérulo |89). L.as funciones de la célula mesangial se resumen en la siguiente tabla

y a continuacion se destacan las mas importantes.

Funciones de la célula mesangial en el glomérulo

- Proporciona el soporte estructural necesario para los lazos capilares

- Modula la filtracion glomerular, por su caracteristica de masculo liso
- (enera agentes vasoactivos: renina, PG, PAF

- Sintetiza y degrada elementos estructurales: proteinas de matriz

- Participa en el procesamiento de macromoléculas: inmunocomplejos
- Sus productos son claves en la regulacion de la proliferacion celular

- Modula el dafo glomerular
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2.2.1.- Control de la filtracion glomerular:

l.a estratégica localizacion de la célula mesangial, junto con las propiedades de
contraccidn y relajacion que posee, hacen de esta célula la candidata ideal para el control
de la filtracion glomerular | 78]. Se han descrito un gran nimero de agentes que actuan sobre
las células mesangiales provocando su contraccidn |89], entre los que se incluyen:

- hormonas y factores de crecimiento: angiotensina Il (All), endotelina (ET),
vasopresina, norepinefrina y factor de crecimiento derivado de plaquetas
{(PDGY).

- immunocomplejos

- lipidos bioactivos: tromboxano A, (TxA,), PGF,,, PAF, L'TC, y LTD,.

- citocinas: [L-1, [L-6

L.a unibn de estos agonistas a su receptor en la célula mesangial produce la activacién
de la fosfolipasa C (PLC) via proteinas G, que conduce a la fosforilacion de fa PKC ya la
liberacion de calcio intracelular, causando la contraccidn de la célula {901,

Otras hormonas pueden activar la cascada de los nucleotidos ciclicos (AMPc y
(GMPc) pudiendo ejercer de esta forma un efecto antagonista de los factores de la
contraccion o un efecto directo de relajacion. Algunos factores estimulan la produccion
mesangial de PGE, (via liberacion de dcido araquidénico y/o activacion de la fosfolipasa

A,), 1o que supondria un sistema de retroalimentacion negativa de la contraccion |89).

2.2.2.- Capacidad fagocitica:

Las propiedades fagociticas de las células mesangiales estin muy bien documentadas
desde el punto de vista morfoldgico. Ciertas macromoléculas como ferritina, carbon
coloidal, globina, proteinas agregadas e inmunocomplejos son fagocitadas por las céluias
mesangiales [78). En un principio se pensaba que sélo las células la* del mesangio, es
decir, los monocito/macréfagos derivados de la médula Osea, eran los responsables de la

fagocitosis. Sin embargo, existen evidencias de que las propias células mesangiales
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participan en los procesos de fagocitosis del zimosan opsonizado o de particulas de oro
coloidal recubiertas de suero |81, 91).

Recientemente se ha demostrado la capacidad de las células mesangiales de rata en
cultivo de fagocitar inmunocomplejos de IgG. La endociosis se produce a traves de un
mecanismo de reconocimiento especifico que depende de la region constante de la
inmunoglobulina. El receptor Fey de las células mesangiales es una proteina de 45-35 kDa
de peso molecular, con caracteristicas muy similares al receptor FeyRII de los macrofagos
y alta afinidad por la tgG [92-94].

L.a presencia de factor estimulador de colonias 1 (CSF-1), AMPc, All e interteron-y
(INF-y) causa un aumento de la fagocitosis de los inmunocomplejos a través del receptor
Fcy |95, 96]. mientras que morfina, péptido natriurético atrial (ANP) y dopamina
disminuyen la fagocitosis |96, 97]. L.a unién y posterior endocitosis de los inmunocomplejos
activa raptdamente a las células mesangiales, que sintetizan y liberan al medio extracelular
PGE2, PAF, producios de la lipooxigenasa, idn superoxido y algunas citocinas (il.-1, 11.-6,
proteina quimiotactica para monocitos | (MCP-1)) 193, 94, 98-100]. También se produce
movilizacion de calcio intracelular y activacion de la PLLC, con la subsiguiente liberacion

de nositoltrifosfato (IP;) 101}

2.2.3.- Proliferacion mesangial:

Existe un gran nimero de mediadores que estan implicados en la proliferacion de las
células mesangiales. Estos factores de crecimiento pueden ser secretados no solo por las
células inflamatorias y las células endoteliales vecinas, sino por las propias células
mesangiales, actuando asi de forma paracrina o autocrina. No todos ellos actian de forma
directa sobre las células mesangiales, pues algunos de ellos estimulan la sintesis de otros
mitégenos, amplificandose la respuesta proliferativa |79, 89, 90, 102].

Los experimentos de proliferacidon se han realizado en células mesangiales de
diferentes especies. en cultivos primarios, subcultivadas o transformadas por virus, tanto de
rifiones adultos como fetales. Por esta razon, no es nada sorprendente que aparezcan en Ja

literatura referencias confradictorias en cuanto a la actividad mitogénica in vitro de algunos
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factores, como IL-1, 11.-6, TNFa y All, entre otros [103]. Esta aparente contradiccion

podria resolverse con la ayuda de los estudios in vivo.

Factores que regulan la proliferacion de las células mesangiales en cultivo

Mitogénicos Anti-mitogénicos Controvertidos Sin efecto
PDGF ANFEF All endotoxina
EGE AMPc -t {ay 8) G-CSF
hFGFEF glucosa (alta conc.)  IL-6 GM-CSF
TGF-« heparan sulfato TNF« M-CSF
TGF-§ (baja cone.) IFN-y gastrina
1GE-1 PG, PGE,, TxA, ghucagdn
insulina TGF-g§ (alta conc.) IL-3

ET LDL (alta conc.) L4
fihronectina secreting
serotonina SOmatostanina

arginina-vasopresina
bradikinina

PGF
trombina

PAF

LDL (haja conc.)

v

Las vias de transduccidn de la senal de estos factores mitogénicos no estin muy bien
estudiadas, aunque probablemente incluyen fosforilacion de tirosina quinasas, treonina/serina
quinasas y quinasa activable por mitogenos, entre otras [90].

La respuesta proliferativa es un hecho normal en la célula mesangial. Ademas, la
proliferacion sirve para repoblar el mesangio después de haber sufrido algian dafio celular,
por cjemplo, el inducido por la isquemia. Sin embargo, el desequilibrio en el control de la
proliferacion de las c€lulas mesangiales glomerulares constituye una causa inicial y muy

importante en la génesis del dafio glomerular progresivo | 103, 104].
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2.2.4.- Produccion de mediadores de la inflamacion:

1a actividad biosintética de las células mesangiales se ha determinado principalmente
a partir de estudios in vitro. Asi, las células mesangiales en cultivo sintetizan un gran
numero de compuestos bioactivos, como enzimas, hormonas y citocinas, autacoides,
componentes de la matriz e integrinas. La mayoria de estos factores afectan al crecimiento

celular, la contraccién y/o la sintesis de matriz por las células mesangiales |77, 105].

Factores producidos y/o expresados por las células mesangiales

Hormonas y Componentes de Enzimas Autacoides
citocinas la matriz

eritropoyetina fibronectina colagenasa eicosanoides
BT laminina gelatinasa PAF
iL-1.6, 8 colagenos 1, 111, renina oxido nitrico
TNFw VyVv proteinasa neutra metabolitos
PDGF trombospondina 5'nucleotidasa del oxigeno
bFGF nidogen/entactina  activadores ¢

TGEF-8 osteonectina inhibidores del

GM-CSF condroitin sulfato  plasmindgeno

MCP-1| heparan sulfato

CSF-1

IGF-1

f.as células mesangiales poseen receptores para la gran mayoria de los factores
sefialados en la tabla anterior. La unidn de cada ligando a su receptor especifico de
membrana provoca la activacién de segundos mensajeros intracelulares que inducen
respuestas celulares y sefales a corto plazo. Estas pueden conectarse con los factores de
(ranscripeidn v participar en los procesos a largo plazo, que implican alteraciones de la
expresion génica y de la sintesis de proteinas, provocando en dftimo término cambios

especiticos en ¢l fenotipo celular |77, 1041,
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Los sistemas de transduccién de la senal estudiados en las células mesangiales
incluyen: proteinas G. acopladas a moléculas inhibidoras o estimuladoras citosolicas;
fostolipasas . D y A,; varias isoformas de la PKC; proteina quinasa A; activacion de los
canales de iones, transportadores e intercambiadores; estimulacion de la ATPasa sodio-

potasio y hiberacion de calcio intracelular [106].

2.3.- MECANISMOS DE PRODUCCION DE LA LESION GLOMERULAR

El dafio glomerular progresivo, principal causa de la insuficiencia renal, puede
ocurrir como consecuencia del depdsito de componentes bioldgicamente activos, como
inmunoglobulinas, componentes del complemento, crioglobulinas, proteinas amiloides,
lipoproteinas, toxinas y algunos componentes de la pared celular bacteriana. Entre otros
factores responsables de iniciar y mantener el dafio glomerular cabe citar la coagulacion
intra y extracapilar. la acumulacion de matriz mesangial (debida a un aumento de la
produccion o a un descenso de la degradacion) y varios factores inflamatorios y promotores
del crecimiento liberados por las células residentes o por las infiltrantes (células T,
neutrofilos, monocito/macrofagos y plaquetas). Otras causas pueden ser de naturaleza
mecanica, como la hiperperfusion o la hipertension intracapilar, o debidas a causas
metabolicas resultanies de enfermedades sistémicas, como diabetes o hiperlipidemia [76].

Gracias al desarrollo de los cultivos celulares se ha podido avanzar con rapidez en
el conocimiento de la progresion del dafio renal glomerular. La mayoria de los datos se han
obtenido con células mesangiales, pero los mecanismos de comunicacion entre los tres tipos
celulares glomerulares y la biologia de las células endoteliales y epiteliales no estan muy
bien estudiados hasta el momento, quizas debido a la dificultad que entrafa el cultivo de las
mismas |77}.

En ¢l siguiente esquema se resumen los mecanismos que conducen a la lesion

gloterular.
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2.3.1.- Patologia del mesangio:

Ante cualquier agresion las células mesangiales responden inicialmente de una forma
similar, esto es, proliferando y produciendo proteinas de matriz extracelular. Si la agresién
€s poco Intensa o breve, existe una recuperacion de la estructura y funciones del area
mesangial. En caso contrario, puede conducir a la pérdida de la funcién y, en ultimo
termino, a la esclerosis [ 107]. Por esta razén, el progreso de los mecanismos de curacion-
reparacion y de prevencion de las lesiones glomerulares exigen un mejor conocimicnto de
la biologia celular y la fisiopatologia del mesangio.

En algunos estados de la enfermedad renal los cambios mesangiales son primarios,
es decir, el mesangio es el primer sitio de dailo, seguido por el depdsito de
inmunocomplejos y la activacion de mediadores de la inflamacion. En otros es de tipo
secundario, en los que el dafio primario se produce sobre otras partes del glomérulo, pero
existen cambios mesangiales mediados por factores fisicos o interacciones con la matriz que

pueden amplificar y acelerar el dafio glomerular {108, 109].
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El mesangio esta constantemente perfundido por macromoléculas y residuos de la
filtracion glomerular, que pueden acumularse en la matriz, eliminarse por la region del lacis
o endocitarse por las células mesangiales |107]. Este proceso es de particular importancia
si en los residuos de la filtracidn se encuentran inmunocomplejos flogogénicos u otras
proteinas que pueden actuar sobre las células mesangiales como estimulos mitogénicos y/o
fibrogénicos. Por ello, los procesos de entrada, captacién y eliminacion de macromoléculas
por el mesangio tienen gran importancia, no solo en la regulacion y el mantenimiento de la
funcién de filtro del glomérulo, sino también en la modulacion del dano glomerular [110].

El depdsito mesangial de las macromolélulas depende de sus caracteristicas, de los
mecanismos de microcirculacion glomerular, de las interacciones con la matriz y de las
posibles vias de salida. Otros factores atafien directamente al procesamiento por las células
mesangiales, como su capacidad endocitica intrinseca, la liberacion de enzimas proteoliticos,
su activacion a través de receptores de membrana especificos y la presencia o ausencia de
factores quimiotacticos {108, 111}.

Las alteraciones en la matriz por acumulacién de estas macromoléculas o por
cambios en la filtracion de los capilares glomerulares pueden estimular a las células
mesangiales, que producirdn mas matriz, contribuyendo de esta forma a la progresion de
la glomeruloescierosis [108].

Una de las caracteristicas mds comunes de las enfermedades glomerulares es el
aumento del niimero de células en el mesangio, que puede ser debido a la infiltracion de
los monocito/macrotagos circulantes o a la proliferacion de la poblacion de células
mesangiales intrinsecas [90]. Los factores de crecimiento implicados en este proceso pueden
ser producto de ambos tipos celulares, actuando asi de forma paracrina o autocrina. Un
desajuste en los mecanismos de control de la proliferacion de las células glomerulares
supone un factor desencadenante del dafio glomerular progresivo [103, 104].

En los ultimos afios, gracias al desarrollo de algunos modelos animales de
glomerulonetritis, se ha avanzado mucho en el conocimiento de los factores que inducen
activacion mesangial in vivo. Las actividades de PDGF, IL-1 y TGF-g son las mejor
descritas hasta el momento, pero es muy probable que en el desarrollo del daio glomerular

estén implicados muchos més factores de crecimiento y citocinas |103, 105, 112].
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Algunas estrategias terapéuticas se estan desarrollando en este sentido, por ejemplo,
utilizando inhibidores especificos de estos factores (de sus receptores o de sus funciones),
sustituyendo las citocinas u otros mediadores por actividades biol6gicas antiintlamatorias,
o actuando (positiva o negativamente) sobre las sefiales de transduccion de la senal y los
fendmenos de transcripcidn genética que se activan por interaccion de las citocinas con sus

receptores en la célula mesangial {112].

3.- PARTICIPACION DE ALGUNOS MEDIADORES EN EL DANO
GLOMERULAR:

Numerosos estudios han demostrado la participacion de muchas sustancias solubles
en el desarrollo del dano glomerular. Mediante experimentos in vivo e in vitro se han
estudiado los mecanismos de actuacion por los que estos factores bioactivos conducen a la
activacion mesangial. En concreto, las citocinas y los factores de crecimiento han sido
objeto de una gran atencidn 103, 112]. Las citocinas forman parte de una complicada red
de comunicacion entre c€lulas del sistema inmunitario y de éste con otros sistemas del
organismo [113, 114]. En este apartado haremos referencia a dos de los miembros de esta

gran familia, el TNFo y la 1L-6, sobre los que trataremos en este trabajo.

3.1.- FACTOR DE NECROSIS TUMORAL:
3.1.1.- Aspectos generales:

El factor de necrosis tumoral (TNF) incluye dos proteinas muy relacionadas
estructural y funcionalmente: TNFa o caquectina, sintetizada fundamentalmente por los
monocito/macrofagos y TNES o linfotoxina, producto de las células linfoides [ F15].

El TNF« es un polipéptido de 45 kDa, constituido por monoémeros de 16-18 kDa que

se unen por interacciones no covalentes formando dimeros o trimeros [116]. La secuencia
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de aminodcidos del TNFa humano maduro contiene (57 residuos y presenta un 80% de
homologia con el de ratén y conejo [ 117]. Se conoce también una forma de TNFo asociada
a la membrana. de 26 kDa, aunque su significado bioldgico todavia no se ha determinado
[118]. EI TNF3 es una proteina de 171 aminoacidos cuya secuencia presenta un 30% de
homologia con el TNFa. Ambas proteinas se unen a los mismos receptores celulares vy
presentan muchas actividades biolégicas comunes. Sus genes residen junto a los genes de
las moléculas del MHC (cromosoma 6 humano y 17 murino} [113].

El inductor méas potente del TNF« in vitro es el lipopolisacarido bacteriano (LPS),
aungue otros compuestos también activan la secrecion de la citocina, como el iondforo del
calcio, ésteres de torbol, IFN-y, CSF-1, GM-CSF, 1L-1, Il.-2, inmunoglobulinas,
componente C5a del complemento y algunos productos derivados de pardsitos, virus y otros
microorganismos [L19-121]. Los glucocorticoides y las prostaglandinas actian como
moduladores negativos de la sintesis de TNF« [120, 122].

l.a presencia del mRNA del TNFe en las células no implica necesariamente la
sintesis de la proteina, ya que la biosintesis de esta citocina esta altamente regulada a nivel
postranscripcional {113]. La principal forma del mRNA del TNF« es un transcripto que
migra en una posicion cercana al RNA ribosomal 185. En los macréfagos murinos se ha
detectado una segunda banda menos intensa cercana al 28S, que puede ser un precursor del
mRNA principal del TNEF« [117, 122].

Se han descrito dos receptores de membrana distintos para el TNFw, de 70 y 55
kDa. Existen también varios receptores solubles, de 28 y 30-40 kDa, procedentes de los
receptores celulares, que circulan por el plasma y son capaces de neutralizar la actividad del
TNFe {123]. La interaccion del TNFa con su receptor celular activa miultiples vias de
transduccion de la sefial, entre las que se incluyen fas proteinas G, el AMPc y la fosfolipasa
A,. Como consecuencia de esta activacion se produce la expresion de diversos genes, como
los de algunos factores de transcripcion, citocinas, factores de crecimiento, receptores,
moléculas de adhesion celular, mediadores de la inflamacion, proteinas de fase aguda y
proteinas del MHC | 124].

Ll TNFo es considerado hoy en dia como un mediador central de muchos procesos
inmunologicos, hematopoyéticos, inflamatorios y fisiopatologicos, al ser capaz de provocar

multiples reacciones. {n vitro el TNFa« es citotdxico para células tumorales y mitogénico
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para fibroblastos, posee un efecto quimiotdctico para monocito/macrdfagos y leucocttos,
aumenta la expresion de moléculas de adhesion en el endotelio, estimula la fagocitosis y la
Jiberacién de mediadores en los leucocitos y posee actividades anti-viricas. /n vivo el TNF«
estd implicado en la patogenia del shock endotéxico y la caguexia, en infecciones
parasitarias y bacterianas y en ciertas glomerulonefritis y enfermedades de cardcter

autoinmune [113, 114, 124].

3.1.2.- TNF« en el mesangio:

El TNF« en el rinon puede funcionar como un factor autocrino, pues es producido
por las células mesangiales, o como un factor paracrino, producto de los
monocito/macrofagos gue infiltran el glomérulo cuando se produce dafio renal [125. 126].

Las células mesangiales de rata en cultivo son capaces de producir TNFo
bioldgicamente activo cuando se estimulan con LPS, actuando de moduladores la PGE, y
et AMPc. Al igual que ocurre en los macréfagos murinos, el TNF« producido por las
células mesangiales de rata tiene un peso molecular de 110 kDa y posee dos mensajeros de
tamano diferente | 127). Algunas lectinas, como la gliadina, estimulan la sintesis y expresion
del TNF« en células mesangiales {128]. También se ha detectado la presencia de TNF«
asociado a {a membrana de la célula mesangial, cuya liberacion al medio extracelular puede
ser controlada por desterroxamina (quelante de los radicales oxidrilo) | 129].

Varios estudios han caracterizado las numerosas actividades biologicas que esta
citocina ejerce sobre las células mesangiales |125, 126], que aparecen resumidas en la
siguiente tabla. Entre estos efectos se incluyen la contraccion {130}, citotoxicidad y
proliferacion celular {102, 131] y la sintesis de otras citocinas (99, 132-134] y mediadores
lipidicos [135].

En ocasiones el TNFa favorece el influjo de células inflamatorias a los sitios de dafio
glomerular, por induccion de la sintesis de proteinas de adhesion en el endotelio y los
neutréfilos o por estimulacion de la produccion de factores quimotacticos por las célufas
mesangiales | 126]. También puede actuar como una potente citocina fibrogénica en el rindn,

induciendo de forma indirecta el aumento de colageno [ 136].
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Efectos del TNFu sobre las células mesangiales glomerulares

- Contraceion celular y reordenamicnto del citoesqueleto
- Citotoxicidad
- Proliferacion e inhibicion del crecimiento
- Efectos metab6licos: 57 nucleotidasa
tostolipasa A, y prostaglandinas
AMPc, GMPc, NO
proteina quinasa

- Receptores de la superficie celular: ICAM-]
MHC-I
MHC-[I (con IFN-v)

- Citocinas y factores del crecimiento: 1IL-1, 6y 8
1P-10
PDGF
MCP-1
GM-CSF, M-CSF
NGF (con [L-15)

- Radicales libres del oxigeno
- Mediadores lipidicos: PGE,
PAF

- Coagulacion: factor procoagulante de tejidos
inhibidor del activador del plasmindgeno

Numerosos estudios han demostrado 1a participacion del TNFa en las

glomerulonefritis humanas (proliferativas y no proliferativas). Se ha detectado la presencia

del mRNA del TNFa en las biopsias de pacientes con glomerulonefritis rapidamente

progresivas, asi como niveles elevados de esta citocina en suero y orina |[137). Los

monocitos de los pacientes con algunas enfermedades renales sintetizan y expresan mayores

canttdades de TNF« que las células de los mdividuos control [ 138].

En nuestro grupo se ha trabajado con la glomerulonefritis proliferativa inducida por

inyecciones repetidas de ovoalbamina (similar a la enfermedad cronica del suero), cuya fase

mas aguda se caracteriza por depdsitos de inmunocomplejos, proliferacién mesangial e

intensa proteinuria. f.os glomérulos de las ratas enfermas producen mayores cantidades de

TNF« gque los controles y la expresion de mRNA también es superior [ 136, 139].
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3.2.- INTERLEUCINA 6:

3.2.1.- Aspectos generales:

La interleucina 6 (IL-6) es una citocina muitifuncionai producto de una gran variedad
de células y juega un papel central en los mecanismos de defensa del huesped [140]. En un
principio la {1.-6 fue identificada como una proteina de 26 kDa producida por los monocitos
periféricos activados con antigenos o mitdgenos, con capacidad de inducir la produccion de
inmunoglobulinas en las células B |141]). Posteriormente se han caracterizado mas
fenomenos biologicos en los que la IL-6 estd implicada, sobre todo relacionados con el
crecimiento y la maduracién celular |140].

[.a motécula de 11.-6 humana estd formada por 184 aminoacidos y presenta dos
puentes disulturo, que aparentemente no estan implicados en Ja actividad biolégica. El gen
de la [1.-6 contiene cinco exones, y la principal forma de su mensajero es un transcripto de
1.2-1.3 kb [142}. En algunas células de rata aparece un segundo transcripto, menos
abundante, de 2.4 kb. La homologia entre la IL.-6 humana y {a de rata no es muy elevada,
pero se han detectado reacciones de estimulacién en sistemas heterdlogos |143].

Ll receptor de fa [L-6 es una glicoproteina de 89 kDa formada por 449 aminoacidos
y algunos de sus dominios presentan gran homologia con la superfamilia de fa
mmunoglobulinas. Al contrario de otros receptores, ¢l dominio citoplasmatico del receptor
de la IL-6 no es esencial en la transduccion de la senal, estd asociado a una proteina de 130
kDa encargada de iniciar estas sefiales [140].

La IL.-6 puede ser sintetizada por una gran variedad de tipos celulares, como
monocitos/macrofagos, linfocitos T y B, fibroblastos, células mesangiales, astrocitos y
células de origen epitelial y endotelial [144]. La sintesis de IL-6 estd regulada por IL-1,
TNFo, GM-CSF, PDGF, LPS y algunos virus [ 145, 146]. La produccién anormal de esta
citocina estd muy implicada en la patogenia de las enfermedades autoinmunes y en algunas
glomerulonetritis [140. 141},

Aunque la mayoria de los estudios sugieren que la [L-6 actia como una molécula
proinflamatoria, al igual que IL-1 y TNF«, algunas de sus funciones son contrarias.

Algunos investigadores han demostrado que la [L-6 no activa las células endoteliales e
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inhibe la proliferacion de los macrofagos peritoneales in vitro [147]. En cnsayos in vivo
puede suprimir los efectos locales y sistémicos del LPS, ademds de disminuir la produccion

de IL-1 y TNFe inducida por LPS |148].

3.2.2.- IL.-6 en el mesangio:

Varios estudios han demostrado que la 1L-6 es un factor autocrino para las células
mesanglales. Estas células en cultivo son capaces de producir IL-6 como respuesta a la
estimulacion con diversos factores, como citocinas, suero de ternera fetal (STE), LPS,
inmunocomplejos de 1gG y algunas lectinas {94, 128, 132, 133, 149, 150]. Algunas de estas
sustancias pueden regular la produccion glomerular de la [L-6 de forma autocrina (1L-1 y
PDGF) o paracrina (I.PS, TNFq). La inhibiciéon de la sintesis de IL-6 en las células
mesangiales no se ha estudiado con detalle, aunque se sabe que algunos componentes de la
matriz, como ¢l colageno de tipo I pueden inhibir la produccion basai o la inducida por LPS
[144, 151].

La IL.-6 producida por las células mesangiales de rata presenta un peso molecular
variable entre 17 y 42 kDa, lo que indica que algunas formas moleculares de esta cilocina
estan constituidas por dimeros [94, 150]. El mensajero para la 1L-6 esta constituido por dos
mRNA, de tamafos 1.2 y 2.4 kb |94, 150, 152].

EEl efecto mas importante de la IL.-6 sobre las células mesangiales es la regulacion
de su proliferacion. A pesar de que varios investigadores han abordado esta cuestion, existen
discrepancias ¢n cuanto al papel estimulador o inhibidor de la IL.-6 de la mitogénesis
mesangial in vitro, quizas debido a las diferentes condiciones de cultivo empleadas en los
estudios [ 150, 153].

Las primeras evidencias acerca del efecto proliferativo de la 1L-6 sobre las células
glomerulares in vivo se obtuvieron de un ratén transgénico que llevaba el gen de la 1L.-6
fusionado con un promotor de la cadena pesada de la IgG humana, que desarrolld
plasmacitosis y glomerulonefritis mesangioproliferativa, detectandose en el suero clevadas

concentraciones de f1.-6 e fgGGl policlonal [154].
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En los glomérulos de algunos pacientes con glomerulonefritis proliferativa (como la
nefropatia 1gA) se ha demostrade, por tincion inmunohistoquimica con un anticuerpo
monoclonal anti-IL-6, que sus células mesangiales son capaces de sintetizar [L-6 [152].
Estos valores se correlacionan con un incremento en el nimero de células glomerulares
[ 155}, mientras que los niveles de [1.-6 urinarios de los pacientes con glomerulonefritis
mesangioproliferativa pueden ser un indicativo de la severidad de la enfermedad [152}.

Eiste efecto proinflamatorio de la [L-6 no se observa en otros tipos de entermedades
renales. los estudios realizados en un modelo pasivo de nefritis nefrotdxica en ratas han

demostrado un efecto antiinflamatorio de la {L-6 [155].

4.- CARACTERISTICAS GENERALES DE LA NEFROPATIA IgA

La enfermedad de Berger, glomerulonefritis mesangial o, como mas trecuentemente
se le denomina, nefropatia de igA, es una glomerulonefritis mediada por inmunocomplejos
que representa una de las enfermedades glomerulares primarias mas comunes en el mundo
16, 156]. l.a primera caracterizacion de esta entermedad se realizd mediante estudios de
inmunofluorescencia de biopsias renales, detectandose depositos mesangiales. intercapilares

y difusos de inmunoglobulinas, con predominio de IgA [157].

4.1.- ASPECTOS CLINICOS:

l.a manifestacion clinica predominante es la hematuria macroscopica recidivante, de
tres a cinco dias de duracion, que puede venir acompafada de malestar general y dolor
lumbar. En la mayoria de los casos los episodios de macrohematuria suelen estar asociados
con infecciones inespecificas del tracto respiratorio superior  (generalmemte
faringoamigdalar) y en menor porcentaje con infecciones gastrointestinales, extirpacion de
amigdalas y vacunaciones, entre otras |158]. Otras anomalias menos trecuentes en los

pacientes con nefropatia 1gA son la proteinuria moderada y/o la hematuria microscopica.
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Datos obtenidos en nuestro laboratorio han demostrado que existe una correlacion entre la
hematuria y la presencia de inmunocomplejos circulantes de [gA [159].

El prondstico de la nefropatia IgA es en realidad mas sombrio de lo que se pensaba
inicialmente. El 50% de los pacientes a los 20 afios de evolucidon mueren o requieren
hemodialisis. Esta nefropatia es responsable de alrededor del (0% de los pacientes que
requieren transplante. La incidencia de hipertension arterial en los pacientes con nefropatia
lgA es relativamente alta (30-40% de los casos) y esta considerada como un $igno precoz
de mala evolucién de la enfermedad | 156].

En las biopsias renales de estos pacientes s¢ han detectado las stguicntes
caracteristicas inmunohistoquimicas:

- Patron histologico caracterizado por proliferacion mesangial anormai (focal o
difusa) y aumento de la matriz mesangial |160].

- Depositos glomerulares: Principalmente igA [157], subclase 1 [161], de naturaleza
policlonal | 162}, cadena ligera de tipo A [163] y forma molecular polimérica [164]. En un
porcentaje menor se ha detectado 1gG, IgM, C3 y otros factores de la via alternativa del
complemento. En los casos de larga duracion existe acumulo progresivo de fibronectina,
laminina y colageno de tipo 1V |6, 165].

Microscopia electrOnica: depOsitos electrondensos en areas mesangiales y
paramesangiales, entre las células y la membrana basal, y dentro de la matriz mesangial.
En algunas ocasiones se pueden observar depositos a lo largo de las paredes capilares
periféricas. principalmente de localizacion subendotelial y un adelgazamiento vy

desdoblamiento de la membrana basal glomerular {156, 165].

4.2.- ASPECTOS INMUNOPATOLOGICOS:

4.2.1.- Anomalias en el sistema inmune

lLa caracteristica serologica mas importante de los pacientes con nefropatia IgA es

la elevada concentracion de IgA, mayoritariamente de la subclase [gA1, con un cierto

predominio de cadenas ligeras de tipo A [ 161, 166]. También destaca la presencia de
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inmunocomplejos de [gA circulantes y un porcentaje elevado de moléculas de IgA
polimérica [167] que, en algunos casos, puede presentar actividad de factor reumatoide
|163]). La [gA circulante presenta un caracter aniénico muy restringido y, en ocasiones se
han detectado defectos en la glicosilacion de la molécula [ 163, 168].

El origen de la IgA presente en el drea mesangial en la nefropatia IgA es un tema
de gran controversia, pues algunos autores indican un origen de las mucosas y otros de la
médula dsea [169]. Se han propuesto varios mecanismos para explicar la produccidn
incrementada de inmunoglobulinas, y concretamente de la [gA: un defecto en ta actividad
T supresora 1gA cspecifica, un incremento en fa actividad T cooperadora [gA especifica,
una hiperactividad de las células B 1gA especifica y/o una esumulacidn incrementada de la

produccion de IgA a través de la funcion de los macrdfagos [6. 163].

4.2.2.- Anomalias en el rifién

Existen varias hipoOtesis para explicar las causas del deposito de IgA en el mesangio.
Posiblemente un descenso de la eliminacidn de la IgA (por deficiente degradacion en el
sistema reticuloendotelial), junto con un aumento en la produccidn de esta inmunoglobulina.
son los responsables de las elevadas concentraciones de IgA circulantes, que
consiguientemente s¢ depositan en el area mesangial [170]. Estudios recientes relacionan las
alteraciones en la glicosilacion de la IgA de estos pacientes (principalmente en los residuos
de (al) con el aumento de los depositos de IgA en el mesangio [168, 171]. Otros autores
han sugerido que la IgA circulante podria reconocer un antigeno (residente o externo)
presente en la célula mesangial, con la consiguiente activacion del complemento, causando

dano tisular a nivel local y hematuria {170].



introduccién 35

LLos sucesos implicados en la patogenia de la nefropatia IgA se resumen en el

siguiente esquema:

i - — Exposician a varios)
Factores geneticos lAnormalidades mmunologicagj P i Otros 7
L antigenos J—-

FORMACION DE ANTICUERPCS Y/O ACTIVACION CELULAH—I

de la inflamacion  PAF {_Cé[ulas cntotc’.\xicas] Activacion del complementd  [Factores ‘de fa coagulacién
. . ' 4
IL. %, I'-6. POGF. TNF, atc.

r__ge racion de mediadores

La mayoria de los estudios realizados en los afos 70 y 80 demostraron que la
activacion del complemento juega un papel fundamental en el desarrollo del dano renal en
la nefropatia IgA, tanto por si mismo como por su relacién con las plaguetas, la coagulacion
y algunos productos inflamatorios. Como consecuencia de estos acontecimientos se produce
la activacion de las células glomerulares (epiteliales, endoteliales y mesangiales) y el dafio
renal finahiza en esclerosis [ 156, 170, 173].

En estos ultimos anos, la mayoria de las investigaciones se encaminaron al estudio
de los factores glomerulares implicados en el dafio renal. En este sentido, el papel activo
gue juegan las células mesangiales en la progresidn de la glomeruloesclerosis es indiscutible,
Las ultimas investigaciones se han centrado en la interaccion entre la IgA y las células
mesangiales. kn estudios in vitro, la 1gA activa las células mesangiales, que sintetizan y
liberan al medio exterior PAF, radicales libres del oxigeno y PGE, [172}. La interaccion
entre la 1gA y las células mesangiales puede producirse también de forma indirecta, esto es,
a través de otros tactores, como algunas lectinas y proteinas de matriz, induciendo la
sintests de PGE2, TxB2 v TNF« [174]. La interaccion entre IgA y las proteinas de ta matriz
extracetular (fibronectica, laminina y coldgeno 1V) es un proceso normal que estd
cspecialmente aumentado en la nefropatia IgA. y puede ser también responsable de [a

activacion mesangial {175, 176].
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Sin duda, los mayores avances en el conocimiento de los aspectos patologicos
relacionados con la nefropatia IgA se han conseguido con el empleo de los modelos
experimentales ¢n  animales  [169]. En los modelos de glomerulonefritis
mesangioproliferativas existe relacion entre los niveles elevados de PDGF y TGFS vy el
aumento de la proliferacion mesangial y los depositos de martriz  extracelular,
respectivamente |177. 178]. Otras citocinas, como IL-6, HL-1 ¢ IFN-y, administradas de
forma pasiva en un modelo de nefropatia de [gA, actian de forma sinérgica en el desarrollo
del dano glomerular, aumentando en los animales la hipercelularidad mesangial, la
infiltracton de las células proinflamatorias y la proteinuria y hematuria {179]. Se requieren
mas estudios que determinen otros mediadores solubles que pueden ejercer funcioncs
paracrinas o autocrinas en el mesangio, actuando asi como moduladores negativos o

positivos del crecimiento celular y de la produccion de matriz.
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En los Gltimos afios se ha avanzado bastante en el conocimienio de las caracteristicas
bioguimicas de las diferentes formas de la lgA, de sus funciones y de los receptores en las
diterentes células. [.os niveles elevados de [gA estan muy relacionados con la patogenia de
una gran variedad de enfermedades. Entre €stas destaca la nefropatia IgA, incluida en el
grupo de glomerulonefritis mediadas por inmunocomplejos, que se caracteriza por un
aumento en la concentracion de IgA polimérica en el suero y por el depésito de
inmunocomplejos de IgAl en el mesangio glomerular. Numerosos estudios han intentado
determinar la patogenia de esta enfermedad y, aunque se sospecha que los inmunocomplejos
depositados y/o formados en el mesangio participan en el dafio glomerular, las evidencias
acumuladas hasta ¢l momento son escasas. Algunos investigadores han demostrado que las
células mesangiales se activan en presencia de inmunocomplejos, produciendo diversos
mediadores de la inflamacion. Sin embargo, la mayoria de los estudios se han centrado en
fa caracterizacion de los receptores mesangiates de IgG, sin conocerse practicamente nada

respecto a los de IgA.

Los objetivos del presente trabajo van encaminados a determinar las caracteristicas
de la interaccion entre la [gA y las células mesangiales, intentando demostrar si este
receptor de IgA comparte algunas caracteristicas comunes con algin tipo de los receptores
de IgA descritos hasta el momento, concretamente con el receptor para la region constante

y el receptor de asialoglicoproteinas.

En primer lugar estudiaremos las caracteristicas bioguimicas de la interaccion entre

la [gA vy las células mesangiales, determinando:

- Afinidad y condiciones del equilibrio de la union.
- Especificidad de la unidn

- Regiones de la molécula de la IgA implicadas en la interaccion.
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In segundo lugar abordaremos algunos aspectos moleculares del receptor para IgA

presente en las células mesangtales:

- Peso molecular del receptor de la membrana de las células mesangiales.
- Caracteristicas del mensajero del receptor.
- Modulacién de la expresion del receptor, a nivel transcripcional (nRNA)

y traduccional (proteina).

En altimo lugar nos centraremos en algunos de los aspectos funcionales de la

interaccion entre las células mesangiales y la [gA, determinando:

- Cinética de internalizaciéon y degradacion de la protefna unida.

- Mecanismos de transduccion de la seial: variaciones de la concentracién de
calcio intracelular.

- Produccion de mediadores de [a inflamacion, en concreto de las citocinas
tactor de necrosis tumoral e interleucina 6.

- Eifectos de la IgA sobre la proliferacién de las células mesangiales.
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1.- REACTIVOS

SIGMA CHEMICAL CORPORATION, St. Louis, USA.

Colagenasa tipo la

Albumina de suero bovino (BSA)

Acido etilenglicol-bis-(S-aminoetiléter)-N,N, N’ N -tetraacético (EGTA)
Acido etilendiamino tetraacético (EDTA)

Cicloheximida. Actinomicina D

Polimixina B, Lipopolisacarido bacteriano (LPS)

{gG humana

Marcadores de peso molecular de las columnas de cromatografia
8-(N,N-dietilamino)octil 3,4 5-trimetoxibenzoato (TMB-8)

Fura 2/AM, Toxina de pertussis, Estaurosporina

Orosomucoide

Neuraminidasa de Clostridium Perfringens unida a bolas de agarosa
Galactosa (Gal). N-Acetilgalactosamina (GalNAc), N-Acetilglucosamina (GlcNAc)
Fenilmetilsulfonil fluorure (PMSF)

Nouidet P-40

lodacetamida, Antipaina, Quimostatina, Leupeptina, Pepstatina A
N-laurilsarcosina

Dietil pirocarbonato

Agarosa, MOPS, Ficoll, PVP

RNasa, xilen cianol

Acido N-2-hidroxietilpiperazina-N’-2-etanosulfénico (HEPES)

GIBCO BRL, Paisley, Scotland, Gran Bretaiia.

Medio de cultivo Rowell Park Memorial Institute (RPMI) 1640
Glutamina

Penicilina/estreptomicina

Tripsina-EDTA

Suero de ternera fetal
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BIORAD LABORATORIES, Richmond CA, USA.

Acrilamida, Bis-acrilamida

Dodecil sulfato sodico (SDS)

Persultato amdnico, TEMED

Glicina

Marcadores de electroforesis de alto y bajo peso molecular

DIFCO LABORATORIES, Detroit MI, USA.
Bacto-Agar
Agar chocolate

[:xtracto de levadura

Bacto-triptona

COSTAR, Cambridge MA, USA.

Frascos y placas de plastico para cultivos celulares

PHARMACIA LKB BIOTECHNOLOGY AB, Uppsala, Suecia.

Aminohexil-Sepharosa 4B (AH-Sepharosa)
Ultrogel Aca2?2

Dietilaminoetil (DEAE) celulosa
Sephacryl 5200 HR

Sephadex (G-50

PIERCE CHEMICAL COMPANY, Rockford IL., USA.

Sulfosuccinimidil-3-(4-hidroxifenil) propionato
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BOEHRINGER MANNHEIM GmbH, Mannheim, Alemania.

DNA de esperma de arenque

Interteucina-6 recombinante humana

NEW ENGLAND RESEARCH PRODUCTS (NEN), Willmington DE, USA.,

ll.SINa
2p-dCTP

[’H|metil-timidina

MERCK, Darmstadt, Alemania.

Azul de Coomassie, azul de bromofenol, violeta cristal
Tris-(hidroximetil)-aminoetano (1T1is)
3-mercaptoetanol

Glutaraldehido, formaldehido

Acido citrico

Etanolamina, KSCN

NaN,

Cloramina T, metabisulfito sédico, KI
Na,HPO,, KH,PO,

KCl, CaCl,

MgSO,. (NH,).SO,

Borato sédico

Triton X-100

Acido tricloroacético (TCA)

Glicerol

ENDOGEN, Boston MA, USA.

Anticuerpos policlonales anti-TNFe, anti-IL-6, anti-IL-1
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SCHARLAU S.A., Barcelona,

D-glucosa anhidra
Metanol, etanol. isopropanol
Acido acético, NaOH

PANREAC, MONTPLET & ESTEBAN S.A., Barcelona.

NaHCO,
HCI, Na(l
Cloroformo, Acido Nitrico

FLUKA

Acido sialico
FFenol

Formamida

NOVO NORDISK PHARMA S.A., Madrid.

Insulina humana recombinante

IMMUNOGENEX, Los Angeles CA, USA,

TNV« recombinante humano

OPERON S.A., Zaragoza.

Anticuerpos policlonales anti-inmunoglobulinas
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2.- TAMPONES Y SOLUCIONES

TAMPON DULBECCO ESTERIL

KCl 2.6 mM
Na(Cl 137 mM
KH,PO, 1.5 mM
Na,HPO, 8.0 mM
glucosa 5.6 mM

Ajustar a pH 7.5-7.6 con NaOH

Esterilizar en autoclave (130°C, 1 Bar, 20 min)

TAMPON FOSFATOS 0.5 M
Na,HPO, 390 mM
KH,PO, 110 mM

TAMPON FOSFATO-SALINO (PBS)
Na(’l 150 mM
tosfatos (.5 M 10 mM (20 ml/1)
Comprobar que el pH esta 7.3

TAMPON CARBONATO/BICARBONATO 0.1 M
NaHCO; 100 mM
Na(li 500 mM
Ajustar a pH 8.5 con una solucion:
Na,CO, 100 mM
NaCi 500 mM
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TAMPON TRIS-SALINO (TBS)

Tris 150 mM
NaCl 150 mM
K.Cl 5 mM

Ajustar a pH 7.4 con HCI

TAMPON ACETICO-ACETATO 0.1 M
acetato sodico 0.6 M 435 ml/l
acido acético 0.6 M {30 mi/
Comprobar que el pH estd a 5.0

TAMPON HEPES-SALINO (HEPES)

HEPES 2 mM
NaC} 150 mM
Kl 5 mM

Ajustar 2 pH 7.4 con NaOH

TAMPON KREBS-HENSELEIT-HEPES (KHH)

NaCl 130 mM
KCi 5.3 mM
MgSO, | mM
CaCl, 2 mM
NaH,PO, 1.2 mM
glucosa 5.5 mM
HEPES 20 mM
BSA 0.5%

Ajustar a pH 7.3 con KOH
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TAMPONES DE ELECTROFORESIS DE PROTEINAS

- de muestras:

Tris 0.08 M pH 6.8
glicerol 10%

SDS 1%

azul de bromofenol 0.005%

- de desarrollo:

Tris 0.025 M
glicina 1.92 M
SDS 1 %

TAMPONES DE ELECTROFORESIS DE RNA

- desnaturalizante:

formamida desionizada 50%
formaldehido 6%
MOPS 1x

- de muestras:

glicerol 30%
azul de bromofenol 0.25%
xilen cianol 0.25%

SOLUCION DE TRITON X-100 AL 1%

Se prepara inicialmente una solucion de 10% de Triton X-100 y 5% de HNO, en

agua destilada, y después se diluye ésta solucion hasta el 1% en tampon HEPES pH 7.4.
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SOLUCION AMONIACAL DE NITRATO DE PLATA 0.05 M
Afadir {muy lentamente y agitando) 4 ml de AgNO, 1.2 M a 21.3 ml] de agua

bidestilada conteniendo 1.3 ml de NH,OH y 0.2 ml de NaOH [0 N. Después de la

disolucion, completar hasta 100 ml con agua bidestilada.

MEDIO DE LURIA-BERTANI

extracto de levadura 5 mg/l
baclo-triptona 10 mg/l
NaCt 10 mg/l

SOLUCIONES DE MINIPREP

- solucion [t
glucosa 50 mM
Tris-HCI 25 mM pH 8.0
EDTA 19 mM

- solucién [I:
NaOH 0.2 N
SDS | %

SOLUCION DE LISIS PARA EXTRACCION DE RNA

isotiocianato de guanidina 4 M
citrato sodico pH 7.0 25 mM
N-laurilsarcosina 0.5%

g-mercaptoetanol 0.1 M
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SOLUCION DE DENHART
f-icoli
BSA
PVP

SOLUCION 20X SSC
NaCl

citrato sodico

0.02%
0.02%
0.02%

3M
0.3 M
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3.- METODOS EXPERIMENTALES

3.1.- CULTIVOS CELULARES

3.1.1.- Cultivo de células mesangiales de rata:

Para el cultivo de células mesangiales glomerulares se utilizaron ratas macho
Sprague-Dawley de 100-150 gramos de peso | 180]. Los rifiones se extrajeron cn condiciones
estériles, se decapsularon y se separ6 [a corteza de la médula. La corteza troceada se paso
por un tamiz de 50 pm y el homogeneizado resultante se lavo sobre un famiz de 50 pm con
tampon Dulbecco estéril. Posteriormente se centrifugd a 190g durante | minuto, desechando
el sobrenadante. El precipitado rico en glomérulos se resuspendioé en Dulbecco y se incubo
con 500 U/ml de colagenasa (tipo 1A) a 37°C durante 30 minutos, agitando periddicamente
la suspensién. La digestion con colagenasa se pard en frio y anadiendo medio de cultivo
Rowell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 tamponado con 25 mM de HEPES,
suplementado con glutamina 2mM, 100 U/ml de penicilina y 100 gg/m! de estreptomicina
(RPMI-HEPES) y enriquecido con 10% de suero de ternera fetal (STF). La suspension se
paso a traves de owro tamiz de 50 um y se centrifugd a 600g durante 10 minutos. Los
glomérulos obtenidos se resuspendieron en medio RPMI-HEPES con 20% de STF, se
sembraron sobre frascos de cultivo de plastico y se incubaron a 37°C en una estufa
humidificada y con un 5% de CO,. A los cuatro dias de la siembra se reemplazé el medio
de cultivo de las placas por medio nuevo, conteniendo 10% STF y a partir de este momento
se realizaron cambios periddicos de tres veces por semana.

Las células mesangiales aparecen entre el dia siete y el catorce después de la siembra
y. por las condiciones del cultivo, los demas tipos celulares glomerulares (sobre todo
epiteliales) van muriendo, de forma que aproximadamente a los 18-20 dias se obtienen
monocapas confluentes de células mesangiales.

Para los estudios de union de proteinas marcadas se utilizaron células mesangiales
sembradas sobre frascos de cultivo de pléstico de 25 cm’ de superficie. Para aislamiento de
RNA vy de receptores de membrana celular se emplearon frascos de 75 ¢cm*. En ambos casos

los experimentos sc realizaron en los dias 18-20 del cultivo inicial. En otro tipo de
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experimentos se utilizaron células mesangiales subcultivadas. es decir, tripsinizadas
(incubacion de 2 minutos a 37°C con una solucion de tripsina al 0.05% y de EDTA al

0.02%) v sembradas sobre placas de cultivo.

3.1.2.- Cultivo de células mesangiales humanas:

Para el cultivo de células humanas se emplearon riiiones perfundidos que habian sido
desechados para transplante. Los glomérulos se extrajeron segin la técnica anteriormente
descrita y se sembraron sobre frascos de 75 ¢cm® en medio RPMI-HEPES con 20% de STF
y un suplemento adicional de 0.06 U/ml de insulina. A los siete dias de cultivo se reemplazé
¢l medio de los glomérulos adheridos al plastico y, aproximadamente a los veinte dias,
cuando las células mesangiales alcanzaron confluencia, se despegaron por tratamiento con
tripsina- EDTA. Los pases sucesivos se sembraron con una relacion [:3 o [:4 y se hicieron
subcultivos cada 8-10 dias, renovando el medio, en cualquier caso, cada 2-3 dias.

Todos los experimentos con células mesangiales humanas se realizaron entre los

pases lercero y séptimo, tanto en células confluentes como subconfluentes.

3.1.3.- Caracterizacidn de las células mesangiales:

Por microscopia de contraste de fase se observg, como caracteristica anatomica de
estas c€lulas, la presencia de prolongaciones citoplasmaticas irregulares; a veces estas
proyecciones saiian solo de un extremo de ia célula, quedando el otro redondeado, sin
prolongarse. El nicleo, mas o menos irregular, se aprecio de forma patente en estas células.
No se observaron tormas caracteristicas de células endoteliales o epiteliales glomerulares
en ¢l momento de realizar los experimentos.

Mediante estudios de inmunohistoquimica, las células presentaron tincion positiva
con anticuerpos especificos para desmina y vimentina (marcadores caracteristicos de células
miogénicas) y al antigeno Thy 1. La tincidon para el factor VI y para citoqueratinas fue

nepativa, cxcluyendo de esta forma la presencia de céiulas endoteliales y epiteliales,
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respectivamente. También se excluye la contaminacion por macrofagos pues la tincion con

antigeno Ia fue negativa [77].

Figura 1: Aspecto al microscopio optico de las células mesangiales de rata (arriba) y de las células

mesangiales humanas (abajo) en cultivo
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3.1.4.- Aislamiento de macréfagos peritoneales de rata:

l.os macroftagos peritoneales se obtuvieron de ratas Sprague-Dawley anestesiadas con
éter. Se realizaron 3 lavados consecutivos de la cavidad peritoneal con 10 ml de tampon
PBS y las células recogidas se lavaron dos veces en el mismo tampdn, se resuspendieron
a una concentracion de 10° células/ml en RPMI-HEPES conteniendo 0.5 % de albamina de
suero bovino (BSA, fracciéon V) y se sembraron sobre placas de & pocillos. Al cabo de 2
horas de incubacion a 37°C se retiraron las células no adheridas al plastico y se contaron,

para lievar un control del ndmero de c€lulas en cada pocillo.

3.2.- AISLAMIENTO DE PROTEINAS

3.2.1.~ Técnicas generales:

3.2.1.a.- Inmunodifusién doble dimensional:

Se utilizaron placas Petri con agar al 1% en PBS. En cada placa se realizaron unos
pocillos enfrentados de (0.5 cm de didmetro en los que después se depositaron el antigeno
y el anticuerpo. Ambas proteinas migran por simple difusion la una hacia la otra,
observandose lineas o bandas de precipitacion cuando alcanzan el punto de equivalencia,
aproximadamente después de 24-48 horas de incubacién a temperatura ambiente y en camara

hameda [181].

3.2.1.b.- Inmunoelectroforesis:

l.a inmunoelectroforesis se realizé en placas de [1x15 cm de agarosa al 1.5% en

tampon veronal 0.035 M a pH 8.6 [182]. En cada pocillo se cargaron de forma alternada

3 ul de muestra o de suero control (con una gota de azul de Coomassie para poder seguir
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la migracion de la albumina). La electroforesis se realizd en una cubeta horizontal con
tampoén veronal 0.05 M a pil 8.6, durante 1 hora a 100 voltios. Después de la separacion
de las proteinas se procedid a su inmunoprecipitacion. Se cargaron en las trincheras 100 ul
de los diferentes anticuerpos y se incubaron durante 24 horas en una superficie plana, a
temperatura ambiente y en atmosfera saturada de humedad. Al cabo de este tiempo se
observaron los arcos de precipitacion. Las placas se lavaron varias veces con solucidn salina
0.15 M a pH 7.3 para eliminar las proteinas no precipitadas y luego con H,0O para eliminar
las sales; se dejaron secar a temperatura ambiente hasta obtener una fina pelicula de
agarosa. Se realizo entonces la tincion de las placas con azul de Coomassie al 0.5% y luego
se decoloraron con una solucidn de etanol al 95% y acido acético al 5% hasta que s6lo

quedaran tenidas las bandas de precipitacion.

3.2.1.c.- Electroforesis en geles de poliacrilamida:

La electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) es una técnica de gran
resolucion y sensibilidad para comprobar la pureza de las proteinas aisladas. Para la
preparacion de 1os geles se siguié la metodologia descrita por Laemmhi [183], a partir de
una solucién de acrilamida al 30% vy bisacrilamida al 0.8%. Los geles de desarrollo se
prepararon a una concentracion final de acrilamida del 10% en tampén Tris-HCI 0.037 M
apH 8.8 vy SDS al 1%, vy los geles de concentracion al 5% en tampén Tris-HCL 0.125 M
apH 6.8 y SDS al 1%. Como iniciador de la polimerizacién se utilizd 0.1 mg/ml de
persulfato amoénico (116 pl para el gel de desarrollo y 25 ul para el concentrante) y como
catalizador TEMED (23 y 5ul para cada gel, respectivamente).

Las muestras se aplicaron en los pocillos del gel (30-40 pg en un volumen maximo
de 100 ul) con tampon de muestras de electroforesis (ver seccion de Tampones y Soluciones)
en presencia o ausencia de B-mercaptoetanol como agente reductor. La electroforesis se
tleved a cabo en tampdn de desarrollo, utilizando cubetas refrigeradas (BioRad, modelo
Protean I}, a una intensidad constante de 20 mA para el gel de concentracion y de 30 mA
para el de desarrollo, durante 4-6 horas.

En algunos casos los geles se tifieron con una solucion de 0.15 mg/mi de azul de
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Coomassie en metanol/acético/agua (7:10:1.2) durante 1 hora vy se¢ decoloraron con
metanol/acético/agua (4:1:10). En los casos en que fue necesaria una mayor sensibilidad,
los geles se tineron con plata mediante el método de las diaminas | 184). Las proteinas se
tijaron con una solucidn de etanol al 5% y acido acético al 5% en agua durante 16 horas.
Los geles se incubaron con glutaraldehido al 10% durante 30 minutos, se lavaron con H,0
para eliminar el exceso de glutaraldehido y se sumergieron durante 10 minutos en una
solucion amoniacal de nitrato de plata (.05 M, lavando el exceso de plata con agua. l.a
imagen se desarrollé con una solucién de 0.1 g/l de acido citrico y 1 ml/l de formaldehido

al 37%. Como parador de la reaccién se utilizé acido acético al 5%.

3.2.1.d.- Unidn de proteinas a Sepharosa:

Se utilizé como soporte un gel de AH-Sepharosa 4B, al que se le unieron diferentes
proteinas (BSA, 1gG, IgA, suero anti-lgG), segun la cromatografia de afinidad requerida
[185]. Para preparar el inmunoadsorbente se procedid en primer lugar a lavar la Sepharosa
con NaCl .5M_ llevandola después a un tampon carbonato-bicarbonato 0.1M a pH 8.5.
Para activar los grupos aminohexil del gel se incubd éste con glutaraldehido al 2.5 % durante
30 minutos a temperatura ambiente. Después de eliminar el glutaraldehido no unido se
incubd la AH-Sepharosa con la proteina (a una concentracion de 10 mg de poteina/mli de
gel hidratado) durante 18 horas a 4°C. Los posibles grupos activos libres fueron inactivados
incubando con etanolamina 1M a pH 8.0, durante 2-3 horas a temperatura ambiente. La
proteina no unida covalentemente al gel se elimind mediante varios lavados, alternando
tamp6n carbonato-bicarbonato y KSCN 2M a pH 7.0. Finaimente, la AH-Sepharosa-proteina
se resuspendtd en tampon PBS con NaN; al 0.05%, a pH 7.3 y se almacend a 4°C hasta
su uso. En todos los casos la eficiencia de a union de la proteina a la Sepharosa fue de

aproximadamente un 90%.
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3.2.1.e.- Marcaje de proteinas por el métado de la cloramina T:

En el marcaje de proteinas con *°l se usé como oxidante la cloramina T, segin el
método de Greenwood |186| para conseguir actividades especificas altas, pero modificado
para evitar desnaturalizacion de proteinas [187]. Para ello, se incubaron 10 mg de proteina
(en 500 ul de PBS) con 1mCi de Na'*’l {en 20 ul de tampdn fostatos 0.05 M a pH 7.3) y
con 100 pl de cloramina T (1 mg/ml en fosfatos 0.05 M). La reaccion transcurrié durante
40 segundos a temperatura ambiente y 1 minuto a 4°C, parandose con la misma cantidad
de metabisulfito sédico y un exceso de KI (200 pl de una solucion 1 M) con 1% de BSA.,
S11a proteina iba a ser agregada posteriormente, se omitio la adicion de BSA en el tampon,
pues ésta impide la agregacion. la climinacion del '*I no incorporado a la proteina se

realizd mediante dialisis frente a PBS.

3.2.2.- Aislamiento de inmunoglobulinas:

3.2.2.a.- Aislamiento de leM:

Esta inmunoglobulina se obtuvo del suero de un paciente con mieloma de {gM. Se
separd del resto de las proteinas séricas mediante didlisis frente a H,O destilada. Ll
precipitado euglobulinico se diluyé en tampén PBS y se analizd por cromatogratia de
penetrabilidad en ung columna de Ultrogel AcA 22, equilibrada con PBS. la pureza de la
[gM se determind por inmunodifusion doble frente a antisuero anti-cadenas u e

inmuneelectroforesis |188].

3.2.2.b.- Aislamiento de IgA:

La IgA humana se obtuvo del suero de un paciente con mieloma de IgA, que
presentaba elevadas concentraciones de 1gA monomérica del tipo IgA 1, con cadenas ligeras

de tipo kappa. De una de las plasmaféresis realizadas al paciente se obtuvo plasma, que sc
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tratd con trombina (100 unidades/ml} y CaCl, 1M, eliminando de esta forma el codgulo
hlanco.

El suero asi obtenido se diluyd [/2 con tampon PBS y se precipitd con (NH,),SO,
al 50% (peso/volumen). Las proteinas precipitadas (fraccion y-globulinica) se centrifugaron
a 3000g durante 30 minutos, se redisolvieron en PBS y se dializaron frente a tampoOn
fosfatos 0.015 M, pH 7.5.

I.a 1gG, 1gA monomérica e lgA polimérica se aislaron de la solucion proteica por
cromatografia de intercambio idnico en wuna columna  K50/30 cargada con
dietilaminoetilcelulosa (DEAE) equilibrada inicialmente con tampon fosfatos 0.015M a pH
7.5. La mayor parte de la proteina que no se unid a la matriz cargada pertenecia a la clase
Ig(5. La [gA monomérica se eluyé con tampon fostatos 0.05 M a pH 7.0, Para eluir la
pequena cantidad de IgA polimérica que contenia el suero del mieloma, se utilizo un
gradiente de molaridad. desde fosfatos 0.05 M a pH 7.0, hasta NaCl 0.2 M en tampon
fostatos 0.05 M a pH 7.5. La solucién de proteinas asi obtenidas se dializo frente a PBS.

Para eliminar posibles trazas de [gG que podian haber eluido junto con la IgA, se
realizé una cromatogratia de afinidad pasando la fraccion de la [gA a través de una columna
de Sepharosa unida a un anticuerpo policlonal anti-Ig(G. La proteina no retenida (IgA) se
concentré a 10 mg/ml en un concentrador Amicon (Amicon Co., Lexington, MA, USA) con
una membrana PM 10 (que retiene moléculas con un peso molecular superior a 10kDa).
Mediante técnicas de inmunoelectroforesis e inmunodifusion doble dimensional se comprobo
que fa fracion de 1gA se encontraba libre de otras proteinas séricas |65).

El peso molecular de la IgA se estimd mediante SDS-PAGE y por cromatogratia de
penetrabilidad, utilizando una columna K26/70 cargada con Ultrogel AcA 22 previamente
calibrada con los marcadores azul dextrano (V). [gM (900 kDa), ferritina (440 kDa), IgG
(150 kDa), BSA (64 kDa) y citocromo ¢ (12 kDa). La secuencia del aislamiento de IgA se

indica en la figura 2.
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Figura 2 (pdgina anterior): Aislamienio de IgA humana: (A) Perfil de elucion de las inmunogiobulinas
de una columna de celulosa DEAE. La fraccion 1 (1gG) eluye con tampon fostatos 0.015M, pH 7.5, la traccién
H {mayoritartamente [gA monomérica) con fostatos 0,.05M. pH 7.0 y la fraccidn [ (IgA polimérica) con un
gradiente de molaridad desde fosfatos 0.05M, pH 7.0, hasta NaCl 0.2M en fostatos .05M, pH 7.5, Las
flechas indican ¢l cambio del tampdn de elucion y la linea discontinua el cambio de molaridad.

(B} Cromatografia de afinidad de la fraccion I, en una columna de Sepharosa-anti-lgG. La fraccion A no
queda retenida en la columna {IgA) y la fraccién B (1gG) eluye con KSCN 2M tamponado con fostatos 0.01M
a pH 7.0. (C) Cromatografia de penetrabilidad de la IgA (fraccion A) en una columna con Ultrogel AcA22,
La posicidn de los marcadores se indica en la parte superior: azul dextrano (Vy, 3000 kDa), [gM (900 kDa),
territina (440 kDa), [gG (150 kDa), BSA (64 kDa) y citocromo ¢ (12 kDa). (D} Electroforesis en 12% de
acrilamida de la IgA monomérica y polimérica aisladas. En la parte inferior aparece un gel de
imnuneetectrotoresis: en 1os pociilos impares se cargd 1gA y en los pares un suero humano de control; en las
trincheras A y ID se cargd suero anti-IgA, en la B se cargd suero anti-sucro humano total, en las C v F se puso

anti-lpGi oy en la trinchera B, suero anti-IgM,

Los fragmentos Fc y F(ab) de la IgA se obtuvieron por digestion con la proteasa de
lgA de Haemophilus Influenzae (HK 50; 35891), bacteria suministrada por la American
Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, USA TCC 35891}, capaz de romper las
uniones prolil-seril de tos residuos 231 y 232 situados en la region bisagra de la
inmunogiobulina. Las bacterias se crecieron durante 24 horas a 37°C sobre placas de agar
chocolate en cuya superticie se habia colocado una membrana de dilisis esteritizada. Luego
se extrajeron las membranas de didlisis, se lavaron con PBS y las bacterias se eliminaron
por centrifugacion. Ef extracto con la proteasa de lgA1 se concentrd y se almacend a -20°C.

la [gA (10 mg/mi) se incubd durante 24 horas a 37°C con la proteasa de tgAl
(relacion 10:1). Los fragmentos de 1gA se separaron uttlizando una columna K16/90 cargada
con Sephacry! S200 HR y se analizaron por SDS-PAGE e immunoelectroforesis,
obteniéndose dos proteinas, el fragmento Fc, de 62 kDa y el fragmento F(ab}, de 48 kDa

12]. como se muestra en la figura 3.
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Figura 3: Fragmentos de IgA: Perfil de elucion de la fgA digerida con la proteasa de 1gAl (de

Haemophilus Influenzae) en una columna cargada con Sephacryl S200 HR equilibrada con PBS. Los

fragmentos Fc y F(ab) presentan un peso molecular aproximado de 62 kDa y 48 kDa, respectivamente. las
tlechas indican la posicion de los marcadores: BSA (64 kDa) y OVA (45 kDa).

3.2.2.¢.- Preparacion r

Para la obtencion de agregados utilizamos una 1gG humana de origen comercial y

la IgA monomérica humana purificada, a una concentracion de 10 mg/ml en tampdn PBS.

La agregacion se realizé por calentamiento a 63°C durante 30 minutos (para [gG) y 150

minutos (para fgA). Posteriormente se centrifugaron las preparaciones a 1500g durante 15

minutos con el fin de eliminar los agregados insolubles. Para separar los agregados solubles

de la proteina no agregada, se pasaron a través de una columna cargada con Ultrogel AcA

22 y equilibrada en tampon TBS a pH 7.4, conteniendo 0.5% de BSA para prevenir la

autoagregacion {65]. De esta forma se obtuvieron agregados solubles de aproximadamente

1-2x (¥ kDa (determinado por gradiente de sacarosa) que se almacenaron en alicuotas una

temperatura de -20°C (figura 4).
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Figura 4: Aislamiento de los agregados de IgA: Pertil de clucidn de los agregados de IgA monomeérica

de ung columna cargada con Ultrogel AcA22, equilibrada en tampon TBS con BSA al .5%. pH 7.4, El
volumen de elucidn de la fraccion de los agregados es cercano al volumen de exclusion de la colummna (V).
La lgA monomérica sin agregar eluye a un volumen correspondiente a un peso melecular aproximado de 160
kDa. La posicidn de los marcadores se indica en la parte superior de la figura: azul dextrano (V. 3000 kba).
[gM (900 kDa), ferritina (440 kDa), 1gG (150 kDa). BSA (64 kDa) y citocromo ¢ (12 kDa).

3.2.2.d.- Desializacion de proteinas:

lLa desializacion consiste en la eliminacion de los residuos terminales de dcido sidlico
(o neuraminico) contenidos en las cadenas de oligosacaridos de una glicoproteina. La IgA
monomérica y el orosomucoide, también denominada «;-glicoproteina, se incubaron con
neuraminidasa procedente de Clostridium perfringens unida a bolas de agarosa, con una
relacion de 0.06 U de enzima / 2 mg de proteina [30]. La incubacion se realizé en tampoén
acetato sodico 0.1 M a pH 5.0, durante 6 horas a 37°C. El enzima insoluble se eliminé
mediante centrifugacion y las proteinas del sobrenadante se dializaron frente a PBS.

Para determinar el grado de desializacion s¢ empled el método colorométrico del
acido tiobarbuarico {189], utilizando una curva de referencia construida con acido sialico.
l.a eficiencia de la eliminacion del 4cido sidlico contenido en la molécula de IgA fue de

aproximadamente un 70%, mientras que el orosomucoide perdiéd un 90% de su contenido



Materiales y Métodos 60

en acido sialico. La desializacion no afectd de ninguna forma a las propiedades
inmunoquimicas de ta molécula de IgA, como se demostré mediante inmunoditusion doble

y SDS-PAGE.

3.3.- ENSAYOS DE UNION Y CATABOLISMO DE PROTEINAS MARCADAS

3.3.1.- Unién de proteinas marcadas a células mesangiales:

n este tipo de experimentos se utilizaron células mesangiales de rata cultivadas hasta
confluencia (18-21 dias) en frascos de 25 cm’. Las células se lavaron con medio RPMI-
HEPES sin STF y luego se incubaron durante 2 horas a 37°C con medio conteniendo 1%
de STF. Transcurrido este tiempo, se lavaron con PBS frio conteniendo 0.5% de BSA y
0.05% de NaN, (PBS-BSA) y se equilibraron en el mismo tampoOn durante 1 hora a 4°C.

l.os estudios de union de proteinas marcadas se llevaron a cabo por duplicado,
mcubando las células con una concentracion fija de proteina marcada a diferentes tiempos
(entre 5 minutos y 4 horas), o a 60 minutos en presencia de cantidades crecientes de
proteina, en 2 ml de PBS-BSA y a 4°C. Transcurrido el tiempo de incubacion el medio fue
aspirado, las células se lavaron tres veces con PBS-BSA frio y se despegaron de los frascos
de cultivo por tratamiento con NaOH 1IN durante 15 minutos a 60°C. la radiactividad
contenida en la fraccion celular se determind con un contador gamma (LKB) y nos permitié
calcular la concentracion de proteina marcada unida.

l.a unidn inespecifica se determind en presencia de 100 veces en exceso de proteina
no marcada. kn cada experimento se tuvo también en cuenta el fondo, determinado como
la radiactividad retenida en un pocillo que no contenia células. Ambos datos se restaron al
total unido para calcular la union especifica de las proteinas a las células,

Para cada experimento se reservd un frasco de cultivo con células, que fueron
despegadas por tratamiento con (ripsina-EDTA, para determinar después por contaje al

microscopio el nimero de c¢élulas aproximado por cada punto.



Materiales y Métodos 61

FEn algunos casos los experimentos de union se realizaron en un sistema homologo,
es decir, igA bumana marcada y células mesangiales humanas. La metodologia seguida fue
analoga a la descrita para las células mesangiales de rata.

Como control positivo de los ensayos de union se utilizaron los macrotagos
peritoneales de rata, células en las que ya se ha demostrado la existencia de receptores para
IgA [32, 56). Como control negativo utilizamos un tipo de c€lula de origen no
hematopoyético en la que no se han detectado receptores para inmunogiobulinas, la linea de
fibroblastos renales de rata NRK49F (ATCC CRE1570). En ambos tipos celulares se
determind el grado de unién de la **°I-IgA, tanto en ausencia como en presencia de proteina

S Tharcar.

3.3.2.- Calculo de la constante de equilibrio:

Con los datos obtenidos en el ensayo de union se construyeron los graficos de

Scatchard [90], basandose en la ecuacidn

B
——— =K, (n - B)
F
donde:
B = namero de moles unidos en el equilibrio
I = numero de moles libres

n = numero de sitios de union

K,= constante del equilibrio o de afinidad.

En nuestro caso, la representacion grafica de B/F frente a B (expresado en pg/ml)
nos permitio calcular {a constante aparente de asociacion (la pendiente de la linea de
regresion) expresada en M, considerando el peso molecular de la IgA como 170 kDa. El
nimero de sitios de unton por célula se determing a partir del punto de corte de la recta de
regresion con el eje de las abscisas, teniendo en cuenta el peso molecular de la IgA, el
nimero de Avogradro (6.023 x 10 moléculas/mol) y el nimero de células por punto

(aproximadamente 2.5 x 10°).
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3.3.3.- Ensayos de inhibicidn:

Para determinar la especificidad de la unidn de las proteinas a las células
mesangiales, se realizaron diversas pruebas de inhibicidon con diferentes dosis de proteinas
no marcadas (IgA, l[gG, [gM, igA desializada, orosomucoide desializado y fragmentos Fc
vy F(ab) de la IgA) o de carbohidratos (Gal, GalNAc y GlcNAc). Se realizo una incubacion
a 4°C durante 45 minutos en presencia de los inhibidores previa a la adicion de la proteina
marcada. l.os datos se expresan como porcentaje con respecto al control de células en

ausencia de inhibidor.

3.3.4.- Catabolismo de las proteinas marcadas:

Los estudios de internalizacion y degradacion de las proteinas unidas se realizaron
con células mesanglales de rata confluentes cultivadas en placas de 6 pocillos. En el dia del
experimento se lavaron con PBS frio y se mantuvieron durante 1 hora a 4°C en tampodn
HEPES conteniendo CaCl, ImM, MgCl, ImM, 0.5% de BSA y 0.1% de glucosa, pH 7.4
(HEPES-BSA). Después se aiadié 1 ml de HEPES-BSA conteniendo 2 pg/ml de las
proteinas marcadas (IgA e IgG, tanto monoméricas como agregadas por calor). La union
se realiz0 a 4°C durante 4 horas.  Transcurrido este tiempo se eliminaron las proteinas no
unidas a las células mediante dos lavados con PBS frio y se afadié 1 ml de tampon HEPES-
BSA, incubando las células a 37°C para permitir la endocitosis de las proteinas. A
diferentes intervalos de tiempo (desde ( hasta 120 minutos) se extrajo el medio y las células
s¢ entfriaron sobre hielo, se lavaron con PBS frio y se solubitizaron con 1 ml de Triton X-
100 (30 minutos a temperatura ambiente). Las proteinas presentes en el sobrenadante inicial
y en el primer lavado se precipitaron con TCA (10% de concentracidn final), separando
precipitado y sobrenadante mediante centrifugacion a 1200g durante 30 minutos.

Se cuantificd entonces para cada tiempo (i) la radiactividad precipitada (P), la

soluble (S,) y la asociada a células (C), variables que permitieron calcular tres parametros:
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P;
% disociacion a t, = x 100
P, + 8§, + C,
5,
% degradacién a t, = x 100
¢
% unido a célulasat, = ——— x 100
P, + S + C,

El % unido a células cuando t;, = 0 fue considerado como indicador de la unién total
a 4°C de cada proteina a las células mesangiales, corrigiendo sobre este dato los factores
de union inespecifica v de fondo del experimento, de forma aniloga a la indicada en el
apartado anterior.

En algunos experimentos se determinaron los % de disociacion, degradacion y unién
a células en presencia de EDTA 5 mM o de los fragmentos Fc y F(ab) de la IgA,

calculando después los porcentajes de inhibicidn correspondientes a cada parametro.

3.4.- AISLAMIENTO BDE LOS RECEPTORES DE IgA DE CELULAS
MESANGIALES

3.4.1.- Obtencion de membranas celulares marcadas:

Las células mesangiales de rata se crecieron hasta confluencia en frascos de 75 cm-

de superficie y se marcaron con 'l directamente en ellos [92]. Previamente se lavaron 3

veces con PBS frio y se pretrataron con el inhibidor de proteasas fenilmetilsulfonil fluoruro
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SuM (PMSF) durante 10 minutos a 4°C con el fin de impedir la degradacion de proteinas.
LI marcaje de las células mesangiales se realizo por adicion de 10 ml de PBS que contenian
0.2 pg de sultosuccinimidil-3-(4-hidroxifenil) propionato (reactivo con el que se marcan la
proteinas en los grupos amino primarios de los residuos de Asn y Gin), ImCi de Na'*[, 10
ug de cloramma 1" y 24 ug de metabisulfito. l.as células se incubaron sobre hielo durante
30 minutos y luego se lavaron 5 veces con 10 m! de PBS conteniendo KI 5mM. Después
se despegaron las células por tratamiento con EDTA 2.5 mM en tampdén Dulbecco y se
centrifugaron a 600g durante 10 min.

Se preparo una solucion de lisis por adicion al tampon PBS de Nonidet P-40 al | %
{detergente no i6nico), EDTA 1mM, iodoacetamida 10mM, PMSF ImM y | gg/mi de los
inhibidores de proteasas antipaina, quimostatina, leupeptina y pepstatina A. El precipitado
final de células marcadas se resuspendio en 0.5 ml de esta solucion de lisis y se incubd
durante 60 minutos a 4°C. El material insoluble se elimind por cenirifugacion a 11600g
durante 30 minutos y los sobrenadantes se guardaron a -20°C.

En todos los experimentos se utilizé la linea mielomonocitica U937 (ATCC; CRL
1593) como control de la expresion de los receptores de IgA. pues en este tipo de células

ha sido muy bien caracterizado dicho receptor |54, 55].

3.4.2. Aislamiento de los receptores de IgA:

Los receptores de [gA se aislaron de los exiractos celulares marcados mediante
cromatografia de afinidad con Sepharosa-lgA. El lisado celular (0.5 mi) se prepurifico
inicialmente por incubacion con 200 ul de Sepharosa-BSA durante 2 horas a 4°C, con
rotacion constante. Después de centrifugar a 11000g se desechd el precipitado y el
sobrenadante se trat¢ de forma idéntica con Sepharosa-1g(G, para eliminar los receptores de
[gG. El sobrenadante obtenido de esta segunda prepurificacidn se incubd con 200 ul de
Sepharosa-IgA. durante 18 horas a 4°C. Las proteinas no unidas s¢ eliminaron mediante
cinco lavados sucesivos de la Sepharosa-IgA con solucion de lisis recién preparada. La
fraccion precipitada se resuspendié en tampon de muestras de electroforesis y se sometio

a analisis electroforético utilizando un gel de desarrollo del 10% de acrilamida.
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En algunos experimentos la mezcla de incubacion (lisado celular + Sepharosa-igA)
se transfirid a una pequena columna y se lavo con tampoén de lisis. Las proteinas celulares
retenidas en la columna se eluyeron por adicion consecutiva de volimenes de | ml de acido
acético 0.5 M con | % de Nonidet P-40. Cada fraccion eluida se neutrahizé con tampon Tris-
HC1 2 M conteniendo 1% de Nonidet P-40, a pH 8.7, y fue analizada por SDS-PAGE.

L.os geles se tinieron con plata por el método de tas diaminas. se secaron a vacio en
un secageles (BioRad) y se autorradiografiaron utilizando peliculas de rayos X y pantallas
de intensificacion del tipo X-Omat § (Eastman Kodak, Madrid) a -70°C. El analisis
densitométrico de las peliculas se realizo en un Personal Densitometer (Molecular Dinamics,

CA, USA).

3.5 AISLAMIENTO DE RNA Y TECNICAS DE HIBRIDACION

3.5.1.- Preparacion de las sondas y marcaje:

Para estudiar la expresion del mRNA del receptor de IgA se empled el plasmido
pHuFcoR, construido por Maliszewski [55]. En la secuencia de bases de este plasmido esta
contenida la region que codifica el receptor para IgA descrito en células U937. Los demads
plasmidos utilizados fueron suministrados por la ATCC: receptor FcyRIla (63088). TN«
(53165), 11.-6 (68636).

El DNA plasmidico se prepard siguiendo el protocolo de "miniprep” [191]. lLas
bacterias correspondientes a cada tipo de plasmido se crecieron durante 16 horas en 5 ml
de medio de crecimiento de bacterias de Luria-Bertani, en presencia de 100 ul/ml de
ampicilina. Esta solucion se transfirié luego en alicuotas de 1.5 ml a tubos eppendorf,
microfugando para eliminar el sobrenadante. El precipitado celular se incubd a temperatura
ambiente durante 5 minutos en 100 ul de solucién 1 de miniprep. Las bacterias se lisaron
con 200 p! de solucion 1 durante 5 minutos en hielo. La adicion posterior de una solucion

de acetato 5 M permitic¢ la renaturalizacion del DNA plasmidico, permaneciendo precipitado
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¢l DNA cromosomico, de mayor tamafno, que se elimind por centrifugacion. El DNA del
sobrenadante se tratd con 5 unidades de RNasa libre de DNasas durante 30 minutos a 37°C
v luego se purificd mediante extracciones sucesivas con volimenes iguales de tas mezclas
tenol/cloroformo/isoamilico (25:24:1) y cloroformo/isoamilico (24:1) y se precipitd en 2.5
volumenes de etano} absoluto en presencia de 0.1 volumen de acetato sédico 3 M a pH 5.2,

[.a medida de la absorbancia a 260 nm permitid la cuantificacion del DNA, teniendo
en cuenta que | unidad de absorbancia equivale a 50 ug/m! de DNA bicatenario. La relacion
entre las absorbancias a 260 y 280 nm da una idea aproximada de la pureza de la muestra
(debe ser cercana a 2).

Para realizar el marcaje de las sondas se utilizd un método comercial de "nick
translation”. Aproximadamente 1 ug de DNA se marco con 5 ul de **P-dCTP (actividad
especifica: 3000 Ci/mmol). La sonda marcada se separod de la radiactividad libre pasando
la muestra a través de una columna preempaquetada de Sephadex (-50. La actividad

especifica de las sondas fue de aproximadamente 10° cpm/ug.

3.5.2.- Extraccion de RNA y cuantificacion:

El RNA total celular se obtuvo utilizando la técnica del isotiocianato de guanidina-
fenol-cloroformo en medio dcido [192}. Las células se lisaron por tratamiento con 0.8 ml
de solucion de lisis de RNA (ver seccion de Tampones y Soluciones). Después se afadieron,
secuencialmente. 0.8 ml de fenol (equilibrado en tampon Tris i0OmM/EDTA 1 mM pH 7.6},
80 pl de acetato sodico 2 M a pH 4.0 y 160 ul de una mezcla cloroformo/isoamilico
(relacion 49:1). Con esta extraccion se consiguid eliminar el DNA vy las proteinas de la
traccion celular inicial, quedandonos con el RNA contenido en la fase superior acuosa. El
RNA se precipité a -20°C con isopropanol durante un minimo de una hora. El precipitado
resultante sc resuspendio en 0.3 ml de solucion de lisis de RNA, se volvid a precipitar a
-20°C con un volumen equivalente de isopropanol, se lavo con etanol al 70% vy, una vez
seco, se resuspendio en H,O tratada con dietil pirocarbonato.

LLa cuantificacion del RNA se realizo por medida de su absorbancia a 260 nm,

teniendo en cuenta como factor de conversion que | unidad de absorbancia corresponde a
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40 pg/ml de RNA. Si la relacion entre las absorbancias a 260 y 280 nm era cercana a 2

indicaba ausencia de contaminacion proteica en las muestras.

3.5.3.- Northern blot:

2l RNA purificado se analizd6 mediante electroforesis en geles de agarosa.
Aproximadamente unos 30 pug de RNA de cada muestra se resuspendieron en tampon
desnaturalizante en un volumen méaximo de 60 pl, se calentaron durante 15 minutos a 55°C,
enfriando rapidamente en hielo (para evitar su renaturalizacién). Se anadieron entonces 3
ul de tampon de electrotoresis a las muestras y se aplicaron en los pocillos de un gel de
agarosa al | %. conteniendo un 6% de formaldehido y 1x MOPS.

El analisis electroforético se llevé a cabo en una cubeta horizontal (BioRad), con
tampon de desarrollo (ver seccion de Tampones v Soluciones) y empleando un voltaje
constante de 80 voltios durante 5 horas aproximadamente. Transcurrida la electroforesis,
la calidad del RNA se analizé en un transiluminador de luz ultravioleta, que permitié
observar el bromuro de etidio unido a las bandas de RNA (preferentemente a los RNA
ribosomicos, que son los mas abundantes).

Se procedio entonces a la transferencia del RNA desde el gel de agarosa a una
membrana de nylon. por capilaridad, en tampodn fosfatos 0.025 M. El RNA transferido se
fijo a las membranas mediante exposicion durante 3 minutos a la tuz ultravioleta producida

por una lampara de 245 nm y posterior calentamiento a 80°C durante 90 minutos.

3.5.4.- Prehibridacion e hibridacién:

Las membranas se prehibridaron durante 6-8 horas a 42°C en tampdn fosfatos 50
mM a pH 6.5, conteniendo un 50% de formamida desionizada, 1% de SDS, 5x de SSC, 1x
de solucion de Denhardt y 0.1 mg/ml de DNA esperma de arenque desnaturalizado. La
hibridacion se realizé en una solucidn igual a la de prehibridacion, a la que se afadié un

20% de sulfato de dextrano y 7x{0" cpm de la sonda desnaturalizada. Después de 24 horas
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de incubacion 42°C, el exceso de sonda radiactiva se elimind de las membranas mediante
repetidas lavados con una solucion de 0.1% de SDS y 2x de SSC (45 minutos a temperatura
ambiente y dos veces durante 30 minutos a 55°C, con agitacion).

Una vez hibridadas, las membranas se expusieron a peliculas y pantallas de
intensificacion del tipo X-Omat S, durante 3-6 dias a -70°C. Después de lavar las
membranas para retirar la sonda marcada unida (3 minutos en H,O a 95°Cj, se rehibridaron
con la sonda del RNA ribosomal 28S, para asegurar que se habia cargado la misma cantidad
de RNA en cada pocillo. [as autorradiogratias se cuantificaron por densitometrado,
expresando los resultados en unidades densitométricas arbitrarias referidas a la expresion

del RNA ribosomico 28S.

3.6.- MEDIDA DE LA CONCENTRACION DE CALCIO INTRACELULAR

Para medir los cambios en la concentracidn de calcio intracelular ([Ca’']) se
utilizaron células mesangiales de rata o humanas confluentes adheridas a cubres redondos
de cristal en placas de 24 pocillos, cultivadas en RPMI-HEPES con 20% STF. El dia
anterior al experimento s¢ disminuyé la concentracion de STV hasta 0.5%.

LLa medida de {Ca®*), se realiz6 utilizando como sonda fluorescente el fura-2/AM,
segin el métode descrito por Mene y col. [193], con las modificaciones de Lopez-Farré y
col. [194]. Las células en los cubres se lavaron con RPMI-HEPES sin STF y se incubaron
durante 60 minutos a 37°C con fura-2 4 M en el mismo medio. Después se dejaron a 37°C
durante 30 min en medio sin fura-2, para permitir la ruptura intracelular de la sonda
fluorescente. Cada cubre de cristal se lavd dos veces con tampon KHH y se introdujo en una
cubeta de cuarzo con | ml de KHH.

Los cambios de fluorescencia de las células mesangiales estimuladas con IgA o 1gG
se midieron a 37°C en un espectrofluorimetro LS50 (Perkin Elmer), que permitia la
deteccion simultdnea a dos longiudes de onda de excitacion (340 y 380 nm), con una
emisién fija a 500 nm. La lectura de la intensidad de fluorescencia (F) se integrd a

intervalos de 10 ms y se calculd por la relacion entre la fluorescencia a 340 y 380nm.
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En cada experimento se determinaron también la intensidad de fluorescencia maxima

(Fou) v la minima (F_; ). La F,, fue la fluorescencia correspondiente al fluoroforo saturado

de Ca’' | y se consiguié lisando las células por adicion de Triton X-100 al 0.1% . quedando
asi expuesto el fura-2 al calcio externo. El cdlculo de la fluorescencia correspondiente al

I+

fluorétoro libre, F se consigui6 anadiendo al medio de las células el quelante de Ca

acido etilenglicol-bis-(8-aminoetiléter)-N,N,N’N’-tetraacético (EGTA), a una concentracion
final de 10 mM.
Con los datos obtenidos en cada experimento se calculd la |Ca**|;, utilizando la

ecuacion de Grynkiewicz | 195]:

donde I, F_,, v F .. ya se han definido y K, es la constante de disociacién del fura-2 cuyo
valor para la |Ca*" ], es de 224 nM [194, 195].

f:n algunos experimentos [as medidas de la {Ca’*|; se realizaron en ausencia de calcio
extracetular, afiadiendo al medio 5 mM de EGTA y 2 mM de Tris antes de la adicion de
los estimulos. En otros casos las células mesangiales se preincubaron durante 10 minutos
a 37°C en presencia de toxina de pertussis (1 pg/ml), 5 x 10°M de 8-(N,N-dietitamino)octil
3.4,5-trimetoxibenzoato (TMB-8) o 5 x10° M de estaurosporina, antes de seguir la

variacion de la [Ca’"},.
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3.7.- DETERMINACION Y CARACTERIZACION DE CITOCINAS

3.7.1.- Estimulacién de las células mesangiales para la produccion de citocinas:

Se utilizaron cé€lulas mesangiales de rata y humanas subconfluentes en placas de 6
pocillos, incubadas 24 horas antes de su utilizaciéon en medio RPMI-HEPES con 0.5% de
STIF. Los ensayos para produccion de citocinas se realizaron en | ml del mismo medio,
incubando las células mesangiales en presencia de diferentes concentraciones de los
estimulos (IgA, 1gG y deslgA, en forma monomérica o agregada) a 37°C en un indubador
con 5% de CO,. En algunos casos las incubaciones se llevaron a cabo en presencia de
polimixina B o cicloheximida (CHX), inhibidores de la endotoxina v de la sintesis de
proteinas, respectivamente.

Finalizados los tiempos de incubacion (desde 3 a 48 horas) se recogieron los
sobrenadantes libres de células y se almacenaron a -70°C hasta el andlisis de la actividad
de TNFa o IL-6 que contenian. l.as células mesangiales se lavaron dos veces con PBS y se
despegaron por tratamiento con NaOH 0. 1N. La cantidad total de proteinas en cada pocillo

se determind mediante ensayo de Lowry [196].

3.7.2.- Determinacion de TNFw:

La presencia de TNFo activo en los sobrepadantes se determind mediante un
bioensayo basado en la capacidad del TNF« de inducir la lisis de la linea celular de
fibroblastos 1.929 | 197]. Las células L929 se crecieron en medio RPMI 1640 suplementado
con glutamina 2mM . 100 U/ml de penicilina, 100 ug/ml de estreptomicina (RPMI completo)
conteniendo 5% de STF y, cuando llegaron a confluencia, se tripsinizaron y se volvieron
a sembrar con una relacion 1:10. En los ensayos de determinacion de la actividad citotoxica
del TNFo se utilizaron células entre los pases segundo y cuarto.

Lin el dia del experimento, las células [.929 se tripsinizaron y se sembraron sobre

una placa de¢ 96 pocilios de fondo plano con una densidad de 3 x 10* células por pocilio
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{en 100 pl de RPMI completo con 5% de STF). Después de 4-6 horas de incubacion a 37°C
en estufa humidificada, con 5% de CO, las células estaban adheridas a las placas formando
una monocapa, con lo que podian ser utilizadas en el ensayo de citotoxicidad. Se ahadieron
100 pl de cada sobrenadante de células mesangiales, por duplicado y en diluciones seriadas,
en presencia de una concentracion final de 1 pg/ml de actinomicina D (inhibidor de la
sintesis de RNA).

Después de 14-16 horas a 37°C, las placas se lavaron y se procedio al fijado de las
células vivas mediante incubacién con formaldehido al 5% en PBS durante 10 minutos. Se
eliminé el cxceso de formaldehido y se tineron las células durante 5 minutos con una
solucion de violeta cristal al 0.5% en metano! al 20%, lavando el exceso de colorante con
agua. Una vez secas la placas se anadieron 100 ul de acido acético al 33% a cada pocillo
para solubilizar el colorante y se determind la absorbancia a 620 nm en un
espectrofotdmetro de microplacas Titertek Multiscan (Flow).

El porcentaje de citotoxicidad (CTX) para cada muestra se calculo segin {a formula

a-b

% CTX = x 100

donde a es la absorbancia media de los pocillos control y b la de los pocillos con muestra.
En cada ensayo se utilizd una curva construida con TNF« recombinante humano

(6 x 107 U/ml} con el fin de estandarizar los experimentos. Los resultados se expresan ¢n

unidades de TNF« respecto de la curva estindar, corregidos segun la cantidad total de

proteinas en cada pocillo de las células mesangiales, determinada por Lowry.

3.7.3.- Determinaciéon de IL-6:

L.a bioactividad de la 1L-6 contenida en los sobrenadantes de células mesangiales se
determiné utibizando la linea celular de hibridoma murino B9, dependiente de 11L.-6 | 198].
[Las células B9 se crecieron en RPMI completo conteniendo ademés 5 x 107 M de

f-mercaptoetanol, 5% de STF v 0.1% de sobrenadante rico en I1.-6. Este sobrenadante fue
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obtenido a partir de células mononucleares de sangre periférica humana, cultivadas a una
concentracién de 10° células/m! durante 24 horas en presencia de | ng/m! de LPS.

Para realizar el bioensayo, se lavaron las células B9 tres veces en medio de culuvo
sin [1.-6 y se mantuvieron en el mismo medio durante 14-16 horas. Después se sembraron
sobre placas de 96 pocillos de fondo plano a una concentracion de 5000 células por pocitio
en 200 wl y se incubaron durante 72 horas a 37°C en estufa humidificada, con 5% de CO,.
Aproximadamente 6 horas antes de finalizar la incubacion, se afiadio a cada pocillo | pCi
de PH-metilJtimidina (actividad especifica 81.3 Ci/mmol).

[.as células se recogieron utilizando un [avador automatico (Flow) y se determino fa
radiactividad incorporada a las células con un contador 3 (Beckman). La bioactividad de
cada muesira se anahizo en diluciones 1/2 seriadas y s¢ expreso en unidades de 11.-6, en
relacion con los valores obtenidos en una curva estandar construida con 11.-6 recombinante
humana (1 x 10* U/mg). Estos valores en unidades se corrigieron después segin la cantidad

total de proteinas celulares determinada por Lowry [196].

3.7.4.- Especificidad de los ensayos de TNF« e 1L.-6:

En ambos ensayos, para asegurar que la bicactividad medida en los sobrenadantes
era debida exclusivamente al TNF« o a la [L-6, segin el caso, se realizaron estudios de
neutralizacion con anticuerpos policlonales anti-TNFa (15000 unidades neutralizantes por
mg de anticuerpo purificado) o anti-IL-6 (20 ug de anticuerpo neutralizan 10 ng de IL-6
humana).

En el ensayo de TNFa, se incubaron 100 pl de sobrenadantes de células mesangiales
0 de TNFo recombinate humano con | pg de anticuerpo anti-TNFo durante 60 minutos a
37°C y luego se procedio a la medida de la actividad citolitica residual en el ensayo con las
células L929 (figura 5a).

En el ensayo de IL-6, se anadio 1 pg de anticuerpo anti-IL-6 directamente a los
pocillos que contenian las muestras o la 1L-6 recombinante humana. Al finalizar el ensayo
se compard la capacidad proliferativa de las células B9 en ausencta o presencia del

anticuerpo anti-1L-6 (figura Sb).
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Figura 5: Curvas estindar de TNFo e IL-6 en el bioensayo con las células L929 y B9: Ambos

bioensayos se realizaron con diferentes concentraciones de TNFa (A) o 11.-6 (B) recombinantes humanas en

ausencia ( @ ) o en presencia ( % ) de [ pg de anticuerpo policlonal anti-TNFa o anti-IL-6. Los resultados
se expresan en porcentaje de citotoxicidad en las células 1929, o como dpm incorporadas en fas células B9

{después de haber restado ¢} basal).

3.8.- ENSAYOS DE PROLIFERACION DE CELULAS MESANGIALES

3.8.1.- Medida de la incorporacién de H]timidina:

Las células mesangiales de rata y humanas se subcultivaron en placas de 96 pocillos
de fondo plano, a una densidad aproximada de 5x10° células/pocilio y 3x 10° células/pocillo,

respectivamente. Antes de realizar los experimentos de proliferacion, las células mesangiales
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se mantuvieron durante tres dias en RPMI completo con 0.5% de STIE, con el fin de
dejarias en estado quiescente. Se afiadieron entonces 200 ul de medio de cultivo nuevo con
(0.5% de STF. conteniendo diferentes concentraciones de IgA o 1gG (agregadas o en forma
monomérica) por triplicado y se realizd una incubacion de 24 horas a 37°C en atmosfera
humidificada, con 5% de CO,. Aproximadamente 4 horas antes de finalizar el ensayo, se
anadio | pCi de {*H-metil|timidina a cada pocillo.

Finalizado el tiempo de incubacién, se lavaron las células tres veces con PBS, se
despegaron de las placas por tratamiento con tripsina-EDTA duramte una hora y se
recogieron sobre filtros de papel con la ayuda de un lavador automatico. l.a cuantificacion
en un contador f nos permiti¢ determinar la radiactividad asociada al DNA celular. los
datos se expresan en dpm/pocillo o en porcentaje de incorporacion de timidina respecto del

conirol de células en ausencia de estimulo.

3.8.2.- Ensayo colorimétrico del azul de metileno:

El ensayo de incorporacion de azul de metileno en las células vivas se utihizé como
un método adicional de medida de la proliferacion celular |199]. El experimento se realizd
incubando las células mesangiales por triplicado con concentraciones crecientes de las
proteinas durante 48 horas a 37°C, en RPMI completo conteniendo 0.5% de STF. Al cabo
de este tiempo, las células se lavaron dos veces con PBS y se fijaron con 10% de tormol
en PBS durante un tiempo minimo de 60 minutos. Después de dos lavados con PBS, las
células vivas se tifieron durante 30 minutos con azul de metileno al 1%. El exceso de
colorante se elimind mediante sucesivos lavados de la placa de 96 pocillos en tampdn borato
0.01M. Una vez seca la placa, se eluy6 el colorante de las células con 100 ul de etanol en
HC1 0.1N (relacion 1:1) y se leyd la absorbancia de los pocillos a 620 nm mediante un
espectrototometro de microplacas. Los resultados se expresan como porcentaje con respecto
a la absorbancia de células en ausencia de estimulo.

Como conirol de los experimentos de proliferacion se empled una curva con
concentraciones crecientes de STF (desde 0.5 a 20%) en presencia o en ausencia del

inhibidor de la sintesis de RNA actinomicina D.
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3.9.- ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados obtenidos en los experimentos se expresan en las unidades
correspondientes, como la media + error estandar (EE), o en porcentajes respecio del
control, como la media + desviacion estandar (DE). Para el andlisis de la significacion, las
poblaciones se compararon utilizando el test no pareado de Wilcoxon, considerando gue una

medida es significativa cuando el valor de p obtenido es inferior a 0.05.



IV.- RESULTADOS
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1.- CARACTERIZACION DE LA UNION DE IgA A LAS CELULAS
MESANGIALES:

1.1.- ESTUDIOS DE UNION:

Varios Investigadores han demostrado que en las células mesangiales existen
receptores para la region constante Fe de la [gG [92-99], utilizando experimentos de unidn
de proteinas marcadas con '*I y de captacion de particulas de oro coloidal recubiertas de
lg(G. Sin embargo, no se ha descrito hasta el momento la existencia de receptores para IgA
en células mesangiales. En este apartado describimos los procesos de union de la '“l-IgA
a las células mesangiales en cultivo, realizando ademas estudios comparativos con otras

inmunoglobulinas o con diferentes tipos de células.

1.1.1.- Unién de la IgA a las células mesangiales

1.1.1.a.- Cinética de la unién de Ia IgA:

En los primeros experimentos se selecciond la dosis de 1 pg/ml de IgA marcada
radiactivamente y se siguio su cinética de unién a las células mesangiales de rata en cultivo,
desde 5 a 240 minutos. Todos los estudios de unidn se llevaron a cabo en tamp6én PBS-BSA
a una temperatura de 4°C, para evitar la internalizacion del ligando [200].

Como puede observarse en la figura 6, la union de la IgA a las células se asemeja
a una reaccion de segundo orden de tipo reversible. La union es progresiva desde el inicio
hasta aproximadamente unos 60 minutos de incubacion; a partir de este tiempo el
incremento de la proteina unida se va estabilizando, hasta llegar a la saturacion.

En esta figura también se observa que ambas formas moleculares de la lgA
{(monomérica y polimérica) presentan una misma cinética de unidn, si bien, para una misma

dosis de proteina radiactiva, la cantidad de I|gA polimérica unida supera en un 50%
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aproximadamente a la cantidad de IgA monomérica unida.
A la vista de estos resultados seleccionamos el tiempo de 60 minutos para realizar
Jos estudios de unidn. En la mayor parte de ellos se utihizo como ligando la IgA

MONOMEerica.

Tiempo {(min)

Figura 6: Cinética de la union de la IgA a las células mesangiales de rata: Las células se incubaron
en 1 ml de PBS-BSA con 1 pg/mi de '“I-1gA monomérica ( @ ) o I-IgA polimérica ( A ) durante 5-240
minutos a 4°C. A los tiempos indicados se retird el medio y las células se lavaron con PBS frio y se
despegaron con NaOH IN. Los resultados se expresan en cpm unidas a las células a los distintos tiempos y
son la media + EE de 2 experimentos realizados por duplicado.

1.1.1.b.- Constante de afinidad v niimero de sitios para loA;

l.as células mesangiales de rata, cultivadas hasta contluencia en frascos de cultivo
de 25cm’, se incubaron en tampoén PBS-BSA con diferentes concentraciones de lgA
monomérica radiactiva (desde 0.039 hasta 5 pg/ml), durante 60 minutos a 4°C. La medida
de la radiactividad retenida en las células nos permitio calcular [a concentracion de IgA

unida. Iin cada punto se determind la union inespecifica (en presencia de un exceso de 100
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veces para cada concentracion de proteina marcada) y el fondo {union al plastico en ausencia
de células). Lstas dos cantidades se restaron a la radiactividad total unida a las células,
calculando asi la unidn especifica.

Como se muestra en la figura 7, la unién especifica de la 1gA a las células
mesangiales es dependiente de la dosis. Los puntos se ajustan perfectamente a una curva
hiperbélica (coeficiente de regresion de 0.998). La cantidad de ligando unido aumenta
rapidamente con la concentracion anadida, hasta Hlegar a aproximadamente 1.5 ug/ml, punto

en que se satura la curva de unién de '**I-IgA.
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Figura 7: Union de IgA a las células mesangiales de rata: 1.as células se incubaron durante 60 minutos
a 4°C en PBS-BSA con varlas concentraciones de *I-IgA (0.039-5 ug/mb. La unidn especitica (ng/mi) se
cakeuld teniendo en cuenta para cada punto la union ingspecifica y el fondo. En el recuadro interior se muestra

el analisis de Scatchard de dicha unién. Experimento representativo de un total de 5 realizados por duplicado.
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L1 andlisis de Scatchard de 1a unidn especifica se representa en la parte interior de
la figura 7. La representacion de los datos de ligando unido/ligando (ibre (B/F) frente &4 la
concentracidon de ligando unido (B) se ajusta a una linea recta, o que indica la existencia
de un solo tipo de sitios de unién. La pendiente de la recta y el punto de corte con las
abscisas nos permiten calcular la constante de afinidad (K,} de i1a union de [gA a {as células
mesangiales y el namero de sitios de unidn (n}, respectivamente.

Los resultados obtenidos a partir de cinco experimentos diferentes nos llevan a la
conclusion de que en las células mesangiales existe una poblacion homogénea de sitios de
unién de alta afinidad. con una constante K, de (7.8 = 1) x 10° M? y un nimero

aproximado de (1.0 + 0.2) x 10’ moiécuias de IgA unidas por célula (media + EI:).

1.1.1.c.- Especificidad de la union de la IgA a las c¢lulas mesangiales:

Para determinar la especificidad de la unién de IgA a las células mesangiales de rata
se realizaron estudios de inhibicion o desplazamiento de la union. En estos experimentos,
las células mesangiales se preincubaron durante 45 minutos a 4°C con diterentes
concentraciones de proteinas no marcadas antes de anadir una concentracion fija de '*)-IgA.

la figura 8 representa la curva de desplazamiento de la union de IgA a las células
mesangiales. Se aprecia un descenso rapido del porcentaje de union de '*I-TgA (5 pg/ml)
seglin aumenta la concentracion de 1gA no marcada presente ¢n el medio (desde 50 a 5000
pg/mly. El 50% del desplazamiento de la unién de IgA marcada se alcanza

aproximadamente con un exceso de 60 veces de proteina sin marcar.
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Figura 8: Desplazamiento de la union de IgA a las células mesangiales de rata: 1.as células se
incubaron durante 45 minutos a 4°C con varias concentraciones de IgA no marcada y después durante 60
minutos con 5 pgiml de "Pl-lgA. Los resultados se expresan como porcentaje respecto del towal unido en

ausencia de lgA no marcada v son la media + DE de 3 experimentos realizados por duplicado.

En otros experimentos se intentd determinar la especificidad de tipo de la unién de
la IgA a las células mesangiales, por lo que se realizaron ensayos de inhibicion con otras
inmunoglobulinas. Como se muestra en la figura 9, la presencia de IgG o IgM en el medio
no reduce de forma considerable la unién de '*’1-IgA (1 pg/ml) a las células mesangiales.
Los porcentajes de inhibicion obtenidos con ambas inmunoglobulinas no superan en ningin
caso el 15%. mientras que {a misma cantidad de 1gA inhibe hasta un 73%. Estos resultados
indican que las células mesangiales son capaces de unir 1gA a través de un receptor
especifico para esta clase de inmunoglobulina.

Los experimentos de inhibicién se realizaron también en presencia de los fragmentos
Fc y F(ab) de la IgA, obtenidos por digestion con la proteasa de 1gAl. En la figura 9 se
muestra que los mayores porcentajes de inhibicidn se consiguen con el fragmento Fc,

mientras que con el (ab} no se alcanzan inhibiciones superiores al 16%. Estos datos
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sugieren que la interaccion entre la 1gA y las células mesangiales se produce especificamente

a través de la region constante de la inmunoglobulina.
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Figura 9: Especificidad de la union de la IgA a las células mesangiales de rata: Se realizé una
preincubacion con diversas concentraciones de proteinas no marcadas, antes de afiadir | pg/mi de '"™1-1gA. Los
simbolos indican: 0] | IgG humana; RN | 1gM humana; [} . IgA: B fagncno Fe:. B
frapmento Fab) de Ja IgA. Los resultados se expresan como porcentaje de inhibicion respecto de fa unién total

de Ja "1-IgA en assencia de inhibidores y son la media + DE de 8 experimenos diferentes,

1.1.1.d.- Unién de la IgA a otros tipos de células:

Todos los ensayos de unién descritos hasta el momento se han realizado en un
sistema heterdlogo, es decir, empleando IgA monomérica humana y células mesangiales de
rata. En otros sistemas descritos estd demostrado que las inmunoglobulinas de distinta
especie (por ejemplo. de rata y humana) se unen con una afimdad similar a los receptores
I'c presentes e¢n monocitos humanos [201], o al contrario, inmunoglobulinas humanas

interaccionan de forma similar con monocitos humanos y macrétagos de ratén |32, 202].
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En nuestro caso, hemos realizado algunos experimentos de union en un sistema
homologo. determinando la union de la IgA monomérica humana a las células mesangiales
de origen humano. l.os experimentos se llevaron a cabo en placas de 6 pocillos, incubando
las células (1 x 10%/pocillo) durante 60 minutos a 4°C con 1 pg/ml de *’I-IgA en tampén
PBS-BSA. Como se muestra en la figura 10, la IgA humana es capaz de unirse a su
receptor, tanto en un sistema heterdlogo (células mesangiales de rata) como en un sistema
homélogo (células mesangiales humanas).

La cinética de la unién es similar en ambas células y se puede inhibir hasta un 70%
en presencia de un exceso de IgA no marcada, lo que demuestra la especificidad de la
union. Estos resultados indican que los receptores para IgA presentes en fas células
mesangiales de rata y humanas, o son idénticos, o estan estrechamente relacionados en
cuanto a su estructura y capacidad de unidn de la IgA.

Utilizamos como control en los experimentos de union dos tipos celulares diferentes
de las células mesangtales. Los fibroblastos renales de la linea celular NRK49F sirvieron
como control negativo. ya que no poseen receptores de inmunoglobulinas. La union de IgA
a estas células es muy pequefia y apenas desplazable con un exceso de IgA no marcada, con
to que se puede considerar esta union como inespecifica. L.a maxima union determinada
corresponde a los macrdfagos peritoneales de rata, células utilizadas como control positivo

de la umidn, pues en ellas se han descrito receptores para IgA |32, 58].
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Figura 10: Union de la IgA a distintos tipos celulares: Aproximadamente 10° células mesangiales (CM)
de rata, humanas, macréfagos peritoneales de rata (M@) y fibroblastos renaies de la linea NRK49F se
incubaron durante 60 minutos a 4°C en PBS-BSA con 1 ug/ml de "™I-1gA en ausencia ( [ ) o después de
una preincuabicon de 45 minutos con | mg/mi de [gA no marcada ( M ) Los resultados se CXPresan en cpm

unidas por célula y representan la media + EE de 4 experimentos diferentes.

En los macrofagos peritoneales de rata se llevo a cabo un estudio mas detallado de
la unidn de IgA. En estos experimentos, los macrofagos se preincubaron durante 45 minutos
a 4°C con diferentes concentraciones de IgA no marcada antes de afnadir una concentracion
fija de '"“I-IgA (5 pg/ml). Como se muestra en la figura 11, la unién de '“I-IgA es
totalmente desplazable. El porcentaje de unién desciende segin aumenta la concentracion
de inhibidor, consiguiéndose un 50% de inhibicion con un exceso de 50 veces de IgA no

marcada.
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Figura 11: Union de IgA a los macrofagos peritoneales de rata: Las células se incubaron durante 45
mingtos a 4°C con vanas concentraciones de IgA no marcada y después durante 60 minutos con 5 pg/ml de
"1gA. Los resultados se expresan como porcentaje respecto del total unido en ausencia de IgA no marcada
y son la media + DE de 2 experimentos realizados por duplicado.

1.1.1.e.-Inhibiciones de la unién de lgA con carbohidratos:

Como ya se ha comentado en la Infroduccion, la 1gA es una molécula con un alto
grado de glicosilacion. Los carbohidratos mayoritarios contenidos en su estructura son
B-D-galactosa (Gal), B-D-N-acetil-galactosamina (GalNAc) y B-D-N-acetil-glucosamina
(GIcNAc) |15-17]. En este apartado intentamos estudiar si estos tres carbohidratos influyen
de alguna forma en la unidn de IgA a células mesangiales de rata en cultivo. Para cllo
realizamos ensayos de inhibicion, con una sola dosis de '*I-IgA (1 ug/ml) y diferentes
concentraciones de los oligosacaridos (desde 0.001 hasta 0.1 M).

Como se observa en la tabla I, la preincubacion de las células mesangiales con los
tres carbohidratos por separado produce un descenso apreciable de la cantidad de [gA unida.
La inhibicion de la unidn de IgA es dependiente de la dosis de oligosacdrido, obteniéndose

los maximos con una concentracion de 0.1 M. Los mayores porcentajes de inhibicion se
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obscervan con GalNAc (hasta un 38%). La adicion simuftanea de dos carbohidratos (a una
concentracion de .01 M) es mas efectiva, alcanzandose una maxima inhtbicion (46%) con
la combinacion Gal + GalNAc.

Estos resultados nos permiten concluir que los carbohidratos contenidos en la
estructura de ta [gA juegan un papel importante en la union de esta proteina a las células

mesangiales de rata.

TABLA 1

Inhibicion de la union de IgA con diferentes carbohidratos

Carbohidrato G001 M 0.01 M 0.1 M
Gal 13 + 2 30 +£3 3542
GalNAc 2544 38 + 4 40 + 5
GleNAc 10 + 2 32+£5 33 +5
Gal + GalNAc N.D. 46 + 5 N.D.
Gal + GlcNAc N.D. 35 %23 N.D.
GalNAc + GleNAc N.D. 40 + 7 N.D

Las células mesangiales se preincubaron durante 45 minutos con varias concentraciones de carboludratos antes
de afiadir 1 pg/ml de '*1-IgA. Los porcentajes de inhibicion se calculan con respecto al control (proteina unida
en ausencia de inhibidor) y aparecen expresados como media + DE de 4-13 experimentos diferentes,

realizados por duplicado. En todos los casos el descenso respecto del basal fue significativo (p<0.05).
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1.1.2.- Unidn de la IgA desializada a las células mesangiales:

A la vista de los resultados de inhibicién obtenidos en presencia de azicares, nos
planteamos estudiar las caracteristicas de la unidon de la IgA parcialmente desializada
{(deslgA) a las células mesangiales de rata. La desializacion consiste en el tratamiento de la
proteina con neuraminidasa, eliminando asi los residuos terminales de acido sialico de las
cadenas hidrocarbonadas |30]. En la molécula de [gA las cadenas glicosiladas que terminan
en acido sialico suelen tener como oligosacarido anterior GaiNac o Gal [2]. De esta forma,
es de suponer que en la estructura de la deslgA aparezcan mas accesibles estos dos residuos

hidrocarbonados.

i.1.2.a.- Constante de afinidad y nimero de sitios para deslgA:

LLos experimentos de unidn de '*I-deslgA se realizaron de igual forma que los
descritos para '”I-IgA vy los factores de union inespecifica y fondo del experimento se
tuvieron igualmenie en cuenta.

En la figura 12 se muestra la union especifica de la deslgA a las células mesangiales
de rata en cultivo. La cantidad de ligando unido aumenta gradualmente con la concentracion
de ligando afadido, alcanzandose la saturacion de la 1soterma de umidén con
aproximadamente 3 ug/ml de proteina marcada.

St se comparan las curvas de unidn de IgA y deslgA, puede observarse que se
necesita una mayor concentracion de deslgA para alcanzar la saturacion. En todos los puntos
estudiados la cantidad de deslgA unida es mayor que la de IgA (figuras 7 y 12).

La grafica de Scaichard de la unién de la *I-desIgA a tas células mesangiales se
muestra en la parte interior de la figura 12. Los puntos se ajustan con un buen coeficiente
de regresion a una recta, lo que indica que existe posiblemente un solo tipo de sitios de

unién para deslgA en las células mesangiales de rata.
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A partir de cinco experimentos realizados, se obtuvo una K, de (2.6 £ 0.5) x 10°
M y un nimero de sitios por célula mesangial de (1.9 + 0.2) x 10° (media + EE). Estos
dos parametros estan en el mismo rango que los calculados para la union de IgA aunque,

en erminos absolutos, la afinidad es tres veces mds pequena y el nimero de sitios casi dos

veCes mayor.
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Figura 12: Union de deslgA a las células mesangiales de rata en cultivo: Las células se incubaron
durante 60 minutos a 4°C con diferentes concentraciones de “l-deslgA (desde 0.039 haswa 10 pg/ml). Los
valores de la union especifica se expresan en ng/ml, teniendo en cuenta para cada punto la unidn ingspecifica
y ¢l tondo. En el recvadro interior de la grifica se muestra el andlisis de Scatchard de dicha unidn.

Experimento representativo de un total de 5, realizados por duplicado.

[.1.2.b.- Especificidad de la unién de deslgA a las células mesangiales:

Se realizaron en primer lugar ensayos de desplazamiento de la union de "’I-deslgA
con diferentes concentraciones de deslgA no marcada. El inhibidor se preincubd durante 45
minutos y luego se siguid ta union de la deslgA marcada a 4°C y 60 minutos. Como se

observa en la figura 13A, la curva de inhibicion de la unién de '**I-deslgA por deslgA no
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marcada es de tipo sigmoide. El 50% de la cantidad de '*I-deslgA unida al principio es
desplazado cuando cn el medio hay aproximadamente un exceso de 60 veces de desigA no
marcada.

Para determinar la especificidad de clase de la union de deslgA a las células
mesangiales se llevaron a cabo inhibiciones en presencia de diferentes inmunoglobulinas.
La union '"*l-deslgA en presencia de IgG o la IgM se inhibe solamente un 13%, mientras
que una cantidad similar de deslgA no marcada es capaz de desplazar la union casi
totalmente (figura 13B).

Intentamos determinar con mas detalle la naturaleza de la interaccidn entre la desigA
y las células mesangiales. Para ello se compard el grado de union de la deslgA en presencia
de los fragmentos F'c y F(ab). Como se observa en la figura 13B, los mayores porcentajes
de inhibicion s¢ obtienen con el fragmento Fc de la IgA (78%). mientras que el
desplazamiento de la unién debido al fragmento F(ab) no supera en ningln caso el 20%.

Estos resultados ponen de manifiesto que la union de la deslgA a las células
mesangiales tiene Jugar a través de un receptor especifico para la region constante de la

inmunoglobulina.
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Figura 13: Especificidad de la union de la desIgA a las células mesangiales: (A) Las células se
preincubaron durante 45 minutos a 4°C con diferentes concentraciones de deslgA no marcada, antes de la
adicion de "’l-deslgA (5 pgiml). (B) La union se realizé a 4°C y 60 minutos con | gg/ml de l-deslgA.
habiendo realizado una incubacidn previa con las proteinas no marcadas. Los simbolos significamn:

(.G Roigm; [0, deslga; B fragmento Fe de fa Iga; B . fragmento F(ab) de 1a IgA.
Laos resultados se expresan como porcentaje de unidn (A) o de inhibicién (B) respecto de la unién eotal de la
.deslgA en ausencia de proteinas no marcadas. Media 4+ DE de 3 experimentos realizados por duplicado.

1.1.2.c.- Inhibicién de la unién de deslgA con carbohidratos:

Ya hemos demostrado que la presencia de carbohidratos solubles en el medio reduce
la union de la [gA a las células mesangiales. Es de suponer que lo mismo ocurra con la

union de la deslgA, que posee mas carbohidratos expuestos susceptibles de unirse a las
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células. Ffectivamente, cuando las células mesangiales se preincuban con los tres
carbohidratos Gal, GalNAc y GleNAc, por separado, se observa una inhibicién de la union
de "*l-desigA dependiente de la dosis de carbohidrato empleada (tabla 11). Los descensos
de {a union de desigA son mas acusados cuando los experimentos se realizan con parejas
de azucares, sobre todo con Gal + GalNAc.

Lin general, los porcentajes de inhibicion con aziucares de la union de deslgA a las
células mesangiales son superiores a los calculados para la umidn de IgA. En ambos casos
coincide que el carbohidrato con mayor capacidad inhibitoria es GalNAc pero, mientras que
la unién de [gA es desplazada un 40% (tabla 1), la inhibicidn de la unioén de deslgA alcanza
el 65% {(tabla H}.

El mismo hecho puede observarse cuando se utilizan combinaciones de dos
carbohidratos. La union de deslgA se desplaza hasta un 64% cuando en el medio estan
presentes simultaneamente Gal y GalNAc (tabla 1f}; en {as mismas condiciones, ia inhibicion

detectada en la unidn de la IgA es menor (46%: tabla I).

TABLA II

Inhibicion de la union de deslgA con diferentes carbohidratos

Carbohidrato 0.001 M 0.01 M 0.1M
Gal 19 + 2 5112 64 + 2
GalNAc 23+ 3 55+ 4 65 + 5
GleNA¢ 10 + 3 36 + 4 49 + 3
Gal + GalNAc N.D. 64 + 3 N.D.
Gal + GicNAc N.D. 54 + 10 N.D.
GalNAc¢ + GicNAc N.D. 4 +0 N.D

Las células mesangiales se preincubaron con varias concentraciones de carbohidratos antes de afiadiv 1 pg/ml
de "1-deslgA. Los porcentajes de inhibicién se calculan con respecto al control {proteina unida cn ausencia
de tnhibidor) y se expresan como Ia media + DE de un total de 4-13 experimentos realizados por duplicado.

La significacion respecto def control fue de p<0.05.
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Estos resultados demuestran que los carbohidratos contenidos en la estructura
molecular de la IgA participan en la union a las células mesangiales. La participacion parece
cobrar mas importancia cuando el ligando utilizado es la deslgA, que presenta mas residuos
azucarados accesibles (sobre todo Gal y GalNAc). Es muy probable que la parte
hidrocarbonada de la molécula actue como modulador en la interaccion con las células
mesangiales, ya sea de forma directa (union al receptor celular) o imdirecta (interviniendo

en la disposicion espacial de los residuos implicados en la union).

1.1.3.- Unidn de asialoorosomucoide a las células mesangiales

En las paginas previas hemos determinado que, tanto la IgA como la deslgA, se unen
a las células mesangiales a través de un receptor especifico para la region Fc de la
inmunoglobulina. Sin embargo, los oligosacaridos de la estructura proteica tienen un cierto
protagonismo, vya que las inhibiciones obtenidas con Gal y GalNAc son bastante
considerables. En este punto se plantearian dos posibilidades. La primera seria que las
células mesangiales poseen un receptor del tipo [Fc para la [gA, en cuya union participa no
solo la estructura proteica de la molécula, sino los residuos hidrocarbonados que contiene,
sobre todo los de la region bisagra. La segunda postbilidad es que exista en las células
mesangiales un segundo tipo de receptor que sea capaz de unir igA y deslgA a través de sus
oligosacaridos, sobre todo Gal y GalNAc.

Los experimentos que se detallan en este apartado van encaminados a confirmar o
descartar la segunda posibilidad mencionada. Para ello se realizaron estudios de unién con
orosomucoide {«,-glicoproteina), proteina no relacionada con el grupo de las
inmunoglobulinas que posee cuatro ramas de oligosacaridos con acido sialico en cada
extremo terminal. la desializacion del orosomucoide deja expuesto un residuo de Gal

terminal en cada rama |27, 35].
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[.1.3.a.- Constante de afinidad v numero de sitios para ASOR:

Para determinar la capacidad de unidn del asialoorosomucoide (ASOR) a las células
mesangiales de rata, se hicieron experimentos analogos a los descritos para [gA y deslgA.
Segun los resultados que se muestran en la figura 14, la unidén de '"*I-ASOR a las células
mesangiales es dependiente de la dosis y saturable en el rango de concentraciones estudiado
(de 0.009 a 0.2 uM).

En el recuadro interno de la figura 14 estd representado el grafico de Scatchard de
la curva de union media del ASOR a las células mesangiales. LLos parametros de la recta nos
permiten calcular un valor de 1.3 x 10" sitios de union por célula, con una constante de
afinidad de 2.5 x 10/ M.

A la vista de estos resultados podriamos decir que en las células mesangiales existe
un receptor capaz de unir glicoproteinas desializadas, cuya afinidad es menor que la del
receptor descrito para IgA y deslgA, pero con una mayor poblacion de sitios de union por

céluta.

114 (1H T e E S
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Figura 14: Union de "“I-ASOR a las células mesangiales de rata en cultive: 1as células se incubaron
durante 60 minutos a 4°C con concentraciones molares crecientes de ASOR marcado. Los datos de anidn
especifica se expresan en nM y son la media + EE de 4 experimentos realizados por duplicade. Eu el recuadro

intertor se represeita el grafico de Scatchard de la ynidn especifica.
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1.1.3.b.- Especificidad de la union de ASOR a las células mesangiales:

La curva de autodesplazamiento de la union del ASOR a las células mesangiales se

muestra en la figura 15. Los puntos de la grafica de inhibicién se ajustan a una curva de

tipo sigmoide. La capacidad de las células mesangiales de unir "*I-ASOR disminuye de

forma dependiente de la concentracion de ASOR no marcado, alcanzdndose un 50% de

inhibicion en presencia de un exceso de 80 veces de proteina.

[}
Lon]

AGOR no marcado (M)

l NS

Figura 15: Desplazamiento de la union de ""I-ASOR a las células mesangiales de rata: Las células

se incubaron a 4°C durante 60 minutos con 0.11 gM de "I-ASOR, después de una incubacion previa de 45

minutos en presencia de concentraciones crecientes de ASOR no marcado. Los resultados se expresan en

porcentaje respecto de la union total en ausencia de proteina sin marcar y representan la media + DE de 3

experinmentos diferentes.
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1.1.3.¢.- Inhibicion de la unidon de ASOR con galactosa:

Puesto que los residuos terminales de las cadenas hidrocarbonadas de la molécula de
ASOR son Gal, realizamos ensayos de inhibicién con una dosis determinada de la proteina
marcada (0.11 uM) en presencia de diferentes concentraciones de este carbohidrato (desde
(0.01 hasta 1 M). Como se observa en la figura 16, el desplazamiento de la union de ASOR
debido a la Gal es casi total. Los porcentajes de inhibicién varian desde un 42% (con una
concentracion de 0.01 M) hasta un 80% (con 1 M de Gal). Estos resultados podrian indicar
que en las células mesangiales de rata existe un receptor para asialoglicoproteinas, con

especificidad para los residuos de Gal.

T
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Eigura 16: Inhibicion de la uniéon de ASOR con Gal: Las células mesangiales se preincubaron duranie
45 minutos a 4°C con varias concentraciones de Gal, antes de afiadir 1-ASOR (0.11 uM). Los porcentajes
de inhibicidn se calculan con respecto al control (protefna unida en ausencia de carbohidrato) y represantan
la media + DE de 4 experimentos realizados por duplicado. La significacion respecto del controd fue de
p<0.001.
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1.1.3.d.- Inhibiciones cruzadas entre IgA. deslgA v ASOR:

Hasta el momento hemos demostrado la existencia de dos receptores diferentes en
las células mesangiales. [l primer tipo es el receptor para la [gA, capaz de unir esta
immunoglobulina en su forma molecular intacta o parciaimente desializada, a través de la
region Ye. El otro receptor analizado en las células mesangiales es cspecifico de
carbohidratos y presenta afinidad por las Gal contenidas en la molécula del orosomucoide
desializado.

Estudiamos en este apartado si existe competencia entre las tres proteinas objeto de
nuestro estudio (IgA, deslgA y ASOR) en su union a las células mesangiales, teniendo en
cuenta las dos posibilidades vya comentadas, para confirmar si la union de la
inmunoglobulina tiene fugar a través de dos tipos de sitios de unién o de uno.

Los experimentos de inhibicion cruzada se realizaron con una sola dosis de proteina
marcada, en presencia de un exceso de las tres proteinas sin marcar, por separado o en
combinaciones de dos (tabla II).

La umén de '*I-1gA se inhibe de forma apreciable con lgA y con deslgA, por
separado o combinadas. La presencia de ASOR no marcado en el medio sélo desplaza la
union un 25 % . Sin embargo, la unidn disminuye cuando se anaden simultaneamente ASOR
e fgA (62% dc inhibicion) 0 ASOR y desigA (51 % de inhibicion).

La unién de '“*l-desIgA a las células mesangiales se inhibe mayoritariamente con
deslgA y con IgA. Aunque el descenso ocasionado por ASOR es menor (36 %), este valor
aumenta cuando se anaden ASOR e [gA (62%) o ASOR y deslgA (64%) conjuntamente.

En cuanto al desplazamiento del '*[-ASOR unido a las células mesangiales, los
porcentajes de inhibicion siguen el orden, de mayor a menor: ASOR, deslgA, [gA. Por otro
lado. la adicion simultinea de deslgA e IgA consiguid despiazar la union del ASOR hasta

un 51%.
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TABLA III
Inhibiciones cruzadas entre IgA, desigA y ASOR

H-IgA l-desigA 1-ASOR
lgA 58 + 3 49 + 2 34 4+ 8
deslgA 48 + 4 60 + 3 43 + 8
ASOR 25 +2 36 £ 3 61 +7
lgA + deslgA 69 + 5 69 + 4 51 4+ 7
(A + ASOR 62 + 6 62 + 2 56 + 3
desigA + ASOR 515 64 + 4 64 + 4

Las células megangiales se preincubaron con 400 pg/mli de las proteinas no marcadas durante 45 minutos anees
de anadir las proteinas marcadas (1 pg/ml). Los resultados se indican como porcentajes de inhibicidn respecio
al conerol (proteina unida en ausencia de inhibidor). Los datos se expresan como media + DE y corresponden

a 4 experimentos realizados por duplicado. La significacion fue de p<0.0f ¢n twdos los casos.

Todos estos resultados indican que los tres tipos de ligando compiten en parte para
unirse a las células mesangiales, por lo que podria esperarse que en las células mesangiales
existe un receptor del tipo Fc, que umiria JgA y deslgA., y un receptor para

asialoglicoproteinas, capaz de unir IgA y deslgA a través de sus residuos hidrocarbonados.
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1.2.- AISLAMIENTO DE LOS RECEPTORES DE IgA EN LAS CELULAS
MESANGIALLES:

1.2.1.- Purificacion de los receptores de la membrana celular:

t aisiamiento de los receptores para IgA de las membranas plasmdticas de las
células mesangiales se realizé utilizando técnicas de cromatogratia de afinidad. En la
literatura se han descrito algunos anticuerpos monoclonales especificos para el receptor Fea
de células monociticas humanas |44, 203]. Estos anticuerpos resultan ideales para el
aislamiento de receptores de IgA, pues presentan una afinidad muy elevada y gran eficiencia
en el reconocimento. Sin embargo, en nuestro laboratorio no hemos estado al alcance de
ninguno de estos anticuerpos monoclonales.

Como ya se ha comentado en los anteriores apartados, los ensayos de union de IgA
marcada a las células mesangiales nos han permitido calcular una constante de afinidad
relativamente elevada. Por ello, consideramos oportuno utilizar la propia IgA como ligando
para purificar cl receptor de las células mesangiales. Como control positivo en todos los
experimentos se utilizé 1a linea monocitica U937, en la que ya s¢ ha descrito la existencia
de receptores del tipo Fea [54, 55, 203].

Las células se marcaron con I mediante una técnica suave que no deteriora las
células y las membranas se solubilizaron por tratamiento con el detergente no 10nico NP-40,
l.a fraccion de membranas solubilizadas se prepurificod inicialmente pasandola por una
pequena columna de Sepharosa-BSA. Es muy importante eliminar los receptores Fc¢ para
[g(s, pues podrian dar luego reaccion cruzada con la IgA y conducir a resultados erroneos.
Estos receptores para [g(G quedaron retenidos en un gel de Sepharosa-IgG. El sobrenadante
obtenido después de estos dos pasos previos se adsorbié posteriormente con un gel de
Sepharosa-igA. La fraccidn retenida en la columna se eluyd con tampén de muestras de
electroforesis y se analizd por SDS-PAGE, tanto en condiciones reductoras (resultados no
mostrados) como no reductoras.

En la figura [7A se muestra la tinciéon con plata de uno de los geles realizados en
condiciones no reductoras. kn el carril correspondiente a las células mesangiales de rata se

observa la presencia de una banda mayoritaria con un peso molecular aproximado de 60 kDa
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(rango de 55 a 66 kDa). Esta banda es coincidente con la banda procedente de las células
U937, aunque algo menos ancha. En la autorradiografia de dicho gel aparece una tnica
banda, tanto en el carril de células mesangiales como en el de U937.

En algunos casos, el calentamiento de las muestras en tampon de electroforesis se
sustituy0 por la elucion de la fraccion retenida en la columna de Sepharosa-IgA mediante
sucesivos lavados con acido acético 0.5 M. Las fracciones eluidas se neutralizaron y se
sometieron a electroforesis. En la figura 17B se observa que el resultado de ambos
tratamientos es andlogo: una unica banda procedente de las membranas de células
mesangiales, con un peso molecular aproximado de 60 kDa, coincidente con el receptor
aislado de las células U937.
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Figura 17: Aislamiento de los receptores de IgA de células mesangiales de rata y U937: Las células
U937 (carriles 1 y 3) y las células mesangiales (carriles 2 y 4) se marcaron y se solubilizaron con tampén de
lisis. Las membranas se prepurificaron con Sepharosa-BSA y Sepharosa-IgG y luego se incubaron con
Sepharosa-IgA. La fraccion retenida se eluyé por calentamiento con tampén de muestras de electroforesis
(carriles 1 y 2) o por lavados sucesivos con 4cido acético 0.5 M (carriles 3 y 4). Las proteinas se analizaron
por SDS-PAGE (10% acrilamida) en condiciones no reductoras. Los geles se tifieron con plata (A), se secaron
y autorradiografiaron (B). En el carril O se indican los pesos moleculares de los marcadores, en kDa:
tosforilasa B (106), BSA (80), ovoalbtimina (49.5), anhidrasa carbonica (32.5), inhibidor de tripsina de soja
(27.5). Experimento representativo de otros 3 realizados.
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Se realizaron otros experimentos sustituyendo la columna de Sepharosa-IgA por una
de Sepharosa-desigA, para determinar si los receptores para ambas proteinas en las células
mesangiales eran idénticos o diferentes. La figura 18 muestra la tincion con plata de uno de
los geles, en donde se observa que tanto IgA como deslgA se unen a una misma proteina
en la membrana celular de las células mesangiales, ya que las bandas procedentes de cada

una de ellas presentan el mismo peso molecular.

D 1 2 3 4
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Figura 18: Receptores de IgA y desigA en las células mesangiales: Las fracciones solubles de
membranas procedentes de dos cultivos distintos de células mesangiales de rata se prepurificaron con
Sepharosa-BSA y Sepharosa-IgG y luego se separaron en dos alicuotas. Una parte se incubd con Sepharosa-IgA
(carriles 1y 3) y la otra con Sepharosa-desigA (carriles 2 y 4). Las protefnas retenidas en ambas columnas
se solubilizaron en tamp6n de electroforesis, se analizaron por SDS-PAGE en condiciones no reductoras y se
tiieron con plata. En la parte izquierda se indican los pesos moleculares de los patrones, en kDa.
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1.2.2.- Especificidad del receptor para IgA:

En algunos experimentos, antes de purificar los receptores de IgA por cromatogratia
de afinidad. se incubaron los lisados de las células mesangiales con diferentes
concentraciones de 1gA soluble. Es de esperar que la IgA soluble compita con la [gA unida
a Sepharosa en la union a los receptores de la membrana celular.

En la figura 19 se muestran los resultados correspondientes al analisis densitométrico
de las bandas obtenidas en un experimento representativo. La presencia de IgA soluble en
el medio causa una disminucion de la intensidad de la banda de 60 kDa. Ll porcentaje de
intensidad respecto del control decrece en funcién de la concentracion de 1gA soluble. kEste
hecho no ocurre cuando la purificacion del receptor se realiza en presencia de un exceso de
feG soluble.

Estos resultados indican que existe especificidad en la union del receptor de
membrana de las céiulas mesangiales a la [gA, ya que dicha union es desplazable por IgA

pero no por lgG.

Figura I19: Especificidad de la union de IgA al receptor de membrana de las células mesangiales:
La purificacion del receptor de 1gA se realizd con Sepharosa-lgA, en presencia de varias concentraciones de
lpA @ ) o lpG ( O ). Las proteinas de membrana retenidas se analizaron por SDS-PAGE v las banday
obtemidas en la autorradiografia se densitometraron. Los resultados se expresan como porcentaje respecto de

la unensidad de ia banda medida en ausencia de inhibidor. Experimento representativo.
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Por otro lado, el receptor Fcy de las células mesangiales eluido de una columna de
Sepharosa-lgG presenta un peso molecular de aproximadamente 50 kDa, distinto del
receptor de IgA en las mismas células (figura 20). Estos resultados corroboran una vez mas

la especificidad por IgA del receptor aislado de células mesangiales de rata.

- 974
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- Figura 20: Diferencias entre el receptor de IgG y el de IgA en las células mesangiales de rata:
La fraccion soluble de las membranas de las células mesangiales marcadas se dividié en dos alicuotas, que se
incubaron por separado con Sepharosa-IgG (carril 1) y con Sepharosa-IgA (carril 2). Las protefnas retenidas
se analizaron por electroforesis y posteriormente se autorradiografiaron los geles. Experimento representativo
de 2 realizados.
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1.2.3.- Modulacion de la expresién del receptor de IgA:

Varios autores han demostrado que la IgA polimérica y los ésteres de forbol, como
el PMA, inducen una sobreexpresion del receptor de IgA en las células U937, mientras que
este efecto no se observa con IFN-y [54, 55, 203]. En nuestro sistema intentamos
determinar si se producia algin cambio en los receptores de IgA de la membrana de las
celulas mesangiales en presencia de 10° M de PMA o de 2.5 mg/ml de IgA (monomérica
0 agregada por calor). Todas las incubaciones se llevaron a cabo durante un tiempo de 18
horas, ya que a tiempos mas cortos (3 y 6 horas) no se observé un aumento considerable
en el nimero de receptores de la membrana celular (resultados no mostrados). En la figura

21 se muestra un experimento significativo de los llevados a cabo.
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Figura 21: Modulacion de la expresion del receptor de IgA: Las células U937 (carril 1) y las células
mesangiales de rata (carriles 2-4) se incubaron durante 18 horas con PMA (carriles 1 y 4), medio de cultivo
(carril 2) y AlgA (carril 3). Finalizado este tiempo se aislaron los receptores de IgA de las membranas
celulares y se analizaron por SDS-PAGE. Autorradiografia representativa de 3 experimentos realizados.
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En la tabla 1V aparece el resumen de todos los resultados obtenidos. La presencia
de IgA monomérica o de agregados de IgA (AlgA) cn el medio de incubacién induce un
aumento en el niimero de receptores de IgA en las células mesangiales. La intensidad de la
banda aumenta un 56% y un 39%, respectivamente, en relacidn con ¢l valor control de
células sin estimular.

[.a incubacion en presencia de PMA no provoca un aumento significativo de fos
receptores en células mesangiales, pero si lo hace en las células U937, tomadas como
control positivo. Esta discrepancia entre las células mesangiales y las células U937 en
cuanto a la estimulacion por PMA podria ser debida a que ambas células poseen rutas de
activacion diferentes, o simplemente. a que las condiciones optimas (dosis y tiempo de
incubacion) de activacion con PMA de las células mesangiales no coinciden con las descritas
para 1937,

En ninguno de los dos tipos celulares se aprecié estimulacion de 1a expresion de los
receptores de IgA en la membrana celular cuando la incubacién se realizé con 100 U/m] de
IFN-y. Sin embargo, este estimulo causé un 75% de incremento sobre los receptores Fey

cxpresados por fas células mesangiales.

TABLA TV

Modulacion de la expresion del receptor de IgA de membrana en células mesangiales

% respecto del control

Cuontrol 100
PMA (10% M) IS +7
AlgA (2.5 mg/ml) 156 + 12 (%)
IgA (2.5 mg/m}) 139 + 8 (%)
IFN-y (100 U/mI) 103 + 2

Los receptores de JgA se purificaron después de incubar las células mesangiales durante 18 horas con los
estimulos indicados. Los resultados indican el andlisis densitométrico de 1as bandas obienidas y se expresan
como porcentaje respector del valor de células sin estimular. Media + DE de 4 expertmenios. El simbaolo entre

paréntesis indica la significacion respecto del controd: p<0.05,
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1.3.- EXPRESION DEL mRNA DEL RECEPTOR DE IgA:

1.3.1.~ Hibridacion del mRNA con la sonda pHuFcaR:

Para los estudios de hibridacion de RNA se utilizé la sonda pHukceaR, construida
por Maliszewski |55]. En la secuencia de bases de este plasmido estd contenida la region
que codifica el receptor para IgA descrito en células U937.

En nuestras condiciones experimentales esta sonda hibrida con el mRNA aislado de
las células mesangiales de rata y humanas (figura 22A). El tamafio del mRNA observado
corresponde aproximadamente a unas 2.8 kb. Esta banda es similar, aunque menos
abundante, que la obtenida de células U937 estimuladas con PMA, utilizadas como control
positivo del experimento. No se observa ninguna banda en el carril correspondiente a la
linea celular de tibroblastos renales NRK49-F | usada en estos experimentos como control
negativo de la expresion del mRNA del receptor de 1gA.

Estos resultados sugieren que las células mesangiales poseen un receptor para [gA
gue puede ser incluido en el grupo de los receptores Few, descerito en otros tipos celulares,
comoe monocitos, neutrofilos o macréfagos.

En otros experimentos determinamos la expresion del mRNA del receptor Fey en
las células mesangiates de rata, utilizando una sonda que contenia el cDNA del receptor
FeyRE de macrofagos murinos. Los analisis de Northern blot confirmaron los resultados
ya descritos |92, demostrando que las células mesangiales contienen el mRNA que codifica
este receptor Fey, con un tamafio aproximado de 2 kb, claramente diferente del mRNA del

receptor para IgA (figura 22B).
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Figura 22: Expresion de los receptores de IgA y de IgG en diferentes tipos celulares: El RNA total
de las células U937 (carril 1), NRK49F (carril 2), células mesangiales de rata (carril 3) y humanas (carril 4)
se extrajo segin el protocolo indicado. Se aplicaron 30 ug de RNA en los pocillos de un gel de agarosa y se
realiz6 la electroforesis y la transferencia a membranas de nylon. Las membranas se prehibridaron, se
hibridaron con las sondas pHuFcaR (A) o FcyRIla (B) y se autorradiografiaron. En la parte izquierda se indica
el tamano del mRNA correspondiente y en la derecha las posiciones de los RNA ribosomales 18S y 28S.
Experimento representativo.

1.3.2.- Regulacion de la expresion del mRNA del receptor de IgA:

Las células mesangiales de rata se incubaron durante 12 horas en presencia de PMA
(10° M) o de 2.5 mg/ml de IgA (monomérica o agregada por calor). Elegimos el tiempo
de 12 horas pues a tiempos mas cortos de incubacion no observamos un aumehto apreciable
de la expresion del mRNA del receptor Fce (resultados no mostrados).

Como se muestra en la figura 23, la presencia de ambas formas moleculares de la
IgA induce un aumento de la expresion del mRNA del receptor en las células mesangiales.
La intensidad de la banda aumenta aproximadamente un 60% respecto del basal en presencia

de AlgA, y un 25% con IgA monomérica. La incubacién con PMA no estimula la expresion
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de AlgA, y un 25% con IgA monomérica. La incubacion con PMA no estimula la expresion

del mRNA del receptor Fca, al contrario de lo que ocurre en las células U937.
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Figura 23: Modulacion de la expresion del receptor para IgA en las células mesangiales de rata:
Las células U937 (carriles 1 y 2) y las células mesangiales (carriles 3-6) se incubaron durante 12 horas en
medio de cultivo (carriles 1 y 3) o en presencia de 10° M de PMA (carriles 2 y 4), 2.5 mg/ml de AlgA (carril
5) 0 IgA monomérica (carril 6). Finalizada la incubacion, se extrajo el RNA total y se proces6 segin los
protocolos ya indicados. La parte superior muestra la autorradiografia de una de las membranas y en la parte
inferior se indica, en unidades arbitrarias, la cuantificacion densitométrica de las bandas de 2.8 kb.
Experimento representativo de 2 realizados.



Resuliados 107

2.- ESTUDIOS FUNCIONALES DEL RECEPTOR DE IgA EN LAS
CELULAS MESANGIALES

Una vez estudiados algunos aspectos bioquimicos y moleculares de la interaccion
entre la IgA y las céluias mesangiales, vamos a determinar qué funciones de la célula
mesangial se ven activadas por dicha interaccion. Los resultados que se comentan en esta
seccion describen la capacidad de las células mesangiales de internalizar y degradar la {gA
que han unido especificamente. Entre las vias de transduccion de la senal, estudiaremos si
se produce movilizacion del calcio intracelular cuando la IgA se unc a las células
mesangiales. Determinaremos mds adelante si, como consecuencia de la activacién celular,
se pone en marcha la maquinaria de sintesis y liberacion de algunos mediadores
inflamatorios, concretamente de las citocinas TNF« e 1L-6. En altimo lugar estudiaremos
los efectos a largo plazo de esta interacion, determinando si existen variaciones en la

capacidad mitogénica de las células mesangiales.

2.1.- CATABOLISMO DE LAS PROTEINAS:

En gencral, después de la union de una proteina a su receptor en la membrana
plasmatica celular, pueden seguirse dos caminos alternativos: disociacion del receptor o
endocitosis mediada por el receptor, con la subsiguiente degradacion de fa proteina,
normalmente ¢n los lisosomas.

Los siguientes experimentos van encaminados a determinar el destino de la [gA una
vez que esta umida a su receptor en la célula mesangial. El catabolismo de la IgA se

compard con el de l1a 1gG, tanto en células mesangiales como en macrétagos peritoneales.
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2.1.1.- Unidn, internalizacion y degradacion de IgA, desigA e IgG por las células

mesangiales:

Los experimentos de catabolismo se realizaron con células mesangiales de rata,
utilizando como ligando IgA radiactiva, tanto en estado monomérico (IgA) como en forma
de agregados solubies, obtenidos por calentamiento a 63°C (AlgA). En estos ensayos se
estudid la capacidad de las células mesangiales de unir, internalizar y degradar IgA.

[L.as células mesangiales se incubaron durante 4 horas a 4°C con una dosis unica de
[gA monomérica o de AlgA. Al cabo de este tiempo se elimind la proteina no unida y se
realizaron incubaciones a 37°C durante varios periodos de tiempo. la radiactividad
precipitada con TCA, la soluble y la unida a las células nos permitieron calcular, para cada
Liempo, los porcentajes de disociacion, degradacion y asociacion a células, respectivamente,
segun las ecuaciones definidas en la seccion de Materiales v Métodos.

En la figura 24A se muestra el porcentaje de disociacion de la IgA unida en funcidn
del tiempo de incubacion a 37°C. La IgA monomérica aparece en el medio més rdpidamente
que los AlgA. Después de 5 minutos de incubacion a 37°C, el 52% de la IgA monomérica
que inicialmente estaba unida a la superficie celular aparece en el medio, mientras que del
total de AlgA unidos solo se disocia un 27%. El grado de disociacion va aumentando con
el tiempo, estabilizandose a los 30-60 minutos, con valores de disociacion elevados.

Los resultados anteriores de disociaciéon son concordantes con los obtenidos al medir
la fraccion de radiactividad asociada a las células (figura 24B). Después de 5 minutos de
incubacion a 37°C la fraccion de '1-IgA asociada a la células desciende hasta un 44 % para
la proteina monomeérica, y hasta un 65% para los agregados. Estos porcentajes siguen
decreciendo y se estabilizan aproximadamente 60 minutos después de iniciar la incubacion

a37°C.
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Figura 24: Curvas de disociacion y union a 37°C de la {gA a las células mesangiafes: Las células
miesangiales de rata se incubaron en placas de 6 pocillos durante 4 horas a 4°C en tampén HEPES-BSA
contenicndo 2 ug/ml de "*LigA ( O ) o de '*I-AlgA { @ ). Después de eliminar las proteinas no unidas, las
célufas se incubaron a 37°C. A los tiempos indicados se recogid el sobrenadante de las células y las proweinas
se precipitaron con TCA al 10%. La radiactividad contenida cu el precipitado permitié calcular el grado de
disoctacion (A). 1.as células se despegaron por tratamiento con Triton X-100 al 1 % y se determind la fraccidn
de radiactividad asociada a fas células (B). Los resultados se expresan en porcentaje respecto de la cantidad

total de radiactividad en cada pocillo y son la media + DE de 4 experimentos realizados por triplicado,

Fialmente se midio la tfraccion de radiactividad soluble en TCA que aparecio en el
medio de incubacion, es decir, el porcentaje de degradacion de la proteina internalizada.
Como se indica en fa figura 23, puede detectarse radiactividad soluble en TCA incluso a los

5-15 minutos de incubacion. El porcentaje de degradacion es maximo a los 60 minutos, para



Resultados i¢

estabilizarse o incluso decrecer un poco hasta los {20 minutos. Los valores para la
degradacion de los AlgA varfan desde un 8%, a 5 minutos, hasta un 22%, a 120 minutos.

Estos resultados ponen de manifiesto la diferencia entre las dos formas moleculares
de la IgA. Las células mesangiales son capaces de degradar una pequena cantidad de IgA
monomérica, mientras que los porcentajes de degradacion de los AlgA son signicativamente

mayores (p < 0.011.
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Figura 25: Degradacion de IgA e IgG por las células mesangiales de rata: La union de las proteinas
(2 pp/mb) se realizd a 4°C y después se realizaron incubaciones a 37°C durante diferentes intervalos de
tiempo, como se indica en la figura anterior. Los porcentajes de degradacion de las proteinas se determinaron
a partir de la radiactividad presente en la fraccién del sobrenadante no precipitada por TCA. Los simbolos
indican: Q. I[gA; @, AlgA: A 1gG. A, AlpG. Resuliados obtenidos a partir de 4 experimentos
realizados por triphcado (media + DE).

Algunos experimentos de catabolismo se realizaron comparativamente utilizando [gA
¢ 1gG (en forma monomérica o agregada), para determinar si el destino de estas proteinas
después de interaccionar con las células mesangiales a través de su receptor Fc era diferente

0 no. Anabizamos en un principio las diferencias en cuanto al grado de unién de las
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proteinas a las células mesangiales, después de 4 horas de incubacion a 47C (tabla V). Los
resultados demuestran que fa union de IgA a las células mesangiales es aigo mayor que [a
unién de lgG, pero estas diferencias no llegan a ser significativas. En ambos casos, el
porcentaje de union de las proteinas en estado agregado es significativamente mayor que el
de las proteinas en forma monomérica. Por otro lado, una vez unidas a la ¢élula mesangial,
la cinética de degradacion de IgA e IgG es similar, alcanzandose ¢l maximo a los 60

minutos de incubacion a 37°C (figura 25).

TABLA V

Union de IgA e IgG (monomérica y agregadas por calor) a células mesangiales

IgA 12G
MONOMErica 1.5+ 0.6 1.2 +03
agregada 3.2 &£ 0.7 ** 27 £ 05+

las células mesangiales de rata se incubaron en HEPES-BSA con 2 pg/ml de proteinas marcadas durante 4
horas a 4°C. Después de ser solubilizadas se determing {a radiactividad unida a fas céluias, restando el fondo

en cada experimento. Los datos se expresan en porcentaje respecto del total aftadido, como media + DE de

4 experimentos por triplicado. Los asteniscos indican el andlisis estadistico de la diferencia entre las proteinas
agregadas y en estado monomérico: *, p < 0.05; ** p < 0.001.

En algunos experimentos se utilizd como ligando la deslgA, tanto en estado
monomérico ¢como en forma de agregados solubles (deslgA). En todos los estudios
reahizados, los porcentajes de disociacion, union celular v degradacion  fueron
extremadamente similares a los obtenidos con la IgA. Por ejemplo, a 15 y 60 minutos dc
incubacion a 37°C, los porcentajes de degradacion de los AlgA por las células mesangiales
fueronde 12.5 + 2y 21.4 + 2.8 (media + DE), respectivamente; los resultados obtenidos
para los AdesigA fueron 13.6 + 0.5 (15 minutos) y 22.7 £ 1.9 (60 minutos). A todos los

tiempos estudiados el andlisis estadistico entre los valores de IgA vy los de deslgA arroié un
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valor de p > 0.05, lo que indica diferencias no significativas entre ambas proteinas. Por
tanto, a pesar de las diferencias observadas entre IgA y deslgA en cuanto a su union a las
células mesangiales. la capacidad de estas células para degradar ambas proteinas es idéntica.

los resultados de degradacion obtenidos no se deben, en ningin caso, a la
inestabilidad de las proteinas marcadas, pues la incubacion previa de l1gA, 1gG o deslgA
(monoméricas o agregadas) durante 2 horas a 37°C en ausencia de células no varia la

racdiactividad soluble ¢n TCA detectada en los ensayos (resultados no mostrados).

2.1.2.- Catabolismo dependiente de la region Fc de la IgA y de la concentracién de

calcio en el medio:

En este tipo de estudios es importante resolver si la internalizacion y degradacion de
la 1gA por las células mesangiales tiene lugar a través de receptores especiticos para la
region Fc de la inmunoglobulina. Para ello, se realizaron experimentos de catabolismo
similares a los anteriores, pero en presencia de los fragmentos I'c y F(ab) de la IgA,
determinando el porcentaje de degradacion y la fraccion radiactiva asociada a las células
(ligura 26).

Segiin se indica en la figura 26A, la coincubacion de los '#1-AlgA vy el fragmento
Fe causa un descenso gradual de 1a fraccién asociada a células, detectindose a 120 minutos
tan solo un 33 % del valor inicial (porcentaje de asociacion en ausencia de Fc). El porcentaje
de degradacion de los AlgA disminuye considerablemente en presencia de una concentracion
de 100 pg/ml del fragmento Fc de la IgA, obteniéndose a 120 minutos una inhibicion del
70% respecto del total degradado en ausencia de Fe (figura 26B).

Ninguno de estos dos parametros estudiados (asociacion y degradacion) se ve
afectado por la presencia en el medio del fragmento F(ab) de la [gA, pues las inhibiciones

conseguidas no superan el 15% (figura 26 A y B).
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Figura 26: Especificidad del catabolismo de los AlgA en las células mesangiales de rata: Se realizé
la unidn de 2 pg/ml de "-AlgA a 4°C durante 4 horas. Las incubaciones a 37°C se llevaron a cabo en
presencia o ausencia de 100 pg/mi de fos fragmentos Fo ( @ )y Flab) ( © ) de la IgA, obenidos por
digestion con la proteasa de Haemophilus Influenzae. A los tiempos indicados se determing la fraccion de
proteiva asociada a las células (A) y la que habia sido degradada (B). En cada tempo los datos se expresan
como porcentaje del valor total en ausencia de iuhibidor y son la media + DE de 4 experimentos (por

triplicaduo).

Es importante determinar los requerimientos de Ca’* que necesita la célula mesangial
para rcalizar los procesos implicados en el catabolismo. Para ello, se realizaron los
experimentos de catabolismo de AlgA, AlgG y AdeslgA en ausencia de calcio cn el medio
de incubacion, conseguida con adicion del quelante de calcio EDTA, a una concentracion

de SmM. Como se observa en la tabla VI, ¢l porcentaje de degradacion a 60 minutos y
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37°C de las proteinas por las células mesangiales disminuye de forma considerable,
alrededor de un 50 %, cuando se elimina el calcio del medio de incubacion. Sin embargo,
los porcentajes de unidn a 4°C no se ven afectados en gran medida por la presencia de
EDTA, ya que los valores de inhibicion estan alrededor del 20%. Lstos datos ponen de
manifiesto que la presencia de iones Ca’* en el medio no es un requisito fundamental para
que las inmunoglobulinas se unan a su receptor en la membrana de las células mesangiales,
pero si es determinante para que ¢€stas puedan ser endocitadas y. posteriormente,

degradadas.

TABLA VI

Dependencia de la [Ca’' | en la unién y degradacion de los agregados

% inhibicion

Union Degradacion

(4h, 4°C) (th, 37°C)
AlgA 19 + 2 53 + 7
AlgG 22 + 8 55 + 12
AdesigA 15+ 06 51 4+ 3

[Las células mesangiales se incubaron con 2 pg/ml de los agregados en medio HEPES-BSA conteniendo lmM
de calcio, en ausencia o en presencia de EDTA 5 mM. Los resuliados se expresan como porcentaje de
inhibicién (p<0.05) respecto de la unidn a 4°C o la degradacién a 37°C en medto con calcio y son la media

+ DE de 4 experimentos por duplicado.

2.1.3.- Estudios comparativos en otros tipos de células:

Como controf adicional a los experimentos ya comentados, se realizaron ensayos de
catabohsmo utilizando macrdofagos peritoneales, células con una gran capacidad tagocitica
[33. 61, 97, 205, 206]. En la figura 27 se muestra la degradacion a 60 minutos y 37°C de

fos agregados de lgG, 1gA y deslgA, tanto en macréfagos peritoneales de rata como en
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células mesangiales de rata. Los macrofagos peritoneales son capaces de procesar una
clevada cantidad de agregados (porcentajes comprendidos entre 30 y 40%), siendo los AlgG
los mas catabolizados. Estos valores son, en cualquier caso, superiores a los obtenidos con
cClulas mesangiales, que nunca alcanzan el 25%. Sin embargo, mientras los macrofagos
peritoneales procesan mayoritariamente AlgG, las células mesangiales degradan en mayor
proporcion los AlgA y AdesigA que los AlgG.

Estos resultados indican que la capacidad de las células mesangiales de tagocitar y
degradar inmunoglobulinas es mucho menor que la de los macréfagos peritoneales, pero,

sin embargo. es mayor que la descrita en los monocitos y lineas relacionadas 40, 61].

Figura 27: Degradacion de 1gG, 1gA y desigA por macrdfagos peritoneales y células mesangiales:
Igual nimero {10%pocillo) de macrofagos peritoneales de rata ( [} ) y de células mesangiales de rata

( I ) se incubaron 4 4°C en tampén HEPES-BSA conteniendo 2 pg/mi de AlgG, AlgA o AdeslgA. Al cabo
de 4 horas se eliminaron las proteinas no unidas y se midi6 la degradacién a los 60 minutos de incubacién a
37°C. Los resultados son la media + DE de 4 experimentos diferentes, realizados por triplicado.
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2.2.- VARIACIONES EN LA CONCENTRACION DE CALCIO INTRACELULAREN
LAS CELULAS MESANGIALES:

Las variaciones de la concentracion de calcio intracelular (JCa’']) constituyen
sefales de transmembrana en muchos procesos de activacion celular via receptores.
Concretamente, se ha demostrado que la activacion de las células mesangiales con
inmunocomplejos de 1gG va acompafada de un incremento del calcio citosdlico fibre {101].
Esta movilizacion del calcio intracelular juega un papel importante en la secuencia de
sucesos que ocurre durante la activacion de las células. En este apartado estudiaremos si el
cambio ¢n la [Ca’" |, es una de las vias de transduccion de la senal al interior de las células

mesanglales cuando éstas se activan con IgA.

2.2.1.- Cambios en Ia [Ca*"], inducidos por la IgA:

Las celulas mesangiales se incubaron con la IgA {en forma monomérica o de
agregados solubles) en un medio que contenia 2 mM de Ca’* (tampon KHH) y se realizaron
medidas de fluorescencia con el indicador fura-2. La presencia de [gA monomérica produce
una minima movilizacion del calcio intracelular en las células mesangiales. Sin embargo,
la estimulacion de las células mesangiales con los AIgA induce un aumento en la |Ca’" |; que
depende de la concentracion de agregados empleada. Esta respuesta es rdpida, se produce
aproximadamcnte 10-20 segundos después de la adicién de los agregados. Inicialmente el
aumento en la [Ca’"]; es muy brusco y luego va descendiendo gradualmente con el tiempo
de una forma mas lenta (figura 28).

Cuando se emplean bajas concentraciones de los AlgA el descenso de la [Ca*"|; hasta
los niveles basales se observa después de 3-4 minutos de incubacion. Sin embargo, a
mayores concentraciones de los agregados (de 200 upg/m! en adelante) el aumento de la

[Ca**], s¢c mantiene incluso después de 4 minutos de incubacién.
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Figura 28: Variaciones en la [Ca’" ], de las células mesangiales de rata estimuladas con AIgA: Las
células adheridas a cubres de cristal redondos previamente cargadas con fura-2 (4 uM) se estimularon a 37°C
con diferentes concentraciones de AlgA (50, 100 y 200 pg/ml} en tampon KHH, siguiéndose las vanaciones
de la intensidad de fluorescencia a lo largo del dempo. Los valores de la [Ca? " |; se expresan en nM, calculados
segan la ecuacton de Grynkiewicz (ver Materiales ¥y Métodus). 1a flecha indica ¢l momento de la adicion de

los estimuios. Experimento representativo de un total de 5 realizados.

En la figura 29 se muestra el resumen de todas las medidas de [Ca®** |, realizadas en
tuncion de la concentracion de IgA. Los niveles de calcio intracelular en condiciones basales
son de aproximadamente 95 nM. Cuando las células mesangiales se incuban con los AlgA
se produce un incremento lineal de la |Ca**), dependiente de la dosis de agregados,
alcanzandose valores maximos con | mg/ml de la proteina (254.5 nM).

En todos los casos estudiados, el incremento producido por los AlgA representa
aproximadamente un 50% del aumento que inducen otros estimulos més potentes, como la
All o ta ET-1. cuyos maximos estan alrededor de 500 nM (|207] y resultados no

mostrados).
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Figura 29: [ncrementos de la [Ca’’ ], en las células mesangiales estimuladas con IgA: Las células
se cargaron con el indicador fura-2 y se incubaron a 37°C con diferentes dosis de IgA monomérica { © ) o
AlgA ( @ 1. Para cada concentracion se tomaron los valores hasal y miximo de [Ca’ '], expresados en nM.
Los resultados se representan como media + EE de un total de 7-11 expenimentos realizados. Los asteriscos

indican la sigmtacién del andhisis estadistico de los datos respecto ded basal: *. p<0.05 y **, p<0.001.

La cinética de la movilizacion del calcio en las células mesangiales inducida por
AlgA es diferente de la observada con los AlgG. Para una misma dosis de agregados, el
aumento de la |Ca*" |, debido a los AlgA es mayor que la que producen los AlgG. De un
total de 7 experimentos realizados, la linea base asciende desde los niveles basales
(aproximadamente 100 nM) hasta 143 + 14 nM (media + EE} en presencia de 100 pg/ml
de AlgA, mientras que ¢l aumento debido a una dosis idéntica de AlgG es de 123 £ 8 nM.
Sin embargo, en ambos casos el retorno a los niveles basales se produce de una forma

similar {figura 30}.
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Figura 30: Diferencias entre los AIgA y los AlgG en las variaciones de la [Ca’" [ Las células
mesangiales de rata, previamente cargadas con fura-2 (4 pM), se estimularon a 37°C con 100 pg/ml de AlgA

o AlgG en tampon KHH. Las variaciones de la [Ca’']; se expresan en nM. La flecha indica ¢l momento de

la adicion de log estimuios. Experimento representativo de un total de 7 realizados.

2.2.2.- Factores que intervienen en el aumento de la {Ca’'];:

En general, fas variaciones en la [Ca’"] del citosol pueden deberse principalmente

a dos factores: salida de calcio de los depodsitos intracelulares, o aumento del flujo

extracelular de calcio. Los siguientes experimentos van encaminados a determinar cudl de

estas dos posibitidades tiene lugar en la activacion de las células mesangiales por los AlgA.
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2.2.2.a.- Contribucidn del calcio extracelular:

En algunos experimentos se anadidé el quelante de calcio EGTA al medio de

incubacion antes de la adicion de los AfgA. Como se observa en la figura 31, la presencia

de 5 mM de EGTA no disminuye en gran medida la intensidad del pico producido por los

agregados (los descensos estan airededor del 20%, p<0.05). El incremento de la [Ca*7,

se produce con la misma rapidez en ausencia o presencia de calclo externo. Sin embargo,

cuando el EGTA estd en el medio, el retorno gradual de la [Ca’*}; hasta la linea base cs

mucho mas brusco y practicamente se completa después de 1 minuto de incubacion.
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Figura 31: Influencia del calcio extracelular en las variaciones de la {Ca’*}], en las células

mesangiales de rata estimuladas con AIgA: Las células se cargaron con el indicador fura-2 y se incubaron
4 37°C con 200 pg/ml de AlgA, en presencia de 2 mM de calcio en ¢l medio ( + Ca) o en ausencia (- Ca}.

La eliminacion del calelo extracelular se realizé anadiendo al medio 5 mM de EGTA y 2 mM de Tris

inmediatamente antes de ta adicidn de los AlgA (indicado con una flecha), Experimento represemativo de 6

realizados.
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2.2.2.b.- Liberacion del calcio de los depdsitos intracelulares:

En otro tipo de experimentos se utilizo el TMB-8, un inhibidor de la salida del calcio
de los organulos intracelulares en varios tipos de células, aunque su mecanismo de accton
y su lugar exacto de actuacion no se conocen claramente j223]. Las células mesangiales se
incubaron durante 10 minutos con 5 x 10° M de TMB-8 antes de la adicion de los AlgA.

l.a presencia de TMB-8 reduce constderablemente la intensidad del pico inducido por
los agregados, pero no afecta de forma apreciable a la caida gradual posterior hasta la linea
base. Cuando la estimulacion se realiza en un medio sin calcio (con EGTA 5 mM) la
inhibicion causada por el TMB-8 es mayor y los niveles de [Ca’'|; descienden mds

rapidamente (figura 32).
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Figura 32: Influencia del calcio intracelular en las variaciones de la [Ca’'] en las células
mesangiales estimuladas con AIgA: Las células se preincubaron durante 10 minutos con 5 x 107 M de
TMB-8 antes de afiadir 500 pg/ml de AlgA| en presencia de 2 mM de caleio (+ Ca) o en ausencia (- Ca), La
chmimacion del calcio extracelular se realizo afadiendo al medio 5 mM de EGTA y 2 aiM de Tris
imediatamente antes de la adicion de fos AlgA (indicado con una flecha). Experimento representativo de un

total de 8 Hevados a cabo.
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A partir de un total de 8 experimentos realizados s¢ obtuvo un porcentaje de
inhibicidn para ¢t TMB-8 del 44 + S (media + DE, p <0.05) respecto del incremento

maximo determinado en ausencla de! inhibidor.

2.2.2.c.- Efecto de la toxina de pertussis v de la estaurosporina:

Intentamos determinar las vias intracelulares de activacion que tenfan lugar en la
movilizacion de calcio causada por los AlgA. Para ello empleamos dos tipos de inhibidores:
la toxina de pertussis. un inhibidor de las proteinas G y la estaurosporina, bloqueante de la
actividad de la PKC ]223]. Los experimentos se realizaron de forma andloga a los
anteriores, con una preincubacion de 10 minutos en KHH conteniendo los inhibidores, y
luego se siguteron las variaciones de la {Ca**|, en las células mesangiales estimuladas por
los AlgA. en ausencia o presencia de EGTA 5 mM. El resumen de estas inhibiciones se
refleja en la tabla VI

[.a preincubacion de las células mesangiales con | ug/ml de toxina de pertussis no
disminuye ¢! pico de calcio producido por los AlgA, tanto en ausencia como en presencia
de calcio extracelular en el medio de incubacion, pues los porcentajes de inhibicion no
superan el 15% (no significativo respecto del control).

Cuando las células mesangiales se preincuban con 5 x 10™® M de estaurosporina, el
aumento maxuno producido por los AlgA disminuye parcialmente, tanto en presencia (32%
de inhibicién) como en ausencia de calcio extracelular (37%). Este efecto inhibitorio es mas
acusado cuando se observa el descenso gradual de la [Ca’*} hasta la linea base (resultado

no mostrado).
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TABLA VII

Inhibiciones del incremento en la [Ca®* ], en las células mesangiales estimuladas con AlgA

% inhibicion

+ Ca -Ca
Toxina de pertussis Il + 6{(n.s) 14 + 4 (ny)
Estaurosporina 32 + 10 (%) 37 £ 709

Las célulay se preincubaron durante 10 minutos con toxina de pertussis (1 pg/ml) o estanrosporing

(5% 10" M) antes de afadir 200 pg/ml de AlgA, en presencia de 2 mM de calcio (1 Ca) ¢ et ausencia (- Ca).
Los resuftados se expresan como porcentaje de inhibicién respecto del incremento producido por los ATgA en
ausencia de inhibidores v son la media + DE de un total de 3-5 experimentos diferentes. Los simbolos entre

paréntesis indican el andlisis estadistico respecto de los controles: n.s., no significativo; *, p<0.05.

A la vista de los resultados comentados en los apartados anteriores podemos decir

que los AlgA producen en las células mesangiales un aumento transitorio de la {Ca’"|

Dicho aumento pucde ser debido inicialmente a la movilizacion del calcio de las reservas
intracelulares y. en segundo término, al incremento del influjo de calcio extracelular a través
de la membrana plasmatica de las células. Ademas, la movilizacion del calcio en el interior
de la célula mesangial no es una senal dependiente de proteinas Gi, pero si parece estar

asociada, en parte, a la activacion de la PKC.
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2.3.- PRODUCCION DE CITOCINAS POR LAS CELULAS MESANGIALES

2.3.1- Produccidon de TNFa:

2.3.1.a.- Medida de la actividad bioldgica del TNFa:

l.a actividad bioldgica contenida en los sobrenadantes de las células mesangiales se
determind mediante el ensayo citotoxico de las células 1929 |197]. Inicialmente se estudio
la produccion de TNF« por las células mesangiales de rata a lo largo del tiempo, tanto en
condiciones basales como en presencia de un estimulo positivo, el LPS. Los resultados de
la figura 33 indican una maxima produccién de TNF« cuando las células mesangiales se
incuban durante 6 horas con 1 pg/ml de [LPS. l.a medida de TNF« en condiciones basales
es de 8.5 + | U/mg proteina (media + EE), y en presencia de LPS es de 1016 £ 118
U/mg proteinas celulares en cada pocillo (determinado por Lowry).

La produccion de TNFa por las céiulas mesangiales inducida por LPS disminuye de
forma significativa en presencia de | pg/ml de cicloheximida (CHX), un inhibidor de la
sintesis de proteinas (figura 33), lo que indica que es necesaria la sintesis de novo de la

citocina,
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Figura 33: Produccion de TNIw por las células mesangiales estimuladas con LPS: s células se
incubaron a 37°C con ! pg/ml de LPS en RPMI-HEPES con 0.5% de STF, en ausencia ( [ ) o en
presencia { B4 v de | pg/ml de CHX. La actividad de TNFq de los sobrenadantes se determing mediante

cnsayo citolitico sobre fas células L929. Los datos se expresan en unidades de TNFeo, corregidos segin la
cantidad de proteinas totales contenida en cada pocillo y en ellos estdn restados los valores basales de las
células mesangiales sin estimular. Media + EE de 6-10 experimentos. Bl analisis estadistico se indica como
* p<0.05y ** p<<0.005 para CHX frente a LPS.

A la vista de los resultados obtenidos con LPS, seleccionamos el tiempo de 6 horas
y estudiamos la produccion de TNI'e por las células mesangiales de rata estimuladas con
diferentes concentraciones de IgA e [glG (en forma monomérica o agregadas por calor). En
la figura 34 se observa que dicha produccidn es dependienie de la dosis, con tendencia a la
saturacion entre 150 y 300 pug/ml de agregados. La maxima cantidad de TNF« inducida por
300 pg/ml de los AlgA y de AlgGes de 719 + 100 y 592 + 111 U/mg de proteina celular
(media + EE), respectivamente. Estos valores representan un 71 % y un 59% respecto de
la produccion debida al LPS en el mismo tiempo.

Por otro lado, la liberacion de TNF« provocada por las proteinas en estado

monomerico es significativamente menor que la inducida por los agregadoes. Ei aumento en
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el TNFo que IgA e IgG provocan en las células mesangiales representa un 20% y un 10%,

respectivamente, del maximo detectado en presencia de LPS al mismo tiempo de incubacion.
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Figura 34: Produccion de TNFwx por células mesangiales de rata estimuladas con IgA ¢ IgG: Las
células se incubaron durante 6 horas a 37°C cn presencia de diferentes coocentraciones de AlgA ( @ ), [gA
monomérica ( O ). AlgG ( A } o [gG monomérica ( A ). La actividad en los sobrenadantes se mudio con ¢l
ensayo de las células 1929, expresdndose los resultados en unidades de TNFa por mg de proteina cn cada
pocibho, restande ¢l valor basal de células mesangiales sin esumular. Media 4 EE de 10 experimentos
diferentes. Los simbolos indican ¢b andlisis estadistico de 1os valores obtenidos con las proteinas monoméricas
respecto de las agregadas: *. p<0.001.

Ein otros experimentos selecctonamos la dosis de 150 pg/ml para seguir la produccion
de TNFea por las células mesangiales a lo largo del tiempo. Como se muestra en la figura
35, tanto los AlgA como los AlgG inducen una liberacion de TNF« dependiente del tiempo.
El pico de maxima liberacion se detecta a las 6 horas de incubacion a 377C; a parur de este
punto comienza a descender el TNFw liberado, para alcanzar valores proximos a los niveles

basales a las 24 horas de incubacion.
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En la mayoria de los casos estudiados, tanto en la curva de dosis como en la de
tiempo, la IgA induce una mayor produccidon de TNF« que la 1gG. Por ejemplo, después
de 12 horas de mcubacion, 1a produccion de TNF« correspondicnte a los AlgG es de 441
4 119 U/mg proteina, mientras que la debida a los AlgA es de 551 + 45. Sin embargo,

cstas diterencias no llegan a ser significativas en niguno de los tiempos estudiados.
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Figura 35: Medida del TNFo producido por las células mesangiales estimuladas con agregados:
Las células se incubaron con 130 wg/ml de AlgG ( [] ) o AlgA ( ) en RPMI-HEPES con (.5% de
STT. A los tiempoes indicados se recogieron los sobrenadantes libres de células y se determing la actividad de
TNFa que contenian. Los datos son Ia media + EE de 8 experimentos y se expresan en unidades de TNFa
por mg de proteina total en cada pocillo. Para cada tempo, se restaron los valores basales de células

mesangiales sin estimular. Las diferencias respecto del basal son significativas en todos los tiempos (p<<0.05).
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También investigamos ¢l efecto del inhibidor de la sintesis proteica, CHX, sobre la
produccion de TNF« por las células mesangiales estimuladas con AlgA y AlgG. Los
resultados sc resumen en la tabla VI, demostrando que la sintesis de novo de la citocina

£$ un requisito para su liberacion al medio extracelular.

TABLA VIII
Efecto de la CHX sobre la produccion de TNFo

por las células mesangiales estimuladas con agregados

Estimulo 6 horas 12 horas
Basal 9 + 1 19 + 1
Basal + CHX 3+ 0.1 4 + 0.5
(67 %)* {(719%)*
AlgG 516 + 34 457 + 114
AlgG + CHX 167 + 14 122 + 47
{67 % )** (73%)*
AlgA 625 + 46 554 + 17
AlgA + CHX 154 + 23 67 + 7
(7T5%)%* (B8 %+

Las células mesangiales de rata (en condiciones basales o estimuladas con 150 pg/ml de AlgG o AlgA) se
mcubaron en ausencia o en presencia de 1 ug/ml de CHX. Los resultados se expresan en unidades de TNFo
por mg de proteinas totales, como media + EE, o en porcentaje de inhibicién (indicando entre paréntesis)

causado por ta CHX respecto del control. Datos obtenidos a partir de 4 experimientos realizados por duplicado.
Los simbolos indican la significacion con respecto al control: *, p<0.05 y ** p<0.001.
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2.3.1.b.- Especificidad del TNFa:

Es necesario descartar la posibilidad de que ia produccion de TNFwo sea debida a una
posibie contaminacion de los estimulos con endotoxina. Por eilo, se realizaron estudios en
presencia o auscncia de | pg/ml de polimixina B. Segun los resultados de la wabla IX, no
s¢ aprecia ningun descenso significativo de ia liberacion de TNFo por las células
mesangiales cuando la polimixina B esta en el medio de incubacién, lo que excluye que las
preparactones de IgA e IglG (monoméricas o agregadas por calor) contengan cantidades
apreciables de endotoxina bacteriana.

También se investigd si los anticuerpos anti-TNFa eran capaces de bloquear la
actividad citolitca del TNF« liberado por las células mesangiales. Efectivamente, la
neutralizacion de las muestras con 1 pg de anticuerpo policlonal anti-TNF« es practicamente

completa, como puede apreciarse en la tabla [X.

TABLA IX
Especificidad del TNF« producido por las células mesangiales

Polimixina B (n.s.) anti-TNFw (p <0.001)
Basal 58 £ 03 100
LLPS 1 pg/ml n.d. =
AlgA 150 pg/mi 6.7 £ 0.9 92 4+ 9
300 pgfml 851+ 09 74 + 13
AlgG 150 pg/mi 45 + 0.2 89 + 5
300 pg/mi 95 + 1.1 75 £ 11

Las células mesangiales se incubaron durante 12 horas con los diferentes estimulos en presencia o ausencia
de | pg/ml de polimixing B, En otros experimentos, las niuestras se neatralizaron por incubacion con 1 g
de anticuerpo pohiclonal ant-TNFe. Los resultados se expresan como porcentaje de inhibicion respecto del
control (en ausencia de polimixinia B o de anti-TNFe) y son fa media + DE de 3-5 experimenios. La

significacion estadistica respecto del control se indica en fa parte superior, al lado de cada mhibidor.
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in algunos casos, como control interno del experimento, se realizaron incubaciones
de fas células 1.929 en presencia de los estimulos utilizados en nuestro estudio (IgA e [g().
Se obtuvieron los mismos valores de absorbancia en los pocillos de células 1.929 incubadas
con agregados que en los pocillos control, con medio de cultivo solamente (resultados no
mostrados), lo que demuestra que los agregados por si mismos no son citotdxicos para las

células 1.929.

2.3.1.¢c.- Expresion del mRNA del TNFEw:

Los resultados obtenidos por medida de citotoxicidad se confirman cuando realizamos
analisis de Northern blot con la sonda del TNFe. las células mesangiaies se incubaron
durante 4 horas en medio de cultivo RPMI-HEPES con 0.5% de STF, en presencia de LPS
(I ug/mly o de IgA, AlgA o AlgG (150 pg/ml). Después de extraer el RNA total y
analizarlo por electroforesis, se hibridd con la sonda del TNF« marcada con P (figura 36).
El andlisis densitométrico de las bandas (corrigiendo segin la expresion del RNA ribosomal
28S) indica que los AlgA inducen un aumento en la expresion del mRNA del TNF« de
aproximadamente 4 veces respecto del basal; los Alg(G aumentan los niveles en 3.2 veces.
l.a IgA monomérica ejerce un efecto estimulatorio mas débil (1.8 veces el basal). l.a
presencia de 1.PS como control positivo de la estimulacion incrementa la expresion de TNF o

6 veces,
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Figura 36: Expresion del mRNA del TNFa en células mesangiales de rata: Las células mesangiales
se incubaron durante 4 horas en medio de cultivo en condiciones basales (carril 1) o bajo estimulacién con 150
ug/ml de IgA monomérica (carril 2), AIgA (carril 3) o AlgG (carril 4). El RNA total celular se extrajo y se
someti6 a electroforesis y transferencia. La hibridacién se realizé con la sonda del TNFo marcada
radiactivamente. La parte superior muestra la autorradiografia de uno de los geles, indicando las posiciones
de los RNA ribosomales, 28S y 18S. En la parte inferior aparece el resultado de la cuantificacién de las bandas
por densitometrado, corregido por la expresién del RNA del 28S. Los datos se expresan en unidades arbitrarias
de densitometrado, como porcentaje respecto del basal y constituyen un experimento representativo de 2
realizados.
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2.3.2.- Produccion de 1L-6:

2.3.2.a.- Medida de la actividad biolégica de la 1i-6:

Las medidas de [L-6 se realizaron mediante el bioensayo de proliferacion de las
células B9 [198]. En un primer abordaje estudiamos la respuesta de las células mesangiales
frente a un estimulo positivo, como es el LPS. La maxima produccion se detecta después
de 12 horas de incubacién con 10 pg/ml de LPS (1413 + 60 U/mg). mientras que los
valores de control son de 99 + 3 U/mg. Al igual que en el caso del TNFw, es necesaria la
sintesis de novo de la 11L-6, ya que la presencia de | ug/ml de CHX en el medio de
incubacion disminuye de forma bastante apreciable la produccion de dicha citocina (figura

7).

f s
i
O | %/
B
NI ( A4 | s | ba
i i 15 BN -9
Prompe horas)

Figura 37: Produccion de IL-6 por las células mesangiales de rata estimuladas con LPS: Las células
mesangiales de rata se incubaron durante diferentes mtervalos de tigmpo con 10 pg/ml de LPS, en ausencia
( [ )yoenpresencia( P4 )de 1 pg/ml de CHX. La actividad en los sobrenadantes se midi6 con ¢l ensayo
de las celulas B9, Los resultados se expresan en unidades de IL-6 por mg de proteina en cada pocillo, restando
en cada tiempo ¢l valor basal de células mesangiales sin estimular. Media + EE de 5-7 experimentos.
Signthcacion de ta CHX respecto del LPS: *, p<<0.005.



Resultados 133

Seleccionamos el tiempo de 12 horas para detectar fa estimulacion de las células
mesangiales con diferentes concentraciones de IgA (monomérica o agregada por calor). La
figura 38 muestra un aumento de la produccion de 11.-6 en funcion de la concentracion de
IgA. LLa maxima estimulacion se detecta con 300 pg/ml de AlgA, obteniéndose un valor de
450 + 73 U/mg proteina celular, lo que representa aproximadamente un 32 % de lo inducido
por ¢l LPS.

En la figura 38 también se observa que, en las tres concentraciones estudiadas, los
valores de [L-6 obtenidos con los AlgA son significativamente mayores que los obtenidos
con IgA monomérica. Il maximo de produccion de IL-6 con Ja proteina monomérica se
obtiene con 300 pg/ml (149 + 12 U/mg proteina), lo que representa aproximadamente un

11% de la produccion medida en presencia de LPS.
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Figura 38: Sintesis de IL-6 por las células mesangiales de rata en cultivo estimuladas con IgA: Las
vélulas se incubaron con diferentes concentraciones de AlgA ( @ ) o IgA monomérica { O § durante 12 horas
a 37°C. La actividad de i1.-6 en los sobrenadantes se midio por proliferacion de las célutas B9, expresandose
los resultados en umdades de 11-6 por mg de proteina en cada pocillo (determinado por Lowry). En cada
Liempo se tuvo en cuenta el valor basal de células mesangiales sin estimular. Media + EE de 8 experimentos
diferentes realizados por duplicado. Los simbolos indican el andlisis estadistico de la produccion de las

prowinds monomencas respecto de las agregadas: *. p< 0.005.
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EEn otros experimentos realizamos una curva de sintesis de 1L-6 en funcidn del
tiempo, utilizando como estimulos los AlgG v AlgA. Después de 6 horas se detecla una
cantidad considerable de IL-6 en el medio, alcanzandose el valor maximo a las 12 horas de
incubacion. A partir de este tiempo se produce un descenso gradual de la sintesis de IL-6
por las células, pero de forma lenta, pues incluso a las 48 horas se mantienen todavia los
niveles elevados de esta citocina en los sobrenadantes de las células mesangiales estimuladas
con los agregados (figura 39).

Comparando la capacidad de estimulacion de las células mesangiates por parte de los
dos tipos de agregados. los mayores valores de 1L-6 se observan con los AlgG, aunque las

diferencias no llegan a ser significativas (figura 39).

X
deledetels
o
%
&
bl
e
X2

....
=
o
’0
X

3

bat

TS
RN
e
o5
o

etalelete!

e

Figura 39: Sintesis de 1L-6 por las células mesangiales de rata estimuladas con agregados: Las
incubaciones se realizaron a 37°C en presencia de 300 pg/ml de AlgG ( [ ) o AlgA ( BR ). Finalizados
los tiempos indicados se determing en el sobrenadante la actividad de 1L-6. expresada ¢n unidades por mg de

proteinas en cada pocillo. Los valores son la media + EE de 9 expenmentos diferemtes realizados por

duphicado. Las diferencias respecto del basal son significativas en wdos los tiempos (p < 0.05).
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Determinamos también la cinética de la sintesis de [1.-6 por las células mesangiales
de rata estimuladas con AdesigA. Como se muestra en la figura 40, a partir de 6 horas las
células sintetizan una cantidad apreciable de 1L-6, que es maxima despues de 12 horas de
incubacion con los AdeslgA. La produccion va descendiendo gradualmente hasta las 48

horas, pero no llega a alcanzar los niveles basales.

Figura 40: Produccion de IL-6 por las células mesangiales estimuladas con AdesigA: Las células
se tncubaron durante diferentes intervatos de tiempo con 300 pg/ml de AdesIgA y se determind la bioactividad
de la 1L-6 cn Jos sobrenadantes, restando en cada punto la produccién basal. Los resultados, en unidades por
myg de proteina en cada pocillo, son la media + EE de 4 experimentos. A todos los tiempos las diterencias

respecto det basal son significativas (p < 0.035).

[in la tabla X se resumen los resuitados obtenidos cuando se uttlizo el inhibidor de
la sintesis proteica CHX. Tras 6 horas de incubacién, los porcentajes de descenso catculados
estan comprendidos entre un 60% y un 70%, mientras que a las 12 horas puede alcanzarse
hasta un 80 % de inhibicion. Lstos datos sugleren que la produccion de [1.-6 a lo jargo del

tiempo por las células mesangiales requiere la sintesis de novo de la citocina.
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Resultados
TABLA X
Efecto de la CHX sobre la IL-6 producida por las células mesangiales
Estimulo 6 horas I2 horas
Basal 42 + 12 99 + 3
Basal + CHX 15 +£5 33 43
(64%)* (6T %)+
AlgG 343 + 33 523 + 77
AlgG + CHX 101 + 84 97 + 4
(T1%y** (B1%)**
AlgA 311 + 28 492 + 73
AlgA + CHX 106 + 9 103 + 5
(66 % )** (79%)**
AdeslgA 278 + 37 493 + 92
AdeslgA + CHX 86 + 7 95 + 8
(69%)** (81 % )*c*

Las células se meubaron con las ditferentes proteinas, en ausencia o en presencia de 1 pg/ml de CHX. Los
resultados se expresan en umdades de 11.-6 por mg de proteinas totales (media + EE) o en porcentaje de
inhibicion (entre paréniesis) causado por la CHX respecto del control. Datos obtenidos a partir de 4
experimentos difereutes realizados por duplicado. Los simbaolos indican fa significacion cou respecto al control:
*op<0.05 y #, p<0.001.

Las células mesangiales de origen humano también presentan capacidad de sintetizar
[L-6 cuando se estimulan con AlgA o AlgG. los valores de (I.-6 determinados por
bioensayo son superiores a los obtenidos en las células de rata, tanto en condiciones basales
como después de ser estimuladas con dos dosis diferentes de los agregados (figura 41). La
dosis de 150 ug/ml de AlgG es mucho mas efectiva que la de AlgA, mientras que a 300

pg/mb ambos agregados inducen una cantidad similar de 1L-6.
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Figura 41: Produccion de 1L-6 por las células mesangiales humanas: Las células se incubaron en
condiciones basales (RPMI-HEPES con 0.5% STF) ( ] ) o con diferentes concentraciones (indicado en la
prafica en pg/ml) de AleG ( yo AlgA ( KR ) durante 12 horas a 37°C. Los resultados se expresan ¢n
unidades de 1L-6 por mg de proteina en cada pocillo (determinado por Lowry) y son la media + EE de 3

experimentos realizados por duplicado.

2.3.2.b.- Especificidad de 1a 1L-6:

LLa tabla X1 resume las inhibiciones obtenidas en presencia de polimixina B (1 ug/ml)
y del anticuerpo policlonal anti-1L-6. Queda descartada la existencia de endotoxina contenida
en los estimulos como la responsable de los niveles elevados de IL-6 producidos por las
células mesangiales, pues los porcentajes de inhibicion obtenidos con polimixina B no son
significativos. De la misma forma, la actividad biolégica de la 1L-6 contenida en las
muestras es casi totalmente suprimida en presencia de anti-11.-6, lo que demuestra que el

ensayo cs especifico.
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TABLA X
Especificidad de la [L-6 producida por las células mesangiales
Polimixina B (n.s.) anti-11L-6 (p <0.001)

Basal 394+ 05 100

LLPS n.d & + 7

AlgA 65 + 1.1

AdeslgA 4.9 + 0.7

AlgG 751+ 13

Las células mesangiales s¢ incubaron durante [2 horas con los diferentes estimulos en presencia o ausencia

de | pg/ml de polimixina B. En otros experimentos, las muestras se neutralizaron por incubacion con | ug

de anticuerpo policlonal anti-11.-6. Los resultados en ambos casos se expresan como porcentaje de inhibicion

respecto del control (en ausencia de polimixinia B o de anti-IL-6) y son la media + DE de 4 experimentos.

La significacion respecto al control se indica en la parte superior, al lado de cada inhibidor.

2.3.2.c.- Expresion del mRINA de la 1.6

LLa expresion del mRNA de la [L-6 se estudid en células mesangiales estimuladas

durante 6 horas en medio de cuitivo sélo o conteniendo [0 pg/ml de LPS, 300 pg/mi de

AlgG o 300 pg/ml de AlgA. Un experimento represeniativo se muestra en la figura 42, asi

como el andlisis densitométrico de las bandas, corregido por la expresion total del RNA

ribosomico 28S. La presencia de LPS en el medio de incubacion indujo un incremento de

8 veces en la expresion del mRNA de la [L-6. En cuanto a los agregados, €l aumento de

la intensidad de la banda detectado fue de aproximadamente unas 4-5 veces.
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Figura 42: Expresion del mRNA de la IL-6 en células mesangiales de rata: Las células se incubaron
durante 6 horas en medio de cultivo en condiciones basales (carril 1) 0 bajo estimulacién con 10 pg/mi de LPS
(carril 2) 0 300 pug/ml de AlgG (carril 3) o AlgA (carril 4). E1 RNA total celular se extrajo y se sometié a
clectroforesis y transferencia. La hibridacion se realiz6 con la sonda de 1a IL-6 marcada radiactivamente. La
parte superior muestra la autorradiografia de uno de los geles, indicando las posiciones de los RNA
ribosomales, 28S y 18S. En la parte inferior aparece el resultado de la cuantificacién de las bandas por
densitometrado, corregido por la expresion del RNA del 28S. Los datos se expresan en unidades arbitrarias,
como porcentaje respecto del basal y constituyen un experimento representativo de 2 realizados.
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2.4.- PROLIFERACION DE LAS CELULAS MESANGIALES:

Algunos estudios in vivo han demostrado que en las glomerulonefrits por
inmunocomplejos se producen dos fendmenos asociados: proliferacion de  células
mesangiales y aumento en la produccién de proteinas de matriz [ 107-109]. En este apartado
estudiaremos /n vitro el primer aspecto mencionado, es decir, si en nuestras condiciones de

cultivo, las células mesangiales son capaces de proliferar en presencia de los agregados.

2.4.1.- Medida de la proliferacion por incorporacién de [*H]timidina:

El grado de proliferacion de las células mesangiales en estado quiescente se midid
en funcién de la cantidad de radiactividad ([*H]timidina) que eran capaces de incorporar en
el DNA durante el proceso de duplicacion. Cuando las células mesangiales de rata se
incubaron durante 24 horas en presencia de diferentes concentraciones de AlgA, se produjo
un incremento signiticativo de la radiactividad contenida en las células respecto del control
(figura 43). Este efecto se observa incluso a bajas concentraciones de AlgA, alcanzandose
el maximo a 100 pg/ml (73% de incremento respecto del control). En el caso de fos AlgG
se observa un incremento continuo hasta fa dosis de 150 ug/mi (69% respecto del control).
Cuando se emplean concentraciones mas elevadas de las ya mencionadas la cantidad de
omidina incorporada a las células desciende suavemente. Por otro lado, las proteinas
monoméricas son débiles promotores de la proliferacion de las células mesangiales; con 100
pg/ml de IgA monomérica se observa un 15% de aumento respecto del basal.

En estos experimentos se utilizé como control positivo medio de cultivo conteniendo
diferentes concentraciones de STF. La capacidad de proliferacion de las células mesangiales
en presencia de STE es muy supertor a la obtenida con los agregados. Por ejemplo, en
presencia de [0% de STF, las células mesangiales incorporan 12311 4 629 dpm (media +

EE), 1o que representa un 137% de aumento de la proliferacion respecto del basal.
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Figura 43: Proliferacion de las células mesangiales de rata en presencia de IgA e IgG. El ensayo
de prodiferacion se realizd por medida de la [*H)omidina incorporada en Jas células despugs de 24 horag de
incubacion a 37°C en RPMI con 0.5% de STF, en presencia de diferentes concentraciones de AlgA ( @ ),
IgA monomériva { O j 0 AlgG ( A ). Los datos sc expresan en dpm medidas en cada pocillo (placas de 96)
y son la media + EE de 6 experimentos realizados por triplicado. Las diferencias respecto del hasal fueron
significativas, con valores de p<0.05.

l.as células mesangiales de origen humano también proliferan en presencia de los
agregados. Iin la figura 44 se muestra un ensayo de proliferacion a 24 horas, indicando la
radiactividad retenida en las células como porcentaje respecto del basal, considerado como
100% (3129 + 208 dpm). La presencia de 100 pg/ml de AlgA y de AlgG cn el medio
produce un incremento en la proliferacion de las células mesangiales del 187% vy del 169%,
respectivamente. Como estimulo positivo se utiliza STF al 20% ., que induce un incremento

de 360%.
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Figura 44: Proliferacion de las células mesangiales humanas: Las células se incubaron duranie 24
horas en placas de 96 pocillos en presencia de 100 pg/ml de AlgA o AlgG en RPMI con 0.5% de STF,
utilizando como control positivo 20% de STF. La profiferacidn se midid por incorporacion de timidina en las
células, expresando  los resultados como porcentaje respecto del basal. Media + DE de 3 experimentos
diferentes realizados por wriplicado. Los simbolos indicau ¢l andlisis estadistico de las diferencias respecto al
basal: *. p<0.01: ** p<0.001.

2.4.2.- Medida de la proliferaciéon por captacion de azul de metileno:

Las células mesangiales de rata se incubaron durante 48 horas con los diferentes
estimulos en medio de cultivo con 0.5% de STF, utilizando como control positivo STF al
10% . Después de teiiir las células vivas con el colorante azul de metileno, se determind {a
absorbancia ¢n cada pocillo, Io que nos permitid calcular el grado de proliferacion. En la
figura 45 se muestran los resultados obtenidos al incubar las células mesangiales con
diferentes concentraciones de AlgA o AlgG. Se observa un aumento continuo en el
porcentaje de proliferacion respecto del basal en presencia de concentraciones crecientes de
los agregados. Lf maximo efecto se alcanza entre 100 y 200 pg/ml de proteina (alrededor

del 25% respecto del basal) y a partir de este punto se detecta un descenso en el porcentaje
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calculado. Lstos resultados obtenidos mediante incorporacion de azul de metileno son
relativamente  bajos, pero las diferencias respecto del basal son cstadisticamente
significativas. En presencia del control positivo del experimento (medio de cultivo con 10%
de STF) el grado de proliferacion de las células mesangiales aumentd hasta un porcentaje

de 76 + 27 (media + DE).
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Figura 45: Medida de la proliferacion de las células mesangiales de rata por captacion de azul de
metifeno: Las células se incubaron durante 48 horas en placas de 96 pocillos en presencia de vanas
concentraciones de AlgA ( [ ) o AlgG ( B4 ). Las células se tifieron con azul de metileno y se midié
la absorbancia de cada pocillo. Los resuliados se expresan como porcentaje respecto del basal y son la media
+ DE de 6 expenmentos realizados por iplicado. La significacidn respecto del basal es de p < 0.05 para todas
lus dosis, excepto para | pg/ml de agregados (n.s.).
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2.4.3.- Factores implicados en la proliferacion de las células mesangiales;

Quisimos precisar si la proliferacion de las células mesangiales de rata inducida por
los agregados era un efecto directo de los mismos, o estaba mediado por otras moléculas,
por ejemplo, algunas citocinas. Para ello, realizamos estudios de captacion de [°H [timidina
durante 24 horas con una dosis de agregados (100 pg/ml) en presencia de tres anticuerpos
policlonales anti-citocinas: anti-TNFea, anti-IL-1 y anti-IL-6. En la eleccion de [a dosis de
anticuerpo se tuvieron en cuenta dos factores: que la concentracion utihizada fuera la
minima, para que no interfiriera en el ensayo de proliferacion (ya que sabemos que la IgG
monomeérica induce cierta proliferacion) pero que fuera una dosis con capacidad
neutralizante optima (determinada en los bioensayos de medida de la actividad de cada
ciocima).

Como se observa en la figura 46, los tres anticuerpos neutralizan de forma
significativa la proliferacion inducida por Jos agregados. Los menores porcentajes de
inhibicion se consiguen con el anticuerpo antt-TNF« (un 30% con los AlgA y un 23% con
los AlgG). La presencia de anti-IL-6 en el medio provoca un descenso del 56% para los
AlgA y del 68% para tos AlgG. Con el anticuerpo anti-Il.-{ se obtiencn porcentajes de
inhibicion similares. La proliferacion de las células mesangiales no disminuye en presencia
de una cantidad equivalente de una [gG no relacionada, lo que confirma la especificidad de

los anticuerpos (resultados no mostrados).
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Figura 46: Efecto de los anticuerpo policlonales anti-citocinas en la proliferacion de las células
mesangiales inducida por los agregados: Las células mesangiales se incubaron durante 24 horas con 100
pg/ml de AlgA o AlgG en RPMI con 0.5% de STF, en ausencia ( [ ] ) o en presencia de 1 pg de anti- TNFa
( ), anti-1L-1 ( B ) o anti-iL-6 ( ] ). La proliferacion se midié por incorporacion de timidina en las
células, Los valores de dpm obtenidos se expresan como media - DE de 4 experimentos diferentes realizados

paor triplicado. Los simbolos indican la significacidn respecto al control: *, p<0.05 y **, p<0.001.

En experimentos adicionales realizamos incubaciones de las células mesangiales en
presencia de diferentes concentraciones de [1.-6, midiendo la proliferacion a las 48 horas con
el ensayo del azul de metileno. La absorbancia de los pocillos aumenta en funcion de la
concentracion de la citocina, alcanzéandose con la dosis de 100 U/ml un porcentaje de
proliferacion de 46 + 12 respecto del basal (media + DE de 4 experimentos, p<0.05). l.a
presencia del anticuerpo anti-IL-6 en el medio de incubacion reduce totalmente el efecto
proliferativo de esta citocina sobre las células mesangiales, ya que se obtuvieron porcentajes
de¢ inhibicion de 87 + 12 (media + DE de 4 experimentos).

A la vista de estos resultados podriamos decir que en la proliteracion que inducen
los AlgA y Alg( en fas células mesangiales en cultivo estdn tmplicadas fas citocinas TNFo,

I.-1 e Il-6.
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El dafio glomerular progresivo es la principal causa de insuficiencia renal y puede
producirse como consecuencia del depésito en el glomérulo de componentes biologicamente
activos, entre fos que destacan los inmunocomplejos |76].

Dentro del glomérulo, el mesangio, formado por células mesangiales y matriz
extracelular. no solo ocupa una posicion central en la estructura, sino que mantiene un papel
clave muy activo e importante en su funcionalidad, tanto en los estados normales como en
ios patologicos [89]. La mayoria de las células mesangiales exhiben caracteristicas de
musculo liso, como su capacidad de contraccién, aunque también presentan aspectos
similares a los macrofagos, ya que tienen capacidad de unir inmunocomplejos a través de
receptores Fc, funcionar como células presentadoras de antigenos y liberar radicales de
oxigeno y proteasas |77, 80-82]. Como parte de su normal funcion fisiologica, el mesangio
participa en la regulacion de la filtracién glomerular y actda en el procesamiento de los
residuos macromoleculares de Ia filtracion |89]. Cuando es perturbado por la acumulacién
de moléculas biologicamente activas o cuando su capacidad de procesar los residuos de la
{iltracion se sobrepasa. ¢l mesangio reacciona proliferando y produciende componentes de
su matriz | 104].

La nefropatia IgA estd incluida en el grupo de glomerulonetritis mediadas por
inmunocomplejos y representa una de las enfermedades glomerulares primarias mas
comunes en el mundo |6, 156]. A nivel sérico estd caracterizada por un aumento en la
concentracion de fgA polimérica y por la presencia de inmunocomplejos de IgA |167]. A
nivel mesangial esta caracterizada por el depodsito de inmunocomplejos de IgA vy, en
ocasiones, de lgG y C3 | 161, 165]. En los altimos afios se han realizado numerosos estudios
para determinar la patogenia de esta enfermedad y, aunque se sospecha que los
inmunocomplejos  depositados y/o formados en el mesangio participan en el dafio
glomerular, las evidencias acumuladas hasta el momento son escasas [170].

En este sentido, se ha demostrado que las células mesangiales poseen un receptor
especitico para lgG, cuyas caracteristicas bioquimicas son andlogas a las de los receptores
Fcy descritos en otras células macrofagicas [92, 95]. La unién y posterior endocitosis de
los inmunocomplcjos de tgG a través de estos receptores produce una rdpida activacion de
las células mesangiales, que liberan diversos mediadores de la inflamacion, como {ipidos

bioactivos, radicales libres del oxigeno y citocinas [93, 94, 98, 100, 101}. l.a interaccion
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entre las células mesangiales y los inmunocomplejos de [gA induce la liberacion de 16n
superoxido, PAF v eicosanoides [172], pero hasta el momento no se han determinado las
caracteristicas bioquimicas, moleculares y funcionales de los posibles receptores para IgA
en estas células.

Los resultados que se han expuesto en este trabajo demuestran que en la célula
mesangial existe un receptor especifico para IgA, capaz de unir esta inmunoglobulina a
través de la region Fe, participando los carbohidratos contenidos en la estructura de forma
determinante en dicha union. Este receptor puede ser incluido en la familia de los receptores
Fea, pues presenta ciertas analogias con los receptores Fca descritos en otros tipos de
células. Demostramos ademds algunos aspectos funcionales que ocurren después de la
ocupacton de los receptores de la membrana celular por la 1gA, como los fendémenos de
endocitosis y degradacion de 1gA y la activacion de los procesos de transduccion de la sefial

proliferacion mesangial y liberacidon de citocinas.

1.- CARACTERIZACION DE LA UNION DE LA IgA A LAS CELULAS
MESANGIALES

I.1.- INTERACCIONES ENTRE LA IgA Y LAS CELULAS MESANGIALES

[Las investigaciones realizadas en los dltimos afios con respecto a los receptores de
inmunoglobulinas han estado enfocadas principalimente al estudio de los receptores para IgG.
Asi, los receptores Fcy estdn muy bien caracterizados en una gran variedad de tipos
celulares, y se conocen numerosos aspectos relactonados con su estructura, modo de
interaccion ligando-receptor, sintesis, expresion, mecanismos de actuacion y funcionalidad
|37, 38]. Sin embargo, los receptores para IgA han recibido una atencion relativamente
escasa por parte de los investigadores.

Hasta el momento se han descrito tres tipos de receptores para [gA: receptor de
inmunoglobulinas poliméricas, receptor de asialoglicoproteinas (ASG) y receptor para la

region constante de la 1gA (Fear) |8]. LLos dos primeros tipos estan descritos principalmente
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en células hepaticas humanas y de diferentes especies animales, y estan implicados en 1os
procesos de transporie y procesamiento de macromoléculas [21, 31, 29]. Los receptores Fea
estan presentes en la mayoria de las células del sistema hematopoyético, en hepatocitos y
cn algunas bacterias |8, 18, 20].

Los receptores Feo estdn implicados en los procesos de citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos, en la regulacion de la sintesis de la IgA | en el aclaramiento de
los inmunocompiejos de [gA de la circulacion, en la opsonizacion de antigenos y en los
procesos inflamatorios mediados por activacién del complemento {18]. En todos estos
estudios se han utilizado diferentes técnicas, como inmunofluorescencia, roseteo con
eritrocitos recubiertos de (gA, inmunoprecipitacion y union de protefnas radiactivas.

Nosotros hemos estudiado la capacidad de union de la IgAl humana marcada
radiactivamente a las células mesangiales en cultivo. Inicialmente se establecieron las
condiciones del equilibrio de unién. A 4°C ia union de [gA a las células mesangiales es
dependiente dei tiempo, estabilizindose a partir de los 60 minutos. La forma molecular de
la proteina influye en su capacidad de unién a las células, pues la [gA polimérica se une en
mayor cantidad que la monomérica.

La union de la IgAl humana (60 minutos, 4°C) es dependiente de la dosis y se
alcanza la saturacién en el rango de concentraciones estudiado. Por analisis de Scatchard
de la union especifica de la IgA demostramos que en las células mesangiales existe una
poblacion homogénea de sitios de unidn del mismo tipo. Los célculos indican un nimero
aproximado de 10° moléculas de [gA por célula, que se unen con elevada afinidad
(K, = 7.8 x 10" M),

El valor de la constante de afinidad obtenido se encuentra en el mismo orden de
magnitud que las constantes previamente descritas de la union de IgA a otros tipos de
células. En linfocitos y macréfagos alveolares existen 3.3 x 1P sitios de union para IgA con
una afinidad de 5.2 x 10* M [58]. En los neutrofilos humanos la afinidad del receptor Fea
por la [gA es de 0.5 x 10° M [41], superior a la que presenta el receptor Fey (tipos RII
y RII) por la [gG, que es del orden de 107 M, pero menor que la del FeyRI (8, 43].

Las células mesangiales de rata presentan una poblacion de 1.02 x 10° sitios de unién
para inmunocomplejos de [gG de conejo, con una afinidad de 10° M [93]. Sin embargo,

uttlizando Alg(G de un tamafio mds homogéneo, se ha determinado un nimero medio de
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2.7 x 10° sitios de unién por célula mesangial, cuya afinidad es de 2.2 x 10" M [94].

Otros investigadores han demostrade la especificidad de) receptor de lgA en
diversos tipos de células. Dichos receptores son especificos de clase, pues la union de IgA
marcada a las células no se consigue bloquear con otros tipos de inmunoglobulinas, como
leM, 1gG. IgE o 1gD |32, 34, 51-53, 59, 701

En nuestro caso también hemos demostrado que la interaccion entre la [gA y su
receptor en células mesangiales es especifica para esta clase de inmunoglobulina. Varios
resultados apoyan esta idea. En primer lugar, la unién de IgA es autodesplazable, es decir,
la presencia de un exceso de IgA no marcada inhibe de forma dosis-dependiente la unidn
de la '“l-lgA. En segundo término, otras clases de inmunoglobulinas (1gG ¢ 1gM) no
provocan un desplazamiento considerable de ta unidn, ni siquiera empleando dosis elevadas.

Para determinar de forma mas concreta la naturaleza de la unién de la IgA a las
células mesangiales se realizaron ensayos de inhibicion con los fragmentos de esta
inmunoglobulina. Utilizamos una proteasa liberada por las bacterias Haemophilus influenzae,
que actua especificamente sobre las uniones prolil-seril de la region bisagra de ia IgAT,
dividiendo la molécula en sus fragmentos F(ab) y Fc, sin afectar en gran medida a la
configuracion de dichos fragmentos ni a la composicion de los carbohidratos [2]. Solamenie
el fragmento Fe causa una inhibicion importante de la union de la IgA a las células
mesangiales. Esta capacidad selectiva de inhibicion de la union de la [gA indica que el sitio
de interaccion con la célula mesangial debe estar localizado en la region constante (dominios
C,;2 v €3) de la inmunoglobulina,

En los neutrofilos humanos el dominio C,2 de la IgA estd directamente implicado
en la interaccion entre el receptor Foo y la region constante de la inmunoglobulina 8], pero
no se ha determinado cudles son los aminoacidos de este dominio que estan involucrados en
la union. Los receptores de IgG estin mucho mejor caracterizados en cuanto al sitio de
interacci6n con la 1gGi. Los receptores de baja afinidad FeyRI[ y RIl poseen dos sitios de
unton activos: el especifico para el dominio ;3 de la IgG, directamente implicado en la
interaccion con el ligando, y el especifico para algunos residuos del dominio C;;2. que
participa en la union y en la produccion de sefiales de activacion intracelulares [208]. El
receptor FeyRI presenta una alta afinidad por los residuos situados en el extremo N-terminal

det dominio ;2 de la 1gG y esta dnica interaccion es capaz de desencadenar los procesos
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de activacion celular. La region bisagra de la inmunoglobulina también participa en la
interaccion, posiblemente determinando la accesibilidad del receptor Feryl al sitio de union
en el dominio C,;2 {209].

Diversos investigadores han demostrado la existencia de receplores Fc para
inmunoglobulinas en diferentes células, utilizando tanto sistemas heterclogos como
homdélogos. l.os monocitos humanos son capaces de unir inmunoglobulinas de diferentes
especies [201] y, al contrario, las inmunogiobulinas humanas se unen con 1a misma afinidad
a receptores Fc de diferentes origenes [202]. Los hepatocitos y cé€lulas de Kuptfer de raton
presentan una afinidad similar por la IgA polimérica y monomeérica, tanto de origen humano
como murino [65]. La IgA humana es capaz de unirse de forma especifica a linfocitos vy
macrofagos alveolares de conejo [58] y a macr6tagos peritoneales de rata |32, 33]. Nuestros
resultados también demuestran que los macrofagos peritoneales de rata pueden unir 1gA en
un sistema heterdlogo, observando que se trata de una union dosis dependiente y especifica
para esta clase de inmunoglobulina. De igual forma, los receptores para IgG caracterizados
cn las células mesangiales de rata son capaces de unir 1gGG en un sistema heterdlogo, 1gG
de conejo |93], o en un sistema homologo, IgG de rata |92, 94].

l.a mayor parte de nuestros resultados se ha realizado en un sistema heter6logo, es
decir. con lgA de origen humano y células mesangiales obtenidas de rindn de rata. Sin
embargo. en este trabajo también se ha demostrado la unién en un sistema homdlogo,
utiizando células mesangiales humanas. La unidn de [gA a las células mesangiales de origen
humano es analoga a la de las células mesangiales de rata y es especifica, pues la presencia
de un exceso de proteina no marcada inhibe considerablemente la unién de la proteina

radiactiva.
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1.2.- AISLAMIENTO DEL RECEPTOR PARA IgA Y EXPRESION DE mRNA EN
CELULAS MESANGIALES

1.2.1.- Receptores de la membrana de las células mesangiales:

Los receptores de IgA de leucocitos y monocito/macrofagos son los mejor
caracterizados molecularmente hasta el momento. En la mayor parte de los casos estas
proteinas se han aistado de las membranas celulares marcadas radiactivamente, utilizando
técnicas de cromatografia de afinidad (con columnas de IgA-Sepharosa) o de
inmunoprecipitacién (por formacion de complejos receptor-IgA-anticuerpo ant-lgA y
posterior precipitacion con proteina A unida a Sepharosa) [8].

El receptor de tgA de los neutréfilos humanos es una proteina altamente glicosilada,
con un peso molecular aproximado de 50-70 kDa y especifica para [gAl e 1gA2, pero no
para lgG o [gM [42. 43]. El receptor de eosindfilos es similar, pero posee un peso
molecular algo superior (70-100 kDA), quizés debido a su mayor contenido en carbohidratos
(SCG]. En los macréfagos peritoneales de rata existe un receptor para igA del tipo Fee,
constituido por dos subunidades (de 56 y 70 kDa de peso molecular) y que puede estar en
forma soluble o asociado a la membrana celular [59].

Monteiro y col. [54] aisfaron el receptor Fca de las membranas de monocitos,
granulocitos y de células monociticas de la linea U937, mediante técnicas de
inmunoprecipitacion con anticuerpos monocionales anti-igA. En los tres tipos de células el
receptor es similar, capaz de unir IgAl e IgA2 (polimérica y monomérica) y con un gran
contenido en carbohidratos. Presenta un peso molecular aproximado de 60 kDa y estd
constituido por dos subunidades, de 32 y 36 kDa, unidas a través de enlaces de tipo N entre
los carbohidratos [44]. Hasta el momento no se ha investigado a fondo sobre la presencia
de las dos 1soformas para el receptor monocitico, aunque parece que éstas podrian haberse
generado por "splicing" de RNA alternativo, por modificactones postranscripcionales en el
procesamiento del mRNA o por la existencia de dos genes distintos.

Ln nuestros experimentos se ha realizado el aislamiento de los receptores de
membrana de las células mesangiales de rata mediante cromatografia de afinidad con

Sepharosa-IgA. {os resultados obtenidos indican que se trata de una unica proteina con un
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peso molecular aproximado de 60 kDa, en la que no existen uniones a través de puentes
disulfuro entre fos dominios, pues se obtiene fa misma banda cuando la electroforesis se
realiza en condiciones reductoras y no reductoras. Seria necesario realizar en el futuro un
estudio mas detallado sobre la estructura de este receptor, determinando algunas
caracteristicas bioquimicas, como el punto isoeléctrico y el contenido en carbohidratos.
Entre las caracteristicas estructurales podria determinarse si este receptor estd formado por
dos dominios proteicos unidos por enlaces de tipo N entre carbohidratos, si esta constituido
por una unica o varias subunidades activas o si se encuentra asociado a otras proteinas
implicadas en los mecanismos de transduccidon de senales tformando un compiejo
intracelularmente activo.

t:n todos los ensayos hemos utilizado como control la linea mononuclear U937 pues,
como ya se ha comentado, es en monocitos y lineas celulares relacionadas donde se han
caracterizado con mas detalle los receptores Fea. La banda correspondiente al receptor de
IgA en las células mesangiales de rata es coincidente con la banda procedente de las células
11937, La anchura de la banda correspondiente a las U937 es mayor que la del receptor de
cclulas mesangiales. lo que podria indicar que existen diferencias en cuanto a la atinidad por
[gA o en cuanto al namero de receptores de membrana en ambos tipos celulares.

La especificidad de la interaccion entre la IgA vy su receptor en las células
mesangiales se determind realizando el aislamiento del receptor de membrana en presencia
de un exceso de IgA o 1gG solubles. La competencia por la unidn al receptor entre la IgA
del medio y la Sepharosa-lIgA se traduce en una disminucién de la intensidad de la banda
de 60 kDa, lo que no ocurre cuando el inhibidor empleado es l1gG. Estos resultados
corroboran los obtenidos en los ensayos de unidn de proteinas marcadas, confirmando que
Ja proteina de la membrana de las células mesangiales es especifica para IgA.

El receptor de IgG aislado de la membrana de las células mesangiales de rata por
inmunoprecipitacion con anticuerpos monoclonales posee unas caracteristicas moleculares
y genéticas muy parecidas al receptor FcryRIT de los macrdfagos murinos y humanos [92].
Se trata de una proteina con un peso molecular aproximado de 45 kDa, especifica para las
subclases 1gGl e 1gG2b.

En nuestras condiciones de trabajo, el receptor de lgG aislado de las membranas de

las células mesangiales de rata mediante cromatografia de afinidad con Sepharosa-lgCi
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presenta un peso molecular aparente de 50 kDa, préximo al descrito en la literatura [92],
pero claramente menor que el del receptor de 1gA en las mismas ctlulas.

Eistos resultados indican que los receptores Fey y Foa de las células mesangiales son
dos proteinas claramente diferentes en sus caracteristicas moleculares, y posiblemente
funcionales, y que ambos receptores son independientes en cuanto a la union de
inmunoglobulinas, presentando especificidades distintas y sin reaccion cruzada.

Se han descrito diversos factores que actuan como moduladores del receptor de
IgA. Algunos factores del crecimiento, como el GM-CSF y el G-CSF producen un aumento
de unas tres veces en la afinidad del receptor Fca de los neutréfilos humanos [41]. Otros
factores externos actian sobre las célutas produciendo una sobreexpresion de los receptores
para IgA. La linea promielocitica HL-60, que en condiciones normales no expresa
receptores para IgA, modifica su patron de expresion por tratamiento con calcitriol o
dimetilsuiféxido, agentes promotores de la diferenciacion celular [51, 204}. El PMA
aumenta de forma dependiente de la dosis y del tiempo la expresion de los receptores Fea
en los monocitos y lineas celulares relacionadas |54]. Nuestros experimentos con U937 estin
de acuerdo con cstos resultados, observando una banda méas intensa cuando tas células U937
se incuban durante [8 horas con una concentraciéon 10° M de PMA. Sin embargo, los
receptores de IgA en las células mesangiales no aumentan de forma acusada por incubacion
con PMA. Esta discrepancia podria atribuirse a posibles diferencias en las vias de
transduccion de la senal intracelular o a las condiciones Optimas de tiempo de incubacion
y concentracion de PMA, que pueden ser distintas para la activacion de cada tipo de célula.

Cuando las células mesangiales se estimulan durante 18 horas con los AlgA o con
la IgA monomérica se observa un aumento apreciable de la intensidad de la banda
correspondiente al receptor para IgA respecto de las células sin estimular. Este incremento
no se aprecia cuando la incubacion es mas corta, por ejemplo, 3 o 6 horas, lo que implica
gque posiblemente se requiere la sintesis de nove del receptor de IgA en las células
mesangiales. Otros investigadores han obtenido idénticas conclusiones en monocitos vy
neutrotilos humanos tratados con IgA, observando una rapida estimulacion de la expresion
de los receptores de IgA de forma dependiente de la concentracion de IgA |40, 541,

El nimero de receptores bey de células mesangiales y algunas lineas celulares

macrofagicas aumenta considerablemente cn presencia de IFN-v, dibutiril AMPc y CSF-L.
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Este incremento va asociado con un aumento en la capacidad de fagocitosis de
immunocomplejos de lgG por las células mesangiales {95). Otros factores no afectan al
nimero de receptores de 1gG en monocito/macréfagos. como el GM-CSE, TNFa, 11.-3, 4
y 6. Por ¢l contrario, la expresion de los receptores para IgA en monocitos, ¢élulas U937
y HL-60 disminuye 0 no se ve afectada por INF-y, o y 8, nt por interleucina 4 [51, 204].
En nuestras condiciones experimentales, no observamos aumento de la intensidad de la
banda correspondiente al receptor de fgA de las células mesangiales en presencia de [FN-v,
pero si lo hacen los receptores para 1gG.

Se necesitan mas investigaciones para determinar otros factores solubles que actuen
como activadores o supresores de la expresion del receptor de IgA en las células
mesangiales, entre 10s que podrian incluirse algunas citocinas y factores de crecimiento,
proteinas de la matriz y glucocorticoides. De igual forma, habria que dedicar algun esfuerzo
al estudio de las vias de activacion que conducen a la expresion del receptor de 1gA pues
sobre este tema no se ha investigado hasta el momento. Podria determinarse, por ejemplo,

si algunas proteinas quinasas estan imphicadas en estas seifiales intracelulares.

1.2.2.- Expresion del mRNA del receptor de IgA:

Recientemente Maliszewski y col. {55] han clonado ¢l ¢cDNA del receptor Fca en
monocitos humanos a partir de una librerfa de cDNA construida en la linea monocitica (937
y transfectada a COS-7, seleccionando después las células que expresan el receptor Feo con
anticuerpos monoclonales. En la secuencia de pares de bases del plasmido pHuFcaR esta
contenida una region que codifica una proteina de 287 aminoacidos. Los primeros 21
aminodcidos corresponden a la secuencia sefial y el resto a la proteina madura con un
tamarfio molecular previsto de 29.9 kDa, valor que coincide con el tamafo (32-36 kDa) del
nucieo proteico del receptor Fco de monocitos humanos [54, 44]. La secuencia primaria
prevista contiene una zona extracelular de 206 aminoicidos, una region transmembrana de
19 residuos y un dominio intracitoplasmico de unos 41 aminoacidos. La region extracelular
estd constituida por dos dominios y posee seis posibles sitios de N-glicosilacion que, junto

con las unmiones de tipo O, podrian dar cuenta del elevado peso molecular (60 kDa) que
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presenta el receptor Fea nativo. La secuencia de aminodcidos de la region extracelular del
receptor Fe presenta gran homologia con otros receptores Fc (sobre todo con los de IgG
e lgE) y con otros miembros de la superfamilia de las inmunoglobulinas, y en ¢l se
conservan algunos residuos caracteristicos de este grupo [7, 551.

En las preparaciones de RNA poliadenitado procecentes de células U937, monocitos
humanos de sangre periférica y polimorfonuclcares se observaron dos bandas de tamaio
aproximado de 2.8 y 2.6 kb, pero no se observaron estos dos transcriptos en las
preparaciones de linfocitos T y B |55].

Nosotros hemos medido la expresion del receptor de IgA utilizando el plasmido
pHuFcaR en los ensayos de hibridacion mediante técnicas de Northern blot, a partir de
preparaciones de RNA procedentes de células mesangiales, tanto de origen humano como
de rata. lLas células mesangiales de rata y humanas contenian un mRNA de tamano
aproximado de 2.8 kb, comparable con el mRNA del receptor Fca de las células U937,
aunque menos abundante.

Al igual que se observo en la purificacion del receptor de membrana, la estimulacion
de las células U937 con PMA aument significativamente la expresion de los mensajeros
del receptor Fco, hecho que no tue observado en las células mesangiales. La presencia de
{gA en el medio de incubacion indujo una sobreexpresion del mRNA del receptor en las
células mesangiales. mas acusado cuando la estimulacién se realiza con AlgA. Por otro
lado, el IFN-y causé una sobreexpresion de los receptores de IgG de las células
mesangiales, pero no afecté a los de IgA.

Estos resultados sugieren que el receptor de IgA de las células mesangiales puede
ser incluido en el grupo de los receptores Fca, ya descritos en otros tipos celulares, como
monocitos, neutrofilos o macréfagos |7, 8].

La posibilidad de que todos los resultados anteriormente comentados se deban a una
contaminacion por macrofagos del cultivo de células mesangiales queda descartada por
completo. En nuestras condiciones de trabajo los macréfagos peritoneales no sobreviven mas
alla de los primeros dias desde el inicio del cultivo, Por otro lado, ademis de sus
caracteristicas morfologicas observadas al microscopio, las células mesangiales cultivadas
presentan tincidn negativa para el antigeno la, lo que las distingue claramente de los

macrotagos.



Discusion 156

1.3.- PAPEL DE LOS CARBOHIDRATOS EN LA INTERACCION ENTRE LA IgA
Y LAS CELULAS MESANGIALES

l.a IgA1 es una molécula con un elevado contenido en carbohidratos unidos a través
de enlaces de tipo N o de tipo O. Existen cinco uniones O-glicosidicas, localizadas en la
reglon bisagra y de composicion sencitla: uno de los enlaces contiene un solo residuo de
GalNAc, mientras que los cuatro restantes poseen uniones Gal-(81-3)-GalNAc y en algunas
ocasiones poseen residuos de dcido sialico terminales. Las uniones N-glicosidicas son mas
complejas en su estructura y contienen Gal, GalNAc, manosa y 4cido sialico [15-17].

Tres de los carbohidratos mayoritarios contenidos en la estructura de la IgA han
sido objeto de nuestro estudio: §-D-Gal, 8-D-GalNAc v 5-D-GIlcNAc. Concretamente hemos
estudiado si estos carbohidratos participan de alguna forma en la union de la IgA a las
células mesangiales.

Realizamos ensayos de inhibicion de la unién de IgA a las células mesangiales de
rata en cultivo en presencia de los azicares, observando un descenso apreciable, sobre todo
con Gal y GalNAc. Estas observaciones no se han demostrado en otro tipo de receptores
de immunoglobulinas. Concretamente, los carbohidratos de la molécula de IgE no participan
en la union al receptor Fee [210}.

Estos resultados nos llevan a la conclusién que posiblemente los carbohidratos
contenidos en la estructura de la inmunoglobulina participan de forma importante en la
interaccion con el receptor de las células mesangiales. Podrian existir dos posibilidades para
esta intervencion de los carbohidratos: participacion activa, por interaccion directa con el
receptor celular, o pasiva, es decir, los carbohidratos pueden mantener los dominios C,,2,
C;3 y la region bisagra en una determinada disposicion espacial que permita que la
interaccion con el receptor se realice con alta afinidad. La primera posibilidad implicaria
la existencia de un segundo tipo de receptor en la membrana de las células mesangiales,
posiblemente el receptor de ASG para glicoproteinas desializadas, capaz de unir IgA a través
de sus oligosacaridos. St la segunda posibilidad fuese cierta, entonces los oligosacaridos
modularian la union de la IgA a su receptor Fce en las células mesangiales.

Nos planteamos entonces realizar otros experimentos de union utilizando como

tigando la IgA parcialmente desializada. La eliminacion de acido sialico del extremo final
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de las cadenas hidrocarbonadas de la IgA deja expuestos otros restos azucarados, en su
mayoria de Gal [30]. Los resultados obtenidos muestran una unidn saturable en el rango de
concentraciones estudiadas, especifica para deslgA pero no para IgG o [gM. El analisis de
Scatchard demuestra la presencia de un solo tipo de sitios de union de desIgA en las células
mesangiales: sin embargo. no se puede descartar la posibilidad de que existan dos tipos de
sitios de unién con la misma afinidad. Aungue las células mesangiales unen una mayor
cantidad de deslgA que de IgA intacta, ambas proteinas interaccionan de forma similar, ya
que los valores de constante de afinidad (10* M') y nimero de sitios por ¢élula (10°) estan
en el mismo orden de magnitud.

Mediante ensayos de inhibicion con los fragmentos de la [gA determinamos que el
sitio de interaccion entre la deslgA y las células mesangiales reside en la region Fe, al igual
que ocurre con la IgA intacta. Sin embargo, los valores de inhibicion con carbohidratos son
superiores cuando se estudia la unién de deslgA, lo que indica un papel mds relevante de
las estructuras hidrocarbonadas en la interaccidn entre las células mesangiales y la molécula
parcialmente desializada.

El receptor de ASG es una lectina que reconoce los enlaces O-glicosidicos de
diterentes glicoproteinas y se ha caracterizado principalmente en células hepéticas [26-28].
En los hepatocitos humanos y lineas celulares relacionadas dicho receptor presenta una gran
afinidad por 1a IgA1, principalmente por los carbohidratos contenidos en la region bisagra
(Gal y GalNac) [29, 30].

En muchos de los estudios encaminados a la determinacion de los receptores ASG
se ha utitizado como ligando el orosomucoide desializado [27, 30]. El orosomucoide es una
glicoproteina no relacionada con el grupo de la inmunoglobulinas, que posee cuatro ramas
de oligosacaridos con &acido sidlico en cada extremo terminal. La desializacidon por
tratamiento con neuraminidasa deja expuesto un residuo de (al terminal en cada rama de
la proteina [35]. En experimentos similares a los descritos para [gA y deslgA hemos
demostrado que la union del ASOR a las células mesangiales es dependiente de la dosis de
ligando vy saturable. Determinamos aproximadamente 10° sitios de unién por célula
mesangial, con una afinidad del orden de 10”7 M, menor que la determinada en la linea
celular HepG2 |27]. Los resultados de inhibicion demuestran que en las células mesangiales

existe un receptor capaz de unir ASOR especificamente a través de sus residuos de Gal.
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[Las inhibiciones cruzadas aportan conclusiones importantes en este campo. Nuestros
resultados demuestran que la [gA, la deslgA y. en menor grado, el ASOR, compiten por
unirse, al menos en parte, al mismo receptor en las células mesangiales.

Tomana y col. |30} llevaron a cabo el aislamiento del receptor asialoglicoproteico
de la membrana de las células hepdticas HepG2, mediante cromatografia de atinidad con
fgA 1 polimérica 0 monomérica unidas a Sepharosa. En ambos casos obtuvieron una proteina
mayoritaria de aproximadamente 42 kDa de peso molecular. Sin embargo, en nuestros
experimentos con células mesangiales se observa la presencia de una dnica banda de 60 kDa
capaz de unirse a Sepharosa-1gA. Ademds, cuando intentamos aislar el posible segundo tipo
de receptor para igA en las células mesangiales, utilizando como soporte Sepharosa-desigA,
no obtuvimos una banda diferente de la de 60 kDa. Este resultado negativo podria ser
debido a que la purificacion del receptor ASG requiere otras condiciones experimentales,
como una solucién de lisis celular diferente o distinto tiempo de incubacion con la
Sepharosa-desigA.

Por estas razones sOlo podemos afirmar que en las células mesangiales existe, al
menos, un receptor especifico para IgA. Hemos demostrado que la interaccion entre la
inmunoglobulina y el receptor se produce a través de la region constante Fc. Sin duda los
oligosacaricos de la lgA, principalmente los de la regién bisagra, estan implicados en la
interaccion con las células mesangiales, aunque no podemos asegurar si acthan como
moduladores de la union o participan activamente en ella. En este sentido, Aramaki y col.
{211} demostraron, en macrofagos peritoneales de raton, que los receptores de carbohidratos
participan en la tagocitosis mediada por los receptores Fc. La activacion de los receptores
Feao y Fey de monocitos humanos conduce a la sintesis de TNF e IL-13, que puede ser
bloqueada en gran parte por la presencia de Gal en el medio de incubacion |64, 211].

Es problable que en las células mesangiales exista un segundo tipo de recepior para
IgA, diferente del receptor Feo y similar al receptor ASG, capaz de unir, ademas de ASOR,
lgA vy deslgA a través de sus residuos hidrocarbonados. Serian necesarias mas
investigaciones para confirmar estas primeras evidencias. En este sentido podria realizarse
el aislamiento del receptor de membrana de las células mesangiales utilizando como soporte
de la cromatografia de afinidad Sepharosa-ASOR. Pero, sin duda, la disponibilidad de la

sonda correspondiente al cDNA que codifica el receptor ASG descrito en otros tipos
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celulares |28, 26] supondria un paso definitivo.

Todos estos resultados refuerzan el papel potencial que ejercen las regiones
hidrocarbonadas de tas moleculas de 1gA1 en la patogénesis de la nefropatia [gA. En este
sentido, los estudios pretiminares sobre la composicion de carbohidratos de la IgA de los
enfermos con nefropatia IgA no son concluyentes. Algunos investigadores sugieren que
existen deficiencias en los residuos de Gal y NAcGal, pero este hecho no ha sido
confirmado por otros | 168, 212]. Puestos que estos pacientes presentan usualmente episodios
de hematuria macroscépica asociados con infecciones del tracto respiratorio. una hipotesis
alternativa podria ser que la neuraminidasa liberada en estos momentos {46| podria ser la
causante de una mayor exposicion de los residuos de carbohidratos de [a [gA, lo que traeria
como consecuencia una enfermedad por inmunocomplejos autélogos {171, 214, 215} o una
mayor capacidad de unidén a las células mesangiales, como hemos observado en nuestro

estudio.

2.- ASPECTOS FUNCIONALES DEL RECEPTOR DE IgA EN CELULAS
MESANGIALES

Una vez determinados algunos aspectos estructurales del receptor de IgA y algunos
tactores reguladores de su expresion, hemos estudiado las funciones de este receptor en las
células mesangiales.

Las células mesangiales son capaces de unir e internalizar inmunccomplejos de IgG
a través del receptor especifico Fcy |92, 94, 97, 101]. La interaccién entre la fgG y su
receptor en las células mesangiales conduce a una rapida activacion celular, con la
consiguiente sintesis y liberacién al medio extracelular de diversos mediadores de fa
inflamacion, entre los que destacan PGE2, PAF, productos de la lipooxigenasa, i6n
superdxido y algunas citocinas, como 1L-1 y 6 y MCP-1 {93, 94 98, 99, 100]. Entre los
mecanismos de activacion celular estudiados se encuentran los flujos de calcio intracelular

y la activacion de la PLC, con la subsiguiente liberacién de 1P, [101},



Discusién 160

Nuestro grupo de trabajo ha sido el primero en senalar la importancia de la
interaccion entre las células mesangiales y los mmunocomplejos de IgA y su posible
participacidn en la patogenia de la nefropatia igA. En este sentido se ha demostrado que las
células mesangiales de rata estimuladas con AlgA solubles sintetizan y hberan al medio
extracelular PAF, PGE,, 16n superoxido, fibronectina y coldgeno ([172] y resultados no
publicados). Estos estudios iniciales sugieren la importancia de la caracterizacion que tiene
la estructura molecular del receptor de IgA en la célula mesangial, asi como la
determinacion de algunos aspectos funcionales no descritos hasta el momento.

En todos los estudios de funcién utilizamos AlIgA solubles obtenidos por
calentamiento, con caracteristicas similares a las de los inmunocomplejos [216], y
determinamos la mternalizacion y degradacion de los mismos a través del receptor de IgA,
ja movilizacion del calcio intracelular y la produccion de algunas citocinas, asi como los
cfectos mitogénicos de la IgA sobre las células mesangiales. Estas determinaciones se
llevaron a cabo en paralelo con AlgG solubles, en parte usados como control, en parte

utilizados para comparar el efecto de ambas inmunoglobulinas sobre las células mesangiales.

2.1.- UNION, INTERNALIZACION Y DEGRADACION DE IgA POR LAS CELULAS
MESANGIALES:

Numerosos estudios han demostrado que las células mesangiales participan en los
procesos de fagocitosis de ciertas macromoléculas, como ferritina, carbon coloidal, proteinas
ent forma agregada e nmunocomplejos. En estudios in vitro con células mesangiales se
estudio la endocitosts de particulas de zimosdn opsonizado y de oro coloidal recubiertas de
suero |81, 91].

Neuwirth y col. |98] fueron los primeros en demostrar gue los iInmunocomplejos de
lgG unidos a particulas de " Au coloidal o a eritrocitos de carnero eran endocitados a 37°C
por las células mesangiales de rata a través de un mecanismo dependiente de la regidon Fc
de la inmunogiobulina. Por microscopia de contraste de fase observaron una distribucion
homogenea dc particulas de oro retenidas por las células mesangiales en cultivo. Este

fendmeno de fagocitosis es dependiente del tiempo, alcanzando ja  saturacion
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aproximadamente después de 60 minutos de incubacion.

Nuestros estudios de catabolismo iban encaminados a determinar qué ocurria con la
IgA una vez que se estaba unida a su receptor especifico en las células mesangiales. Para
cllo, determinamos la cinética de la unidn, internalizacion y degradacion de la IgA a 37°C
por las células mesangiales de rata en cultivo. El destino de la IgA unida a las células
mesangiales puede transcurrir por dos caminos alternativos: disociacion de su receptor o
endocitosis, con la subsiguiente degradacién de la proteina. Los resultados demuestran que,
cuando se cambia la temperatura de incubacidon a 37°C, parte de la [gA inicialmente unida
a 4°C pasa al interior de la célula mesangial, donde posteriormente es degradada,
postblemente por los enzimas lisosomales. La internalizaciéon y degradacion del ligando
se produce de forma rapida, pues incluso a tiempos cortos de incubacion se detectan
porcentajes de degradacion significativos.

El estado molecular de la IgA es un factor determinante en estos procesos de
fagocitosis, pues en todos los experimentos realizados la degradacion de los AlgA fue mayor
que la determinada para la I[gA monomérica. Jones y col. [217] observaron en monocitos
y células U937 diferencias en el catabolismo de los inmunocomplejos dependiendo de la
torma molecular de la proteina.

Sin embargo. no toda la IgA unida es endocitada, sino que una cantidad considerable
sufre disociacion del receptor y es eliminada al medio extracelular, apareciendo como
proteina intacta. Este hecho puede indicar que la capacidad de las células mesangiales de
eltminar los mmunocomplejos de IgA circulantes depositados en el glomérulo es limitada
y quizas, facilmente saturable cuando in vive se produce una acumulacién excesiva de dichos
inmumocomplejos, como ocurre en la nefropatia IgA [111, 170].

El cabolismo de la IgA por las células mesangiales es un proceso mediado
especificamente por el receptor Fce. Esta conclusion se obtuvo de los resultados de
inhibicion con los fragmentos Fc y F(ab) de la IgA. l.a presencia del fragmento Fc¢ inhibe
significativamente los parametros de degradacién y asociacion a células, mientras que con
el fragmento F(ab) el descenso fue practicamente inapreciable.

Los experimentos de union, internalizacion vy degradacion se realizaron
comparativamente con IgG, tanto en forma monomérica como de agregados solubles,

observandose una cinética de catabolismo similar a la de la IgA. aunque los porcentajes de
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degradacion fueron algo menores y la cantidad de proteina disociada algo mayor. En
cualquier caso. los procesos degradativos se estabilizan transcurridos 60 minutos
aproximadamente.

Es importante destacar que los agregados solubles de desIgA también son
endocitados y degradados por las células mesangiales. La cinética de degradacion es muy
similar a la de los AlgA, aunque se requieren mas experimentos que demuestren si estos
procesos tienen tugar Gnicamente a través del receptor Fco 0 si también existe participacion
de los receplores de carbohidratos.

Estudiamos también si, al igual que en otras células, se requeria la presencia de
calcio en el medio de incubacion para la fagocitosis de los AlgA. Los resultados del
catabolismo con EDTA en el medio como quelante de los iones Ca** demostraron que,
aunque el calcio no es necesario para la union de la [gA a las células mesangiales. si lo es
para que las proteinas unidas sean endocitadas y posteriormente degradadas. Resultados
analogos se han descrito en los macréfagos murinos, que requieren una concentracion de
calcio Optima para que se produzca la fagocitosis mediada por los receptores Fcy |218]. Sin
embargo, otros autores observaron procesos de fagocitosis independientes del calcio [219].

LLos bajos porcentajes de degradacion obtenidos demuestran que las células
mesangiales de rata no son células fagociticas por excelencia, como podrian ser los
macrofagos peritoneales de rata. Estas células macrofigicas son capaces de endocitar AlgA
y Alg(G humanos de forma dependiente de la dosis y del tiempo de incubacion [33, 61, 205,
206. 216, 220]. Nosotros realizamos estudios comparativos de unidn de agregados solubles
de IgA, deslgA e IgG a célutas mesangiales y macrofagos peritoneales de rata en cultivo.
f.os resultados demuestran que la capacidad fagocitica de las células mesangiales es muy
inferior a la que muestran los macréfagos. Estas observaciones estdn de acuerdo con las
obtenidas por otros investigadores, que midieron una mayor captacion de particulas de oro
coloidal recubiertas de inmunocomplejos de IgG por parte de los macrofagos peritoneales
que por las células mesangiales de rata [97, 93].

Segun estas observaciones, es posible que una de las funciones mas importantes de
los receptores de IgA e 1gG en las células mesangiales in vivo sea {a eliminacion de las
proteinas correspondientes y los immunocomplejos que se depositan frecuentemente en el

-

mesangic, debido a que la region mesangial estd "bafiada” muy a menudo por el plasma,
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del que solo estd separada por una capa de células endoteliales. El depdsito masivo o
continuado de immunocomplejos estimularia a la célula mesangial para sintetizar citoquinas
y otros mediadores de la inflamacién que podrian participar en el dafio glomerular.

Algunos estudios han determinado que ciertos factores solubles influyen en la
fagocitosis de los inmunocomplejos por las células mesangiales. Asi, la All aumenta la
captacion de particulas recubiertas Ig(32b, mientras que citocalasina B, ANP, dopamina,
AMPc y GMPc reducen de forma significativa [a internalizacion [96]. La morfina disminuye
in vitro la captacion de IgG humana por células mesangiales y macrotagos peritoneales de
rata, mientras que /n vivo aumenta los depdsitos de inmunocomplejos de I1gG en mesangio
[97]. Santiage y col. |95] estudiaron la internalizacion a 60 minutos y 37°C de los
inmunocomplejos de 1gG marcados con '*I, observando un aumento de 2-3 veces en
presencia de CSF-1, dbcAMP ¢ IFN-+.

Sin embargo. nada se ha demostrado en cuanto a los factores que modulan in vivo
ta captacion de IgA por las células mesangiales. Estos resultados serfan de gran importancia
en la comprension de la patogenia del dafio glomerular en la nefropatia igA. En las biopsias
renales de estos enfermos siempre aparecen depositos de IgA y, excepto en raras ocaslones,
nunca desaparecen |221]. En algunos enfermos se ha detectado una rapida acumulacton de
células polimorfonucleares en el rifion coincidiendo con la desaparicion de gran parte de los
depositos renales de igA [222]. Puesto que la fagocitosis mediada por IgA en los neutrofilos
humanos aumenta en presencia de GM-CSF [41], podriamos pensar que la presencia de
algunas citocinas en el microentorno del mesangio podria modificar la capacidad fagocitica
de las células residentes e infilirantes. Teoricamente, todas las maniobras capaces de
incrementar la fagocitosis de los inmunocomplejos por parte de las células glomerulares

serian de gran interés en el tratamiento de la nefropatia 1gA.

2.2.- MECANISMOS DE TRANSDUCCION DE LA SENAL INTRACELULAR

Existen diversas rutas de mensajeros implicadas en la transduccion de la sefial
intracefular, entre las que destacan la sefial IP,/calcio, los canales de calcio independientes

(mediados por receptor) o dependientes de voltaje y los sistemas adenilato ciclasa/AMPc,
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guanilato ciclasa/GMPc, diacilglicerol(DG)/PKC y factores de crecimiento/tirosina
quinasa/tirosina fosfatasa [223].

Entre todos los mensajeros intracelulares, el Ca** es uno de los mas ubicuos y estd
implicado en la regulacion de un gran nimero de respuestas celulares, como la contraccion
celular, la secrecion de diversos productos, la activacion de las células sanguineas, la
glicogenohisis vy gliconeogenesis, asi como en el crecimiento, diferenciacion y division
celular {224]. Por ello, su concentracion y localizacion subcelular estan controladas en un
rango muy estrecho. Los iones caicio se encuentran en cuatro sitios diferentes en Jas celulas:
medio extracelular, citoplasma, mitocondria y reticulo endoplasmico. Solo el calcio presente
en ¢l citoplasma actia como segundo mensajero, mientras que el reticulo endoplasmico
constituye el principal orgdnulo que libera y secuestra el cation del citoplasma [223, 224].

En general, cuando el sistema del calcio participa como mensajero en la transduccion
de la senal producida tras la interaccion ligando-receptor, el metabolismo de los
tostatidilinositoles estd implicado. La unidén al receptor de membrana estimula una PLC
especifica de fosfatidilinositol, que suele estar acoplada a proteinas (. Este enzima
cataboliza la hidrolisis de fosfatidilinositol 4,5-bifostato, produciendo [P; y DG. Estas dos
moléculas actuan como segundos mensajeros intracelulares, causando la movilizacion del
calcio de las reservas internas de la célula (por parte del 1P.) y estimulando una PKC
especifica (por parte del DG). En cualquier caso, todas estas sefales conducen a la
fosforilacion de diversas proteinas que participan en una gran variedad de funciones
celulares, Las sefiales que acomparfian al aumento de Ca®*/IP, participan en la respuesta
mmicial de la célula al estimulo. Los acontecimientos celulares en los que la PKC estd
involucrada forman parte de la respuesta celular mantenida. La integracion de ambas
respuestas constituye todos los mecanismos de activacion celular que pueden ocurrir cuando
un agonista se une a su receptor especifico de membrana [224].

Hemos estudiado si las variaciones de la [Ca’*|, forman parte de las diferentes
sefiales de transmembrana que tienen lugar en el proceso de activacion de las células
mesangiales a través de los receptores para IgA. No se han observado variaciones en la
[Ca’" |, en presencia de IgA monomérica, pero si con AlgA. Esto sugicre que la union del
ligando no es suticiente para transmitir el cambio conformacional al citosol o a los dominios

transmembrana del receptor, sino que se requiere el "cross-linking" (agregacion de los
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receptores) para que ia sefial sea efectiva. Resultados similares se han obtenido en los
neutréfilos humanos estimulados con inmunocomplejos de [gG [225].

LLos AlgA producen una rapida movilizacién de los iones calcio en el citosol de fas
célutas mesangiales. lo que podria indicar que el aumento es debido a una salida de calcio
desde las reservas intracelulares, probablemente mediada por 1P;. El aumento detectado es
considerable, pero menor que el producido por otros agonistas, como la All y la ET-1
({207} y resultados propios). El incremento en la [Ca’*} es transitorio, pues con el tiempo
se retorna hacia los valores basales. Sin embargo, incluso después de 4 minutos de la
adicion de los AlgA se observa un discreto aumento en ios niveles de calcio.

La presencia de TMB-8, un inhibidor de la salida del calcio de los organulos
intracelulares, produce un descenso en el pico de maxima [Ca®* ;. Cuando se afiade al medio
el quelante de los iones divalentes EGTA , el pico brusco no se ve afectado, pero el retorno
a los niveles basales es mas rapido. Estos dos hechos demuestran que existen dos
componentes en el aumento de la [Ca?*); en las células mesangiales estimuladas por AlgA.
En un principio se produce la liberacién de los iones calcio almacenados en los depésitos
intracelulares y posteriormente se permiten los mecanismos de entrada de iones desde el
espacio extracelular, contribuyendo ambos origenes al aumento total de la |Ca**],.

Estudiamos también la respuesta de las células mesangiales a la estimulacion con
AlgG. En nuestros experimentos, 1a activacion de las células con AlgG produce una cinética
de movilizacion de calcio intracelular similar a la observada con los AlgA, con un aumento
inicial de la [Ca*" |, y un descenso gradual, algo mantenido, hacia los valores basales. Otros
autores, han demostrado el mismo incremento rapido en la [Ca*'}, en macrofagos
perttoneales de raton y lineas celulares relacionadas estimuladas con AlgG 218, 219]. Sin
embargo, la respuesta de calcio observada en las células mesangiales estimuladas con
inmunocomplejos de 1gG presentd una cinética mas lenta, pero mas estable, en cuanto al
tiempo necesario entre la estimulacion y la activacion de la célula [101]. Estos autores
demostraron que el aumento del calcio era debido a una salida de las reservas internas y a
una entrada de los iones externos, pero la activacion celular no transcurria via PLC, pues
no apreciaron un incremento significativo de IP;. Por otro lado, en nuestro sistema, el
rapido incremento inicial observado con los AlgA es bastante mayor que el correspondiente

a los AlgG, lo que podria ser un indicativo de que los receptores de ambas
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inmunoglobulinas presentan algunas vias de activacion intracelular distintas.

Entre otros posibles mecanismos de transduccion de la sefal determinamos si la
activacion de las células mesangiales con AlgA se producia a través de proteinas G y si
conducia. en gltimo término, a la estimulacion de la PKC.

La activacion de las células mesangiales con AIgA no se produce a través de
proteinas G;, ya que la presencia de la toxina de pertussis como inhibidor de estas proteinas
no disminuy6 el incremento de la [Ca’"|; debido a los AlgA. Sin embargo, estos hechos no
descartan la posibilidad de que existan en las células mesangiales otras proteinas G
insensibles a toxina de pertussis, o incluso, que la activacion de estas células no esté
asociada a una PLC dependiente de fostatidilinositol, como ya se ha descrito en otros tipos
celulares 225, 226].

Los estudios realizados en presencia del inhibidor de la PKC, estaurosporina,
demuestran que en la activacion de Jas células mesangiales a través de los receptores de IgA
participa este cnzima, a tiempos mds largos, produciendo la fosforilacion de diversas
proteinas, cuya naturaleza estd por determinar [ 106]. Un fendmeno similar se ha detectado

en otros tipos celulares [223].

2.3.- PRODUCCION DE CITOCINAS POR LAS CELULAS MESANGIALES

Diversas citocinas participan en la patogénesis del dafio renal modificando las
propiedades de las células glomerulares intrinsecas e infiltrantes [102, 109]. En los dltimos
aitos, gracias al desarrollo de algunos modelos animales de glomerulonefritis, se¢ ha
avanzado mucho en el conocimiento de ios factores que inducen activacidon mesangial in vivo
[103, 105, 166]. La mayoria de los estudios han determinado las acciones de PDGF, 11.-1
y TGF-8. aunque es muy probable gue estén implicados muchos mas factores de crecimiento
y citocinas {90, 112]. Entre estas citocinas, TNFa e IL-6 podrian ser dos buenos candidatos
que participan en la patogenia del dafio glomerular en la nefropatia igA. Montinaro y col.
[ 179] demostraron, en un modelo experimental de nefropatia IgA, que las citocinas IL-1,
fL.-6 ¢ [FN~y. administradas sistémicamente, actian de forma sinérgica en el desarrolio del

dano glomerular, aumentando la hipercelularidad mesangial, la infiltracion de células
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proinflamatorias. la proteinuria y la hematuria.

Nuestros experimentos in vitro demuestran que las células mesangiales de rata y
humanas son capaces de sintetizar y liberar al medio exterior TNFa ¢ IL-6 cuando son
estimulados con IgA en forma de agregados solubles, aunque los valores detectados son
siempre inferiores a los determinados con LPS. El tratamiento con polimixina B excluye la
posibilidad de que la contaminacion de las muestras con endotoxina sea la responsable de
la sintesis elevada de TNFa e IL-6.

El TNF« es principalmente un producto de los fagocitos mononucleares, pero
también puede ser producido por las células glomerulares, sobre todo por las célutas
mesangiales [ 125, 126]. Varios estudios han caracterizado los efectos biologicos del TNF«
sobre las células mesangiales, entre los que destacan la contraccién celular, citotoxicidad,
proliteracion, liberacidon de mediadores lipidicos e 10n superoxido y sintesis y/o expresion
de diversas citocinas vy factores de crecimiento, como IL-1, 6 y 8, MCP-1, GM-CSF e IP-10
99, 102, 126, 130-135].

En nuestros experimentos hemos medido la produccion de TNF« por las células
mesanglales mediante el ensayo de citotoxicidad con las células [.929. Los AlgA indujeron
una sintesis de TNF« dosis-dependiente, alcanzandose el maximo de produccion después de
6 horas de incubacion. La presencia de IgA en forma monomérica no estimula practicamente
la liberacién de TNF«. Estos datos fueron apoyados por los resultados de Northern blot,
detectando en las células mesangiales estimuladas con AlgA un incremento de la expresion
del mRNA del TNFw« de 4 veces respecto del basal. Estos resultados son consistentes con
los obtenidos por otros autores en células mesangiales de rata estimuladas con LPS [[27]
y en macrofagos murinos | 117], que caracterizaron el mensajero del TNFa como dos bandas
de hibridacion.

l.os AlgG indujeron una sintesis y expresion de TNF« dependiente de la dosis y del
tiempo, de forma andloga a los AlgA. Otros autores han observado que la activacion de los
receptores Fca y Foy en los monocitos humanos con IgA e 1gG induce una produccion de
TNFa similar, maxima después de 12 horas de incubacion [64, [21].

La TL-6 es producida por una gran variedad de células, entre las que se incluyen las
células mesangiales. bajo estimulacién con LPS y algunas citocinas y factores de crecimiento

{141, 144-146]. El papel fundamental de la 1L-6 en el glomérulo es su actuacion como
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tactor autocrino, induciendo la proliferacion de las células mesangiales in vitro [150].

Nuestros resultados muestran que las células mesangiales, tanto de origen humano
como de rata, sintetizan IL-6 cuando son estimuladas con AlgA y AigG, de forma
dependiente de la dosis del agonista. La méxima cantidad de esta citocina puede ser
detectada tras 12 horas de incubacidn. La forma monomérica de la IgA provoca una discreta
liberacion de 1L-6 en las células mesangiales. Por otra parte, no existen diferencias cuando
se utilizan AlgA o AdeslgA, demostrando que ambas formas de la inmunoglobulina son
capaces de activar la sintesis de 1L-6 en las células mesangiales. En los ensayos de Northern
blot con la sonda de la 11.-6 se detectd una sobreexpresion de los mensajeros de [1.-6 en las
células mesangiales de rata estimuladas con AlgA y AlgG (incremento de 4-5 veces el
basal). El mensajero estd formado por dos bandas de aproximadamente 2.4 y 1.2 kb,
analogas a las descritas por otros autores [94, 150, 152].

lLa produccion de TNFw e IL-6 es inhibida por la CHX, lo que contirma la
necesidad de la sintesis de novo de las proteinas para su posterior liberacion al medio
extracelular.

Numerosos estudios han demostrado la participacion del TNFa y la IL-6 en las
glomerulonefritis humanas (proliferativas y no proliferativas). Se ha observado una
sobreexpresion de TNF« en las biopsias de pacientes con glomerulonefritis rapidamernte
progresivas [137] y de IL-6 en las glomerulonefritis mesangioproliferativas, como la
nefropatia 1gA |152]. La severidad de estas enfermedades se correlaciona con los niveles
de estas citocinas en el suero y la orina. En algunos modelos de glomerulonetritis
proliferativas los glomérulos de los animales producen y expresan mayores cantidades de
TNF« {136] o de [L-6 [154] que los controles. En un modelo de nefritis nefrotoxica en
ratas, el pretratamiento de los animales con TNF« o [L-1 incrementa la severidad del dano
glomerular |227], mientras que la administracion de anticuerpo anti-TNFe« es beneficiosa
en la evolucidn de la enfermedad |228). Sin embargo, en muchas de estas enfermedades
renales no se ha determinado el origen exacto de estas citocinas, ni los mecanismos
concretos que estimulan en el glomérulo, pudiendo ejercer un efecto directo o mediado por

otros factores o citocinas de cuya expresion pudieran ser responsables.
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2.4.- PROLIFERACION MESANGIAL

La estimulacion de las células mesangiales con diferentes agentes provoca un gran
numero de reacciones, entre las que se incluyen la proliferacion celular, cambios en la
morfologia de las células y en el fenotipo de secrecion y aumento de la produccion de
proteinas de matriz, asi como la liberaciéon de mediadores proinflamatorios {77, 90, 102].
La respuesta proliferativa es un hecho normal en la célula mesangial. Ademads, la
proliferacion sirve para repoblar el mesangio después de haber sufrido algun dano celular,
por ejemplo, el inducido por la isquemia. Sin embargo, el desequilibrio en el control de la
proliferacion de las células mesangiales glomerulares constituye una causa inicial y muy
importante en la génesis del dano glomerular progresivo [103, 104].

La proliferacion mesangial es un hecho muy destacado en algunas enfermedades
glomerulares humanas, incluida la nefropatia IgA [76, 103, 170]. Los factores mitogénicos
implicados en este proceso pueden ser producto de las células glomerulares intrinsecas,
pudiendo actuar de torma autocrina o paracrina |90, 102]. Fujii y col. [229] estudiaron la
proliferacion de las células mesangiales humanas incubadas con diluciones seriadas de
algunos sueros procedentes de enfermos con nefropatia IgA, demosirando que el efecto
proliferativo podia ser debido a los inmunocomplejos de IgA contenidos en el suero. Sin
embargo, son necesarios mas estudios para determinar si los inmunocomplejos depositados
en el glomérulo de los enfermos con nefropatia [gA son los responsables directos de la
proliferacion mesangial que se detecta en estos pacientes.

En nuestros estudios hemos demostrado que las células mesangiales de rata proliferan
en presencia de cantidades crecientes de AlgA y AlgG. Este hecho se ha demostrado
empleando dos ensayos de proliferacion diferentes: la captacion de [*H]|timidina, que
determina el grado de sintesis del DNA| y la incorporacion del colorante azul de metileno,
indicativo del nimero de células.

El efecto mitogénico de los agregados sobre las células mesangiales es discreto, pero
significativo, y ademas se ve en parte suprimido en presencia de anticuerpos policlonales
anti-citocinas. Las mayores inhibiciones se consiguen con el anticuerpo anti-l1L-6, indicando
ei papel activo que puede tener esta citocina en la proliferacion mesangial inducida por los

agregados.
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Hemos observado también que la produccidon de citoctnas es un hecho que precede
a la proliferacion. La sintesis de TNFw es maxima a las 6-12 horas de incubacion, mientras
gue después de 24-48 horas, tiempo en que se mide la proliferacion, los niveles de TNF«
estan cercanos al basal. Los valores maximos de 1L-6 se detectan después de las 12 horas
de incubacion con los agregados y se mantienen relativamente elevados después de 24-48
horas.

Es sabido que el TNFw« induce en las células mesangiales la sintesis de un gran
namero de citocinas, lipidos bioactivos y radicales del oxigeno, algunos de los cuales
presentan efectos mitogénicos sobre estas células {125, 227]. Por otro lado, la produccion
de [L-6 aumenta cuando las células mesangiales se estimulan con [L-1, PDGF o TNFw
[132, 133, 145, 149]. Los trabajos acerca de la capacidad mitogénica de la 1L-6 y del TNF«
sobre las células mesangiales han aportado resultados controvertidos, pues algunos autores
demuestran que las dos citocinas poseen actividad inhibidora del crecimiento [153, 102] y
otros aseguran que son mitogénicas [131, 150]. En nuestras condiciones de trabajo, la [L-6
recombinante humana es capaz de inducir proliferacion en las células mesangiales de rata.
Este efecto es especifico, pues es abolido en presencia de anticuerpo anti-IL-6.

A la vista de estos resultados se deduce que la proliferacion de las células
mesangiales en presencia de los AlgA y AlgG puede ser debida, en parte, a un efecto
directo de ambas proteinas y, por otra parte, puede estar mediada por otras moléculas, entre
las que se pueden incluir seguramente las citocinas TNF« e IL-6. Un comportamiento
analogo ha sido descrito para el PDGF y el bEGF [230}. La proliferacion que causan ambos
factores sobre las células mesangiales es parcialmente inhibible con anticuerpos anti-PDGF
y anti-bFGF, pero también se observa un descenso de la mitogénesis en presencia de

anticuerpo anti-1L-6.
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1.- CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DE LA INTERACCION ENTRE LA IgA
Y LAS CELULAS MESANGIALES:

- La 1gA] monomérica humana es capaz de unirse a las células mesangiales de rata
y humanas de forma dosis-dependiente y saturable. La interaccion es especifica para esta

clase de inmunoglobulina y se produce con alta afinidad.

- LI sitio de unidn estd localizado en la region constante de la IgA. Ademas, los
residuos hidrocarbonados (principalmente los de la regidn bisagra) participan de forma

importante en la interaccion entre la fgA y las células mesangiales.

2.- CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES Y MOLECULARES DEL RECEPTOR
PARA IgA EN LAS CELULAS MESANGIALES:

El receptor mesangial para IgA puede ser incluido en la familia de los receptores
Fca, pues comparte varias caracteristicas con los receptores de este tipe en otras células.
Es una proteina con un peso molecular de 60 kDa, que se une especificamente a [gA, y la
secuencia y tamafio de su mRNA coincide con los del receptor en monocitos. La expresion

del receptor de membrana y del mRNA aumenta en presencia de 1gA.

3.- CARACTERISTICAS FUNCIONALES DEL RECEPTOR DE IgA EN LAS
CELULAS MESANGIALES:

- Las c€lulas mesangiales son capaces de internalizar y degradar los agregados de
lgA unidos a la superficie celular, de forma dependiente del tiempo. El catabolismo de los
agregados depende de la region constante de la IgA y requiere la presencia de Ca** en el

medio.
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- Ll sistema del calcio actiia como segundo mensajero en la transduccion de la senal
intracelular producida tras la interaccién entre la IgA y su receptor mesangial. El rapido
incremento en los niveles intracetulares de Ca’* es debido, tanto a la liberacion del Ca*’
de las reservas intracelulares como a la entrada de los iones desde el espacio extracelular.
La activacion mesangial a través de los receptores de IgA no parece estar mediada por

proteinas (,, pero si participa la proteina quinasa C.

- Las células mesangiales sintetizan y liberan al medio extracelular las citocinas
TNFo e 11.-6 cuando se estimulan con los agregados solubles de IgA. La produccién de
TNFa e [1.-6 es dependiente del tiempo y de la dosis de agregados y afecta tanto a los

niveles de mRNA como a la sintesis de novo de las proteinas.

- l.a interaccion entre los agregados de [gA y las células mesangiales provoca, en
ultimo lugar, un incremento en su capacidad proliferativa. Este fendmeno es, en parte, un
efecto directo de los agregados y, por otra parte, estd mediado por otras moléculas, entre

las que se incluyen las citocinas, principalmente la 1L-6.

En conjunto, estos resultados indican que las células mesangiales poseen un receptor
especifico para IgA del tipo Fce, a través del cual se pueden producir diversos mecanismos
de acuivacion celular. Con este trabajo se aportan nuevos conocimientos sobre los
mecanismos patogénicos que provocan daiio tisular en algunas enfermedades, como la

nefropatia IgA, una de las glomerulonefritis mas comunes en el mundo.
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