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RESUMEN

LI dañoglomerularprogresivoes la principal causade insuficienciarenal y puede

producirsecomoconsecuenciade! depósitoen el glomérulode componentesbiológicamente

activos,entrelos que destacanlos inmunocomplejos.Dentro del glomérulo,el mesangio,

formado por células mesangialesy matriz extracelular,ocupa una posicióncentral en la

estructuray participa de forma activa y muy importanteen su tbncionalidad. Estudios

previoshandemostradoque las célulasmesangialesposeenun receptorespecíficoparalgG,

cuyascaracteristicasbioquímicasson análogasa las de los receptoresFc-y descritosen otras

células macrofágicas.La unión y posterior endocitosisde los inmunocomplejosde lgG a

través de estos receptoresproduce una rápidaactivación de las células mesangiales.que

liberandiversosmediadoresde la inflamación.Estudiosen nuestrolaboratoriohan mostrado

que la interacciónentre las célulasmesangialesy los inmunocomplejosde IgA induce la

liberación de ión superóxido, PAF y eicosanoides,pero hastael momento no se han

determinadolas característicasbioquímicas, molecularesy funcionales de los posibles

receptorespara IgA en estascélulas.

Los resultadosque se exponenen estatesis doctoral demuestranque en la célula

mesangialexiste un receptor específicopara [gA, capazde unir con alta afinidad esta

inmunoglobulinaa través de la región Fe. Estereceptorpuedeser incluido en la familia de

los receptoresEc&, puespresentaciertasanalogíascon los receptoresFcadescritosen otros

tipos de células.Los carbohidratoscontenidosen la estructurade la IgA participande forma

muy importanteendichainteracción.Demostramosademásalgunosaspectosfuncionalesque

ocurrendespuésde la ocupaciónde los receptoresde la membranacelularpor la IgA, como

los fenómenosde endocitosisy degradaciónde IgA, y la activación de los procesosde

transducciónde la señal (incrementodel calcio intracelular), proliferación mesangial y

liberacióndc citocinas(factor de necrosistumoral e interleucina6).

Con estetrabajoseaportannuevosconocimientossobrelos mecanismospatogénicos

que provocandaño tisular en algunasenfermedades,como la nefropatíaIgA, una de las

glomerulonefritis más comunes en el mundo, caracterizada por el depósito de

inmunocomplejosdc IgA en el mesangio.La interacciónde estos inmunocomplejoscon las

células mesangialesprovoca su activación y la consiguienteliberación de mediadores

proinflamatorios,participandoasí activamenteen la progresióndel daño glomerular.
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Introducción

1.- ESTRUCTURA Y FUNCIONES DE LA INMUNOGLOBULINA A:

I.L- GENERALIDADES:

En 1959 Heremansaislé la inmunoglobulinaA (IgA) del suerohumanopor vez

primera. Más tarde, en 1963, fueron Tomasi y Sigelbaumlos que encontrarona la IgA

como inmunoglobulinapredominanteen las secrecioneshumanas(calostro, leche, saliva,

lágrimas y secrecionesdel tracto respiratorio, gastrointestinaly genitourinario)111.

Se han identificado dos subclaseso ¡sotipos de IgA: IgAl e IgA2. La IgAl

representaun 80-90% dc la IgA séricatotal y un 50-74% de la de las secreciones.Las

células¡gAl positivasseencuentranpredominantementeen el bazo,amígdalas,médulaósea

y varios nódulos linfoides, mientras que la mucosaintestinal y las glándulassalivales y

lacrimalescontienenprácticamenteel mismo númerode células IgA 1 e lgA2 positivas. La

vida media de ambasIgAl e IgA2 se sitúaentre4 y 6 días [2]. Sólo se ha demostrado

polimorfismogenéticoen la subclaselgA2. Así, esteisotipoposeedos variantesalotípicos,

designadosA2m(l) y A2m(2) [3).

Existentres formasmolecularesdiferentesparala IgA: IgA monomérica,compuesta

por dos cadenaspesadasy dos cadenasligeras, IgA dimérica y polimérica, compuestas

respectivamentepor dos o más moléculasunidascovalentementea travésde la cadenaJ. y

la IgA secretoria,formadapor la IgA diméricao poliméricaquese unencovalenternenteal

componentesecretorio¡1, 43.

La IgA es la segundainmunoglobulinamás importanteen la circulación,despuésde

la inmunoglobulinaG <lgG). fil gradode síntesisestáen el mismo ordende magnitudque

la lgG, es decir, 19-30 mg/kg/día para IgA y 30 mg/kg/día para lgG. En estudios

posterioresse ha determinadoque la síntesiscombinadade IgA sistémicay secretoriaes de

aproximadamente60 mg/kg/día. Por estas razonespuedeconsiderarsea la IgA como la

inmunoglobulinapredominanteproducidaen humanosII, 21.

A pesarde su abundancia,seconocerelativamentepoco acercade las funcionesde

la IgA. Recientementeha resurgidoel estudioinmunológicodc estasproteínas,graciasa la

caractcrizac¡ónbioquímicade las diferentesformasde la IgA. al desarrollode los métodos
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de purificación y a la disponibilidadde anticuerposmonoclonalesfrente a los distintos

isotipos. Todaslas investigacionesrealizadasen los últimos añoshanhechopensaren la IgA

como en una moléculacon un papel en la inmunidad más activo del que previamentese

habíaconsiderado.Porotro lado, sehandetectadoniveleselevadosde IgA séricaen muchas

enfermedadesreumáticasy en otras de carácterautoinmune,así como en enfermedades

hepáticase infeccionespesistentes,tales comoendocarditisbacterianay SIDA ¡Si. Algunos

estudioshan demostradoque los inmunocomplejosde IgA puedenestar implicadosen la

patogeniade una granvariedadde enfermedades,entrelas queseincluye la nefropatíaIgA,

una causabastantecomún de insuficienciarenal [61.

¡.2.- ESTRUCTURADE LA IgA:

La IgA estácompuestapor cuatrocadenaspolipeptídicas,dos pesadas(llamadasa)

y dos ligeras (de tipo kappao lambda). Los genes que codifican dichas cadenasestán

situadosen los cromosomas14, 2 y 22, respectivamente[7j. Las cadenasligeras son

análogasa las de otros tipos de inmunoglobulinasy estánformadaspor un dominio variable

(V1) y otro constante(C). La cadenapesadaa poseeuna masamolecularaproximadade

6OkDa, superiora la IgG, debido a su mayorgradode glicosilación y estácompuestapor

cuatrodominios, uno variable(y11) y tres constantes(C111, C112 y C113) ¡81.

La IgA carececasi totalmentede estructurahelicoidal y por microscopiaelectrónica

seha observadoque tiene la misma forma de Y aplanaday las mismasmedidasque la lgG

[9¡. Es la inmunoglobulina con mayor movilidad electroforética y su contenido en

aminoácidoses similar al de la lgG, exceptuandola baja cantidadde Lys y el elevado

númerode Cys. El coeficientede extincióna 280 nm para la IgA es El % = 13.4 ¡IJ.

La IgA monoméricaes la principal forma molecularen el suerohumano,con 160

kDa de masamoleculary un coeficientede sedimentaciónentre6,5 y 78. La secuenciade

aminoácidosde la IgA de ratón y de conejopresentaun 50% de homologíacon la IgA

humana[81. Aunque todos los puentesdisulfuro intradominio parecenestarconservados,

algunas Cys, problablementelas implicadas en los puentes disulfuro intercadena, no

aparecen.En general.en la IgA [ las cadenaspesadasse unenpor puentesdisulfuro entre
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los dominiosC112. C1[3 y la regiónbisagra1101. El extremoC-terminalde la cadenaa posee

una ampliación de IB aminoácidosque no posee el resto de las cadenaspesadas.Fi

penúltimode estosresiduosesuna Cysque puedeformarpuentesdisulfuro con una Cysde

la otra cadena(Y o, en ocasiones,con una Cys de una proteínano pertenecientea la clase

de las inmunoglobulinas,por ejemplo,albúminao a1-antitripsina¡8, 14.

Las cadenaspesadasde las dos formas isotípicasIgAl e IgA2 difierensolamenteen

22 aminoácidos,debidopredominantementea unadelecciónde 13 aminoácidosen la región

bisagrade la lgA2. Estaregiónen la [gAl estácompuestaporuna inusualrepeticiónde una

secuenciarica en Pro, Ser y Thr. Los residuosde Ser llevan azúcaresunidos por enlaces

0-glicosídicos.La pérdidade estaregión en la lgA2 es la causade su gran resistenciaa la

acción de un gran númerode proteasasbacterianas,que sí son capacesde actuar sobrela

IgA 1. Estehechoestámuy relacionadocon la patogenicidadde las bacterias[11, 121.

Las variantesalotípicasde la IgA2 sediferencianen importantesaspectos.A2m(1)

carecede puentesdisulfuro entre cadenaspesadasy ligeras, permitiendoasí que las dos

cadenasligeras se unan entre sí. Además, para mantenersu integridad estructural, las

interaccionesno covalentesson mucho más fuertesen la A2m(I) que en la A2m(2) o la

IgAl. Estascaracterísticasestructuralesdiferentes,junto con algunoscambiospuntualesen

la secuenciade aminoácidos,dan comoresultadoun cambioconformacionalen torno a la

Cys-220,que determinaprobablementeel caracteralotípico. La regiónbisagraes idéntica

en los dos alotipos A2m. Ambos tienen cinco olisacáridosde galactosaminamenos que la

IgAl, ademásde la delecciónde 13 aminoácidosya mencionada,por lo queen su secuencia

aparecencinco residuosde Pro seguidos,hechoque les dota de unagran rigidez.

Se ha postuladoque la cadenaa de A2m(l) sehabríaoriginadopor un cruzamiento

inrerdominios entre los genes que codifican al y A2m(2), resultando una cadena

recombinanteo híbrida, que comenzaríacomo cd y terminaríacomo xl ¡2, 8, lij.

Una pequeñacantidad de la IgA sérica se encuentraen formas poliméricas,

normalmentedímeros. unidos a travésde puentesdisulfuro (entre el dominio C112 y el

extremo (7-terminal de la cadena a) y por una cadena polipeptídica adicional de

aproximadamente16 kDa, denominadacadenaJ ¡Ij. En la secuenciade aminoácidosde la

cadenaJ humanay murinaaparecenocho residuosde Cys, seisde los cualesformanpuentes

disulfuro intracadena.Las otrasdos Cys restantesde la cadenaJ se unena las penúltimas



Introducción 4

Cys de las cadenasa de la IgA, formandoasí la IgA polimérica. En algunasmoléculasde

IgA seha detectadoun segundopuentedisulfuro con una Cys en el dominio C112. Hastael

momentono ha sido elucidadatotalmentela naturalezaexactadc la interacción entre la

cadenaa y la cadenaJ 1131.

La forma predominantede la IgA en las secrecionessalivares, lacrimales,

bronquiales,nasalese intestinalessedenominaIgA secretoria.La IgA monoméricaaparece

pocoen las secreciones,siendola forma dimérica,de coeficientede sedimentaciónliS, la

predominante, aunque también pueden detectarseestados de agregación superiores,

particularmentetetrámeros.EstaIgA poliméricasecretoria,de aproximadamente400 kl)a

de peso molecular, comprendeno solo la IgA dimérica y la cadenaJ, sino también una

proteína altamenteglicosilada, denominadacomponentesecretorio (SC), que forma el

complejo con la IgA duranteel procesode secreción¡4, lOj. El SC es una proteínaalgo

heterogénea,cuyo pesomolecularestácomprendidoentre50 y 90 kDa. La presenciade SC

estabilizala estructurade la IgA secretoriay aumentasu resistenciaa la proteolisis, aunque

el SC en forma libre es muy susceptibleal ataquepor proteasas.La interacciónentreSC

e IgA se producea través de puentesdisulfuro entre las Cys dci dominio C1). Algunos

estudios inmunoquimicos implican también al dominio C113, lo que no impide la

accesibilidadde la región constantede la IgA secretoria¡8, 141.
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Estructura de las moléculasde ¡gAl, IgA2m(l), ¡gA2m(2) e ¡gAl secretoria.
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Una menciónespecialmerecela glicosilaciónde la moléculade IgA. El contenido

en carbohidratosde la IgA (7-8%) es muchomayor queel de la lgG (2-3%),peromás bajo

queel del restode las inmunoglobulinas(12-13%) ¡2j. La IgAl contienedos posiblessitios

de N-glicosilación(unidos aAsn), ademásde cincositios con unionesde tipo O en la región

bisagra(unidos a Ser). La lgA2 pierde estosoligosacáridoscon unionesO, pero el alotipo

A2m(l) posee dos sitios extra de unión N-glicosídicas, en los dominios C~[1 y C12

respectivamente.A2m(2) poseeademásuna unión de tipo N en el dominio C111 ¡15, 16J.

En la IgA 1 séricalos carbohidratosunidos porenlacesde tipo O son de composición

sencilla, es decir, de los cinco posibles, uno de ellos contiene un solo residuo de N-

acetilgalactosamina(GaINAc), mientrasque los cuatrorestantesposeenunionesde tipo 131-3

entregalactosa(Gal) y GaINAc. algunosde elloscon ácidosiálico en el extremoterminal.

En la IgA secretoriasuelenser más complejosy heterogéneos,pudiendodetectarseácido

siálico, N-acetilglucosamina(GIcNAc) y fucosa 1171. Los carbohidratosde las unionesN-

glicosiladasde la región constantede la IgA son aún mas complejos y variadosen su

estructura,encontrándoseGal, manosa,fucosa.GIcNAc y ácido siálico ¡15, 16j.

La cadena1, con un 8% de contenidoen carbohidratos,poseeunacadenasimplecon

unionesN-glicosídicas.El SCesunamoléculaaltamenteglicosilada(22% de carbohidratos),

con 5-7 cadenasen su estructura.Se postulaque la estabilidadque el SC confiere a la

moléculade IgA secretoriaes debidaen gran partea estealto contenidoen carbohidratos

[8!.

Sf ~aI Sial S¡a¡

Gal Gal Gal Gal
¡7,1,2 ¡ ¡ IA1,3

GaINAc GaINAc GaINAc GalNAc GalNac

.F’ro..VaLProserJ¡proprovrhrpros\rprosLrThrpropThP~\psI Cys-

Enlaces 0-glicosídicosen la región bisagra de la IgA ¡
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Gal Gal
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Gal Gal¡ ¡1=1.4
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7,1,2 ¡ ¡1=1.2
Man Man

«1,2 «1,6

Mar~

17,1,4
Fue GleNA;

1=
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EnlacesN-gticosídicosen la región constantede la IgAl

1.3.- FUNCIONES DE LA IgA:

La función de la IgA en las secrecioneses protegerel cuerpo, en las superficiesde

la mucosa,frentea los microorganismosinvasores,virus neutralizantes,toxinasy enzimas,

ademásde prevenirel pasode los antígenosa travésde las barrerasepiteliales [10, 181.

Estas funciones de la IgA secretoriahan sido muy bien estudiadas.Sin embargo, las

funcionesde la IgA sérica, que circula en grandesconcentracionesen la sangre,nosehan

determinadocon exactitud. Los escasosconocimientosacercadc las funciones de los

anticuerposde [gA circulantesestánen estos momentossiendo revisados en extensión,

debido a los receptorespara IgA descubiertosrecientementeen diferentestipos celulares,

sobretodo en células sanguíneas.
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En la siguiente tabla se resumentodas las funcionesde la IgA descritashastacl

momento, indicandocuálesde ellasson dependientes(+) o independientes(-) dc la región

constante(Fc) dc la inmunoglobulina1191.

Funcionesbiológicasde la IgA

IgA sérica

- Actividad anti-inflamatoriabloqueantede reaccionesmediadas

por IgG, IgE e IgM:
quimiotaxis, fagocitosis(±)

lisis mediadapor anticuerpos(+)

anafilaxis, reacciónde Arthus (+)

Eliminación hepatobiliarde inmunocomplejos(±)

IgA secretoria
Inhibición de la adherenciamicrobianaa las superficies:

aglutinaciónde microorganismos(+)

reducciónde hidrofobicidady caiga negativa(+)

bloqueode las adhesinasmicrobianasU?)

Neutralizaciónde virus (2), toxinas y enzimas (-)

Inhibición de la penetraciónde antígenosa travésdc superficies

mucosas(±)

Opsonizaciónde neutrófilos y macrófagosen las mucosas(±)

Aumentode la actividadde algunos factoresantibacterianosno

específicosen las secreciones(±)

IgA séricay secretoria
Mediación de la actividadbactericidadependientede monocitos (+)

Citotox icidad celular dependientede anticuerpos:

union a receptoresespecíficos(±>

activacióndel complementopor la vía alternativa (±)
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1.4.- RECEPTORES DE IgA:

Hasta el momentose han descrito tres tipos de receptorescapacesde unir [gA:

receptorde inmunoglobulinaspoliméricas,receptorde asialoglicoproteinas(incluido en el

grupode lectinasque unenJa IgA a travésde sus residuoshidrocarbonados>y receptorpara

la región Fc de la IgA ¡8, 18, 201.

1.4.1.-Receptorde inmunoglobulinaspolimnéricas:

La mayorpartede la IgA queseproduceen los linfocitos de la mucosaestáformada

por dímerosasociadospor la cadenaJ. Estos dímerosse unen rápidamenteal receptorde

inmunoglobulinaspoliméricas,presenteen la superficie de las células epiteliales que

recubrenlas superficiesmucosas[21]. Dicho receptorposeeunamasamolecularde 100 kDa

y es el precursordel componenteSC. Se trata de un miembro de la superfamiliade las

inmunoglobulinas,compuestopor cinco dominios del tipo inmunoglobulina, una región

transmembranade 23 residuosy una zonacitoplásmicade 103 aminoácidos1221.

Una vez sintetizado, el receptor se dirige específicamentehacia la membrana

basolateralde las células epiteliales,donde es capazde unirse a la IgA polimérica con

elevadaafinidad. Despuésde la unión se produce la transcitosisdel complejo hacia la

superficieluminal. En estepunto seproduceuna ruptura del receptorpor acciónde unao

más proteasas,liberándosela [gA asociadaal SC. Un pequeñofragmento(20 kDa) del

receptorse quedaunido a la membranay esposteriormentedegradadoen el interior de la

célula [20, 231.

En los roedores,el receptorde inmunoglobulinaspoliméricasestáexpresadoen la

superficie sinusoidal de los hepatocitos,y juega en el hígado un papel clave en la

translocaciónde la IgA hacia el tracto gastrointestinalsuperior [4, 101. Las formas

poliméricasde la IgA setransportande unaforma muy eficaz desdela circulación hastala

bilis. Estetransportehepatobiliarmediadopor SC representaun hechofundamentaleíi el

aclaramientode la circulaciónde los complejosantígeno-IgApolimérica, siempreque los

complejostenganun tamañono superiora 198 1241. Fn el hombrey otros animalesparece
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ser que este mecanismono funciona, aunquese ha demostradorecientementeque los

hepatocitoshumanosexpresanalgunosreceptoresparainmunoglobuhnaspoliméricas1251.

1.4.2.-Receptorespara los carbohidratos de la IgA:

La interacciónde la IgA con los hepatocitostambiénpuedetener lugar a travésdel

receptorde asialoglicoproteinas(ASG). Estalectinareconocelos carbohidratosunidos por

enlaces0-glicosídicospresentesen las glicoproteinasdesializadasy estádescrito en los

hepatocitosde la mayoríade los animalesy del hombre[8].

El receptorASG de conejoestáformadopor dosespeciesmoleculares,de 40 y 48

kDa respectivamente.El receptoraisladode hígadode ratapresentatres moléculasdistintas,

denominadasRl (41.5 kDa), R2 (49 kDa) y R3 (54 kDa). Las moléculasde R2 y R3 son

idénticas en cuanto a su secuenciay sólo difieren en el grado de glicosilación y/o las

modificacionespostraduccionales[26].

El receptorASG de hepatocitoshumanos,de 46 kDa, estácompuestopor un núcleo

centralpolipeptídicode 34 kDa y poseedos unionesN-glicosidicas,con una concentración

elevadade manosa.Estaproteínapresentauna elevadaafinidadpor lasasialoglicoproteinas,

esdependientede calcio y sensiblea neuraminidasa¡27j. Existendos tipos de receptorASG

de hepatocitoshumanos, Hl y H2, homólogos a los receptoresde rata Rl y R2/3,

respectivamente¡281.

El papel de estalectinahepáticaen el hombreno estádel todo determinado,aunque

se sabeque puedeunir IgA secretoriay del suero. Por otro lado la IgA 1 séricahumana

(polimérica y mononíérica)es capazde interaccionarcon los hepatocitosde rataa travésde

estereceptorASG ¡29¡. Estereceptorpresentauna gran afinidad por la regiónbisagrade

la lgA humana,que contieneprincipalmenteGaINAc y Gal 1301.

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

poliméricasy al AS(i. Mientras que la IgA poliméricade ratónseune vía SC, paraluego

ser liberadaa la bilis, la IgA poliméricahumanapuedeser reconocidapor el componente
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secretorioy por el receptorASO. Se suponeque inicialmentees capturadade la circulación

por el receptor ASO, y más tarde se produce un intercambio por el receptor de

inmunoglobulinaspoliniéricasen el procesode transporte.Estehecho implica que los dos

receptoresposeen,en algún momento, un compartimentointracelularcomún ¡311.

La posible existenciade receptoresdel tipo ASG capacesde unir IgA humana

también ha sido demostradaen macrófagosperitonealesde rata¡32, 331 y de calostro1341.
En estudios in vitro, estas células son capaces de unir, internalizar y degradar

inmunocomplejosde IgA a través de los residuos hidrocarbonadosde la proteína,

principalmentede las Gal, sugiriendoun papelfundamentaldel receptorASG en todos estos

procesos,aunquela naturalezade la unión de la IgA a estetipo de célulasno se ha definido

con exactitud.

Recientementese ha descrito un sistema de reconocimientovía carbohidratos,

análogoy complementarioal receptorASG hepático,presenteen leucocitos¡351. Mientras

el receptorhepáticoestáimplicadoen el catabolismode las asialoglicoproteinas,el receptor

en leucocitosparticipa en la comunicaciónentre las células del sistemainmune y en las

reaccioneslocales que ocurrenen el procesointiamatorio.

Existen otras lectinascon capacidadde unión de IgA a travésde los carbohidratos

presentesen la región bisagrade la inmunoglobulina.Es el caso de la jacalina, proteína

procedentede algunasespeciesde Artocarpus, que une IgAl humana,pero no lgG o JgM,

específicamentea través de los residuosde Gal ¡36!.

1.4.3.- Receptorparala regiónconstantede la IgA:

Las investigacionesrealizadasen los últimos añoscon respectoa los receptoresde

inmunoglobulinashan estadoenfocadasprincipalmenteal estudiode los receptoresde IgO.

Es por esto que los receptorespara la región constantede la IgO (receptoresFcy) de

diferentestipos de célulasestánen la actualidadmuy bien caracterizadosen cuantoa su

estructura,síntesis,expresión,mecanismosde actuacióny funciones[37, 38j. Sin embargo,

los receptoresparala región constantede la IgA (receptoresita) han recibido unaatención

relativamenteescasapor partede los investigadores.Hastael momento,se ha demostrado
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la ex¡stenciade receptoresFeaen granulocitos,monocito/macrófagos,linfocitos y bacterias

¡8, 18. 201. Fn estos estudios sc han utilizado diferentes técnicas, como roseteo con

eritrocitos recubiertos de IgA, inmunofluorescencia,inmunoprecipitacióny unión de

proteínas radiactivas, entre otras. A continuación expondremoscon más detalle los

receptoresen las diferentescélulas.

1 .4.3.a.- Receptoresen célulasfa2ocíticas

:

La existenciade receptoresparaIgA en neutrófilosfue demostradaporprimeravez

por Fangery col., que utilizaron técnicasde roseteocon eritrocitosrecubiertosde IgA para

determinarla distribución celular y la especificidadde la interacción de la IgA con los

polimorfonucleares.La expresióndel receptorde IgA en neutrófilos de sangreperiférica

aumentapor la incubacióncon IgA [39, 40].

Otrosagentesexternos,como el factor estimuladorde coloniasde granulocitos

(G-CSF>y el de granulocitos/monocitos(GM-CSF) inducenen los neutrófilosun aumento

rápido en la afinidad de los receptorespara IgA, fenómenoasociadocon el desarrollode

la fagocitosismediadapor IgA [41].

El receptorde IgA aisladode la membranade los poliniorfonucleareshumanoses

una proteínaaltamenteglicosilada,con un pesomoleculardc 50-70 kDa, específicapara

IgAl e lgA2, pero incapazde unir lgG o IgM ¡421. La afinidad del receptorpor la IgA es

de 5 x l0~ M-’, mayor que la descritaparael receptorde lgG. El sitio de unión no se ha

determinadocon detalle todavía,aunqueexistenevidenciasde que reside en la región Fc

de la ininunoglobulina,estandoimplicadosposiblementelos dominiosC113 y C112 ¡43, 44].

La funciónde los receptoresde IgA en los polimorfonucleareshumanostodavíano

estámuybien determinada.Se han publicadodatoscontradictoriosen cuantoa la capacidad

de la IgA de estimular la fagocitosis,aunquelos másrecientessugierenque la IgA puede

actuarcomo una opsonina¡45]. En estudiosin vitro, la unión de IgA en formaagregadaa

los neutrofiloshumanoscausadegranulación,inicio de la respuestaoxidativa y producción

del factor activadorde las plaquetas(PAF) y de algunosderivadosdel ácidoaraquidónico,

de forma análogaa los inmunocomplejosde lgG j46-48j.
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La unión de la IgA a susreceptoresen los cosinótilos humanosesunaseñalde inicio

de la degranulación¡491. El receptorFca de estascélulases muy similar al descritoen los

ííeutrófilos. con un peso molecular algo superior (70-100 kI)a). Está compuestopor un

núcleoproteicode unos 32 kDa y tiene un elevadocontenidoen carbohidratosunidos por

enlacesde tipo N [50!.

La existenciade receptoresparaIgA en los monocitoshumanosde sangreperiférica

se ha demostradomediantevarias técnicas,como formación de rosetascon eritrocitos

recubiertosde IgA ¡39. 40j, inmunofluorescenciaindirecta con IgAl e lgA2 [51, 52j e

inhibición compuitiva de la unión de IgA marcadaradiactivamente¡53j.

Los ensayosde inmunoprecipitacióncon anticuerposmonoclonalesanti-lgA con

membranasprocedentesde granulocitos,monocitos y células de la línea monocitica U937

han permitidoel aislamientode receptoresPcacon característicassimilares en los tres tipos

de células. Se trata de una proteínade transmembranade 60 kDa de pesomolecular, con

un punto isoeléctricode 4.5-5.6y un alto contenidoen carbohidratos,capazde unir IgAl

e lgA2 (poliméricay monomérica)a travésde su región Fc. Por tratamientodel receptor

con N-glicanasa(enzimaquerompelas unionesde tipo N de los carbohidratos)se obtienen

dos proteínasde 32 y 36 kDa. La expresióndel receptorPca aumentaen presenciade

forbol 12-miristato13-acetato(PMA) y de IgA ¡54j.

Recientementese ha donadoel cDNA correspondienteal receptorFax en monocitos

humanos,a partir de una librería de cDNA de la línea monocíticaU937. Estegencodifica

una proteínamadurade 266 aminoácidos,con un tamañoprevisto de 30 kDa, compuesta

por unaregión extracelular,un dominio transmembranay un dominio intracitoplásmico.La

región extracelularestáformadapor dosdominios,con seis posiblessitios de unión de tipo

N paracarbohidratosy presentauna gran homologíacon los receptoresde IgG e IgL. Este

hechosugiereque dichosreceptoresderivandel mismoancestrocomún. La presenciade un

residuocargadoen su región de transmembrana(Arg 230) podría indicar queestereceptor

está asociadoa otras moléculas formando un complelo. Esta asociaciónpuede tener

importanciaen los mecanismosde transducciónde la señaldel receptorde IgA [55].

En los macrófagosalveolaresde ratón y rata se han detectadoreceptoresFax

mediantetécnicasde roseteoy microscopiade transmisiónde electronesde célulasmarcadas

con partículasde oro ¡56, ~ En un sistemaheterólogo.se ha determinadola presencia
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de 3.3 x í0~ receptorespara IgA en la superficiede los macrófagosde pulmón de conejo,

con unaafinidad de 5.2 x l0~ M-’ ¡5~I• Los macrófagosperitonealesde ratason capacesde

unir, internalizar y degradar IgAl e IgA2, tanto secretoriacorno seríca. Aunque la

naturalezaexactade dichaunión no estámuy biendeterminada,es probableque lascadenas

hidrocarbonadasde la IgA participenen la unión al receptor[32, 33]. El receptorparaIgA

en los macrófagosperitonealesde rataestáformado pordos subunidades,de 70 y 56 kDa,

que sc puedenencontraren forma solubleo asociadasa la membranacelular 159].

Los inmunocomplejosde IgA estimulanel metabolismode los monocito/macrófagos,

induciendofagocitosisde céiulasdiana 140, 60, 61], liberaciónde ioií superóxidoy 1-1)0,

¡53. 60j, producciónde prostaglandinas(PG> y leucotrienos (LB ¡62j, y síntesis de

inwrleucina 1 (11>-U {631 y factor de necrosistumoral (TNFa) 1641. Los receptoresVea

juegantambién un papelimportanteen el catabolismode los inmunocomplejosde la IgA y

en el aclaramientode los inmunocomplejosde la circulación [33j.

La existenciade receptorespara IgA se ha investigadotambiénen otros tipos de

células fagocíticas no sanguíneas.En estudiosrealizadosen nuestro laboratorio se ha

demostradoque los hepatocitosy las células de Kupffer son capacesde unir IgA

polimérica y monoméricaa través de un receptor específicopara la región Fc de la

inmunoglobulina, que es distinto del receptor SC y del receptorde inmunoglobulinas

poliméricasdescritosanteriormente[65, 66]. En estudios iii vivo las células de Kupffer

participanen el aclaramientode los inmunocomplejosde IgA de la circulación ¡67j.

l.4.3.b.- Receptoresen linfocitos

:

La presenciade receptorespara IgA seha detectadoen subpoblacionesde célulasT

y 13 de variasespecies,tanto en la circulacióncomo en los tejidos linfoides, especialmente

en el tejido linfoide asociadoal intestino. El porcentajede linfocitos T o 13 que expresan

estos receptoressueleser bajo, pero puedeser aumentadoen presenciade IgA y otros

agentesmitogénicos¡68, 691.

El receptordc las células13 humanasespecíficoparaIgA esdistinto del receptorpara

lgG y presentaunaafinidad del ordende l0~ M~1 ¡70]. La presenciade IgA inhibe supropia
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síntesise impide la diferenciacióny/o proliferaciónde las células 13 ¡681. El receptorde

células 13 murinaspuedeunir IgA en medio ácidoy es sensibleal tratamientocon tripsina

e insensiblea la neuraníinidasa.Su expresiónen la membranade las células aumentaen

presenciade IgA polimérica y disminuye cuandose producela activación de la proteína

quinasaC (PKC) [711.

La unión de IgA a los receptoresde linfocitos T murinos no se ve afectadapor la

presenciade otrasclasesde inmunoglobulinas,ni porproteínasdesializadaso Gal ¡691. Se

ha descritoun receptorsoluble en éstascélulas T con un pesomolecularde 56 kDa 1721.

Los receptorespara IgA de los linfocitos T citotóxicosparticipanen la citotoxicidad

celular dependientede anticuerpos,mientrasque los receptoresde los linfocitos B y de los

1’ no citotóxicosestán implicadosen la regulaciónde la síntesisde IgA ¡SI.

1 .4.3.c.- Receptoresen bacterias

:

Existen ciertasmoléculasen la paredcelularde algunasbacteriasque puedenunirse

a la IgA. El estudio de las interaccionesentre estos receptoresy la IgA es de gran

importanciasi se quierenconocera fondo los mecanismosmolecularespor los cuales las

bacteriasproduceninfeccionesen las membranasde las mucosas,lugardonde la IgA es la

inmunoglobulinapredominante.

Los estreptococosdel grupo A poseen receptoresde alta afinidad para la IgA

humana,con un pesomolecularaproximadode 41 kDa y actividadanti-fagocítica¡73, 74].

El receptorde [gA de los estreptococosdel grupoBesunaproteínade 130 kDa que,

al igual que su homólogoen el grupo A, reconocela región Fe de la IgA (polimérica y

monomérica).pero no de la lgG o la lgM 1751.

Algunas proteínasprocedentesde estafilococosson capacesde unir IgA, aunque

probablementela unión no tiene lugara travésde la región Fc de la inmunoglobulina,sino

del dominio C111. El significado de esta interacción¡ti vivo permanecesin resolverse¡8j.
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2.- MESANGIO Y ENFERMEDAD GLOMERULAR

2.1.- ESTRUCTURA DEL MESANGIO

El glomérulorenal estáformadoporuna red de capilaresprocedentesde la arteriola

aferenteque se dividen en 4-8 lóbulos dentro del ovillo glomeruhry luego sevuelvena

.íuntarpara formar la arteriolaeferente.Dentrodel gloméruloexistencuatrotipos distintos

de células(célulasendoteliales,mesangiales,epitelialesy macrófagosresidentes),unapared

capilar (la membranabasal) y una región intersticial o de soporte (mesangio).El ovillo

glomerularestárodeadopor la cápsulade Bowman, una extensiónde la membranabasal

del túbulo proximal que contieneuna fina capade células escamosas(células parietales

epiteliales)176, 77, 78].

— Célula mesangial

mesangial
Célula endotelial

Célula epitelial

Espacio de Rowman

Capa de células

endoteliales

Membrana basal
glomerular

Capilar
Célula epitelial

parietal

aferente

- Túbulo proximal

Arteriola eferente

Estructura del glomérulo
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El mesangioocupa la parte central del glomérulo y está formado por células

mononuclearesestrelladas,las células mesangiales,que se encuentranembebidasen una

matriz extracelularamorfa ¡77¡.
l>a caracterizaciónde las células mesangialesin vivo ha demostradoque no

constituyen una población homogénea, pues se ha detectado la existencia de dos

subpoblacionesdiferentes.La mayoríaexhibencaracterísticasparecidasa las células del

músculoliso vascular,puessoncontráctilesy contienenfilamentos [791.Sin embargo,estas

células mesangialesintrínsecas también presentanotras característicastípicas de los

macrófagos,tales como la capacidadde unir inmunocomplejosa travésde receptoresFc,

expresarantígenosdel complejo mayor de histocompatibilidadde clase II (MHC-lI),

funcionarcomo células presentadorasde antígenosy liberar radicaleslibres de oxígeno y

proteasas¡77, 80-82]. El segundo tipo de célula mesangial, denominadaextrínseca,

representaun 5% de las célulasen el mesangioy lo constituyenlas célulasderivadasde la

médulaósea,con tinción la~ y característicastípicas de los monocito-macrófagos¡831.

Por microscopiaelectrónicalas células mesangialespresentanuna bajaproporción

citoplasma/núcleo,con proyeccionescitoplasmáticasque contienenfibras de 70-100A de

diámetro. El cuerpocelularcontienemitocondrias,aparatode Golgi, retículoendoplásmico

y una densared de microtúbulosy filamentos intermedioscompuestosprincipalmentepor

miosina y actomiosina.Las bandasde actinaseextiendena lo largo de las proyeccionesde

la célula mesangial. estableciendo contacto con la membrana basal glomerular,

concretamentecon su lámina rara internay su lámina densa¡77, 78]. Se ha estimadoque

las células mesangialesrepresentanaproximadamenteun tercio del total de las células

glomerularesen la rata, considerandoque porglomérulo hay unas600-750células [841.

En las zonas del glomérulo donde no hay contacto directo, las conexionesentre

células mesangialesy membranabasal glomerular se establecena través de la matriz

extracelular.Se tratade unamalla de microfibrillas ancladasa la membranade la célula a

travésde fibronectina, su principal componente.La matriz mesangialposeeuna estructura

menosorganizaday más flexible que la membranabasal glomerulary estáformadapor

colágenos,glicoproteinasde adhesióny glicosaminoglicanos¡851.

El colágenode tipo IV es el más abundanteen la matriz mesangial y aparece

formandoredesabiertas,proporcionandogran elasticidad,poca resistenciaa la tensión y
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facilidad parael pasodc los fluidos ¡861.

I)el total de los proteoglicanosglomerulares,aproximadamenteel 90% seencuentra

en la matriz mesangial.Estáncompuestosprincipalmentepor dermatány heparánsulfato

y, ademásde conferir estabilidad a la matriz mesangial, participan en el transporte

mesangial selectivo de las macromoléculas,funcionandocomo un tamiz molecular o

intercambiadorcatiónico 1871.

Existen tres tipos de proteínasde adhesiónen la matriz mesangial: fibronectina

(componente mayoritario), laminina y trombospondina. Además, en el mesangio se

encuentran,de forma exclusiva, la actomiosinay el componenteP del amiloide, cuyo

significadobiológico no seconoceaún. Las glicoproteinasparticipanen la adhesióndc las

célulasmesangialesentresí o a la matriz, estabilizandola organizaciónsupramolecularde

la matriz mesangial.promuevenla endocitosisy fagocitosisde macromoléculasy participan

eíi la proliferación de las células mesangiales¡77, 881.

2.2.- FUNCIONES DE LA CELULA MESANGIAL

Las células mesangiales no sólo ocupan una posición central en la estructura

glomerular,sino quemantienenun papelclavey muy importanteen los aspectosfuncionales

del glomérulo ¡89]. l>as funcionesde la célula mesangialse resumenen la siguientetabla

y a continuac¡ónse destacanlas más importantes.

Funcionesde la célula mesangialen el glomérulo

- Proporcionael soporteestructuralnecesarioparalos lazoscapilares

- Modula la filtración glomerular,por su característicade músculoliso

- Generaagentesvasoactivos:renina,PG, PAF

- Sintetiza y degrada elementosestructurales: proteínas de matriz

- Participa en el procesamiento de macromoléculas: inmunocomplejos

- Sus productosson clavesen la regulaciónde la proliferacióncelular

- Modula el daño glomerular
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2.2.1.- Control de la filtración glomerular:

La estratégicalocalización de la célula mesangial,junto con las propiedadesde

contraccióny relajación que posee,hacende estacélula la candidataideal parael control

de la filtración glomerular¡78]. Sehandescritoun grannúmerode agentesqueactúansobre

las células mesangialesprovocandosu contracción1891, entrelos que se incluyen:

hormonasy factoresde crecimiento:angiotensinaII (AH), endotelina(ET),

vasopresilia.norepinefrinay factor de crecimientoderivadode plaquetas

(PDGF>.

inmunocomplejos

lípidos bioactivos: tromboxanoA2 (TxAj, PGF=3,PAF, LTC4 y LTD4.

- citocinas: IL-l . IL—6

La unión de estosagonistasa su receptoren la c&ula mesangialproducela activación

de la fosfolipasaC (PLC> vía proteínas6, que conducea la fosforilación de la PKC y a la

liberacióndecalcio intracelular,causandola contracciónde la célula (903.

Otras hormonaspuedenactivar la cascadade los nucleotidoscíclicos (AMPc y

GMPc) pudiendo ejercer de esta forma un efecto antagonistade los factores de la

contraccióno un efecto directo de relajación. Algunos factoresestimulan la producción

níesangialde PGE. (vía liberación de ácido araquidónicoy/o activaciónde la fosfolipasa

A,), lo que supondríaun sistemade retroalimentaciónnegativade la contracción(893.

2.2.2.-Capacidad fagocítica:

Las propiedadesfagocíticasde las célulasmesangialesestánmuy bien documentadas

desde el punto de vista morfológico. Ciertas macromoléculascomo ferritina, carbón

coloidal, globina, proteínasagregadase inmunocomplejosson fagocitadaspor las células

mesangiales[7Sf. En un principio se pensabaque sólo las células la
4 del mesangio,es

decir, los monocito/macrófagosderivadosde la médula ósea,eran los responsablesde la

fagocitosis. Sin eníbargo, existen evidenciasde que las propias células mesangiales
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participanen los procesosde fagocitosisdel zimosánopsonizadoo de partículasde oro

coloidal recubiertasdc suero181, 91].

Recientementeseha demostradola capacidadde las células mesangialesde rataen

cultivo dc fagocitar inmunocomplejosde ¡gO. La endocitosisse producea través de un

mecanismo de reconocimientoespecífico que dependede la región constante de la

inmunoglobulina.El receptorFcy de las célulasmesangialeses unaproteínade 45-55kDa

dc pesomolecular, con característicasmuy similaresal receptorFc-yRll de los macrófagos

y alta afinidad por la LgG [92-941.

La presenciade factorestimuladorde colonias1 <CSF-1), AMPc, Al? e interferón---y

(INF-y) causaun aumentode la fagocitosisde los inmunocomplejosa travésdel receptor

Fc-y j95, 96>, mientras que morfina, péptido natriurético atrial (ANP) y dopamiría

disminuyenla fagocitosis[96, 971. La unión y posteriorendocitosisde los inmunocomplejos

activa rápidamentea las células mesangiales.que sintetizany liberan al medioextracelular

PGE2, PAF, productosde la lipooxigenasa,ión superóxidoy algunascitocinas(IL- 1, IL-6,

proteínaquimiotácticapara monocitos 1 (MCP-1>) [93, 94, 98-100>. Tambiénse produce

movilización de calcio intracelulary activaciónde la PLC, con la subsiguienteliberación

de inositoltrifosfato (IP) 1101].

2.2.3.- Proliferaciónmesangial:

Existe un gran númerode mediadoresqueestánimplicadosen la proliferaciónde las

células mesangiales.Estos factoresde crecimientopuedenser secretadosno sólo por las

células inflamatorias y las células endoteliales vecinas, sino por las propias células

mesangiales,actuandoasí de forma paracrinao autocrina.No todos ellosactúande forma.

directasobre las células mesangiales,puesalgunosde ellos estimulanla síntesisde otros

mitógenos,ainplificándosela respuestaproliferativa [79, 89, 90, ~02].

Los experimentosde proliferación se han realizado en células mesangialesde

diferentesespecies.en cultivos primarios,subeultivadaso transformadaspor virus, tanto de

riñonesadultoscomo fetales. Por estarazón, no es nadasorprendenteque aparezcanen la

literaturareferenciascontradictoriasen cuantoa la actividadmitogénicaHz vitro de algunos
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factores, como IL- 1, IL-6. TNF~ y Ah, entreotros 11031. Esta aparentecontradicción

podría resolversecon la ayudade los estudiosin vivo.

Factoresque regulan la proliferación de las células mesangiales en cultivo

Mitogénicos Anti-mitogénicos Controvertidos Sin efecto

PDGF ANE AIf endotoxina

ECU AMPo IL-l (a y m C-CSF

lí EGF glucosa(alta cono.) IL-6 GM-CSF
TOE-a heparansulfato TNFa M-CSF

TGF-~ (bajacono.) IFN-~ gastrina

IGF-1 PCI,, POE,, TxA2 glucagón

insulina TGF-fl (alta cono.) IL-3

ET LDL (alta cono.) IL-4
fib ronectma secretina

serotonina somatostanina
arginina-vasopresina

hradikinina
POE,

trombina

PAF

LDL (baja cono.)

Las víasde transducciónde la señalde estosfactoresmitogénicosno estánmuy bien

estudiadas,aunqueprobablementeincluyenfosforilaciónde tirosinaquinasas,treonina/serina

quinasasy quinasaactivablepor mitógenos,entreotras<90j.

La respuestaproliferativa es un hechonormal en la célula mesangial.Además, la

proliferaciónsirve pararepoblarel mesangiodespuésde habersufrido algúndañocelular,

por ejemplo, el inducido por la isquemia.Sin embargo,el desequilibrioen el control de la

proliferación de las células mesangialesglomerularesconstituye una causainicial y muy

importanteen la génesisdel daño glomerularprogresivo1103, 1041.
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2.2.4.- Producción de mediadores de la int’la¡nación:

l>a actividadbiosintéticade las célulasmesangialesseha determinadoprincipalmente

a partir de estudios iii vi/ro. Así, las células mesangialesen cultivo sintetizanun gran

número de compuestosbioactivos, como enzimas, hormonas y citocinas, autacoides,

componentesde la matriz e integrinas. La mayoríade estosfactoresafectanal crecimiento

celular, la contraccióny/o la síntesisde matriz por las células níesangiales¡77. 105J.

Factoresproducidos y/o expresadospor las célulasmesangiales

Hormonas y

citocinas

Componentes de

la matriz

Enz¡mas Autacoides

eritropoyetina fibronectina colagenasa eicosanoides
[iT laininina gelatinasa PAF

IL-1. 6. 8 colágenos1, III, renina óxido nítrico

TNFa IV y y proteinasaneutra metabolitos

PDOF trombospondina 5’nucleotidasa del oxígeno

nidogen/entactina activadorese

TOE-fi osteonectina inhibidoresdel
CM -(7SF condroitínsulfato plasminógeno

MCP-l heparánsulfato

CSF-í

IGF-I

Las células mesangialesposeenreceptorespara la gran mayoría de los factores

señaladosen la tabla anterior. La unión de cada ligando a su receptor específicode

membrana provoca la activación de segundosmensajerosintracelulares que inducen

respuestascelularesy señalesa corto plazo. Estaspuedenconectarsecon los factoresde

transcripcióny participar en los procesosa largo plazo, que implican alteracionesdc la

expresióngénica y de la síntesisde proteínas,provocandoen último término cambios

específicosen el fenotipocelular ¡77, 1041.
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Los sistemasde transducciónde la señal estudiadosen las células mesangiales

incluyen: proteínas O, acopladasa moléculas inhibidoras o estimuladorascitosólicas;

fosfolipasas(iV O y A,: varías isoformasde la PKC; proteinaquinasaA; activación de los

canalesde iones, transportadorese intercambiadores:estimulación de la A1’Pasasodio-

potasioy liberaciónde calcio intracelular[106].

2.3.- MECANISMOS DE PRODUCCION DE LA LESION GLOMERULAR

El daño glomerular progresivo,principal causade la insuficiencia renal, puede

ocurrir como consecuenciadel depósito de componentesbiológicamenteactivos, como

inmunoglobulmas, componentesdel complemento, crioglobulinas, proteínasamiloides,

lipoproteinas,toxinas y algunoscomponentesde la pared celular bacteriana.Entre otros

factoresresponsablesde iniciar y mantenerel daño glomerularcabecitar la coagulación

intra y extracapilar. la acumulación de matriz mesangial (debida a un aumentode la

produccióno a un descensode la degradación)y varios factoresinflamatoriosy promotores

del crecimiento liberados por las células residenteso por las infiltrantes (células T,

neutrófilos, monocito/macrófagosy plaquetas).Otras causaspueden ser de naturaleza

mecánica, como la hiperperfusióno la hipertensión intracapilar, o debidas a causas

metabólicasresultantesde enfermedadessistémicas,como diabeteso hiperlipidemia¡761.

Graciasal desarrollode los cultivos celularesseha podido avanzarcon rapidez en

el conoc¡mlenode la progresióndel dañorenal glomerular.La mayoríade los datossc han

obtenidocon célulasmesangiales,pero los mecanismosde comunicaciónentrelos tres tipos

celularesglomerularesy la biología de las células endotelialesy epiteliales no estánmuy

bien estudiadoshastael momento,quizásdebidoa la dificultad que entrañael cultivo de las

mismas

En cl siguiente esquemase resumenlos mecanismosque conducena la lesión

gloinerular.
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¡R~PARAClON_NORMAL CAUSA PATODENICA INICIAl

DARO OLOMERULAR

U>Forsístencía dnl dañs mcml

BIOLOGíA ALTERADA DE lAS CELUL,AS
CL.OIAERULARES INTRINSECAS

LI.PERS¡STENCIA DE LAS CftULAS
INFILTRANTES AcTIVADAS

1. LIBERACION DE FAClORES DE

CRECIMIENTO Y MEDIADORES kIIPERTENSIOÑ

INFLAMATORIOS U HIPOALEUMINEMIA GLOMERULAR

2 DISMIMUCIDN DE LA ACTIVIDAD

____ -QDE UDS FACTORES DE INHISICION PROTEV~Y~fl____________ DEL CRECIMIENTOHIPERIRDEIA ¡ ________
__ ~NSIONSISTEMIOAO LOME RULAR

1 ACUMULACION DE MATRIZ MESANGIAL

2 FERDIOA DE LA SELECTI
140AD DE DISFUNCION RENAL

AMAÑO Y CARGA DE LA MEMERANA PROORESIVA
SASALOLOMERULAR

rl
ORSTRUCOION CAPILAR

ESCLEROSIS OLOMERULAR

~miI

L~r»FICIENcIA RENAL TERMINA

2.3.1.- Patología del mesangio:

Ante cualquieragresiónlas célulasmesangialesrespondeninicialmentede unaforma

similar, estoes,proliferando y produciendoproteínasde matrizextracelular.Si la agresión

es poco intensao breve, existe una recuperaciónde la estructuray funciones del área

mesangial. En caso contrario, puedeconducir a la pérdida de la función y, en último

término, a la esclerosis¡1071. Por estarazón, el progresode los mecanismosde curación-

reparacióny de prevenciónde las lesionesglomerularesexigen un mejor conocimientode

la biología celular y la fisiopatologíadel mesangio.

En algunosestadosde la enfermedadrenal los cambiosmesangialesson primarios,

es decir, el mesangio es el primer sitio de daño, seguido por el depósito de

inmunocomplejosy la activación de mediadoresde la inflamación. En otros es de tipo

secundario,en los que el daño primario seproducesobreotras partesdel glomérulo, pero

existencambiosmesangialesmediadospor factoresfísicos o interaccionescon la matr¡zque

puedenamplificar y acelerar el dañoglomerular¡108, 109].
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El mesangioestáconstantementeperfundidopor macromoléculasy residuosde la

filtración glomerular,quepuedenacumularseen la matriz, eliminarsepor la regióndel lacis

o endocitarsepor las células mesangiales11071. Este procesoes de particular importancia

sí en los residuosde la filtración se encuentraninmunocomplejosfiogogénicos u otras

proteínasque puedenactuarsobrelas célulasmesangialescomo estímulosmitogénicosy/o

fibrogénicos.Porello, los procesosde entrada,captacióny eliminaciónde macromoléculas

por el mesangiotienengran importancia,no solo en la regulacióny el mantenimientode la

funcióndc filtro del glomérulo, sino tambiénen la modulacióndel dañoglomerular ¡1101.

El depósitomesangialde las macromolélulasdependede sus características,de los

mecanismosde microcirculación glomerular, de las interaccionescon la matriz y de las

posiblesvías de salida.Otros factoresatañendirectamenteal procesamientopor las células

mesangiales,comosu capacidadendocíticaintrínseca,la liberaciónde enzimasproteoliticos,

su activación a travésde receptoresde membranaespecíficosy la presenciao ausenciade

factoresquimiotácticos¡108, llij.

Las alteracionesen la matriz por acumulación de estasmacromoléculaso por

cambios en la filtración de los capilares glomerularespueden estimular a las células

mesangiales,que produciránmás matriz, contribuyendode estaforma a la progresiónde

la glomeruloesclerosis[1081.

Una de las característicasmás comunesde las enfermedadesglomerulareses el

aumento del número de células en el mesangio,que puedeserdebidoa la infiltración de

los monocito/macrófagoscirculantes o a la proliferación de la población de células

mesangialesintrínsecas[901.Los factoresde crecimientoimplicadosen esteprocesopueden

ser productode ambos tipos celulares,actuandoasí de forma paracrinao autocrina. Un

desajusteen los mecanismosde control de la proliferación de las células glomerulares

suponeun factor desencadenantedel dañoglomerularprogresivo¡103, 104j.

En los últimos años, gracias al desarrollo de algunos modelos animales de

glomerulonefritis, se ha avanzadomucho en el conocimientode los factoresque inducen

activación mesangial in vivo. Las actividadesde PDGF, IL-1 y TOE-fi son las mejor

descritashastael momento,pero es muy probableque en el desarrollodel dañoglomerular

esténimplicadosmuchosmás factoresde crecimientoy citocinas¡103, 105, 1121.
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Algunas estrategiasterapéuticasseestándesarrollandoen estesentido,por ejemplo,

utilizando inhibidores específicosde estosfactores(de sus receptoreso de sus funciones),

sustituyendolas citocinasu otros mediadorespor actividadesbiológicas antiinflamatorias,

o actuando(positiva o negativamente)sobre las señalesde transducciónde la señal y los

fenómenosde transcripcióngenéticaque seactivanpor interacciónde las citocinascon sus

receptoresen la célula mesangial¡1121.

3.- PARTICIPACION DE ALGUNOS MEDIADORES EN EL DANO

GLOMERULAR:

Numerososestudioshan demostradola participaciónde muchassustanciassolubles

en el desarrollodel daño glomerular. Mediante experimentosin vivo e ¡ti vitro se han

estudiadolos mecanismosde actuaciónpor los que estosfactoresbioactivosconducena la

activación mesangial. En concreto, las citocinasy los factoresde crecimientohan sido

objeto de unagran atención¡103, 112]. Las citocinasformanpartede una complicadared

de comunicaciónentrecélulas del sistema inmunitario y de éste con otros sistemasdel

organismo1113, 114]. En esteapartadoharemosreferenciaa dos de los miembrosde esta

gran familia, el l’NFE y la IL-6, sobrelos que trataremosen este trabajo.

3.1.- FACTORDE NECROSISTUMORAL:

3.1.1.- Aspectosgenerales:

El factor de necrosis tumoral (TNF) incluye dos proteínas muy relacionadas

estructural y funcionalmente:TNFa o caquectina,sintetizadafundamentalmentepor los

monocito/macrófagosy TNFfi o linfotoxina, productode las célulaslinfoides ¡115].

El ‘l’NFa esun polipéptidode 45 kDa, constituidopor monómerosde 16-18kDaque

se unenpor interacc¡onesno covalentesformandodímeroso trimeros ¡116]. La secuencia
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de aminoácidosdel TNFa humano madurocontiene 157 residuosy presentaun 80% de

homologíacon el de ratóny conejo11171. Seconocetambiénuna forma de TNF~ asociada

a la membrana,de 26 kDa, aunquesu significado biológico todavía no se ha determinado

¡1181. El TNF/3 es una proteínade 171 aminoácidoscuyasecuenciapresentaun 30% de

homologíacon el TNFx. Ambasproteínasse unen a los mismos receptorescelularesy

presentanmuchasactividadesbiológicas comunes.Sus genesresidenjunto a los genesdc

las moléculasdel MHC (cromosoma6 humanoy 17 murino> [113¡.

El inductormáspotentedel TNFa iii vitro esel lipopolisacáridobacteriano(LPS),

aunqueotros compuestostambiénactivanla secreciónde la citocina, como el ionóforodel

calcio, ésteres de forbol. IFN-y, CSF-í, OM-CSF, IL-l, 1-2, inmunoglobulinas,

componenteCSa del complementoy algunosproductosderivadosde parásitos,virus y otros

microorganismos1119-1211. Los glucocorticoides y las prostaglandinasactúan como

moduladoresnegativosde la síntesisde TNFa [120, 122j.

La presenciadel mRNA del TNFa en las células no implica necesariamentela

síntesisde la proteína,ya que la biosíntesisde estacitocinaestáaltamentereguladaa nivel

postranscripcional11131. La principal forma del mRNA del TNFa es un transcriptoque

migra en una posición cercanaal RNA ribosomal 185. En los macrófagosmurinos se ha

detectadouna segundabandamenosintensacercanaal 28S, quepuedeserun precursordel

mRNA principal del TNFcx ¡117, 1221.

Se han descritodos receptoresde membranadistintos para el TNFx, de 70 y 55

kI)a. Existen también varios receptoressolubles, de 28 y 30-40kDa, procedentesde los

receptorescelulares,que circulanporel plasmay soncapacesde neutralizarla actividaddel

TNF& ¡1231. La interaccióndel TNFx con su receptorcelular activa múltiples vías de

transducciónde la señal,entre las que seincluyen las proteínasO, el AMPc y la fosfolipasa

A2. Comoconsecuenciadeestaactivaciónseproducelaexpresiónde diversosgenes,como

los de algunos factoresde transcripción,citocinas, factores de crecimiento,receptores,

moléculasde adhesióncelular, mediadoresde la inflamación, proteínasde fase aguday

proteínasdel MHC ¡124j.

El TNFa esconsideradohoy en díacomo un mediadorcentralde muchosprocesos

inmunológicos.hematopoyéticos,inflamatoriosy fisiopatológicos,al sercapazde provocar

múltiples reacciones.¡ti vúro el TNF~ es citotóxico paracélulas tumoralesy mitogénico
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para fibroblastos,posee un efecto quimiotáctico para monocito/macrófagosy leucocitos,

aumentala expresiónde moléculasde adhesiónen el endotelio,estimulala fagocitosisy la

liberación de mediadoresen los leucocitosy poseeactividadesanti-víricas.¡ti vivo el TNI-~

está implicado en la patogenia del shock endotóxico y la caquexia, en infecciones

parasitariasy bacterianasy en ciertas glomerulonefritis y enfermedadesde carácter

autoinmune¡113, 114, 1241.

3.1.2.-TNFa en el mesangio:

El TNFa en el riñón puedefuncionarcomo un factor autocrino,puesesproducido

por las células mesangiales, o como un factor paracrino, producto de los

monocito/macrofagosque infiltran el glomérulocuandoseproducedañorenal ¡125. 126j.

Las células mesangialesde rata en cultivo son capaces de producir TNFa

biológicamenteactivo cuandoseestimulancon LPS, actuandode moduladoresla PGE,y

ci AMPo. Al igual que ocurre en los macrófagosmurinos, el TNFx producidopor las

células mesangialesde ratatiene un pesomolecularde 110 kDa y poseedos mensajerosde

tamañodiferente¡127).Algunaslectinas,comolagliadina, estimulanla síntesisy expresión

del TNF& en células niesangiales¡128]. Tanibién se ha detectadola presenciade TNRx

asociadoa la membranade la célulamesangial,cuyaliberaciónal medio extracelularpuede

sercontroladapor desferroxamina(quelantede los radicalesoxidrilo) 1 129j.

Varios estudios han caracterizadolas numerosasactividadesbiológicas que esta

citocina ejerce sobre las células mesangiales¡125, 126], que aparecenresumidasen la

siguiente tabla. Entre estos efectos se incluyen la contracción ¡130), citotoxicidad y

proliferacióncelular [102, 131] y la síntesisde otrascitocinas(99, 132-134j y mediadores

lipídicos [135j.

En ocasionesel TNFE favoreceel influjo de célulasinflamatoriasa los sitios de daño

glomerular, por inducción de la síntesisde proteínasde adhesiónen el endotetioy los

neutrófilos o por estimulaciónde la producciónde factoresquimotácticospor las células

mesangiales1126]. Tambiénpuedeactuarcomo unapotentecitocinafibrogénicaen el riñón,

induciendode forma indirectael aumentode colágeno(1361.
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Efectosdel TNFa sobre las células mesangialesglomerulares

Contraccióncelulary reordenamientodel citoesqueleto

Citotoxicidad
- Proliferacióne inhibición del crecimiento

• Efectosmetabólicos:5’ nucleotidasa
foslúlipasaA, y prostaglandinas
AMPc, C~M Pc, NO
proteínaquinasa

Receptoresde la superficiecelular: ICAM-l
M tIC->
N41IC-[l (con IFN-y)

Citocinasy factoresdel crecimiento:IL-l, 6 y 8
IP-lo
PDO F
MCP-l
OM-CSF, M-CSF
NGF (con IL-lfi)

Radicaleslibres del oxígeno

- Mediadoreslipídicos: POE2
PAF

Coagulación:factor procoagulantede tejidos
inhibidor del activadordel plasminógeno

Numerosos estudios han demostrado la participación del TNFa en las

glomerulonefritishumanas(proliferativasy no proliferativas).Se ha detectadola presencia

del mRNA del TNFc~ en las biopsias de pacientescon glomerulonefritis rápidamente

progresivas,así como niveles elevadosde esta citocina en suero y orina ¡137]. Los

monocitosde los pacientescon algunasenfermedadesrenalessintetizany expresanmayores

cantidadesde TNFa que las célulasde los individuos control 138>.

En nuestrogruposeha trabajadocon la glomerulonefritisproliferativa inducidapor

inyeccionesrepetidasde ovoalbúmina(similar a la enfermedadcrónicadel suero),cuyafase

más aguda se caracterizapor depósitosde inmunocomplejos,proliferación mesangiale

intensaproteinuria. l>os glomérulosde las ratas enfermasproducenmayorescantidadesde

TNFx que los controlesy la expresiónde mRNA tambiénes superior1136, 1391.
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3.2.- INTERLEUCINA 6:

3.2.1.- Aspectosgenerales:

La interleucina 6 (IL-6) esunacitocinamultifuncionalproductode unagranvariedad

de célulasy juegaun papelcentral en los mecanismosde defensadel huesped[1401.En un

principio la IL-6 fue identificadacomouna proteínade 26 kDaproducidapor los monocitos

periféricosactivadoscon antígenoso mitógenos,con capacidadde inducir la producciónde

inmunoglobulinas en las células 8 ¡141]. Posteriormentese han caracterizadomás

fenómenosbiológicos en los que la IL-6 está implicada, sobretodo relacionadoscon el

crecimientoy la maduracióncelular ¡1401.

La moléculade IL-6 humanaestáformadapor 184 aminoácidosy presentados

puentesdisulfuro, queaparentementeno estánimplicadosen la actividadbiológica. El gen

de la IL-6 contienecinco exones,y la principal forma de su mensajeroes un transcriptode

1.2-1.3 kb ¡142¡. En algunascélulas de rata apareceun segundotranscripto, menos

abundante,de 2.4 kb. La homologíaentrela IL-6 humana y la de ratano es muy elevada,

pero se han detectadoreaccionesde estimulaciónen sistemasheterólogos1143].

El receptorde la IL-6 esunaglicoproteinade 89 kDa formadapor 449 aminoácidos

y algunos de sus dominios presentangran homología con la superfamilia de la

inmunoglobulinas.Al contrariode otros receptores,el dominio citoplasmáticodel receptor

de la IL-6 no es esencialen la transducciónde la señal,estáasociadoa una proteínade 130

kDa encargadade iniciar estasseñales[1401.

La IL-6 puede ser sintetizadapor una gran variedad de tipos celulares, como

monocitos/macrófagos,linfocitos T y 8, fibroblastos, células mesangiales,astrocitosy

células de origen epitelial y endotelial [144!. La síntesisde IL-6 está reguladapor IL-l,

TNFcx, (JM-CSF, PDOF, LPS y algunosvirus [145, 146]. La producciónanormal de esta

citocinaestá muy implicadaen la patogeniade las enfermedadesautoinmunesy en algunas

glomerulonefr¡tis[140. 141].

Aunque la mayoríade los estudiossugierenque la IL-6 actúacomo una molécula

proinflamatoria. al igual que IL-l y TNFa, algunasde sus funciones son contrarias.

Algunos investigadoreshan demostradoque la E L-6 no activa las células endotelialese
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inhibe la proliferación de los macrófagosperitonealesin vitro ¡1471. En ensayosin vivo

puedesuprimir los efectoslocalesy sistémicosdel LPS, ademásde disminuir la producción

de IL- 1 y TNFa inducidapor LPS ¡148].

3.2.2.- IL-6 en el mesangio:

Varios estudioshan demostradoque la IL-6 es un factor autocrinopara las células

mesangiales.Estas células en cultivo son capacesdc producir IL-6 como respuestaa la

estimulación con diversos factores, como citocinas, suerode ternera fetal (STF). LPS,

inmunocomplejosde lgO y algunaslectinas[94, 128, 132, 133, 149, 150]. Algunasde estas

sustanciaspuedenregular la producciónglomerularde la IL-6 de forma autocrina(IL-l y

PDOF) o paracrina(LPS, i’NFa). La inhibición de la síntesisde IL-6 en las células

mesangialesno seha estudiadocon detalle,aunquesesabeque algunoscomponentesde la

matriz, como cl colágenode tipo 1 puedeninhibir la producciónbasalo la inducidapor LPS

¡144. l5l¡.

La 11-6 producidapor las células mesangialesde rata presentaun pesomolecular

variableentre 17 y 42 kDa lo que indica que algunasformas molecularesde esta cilocina

estanconstituidaspor dimeros[94, 150j. El mensajeropara la IL-6 estáconstituidopordos

niRNA, de tamaños1.2 y 2.4 kb ¡94, 150, 152j.

El efecto más importantede la IL-6 sobrelas células mesangialeses la regulación

de suproliferación.A pesardequevarios investigadoreshanabordadoestacuestión,existen

discrepanciasen cuanto al papel estimuladoro inhibidor de la IL-6 de la mitogénesis

mesangial¡ti vitro, quizásdebidoa las diferentescondicionesde cultivo empleadasen los

estudios¡150, 153j.

Las primerasevidenciasacercadel efecto proliferativode la IL-6 sobrelas células

glomerularesHz vivo se obtuvieronde un ratón transgén¡coque llevabael gen de la IL-6

fusionado con un promotor de la cadenapesadade la IgO humana, que desarrolló

plasmacitosisy glomerulonefritismesangioproliferativa,detectándoseen el sueroelevadas

concentracionesde 11<6 e IgOl policlonal ¡ 154j.
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En los glomérulosde algunospacientescon glomerulonefritisproliferativa (como la

nefropatía IgA) sc ha demostrado,por tinción inmunohistoquimicacon un anticuerpo

monoclonal anti-IL-6. que sus células mesangialesson capacesde sintetizar IL-6 ¡1521.

Estos valores se correlacionancon un incrementoen el número de células glomerulares

¡1551, mientras que los niveles dc IL-6 urinarios de los pacientescon glomerulonefritis

mesangioproliferativapuedenserun indicativo de la severidadde la enfermedad[152¡.

Esteefecto proinflamatoriode la IL-6 no seobservaen otros tipos de enfermedades

renales. Los estudios realizadosen un modelo pasivode nefritis nefrotóxicaen ratas han

demostradoun efecto antiinflamatorio de la IL-6 ¡155].

4.- CARACTERISTICAS GENERALES DE LA NEFROPATIA IgA

La enfermedadde Berger,glomerulonefritismesangialo, como másfrecuentemente

sele denomina,nefropatíade IgA, es unaglomerulonefritismediadapor inmunocomplejos

que representauna dc las enfermedadesglomerularesprimariasmáscomunesen el inundo

jó, 156>. La primera caracterizaciónde estaenfermedadse realizó medianteestudiosde

inmunofluorescenciadc biopsiasrenales,detectándosedepósitosmesangiales.intercapilares

y difusos de inmunoglobulinas,con predominiode IgA 11571.

4.1.- ASPECTOSCIÁNICOS:

La manifestaciónclínicapredominantees la hematuriamacroscópicarecidivante,de

tres a cinco días de duración, que puedevenir acompañadade malestargeneral y dolor

lumbar. En la mayoríade los casoslos episodiosde macrohematuriasuelenestarasociados

con infecciones inespecificas del tracto respiratorio superior (generalmemte

faringoamigdalar)y en menorporcentajecon infeccionesgastrointestinales,extirpacióndc

amigdalas y vacunaciones,entre otras ¡ 158j. Otras anomalíasmenos frecuentesen los

pacientescon nefropatíaIgA son la proteinuriamoderaday/o la hematuriamicroscópica.
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Datosobtenidosen nuestrolaboratoriohan demostradoque existe una correlaciónentrela

hematuriay la presenciade inmunocomplejoscirculantesde IgA ¡ 159j.

El pronósticode la nefropatíaIgA es en realidadmássombríode lo que se pensaba

inícialmente. El 50% de los pacientesa los 20 añosde evolución muereno requieren

hemodiálisis. Esta nefropatíaes responsablede alrededordel 10% de los pacientesque

requ¡erentransplante.La incidenciade hipertensiónarterialen los pacientescon nefropatía

IgA es relativamentealta (30-40% de los casos)y estáconsideradacomo un signo precoz

de mala evolución de la enfermedad11561.

En las biopsias renales de estos pacientes sc han detectado las siguientes

característicasinmunohistoquimicas:

- Patrón histológico caracterizadopor proliferación mesangialanormal (local o

difusa) y aumentodc la matriz mesangial1160].

- l)epósitosglomerulares:PrincipalmenteIgA ¡157], subclase1 ¡161], de naturaleza

policlonal 11621, cadenaligera de tipo X [163j y forma molecularpolimérica [164j. En un

porcentajemenor se ha detectadoIgO, IgM, C3 y otros factoresde la vía alternativadel

complemento.En los casosde largaduraciónexisteacúmuloprogresivode fibronectina,

laminina y colágenode tipo IV ¡6, 165].

- Microscopia electrónica: depósitos electrondensosen areas mesangialesy

paramesangiales,entre las células y la membranabasal,y dentrode la matriz mesangial.

En algunasocasionesse puedenobservardepósitosa lo largo de las paredescapilares

periféricas, principalmente de localización subendotelial y un adelgazamiento y

desdoblamientode la membranabasalglomerular1156, 165].

4.2.- ASPECTOS INMIJNOPATOLOGICOS:

4.2.1.- Anomalías en el sistema inmune

La característicaserológicamás importantede los pacientescon nefropatíaIgA es

la elevadaconcentraciónde ¡gA, mayoritariamentede la subclaseIgA 1, con un cierto

predominio de cadenasligerasde tipo X ¡161, 166j. Tambiéndestacala presenciade
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inmunocomplelosde [gA circulantes y un porcentaje elevado de moléculas de IgA

polimérica ¡ 167j que, en algunoscasos,puede presentaractividad de factor reuniatoide

¡ 163j. La IgA circulantepresentaun caracteraniónicomuy restringidoy, en ocasionesse

han detectadodefectosen la glicosilación de la molécula¡.163, 1681.

El origen de la IgA presenteen el áreamesangialen la nefropatíaIgA es un tema

de gran controversia,puesalgunosautoresindican un origen de las mucosasy otros de la

médula ósea ¡1691. Se han propuestovarios mecanismospara explicar la producción

incrementadade inmunoglobulinas,y concretamentede la IgA: un defectoen la actividad

T supresoraIgA específica,un incrementoen la actividadT cooperadoraIgA específica,

una hiperactividadde las células B IgA específicay/o una estimulaciónincrementadade la

producciónde IgA a través de la funciónde los macrófagos[6. 163j.

4.2.2.- Anomalíasen el riñón

Existenvariashipótesisparaexplicar las causasdel depósitode IgA en el mesangio.

Posiblementeun descensode la eliminación de la IgA (por deficiente degradaciónen el

sistemareticuloendotelial),juntocon un aumentoenlaproducciónde estainmunoglobulina,

son los responsables de las elevadas concentraciones de IgA circulantes, que

consiguientementesedepositanen el areamesangial¡170]. Estudiosrecientesrelacionanlas

alteracionesen la glicosilaciónde la IgA de estospacientes(principalmenteen los residuos

de (ial) con el aumentode los depósitosde IgA en el mesangio[168, 171j. Otrosautores

han sugerido que la IgA circulante podría reconocerun antígeno(residenteo externo)

presenteen la célulamesangial,con la consiguienteactivacióndel complemento,causando

dañotisular a nivel local y hematuria1170].
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Los sucesosimplicados en la patogeniade la nefropatía IgA se resumenen el

siguienteesquema:

Factores qeC4tIcoa Ar,ormaíídedes ~ EXpOS[CI¿rI a ~arI
arítigenos

__ t~7 __ +

FORMACION OE ANTICUERPOS Y/O ACTIVACION CELULAR

L»bereCi¿o de mediadores

de la ¡nflamaobv PAF Coblas sitoloxicas Activacion del compíemení Faotore~ de la Coagulacíen
1, IL-6 FOGF FNF el

La mayoría de los estudios realizadosen los años 70 y 80 demostraronque la

activacióndel complementojuegaun papel fundamentalen el desarrollodel dañorenal en

la nefropatíaIgA, tantopor si mismo comoporsurelacióncon las plaquetas,lacoagulación

y algunosproductosinflamatorios.Comoconsecuenciade estosacontecimientosse produce

la activaciónde las células glomerulares(epiteliales,endotelialesy mesangiales)y eí daño

renal finaliza en esclerosis¡156, 170, 173].

En estosúltimos años, la mayoría de las investigacionesse encaminaronal estudio

de los factoresglomerularesimplicadosen el daño renal. En estesentido,el papel activo

quejueganlas célulasmesangialesen la progresiónde laglomeruloesclerosisesindiscutible.

Las últimas investigacionesse han centradoen la interacciónentre la IgA y las células

mesangiales.En estudios in vitro, la IgA activa las células mesangiales,que sintetizany

liberan al medio exterior PAF, radicaleslibres del oxígenoy POE, ¡1721. La interacción

entrela IgA y las células mesangialespuedeproducirsetambiénde forma indirecta,estoes,

a través de otros factores, como algunas lectinas y proteínasde matriz, induciendo la

sintesisde POE2,TxB2 y TNF& ¡ 174j. La interacciónentreIgA y las proteínasde la matriz

extracelular (fibronectica, laininina y colágeno IV) es un proceso normal que está

especialmenteaumentadoen la nefropatíaIgA, y puede ser también responsablede la

activación mesangial(175, [76>.
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Sin duda, los mayores avancesen el conocimientode los aspectospatológicos

relacionadoscon Ja nefropatía IgA sc han conseguidocon el empleo de los modelos

experimentales en animales 11691. En los modelos de glomerulonefritis

mesangioproliferativasexiste relación entre los niveleselevadosde PDGF y TOF/3 y el

aumento dc la proliferacián mesangial y los depósitos de matriz extracelular,

respectivamente¡177, 178]. Otrascitocinas, como IL-6, IL-l e lEN-y, administradasde

formapasivaen un modelo de nefropatíade IgA, actúande forma sinérgicaen el desarrollo

del daño glomerular. aumentandoen los animales la hipercelularidad mesangial. la

infiltración de las célulasproinflamatoriasy la proteinuriay hematuria11791. Se requieren

más estudios que determinenotros mediadoressolubles que puedenejercer funciones

paracrinas o autocrinas en el mesangio,actuando así como moduladoresnegativos o

positivosdel crecimientocelular y de la producciónde matriz.
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En los últimos añosse ha avanzadobastanteen el conocimientode las características

bioquímicasde las diferentesformas de la IgA, de sus funcionesy de los receptoresen las

diferentescélulas.Los niveleselevadosde IgA estánmuy relacionadoscon la patogeniade

una gran variedadde enfermedades.Entreéstasdestacala nefropatíaIgA, incluida en el

grupo de glomerulonefritis mediadaspor inmunocomplejos,que se caracterizapor un

aumento en la concentraciónde IgA polimérica en el suero y por cl depósito de

inmunocomplejosde IgAl en el mesangioglomerular. Numerososestudioshan intentado

determinarla patogeniade estaenfermedady, aunquese sospechaque los inmunocomplejos

depositadosy/o formadosen el mesangioparticipanen el dañoglomerular,las evidencias

acumuladashastael momentoson escasas.Algunos investigadoreshan demostradoque las

células mesangialesse activan en presenciade inmunocomplejos,produciendodiversos

mediadoresde la inflamación. Sin embargo, la mayoríade los estudiossehan centradoen

la caracterizaciónde los receptoresmesangialesde IgO, sin conocerseprácticamentenada

respectoa los de IgA.

Los objetivos del presentetrabajovan encaminadosa determinarlas características

de la interacción entre la [gA y las células mesangiales.intentandodemostrarsi este

receptorde IgA compartealgunascaracterísticascomunescon algún tipo de los receptores

de IgA descritoshastael momento,concretamentecon el receptorpara la región constante

y el receptorde asialoglicoproteinas.

En primerlugarestudiaremoslas característicasbioquímicasde la interacciónentre

la [gA y las células mesangiales,determinando:

- Afinidad y condicionesdel equilibrio de la unión.

- Especificidadde la unión

- Regionesde la moléculade la IgA implicadasen la interacción.
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En segundo lugar abordaremosalgunosaspectosmolecularesdel receptorparaIgA

presenteen las células mesangiales:

- Pesomoleculardel receptorde la membranade las células mesangiales.

- Característicasdel mensajerodel receptor.

- Modulación de la expresióndel receptor,a nivel transcripcional(mRNA)

y traduccional(proteína).

En último lugar nos centraremosen algunosde los aspectosfuncionales de la

interacciónentrelas células mesangialesy la IgA, determinando:

- Cinéticade internalizacióny degradaciónde la proteínaunida.

- Mecanismosde transducciónde la señal:variacionesde la concentraciónde

calcio intracelular.

- Producciónde mediadoresde la inflamación, en concretode las citocinas

factor de necrosistumoral e interleucina6.

- Efectosde la IgA sobrela proliferaciónde las células mesangiales.
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1.- REACTIVOS

SIGMA CHEMICAL CORPORATION, St. Louis, USA.

Colagenasatipo la

Albúmina de suerobovino (BSA)

Acido etilenglicoi-bis-(fi-aminoetiléter)-N,N.N’,N’-tetraacético(FOTA)

Acido etilendianiinotetraacético(EDTA)

Cicloheximida. Actinonlicina D

Polimixina E, Lipopolisacáridobacteriano(LPS)

lgG humana

Marcadoresde pesomolecularde las columnasde cromatografía

8-(N , N-dietilamino)octil 3,4 ,5-trimetoxibenzoato(TMB-8)

Fura 2/AM, Toxinade pertussis,Estaurosporina

Orosomucoide

Neuraminidasade Clostridium J’erfringens unida a bolasde agarosa

Galactosa(Gal). N-Acetilgalactosamina(OalNAc), N-Acetilglucosamina(GIcNAc)

Fenilmetilsulfonil fluoruro (PMSF)

Nonidet P-4()

lodacetamida,Antipaina, Quimostatina,Leupeptina,PepstatinaA

N-laurilsarcosina

Dietil pirocarbonato

Agarosa,MOPS, Ficolí. PVP

RNasa,xilen cianol

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

GIBCO RRL, Pa¡sley, Scotland, Gran Bretaña.

Medio de cultivo Rowell Park Memorial institute (RPMI) 1640

(Jlutamina

Penicilina/estreptomicina

Tripsina-EDTA

Suerode ternerafetal
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BIORAD LABORATORIES, Richmond CA, USA.

Acrilamida, Bis-acrilamida

Dodecil sulfato sódico (SDS)

Persulfatoamónico,TEMED

Olicina

Marcadoresde electroforesisde alto y bajo pesomolecular

DIFCO LABORATORIES, Detroit MI, USA.

Bacto-Agar

Agar chocolate

Extractode levadura

Bacto-triptona

COSTAR. CambridgeVtA, USA.

Frascosy placasde plásticoparacultivos celulares

PHARMACIA LKB BIOTECHNOLOGY AB, Uppsala, Suecia.

Aminohexil-Sepharosa4B (AH-Sepharosa)

Ultrogel Aca22

Dietilaminoetil (DEAE) celulosa

SephacrylS200 MR

Sephadcx0-50

PIERCE CHEMICAL COMPANY, Rockford IL, USA.

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

DNA de espermade arenque

lnterleucina-6recombinantehumana

NEW ENGLAND RESEARCHPRODUCIS (NEN), Willmington DE, USA.

125lNa

2P-dCTP

[‘H jmet¡l-timidina

MERCK, Darmstadt, Alemania.

Azul de Coomassie,azul de bromofenol,violeta cristal

Tris-(hidroximetil)-aminoetano(Tris>

13-mercaptoetanol

Glutaraldehído,formaldehído

Acido cítrico

Etanolamina,KSCN

NaN
3

Cloramina‘1’, metabisulfitosódico, Kl

Na,l--1P04.K112P01

KCI, CaCI2

MgSO4, (NH4~SO4

Borato sódico

Triton X-l00
Acido tricloroacético(TCA)

Glicerol

ENDOGEN, Boston MA, USA.

Anticuerpospoí iclonalesanti-TNFa,anti-IL-6, anti-IL- 1
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SCHARLAU S.A., Barcelona.

D-glucosaanhidra

Metanol, etanol. isopropanol

Acido acético. NaOH

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

NaH C 03

bICI, NaCí

Cloroformo, Acido Nítrico

FLUKA

Acido siálico

Fenol

liormamida

NOVO NORDISK PRARMA S.A., Madrid.

Insulina humanarecombinante

INIMUNOGENEX, Los AngelesCA, USA.

TNEcx recombinamehumano

OPERON 5.4., Zaragoza.

Anticuerpospoliclonalesanti-inmunoglobulinas
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L- TAMPONES Y SOLUCIONES

‘I~AMPON DULBECCO ESTERIL

KC 1

NaCí

2.6 mM

137 mM

KH~PO4 1.5 mM

Na,HPO4 8.0 mM

glucosa 5.6 mM

Ajustar a pl-l 7.5-7.6con NaOH

Esterilizaren autoclave(130
0C, 1 Bar, 20 mm)

TAMPON FOSFATOS 0.5 M

Na,HPO
4 390 mM

KH2PO, 110 mM

TAMPON FOSFATO-SALINO (PBS)

NaCí 150 mM

fosfatos0.5 M 10 mM (20 ml/l)

Comprobarque el pH está7.3

TAMPON CARBONATO/BICARBONATO 0.1 M

NaH(703 100 mM

NaCí 500 mM

Ajustar a pH 8.5 con una solución:

Na,C03 100 mM

NaCí 500 mM
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TAMPON TRIS-SALINO (TBS)

Tris

NaCí

KCI

Ajustar a pH 7.4 con HCI

TAMPON ACETICO-ACETATO 0.1 M

acetatosódico 0.6 M

ácidoacético0.6 M

Comprobarque el pH estáa 5.0

TANIPON HEPES-SALINO (HEPES)

HEPES

NaCí

KCI

150 mM

150 mM

SmM

435 m1/1

130 ml/l

2mM

150 mM

5 mM

Ajustar a pH 7.4 con NaOH

‘I’AMPON KREBS-HENSELEIT-HEPES (KHH)

NaCí 130 mM

K Cl 5.3 mM

MgSO,

CaCI,

NaH,P04

glucosa

[mM

2mM

1.2 mM

5.5 mM

20 mMII EPES

BSA 0.5%

Ajustar a pH 7.3 con KOlA
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TAMPONES l)E ELECTROFORESIS DE PROTEíNAS

de muestras:

Tris 0.08 M pH 6.8

glicerol 10%

S[)S 1%

azul de bromofenol 0.005%

- de desarrollo:

Tris 0.025 M

glicina 1.92 M

SDS 1%

TAMPONES DE ELECTROFORESISDE RNA

- desnaturalizante:

formamidadesionizada 50%

formaldehído 6%

MOPS Ix

- de muestras:

glicerol 30%

azul de bromofenol 0.25%

xilen cianol 0.25%

SOLUCION DE TRITON X-100 AL 1%

Se preparainicialniente una solución de 10% de Triton X-l00 y 5% de HNO.~ en

aguadestilada,y despuéssediluye éstasoluciónhastael 1% en tampón HEPESpH 7.4.
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SOLUCION AMONIACAL DE NITRATO DE PLATA 0.05 NI

Añadir (muy lentamentey agitando) 4 mi de AgNO3 1.2 Nl a 21.3 ml de agua

bidestiladaconteniendo 1.3 ml de NH4OH y 0.2 ml de NaOH lO N. Despuésde la

disolución, completarhasta 100 ml con aguabidestilada.

MEDIO DE LURIA-BERTANI

extractode levadura

bacto-triptona

NaCí

5 mg/l

10 mg/I

10 mg/l

SOLUCIONES DE MINLPREP

solución 1:

glucosa

Tris-HCl

FDTA

- solución [1:

NaO1-1

SDS

SO mM

25 mM pH 8.0

19 mM

0.2 N

1%

SOLUCION DE LISIS PARA EXTRACCION DE RNA

isotiocianatode guanidina 4 M

citrato sódico pH 7.0 25 mM

N-laurilsarcosina 0.5%

2-rnercaptocianol 0. 1 M
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SOLUCION DF DENHART

licolí

RSA

PvP

SOLUCIÓN 20X SSC

NaCí

citrato sódico

47

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 mesangialesde rata:

Para el cultivo de células mesangialesglomnerularesse utilizaron ratas macho

Sprague-Dawleyde 100-1SO gramosde peso11801. Los riñonesse extrajeronen condiciones

estériles,se decapsularony seseparóla cortezade la médula. La cortezatroceadase pasó

por un tamizde 150 Mm y el homogeneizadoresultantese lavó sobreun tamizde SO gm con

tampónl)ulbeccoestéril. Posteriormentesecentrifugóa 190gdurante1 minuto, desechando

el sobrenadante.El precipitadorico en glomérulosseresuspendióen Dulbeccoy se incubó

con 500 U/ml de colagenasa(tipo lA> a 370C durante30 minutos,agitandoperiódicamente

la suspensión.La digestión con colagenasase paró en frío y añadiendomedio de cultivo

Rowell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 tamponado con 25 mM de HEPES.

suplementadocon glutamina2mM, 100 U/ml de penicilina y 100 ~¿gInilde estreptomicina

(RPMI-HEPES>y enriquecidocon 10% de suerode ternerafetal (STF>. La suspensiónse

pasóa través dc otro tamiz de 50 ~ y se centrifugó a 600g durante 10 minutos. Los

glomérulos obtenidosse resuspendieronen medio RPMI-HEPES con 20% de 51V, se

sembraronsobre frascos de cultivo de plástico y se incubarona 370C en una estufa

humidificaday con un 5% de CO,. A los cuatrodíasde la siembrase reemplazóel medio

de cultivo de las placaspor medionuevo, conteniendo10% STF y a partir de estemomento

se realizaroncambiosperiódicosde tres vecespor semana.

Las célulasmesangialesaparecenentreel díasietey el catorcedespuésde la siembra

y. por las condiciones del cultivo, Los demástipos celularesglomerulares(sobre todo

epiteliales) van muriendo,de forma que aproximadamentea los 18-20 días se obtienen

monocapasconfluentesde célulasmesangiales.

Para los estudiosde unión de proteínasmarcadasseutilizaron células mesangiales

sembradassobrefrascosde cultivo de plásticode 25 cm2 de superficie.Paraaislamientode

RNA y de receptoresde membranacelular se emplearonfrascosde 75 cm2. En amboscasos

los experimentosse realizaronen los días 18-20 del cultivo inicial. En otro tipo de
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experimentos se utilizaron células mesangialessubcultivadas. es decir, tripsinizadas

(incubaciónde 2 minutos a 370C con una solución de tripsina al 0.05% y de EDTA al

0.02%) y sembradassobreplacasde cultivo.

3.1.2.-Cultivo de células mesangialeshumanas:

Parael cultivo de célulashumanasseemplearonriñonesperfundidosque habíansido

desechadosparatransplante.Los glomérulosse extrajeronsegúnla técnicaanteriormente

descritay se sembraronsobrefrascosde 75 cm2 en medio RPM1-1-tEPEScon 20% de Si’F

y un suplementoadicionalde 0.06U/ml de insulina. A los sietedíasde cultivo sereemplazó

cl medio de los glomérulos adheridosal plástico y, aproximadamentea los veinte días,

cuandolas células mesangialesalcanzaronconfluencia,se despegaronpor tratamientocon

tripsina-EDTA. Los pasessucesivosse sembraroncon una relación 1:3 o 1:4 y se hicieron

subonítivoscada8-10 días, renovandoel medio, en cualquiercaso,cada2-3 días.

Todos los experimentoscon célulasmesangialeshumanasse realizaronentre los

pasestercero y séptimo, tanto en células confluentescomosubeonfluentes.

3.1.3.-Caracterizaciónde las células mesangiales:

Por microscopiade contrastede fasese observó,comocaracterísticaanatómicade

estascélulas, la presenciade prolongacionescitoplasmáticasirregulares; a veces estas

proyeccionessalían solo de un extremo de la célula, quedandoel otro redondeado,sin

prolongarse.El núcleo, máso menosirregular, seaprecióde formapatenteen estascélulas.

No se observaronformas característicasde células endotelialeso epitelialesglomerulares

en el momenode realizar los experimentos.

Medianteestudiosde inmunohistoquimica,las células presentarontinción positiva

con anticuerposespecíficosparadesminay vimentina (marcadorescaracterísticosde células

miogénicas)y al antígenoThy 1. La tinción parael factor VIII y para citoqueratinasfue

negativa, excluyendode esta forma la presenciade células endoteliales y epiteliales,
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3.1.4,- Aislamiento de macrófagosperitonealesdc rata:

Los macrófagosperitonealesseobtuvieronde ratasSprague-Dawleyanestesiadascon

éter. Se realizaron3 lavadosconsecutivosde la cavidad peritonealcon 10 ml de tampón

PBS y las células recogidasse lavaron dos vecesen el mismo tampón, se resuspendieron

a una concentraciónde lO~ células/mlen RPMI-HEPESconteniendo0.5% de albúminade

suerobovino (135A, fracción V) y sesembraronsobreplacasde 6 pocillos. Al cabo de 2

horasde incubacióna 370C se retiraron las células no adheridasal plástico y secontaron.

parallevar un control del númerode células en cadapocillo.

3.2.- AISLAMIENTO DE PROTEJTNAS

3.2.1.-Técnicasgenerales:

3.2.1 a.- Inmunodifusión doble dimensional

:

Se utilizaron placasPetri con agaral 1 % en PBS. En cadaplacase realizaronunos

pocillos enfrentadosde 0.5 cm de diámetroen los que despuésse depositaronel antígeno

y el anticuerpo. Ambas proteínas migran por simple difusión la una hacia la otra,

observándoselíneaso bandasde precipitacióncuandoalcanzanel punto de equivalencia,

aproximadamentedespuésde 24-48horasde incubacióna temperaturaambientey en cámara

húmeda¡1811.

3.2.1.b.- Inmunoelectroforesis

:

La inmunoelectroforesisse realizó en placasde 1 IxíS cm de agarosaal 1.5% en

tampón veronal0.035 M a pH 8.6 [182]. En cadapocillo se cargaronde forma alternada

3 ¡tI de muestrao de suerocontrol (con una gota de azul de Coomassiepara poder seguir
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la migración de la albúmina). La electroforesisse realizó en una cubeta horizontal con

tampónveronal 0.05 M a plí 8.6, durante1 hora a 100 voltios. l)espuésde la separación

de las proteínasseprocedióa su inmunoprecipitación.Secargaronen las trincheras lOO ¡t1

de los diferentesanticuerposy se incubarondurante24 horasen una superficie plana, a

temperaturaambientey en atmósferasaturadade humedad.Al cabo de este tiempo se

observaronlos arcosde precipitación.Las placasse lavaronvariasvecescon soluciónsalina

0.15 M a pH 7.3 paraeliminar las proteínasno precipitadasy luego con H20 paraeliminar

las sales; se dejaron secara temperaturaambientehastaobtener una fina película de

agarosa.Se realizóentoncesla tinción de las placascon azul de Coomassieal 0.5%y luego

sedecoloraroncon una solución de etanol al 95% y ácido acéticoal 5% hastaque sólo

quedaranteñidaslas bandasde precipitación.

3.2. l.c.- Electroforesisen gelesde poliacrilamida

:

La electroforesisen geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) es una técnicade gran

resolución y sensibilidad para comprobar la purezade las proteínasaisladas. Para la

preparaciónde los gelessesiguió la metodologíadescritapor Laemmli [1831,a partir de

una solución de acrilamida al 30% y bisacrilamidaal 0.8%. Los gelesde desarrollose

prepararona una concentraciónfinal de acrilamidadel 10% en tampónTris-bICI 0.037 M

a pH 8.8 y SDS al 1%. y los gelesde concentraciónal 5% en tampónTris-bICI 0.125 M

a pH 6.8 y SDS al 1%. Como iniciador de la polimerizaciónse utilizó 0.1 ing/ml de

persulfatoamónico(116 g1 parael gel de desarrolloy 25 gl parael concentrante>y como

catalizadorTEMED (23 y 5jíl paracadagel, respectivamente).

Las muestrasseaplicaronen los pocillos del gel (30-40¡tg en un volumen máximo

de 100 ~I) con tampónde muestrasde electroforesis(ver secciónde Tamponesy Soluciones)

en presenciao ausenciade B-mercaptoetanolcomo agentereductor. La electroforesisse

llevó a cabo en tampón de desarrollo, utilizando cubetasrefrigeradas(BioRad, modelo

ProteanII>, a una intensidadconstantede 20 mA parael gel de concentracióny de 30 mA

parael de desarrollo,durante4-6 horas.

En algunoscasoslos gelesse tiñeron con una solución de 0.15 mg/ml dc azul de
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Coomassieen metanol/acético/agua(7:10:1.2) durante 1 hora y se decoloraron con

metanol/acético/agua(4:1:10). En los casosen que fue necesariauna mayor sensibilidad,

los gelesse tiñeron coii plata medianteel métodode las diaminas1184]. Las proteínassc

fijaron con una soluciónde etanol al 5% y ácidoacéticoal 5% en aguadurante16 horas.

Los gelesse incubaroncon glutaraldehidoal 10% durante30 minutos,se lavaroncon ¡1,0

para eliminar el excesode glutaraldehídoy se sumergierondurante ¡0 minutos en una

solución amoniacalde nitrato de plata 0.05 M, lavandoel excesode plata con agua. La

imagense desarrollócon una soluciónde 0. 1 g/l de ácidocítrico y 1 ml/l de formaldehído

al 37%. Como paradorde la reacciónse utilizó ácidoacéticoal 5%.

3.2.1.d.- Unión de proteínasa Seoharosa

:

Se utilizó comosoporteun gel de AI-1-Sepharosa4B, al que sele unierondiferentes

proteínas(BSA, lgG, IgA, sueroanti-lgG). segúnla cromatografíade afinidad requerida

¡1851. Para prepararel inmunoadsorbentese procedióen primer lugar a lavar la Sepharosa

con NaCí 0.5M, llevándoladespuésa un tampón carbonato-bicarbonato0.IM a pH 8.5.

Paraactivar los gruposaminohexildel gel se incubóéstecon glutaraldehidoal 2.5% durante

30 minutos a temperaturaambiente.Despuésde eliminar el glutaraldehídono unido se

incubó la AI-1-Sepharosacon la proteína(a una concentraciónde 10 mg de poteina/míde

gel hidratado)durante18 horasa 40C. Los posiblesgruposactivoslibres fueron inactivados

incubandocon etanolaminalM a pH 8.0, durante2-3 horasa temperaturaambiente.La

proteína no unida covalentementeal gel se eliminó mediantevarios lavados,alternando

tampóncarbonato-bicarbonatoy KSCN 2M a pl] 7.0. Finalmente,la AH-Sepharosa-proteína

se resuspendióen tampón PBS con NaN
3 al 0.05%,a pH 7.3 y sealmacenóa 4

0C hasta

su uso. En todos los casosla eficiencia de la unión de la proteínaa la Sepharosafue de

aproximadamenteun 90%.
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3.2. le.- Marca¡ede proteínasporel métodode la cloraminaT

:

En el marcajede proteínascon 1251 seusócomo oxidante la cloraminaT, segúnel

métodode Greenwood¡ 186j paraconseguiractividadesespecíficasaltas,pero modificado

paraevitardesnaturalizaciónde proteínas[187]. Paraello, se incubaron10 mg de proteína

(en 500 ¡.¿l de PBS) con lmCi de Na’251 (en 20 ¡tI de tampón fosfatos0.05 M a pH 7.3) y

con 100 ¡tI de cloraminaT (1 mg/ml en fosfatos0.05 M). La reaccióntranscurriódurante

40 segundosa temperaturaambientey 1 minuto a 40C, parándosecon la misma cantidad

de metabisulfito sódicoy un excesode Kl (200 ¡tI de una solución 1 M) con 1 % de 135A.

Si la proteínaiba a seragregadaposteriormente,seomitió la adición de BSA en el tampón.

pues ésta impide la agregación.La eliminación del ¡25J no incorporadoa la proteína se

realizó mediantediálisis frente a PBS.

3.2.2.- Aislamiento de inmunoglobulinas:

3.2.2.a.-Aislamientode lgM

:

Estainmunoglobulinaseobtuvo del suerode un pacientecon mielomade IgM. Se

separó del resto de las proteínasséricas mediantediálisis frente a H,O destilada. El

precipitadocuglobulínico se diluyó en tampón PBS y se analizó por cromatografíade

penetrabilidaden una columnade Ultrogel AcA 22, equilibradacon PES. La purezade la

lgM se determinó por inmunodifusión doble frente a antisuero anti-cadenaspi e

inmunoelectroforesis¡188].

3.2.2.b.- Aislamientode kA

:

La IgA humanase obtuvo del suero de un pacientecon mieloma de IgA, que

presentabaelevadasconcentracionesde IgA monoméricadel tipo IgA 1, con cadenasligeras

de tipo kappa. De una de las plasmaféresisrealizadasal pacientese obtuvoplasma,que se
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trató con trombina (lOO unidades/mí)y CaCE, 1 M, eliminando de esta forma el coágulo

blanco.

El sueroasí obtenidose diluyó 1/2 con tampón PBS y se precipitó con (NHJ,SO,

al 50% (peso/volumen).Las proteínasprecipitadas(fracción y-globulinica) se centrifugaron

a 3000g durante 30 minutos, se redisolvieronen PBS y se dializaron frente a tampón

fosfatos0.015 M, pH 7.5.

La lgG, IgA monoméricae IgA poliméricaseaislaronde la soluciónproteicapor

cromatografía de intercambio iónico en una columna KSO/30 cargada con

dietilaminoetilcelulosa(DEAE) equilibradainicialmentecon tampónfosfatos0.OISM a pl-i

7.5. La mayor partede la proteínaque no seunió a la matriz cargadapertenecíaa la clase

lgG. La IgA monornéricase eluyó con tampón fosfatos0.05 M a pH 7.0. Para eluir la

pequeñacantidad de IgA polimérica que conteníael suero del mieloma, se utilizó un

gradientede molaridad. desde fosfatos 0.05 M a pH 7.0, hasta NaCí 0.2 M en tampon

fosfatos0.05 M a pH 7.5. La soluciónde proteínasasí obtenidasse dializó frentea PES.

Paraeliminar posiblestrazasde [gG que podíanhabereluido junto con la IgA, se

realizó unacromatografíade afinidad pasandola fracciónde la IgA a travésde unacolumna

de Sepharosaunida a un anticuerpopoliclonal anti-IgC. La proteínano retenida(IgA) se

concentróa 10 mg/ml en un concentradorAmicon (Amicon Co., Lexington, MA, USA) con

una membranaPM lO (que retienemoléculascon un pesomolecularsuperiora lOkDa).

Mediantetécnicasde inmunoelectroforesise inmunodifusióndobledimensionalse comprobó

que la fración de IgA se encontrabalibre de otrasproteínasséricas1651.

El pesomolecularde la IgA se estimó medianteSDS-PAGEy por cromatografíade

penetrabilidad,utilizando una columnaK26/70 cargadacon Ultrogel AcA 22 previamente

calibradacon los marcadoresazul dextrano(y0), lgM (900 kDa), ferritina (440 kDa), lgG

(150 kfla), BSA (64 kDa) y citocromoc (12 kDa). La secuenciadel aislamientode IgA se

indica en la figura 2.
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Fif ura 2 (página anterior» Aislamientode IgA humana: (A) Perfil de elucióxí de las inmnunoglobulinas

de unacolumnade celulosaDEAE. La fracción 1 (lgG) eluyecon tampón fosfatosO.015M, pH 7.5, la tracción

II (mayoritariamenteIgA monoménca)cori fosfatosO.05M , pH 7.0 y la fracción III (IgA polimerica)con un

gradiente de nwlaridaddesdefosfatos0.05M, pH 7.0, hasta NaCí 0.2M en fosfatos0.05M, pH 7.5. Las

flechasindican e’ cambio del tampón de elución y la línea discontínuael cambiode niolaridad,

(1» Cromatografíade afinidad de la fracción II. en ulla columnadc Sepharosa—anui—lgG.La fracción A no

quedaretenidaen la columna (IgA) y la fracciónE (lgG) eluyecon KSCN 2M tamponadoconfosfatos0.OIM
a pH 7.0. (C) (‘roníatografíade penetrabilidadde la IgA (fracción A) en una columnacon tiltrogcl AcA22.

La posiciónde lt>s marcadoresse indica en la partesuperior:aznídextrano(Ve, 3000 kDa>, lgM (900 kDa),

Íemtina (440 kfla), lgG (150 k.Da), ESA (64 kDa) y citocromo c (12 kDa). (D> Electroforesisen 12% de

acrilaníida de la IgA nionomérica y polimérica aisladas. En la parte inferior aparece un gel de

inniunoelectrotoresis:en los pocillos imparesse cargóigA y en los paresun suerohumanodecontrol: en las

trincherasA y 1) se cargósueroanti-lgA, en la E se cargósueroaun-suerohumanototal, en las C y E sepuse’

antí-loC y en la trincheraE. sueroanti—JgM

Los fragmentosFc y F(ab)de la IgA seobtuvieronpor digestióncon la proteasade

IgA 1 de Haenzophiluslnfluenzae(HK 50: 35891),bacteriasuministradapor la American

Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, USA TCC 35891),capazde romperlas

uniones prolil-seril de los residuos 231 y 232 situados en la región bisagra dc la

inmunoglobulina.Las bacteriassecrecierondurante24 horasa 370(7 sobreplacasde agar

chocolateen cuya superficiese habíacolocadouna membranade diálisis esterilizada.Luego

se extrajeronlas membranasde diálisis, se lavaroncon PBS y las bacteriasse eliminaron

porcentrifugación.El extractocon la proteasade IgAl seconcentróy sealmacenóa -200C.

La IgA (10 mg/mí> se incubó durante24 horas a 370C con la proteasade [gAl

(relación 10:1). Los fragmentosde IgA sesepararonutilizandounacolumnaKl 6/90cargada

con Sephacryl 5200 HR y se analizaron por SDS-PAGE e immunoelectroforesis,

obteniéndosedos proteínas,el fragmentoFe, de 62 kDa y el fragmentoE(ab), de 48 kDa

¡21, comose ¡nuestraen la figura 3.
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Firura 3: Fragmentos de IgA: Perfil de elucióíí de la IgA digerida con la proteasade IgAl (de

flaemophilas Influcnzae) en una colurníia cargada con Sephacryl S200 HR equilibrada con PBS. 1.os

fragmentosFe y F(ab) presentanun peso molecular aproximado dc 62 kDay 48 kDa, respectivaníetíte.Las

flechasindican la posiciónde los marcadores:BSA (64 kDa) y (iVA (45 kDa).

3.2.2.c.-Preparaciónde a~re2adosde un tamañodefinido

:

Para la obtenciónde agregadosutilizamos una lgG humanade origencomercial y

la IgA monoméricahumanapurificada, a una concentraciónde 10 mg/ml en tampónPBS.

La agregaciónse realizó por calentamientoa 630C durante30 minutos (para lgG) y 150

minutos(para IgA). Posteriormentese centrifugaronlas preparacionesa 1500g durante15

minutoscon el fin de eliminar los agregadosinsolubles.Parasepararlos agregadossolubles

de la proteínano agregada,sepasarona travésde unacolumnacargadacon Ultrogel AcA

22 y equilibradaen tampón TBS a pH 7.4, conteniendo0.5% de BSA para prevenir la

autoagregación1651. De estaforma seobtuvieronagregadossolublesde aproximadamente

l-2x 1O~ kDa (determinadopor gradientede sacarosa)que se almacenaronen alicuotasuna

temperaturade -20’3C (figura 4).
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Fi?ura 4: Aislamiento de los agregadosde IgA: Perfil de elució¡’ de los agregadosdc frA monomérica

de una columna cargadacon Ultrogel AcA22, equilibradaen tampón TBS con ESA al 0.5%. pH 7.4. El

voluníen de elucián de la fracción de los agregadoses cercano al volumen de exclusión dc la coluíiiiia (y>.

La IgA tnonoxiierica su1 agregar eluye a un volumen correspoíidiente a un peso niolecular aproximado de 160

kl)a. La posiciónde los marcadoresse indicaen la partesuperiorde la figura: azul dextraito<Va. 3000 kDa),

lgM (900 kDa). ferritina ~440kDa). lgG (15t) kDa). BSA (64 kDa) y citocrorno e (12 kDa).

3.2.2.d.-Desializaciónde proteínas

:

La desializaciónconsisteen la eliminaciónde los residuosterminalesde ácidosiálico

(o neuramínico)contenidosen las cadenasde oligosacáridosde una glicoproteina. La IgA

monoméricay el orosomucoide,tambiéndenominadacx-glicoproteína,se incubaroncon

neuraminidasaprocedentede Clostridium pe,fringensunida a bolas de agarosa,con una

relacionde 0.06 U de enzima/ 2 tng de proteína¡30J. La incubaciónse realizó en tampon

acetatosódico0.1 M a pH 5.0, durante6 horas a 37
0C. El enzimainsoluble se eliminó

mediantecentrifugacióny las proteínasdel sobrenadantese dializaron frentea PBS.

Para determinarel grado de desializaciónsc empleó el métodocolorométricodel

ácidotiobarbitúrico 11891, utilizando una curva de refcreíicia construidacon ácidosiálico.

La eficiencia de la elimiíiación del ácido siálico contenidoen la moléculadc IgA fue de

aproximadamenteun 70%. mientrasque el orosomucoideperdió un 90% de su contenido
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en ácido siálico. La desialización no afectó de ninguna forma a las propiedades

inmunoquimicasde la moléculade IgA, comosedemostrómedianteinmunodifusióndoble

y SDS-PAGE.

3.3.- ENSAYOS DE UNION Y CATABOLISMO DE PROTEINAS MARCADAS

3.3.1.- Unión de proteínas marcadas a célulasmesangiales:

Enestetipo de experimentosseutilizaroncélulasmesangialesde ratacultivadashasta

confluencia(18-21 días) en frascosde 25 cm2. Las células se lavaron con medio RPMI-

¡-JEPESsin STF y luegose incubarondurante2 horasa 370C con medio conteniendo1 %

de STE. Transcurridoestetiempo, se lavaron con PBS frío conteniendo0.5% de BSA y

0.05% dc NaN~ (PBS-BSA) y seequilibraronen el mismotampóndurante 1 hora a 4K?.

Los estudios de unión de proteínasmarcadasse llevaron a cabo por duplicado,

incubandolas célulascon una concentraciónfija de proteínamarcadaa diferentestiempos

(entre 5 minutos y 4 horas), o a 60 minutos en presenciade cantidadescrecientesde

proteína,en 2 ml de PBS-BSAy a 40C. Transcurridoel tiempode incubaciónel medio fue

aspirado,las célulasse lavarontres vecescon PBS-BSAfrío y se despegaronde los frascos

de cultivo por tratamientocon NaOH IN durante 15 minutos a 600C. La radiactividad

contenidaen la fracción celularsedeterminócon un contadorgamma(LKB) y nos permitió

calcular la concentraciónde proteínamarcadaunida.

La unióíi inespecíficase determinóen presenciade lOO vecesen excesode proteína

no marcada.En cadaexperimentose tuvo tambiénen cuentael fondo, determinadocomo

la radiactividadretenidaen un pocillo que no conteníacélulas. Ambos datos serestaronal

total unido paracalcular la unión específicade las proteínasa las células.

Para cada experimentose reservó un frasco de cultivo con células~, que fueron

despegadaspor tratamientocon tripsina-EDTA, para determ¡nardespuéspor contaje al

microscopioel númerode células aproximadopor cadapunto.
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En algunoscasoslos experimentosde unión serealizaronen un sistemahomólogo,

es decir, IgA humanamarcaday células mesangialeshumanas.La metodologíaseguidafue

análogaa la descritapara las células mesangialesde rata.

Como control positivo de los ensayosde unión se utilizaron los macrófagos

peritonealesde rata, célulasen las que ya se ha demostradola existenciade receptorespara

IgA ¡32, 56j. Como control negativo utilizamos un tipo de célula de origen no

hematopoyéticoen la que no sehan detectadoreceptoresparainmunoglobulinas,la líneade

fibroblastos renalesde rata NRK49E (ATCC CRLlS7O). En ambos tipos celulares se

determinóel gradode unión de la 251-IgA, tantoen ausenciacomoen presenciade proteína

sin marcar.

3.3.2.- Cálculo de la constante de equilibrio:

Con los datos obtenidosen el ensayode unión se construyeronlos gráficos de

Scatchard¡901, basándoseen la ecuación

B
= Ka (n - 13)

F

donde:

8 = número de moles unidos en el equilibrio

E = númerode moles libres

n = númerode sitios de unión

K,= constantedel equilibrio o de afinidad.

En nuestrocaso, la representacióngráfica de B/F frente a 8 (expresadoen pig/ml)

nos permitió calcular La constanteaparentede asociación(la pendientede la línea de

regresión)expresadaen M-’, considerandoel pesomolecularde la IgA como 170 kDa. El

númerode sitios de unión porcélula se determinóa partir del punto de cortede la rectadc

regresióncon el eje de las abscisas,teniendoen cuentael pesomolecular dc la IgA, el

número de Avogradro (6.023 x 1023 moléculas/mol) y el númerode células por punto

(aproximadamente2.5 x l0~).
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3.3.3.- Ensayos de inhibición:

Para determinar la especificidad de la unión de las proteínas a las células

mesangiales,se realizarondiversaspruebasde inhibición con diferentesdosisde proteínas

no marcadas(IgA, [gES,lgM, IgA desializada,orosomucoidedesializadoy fragmentosFc

y F}ab) de la IgA) o de carbohidratos(Gal, GaINAc y GlcNAc). Se realizó una incubación

a 40C durante45 minutosen presenciade los inhibidorespreviaa la adición de la proteína

marcada. Los datos se expresancomo porcentajecon respectoal control de células en

ausenciade inhibidor.

3.3.4.- Catabolismo de las proteínas marcadas:

Los estudiosde internalizacióny degradaciónde las proteínasunidas serealizaron

con célulasmesangialesde rataconfluentescultivadasen placasde 6 pocillos. En el díadel

experimentose lavaroncon PBS frío y se mantuvierondurante 1 hora a 40(7 en tampón

¡-IEPES conteniendoCaCI, lm M, MgCI
2 lmM, 0.5% de BSA y 0.1% de glucosa,pH 7.4

(HEPES-BSA). Despuésse añadió l ml de HEPES-BSA conteniendo2 pg/ml de las

proteínasmarcadas(IgA e lgG, tanto monoméricascomo agregadaspor calor). La unión

se realizóa 4
0C durante4 horas. Transcurridoestetiemposeeliminaronlasproteínasno

unidasa las célulasmediantedos lavadoscon PBS frío y se añadió1 ml de tampónHEPES-

BSA, incubando las células a 37<3(7 para permitir la endocitosis de las proteínas. A

dii drentesintervalosde tiempo (desdeO hasta120 minutos)se extrajoel medioy las células

sc enfriaronsobrehielo, se lavaroncon PBS frío y se solubilizaroncon 1 ml de Triton X-

100 (30 minutos a temperaturaambiente).Las proteínaspresentesen el sobrenadanteinicial

y en el primer lavadoseprecipitaroncon TCA (10% de concentraciónfinal), separando

precipitadoy sobrenadantemediantecentrifugacióna 1200g durante30 minutos.

Se cuantificó entoncespara cada tiempo (ti) la radiactividadprecipitada(Pi), la

soluble (5) y la asociadaa células(CJ, variablesque permitieroncalcular tres parámetros:
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Pi
% disociacióna t. = x lOO

P + Si + C,

5
% degradacióna t- =

% unido a célulasa t =

P + S~ + C~
x 100

x 100
P + S~ + (7

El % unido a célulascuandot~ O fue consideradocomo indicadorde la unión total

a 4~C de cadaproteínaa las células mesangiales,corrigiendosobreestedato los factores

de unión inespecíficay de fondo del experimento,de forma análogaa la indicadaen el

apartadoanterior.

Enalgunosexperimentosse

a células en presenciade EDTA

calculandodespuéslos porcentajes

determinaronlos % de disociación,degradacióny unión

5 mM o de los fragmentosFc y Hab) de la IgA,

de inhibición correspondientesa cadaparámetro.

3.4.- AISLAMIENTO DE LOS RECEPTORES DE igA DE CELULAS

MESANGIALES

3.4.1.- Obtención de membranas celulares marcadas:

Las células mesangialesde ratasecrecieronhastaconfluenciaen frascosde 75 cm

de superficie y se marcaroncon 25! directamenteen ellos 1921. Previamentesc lavaron 3

vecescon PBS frío y sepretrataroncon el inhibidor de proteasasfenilmetilsulfonil fluoruro



Materiales y Métodos 64

5¡tM (PMSF) duranteIt) minutosa 40(7 con el fin de impedir la degradaciónde proteínas.

El marcajede las célulasmesangialesse realizópor adición de 10 ml de ¡>135 que contenían

0.2 ¡tg de sulfosuccinimidil-3-(4-hidroxifenil)propionato(reactivocon el que semarcanla

proteínasen los gruposamino primariosde los residuosde Asn y (Un), lmCi de Na’251, 10

¡tg de cloraminaT y 24 ¡xg de metabisulfito. las célulasse incubaronsobrehielo durante

30 minutos y luego se lavaron5 vecescon 10 inI de PBS conteniendoKl SmM. Después

sc despegaronlas células por tratamientocon EDTA 2.5 mM en tampón Dulbeccoy se

centrifugarona 600g durante 10 mm.

Se preparóuna soluciónde lisis por adición a] tampónPBS de NonidetP-40 al 1

(detergenteno jónico), EDTA ImM, jodoacetamidalOmM, PMSF lmM y 1 pg/ml de los

inhibidoresdc proteasasantipaina,quimostatina,leupeptinay pepstatinaA. El precipitado

final de células marcadasse resuspendióen 0.5 ml de estasolución de lisis y se incubó

durante60 minutos a 4O(7~ El material insolublese eliminó por centrifugacióna 1 1600g

durante30 minutos y los sobrenadantesseguardarona ~200C.

En todos los experimentosse utilizó la línea mielomonocíticaU937 (ATCC: CRL

1593) comocontrol de la expresiónde los receptoresde IgA. puesen estetipo de células

ha sido muy bien caracterizadodicho receptor¡54, 55J.

3.4.2. Aislamiento de los receptores de IgA:

Los receptoresde IgA se aislaron de los extractoscelularesmarcadosmediante

cromatografíade afinidad con Sepharosa-IgA.El usadocelular (0.5 mí) se prepurificó

¡nicialmentepor incubación con 200 M1 de Sepharosa-BSAdurante 2 horasa 40(7, con

rotación constante. Despuésde centrifugar a 1 lOOOg se desechóel precipitado y el

sobrenadantese trató de forma idénticacon Sepharosa-lgG,paraeliminar los receptoresde

[gG. El sobrenadanteobtenido de estasegundaprepurificaciónse incubó con 200 ¡tI de

Sepharosa-]gA.durante18 horas a 40C. Las proteínasno unidas se eliminaron mediante

cinco lavados sucesivosde la Sepharosa-IgAcon solución de lisis recién preparada.La

fracc¡ón precipitadase resuspendióen tatnpón de muestrasde electroforesisy se somet¡ó

a análisiselectroforéticoutilizando un gel de desarrollodel 10% de acrilamida.



Materiales y Métodos 65

En algunosexperimentosla mezclade incubación(lisado celular + Sepharosa-lgA)

se transfirió a una pequeña columna y se lavó con tampón dc lisis. Las proteínascelulares

retenidasen la columnase eluyeronporadición consecutivade volúmenesde 1 ml de ácido

acético0.5 M con 1 % de NonidetP-40.Cadafraccióneluidaseneutralizócon tampónTris-

11(71 2 M conteniendo1 % de Nonidet P-40, a pH 8.7, y fue analizadapor SDS-PAGE.

Los gelessetiñeroncon platapor el métodode las díaminas.se secarona vacio en

un secageles(BioRad) y seautorradiografiaronutilizando películasde rayos X y pantallas

de intensificación del tipo X-Omat 5 (Eastman Kodak, Madrid) a -700C. El análisis

densitométricode las películasserealizóen un PersonalDensitometer<Molecular Dinamics,

CA. LISA).

3.5 AISLAMIENTO DE RNA Y TECNICAS DE HIBRIDACION

3.5.1.- Preparación de las sondasy marcaje:

Paraestudiarla expresióndel mRNA del receptorde IgA se empleó el plásmido

pHuFcixR, construidopor Maliszewski [55]. En la secuenciade basesde esteplásmidoestá

contenida la región que codifica el receptorparaIgA descritoen células U937. Los demás

plásmidosutilizados fueron suministradospor la ATCC: receptorEc’yR[Ia (63088).TNF~

(53165), IL-6 (68636).

FI DNA plasmídicose preparósiguiendoel protocolode “niiniprep” j191l. Las

bacteriascorrespondientesa cada tipo de plásmidose crecierondurante16 horasen 5 ml

de medio de crecimiento de bacteriasde Luria-Bertani, en presenciade lOO ¡tI/ml de

ampicilina. Esta solución se transfirió luego en alícuotasde 1.5 ml a tubos eppendorf,

microfugandoparaeliminar el sobrenadante.El precipitadocelular se incubó a tetuperatura

ambientedurante5 minutosen lOO ¡tI de solución 1 de miniprep. Las bacteriasse lisaron

con 200 pI de solución II durante5 minutosen hielo. La adición posteriorde unasolución

de acetato5 M permitió la renaturalizacióndel DNA plasmídico,permaneciendoprecipitado
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cl [)NA cromosómico,de mayor tamaño, que se eliminó por centrifugación. [Li DNA dcl

sobrenadantese trató con 5 unidadesde RNasalibre de DNasasdurante30 minutosa 37<1?

y luego se purificó medianteextraccionessucesivascon volúmenesiguales de las mezclas

fenol/cloroformo/isoamílico(25:24:1)y cloroformo/isoamílico(24:1) y seprecipitó en 2.5

volúmenesde etanolabsolutoen presenciade 0.1 volumende acetatosódico3 M a pH 5.2.

La medidade la absorbanciaa260 nmpermitió la cuantificacióndel 1)NA, teniendo

en cuentaque 1 unidadde absorbanciaequivaleaSOpg/ml de DNA bicatenario.La relación

entrelas absorbanciasa 260 y 280 nin da una idea aproximadade la purezade la muestra

(debeser cercanaa 2).

Para realizarel marcajede las sondasse utilizó un método comercial de nick

transíation”. Aproximadamente1 pig de DNA se marcócon 5 pi
1 de >2P-dCTP (actividad

específica:3000 Ci/mmol). La sondamarcadase separóde la radiactividad libre pasando

la muestraa través de una columna preempaquetadade Sephadex(7-50. La actividad

específicade las sondasfue de aproximadamente108 cpm/pig.

3.5.2.-Extracciónde RNA y cuantificación:

El RNA total celular seobtuvo utilizando la técnicadel isotiocianatode guanidina-

fenol-cloroformoen medio ácido ¡1921. Las célulasse lisaron por tratamientocon 0.8 ml

de soluciónde lisis de RNA (ver secciónde Tamponesy Soluciones).Despuésse añadieron,

secuencialmente.0.8 ml de fenol (equilibradoen tampónTris lOmM/EDTA 1 mM ph 7.6),

80 pi1 de acetatosódico 2 M a pH 4.0 y 160 pi1 de una mezclacloroformo/isoamílico

(relación 49:1). Con estaextracciónse consiguióeliminar el DNA y las proteínasde la

fracción celular inicial, quedándonoscon el RNA contenidoen la fasesuperioracuosa.El

RNA se precipitó a ~20OCcon isopropanolduranteun mínimo de una hora. El precipitado

resultantese resuspendióen 0.3 ml de soluciónde lisis de RNA. se volvió a precipitara

~20OC con un volumenequivalentede isopropanol,se lavó con etanolal 70% y, una vez

seco, se resuspendióen H
20 tratadacon dietil pirocarbonato.

La cuantificación del RNA se realizó por medida de su absorbanciaa 260 nm,

teniendoen cuentacomo factor de conversiónque 1 unidadde absorbanciacorrespondea
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40 pig/ml de RNA. Si la relación entrelas absorbanciasa 260 y 280 nm era cercanaa 2

indicabaausenciade contaminaciónproteicaen las muestras.

3.5.3.-Northern blot:

El RNA purificado se analizó mediante electroforesis en geles de agarosa.

Aproximadamenteunos 30 pig de RNA de cada muestrase resuspendieronen tampón

desnaturalizanteen un volumenmáximode 60 pi
1, secalentarondurante15 minutosa 550C,

enfriandorápidamenteen hielo (paraevitar su renaturalización).Se añadieronentonces3

pil de tampónde electroforesisa las muestrasy se aplicaron en los pocillos de un gel de

agarosaal 1%. conteniendoun 6% de formaldehídoy lx MOPS.

El análisis electroforéticose llevó a caboen una cubetahorizontal (BioRad), con

tampón de desarrollo(ver secciónde Tamponesy Soluciones)y empleandoun voltaje

constantede 80 voltios durante5 horasaproximadamente.Transcurridala electroforesis,

la calidad del RNA se analizó en un transiluminadorde luz ultravioleta, que permitió

observarel bromuro de etidio unido a las bandasde RNA (preferentementea los RNA

ribosómicos,que son los más abundantes).

Se procedióentoncesa la transferenciadel RNA desde el gel de agarosaa una

membranade nylon, por capilaridad,en tampónfosfatos0.025 M. El RNA transferidose

fijó a las membranasmedianteexposicióndurante3 minutosa la luz ultravioletaproducida

por una lámparade 245 nm y posteriorcalentamientoa 800C durante90 minutos.

3.5.4.- Prehibridaciéne hibridación:

Las membranasse prehibridarondurante6-8 horasa 420(7en tampón fosfatos50

mM a pH 6.5, conteniendoun 50% de formamidadesionizada,1% de SDS, Sx de SSC, lx

de solución de Denliardt y 0. 1 mg/ml de I)NA espermade arenquedesnaturalizado.La

hibridación se realizó eíi unasolución igual a la de prehibridación,a la que se añadióun

20% de sulfato de dextranoy 7x lO~ cpm de la sondadesnawraliLada.Despuésdc 24 horas
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de incubación420C, el excesode sondaradiactivase eliminé de las membranasmediante

repetidoslavadoscon unasoluciónde 0. 1 % de SDS y 2x de SSC (45 minutosa temperatura

ambientey dos vecesdurante30 minutosa 550C, con agitación).

Una vez hibridadas, las membranasse expusierona películas y pantallas de

intensificación del tipo X-Omat 5, durante 3-6 días a ~7O0C.Despuésde lavar las

tnembranaspararetirar la sondamarcadaunida (3 minutosen 1-120 a 95 0(7) se rehibridaron

con la sondadel RNA ribosomal28S, paraasegurarquesehabíacargadola mismacantidad

de RNA en cada pocillo. Las autorradiografiasse cuantificaron por densitometrado,

expresandolos resultadosen unidadesdensitométricasarbitrariasreferidasa la expresión

del RNA ribosómico 28S.

3.6.- MEDIDA DE LA CONCENTRACION DE CALCIO INTRACELULAR

Para medir los cambios en la concentraciónde calcio intracelular (¡Ca2 I~) se

utilizaron células mesangialesde ratao humanasconfluentesadheridasa cubresredondos

de cristal en placasdc 24 pocillos, cultivadasen RPMJ-HFPEScon 20% STF. FI día

anterioral experimentose disminuyó la concentraciónde STF hasta0.5%.

La medida de tCa2~1~serealizó utilizando comosondafluorescenteel fura-2/AM,

segúnel métododescritopor Mené y col. 1193>, con las modificacionesde López-Parréy

col. ¡1941. Las célulasen los cubresselavaroncon RPMI-HEPESsin STF y se incubaron

durante60 minutosa 370(7con fura-2 4 piM en el mismomedio. Despuéssedejarona 370(7

durante 30 mm en medio sin fura-2, para permitir la ruptura intracelular de la sonda

fluorescente.Cadacubrede cristal selavó dosvecescon tampónK1-IH y se introdujo en una

cubetade cuarzocon 1 ml de KHH.

Los cambiosde fluorescenciade las células mesangialesestimuladascon IgA o IgO

se midieron a 370(7 en un espectrofluorímetroL550 (Perkin Elmer), que permitía la

detecciónsimultáneaa dos longitudes de onda de excitación (340 y 380 nm), con una

emisión fija a 500 nm. La lectura de la intensidad de fluorescencia(F) se integró a

intervalos de lo ms y secalculópor la relaciónentrela fluorescenciaa 340 y 380nm.
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En cadaexperimentosedeterminarontambiénla intensidadde fluorescenciamáxima

(l”max) y la mínima~ La ~ fue la fluorescenciacorrespondienteal fluoróforo saturado

de Ca?.y se consiguiólisandolas célulaspor adiciónde Triton X-l00 al 0.1% . quedando

así expuestoel fura-2 al calcio externo.El cálculo de la fluorescenciacorrespondienteal

Iluoróforo libre, F,~, se consiguióañadiendoal mediode las células el quelantede (7a2~

ácidoetilenglicol-bis-(I3--aminoetiléter)-N,N,N’ N ‘-tetraacético(ECTA), aunaconcentración

final de lO mM.

Con los datos obtenidosen cadaexperimentose calculó la ¡Ca2~j~, utilizando la

ecuaciónde Grynkiewicz ¡1951:

F~Frnin

¡Ca2~I = __________

E — Frnax

dondeF, ~mjx y F~
111 ya se han definidoy Kd es la constantede disociacióndel fura-2 cuyo

valor parala ¡Ca
24], es de 224 nM [194, 1951.

En algunosexperimentoslas medidasde la ICa2~I~ serealizaronen ausenciade calcio

extracelular.añadiendoal medio 5 mM de ECTA y 2 mM de Tris antesde la adición de

los estímulos.En otros casoslas célulasmesangialesse preincubarondurante10 minutos

a 370Cen presenciade toxina de pertussis(1 pig/ml), 5 x 105M de 8-(N,N-dietilamino)octil

3,4.5-trimetoxibenzoato(TMB-8) o 5 xlO5 M de estaurosporina,antes de seguir la

variaciónde la ¡Cait u.
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3.7.- DETERMINACION Y CARACTERIZACION DE CITOCINAS

3.7.1.- Estimulación de las célulasmesangialespara la producción de citocinas:

Se utilizaron célulasmesangialesde rata y humanassubconfluentesen placasde 6

pocillos, incubadas24 horasantesde su utilización en medio RPMI-HEPEScon 0.5% de

STF. Los ensayospara producciónde citocinas se realizaronen 1 ml del mismo medio,

incubando las células mesangialesen presenciade diferentes concentracionesde los

estímulos(IgA, lgG y desígA,en forma ¡nonoméricao agregada)a 370(7 en un indubador

con 5% de CO~. En algunos casos las incubacionesse llevaron a cabo en presenciade

polimixina B o cicloheximida (CHX), inhibidores de la endotoxinay de la síntesis de

proteínas,respectivamente.

Finalizados los tiempos de incubación (desde 3 a 48 horas) se recogieron los

sobrenadanteslibres de células y sealmacenarona ~70oChastael análisisde la actividad

de TNFa o ¡L-6 que contenían.Las célulasmesangíalesselavarondos vecescon PBS y se

despegaronpor tratamientocon NaOH 0. IN. La cantidadtotal de proteínasen cadapocillo

se determinómedianteensayode Lowry ¡196].

3.7.2.- Determinaciónde TNFa:

La presenciade TNFv activo en los sobrenadantesse determinó mediante un

bioensayobasadoen la capacidaddel TNFa de inducir La lisis de la línea celular de

fibroblastos1>929 ¡ 197¡. Las células L929 secrecieronen medio RPMI 1640suplementado

con glutamina2mM, lOO U/ml de penicilina, 100 pig/ml de estreptomicina(RPMI completo)

conteniendo5% de STF y, cuandollegaron a confluencia, se tripsinizaron y se volvieron

asembrarcon unarelación 1:10. En los ensayosde determinaciónde la actividadcitotóxica

del TNIcx seutilizaron célulasentre los pasessegundoy cuarto.

En el día del experimento,las células [~929se tripsinizaron y se sembraronsobre

una placa dc 96 pocillos de fondo plano con una densidadde 3 x l0~ células por pocillo
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(en 1004 de RPMI completocon 5% de STF). 1)espuésde 4-6 horasde incubacióna 370(7

en estufahumidificada,con 5% de CO, las célulasestabanadheridasa las placasforírando

una monocapa,con lo que podíanserutilizadasen el ensayode citotoxicidad.Se añadieron

100 pi1 de cadasobrenadantede célulasmesangiales,porduplicadoy en dilucionesseriadas,

en presenciade una concentraciónfinal de 1 pig/ml de actinomicina1) (inhibidor de la

síntesisde RNA).

Despuésde 14-16 horasa370(7, las placasselavarony seprocedióal fijado de las

células vivas medianteincubacióncon formaldehídoal 5% en PBS durante JO minutos. Se

eliminó el excesode formaldehídoy se tiñeron las células durante5 minutos con una

soluciónde violeta cristal al 0.5% en ¡netanol al 20%, lavandoel excesode colorantecon

agua. Una vez secasla placasseañadieron100 pi1 de ácidoacéticoal 33% a cadapocillo

para solubilizar el colorante y se determinó la absorbancia a 620 nm en un

espectrofotómetrode microplacasTitertek Multiscan (Flow).

El porcentajede citotoxicidad (CTX) paracadamuestrase calculósegúnla fórmula

a-b
%CTX= xlOO

a

dondeaes la absorbanciamediade los pocillos control y b la de los pocillos con muestra.

En cadaensayose utilizó una curvaconstruidacon TNFx recombinantehumano

(6 x 10~ U/mi) con el fin de estandarizarlos experimentos.Los resultadosseexpresanen

unidadesde INFa respectode la curva estándar,corregidossegúnla cantidad total de

proteínasen cadapocillo de las células mesangiales,determinadapor Lowry.

3.7.3.-Determinación de IL-6:

La bioactividadde la IL-6 contenidaen los sobrenadantesde célulasmesangialesse

determinóutilizando la línea ceiular de hibridomamurino B9, dependientede IL-6 ¡ 198¡.

Las células B9 sc crecieronen RPMI completoconteniendoademás5 x 1W M de

B-mercaptoetanol.5% de STF y 0.1%de sobrenadanterico en IL-6. Estesobrenadantefue
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obtenidoa partir de células mononuclearesde sangreperiféricahumana,cultivadasa una

concentraciónde 10< células/mldurante24 horasen presenciade 1 ng/ml de LPS.

Para realizarel bioensayo,se lavaronlas células B9 tres vecesen medio de cultivo

sin !L-6 y se mantuvieronene] mismo medio durante1446 horas.Despuésse sembraron

sobreplacasde 96 pocillos de fondoplanoa unaconcentraciónde 5000células por pocillo

en 200 pl y se incubarondurante72 horasa 370C en estufahumidificada, con 5% de CO,.

Aproximadamente6 horasantesde finalizar la incubación, se añadióa cadapocillo 1 pCi

de 1311-metilltimidina(actividadespecífica81.3 Ci/mmol).

Las célulasse recogieronutilizando un lavadorautomático(Flow) y se determinóla

radiactividad incorporadaa las célulascon un contador 11 (Beckman). La bioactividad de

cadamuestrase analizó en diluciones 1/2 seriadasy se expresóen unidadesde IL-6, en

relación con los valoresobtenidosen unacurvaestándarconstruidacon IL-6 recombinante

humana(1 x lO~ U/mg). Estosvaloresen unidadessecorrigierondespuéssegúnla cantidad

total de proteínascelularesdeterminadapor Lowry 11961.

3.7.4.-Especificidad de los ensayosde TNFa e IL-ó:

En ambosensayos,paraasegurarque la bioactividad medidaen los sobrenadantes

eradebidaexclusivamenteal TNF& o a la IL-6, segúnel caso,se realizaronestudiosde

neutralizacióncon anticuerpospoliclonalesanti-TNFa (15000unidadesneutralizantespor

mg de anticuerpopurificado) o anti-IL-6 (20 pig de anticuerponeutralizan 10 ng de IL-6

humana).

En el ensayode TNFa, se incubaron100 pil de sobrenadantesde célulasmesangiales

o de TNFa recombinatehumanocon 1 ¡íg de anticuerpoanti-TNFx durante60 minutosa
370(7y luego se procedióa la medidade la actividadcitolítica residualen el ensayocon las

célulasL929 (figura Sa).

En el ensayode IL-6, se añadió 1 pig de anticuerpoanti-IL-6 directamentea los

pocillos que conteníanlas muestraso la IL-6 recombinantehumana,Al finalizar el ensayo

se comparó la capacidadproliferativa de las células 139 en ausenciao presenciadei

aliticuerpoanti-IL-6 (figura 5b).
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Fi? ura 5: Curvas estándarde TNFa e IL-6 en el bioensayo con las células L929 y 89: Ambos
bioensayosse realizaroncon diferentesconcentracionesde TNFa (A> o IL-6 (II) reconibinanteshumanasen

ausencia( e o en presencia( * ) de 1 pg de anticuerpopolictonal anti-TNFao anti-[L-6. Los resultados

se expresancii porcentajede citotoxicidad en las célulasL929. o como dpm incorporadasen las célulasB9

(despuésde haberrestadoel basal).

3.8.- ENSAYOS DE PROLIFERACION DE CELULAS MESANGIALES

3.8.1.- Medida de la incorporación de [311]timid¡na:

Las célulasmesangialesde ratay humanasse subcultivaronen placasde 96 pocillos

de fondo plano,a unadensidadaproximadade Sx lO~ células/pocilloy 3x íO~ células/pocillo,

+

respectivamente.Antesde realizarlos experimentosdeproliferación,las célulasmesangiales
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se mantuvierondurante tres días en RPMI completo con 0.5% de 5T12, con el fin de

dejarlasen estadoquiescente.Seañadieronentonces200 pl de mediode cultivo nuevo con

0.5% de STF. conteniendodiferentesconcentracionesde IgA o lgG (agregadaso en forma

mnonomérica)por triplicado y se realizó una incubaciónde 24 horasa 37’C en atmósfera

humidificada, con 5% de CO
2. Aproximadamente4 horasantesde finalizar el ensayo,se

añadió 1 piCi de j
3H-metilftimidina a cadapocillo.

Finalizadoel tiempo de incubación,se lavaron las células tres vecescon PBS, se

despegaronde las placas por tratamiento con tripsina-EDTA durante una hora y se

recogieronsobrefiltros de papelcon la ayudade un lavadorautomático.La cuantificación

en un contador fi nos permitió determinarla radiactividadasociadaal DNA celular. Los

datosse expresanen dpm/pocillo o en porcentajede incorporaciónde timidina respectodel

control de célulasen ausenciade estímulo.

3.8.2.-Ensayocolorimétricodel azul de metileno:

El ensayode incorporaciónde azul de metilenoen las célulasvivas se utilizó como

un ínétodoadicional de medidade la proliferacióncelular ¡1991. El experimentose realizó

incubando las células mesangialespor triplicado con concentracionescrecientesde las

proteínasdurante48 horasa 370(7, en RPMI completoconteniendo0.5% de STF. Al cabo

de este tiempo, las células se lavarondos vecescon PBS y se fijaron con 10% de formol

en PBS duranteun tiempo mínimo de 60 minutos. Despuésde dos lavadoscon PBS, las

células vivas se tiñeron durante30 minutos con azul dc metileno al 1%. El excesode

coloranteseeliminó mediantesucesivoslavadosde la placade 96 pocillos en tampónborato

0.OIM. Una vez secala placa, se eluyó el colorantede las células con 100 pl de etanol en

HCI 0.1 N (relación 1:1) y se leyó la absorbanciade los pocillos a 620 nm medianteun

espectrofotótnetrode microplacas.Los resultadosseexpresancomoporcentajecon respecto

a la absorbanciade célulasen ausenciade estimulo.

Como control de los experimentosde proliferación se empleó una curva con

concentracionescrecientesde STF (desde0.5 a 20%) en presenciao en ausenciadel

inhibidor dc la síntesisde RNA actinomicinaD.
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3.9.- ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados obtenidos en los experimentos se expresan en las unidades

correspondientes,como la media ±error estándar(EE). o en porcentajesrespectodel

control,como la media±desviaciónestándar(l)E). Parael análisisde la significación, las

poblacionessc compararonutilizandoel test no pareadode Wilcoxon. considerandoqueuna

medidaes significativa cuandoel valor de p obtenidoes inferior a 0.05.



IV. - RESULTADOS
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1.- CARACTERIZACION DE LA UNION DE IgA A LAS CELHJAS

N’IESANGIALES:

1.1.- ESTUDIOS DE UNION:

Varios investigadoreshan demostradoque en las células mesangialesexisten

receptoresparala región constanteFc de la IgG [92-991,utilizando experimentosde unión

de proteínasmarcadascon 1251 y de captaciónde partículasde oro coloidal recubiertasde

lgG. Sin embargo,no se ha descritohastael momentola existenciade receptoresparaIgA

en célulasmesangiales.En esteapartadodescribimoslos procesosde unión de la ‘251-lgA

a las células mesangialesen cultivo, realizandoademásestudioscomparativoscon otras

inmunoglobulinaso con diferentestipos de células.

1.1.1.-Unión de la IgA a las células mesangiales

1.1.1 a.- Cinéticade la unión de la J2A

:

En los primeros experimentosse seleccionóla dosis de 1 pig/ml de IgA marcada

radiactivamentey sesiguió su cinéticade unión a las célulasmesangialesdc rataen cultivo,

desde5 a 240 minutos.Todos los estudiosde unión se llevaron a caboen tampónPBS-BSA

a una temperaturade 40(7, paraevitar la internalizacióndel ligando ¡200J.

Como puedeobservarseen la figura 6, la unión de la IgA a las célulasse asemeja

a una reacciónde segundoordende tipo reversible. La unión esprogresivadesdeel inicio

hasta aproximadamenteunos 60 minutos de incubación; a partir de este tiempo el

incrementode la proteínaunida se va estabilizando,hastallegar a la saturación.

En esta figura también se observa que ambas formas molecularesde la IgA

(monoméricay polimérica)presentanunaInisma cinéticade unión, si bien, parauna misma

dosis de proeínaradiactiva, la cantidad de IgA polimérica unida supera en un 50%
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aproximadamentea la cantidadde IgA monoméricaunida.

A la vistade estos resultadosseleccionamosel tiempo de 60 minutos pararealizar

los estudios de unión. En la mayor parte de ellos se utilizó como ligando la IgA

monoinérica.

4
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¡
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Figura 6: Cinética de la unión de la IgA a las célulasmesangialesde rata: Las células se incubaron
en 1 ml de PBS~BSAcon ¡ pg/nd de 251-IgA nionomérica( e > o 251-lgA polimérica ( A ) durante5-240

tn¡nutos a 4<1?- A los tiempos itidicados se retirá el medio y las células se lavaron con PBS frío y se

despegaroncon NaOH 1 N. Los resultadosse expresanen cpn¡ unidas a las célulasa los distintostiempos y

son la media EL de 2 experimentosrealizadospor duplicado.

l.t.l.b.- Constantede afinidad y númerode sitios para IRA

:

las células mesangialesde rata, cultivadas hastaconfluenciaen frascosde cultivo

de 25cmk se incubaron en tampón PBS-BSA con diferentes concentracionesde IgA

monoméricaradiactiva(desde0.039 hasta5 pig/ml), durante60 minutosa 40(7~ La medida

de la radiactividad retenidaen las células nos permitió calcular la concentracióndc IgA

------9

unida. En cadapunto se determinóla unión inespecífica(en presenciade un excesode lOO
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vecesparacadaconcentraciónde proteínamarcada)y el fondo (unión al plásticoen ausencia

de células). Estas dos cantidadesse restarona la radiactividadtotal unida a las células,

calculandoasí la unión específica.

(7omo se muestra en la figura 7, la unión específicade la IgA a las células

mesangialeses dependientede la dosis. Los puntos sc ajustanperfectamentea una curva

hiperbólica (coeficientede regresiónde 0.998). La cantidad de ligando unido aumenta

rápidamentecon la concentraciónañadida,hastallegar a aproximadamente1.5 pig/ml, punto

en que sesaturala curva de unión de ‘251-lgA.

<—e
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Ffrura 7: Unió,, de IgA a las célulasmesangialesde rata: Las célulasse incubarondurante60 minutos

a 40C en EHS-BSAcon variasconcentracionesde “51-lgA (0.039-5 ~g/nd). La unión específica(ng/mi) se

calculé teniendoen cuentaparacadapuntola unión inespecíticay el fondo. En el recuadrointerit>r se muestra

el anÁlisis de Scaíchardde dicha unión. Experimentorepresentativode un total de 5 realizadospor duplicado.

9
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LI análisisde Scatchardde la unión específicaserepresentaen la parte interior de

la figura 7. La representaciónde los datosde ligando unido/ligando libre <B/F) frentea la

concentraciónde ligando unido (E) se ajustaa una línea recta, lo que indica la existencia

de un solo tipo de sitios de unión. La pendientede la recta y el punto de corte con las

abscisasnos permitencalcularla constantede afinidad (1<) de la unión de IgA a las células

mesangialesy el númerode sitios de unión (nY respectivatnente.

Los resultadosobtenidosa partir de cinco experimentosdiferentesnos llevan a la

conclusiónde que en las células mesangialesexiste una poblaciónhomogéneade sidosde

unión de alta afinidad, con una constanteK~ de (7.8 + 1) x lO~ M1 y un número

aproximadode (1.0 ±0.2) x l0~ moléculasde [gA unidaspor célula (media±EL).

1.1. l.c.- Especificidadde la unión de la 12A a las células mesan2iales

:

Paradeterminarla especificidadde la unión de IgA a las célulasmesangialesde rata

sc realizaronestudiosde inhibición o desplazamientode la unión. En estosexperimentos,

las células mesangialesse preincubaron durante 45 minutos a 40(7 con diferentes

concentracionesde proteínasno marcadasantesde añadirunaconcentraciónfija de 51-JgA.

La figura 8 representala curva de desplazamientode la unión de IgA a las células

mesangiales.Se apreciaun descensorápido del porcentajede unión de ‘251-lgA (5 pig/ml)

segúnaumentala concentraciónde IgA no marcadapresenteen el medio (desde50 a 5000

pig/ml). El 50% del desplazamientode la unión de IgA marcada se alcanza

aproximadamentecon un excesode 60 vecesde proteínasin marcar.
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FiEnra 8: Desplazamientode la unión de IgA a las células mesangialesde rata: Las célulasse

incubarondurante45 minutos a 40C con varias concentracionesde IgA no marcaday despuésdurante60

minutos con 5 pg/nd de h-lgA. Los resultadosse expresancomo porceiltaje respectodel total unido en

ausenciade IgA no marcaday son la media ±DE de 3 experimentosrealizadospor duplicado.

En otros experimentosseintentó determinarla especificidadde tipo de la unión de

la [gA a las células mesangiales,por lo que serealizaronensayosde inhibición con otras

inmunoglobulinas.(7oíno se muestraen la figura 9, la presenciade lgG o IgM en el medio

no reducede formaconsiderablela unión de íL5l~IgA (1 pig/ml) a las células mesangiales.

Los porcentajesde inhibición obtenidoscon ambasinmunoglobulinasno superanen ningún

casoel 15%. mientrasque la mismacantidadde IgA inhibe hastaun 73%. Estosresultados

jndican que las células mesangialesson capacesde unir IgA a través de un receptor

específicoparaestaclasede inmunoglobulina.

Los experimentosde inhibición serealizarontambiénen presenciade los fragmentos

Fc y F(ab) de la IgA, obtenidospor digestióncon la proteasade IgAl. En la figura 9 se

muestraque los mayoresporcentajesde inhibición se consiguencon el fragínento Fc,

mientras que con el Hab> no se alcanzaninhibiciones superioresal 16%. Estos datos
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sugierenquela interacciónentrela IgA y lascélulasmesangialesseproduceespecíficamente

a travésde la región constantede la inmunoglobulina.

LI

Figura 9: Especificidadde la unión de la IgA a las células níesangialesde rata: Se realizó una

preincubacióncon diversasconcentracionesdeproteínastio marcadas,antesdeañadir 1 gg/ml de 251-lgA Los

simbolos indican: U IgO humana; ~ , IgM humana; ~ IgA, U , fragmentoFe:
fragmentoE(ah) dela IgA. Los resultadosseexpresancomo porcentajede inhibición respectode la unióntotal

de la LZ5IIQA en ausenciade inhibidores y son la media±DF de 8 expenníenrosdiferentes.

1.1.1.d.- Unión de la 12A aotros tipos de células

:

Todos los ensayosde unión descritoshastael momento se han realizadoen un

sistemaheterólogo.esdecir,empleandoIgA monoméricahumanay célulasmesangialesde

rata. En otros sistemasdescritos estádemostradoque las inmunoglobulinasde distinta

especie(por ejemplo, de ratay humana)seunencon una afinidad similar a los receptores

Fc presentesen monocitos humanos ¡201!, o al contrario, inmunoglobulinashumanas

interaccionande forma similar con monocitoshumanosy macrófagosde ratón ¡39 20)1.

E) .1 mg/ml JI rnq/í’H
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En nuestro caso, hemos realizadoalgunos experimentosde unión en un sistema

homólogo,determinandola unión de la IgA monoméricahumanaa las célulasmesangiales

de origen humano.Los experimentosse llevaron a caboen placasde 6 pocillos, incubando

las células (1 x 105/pocillo) durante60 minutos a 40(7 con 1 pig/ml de 51-lgA en tampon

PBS-RSA. Como se muestraen la figura 10, la IgA humanaes capaz de unirse a su

receptor,tanto en un sistemaheterólogo(células mesangialesde rata) como en un sistema

homólogo(células mesangialeshumanas).

La cinéticade la unión essimilar en ambascélulasy se puedeinhibir hastaun 70%

en presenciade un excesode IgA no marcada,lo que demuestrala especificidadde la

unión. Estos resultados indican que los receptorespara IgA presentesen las células

mesangialesde rata y humanas,o son idénticos, o están estrechamenterelacionadoseíi

cuantoa su estructuray capacidadde unión de la IgA.

Utilizamos como control en los experimentosde unión dos tipos celularesdiferentes

de las células mesangiales.Los fibroblastosrenalesde la línea celular NRK49F sirvieron

como control negativo,ya que no poseenreceptoresde inmunoglobulinas.La unión de IgA

a estascélulases muy pequeñay apenasdesplazablecon un excesode IgA no marcada,con

lo que sepuede considerarestaunión como inespecífica.La máxima unión determinada

correspondea los macrófagosperitonealesde rata,células utilizadascomocontrol positivo

de la unión, puesen ellassehan descritoreceptorespara IgA ¡32, 58j.
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Figura ¡O: Unión de la IgA a distintostiposcelulares:AproxituadamenteUY célulasmesangiales(CM)
de rata, humanas, macrófagosperitonealesde rata (Mt) y fibrobla.stos renales de la lírica NRK49F se

incubarondurante60 minutosa 40C en PBS-BSAcon 1 ng/ml dc 15[-lgA cii ausencia( U ) o despuésde
unapreincuabicónde 45 minutoscon 1 mg/ml de IgA no marcada( U >. Los resultadosse expresanen cpm

unidasporcélula y representanla inedia ±HE dc 4 experimentosdiferentes

En los macrófagosperitonealesde ratase llevó a caboun estudiomásdetalladode

la unión de IgA. En estosexperimentos,los macrófagossepreincubarondurante45 minutos

a 40(7 con diferentesconcentracionesde IgA no marcadaantesde añadirunaconcentración

fija de “<51-lgA (5 pig/ml). Como se muestraen la figura 11, la unión de ‘251-IgA es

totalmentedesplazable.El porcentajede unión desciendesegúnaumentala concentración

de inhibidor, consiguiéndoseun 50% de inhibición con un excesode 50 veces de IgA no

~1~~~

~1<1

marcada.
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Figura 1): Unión de ¡gA a los macrófagosperitonealesde rata: Las célulasse incubarondurante45
minutosa 40C con variasconcentracionesde IgA no marcaday despuésdurante60 minutoscon 5 pg¡ml de

151-lgA. Los resultadosse expresancomo porcentajerespectodel total unido en ausenciade IgA no marcada

y son la media DE de 2 experimentosrealizadospor duplicado.

l.l.1.e.-lnhibicionesde la unión de laA con carbohidratos

:

Como ya seha comentadoen la Introducción, la IgA esuna moléculacon un alto

grado dc glicosilación. Los carbohidratosmayoritarioscontenidosen su estructurason

B-D-galactosa((ial), 13-D-N-acetil-galactosamina(GaINAc) y 3-D-N-acetil-glucosamina

(GlcNAc) ¡ 15- lYj. En esteapartadointentamosestudiarsi estos trescarbohidratosinfluyen

de alguna forma en la unión de [gA a células mesangialesde rataen cultivo. Para ello

realizamosensayosde inhibición, con una sola dosis de ‘251-IgA (1 pig/ml) y diferentes

concentracionesde los oligosacáridos(desde0.001 hasta0.1 M).

Como seobservaen la tabla 1, la preincubaciónde las células mesangialescon los

tres carbohidratosporseparadoproduceun descensoapreciablede la cantidadde IgA unida.

La inhibición de la unión de IgA esdependientede la dosis de oligosacárido,obteniéndose

los máximos con una concentraciónde 0.1 M. Los mayoresporcentajesdc inhibición se
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observancon (iialNAc <hastaun 38%). La adición simultáneade dos carbohidratos(a una

concentraciónde 0.01 M) esmásefectiva,alcanzándoseuna máximainhibición (46%) con

la combinación(ial + (iaINAc.

Estos resultadosnos permiten concluir que los carbohidratoscontenidosen la

estructurade la IgA juegan un papel importanteen la unión de estaproteínaa las células

mesangialesdc rata.

TABLA 1

Inhibición de la unión de IgA con diferentescarbohidratos

Carbohidrato 0.001 M 0.01 Nl 0.1 M

Gal 13 + 2 30 ±3 35 + 2

GaINAc 25±4 38±4 40±5

GIcNAc lO+2 32±5 33±5

Gal ±GaINAc N.D. 46 ±5 N.D.

Gal + GIcNAc N.D. 35 + 3 Nl).

GaINAc + GIcNAc N.D. 40 + 7 N.D

Las célulasniesangialesse preincubarondurante45 minutoscon variasconcentracionesde carbohidratosantes

de añadir 1 gg/ml de 251-IgA. Los porcentajesde inhibición secalculancon respectoal control (proteínaunida
cii ausenciade inhibidor) y aparecenexpresadoscomo inedia j.- DE de 4-13 experimentosdiferentes,

realizadospor duplicadoEnodos ms casosel descensorespectodel basal tte significativo (p<O.OS).
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1.1.2.- Unión de la IgA desializadaa las células ¡nesangiales:

A la vista de los resultadosde inhibición obtenidosen presenciade azúcares,nos

planteamosestudiar las característicasde la unión de la IgA parcialmentedesializada

(desígA)a las célulasmesangialesde rata. La desializaciónconsisteen el tratamientode la

proteínacon neuraminidasa,eliminandoasí los residuosterminalesde ácidosiálico de las

cadenashidrocarbonadas[301.En la moléculade IgA las cadenasglicosiladasque terminan

en ácidosiálico suelentenercomooligosacáridoanteriorGalNaco Gal [21. De estaforma,

es de suponerqueen la estructurade la desigAaparezcanmásaccesiblesestosdos residuos

h idrocarbonados.

l.l.2.a.- Constantede afinidad y númerode sitios paradeslaA

:

Los experimentosde unión de 251-deslgA se realizaronde igual forma que los

descritos para ‘251-lgA y los factoresde unión inespecíficay fondo del experimentose

tuvieron igualmenteen cuenta.

En la figura J2 semuestrala unión específicade la desigAa las célulasmesangiales

de rataen cultivo. La cantidadde ligandounido aumentagradualmentecon la concentración

de ligando añadido, alcanzándose la saturación de la isoterma de unión con

aproximadamente3 gg/ml de proteínamarcada.

Si se comparan las curvas de unión de IgA y deslgA, puedeobservarseque se

necesitauna mayorconcentraciónde desigAparaalcanzarla saturación.En todoslos puntos

estudiadosla cantidadde desígAunida es mayor que la de IgA (figuras 7 y 12).

La gráfica de Scatchardde la unión de la ‘251-deslgA a las células mesangialesse

muestraen la parteinterior de la figura 12. Los puntosseajustancon un buen coeficiente

de regresióna una recta, lo que indica que existeposiblementeun solo tipo de sitios de

unión para desígA en las célulasmesangialesde rata.
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A partir de cinco experimentosrealizados,se obtuvo una K~ de (2.6 + 0.5) x l0~

M -l y un númerode sitios por célula mesangialde (1.9 + 0.2) x l0~ (media±ElE). Estos

dos parámetrosestánen el mismo rango que los calculadospara la unión de IgA aunque,

en términos absolutos,la afinidades tres vecesmás pequeñay el númerode sitios casi dos

veces mayor.

-~ --A

~0

t

¡1

025

020 •

0l’.~

11111 —-a

005 -

O ~~iIt~~l

lota] ¿ftg/mi)

k?itura ¡2: Unión dc desigA a las célulasmesangialesde rata en cultivo: Las célulasse incubaron
durante60 minutos a 40C con diferentesConcentracionesde 251-deslgA(desde0.039hasta lO pg/ml). Los

valoresde la unión específicase expresanen ng/mí, teniendoen cuentapara cadapunto la unión inespecífica

y el fondo. En el recuadro interior de la gráfica se muestrael análisis de Scatcliard de dicha unión.
Experimentorepresentativode un total de 5, realizadospor duplicado.

1.1 .2.b.- Especificidadde la unión de deslgA a las células mesangiales

:

Serealizaronen primer lugar ensayosde desplazamientode la unión de ‘251-deslgA

con diferentesconcentracionesde desigA no marcada.El inhibidor sepreincubódurante45

minutos y luego se siguió la unión de la desígA marcadaa 40C y 60 minutos. Como se

observaen la figura 13A, la curva de inhibición de la unión de ‘251-deslgA por desígA no
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marcadaes de tipo sigmoide. El 50% de la cantidadde 251-deslgA unida al principio es

desplazadocuandoen el medio hay aproximadamenteun excesode 60 vecesde deslgA no

marcada.

Para determinarla especificidad de clase de la unión de desigA a las células

mesangialesse llevaron a cabo inhibicionesen presenciade diferentes inmunoglobulinas.

La unión ‘fl-deslgA en presenciade IgG o la IgM se inhibe solamenteun 13%, mientras

que una cantidadsimilar de desígA no marcadaes capazde desplazar la unión casi

totalmente(figura 13B).

Intentamosdeterminarcon másdetallela naturalezade la interacciónentrela desígA

y las célulasmesangiales.Paraello se comparóel gradode unión de la desígAen presencia

de los fragmentosFc y F(ab). Como se observaen la figura 138, los mayoresporcentajes

de inhibición se obtienen con el fragmento Fc de la IgA (78%). mientras que el

desplazamientode la unión debidoal fragmentoF(ab) no superaen ningún casoel 20%.

Estos resultadosponen de manifiesto que la unión de la desigA a las células

mesangialestiene lugar a través de un receptorespecificopara la región constantede la

inmunoglobulina.
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Figura ¡3: Espectficidadde la unión de la desigA a las células mesangiales:(A) Las célulasse
preincubarondurante 45 minutos a 40(7 con diferentesconcentracionesde desigA no marcada,antesde la

adición de 251-deslgA (5 j¿g/ml). (B) La unión se realizóa 40C. y 60 minutos con 1 ~g¡ml de 151-deslgA,

habiendorealizado una incubaciónpreviacori las proteínasno marcadas.Los símbolossignifican:

U . lgG; ~ IgM; ~ , desigA; U , fragmentoFe de la IgA; ~ . fragmentoF(ab) de la IgA.
Los resultadosse expresaz¡comoporcentajede unión (A) o de inhibición (E) respectode la unión total de la

‘2l-deslgA en ausenciatic proteínasno marcadas.Media 1 DE de 3 experimentosrealizadospor duplicado.

l.l.2,c.- Inhibición de la unión dedesígAconcarbohidratos

:

Ya hemosdemostradoque la presenciadecarbohidratossolublesen el medioreduce

la unión de la IgA a las células mesangiales.Es de suponerque lo mismo ocurracon la

unión de la desígA, que posee más carbohidratosexpuestossusceptiblesde unirse a las
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células. Efectivamente, cuando las células mesangialesse preincuban con los tres

carbohidratos(ial, (3alNAc y GlcNAc, porseparado,seobservauna inhibición dc la unión

de 251-deslgAdependientede la dosis de carbohidratoempleada(tabla II). Los descensos

de la unión de desígAson tuásacusadoscuandolos experimentosse realizancon parejas

de azúcares,sobretodo con Gal + GaINAc.

En genera¡,los porcentajesde inhibición con azúcaresde la unión de desígAa las

células mesangialesson superioresa los calculadospara la unión de IgA. En amboscasos

coincideque el carbohidratocon mayorcapacidadinhibitoria es GalNAcpero,mientrasque

la unión de IgA es desplazadaun 40% (tabla 1), la inhibición de la unión dedesigAalcanza

el 65% <tabla II).

El mismo hecho puede observarsecuando se utilizan combinacionesde dos

carbohidratos.La unión de desígAse desplazahastaun 64% cuandoen el medio están

presentessimultáneamente(ial y GalNAc <tabla It); en las mismascondiciones,la inhibición

detectadaen la unión de la IgA es menor(46%; tabla 1).

TABLA II

Inhibición de la unión de desigAcon diferentescarbohidratos

Carbohidrato 0.001 Nl 0.01 M 0.1 M

Gal 19 + 2 51 ±2 64 + 9

CaINAr 23+3 55±4 65+5

GlcNAc 10±3 36+4 49±3

Gal+GalNAc N.D. 64+3 ND

Gal + GlcNAc N.U. 54 ± lO N.U.

GaINAc + GIcNAc N.U. 54 + 6 N.U

Las célulastuesangialesse preincubaroncon variasconcentracionesde carbohidratosantesde añadir ¡ gg/ml
de ‘251—deslgA. t.os porcentajesde inhibición se calculancon respectoal control (proteínaunida en ansencia

de inhibidor) y se expresancomo la media±DE de un total de 4—13 experinmutosrealizadosp.r duplicado.

La signiñcacióit respeen>del control fue de p <0.05.
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Estos resultadosdemuestranque los carbohidratoscontenidos en la estructura

molecularde la [gA participanen la unión a las célulasmesangiales.La participaciónparece

cobrarmás importanciacuandoel ligando utilizado es la desígA,que presentamás residuos

azucaradosaccesibles (sobre todo Gal y GaINAc). Es muy probable que la parte

hidrocarbonadade la molécula actue como moduladoren la interaccióncon las células

mesangiales,ya seade forma directa(unión al receptorcelular) o indirecta (interviniendo

en la disposiciónespacialde los residuosimplicadosen la unión).

1.1.3.-Unión de as¡aloorosomueoidea las célulasmesangiales

En las páginaspreviashemosdeterminadoque,tanto la IgA como la desigA,se unen

a las células inesangialesa través de un receptor especificopara la región Fc de la

inmunoglobulina.Sin embargo,los oligosacáridosde la estructuraproteicatienenun cierto

protagonismo, ya que las inhibiciones obtenidas con Gal y GaINAc son bastante

considerables.En este punto se plantearíandos posibilidades.La primera sería que las

células mesangialesposeenun receptordel tipo Fe parala IgA, en cuya unión participano

sólo la estructuraproteicade la molécula,sino los residuoshidrocarbonadosque contiene,

sobre todo los dc la región bisagra. La segundaposibilidad es que exista en las células

mesangialesun segundotipo dc receptorque seacapazde unir IgA y desígAa travésde sus

oligosacáridos,sobretodo Gal y GaINAc.

Los experimentosque se detallanen esteapartadovan encaminadosa confirmar o

descartarla segundaposibilidad mencionada.Paraello serealizaronestudiosde unión con

orosomucoide (cv1-glicoproteina), proteína no relacionada con el grupo de las

inmunoglobulinasque poseecuatro ramas de oligosacáridoscon ácido siálico en cada

extremo terminal. La desializacióndel orosomucoidedeja expuestoun residuo de (ial

terminalen cadarama¡27, 35j.
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1. 1.3 .a. - Constantede afinidad y númerode sitios paraASOR

:

Paradeterminarla capacidadde unión del asialoorosomucoide(ASOR) a las células

mesangialesde rata, se hicieron experimentosanálogosa los descritospara IgA y desígA.

Según los resultadosque se muestranen la figura 14, la unión de ‘251-ASOR a las células

mesangialeses dependientede la dosisy saturableen el rangode concentracionesestudiado

(de 0.009 a 0.2 gM).

En el recuadrointernode la figura 14 estárepresentadoel gráfico de Scatchardde

la curva de unión mediadel ASOR a las célulasmesangiales.Los parámetrosde la rectanos

permiten calcular un valor de 1.3 x 106 sitios de unión por célula, con una constantede

afinidad de 2.5 x 10~ Nl ¼

A la vistade estosresultadospodríamosdecir que en las células mesangialesexiste

un receptorcapazde unir glicoproteinasdesializadas,cuya afinidad es menor que la del

receptordescritopara IgA y desigA, perocon una mayor poblaciónde sitios de unión por

célula.
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flgpra 14: Unión de ‘251-ASOR a las células mesangiales de rata en cultivo: Las célulasse incubaron
durante60 minutos a 4>(7 con concentracionesmolarescrecientesde ASOR marcado.1 os datos de unión

específicaseexpresancii uxM y sonla media ±EH de 4 experimentosrealizadospor duplicado.En el recuadro

interior se representael uráicode Scatchardde la unión especítica.
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1. 1 .3.b.- Especificidadde la unión de ASOR a las célulasmesan2iales

:

La curva de aulodesplazamientode la unión del ASOR a las célulasmesangialesse

muestraen la figura 15. Los puntosde la gráfica de inhibición se ajustana una curva de

tipo sigmoide. La capacidadde las células mesangialesde unir ‘251-ASOR disminuye de

forma dependientedc la concentraciónde ASOR no marcado, alcanzándoseun 50% de

inhibición en presenciade un excesode 80 vecesde proteína.
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Firura 15: Desplazamiento de la unión de ‘251-ASOR a las células mesangiales de rata: Las células
se incubarona 40C durante60 minutoscon O. II gM de 251-ASOR, despuésde una incubaciónpreviade 45

minutos en presenciade concentracionescrecientesde ASOR 110 marcado.Los resultadosse expresanen

porcentajerespectode la unión total en ausenciade proteínasin marcary representanla inedia DE de 3

experimentosdiferentes.
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1. 1 .3.c.- Inhibición de la unión de ASOR con galactosa

:

Puestoque los residuosterminalesde las cadenashidrocarbonadasde la moléculade

ASOR sonGal, realizamosensayosde inhibición con unadosisdeterminadade la proteína

marcada(0. II gM> en presenciade diferentesconcentracionesde estecarbohidrato(desde

0.01 hasta1 M). Como se observaen la figura 16, el desplazamientode la unión de ASOR

debido a la Gal es casi total. Los porcentajesde inhibición varían desdeun 42% (con una

concentraciónde 0.01 M) hastaun 80% (con 1 M de Gal). Estosresultadospodríanindicar

que en las células mesangialesde rata existe un receptorpara asialoglicoproteinas,con

especificidadpara los residuosde Gal.

Ca]actos~ ¿M~

Fir ura ¡6: Inhibición de la unión de ASORcon Gal: Las célulasmesangialesse preincubarondurante

45 minutosa 40C con variasconcentracionesde Gal, antesde añadir 251-ASOR (0.11 MM). Los porcentajes

de inhibición se calculan con respectoal control (proteínaunida en ausenciade carbohidrato)y represantan

la media DL de 4 experimentosrealizadospor duplicado. La signiticaci6n respectodel control fue de

p KO.OOl.
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1.1 3d.- InhibicionescruzadasentreIsA. desísA ASOR:

[¡asta el momentohemosdemostradola existenciade dos receptoresdtterentesen

las células mesangiales.El primer tipo es el receptor para la IgA, capaz de unir esta

inmunoglobulinaen su forma molecular intactao parcialmentedesializada,a travésde la

región Fe. El otro receptor analizado en las células mesangialeses específico de

carbohidratosy presentaafinidad por las Gal contenidasen la moléculadel orosomucoide

desial izado.

Estudiamosen esteapartadosi existecompetenciaentre las tres proteínasobjeto de

nuestroestudio(IgA, desígA y ASOR) en su unión a las células mesangiales,teniendoen

cuenta las dos posibilidades ya comentadas, para confirmar si la unión de la

inmunoglobulina tiene lugar a través de dos tipos de sitios de unión o de uno.

Los experimentosde inhibición cruzadaserealizaroncon una soladosisde proteína

marcada,en presenciade un excesode las tres proteínassin marcar, por separadoo en

conibinacionesde dos (tabla III).

La unión de 251-lgA se inhibe de forma apreciablecon igA y con desígA, por

separadoo combinadas.La presenciade ASOR no marcadoen el medio sólo desplazala

unión un 25%.Sin embargo,la unión disminuyecuandose añadensiínultaneamenteASOR

e IgA (62% de inhibición) o ASOR y desigA(51% de inhibición).

La unión de 251-deslgA a las células mesangialesse inhibe mayoritariamentecon

desígA y con IgA. Aunqueel descensoocasionadopor ASOR esmenor(36%), estevalor

aumentacuandose añadenASOR e IgA (62%) o ASOR y desígA (64%) conjuntamente.

En cuanto al desplazamientodel ‘251-ASOR unido a las células mesangiales,los

porcentajesde inhibición siguenel orden,de mayora menor:ASOR, desígA,[gA. Por otro

lado, la adición simultáneade desigA e IgA consiguiódesplazarla unión del ASOR hasta

un 51%.
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TABLA

Inhibiciones cruzadasentre

III

IgA, desigA y ASO!?

‘~I-1gA 1251-desfgA ‘251-ASOR

IgA 58±3 49+2 34+8

desígA 48±4 60+3 43±8

ASOR 25±2 36±3 61+7

IgA + desígA 69 ±5 69±4 Sl ±7

IgA + ASOR 62 ±6 62 + 2 56 + 3

desígA + MOR 51 ± 5 64 + 4 64±4

Las célulasmesangialesse preiricubaroncotí 400 pg/mI delas proteínasno marcadasdurante45 minutosantes

de añadirlas proteínasmarcadas(1 ~gIml). Los resultadosse indicancornoporcentajesde inhibición respecto

al control (proteínaunidaen ausenciade inhibidor). Los datosse expresancomo inedia ±DE y corresponden

a 4 experimentosrealizadospor duplicado. La significaciónfue de p <0.01 en todoslos 2a5()s.

Todos estos resultadosindican que los tres tipos de ligando compitenen partepara

unírsea las células mesangiales,por lo quepodríaesperarsequeen las células mesangiales

existe un receptor del tipo Fe, que uniría IgA y desigA, y un receptor para

asialoglicoproteinas.capazde unir IgA y desigAa travésde susresiduoshidrocarbonados.
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1.2.- AISLAMIENTO DE LOS RECEPTORES DE IgA EN LAS CELULAS

MESANGIALES:

1.2.1.- Purificación de los receptoresde la membrana celular:

El aislamiento de los receptores para IgA de las membranasplasmáticasde fas

células mesangiales se realizó utilizando técnicas de cromatogratia de afinidad. En la

literatura se han descrito algunos anticuerpos monoclonales específicos para el receptor Eca

de células monocíticas humanas [44, 2031. Estos anticuerpos resultan ideales para el

aislamiento (le 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 dc estos anticuerpos monoclonales.

Como ya se ha comentado en los anteriores apartados, los ensayos de unión 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

experimcntos se utilizó la línea monocítica 1)937, en la que ya se ha descrito la existencia

de receptores del tipo Fc& [54, 55, 203].

Las células se marcaron con 1251 mediante una técnica suave que no deteriora las

células y las membranas se solubilizaron por tratamiento con el detergente no iónico NP-40.

La fracción de membranas solubilizadas se prepurificó inicialmente pasándola por una

pequeña columna de Sepharosa-BSA. Es muy importante eliminar los receptores Fc para

lgCt pues podrían dar luego reacción cruzada con la IgA y conducir a resultados erróneos.

Estos receptores para lgG quedaron retenidos en un gel de Sepharosa-IgO. El sobrenadante

obtenido después de estos dos pasos previos se adsorbió posteriormente con un gel de

Sepharosa-lgA. La fracción retenida en la columna se eluyó con tampón de muestras de

electroforesis y se analizó por SDS-PAGE, tanto en condiciones reductoras (resultados no

mostrados) como no reductoras.

Fin la figura VA se muestra la tinción con plata de uno de los geles realizados en

condiciones nc reductoras. En el carril correspondiente a las células mesangiales de rata se

observa la presencia dc una banda mayoritaria con un peso molecular aproximado de 60 kDa
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1.2.2.- Especificidad del receptor para IgA:

En algunos experimentos, antes de purificar los receptores dc IgA por cromatogratia

de afinidad ..se incubaron los usados de las células mesangiales con diferentes

concentraciones de IgA soluble. Es de esperar que la IgA soluble compita con la [gA unida

a Sepharosa en la unión a los receptores de la membrana celular.

En la figura 19 se muestran los resultados correspondientes al análisis densitométrico

de las bandas obtenidas en un experimento representativo. La presencia de IgA soluble en

el medio causa una disminución de la intensidad de la banda de 60 kDa. El porcentaje de

intensidad respecto del control decrece en función de la concentración de IgA soluble. Este

hecho no ocurre cuando la purificación del receptor se realiza en presencia de un exceso dc

lgG soluble.

Estos resultados indican que existe especificidad en la unión del receptor de

membrana de las células mesangiales a la IgA, ya que dicha unión es desplazable por IgA

pero no por lgG.
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Fig ura 19: Especificidad de la unión de IgA al receptor de membrana de las células mesangiales:
La purificación del receptor dc IgA se realizó con Sepharosa-IgA, en presencia de varias concentraciones de

yA ( e } o lgG < 0 1. Las proteínas de membrana retenidas se analizaron por SDS—PAC E y las batidas

obtenidas en la aumrradiografía sc densitonietraron. Los resultados se expresan como porcentaje respecto de

la intensidad de la banda ¡tiedida en ausencia dc inhibidor. Experimento rcl)reseILtatlvo.
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En la tabla IV aparece el resumen de todos los resultados obtenidos. La presencia

de IgA monomérica o de agregados de IgA (AlgA) en cl medio de incubación induce un

aumento en el número de receptores de IgA en las células mesangiales. La intensidad de la

banda aumenta un 56% y un 39%, respectivamente, en relación con el valor control de

células sin estimular.

La incubación en presencia de PMA no provoca un aumento significativo dc los

receptores en células mesangiales, pero sí lo hace en las células 13937, tomadas como

control positivo. Esta discrepancia entre las células mesangiales y las células U937 en

cuanto a la estimulación por PMA podría ser debida a que ambas células poseen rutas de

activación diferentes, o simplemente. a que las condiciones óptimas (dosis y tiempo de

incubación) de activación con PMA de las células mesangiales no coinciden con las descritas

para U937.

En ninguno de los dos tipos celulares se apreció estimulación de la expresión de los

receptores de IgA en la membrana celular cuando la incubación se realizó con 100 U/ml de

IFN->y. Sin embargo, este estímulo causó un 75% de incremento sobre los receptores Ley

expresados por las células mesangiales.

TABLA IV

Modulación de la expresión del receptor de ¡gA de membrana en células mesan gUites

% respecto del control

Control 100

PMA (l0~ M) 115± 7

AlgA (2.5 mg/mí) 156 + 12 (*)

IgA (2.5 mg/mí) 139 + 8 (t)

¡FN—y (100 U/mí) 103 ±2

Los receptores de IgA se purificaron después de incubar las células inesangiales durante 18 horas con los

estímulos indicados. Los resultados indican el análisis densirométrico de las bandas obtenidas y se expresan

e~nmio porcentaje respecto del valor de células sin estimular. Media t ¡)F¿ de 4 experimemxrcs. FI símbolo entre

paréntesis ¡ ud ica la significación respecto del ctnitrol: p < O~05
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1.3.- EXPRESION DEL mRNA DEL RECEPTOR I)E IgA:

1.3.1.- Hibridación del mRNA cori la sonda pHuFa~R:

Para los estudios de hibridación de RNA se utilizó la sonda pHuFcaR, construida

por Maliszewski 1551. Fin la secuencia de bases de este plásmido está contenida la región

que codifica el receptor para IgA descrito en células U937.

En nuestras condiciones experimentales esta sonda hibrida con el ¡uRNA aislado dc

las células mesangiales dc rata y humanas (figura 22A). El tamaño 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

línea celular de fibroblastos renales NRK49-F, usada en estos experimentos como control

negativo de la expresión del mRNA del receptor de IgA.

Estos resultados sugieren que las células mesangiales poseen un receptor para [gA

que puede ser incluido en el grupo de los receptores Fc&, descrito en otros tipos celulares,

como monocitos, neutrófilos o macrófagos.

En otros experimentos determinamos la expresión del mRNA del receptor Fc-y en

las células mesangiales de rata, utilizando una sonda que contenía el c[)NA del receptor

FcyRll de mnacrófagos murinos. Los análisis de Northern blot confirmaron los resultados.

ya descritos 1921, demostrando que las células mesangiales contienen el rnRNA que codifica

este receptor Fc-y, con un tamaño aproximado de 2 kW claramente diferente del mRNA del

receptor para IgA (figura 22B).
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2.- ESTUDIOS FUNCIONALES DEL RECEPTOR DE IgA EN LAS

CELULAS MESANGIALES

Una vez estudiados algunos aspectos bioquímicos y moleculares de la interacción

entre la IgA y las células mesangiales, vamos a determinar qué funciones de la célula

n]esangial se ven activadas por dicha interacción. Los resultados que se comentan en esta

sección describen la capacidad de las células mesangiales de internalizar y degradar la IgA

que han unido específicamente. Entre las vías de transducción de la señal, estudiaremos si

se produce movilización del calcio intracelular cuando la IgA se une a las células

mesangiales. l)etcrminaremos másadelante si, como consecuencia de la activación celular,

se pone en marcha la maquinaria de síntesis y liberación de algunos mediadores

inflamatorios, concretamente de las citocinas TNFa e IL-6. En último lugar estudiaremos

los efectos a largo plazo de esta interación, determinando si existen variaciones en la

capacidad mdogénica de las células mesangiales.

2.1.- CATABOLISMO DE LAS PROTEINAS:

En general, después de la unión de una proteína a su receptor en la membrana

plasmática celular, pueden seguirse dos caminos alternativos: disociación del receptor o

endocitosis mediada por cl receptor, con la subsiguiente degradación de la proteína,

normalmente en los lísosomas.

Los siguientes experimentos van encaminados a determinar el destino de la IgA una

vez que está unida a su receptor en la célula mesangial. El catabolismo de la Igá se

campará con el de la lgG, tanto en células mesangiales como en macrófagos peritoneales.
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2.1.1.- Unión, internailzación y degradación de IgA, desigA e IgO por las células

inesangiales:

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 solubles, obtenidos por calentamiento a 630C (AlgA). En estos ensayos se

estudió la capacidad de las células mesangiales de unir, internalizar y degradar IgA.

Las células mesangiales se incubaron durante 4 horas a 40(7 con una dosis única de

IgA monomérica o de AlgA. Al cabo de este tiempo se eliminó la proteína no unida y se

realizaron ¡neubaciones a 370(7 durante varios periodos de tiempo. La radiactividad

precipitada con TCA, la soluble y la unida a las células nos permitieron calcular, para cada

tiempo, los porcentajes de disociación, degradación y asociación a células, respectivamente,

según las ecuaciones definidas en la sección de Materia/es y Métodos.

En la figura 24A se muestra el porcentaje de disociación de la IgA unida en función

del tiempo de incubación a 37O(7~ La IgA monomérica aparece en el medio más rápidamente

que los AlgA. Después de 5 minutos de incubación a 3PC, el 52% de la IgA monomérica

que inieialníente 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 disociación va aumentando con

cl tiempo, estabilizándose a los 30-60 minutos, con valores dc disociación elevados.

Los resultados anteriores de disociación son concordantes con los obtenidos al medir

la fracción de radiactividad asociada a las células (figura 248). Después de 5 minutos dc

incubación a 370(7 la fracción de ‘25J-lgA asociada a la células desciende hasta un 44% para

la proteína monomérica, y hasta un 65% para los agregados. Estos porcentajes siguen

decreciendo y se estabilizan aproximadamente 60 minutos después de iniciar la incubación

a 370(7,
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fkura 24: Curvas de disociación y unión a 370C de la ¡gAs a las células mesangiales: Las células

níesangiales de rata se incubaron en placas de 6 pocillos durante 4 horas a WC en tampón LIEPES-BSA

conteniendo 2
1cg/ml dc ¡ rl1~IgA ( O ) o de

251—AIgA ( • ). Después de eliminar las proteínas 110 unidas. las

células se incubaron a 370C. A los tiempos indicados se recogió el sobrenadance de las células y las prorefnas

se precipitaron con TCA al 10%. La radiactividad contenida en el precipitado permitió calcular el grado de

disociación (A). Las células se despegaron por tratamiento con Triton X-lOO al 1% y se detenninó la fracción

de radiactividad asociada a las células (II). Los resultados se expresan en porcentaje respecto de la cantidad

total de radiactividad cix cada pociiJo y st)!) la inedia ±DL de 4 experimentos realizados por triplicado.

Finalmente se midió la fracción de radiactividad soluble en TCA que apareció en el

medio de incubación, es decir, el porcentaje de degradación de la proteína internalizada.

(orno se indica en la figura 25, puede detectarse radiactividad soluble en TCA incluso a los

515 minutos de incubación. El porcentaje de degradación es máximo a los 60 minutos, para
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estabilizarse o incluso decrecer un poco hasta los ¡20 minutos. Los valores para la

degradación de los AlgA varían 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 pequeña cantidad de IgA

mononiérica. mientras que los porcentajes de degradación de los AlgA son sígnicativamente

mayores (p < 0.01>.

VI ~- —-
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PlEura 25: Degradación de IgA e ¡gO por las células ¡nesangiales de rata: La unión de las pioteinas

(2 ¡cg!xnl) se realizó a 40( y después se realizaron incubaciones a 370C durante diferentes intervalos de

tiempo, como se indica en la figura anterior. Los porcentajes de degradación de las proteínas se determinaron

a partir de la radiactividad presente en la fracción del sobrenadante no precipitada por TCA. Los símbolos
indican: O , IgA; • AlgA; A , IgO; A, AlgO. Resultados obtenidos a partir de 4 experimentos

realizados por triplicado (medía 1 D E).

Algunos experimentos de catabolismo se realizaron comparativamente utilizando IgA

e lgG (en forma monoméríca o agregada), para determinar si el destino de estas proteínas

después dc interaccionar con las células mesangiales a través de su receptor Fc era diferente

o no. Analizarnos en un principio las diferencias en cuanto al grado de unión de las
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proteínas a las células mesangiales, después de 4 horas de incubación a 4< (tabla y). Los

resultados demuestran que la unión de IgA a las células inesangiales es algo mayor que la

unión de LgG, pero estas diferenexas no llegan a ser significativas. En ambos casos, el

porcentaje de unión de las proteínas en estado agregado es significativamente mayor que el

de las proteínas en torma inonomérica. Por otro lado, una vez unidas a la célula mesangial,

la cinética de degradación de IgA e lg(i es similar, alcanzándose el máximo a los 60

minutos de incubación a 370(7 (figura 25).

TABLA V

Unión de IgA e ¡gO <‘monomérica y agregadas por calor) a células mesan giales

IgA lgG

monomérica 15 ±0.6 1.2 + 0.3

agregada 3.2 ±0.7 *t 2.7 + 0.5

las células mesangiales de rata se incubaroxi en HEPFS-BSA con 2 pg/ml de proteínas marcadas durante 4

horas a 40<?. Después de ser solubilizadas se determinó la radiactividad unida a las células, restando el flnxdo
exx cada experimento. Los datos se expresan en porcentaje respecto del total añadido. como media 1 DL de

4 experimentos por triplicado. Los asteriscos indican el análisis estadístico de la diferencia entre las proteínas

agregadas y en estado mnonomérico: ~. p < 0.05; **, p < 0.001.

En algunos experimentos se utilizó como ligando la desígA, tanto en estado

monomérico como en forma de agregados solubles (desígA). En todos los estudios

realizados, los porcentajes de disociación, unión celular y degradación fueron

extremadamente similares a los obtenidos con la IgA. Por ejemplo, a 15 y 60 minutos de

incubación a 370(7 los porcentajes de degradación de los AlgA por las células mesangiales

tueron de 12.5 + 2 y 21.4±2.8 (inedia ±DE). respectivamente; los resultados obtenidos

para los AdesígA fueron 13.6 ±0.5 (15 minutos) y 22.7 + 1.9 (60 minutos>. A todos los

tiempos estudiados cl análisis estadístico entre los valores de IgA y los de deslgA arrojó un
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valor de p > 0.05, lo que indica diferencias no significativas entre ambas proteínas. Por

tanto, a pesar de las diferencias observadas entre IgA y desígA en cuanto a su unión a las

células mesarigiales, la capacidad de estas células para degradar ambas proteínas es idéntica.

Los resultados de degradación obtenidos no se deben, en ningún caso, a la

inestabilidad de las proteínas marcadas, pues la incubación previa de IgA, lgG o desígá

(monoméricas o agregadas) durante 2 horas a 370(7 en ausencia de células no varía la

radiactividad soluble en iVA detectada en los ensayos (resultados no mostrados).

2.1.2.- Catabolismo dependiente de la región Fc de la IgA y de la concentración de

calcio en el medio:

En este tipo de estudios es importante resolver si la internalización y degradación de

la IgA por las células mesangiales tiene lugar a través de receptores específicos para la

región Fc de la inmunoglobulina. Para ello, se realizaron experimentos de catabolismo

similares a los anteriores, pero en presencia de los fragmentos Fc y F(ab) de la IgA,

determinando el porcentaje de degradación y la fracción radiactiva asociada a las células

(ligura 26).

Según se indica en la figura 26A, la coincubación de los 251—A[gA y el fragmento

Fc causa un descenso gradual de la fracción asociada a células, detectándose a 120 minutos

tan solo un 33% del valor inicial (porcentaje de asociación en ausencia de Fc). El porcentaje

de degradación de los AlgA disminuye considerablemente en presencia de una concentración

de 100 gg/ml dcl fragmento Fe de la IgA, obteniéndose a 120 minutos una ¡nhibición del

70% respecto del total degradado en ausencia de Fc (figura 268).

Ninguno de estos dos parámetros estudiados (asociación y degradación) 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 8).
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Firura 26: Especificidad del catabolismo de los AlgA en las células mesangiales de rata: Se realizó

la unión de 2 pg/ml de >251-AIgA a VG durante 4 horas. Las incubaciones a 37%’ se llevaron a cabo cix

presencia o ausencia de lOO pg/nil de los fragmentos Fc ( O > y Hab> ( O de la IgA, obtenidos por

digestión con la proteasa de Ilaemophilus Influenzaú.A los tiempos indicados se detenninó la fracción de
proteína asociada a las células (A) y la que había sido degradada (B). En cada tiempo los datos se expresan

como porcentaje del valor total en ausencia de inhibidor y son la media ~- DE de 4 experimentos (por

triplicado) -

Es importante determinar los requerimientos de (7a~~ que necesita la célula mesangial

para realizar los procesos implicados en el catabolismo. Para ello, se realizaron los

experimentos de catabolismo de AlgA, AlgG y Adesígá en ausencia de calcio en el medio

de incubación, conseguida con adición del quelante de calcio EDTA, a una concentración

de 5mM. Como se observa en la tabla VI, el porcentaje de degradación a 60 minutos y
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370(7 de las proteínas por las células mesangiales disminuye de forma considerable,

alrededor de un 50%, cuando se elimina el calcio del medio de incubación. Sin embargo,

los porcentajes de unión a 40(7 no se ven afectados en gran medida por la presencia de

FUlA, ya que los valores de inhibición están alrededor del 20%. Estos datos ponen de

manifiesto que la presencia de iones Ca2~ 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 éstas puedan ser endocitadas y, posteriormente,

degradadas

TABLA VI

Dependencia de la ¡Ca2 ] en la unión y degradación de los agregados

% inhibición

Unión
(4W 40(7)

1)egradación
(¡Ii, 370(7)

AlgA 19±2 53+7

AIgG 22±8 55+12

AdesígA 15±6 51+3

Las células mcsa¡igiales se incubaron con 2 hg/ml de los agregados cxx medio HEPES-BSA coxiteniendo lmM

de calcio, en ausencia o en presencia de EDTA 5 mM. Los resultados se expresan como porcentaje de

íxdiibición (p<O.OS) respecto de la unión a 40C o la degradación a 370( en xnedio con calcio y son la media

i- DF de 4 experimentos por duplicado.

2.1.3.- Estudios comparativos en otros tipos de células:

Como control adicional a los experimentos ya comentados, se realizaron ensayos de

catabolismo utilizando macrófagos peritoneales, células con una gran capacidad fagocítica

[33. 61, 97, 205. 2061. En la figura 27 se muestra la degradación a 60 minutos y 370(7 de

los agregados de lgG, IgA y desígA, tanto en macrófagos peritoneales dc rata corno en
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células mesangiales de rata. Los macrófagos peritoneales son capaces de procesar una

elevada cantidad de agregados (porcentajes comprendidos entre 30 y 40%), siendo los AlgG

los más catabolizados. Estos valores son, en cualquier caso, superiores a los obtenidos con

células mesangiales, que nunca alcanzan cl 25%. Sin embargo, mientras los macrófagos

peritoneales procesan mayoritariamente AIgC, las células mesangiales degradan en mayor

proporción los AlgA y AdesígA que los AIgG.

listos resultados indican que la capacidad de las células mesangiales de fagocitar y

degradar inmunoglobulinas es mucho menor que la de los macrófagos peritoneales, pero,

sin embargo. es mayor que la descrita en los monocitos y líneas relacionadas 140, 61].

~1~ -r

Figura 27: Degradación de lgG, igA y desigApor macrófagos peritoneales y células mesan giates:
Igual número tiO%’pocillo> de macrófagos peritoneales de rata ( U > y de céiujas mesangiales de rata

• ) se íncubaioii a VG en tampón HEPES-BSA conteniendo 2 pg/nIl de AIgG, AlgA o AdesigA. Al cabo

de 4 horas se eliminaron las proteínas no unidas y se midió la degradación a los 60 minutos de incubación a
3’70(’ 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 INTRACELULAR EN

LAS CELL>I4AS MESANGIALES:

Las variaciones de la concentración de calcio intracelular (¡Ca J~) constituyen

señales de transmenibrana en muchos procesos de activación celular vía receptores.

Concretamente, se ha demostrado que la activación de las células mesangiales con

inmunocomplejos de lgG va acompañada de un incremento del calcio citosólico libre 11011.

Esta movilización del calcio intracelular juega un papel importante en la secuencia de

sucesos que ocurre durante la activación de las células. En este apartado estudiaremos si el

cambio en la ¡(‘a> es una de las vías de transducción de la señal al interior de las células

mesangiales cuando éstas se activan con IgL

2.2.1.-Cambiosen la LCa
2~I

1 inducidos por la IgA:

Las células mesangiales se incubaron con la [gA (en forma monomérica o de

agregados solubles) en un medio que contenía 2 mM de Ca> (tampón Kl-II]) y se realizaron

medidas de fluorescencia con el indicador fura-2. La presencia de IgA monomérica produce

una mínima movilización del calcio intracelular en las células mesangiales. Sin embargo,

la estimulación de las células mesangiales con los AlgA induce un aumento en la ¡Ca’~j1 que

depende de la concentración de agregados empleada. Esta respuesta es rápida, se produce

aproximadamente 10-20 segundos después de la adición de los agregados. Inicialmente el

aumento en la ¡Ca>]> es muy brusco y luego va descendiendo gradualmente con el tiempo

de una forma más lenta (figura 28).

Cuando se emplean bajas concentraciones de los AlgA el descenso de la K?a
2~ 1 hasta

los niveles basales se observa después de 3-4 minutos de incubación. Sin embargo, a

mayores concentraciones de los agregados (de 200 gg/ml en adelante) el aumento de la

sc mantiene incluso después dc 4 minutos de incubación.
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Futura 28: Variaciones en. la fCa2~J, de las células mesan giales de rata estimuladas con AlgA: Las

células adheridas a cubres de cristal redondos previamente cargadas con fura-2 (4 pM) se estimularon a 370C

con dikrcntes concentraciones de AlgA (50, 100 y 200 ;tg¡ml) en tampón KHI-l. siguiéndose las variaciones

dc la intensidad de fluorescencia a lo largo del tiempo. Los valores de la lCa2 1 se expresan en nM, calculados

según la ecuación de Grynkiewicz (ver Materiales y Métodos). La flecha indica el momento de la adición de

los estímulos.tixperinícítio representativo de un total de 5 realizados.

En la figura 29 se muestra el resumen de todas las medidas de [Ca2~J~realizadas en

función de la concentración 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 ICa>i, dependiente de la dosis de agregados,

alcanzándose valores máximos con 1 mg/ml de la proteína (254.5 nM>.

En todos los casos estudiados~, el incremento producido por los AlgA representa

aproximadamente un 50% del aumento que inducen otros estímulos más potentes, como la

Al> o la 171-1. cuyos máximos están alrededor de 500 nM <12071 y resultados no

mostrados).
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J7j~ ura 29: Incrementos de la [(~<¿2+J,en las células mesangiales estimuladas con ¡gAs: Las células

se caigaron con el indicador fura-2 y se incubaron a 370C con diferentes dosis de IgA mononiérica ( O ) o

AlgA ( O Y Para cada concentracióíi se tomaron los valt)res basal y máxiiíío de Ca2 l~, expresados en nM.
Los resultados se representan como media ±EF de un toral de 7—II cxpcriníentos realizados. l.ts asteriscos

indican la signitaci6n del análisis estadístico de los datos respecto del basal: *, p<O05 y ~. p<O.OOl.

La cinética de la movilización del calcio en las células mesangiales inducida por

AlgA es diferente de la observada con los AIgG. Para una misma dosis de agregados, el

aumento de la ¡Ca2 ¡¡ debido a los AlgA es mayor que la que producen los AIgG. De un

total de 7 experimentos realizados, la línea base asciende desde los niveles basales

(aproximadamente 100 nM) hasta 143 ±14 nM (media ±EE> en presencia de lOO gg/ml

de AlgA, mientras que cl aumento debido a una dosis idéntica de AIgG 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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ura 30: Diferencias entre los AlgA y los AIgG en las variaciones de la fCa2~j: Las células

níesangiales de rata, previamente cargadas con Ñra-2 (4pM). se estimularon a 370C con 100 ~gIínl de AlgA

o A lgC en taiiipón KII II. Las variaciones de la Ca2 I> se expresan en nM - La flecha indica cl momento de
la adición de los estímulos. Experimento representativo de un total de Y realizados.

2.2.2.-Factores que intervienen en el aumento de la [Ca2~]
1:

En general, las variaciones en la ¡Ca
2~] del citosol pueden deberse principalmente

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

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

estas dos posibilidades tiene lugar en la activación de las células mesangiales por los AlgA.
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2.2.2.a.- Contribución del calcio extracelular

:

En algunos experimentos se añadió el quclante de calcio ECTA al medio de

incubación antes de la adición de los AlgA. Como se observa en la figura 3 1, la presencia

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

agregados (los descensos están alrededor del 20%, p<O.05>. El incremento de la ICa>t 1~

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

cuando cl E&l’A está en el medio, el retorno gradual de la ¡Ca2~¡> hasta la línea base es

mucho más brusco y prácticamente se completa después de 1 minuto de incubacioii.
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JYieura 31: Influencia del calcio extracelular en las variaciones de la [Ca2~] en las células
mesangiales de rata estimuladas con AlgA: Las células se cargaron con el indicador fura-2 y sc incubaron

a 370C con 200 ng/ml dc AlgA, en presencia de 2 mM de calcio en cl medio ( i- Ca) o en ausencia (- Ca).
La eliniiiiación del calcio extracelular sc realizó añadiendo al medio 5 mM de FGI’A §2 mM dc Tris

inmediatamente antes de la adición de los AlgA (indicado con una flecha). Experimento ¡epresciítat¡vo de 6

realízad is
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2.2.2±.—Liberación del calcio de los depósitos intracelulares

:

En otro tipo de experimentos se utilizó el TMB-8, un inhibidor de la salida del calcio

de los orgáriulos intracelulares en varios tipos de células, aunque su mecanismo de acción

y su lugar exacto de actuación no se conocen claramente ¡223>. Las células mesangiales se

incubaron durante lO minutos con 5 x 10< M de TMR-8 antes de la adición de los AlgA.

La presencia de TMB-8 reduce considerablemente la intensidad del pico inducido por

los agregados, pero no afecta de forma apreciable a la caída gradual posterior hasta la línea

base. Cuando la estimulación se realiza en un medio sin calcio (con RiTA 5 mM) la

inhibición causada por el TMB-8 es mayor y los niveles de (Ca2 descienden más

rápidamente (figura 32).
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PlEura 32: Influencia del calcio intracelular en las variaciones de la JC’a2 ~ en las células
niesangiales estimuladas con AlgA: Las células se preincubaron durante lO minutos con 5 x JO> M de

TMB-8 antes de añadir 500 Mg/ml de AlgA, en presencia de 2 mM de calcio (-1- Ca) o en ausencia (- Ca). La

e¡iníiííaci~ii del calcio ex(racelular se realizó añadiendo al medio 5 mM de ECTA y 2 níM dc Tris

IiliI]edia(anIeliIc antes (le la adición de los AlgA <indicado con una flecha). Experimento representativo de un

total dc 8 1 icvados a cabo.
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A partir de un lotal de 8 experimentos realizados sc obtuvo un porcentaje de

inhibición para el TMB-8 del 44 ±5 (media ±DL, p <0.05) respecto del incremento

máximo determinado en ausencia del inhibidor.

2.2.2.c.- Efecto de la toxina de pertussis y de Ja estaurosnonna

:

Intentamos determinar las vías intracelulares de activación que tenían lugar en la

movilización de calcio causada por los AlgA. Para ello empleamos dos tipos de inhibidores:

la toxina de pertussis, un inhibidor de las proteínas (3 y la estaurosporina, bloqueante de la

actividad dc la PKC j223j. Los experimentos se realizaron de forma análoga a los

anteriores, con una preincubación de 10 minutos en KIII-i conteniendo los inhibidores, y

luego se siguieron las variaciones de la fCa2~j~ en las células mesangiales estimuladas por

los AlgA, en ausencia o presencia de FUTA 5 mM. El resumen de estas inhibiciones se

refleja en la tabla VII.

La preincubación de las células mesangiales con 1 gg/ml de toxina de pertussis no

disminuye el pico de calcio producido por los AlgA, tanto en ausencia corno en presencia

de calcio extracelular en el medio de incubación, pues los porcentajes de inhibición no

superan el 15% (no significativo respecto del control).

(7uando las células mesangiales se preincuban con 5 x 1W M de estaurosporina, el

aumento máximo producido por los AlgA disminuye parcialmente, tanto en presencia (32%

de inhibición> como en ausencia de calcio extracelular (37%). Este efecto inhibitorio es más

acusado cuando se observa el descenso gradual de la ICa2~I, hasta la línea base (resultado

no mostrado).



TABLA VII
Inhibiciones del incremento en la ¡Ca2ti en las células mesangiales estimuladas con AlgA

% inhibición

±Ca -Ca

Toxina de pertussis II ±6 (ns) 14 ±4 (ns)

Estaurosporina 32 ±10 (~) 37 + Y (~)

Las células se preincubaron durante 10 minutos con toxina de pertussis (1 ~¿ghiíl)o estaurosponna
(5 x lO~ M) antes dc añadir 200 ng/ml de AlgA, en presencia de 2 mM dc calcio (4 Ca) o en ausencia y Ca).

Los resultados se expresan como porcentaje de inhibición respecto del incremento producido por los AlgA cii

ausencia de inhibidores y son la inedia 1 DE de un total de 3—5 experimentos diferentes. Los símbolos entre

paréntesis indican el análisis estadístico respecto de los controles: ns., 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>~[.

l)icho aumento puede ser debido inicialmente a la movilización del calcio de las reservas

intracelulares y. en segundo término, al incremento del influjo de calcio extracelular a través

de la membrana plasmática de las células. Además, la movilización del calcio en el interior

de la célula mesangial no es una señal dependiente de proteínas Gi, pero sí parece estar

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

2.3.1- Producción de TNFcv:

2.3.1 a.- Medida de la actividad bioló2ica del TNFcy

:

La actividad biológica contenida en los sobrenadantes de las células mesangiales se

determinó mediante el ensayo citotóxico de las células L929 11971. Inicialmente se estudió

la producción de TNFa por las células mesangiales de rata a lo largo del tiempo, tanto en

condiciones basales como en presencia de un estímulo positivo, el LPS. Los resultados de

la figura 33 indican una máxima producción de TNFa cuando las células mesangiales se

incuban durante 6 horas con 1 gg/ml de LPS. La medida de TNFa en condiciones basales

es dc 8.5 + 1 I//mg proteína (media ±EF), y en presencia de LPS es de 1016 + 118

U/mg proteínas celulares en cada pocillo (determinado por Lowry).

La producción de TNFa por las células mesangiales inducida por LPS disminuye de

forma significativa en presencia de 1 gg/ml de cicloheximida ((7HX), un inhibidor de la

síntesis de proteínas (figura 33), lo que indica que es necesaria la síntesis de novo de la

citocina.
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Fif ura 33: Producción de TNF~ por las células mesangiales estimuladas un¡ LPS Las células sc

incubaron a 370C con 1 Mg/ml de LPS en RPMI-HEPES con 0.5% de STF, cii ausencia ( fl ) o en

presencia ( ~ de 1 Mg/uit de CIIX. La actividad de TNFú de tos sobrenadantes se determinó mediante
ensayo citolítico sobre las células L929. Los datos se expresan en unidades de TNF½.corregidos según la

cantidad de proteínas totales contenida en cada pocillo y en ellos están restados los valores basales de las
células ruesangiales sin estimular. Media ±FE de 6-10 experimentos. El análisis estadístico se indica ctmo
~ p<OO5 y **, p<0.0O5 para CHX frente a LPS.

A la vista de los resultados obtenidos con LPS, seleccionamos cl tiempo de 6 horas

y estudiamos la producción de TNFct por las células mesangiales de rata estimuladas con

diferentes concentraciones de IgA e IgG (en forma monomérica o agregadas por calor). En

la figura 34 se observa que dicha producción es dependiente de la dosis, con tendencia a la

saturación entre 150 y 300 ng/ml de agregados. La máxima cantidad de TNF~ inducida por

300 ng/ml de los AlgA y de AIgG es de 719 + 100 y 592 + 111 U/mg de proteína celular

(media ±EH, respectivamente. Estos valores representan un 71 % y un 59% respecto de

la producción debida al LPS en el mismo tiempo.

Por otro lado, la liberación de TNFa provocada por las proteínas en estado

monomérico es significativamente menor que la inducida por los agregados. El aumento en
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el TNFx que IgA e IgC provocan en las células mesangiales representa un 20% y un 10%,

respectivamente. del máximo detectado en presencia de LPS al mismo tiempo de incubación.
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Fi2ura 34: Producción de TNFx por células mesangiales de rata estimuladas con IgA e IgG: Las

células se incubaron durante 6 horas a 370<’ en presencia de difereíues concentraciones dc AlgA ( e ), IgA

nionoinénca ( o ). AIgC < A ) o lgG monoinérica ( A ). La actividad en los sobrenadantes se midió con cl

ensayo de las células 13)29, expresándose los resultados en unidades de TNIIt po¡ ing de proteína cii cada

l)ocill(.), restando el valor basal de células mesangiales sin estimular. Media -4 LE dc lO experimentos
diferentes. l..os símbolos indican el análisis estadístico de los valores obtenidos con las J)roteínas monoméricas

respecto de las agregadas: * p <0.001.

En otros experimentos seleccionamos la dosis de 150 gg/ml para seguir la producción

de TNFa por las células mesangiales a lo largo del tiempo. Como se muestra en la figura

35, tanto los AlgA como los AlgG inducen una liberación de TNlkx dependiente del tiempo.

El pico de máxima liberación se detecta a las 6 horas de incubación a 37C)(7; a partir de este

punto comienza a descender el TNFa liberado, para alcanzar valores próximos a los niveles

basales a las 24 horas de incubación.
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En la mayoría de los casos estudiados, tanto en la curva de dosis como en la de

tiempo, la IgA induce una mayor producción de TNFa que la lgG. Por ejemplo, después

de 12 horas de incubación, la producción de TNFa correspondiente a los AIgC es dc 441

+ 119 U/mg proteína, mientras que la debida a los AlgA es de 551 + 45. Sin embargo,

estas diferencias no llegan a ser significativas en niguno de los tiempos estudiados.

-1

F-’f<fJ ¡ ¡

Fkura 35: Medida del TNFx producido por las células mesangiales estimuladas con agregados:
Las células se incubaron con J50 Mg/ml de AIgC ( ~ ) o AlgA ( ~ ) en RPMI-FIEPHS con 0.5% de
STE. A los tiempos indicados se recogieron los sobreiiadantes libres de células y se deteruiinó la actividad de

l’NFa que contenían. Los datos son la inedia ±FE de 8 experimentos y se expresan cii unidades de TNLa

por mg de proteína total en cada pocillo. Para cada tiempo, se restaron 105 valores basales de células
níesaíwiales sin estimular. Las diferencias respecto del basal son significativas cii todos los tiempos (p <0.05).
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l’ambién investigamos el efecto del inhibidor de la síntesis proteica, CLIX, sobre la

producción de TNFa por las células mesangiales estimuladas con AlgA

resultados sc resumen en la tabla VIII, demostrando que la síntesis de novo

es un requisito para su liberación al medio extracelular.

TABLA VIII

Efecto de la ClIN sobre la producción de TNFe¿

por las células mesangiales estimuladas con agregados

Estímulo 6 horas 12 horas

Basal 9±1 19+1

Basal + CLIX 3±0.1 4+0.5

(67%)* (79%)*

AlgO 516±34 457 + 114

AlgO + CLIX 167 ±14 122 + 47
(67%)*t

AlgA 625 + 46 554 + 17

AlgA + CLIX 154 +23 67+7
(75 %)**

Las células niesaiigiales de rata (en condiciones basales o estimuladas con 150 ng/ml de AlgO o AlgA) se

incubaron en ausencia o en presencia de 1 ~g¡rnl de CHX. Los resultados se expresan en unidades de ~l’NÑy
por mg de proteínas totales, como inedia ±EE, o en porcentaje de inhibición (indicando entre paréntesis)
causado por la CLIX respecto del control. Datos obtenidos a partir de 4 experimentos realizados por duplicado.

Los símbolos indican la significación con respecto al control: t p <0.05 y * ~, p <0.001.

Resultados

y AIgG. Los

de la citocina
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2.3. Lb.- Especificidad del TNFa

:

Es necesario descartar la posibilidad de que la producción de FNFa sea debida a una

posible contaminación de los estímulos con endotoxina. Por ello, se real izaron estudios en

presencia o ausencia de 1 pg/ml de polimixina B. Según los resultados de la tabla IX, no

se aprecia ningún descenso significativo de la liberación de TNI4x por las células

mesangiales cuando la polimixina B está en el medio de incubación, lo que excluye que las

preparaciones dc IgA e IgO (monoméricas o agregadas por calor) contengan cantidades

apreciables de endotoxina bacteriana.

También se investigó si los anticuerpos anti-TNFa eran capaces de bloquear la

actividad citolítica del TNF<x liberado por las células mesangiales. Efectivamente, la

neutralización de las muestras con 1 pg de anticuerpo policlonal anti-TNFa es prácticamente

completa, como puede apreciarse en la tabla IX.

TABLA IX

Especificidad del TNFa producido por las células mesan giales

Polimixina II (ns.)

5.8 + 0.3

LPS 1 gg/ml n.d.

anti-TNFx (p<0.001)

loo

77 + 7

AlgA 150 ptg/ml

300 p.g/ml

AlgO 150 gg/ml

300 gg/ml

6.7 + 0.9

8.5 + 0.9

4.5 ±0.2

95 + 1

92 + 9

74 + IB

89 + 5

75 + 1 1

Las células mesangiales se incubaron durante i2 boras con los diferentes estímulos en presencia o ausencia

de 1 pg/ml (le poliníixina B. bu otros experimentos, las muestras se ,íeutralizartn por i ncubacióii con 1 pg

dc anticuerpo PO! icloijal anri—TN Ea. Los resultados se expresan como porcentaje de inhibición respecto del

ce ¡arel <cii auscímcia dc 1)01 imixíimía 13 ti de a nti ‘EN Ea) y somí la inedia + DL dc 3-5 cx perimneiítos - La

Basal

smeiíihcacíóíí estadísuca respecto del control se indica cii la parte superior, al lado de cada i iiliibido¡ -
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En algunos casos, como control interno del experimento, se realizaron incubaciones

de las células L929 en presencia de los estímulos utilizados en nuestro estudio (IgA e [gO).

Sc 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 sí mismos no son citotóxicos para las

células L929.

2.3.1 e>. Expresión del mRNA del TNFrx

:

Los resultados obtenidos por medida de citotoxicidad se confirman cuando realizamos

análisis de Northern blot con la sonda del TNF~. Las células mesangiales se incubaron

durante 4 horas en medio de cultivo RPMI-l-IEPES con 0.5% de 5W, en presencia de LPS

(1 ptg/ml) o de IgA, AlgA o AlgO (150 pg/ml). Después de extraer el RNA total y

analizarlo por electroforesis, se hibridó con la sonda del TNFx marcada con 32P (figura 36).

El análisis densitométrico de las bandas (corrigiendo según la expresión del RNA ribosomal

28S) indica que los AlgA inducen un aumento en la expresión del mRNA del TNFa de

aproximadamente 4 veces respecto del basal; los AlgO aumentan los niveles en 3.2 veces.

La IgA monomérica ejerce un efecto estimulatorio más débil (1.8 veces el basal). La

presencia de LPS como control positivo de la estimulación incrementa la expresión de TNEcy

6 veces.
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2.3.2.- Producción de IL-6:

2.3.2.a.- Medida de la actividad bioló2ica de la IL-6

:

Las medidas de IL-6 se realizaron mediante el bioensayo de proliferación de las

células B9 [198j. En un primer abordaje estudiamos la respuesta de las células mesangiales

frente a un estímulo positivo, como es el LPS. La máxima producción se detecta después

de 12 horas de incubación con lO xg/ml de LPS (1413 + 60 U/mg). mientras que los

valores de control son dc 99 + 3 ti/mg. Al igual que en el caso del TNF&, es necesaria la

sintesis de novo de la IL-6, ya que la presencia de 1 pg/ml de CLIX en el medio de

incubación disminuye de forma bastante apreciable la producción de dicha citocina (figura

37>.

--VI--?
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Fisura 37: Producción de IL-6por las células mesangiales de rata estimuladas con LPS: Las células

n¡csaíígiales de rata se incubaron durante diferentes intervalos de tiempo con 10 ng/ml de LBS, en ausencia

E ) o en presencia ( ~ de 1 pg/ml de Clix. La actividad en los sobrenadamítes sc midió con cl ensayo
de las células ¡39. Los resultados se expresan cii unidades de IL-6 por mg de proteína en cada pocillo, restando
en cada tíeiiípo el valor basal de células inesamígiales sin estimular. Media t EL de 5-7 experimentos.

Sicimilicación de la (‘lix respecto del LBS: *, p<O.005.

rl
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Seleccionamos el tiempo de 12 horas para detectar la estimulación de las células

mesangiales con diferentes concentraciones de IgA (monomérica o agregada por calor). La

figura 38 muestra un aumento de la producción de IL-6 en función de la concentración de

IgA. La máxima estimulación se deteeta con 300 ng/ml de AlgA, obteniéndose un valor de

450 ±73 U/mg proteína celular, lo que representa aproximadamente un 32% de lo inducido

por cl LPS.

En la figura 38 también se observa que, en las tres concentraciones estudiadas, los

valores de IL-6 obtenidos con los AlgA son significativamente mayores que los obtenidos

con Igá monomérica. El máximo de producción de IL-6 con la proteína monomérica se

obtiene con 300 ng/ml (149 ±12 U/mg proteína>, lo que representa aproximadamente un

11 % de la producción medida en presencia de LPS.
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Fieura 38: Síntesis de IL-6por las células mesangiales de rata en cultivo estimuladas con IgA: Las

celujas se meubaron con diferentes cuncentraciones de AlgA ( • )u IgA monomérica ( O > durante 12horas

a 370C. La actividad de ll.-6 en los sobrenadanres se midió por proliferacióíi de las células B9, expresándose

los resultados en unidades de IL—6 por ing de proteína en cada pocillo (determinado por Lowry). Liii cada

tiempo sc tuvo en cuenta el valor basal de células níesangiales sin estimular. Media + EL de 8 experimentos

diferentes realizados por duplicado. Los símbolos indican el análisis estadístico de la producción dc las

proteínas nío¡ioiííéncas respecto de las agregadas: ~ p <0.005.
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En otros experimentos realizamos una curva de síntesis de IL-6 en función del

tiempo, utilizando como estímulos los AlgO y AlgA. Después de 6 horas se detecta una

cantidad considerable de IL-6 en el medio, alcanzándose el valor máximo a las 12 horas de

incubación. A partir de este tiempo se produce un descenso gradual de la síntesis de IL-6

por las células, pero de forma lenta, pues incluso a las 48 horas se mantienen todavía los

niveles elevados de esta citocina en los sobrenadantes de las células mesangiales estimuladas

con los agregados (figura 39).

Comparando la capacidad de estimulación de las células mesangiales por parte de los

dos tipos de agregados. los mayores valores de IL-6 se observan con los AlgO, aunque las

diferencias no llegan a ser significativas (figura 39).

10 0
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Figura 39: Síntesis de IL-6 por las células ,nesangiales de rata estimuladas con agregados: Las

incubaciones se realizaroií a 370<’ en presencia de 300 pg/ml de AIgG ( U o AlgA ( ~ y Finalizados

los tiempos indicados se determinó en el sobrenadante la actividad de IL-6. expresada cii unidades por aig dc
proteínas cii cada pocillo. Los valores son la inedia ± BE de 9 experimentos diferentes realizados por

duplicado. Las diferencias respecto del basal son significativas en todos los tiempos (p <0.05),
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Determinamos también la cinética de la síntesis de IL-6 por las células mesangiales

dc rata estimuladas con AdesigA. Como se muestra en la figura 40, a partir de 6 horas las

células sintetizan una cantidad apreciable de IL-6, que es máxima después dc 12 horas de

incubación con los AdesígA. La producción va descendiendo gradualmente hasta las 48

horas, pero no llega a alcanzar los niveles basales.
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EjEura 40: Producción de JL-6 por las células mesangiales estimuladas con AdesigA: Las células
sc incubaron durante diferentes intervalos de tiempo con 300 pg/ml de AdesígA y se determi¡ió La bioacrividad

de la IL-6 cii los sobrenadantes. restando en cada punto la producción basal. Los resultados, en ciudades por

mg de proteína en cada pocillo, son la media 1~ BE de 4 experimentos. A todos los tiempos las diferencias
respecto del basal soí¡ significativas (p <0.05).

En la tabla X se resumen los resultados obtenidos cuando se utilizó el inhibidor de

la síntesis proteica CHX. Tras 6horas de incubación, los porcentajes de descenso calculados

están comprendidos entre un 60% y un 70%, mientras que a las 12 horas puede alcanzarse

hasta un 80% de inhibición. Estos datos sugieren que la producción dc IL—6 a It) largo del

tiempo por las células mesangiales requiere la síntesis de novo de la citocina.
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TABLA X

Efecto dc la <‘¡-IX sobre la ¡L-6 producida por las células mesan giales

Estímulo 6 horas 12 horas

Basal 42±12 99±3

Basal +GIiX 15±5 33±3
(64%)* (67%)t*

AIgG 343±33 523+77

AlgO +CIIX 101 ±84 97+4
(71 %)** (Sí %)**

ALgA 311 ±28 492 ±73

AIgA+CI-IX 106±9 103+5
(66%)** (79%)*t

AdesígA 278 + 37 493 + 92

Ades[gA ±CLIX 86 ±7 95 + 8

(69%)** (81 %)**

Las células sc incubaron con las diferentes proteínas, cii ausencia o en presencia de 1 pg/ml de CLIX. Los

resultados se expresan en unidades de IL-6 por mg de proteínas totales (media ±• EL) o en porcentaje dc
inhibición (entre paréntesis) causado por la CHX respecto del control. Datos obtenidos a partir dc 4

experimentos dilérentes realizados por duplicado. Los símbolos indican la significación con respecto al control:
~. pcZ 0.05 y ~ p<O.OOl.

Las células mesangiales de origen humano también presentan capacidad de sintetizar

IL-6 cuando se estimulan con AlgA o AlgO. Los valores de [L-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 dc 150 gg/ml de AlgO es mucho más efectiva que la de AlgA, mientras que a 300

gg/ml ambos agregados inducen una cantidad similar de IL-6.
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Fitura 41: Producción de IL-6 por las células mesangiales humanas: Las células se incubaron en

condiciones basales (RPMI-HIiPES con 0.5% STF) 1

gráfica cii ug/ml) de AlgO ( ~ ) o AlgA
• ) o con diferentes concentraciones (indicado en la

) durante 12 lioras a 370C. Los resultados se expresan cii

unidades de IL-ó por mg de proteína en cada pocillo (determinado por Lowry) y son la media ± EL de 3
experimentos realizados por duplicado.

2.3.2.b.~ Especificidad de la IL-6

:

La tabla Xl resume las inhibiciones obtenidas en presencia de polimixina 8 (1 pg/ml)

y del anticuerpo policlonal anti-IL-6. Queda descartada la existencia de endotoxina contenida

en los estímulos como la responsable de los niveles elevados de IL-6 producidos por las

células mesangiales, pues los porcentajes de inhibición obtenidos con polimixina B no son

significativos. L)e la misma forma, la actividad biológica de la IL-6 contenida en las

muestras es casi totalmente suprimida en presencia de anti-IL-6, lo que demuestra que el

ensayo es específico.
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TABLA X

Especificidad de la IL-6 producida por las células mesangiales

Polimixina B (ns.) anti-IL-6 (p<O.OOI)

Basal 3.9 + 0.5 lOO

LPS n.d 80±7

AlgA 6.5 + LI 69± II

AdesígA 4.9 ±0.7 78± II

AlgO 7.5±1.3 73+8

Las células mesangiales se incubaron durante 12 horas con Los diferentes estímulos en presencia o ausencia
de 1 pg/¡1¡l de polimixizía B. En otros experimentos, las ¡nuestras se neutralizaron por incubación con 1

de anticuerpo policlonal anti-~ll.-6. Los resultados en ambos casos se expresan como porcentaje de inhibición
ítspecto del control (cii ausencia de polimixinia 8 o de anti—IL-6) y son la media ±DE de 4 experimentos.

l.a .sig ni ticación respecto al control se indica en la parte superior, al lado de cada inhibidor.

2.3.2.c.- Expresión del mRNA de la IL-6

:

La expresión del mRNA de la IL-6 se estudió en células mesangiales estimuladas

durante 6 horas en medio de cultivo sólo o conteniendo 10 gg/ml de LPS, 300 pg/ml de

AlgO o 300 jxg/ml de AlgA. Un experimento representativo se muestra en la figura 42, así

como el análisis densitométrico de las bandas, corregido por la expresión total del RNA

ribosómico 285. La presencia de LPS en el medio de incubación indujo un incremento de

8 veces en la expresión del mRNA de la IL-6. En cuanto a los agregados, el aumento de

la intensidad de la banda detectado fue de aproximadamente unas 4-5 veces.
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2.4.- PROLIFERACION 1)E LAS CELULAS MESANGIALES:

Algunos estudios in vivo han demostrado que en las glomerulonefritis por

inmunocomplejos se producen dos fenómenos asociados: prolileración dc células

mesangiales y aumento en la producción de proteínas de matriz 1107-109>. En este apartado

estudiaremos ¡a 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 dc la proliferación por incorporación de 13H]timidina:

El grado de proliferación de las células mesangiales en estado quiescente se midió

en función de la cantidad de radiactividad (¡3H]timidina) que eran capaces de incorporar en

cl I)NA durante el proceso de duplicación. Cuando las células mesangiales de rata se

incubaron durante 24 horas en presencia de diferentes concentraciones de AlgA, se produjo

un incremento significativo de la radiactividad contenida en las células respecto del control

(figura 43). Este efecto se observa incluso a bajas concentraciones de AlgA, alcanzándose

el máximo a 100 ng/ml (73% de incremento respecto del control). En el caso de los A[gO

sc observa un incremento continuo hasta la dosis de 150 ng/ml (69% respecto del control).

Cuando se emplean concentraciones más elevadas de las ya mencionadas la cantidad de

timidina incorporada a las células desciende suavemente. Por otro lado, las proteínas

monoméricas son débiles promotores de la proliferación de las células mesangiales; con 100

pg/ml de IgA monomérica se observa un 15% de aumento respecto del basal.

En estos experimentos se utilizó como control positivo medio de cultivo conteniendo

diferentes concentraciones de STF. La capacidad de proliferación de las células mesangiales

en presencia de STF es muy superior a la obtenida con los agregados. Por ejemplo, en

presencia de 10% de 5W, las células mesangiales incorporan 12311 + 629 dpm (media +

EE), lo que representa un 137% de aumento de la proliferación respecto del basal.



Resultados 141

‘,

~1

1
1
A — - A

¡

6—--

¡¡

Yrot ¡ na C ¡Lq/ u

Fkura 43: Prol¿feración de las células mesangiales de rata en presencia de ¡gA e IgG. El ensayo

de ínoliferación se realizó por medida de la 131-lltimidina incorporada en las células después de 24 horas de

incubación a 37<u(? en RPMI con 0.5% de 5fF. en presencia de diferentes concentraciones de AlgA ( e ).

IgA monomérica ( O ) o AIgG ( A ). Los datos se expresan en dpin medidas en cada pocillo (placas de 96)

y son la media 4- Eh de 6 experimentos realizados por triplicado. Las diferencias respecto del basal fueron

sígínlicativas, con valores de p< 0.05.

Las células mesangiales de origen humano también proliferan en presencia de los

agregados. En la figura 44 se muestra un ensayo de proliferación 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 jxg/ml de AlgA y dc AIgG en el medio

produce un incremento en la proliferación de las células mesangiales del 187% y del 169%,

respectivamente. Como estímulo positivo se utiliza STF al 20%, que induce un incremento

dc 360%.
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Fi?ura 44: Proliferación de las células inesangiales humanas: Las células se incubaron durante 24

boias en placas dc 96 pocillos en presencia de 100 p.g/ml de AlgA o AlgG en RPMI con 0.5% de 5W,

utilizando como control positivo 20% de STF. La proliferación se midió por incorporación de timidina en las

células, expresatido los resultados como porcentaje respecto del basal. Media + DIO de 3 experimentos

diferentes realizados por triplicado. Los símbolos indican el análisis estadístico de las diferencias respecto al
basal: fl p’viú.(ll; ~, p<0.Ot)l

2.4.2.-Medida de la proliferación por captación dc azul de metileno:

Las células mesangiales de rata se incubaron durante 48 horas con los diferentes

estímulos en medio de cultivo con 0.5% de STF, utilizando como control positivo STF al

10%. Después de teñir las células vivas con el colorante azul de metileno, se determinó la

absorbancia en cada pocillo, lo que nos permitió calcular el grado de proliferación. En la

figura 45 se muestran los resultados obtenidos al incubar las células mesangiales con

diferentes concentraciones de AlgA o AIgC. Se observa un auniento continuo en el

porcentaje de proliferación respecto del basal en presencia de concentraciones crecientes dc

los agregados. El máximo efecto se alcanza entre 100 y 200 ng/ml de proteína (alrededor

del 25% respecto del basal) y a partir de este punto se detecta un descenso en el porcentaje

~1
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calculado, listos resultados obtenidos mediante incorporación dc azul dc metileno son

relativamente bajos, pero las diferencias respecto del basal son estadísticamente

significativas. En presencia del control positivo del experimento (medio de cultivo con 10%

de STE) el grado de proliferación de las células mesangiales aumentó hasta un porcentaje

de 76 + 27 (media ±DE).

¡ . /4

Figiura 45: Medida de la prohferación de las células mesan giales de rata por captación de azul de
metileno: Las células se incubaron durante 48 horas en placas dc 96 pocillos en presencia de vanas

concentraciones de AlgA ( ~ ) o AIgG ( ~ ). Las células se tiñeron con azul de metileno y se midió

la absorbancia dc cada pocillo. Los resuJtados se expresan como porcentaje respecto del basal y 50fl la inedia

DE de 6 experimentos realizados por triplicado. La significación respecto del basal es de r <0.05 para ~idas

las dosis, excepto para 1 gglml de agregados (ns.).



Resultados 144

2.4.3.- Factores implicados en la proliferación de las célulasmesangiales:

Quisimos precisar si la proliferación 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 cirocinas. Para ello, realizamos estudios de captación de [1-ljtirnidina

durante 24 horas con una dosis de agregados (100 ng/ml) en presencia de tres anticuerpos

policlonales anti—citocinas: anti-TNFa anti—[L-l y anti-IL-6. En la elección de la dosis de

anticuerpo se tuvieron en cuenta dos factores: que la concentración utilizada fuera la

mínima, para que no ¡nterfiriera en el ensayo de proliferación (ya que sabemos que la lgG

monomérica induce cierta proliferación) pero que fuera una dosis con capacidad

neutralizante óptima (determinada en los bioensayos de medida de la actividad de cada

citocina).

Como se observa en la figura 46, los tres anticuerpos neutralizan de forma

significativa la proliferación inducida por los agregados. Los menores porcentajes de

inhibición se consiguen con el anticuerpo anti—TNFa (un 30% con los AlgA y un 23% con

los AIg(S). La presencia de anti-IL-6 en el medio provoca un descenso del 56% para los

AlgA y del 68% para los AlgG. Con el anticuerpo anti-LL-l se obtienen porcentajes de

inhibición similares. La proliferación de las células mesangiales no disminuye en presencia

de una cantidad equivalente de una lgG no relacionada, lo que confirma la especificidad de

los anticuerpos (resultados no mostrados).
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FI?ura 46: Efecto de los anticue qo policlonales ímti-citocinas en la prol~feración de las células
mesangiales inducida por los agregados: Las células mesangiales se incubaron durante 24 horas con lOO

ug¡ml de AlgA o AIgG en RPMI con 0.5% de STF, en ausencia ( E o en presencia de 1 ~¿gde anti-TNhx
1, aííti-lI,-l ( ~ ) o anti-IL-6 ( • ). La proliferación se midió por incorporación de timidina cii las

células, Los valores de dpixx obtenidos se expresan como media iz DE de 4 experimentos diferentes realizados

por triplicado. Los símbolos indican la significación respecto al control: p <0.05 y ~, p <0.0(11

En experimentos adicionales realizamos incubaciones de las células mesangiales en

presencia de diferentes concentraciones de IL-6, midiendo la proliferación a las 48 horas con

el ensayo del azul de metileno. La absorbancia de los pocillos aumenta en función de la

concentración de la citocina, alcanzándose con la dosis de lOO U/ml un porcentaje de

proliferación de 46 ±12 respecto del basal (media ±DE de 4 experimentos, p<O.OS). La

presencia del anticuerpo anti-IL-6 en el medio de incubación reduce totalmente el efecto

proliferativo de esta citocina sobre las células mesangiales, ya que se obtuvieron porcentajes

de inhibición dc 87 ±. 12 (media ±DE de 4 experimentos).

A la vista de estos resultados podríamos decir que en la proliferación que inducen

los AlgA y AlgC en las células mesangiales en cultivo están implicadas las citocinas TNWx,

11>1 e IL-6.

7-
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El daño glomerular progresivo es la principal causa de insuficiencia renal y puede

producirse como consecuencia del depósito en el glomérulo de componentes biológicamente

activos, entre los que destacan los inmunocomplejos [76j.

Dentro del glomérulo, el mesangio, formado por células mesangiales y matriz

extracelular, no solo ocupa una posición central en la estructura, sino que mantiene un papel

clave muy activo e importante en su funcionalidad, tanto en los estados normales como en

los patológicos 1891. La mayoría de las células mesangiales exhiben características de

músculo liso, como su capacidad de contracción, aunque también presentan aspectos

similares a los macrófagos, ya que tienen capacidad de unir inmunocomplejos a través de

receptores Fe, funcionar como células presentadoras de antígenos y liberar radicales de

oxigeno y proteasas 77. 80-82j. Como parte de su normal función fisiológica, el mesangio

participa en la regulación de la filtración glomerular y actúa en el procesamiento de los

residuos macromoleculares de la filtración [89]. Cuando es perturbado por la acumulación

dc moléculas biológicamente activas o cuando su capacidad de procesar los residuos de la

filtración se sobrepasa, cl mesangio reacciona proliferando y produciendo componentes de

su matriz [104].

La nefropatía IgA está incluida en el grupo de glomerulonefritis mediadas por

anmunocomplejos y representa una de las enfermedades glomerulares primarias más

comunes en el inundo ¡6, 1561. A nivel sérico está caracterizada por un aumento en la

concentración de IgA polimérica y por la presencia de inmunocomplejos de IgA ¡1671. A

nivel tnesangial está caracterizada por el depósito de inmunocomplejos de IgA y, en

ocasiones, de lgG y C3 ¡161, 1651. En los últimos años 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 daño

glomerular, las evidencias acumuladas hasta el momento son escasas 11701.

En este sentido, se ha demostrado que las céiuias mesangiales poseen un receptor

especifico para IgC, cuyas características bioquímicas son análogas a las dc los receptores

Fc’y descritos en otras células macrofágicas [92, 95!. La unión y posterior endocitosis de

los inmunocomplejos de lgG a través de estos receptores produce una rápida activación de

las células mesangiales. que liberan diversos mediadores de la inflamación, como lípidos

bloactivos, radicales libres del oxigeno y citocinas ¡93. 94. 98, 100. 1011. La interacción
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entre las células mesangiales y los inmunocomplejos de IgA induce la liberación de ión

superóxido, PAF y eicosanoides 11721, pero hasta el momento no se han determinado las

características bioquímicas, moleculares y funcionales de los posibles receptores para IgA

en estas celulas.

Los resultados que se han expuesto en este trabajo demuestran que en la célula

niesangial existe un receptor específico para IgA, capaz de unir esta inmunoglobulina a

través de la región Fe, participando los carbohidratos contenidos en la estructura de forma

determinante en dicha unión. Este receptor puede ser incluido en la familia de los receptores

Fcy, pues presenta ciertas analogías con los receptores Fc& descritos en otros tipos de

células. Demostramos además algunos aspectos funcionales que ocurren después de la

ocupación de los receptores de la membrana celular por la igA, como los lenómenos de

endocitosis y degradación de igA y la activación de los procesos de transducción de la señal,

proliferación mesangial y liberación de citocinas.

1.- CARACTERIZACION DE LA TJNION DE LA IgA A LAS CELULAS

MESANGIALES

1.1.- INTERACCIONES ENTRE LA IgA Y LAS CELULAS MESANGIALES

Las investigaciones realizadas en los últimos años con respecto a los receptores de

inmunoglobulinas han estado enfocadas principalmente al estudio de los receptores para lgG.

Así, los receptores Fcy están muy bien caracterizados en una gran variedad de tipos

celulares, y se conocen numerosos aspectos relacionados con su estructura, modo de

interacción ligando—receptor, síntesis, expresión, mecanismos de actuación y funcionalidad

[37, 381. Sin embargo, los receptores para IgA han recibido una atención relativamente

escasa por parte de los investigadores.

llasta el momento se han descrito tres tipos de receptores para IgA: receptor de

inmunoglobulinas poliméricas, receptor de asialoglicoproteinas (AS(S) y receptor para la

región constante de la IgA (Fc& [SI. Los dos primeros tipos están descritos principalmente
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en células hepáticas humanas y de diferentes especies animales, y están implicados en los

procesos de transporíe yprocesamientode macromoléculas ¡21, 31, 29]. Los receptores Fea

están presentes en la mayoría de las células del sistema hematopoyético, en hepatocitos y

en algunas bacterias ¡8, 18, 20j.

Los receptores Fccv están implicados en los procesos de citotoxicidad celular

dependiente de anticuerpos, en la regulación de la síntesis de la IgA, en el aclaramiento de

los ininunocomplejos de IgA de la circulación, en la opsonización de antígenos y en los

procesos inflamatorios mediados por activación del complemento 1181. En todos estos

estudios se han utilizado diferentes técnicas, como inmunofluorescencia, roseteo con

eritrocitos recubiertos de IgA, inmunoprecipitación y unión de proteínas radiactivas.

Nosotros hemos estudiado la capacidad de unión de la IgA 1 humana marcada

radiactivamente a las células mesangiales en cultivo. Inicialmente se establecieron las

condiciones del equilibrio de unión. A 40C la unión de IgA a las células mesangiales es

dependiente del tiempo, estabilizándose a partir de los 60 minutos. La forma molecular de

la proteína influye en su capacidad de unión a las células, pues la IgA polimérica se une en

mayor cantidad que la monomermea.

La unión de la IgAl humana (60 minutos, 40C) es dependiente de la dosis y se

alcanza la saturación en el rango de concentraciones estudiado. Por análisis de Scatchard

de la unión específica de la IgA demostramos que en las células mesangiales existe una

población homogénea de sitios de unión del mismo tipo. Los cálculos indican un número

aproximado de í0~ moléculas de [gA por célula, que se unen con elevada afinidad

(lK~ = 1.8 x lo Ma).

El valor de la constante de afinidad obtenido se encuentra en el mismo orden de

magnitud que las constantes previamente descritas de la unión de IgA a otros tipos de

células. En linfocitos y macrófagos alveolares existen 3.3 x 10~ sitios de unión para IgA con

una afinidad de 5.2 x lO~ M1 [58]. En los neutrófilos humanos la afinidad del receptor Eca

por la [gA es de 0.5 x l0~ M’ ¡41], superior a la que presenta el receptor Fc-y (tipos RII

y RIII) por la lgG, que es del orden de IO~ M, pero menor que la del EcyRl ¡8, 43j.

Las células mesangiales de rata presentan una población de 1.02 x í0~ sitios de unión

para mnmunocomplejos de lgG de conejo, con una afinidad de l0~ rvt’ [93¡. Sin embargo,

utilizando AIgG dc un tamaño más homogéneo, se ha determinado un número medio de
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2.? x l0~ sitios de unión por célula mesangial, cuya afinidad es de 2.2 x 10~ M’ [94j.

Otros investigadores han demostrado Ja especificidad del receptor de IgA en

diversos tipos de células. Dichos receptores son específicos de clase, pues la unión de IgA

marcada a las células no se consigue bloquear con otros tipos de inmunoglobulinas, como

JgM, Igfii, IgL o IgD 132, 34, 51-53, 59, 70].

En nuestro caso también hemos demostrado que la interacción entre la IgA y su

receptor en células mesangiales es específica para esta clase de inmunoglobulina. Varios

resultados apoyan esta idea. En primer lugar, la unión de IgA es autodesplazable, es decir,

la presencia de un exceso de IgA no marcada inhibe de forma dosis-dependiente la unión

de la 251-IgA. En segundo término, otras clases de inmunoglobulinas (lgG e lgM) no

provocan un desplazamiento considerable de la unión, ni siquiera empleando dosis elevadas.

Para determinar de forma más concreta la naturaleza de la unión de la IgA a las

células mesangiales se realizaron ensayos de inhibición con los fragmentos de esta

inmunoglobulina. Utilizamos una proteasa liberada por las bacterias Haemophilus influenzae,

que actúa específicamente sobre las uniones prolil-seril de la región bisagra de la IgA 1,

dividiendo la molécula en sus fragmentos F(ab) y Fe, sin afectar en gran medida a la

conliguración de dichos fragmentos ni a la composición de los carbohidratos [21. Solamente

el fragmento Fe causa una inhibición importante de la unión de la IgA a las células

mesangiales. Esta capacidad selectiva de inhibición de la unión de la IgA indica que el sitio

de interacción con la célula mesangial debe estar localizado en la región constante (dominios

C~
12 y C113) de la inmunoglobulina.

En los neutrófilos humanos el dominio C112 de la IgA está directamente implicado

en la interacción entre el receptor Fca y Ja región constante de la inmunoglobulina ¡8], pero

no se ha determinado cuáles son los aminoácidos de este dominio que están involucrados en

la unión. Los receptores de IgG están mucho mejor caracterizados en cuanto al sitio de

interacción con la lg(ii. Los receptores de baja afinidad Fc-yRll y RIII poseen dos sitios de

unión activos: el específico para el dominio C113 de la lgG, directamente implicado en la

interacción con el ligando, y el específico para algunos residuos del dominio ~ que

participa en la umiión y en la producción de señales de activación intracelulares 12081. El

receptor Fc’yRl presenta una alta afinidad por los residuos situados en el extremo N-terminal[

del dominio C112 de la lgG y esta única interacción es capaz de desencadenar los procesos
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de activación celular. La región bisagra de la inmunoglobulina también participa en la

interacción, posiblemente determinando la accesibilidad del receptor Fcyl al sitio de unión

en el dominio C1) ¡209¡.

Diversos investigadores han demostrado la existencia de receptores Fe para

mnmunoglobulinas en diferentes células, utilizando tanto sistemas heterólogos como

homólogos. Los monocitos humanos son capaces de unir inmunoglobulinas de diferentes

especies ¡2011 y, al contrario, las inmunoglobulinas humanas se unen con la misma afinidad

a receptores Fc de diferentes origenes [202]. Los hepatocitos y células de Kupffer de ratón

presentan una afinidad similar por la IgA polimérica y monomérica, tanto de origen humano

como inurino 1651. La IgA humana es capaz de unirse de forma específica a lintbcitos y

macrófagos alveolares de conejo [581y a macrófagos peritoneales de rata [32. 33j. Nuestros

resultados también demuestran que los macrófagos peritoneales de rata pueden unir IgA en

un sistema heterólogo, observando que se trata de una unión dosis dependiente y específica

para esta clase de inmunoglobulina. De igual forma, los receptores para lgG caracterizados

en las células mnesangiales de rata son capaces de unir lgG en un sistema heterólogo, lgG

de conejo ¡93j, o en un sistema homólogo, IgO de rata ¡92, 941.

La mayor parte de nuestros resultados se ha realizado en un sistema heterólogo, es

decir, con IgA de origen humano y células mesangiales obtenidas de riñón de rata Sin

embargo, en este trabajo también se ha demostrado la unión en un sistema homólogo,

utilizando células mesangiales humanas. La unión de IgA a las células mesangiales de origen

humano es análoga a la de las células mesangiales de rata y es específica, pues la presencia

de un exceso de proteína no marcada inhibe considerablemente la unión de la proteína

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/macrófagos son los mejor

caracterizados molecularmente hasta el momento. En la mayor parte de los casos estas

proteínas se han aislado de las membranas celulares marcadas radiactivamente, utilizando

técnicas de cromatografía de afinidad (con columnas de lgA-Sepharosa) o de

inmunoprecipitación (por formación de complejos receptor-IgA-anticuerpo anti-lgA y

posterior precipitación con proteína A unida a Sepharosa) [81.

131 receptor de IgA de los neutrótilos humanos es una proteína altamente glicosilada,

con un peso molecular aproximado de 50-70 kDa y específica para [gAl e lgA2, pero no

para lgG o [gM ¡42. 43j. El receptor de eosinófilos es similar, pero posee un peso

molecular algo superior (70-100 kDA), quizás debido a su mayor contenido en carbohidratos

(SOl. En los macrófagos peritoneales de rata existe un receptor para IgA del tipo Fc~,

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 [591.

Monteiro y col. [54j aislaron el receptor Fccx de las membranas de monocitos,

granulociros y de células monocíticas de la línea U937, mediante técnicas de

mnmunoprecipitación con anticuerpos monoclonales anti-lgA. En los tres tipos de células el

receptor es similar, capaz de unir IgAl e lgA2 (polimérica y monomérica) y con un gran

contenido en carbohidratos. Presenta un peso molecular aproximado de 60 kDa y está

constituido por dos subunidades, de 32 y 36 kDa, unidas a través de enlaces de tipo N entre

los carbohidratos [441.Hasta el momento no se ha investigado a fondo sobre la presencia

de las dos isoformas para el receptor monocítico, aunque parece que éstas podrían haberse

generado por ‘splieing’ de RNA alternativo, por modificaciones postranscripcionales en el

procesamiento del mRNA o por la existencia de dos genes distintos.

En nuestros experimentos se ha realizado el aislamiento de los receptores de

membrana de las células mesangiales de rata mediante cromatografía de afinidad comi

Sepharosa-IgA. Los resultados obtenidos indican que se trata de una única proteína con un
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peso molecular aproximado de 60 kDa, en la que no existen uniones a través de puentes

disulfuro entre los dominios, pues se obtiene la misma banda cuando la electroforesis se

realiza en condiciones reductoras y no reductoras. Sería necesario realizar en el futuro un

estudio más detallado sobre la estructura de este receptor, determinando algunas

características bioquímicas, como el punto isoeléctrico y el contenido en carbohidratos.

Entre las características estructurales podría determinarse si este receptor está formado por

dos dominios proteicos unidos por enlaces de tipo N entre carbohidratos, si estÁ constituido

por una única o varias subunidades activas o si se encuentra asociado a otras proteínas

implicadas en los mecanismos de transducción de señales formando un complejo

mntracelularmente activo.

En todos los ensayos hemos utilizado como control la línea mononuclear U937 pues,

como ya se ha comentado, es en monocitos y líneas celulares relacionadas donde se han

caracterizado con más detaiJe los receptores Fc&. La banda correspondiente al receptor de

IgA en las células mesangiales de rata es coincidente con la banda procedente de las células

1J937. La anchura de la banda correspondiente a las U937 es mayor que la del receptor de

células mesangiales. lo que podría indicar que existen diferencias en cuanto a la afinidad por

IgA o en cuanto al número de receptores de membrana en ambos tipos celulares.

La especificidad de la interacción entre la IgA y su receptor en las células

mesangiales se determinó realizando el aislamiento del receptor de membrana en presencia

de un exceso de [gA o lg(S solubles. La competencia por la unión al receptor entre la IgA

del medio y la Sepharosa-lgA se traduce en una disminución de la intensidad de la banda

de 60 kDa, lo que no ocurre cuando el inhibidor empleado es lgG. Estos resultados

corroboran los obtenidos en los ensayos de unión de proteínas marcadas. confirmando que

la proteína de la membrana de las células mesangiales es específica para IgA.

El receptor de IgG aislado de la membrana de las células mesangiales de rata por

mnmunoprecipitación con anticuerpos monoclonales posee unas características moleculares

y genéticas muy parecidas al receptor Fc-yRlI de los macrófagos murinos y humanos ¡92¡.

Se trata de una proteína con un peso molecular aproximado de 45 kDa, específica para las

subclases lgG 1 e lgCi2b.

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

las células mesangiales de rata mediante cromatografía de afinidad con Sepharosa-lgC
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presenta un peso molecular aparente de 50 kDa, próximo al descrito en la literatura [92¡,

pero claramente menor que el del receptor de IgA en las mismas células.

Estos resultados indican que los receptores Fc-y y Fea de las células mesangiales son

dos proteínas claramente diferentes en sus características moleculares, y posiblemente

funcionales, y que ambos receptores son independientes en cuanto a la unión de

imiiunoglobtilinas, presentando especificidades distintas y sin reacción cruzada.

Se han descrito diversos factores que actuan como moduladores del receptor de

IgA. Algunos factores del crecimiento, como el GM-CSF y el (3-CSF producen un aumento

de unas tres veces en la afinidad del receptor Fca de los neutrótilos humanos [411.Otros

factores externos actúaíi sobre las células produciendo una sobreexpresión de los receptores

para IgA. La línea promielocitica HL-60, que en condiciones normales no expresa

receptores para IgA, modifica su patrón de expresión por tratamiento con calcitriol o

dimetilsulfóxido, agentes promotores de la diferenciación celular [Sl, 204¡. El PMA

aumenta de forma dependiente de la dosis y del tiempo la expresión de los receptores Pca

en los monocitos y líneas celulares relacionadas [541.Nuestros experimentos con 13937 están

de acuerdo con estos resultados, observando una banda más intensa cuando las células U93?

se incuban durante 18 horas con una concentración l& M de PMA. Sin embargo, los

receptores de IgA en las células mesangiales no aumentan de forma acusada por incubación

con PMA. Esta discrepancia podría atribuirse a posibles diferencias en las vías dc

transducción de la señal intracelular o a las condiciones óptimas de tiempo de incubación

y concentración de PMA, que pueden ser distintas para la activación 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 incubación es más corta, por ejemplo, 3 o 6 horas, lo que implica

que posiblemente se requiere la síntesis de novo del receptor de IgA en las células

mesangiales. Otros investigadores han obtenido idénticas conclusiones en monocitos y

neutrófilos humanos tratados con IgA, observando una rápida estimulación de la expresión

de los receptores de Igá de forma dependiente de la concentración de IgA [40, 54!.

El número de receptores Bey de células mesangiales y algunas líneas celulares

macrofágicas aumenta considerablemente en presencia de lEN-y, dibutiril AMPe y CSF- 1.
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Este incremento va asociado con un aumento en la capacidad de fagocitosis de

mnmunocomplejos de lgG por las células mesangiales [95[• Otros factores no afectan al

número dc receptores de lg(S en monocito/macrófagos, como el GM-CSF,TNFa, IL-3, 4

y 6. Por el contrario, la expresion de los receptores para IgA en monocitos, células 11937

y l-IL-60 disminuye o no se ve afectada por INF-y, a y fi, ni por inlerleucina 4 ¡51, 204j.

En nuestras comidiciones experimentales, no observamos aumento de la intensidad de la

banda correspondiente al receptor de [gA de las células mesangiales en presencia de [FN-y,

pero sí lo hacen los receptores para IgO.

Se necesitan más investigaciones para determinar otros factores solubles que actuen

como activadores o supresores de la expresión del receptor de IgA en las células

mesangiales, entre los que podrían incluirse algunas citocinas y factores de crecimiento,

proteínas de la matriz y glucocorticoides. De igual forma, habría que dedicar algún esfuerzo

al estudio de las vías de activación que conducen a la expresión del receptor de IgA pues

sobre este tema no se ha investigado hasta el momento. Podría determinarse, por ejemplo,

sí algunas proteínas quinasas están implicadas en estas señales intracelulares.

1.2.2.- Expresión del ¡uRNA del receptor de IgA:

Recientemente Maliszewski y col. ¡551 han donado el c[)NA del receptor Fea en

monocitos humanos a partir de una librería de cDNA construida en la línea monocítica (3937

y transfectada a COS-?, seleccionando después las células que expresan el receptor Pca con

anticuerpos monoclonales. En la secuencia de pares de bases del plásmido pl-luFcaR está

contenida una región que codifíca una proteína de 287 aminoácidos. Los primeros 21

aminoácidos corresponden a la secuencia señal y el resto a la proteína madura con un

tamaño molecular previsto de 29.9 kDa, valor que coincide con el tamaño (32-36 kl)a) del

núcleo proteico del receptor Ña de monocitos humanos [54, 441. La secuencia primaria

prevista contiene una zona extracelular de 206 aminoácidos, una región transmembrana de

19 residuos y un dominio intracitoplásmico de unos 41 aminoácidos. La región extracelular

está constituida por dos dominios y posee seis posibles sitios de N-glicosilación que, junto

con las uniones de tipo O, podrían dar cuenta del elevado peso molecular (60 kl)a) que
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presenta el receptor Lea nativo. La secuencia de aminoácidos de la región extracelular del

receptor Lea presenta gran homología con otros receptores Fc (sobre todo con los de lgC

e IgL) y con otros miembros de la superfamilia de las inmunoglobulinas, y en él se

conservan algunos residuos característicos de este grupo [7, 55!.

En las preparaciones de RNA poliadenilado procecentes de células U937, monocitos

humanos de sangre periférica y polimorfonucleares se observaron dos bandas de (amaño

aproximado de 2.8 y 2.6 kb. pero no se observaron estos dos transcriptos en las

preparaciones de linfocitos T y R ¡55].

Nosotros hemos medido la expresión del receptor de IgA utilizando el plásmido

pHuEccxR en los ensayos de hibridación mediante técnicas de Northern blot, a partir de

preparaciones de RNA procedentes de células mesangiales, tanto de origen humano como

de rata. Las células mesangiales de rata y humanas contenían un mRNA de tamaño

aproximado de 2.8 kb, comparable con el mRNA del receptor Ña de las células U937,

aunque menos abundante.

Al igual que se observó en la purificación del receptor de membrana, la estimulación

de las células U937 con PMA aumentó significativamente la expresión de los mensajeros

del receptor Fea, hecho que no fue observado en las células mesangiales. La presencia de

IgA en el medio de incubación indujo una sobreexpresión del mRNA del receptor en las

células mesangiales. más acusado cuando la estimulación se realiza con AlgA. Por otro

lado, el IFN—y causó una sobreexpresión de los receptores de lgG de las células

mesangiales, pero no afectó 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 Fea, ya descritos en otros tipos celulares, como

monocitos, neutrófilos o macrófagos [7, 8].

La posibilidad de que todos los resultados anteriormente comentados se deban a una

contaminación por macrófagos del cultivo de células mesangiales queda descartada por

completo. En nuestras condiciones de trabajo los macrófagos peritoneales no sobreviven más

allá de los primeros días desde el inicio del cultivo. Por otro lado, además de sus

características morfológicas observadas al microscopio, las células mesangiales cultivadas

presentan unción negativa para el antígeno la, lo que las distingue claramente de los

niacrótagos.
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1.3.- PAPEL DE LOS CARBOHIDRATOS EN LA INTERACCION ENTRE LA IgA

Y LAS CELULAS MESANGIALES

La ¡gAl es una molécula con un elevado contenido en carbohidratos unidos a través

de enlaces de tipo N o de tipo O. Existen cinco uniones 0-glicosídicas, localizadas en la

región bisagra y de composición sencilla: uno de los enlaces contiene un solo residuo de

CalNAc, mientras que los cuatro restantes poseen uniones Gal-(131—3>-GaINAc y en algunas

ocasiones poseen residuos de ácido siálico terminales. Las uniones N-glieosidicas son mas

complejas en su estructura y contienen Gal, GaINAc, manosa y ácido siálico ¡15-17].

Tres de los carbohidratos mayoritarios contenidos en la estructura de la IgA han

sido objeto de nuestro estudio: fi-D-Gal, fi-D-GaINAc y fi-D-GIcNAc. Concretamente hemos

estudiado si estos carbohidratos participan de alguna forma en la unión de la IgA a las

células mesangiales.

Realizamos ensayos de inhibición de la unión de IgA a las células mesangiales de

rata en cultivo en presencia de los azúcares, observando un descenso apreciable, sobre todo

con Gal y GaINAc. Estas observaciones no se han demostrado en otro tipo de receptores

de inmunoglobulinas. Concretamente, los carbohidratos de la molécula de IgE no participan

en la unión al receptor Eec ¡210].

Estos resultados nos llevan a la conclusión que posiblemente los carbohidratos

contenidos en la estructura de la inmunoglobulina participan de forma importante en la

interacción con el receptor de las células mesangiales. Podrían existir dos posibilidades para

esta intervención de los carbohidratos: participación activa, por interacción directa con el

receptor celular, o pasiva, es decir, los carbohidratos pueden mantener los dominios C~1
2,

C
113 y la región bisagra en una determinada disposición espacial que permita que la

interacción con el receptor se realice con alta afinidad. La primera posibilidad implicaría

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 oligosacáridos. Si la segunda posibilidad fuese cierta, entonces los oligosacáridos

modularían la unión de la IgA a su receptor Fea en las células mesangiales.

Nos planteamos entonces realizar otros experimentos de unión utilizando como

ligando la IgA parcialmente desializada. La eliminación de ácido siálico del extremo final
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de las cadenas hidrocarbonadas de la IgA deja expuestos otros restos azucarados, en su

mayoría de Gal [301.Los resultados obtenidos muestran una unión saturable en el rango de

concentraciones estudiadas, específica para desigA pero no para lgG o [gM. El análisis de

Scatchard demuestra la presencia de un solo tipo de sitios de unión de desígA en las células

mesangiales: sin embargo, no se puede descartar la posibilidad de que existan dos tipos de

sitios de unión con la misma afinidad. Aunque las células mesangiales unen una mayor

cantidad de desígA que de IgA intacta, ambas proteínas interaccionan de forma similar, ya

que los valores de constante de afinidad (10~ M í) y número de sitios por célula (10~) están

en el mismo orden de magnitud.

Mediante ensayos de inhibición con los fragmentos de la [gA determinamos que el

sitio de interacción entre la desígA y las células mesangiales reside en la región Be, al igual

que ocurre con la IgA intacta. Sin embargo, los valores de inhibición con carbohidratos son

superiores cuando se estudia la unión de desigA, lo que indica un papel más relevante de

las estructuras hidrocarbonadas en la interacción entre las células mesangiales y la molécula

parcialmente desializada.

El receptor de ASG es una lectina que reconoce los enlaces 0-glicosídicos de

diferentes glicoproteinas y se ha caracterizado principalmente en células hepáticas [26-281.

En los hepatocitos humanos y líneas celulares relacionadas dicho receptor presenta una gran

afinidad por la IgAl, principalmente por los carbohidratos contenidos en la región bisagra

(Gal y GalNac> ¡29, 30].

En muchos de los estudios encaminados a la determinación de los receptores ASG

se ha utilizado como ligando el orosomucoide desializado [27, 301. El orosomucoide es una

glicoproteina no relacionada con el grupo de la inmunoglobulinas, que posee cuatro ramas

de oligosacáridos con ácido siálico en cada extremo terminal. La desialización por

tratamiento con neuraminidasa deja expuesto un residuo de Gal terminal en cada rama de

la proteína [35]. En experimentos similares a los descritos para Igá y desígA hemos

demostrado que la unión del ASOR a las células mesangiales es dependiente de la dosis de

ligando y saturable. Determinamos aproximadamente 106 sitios de unión por célula

mesangial, con una afinidad del orden de lO~ M1, menor que la determinada en la línea

celular HepG2 [27]. Los resultados de inhibición demuestran que en las células mesangiales

existe un receptor capaz de unir ASOR específicamente 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 desígA y, en menor grado, el ASOR, compiten por

unirse, al menos en parte, al mismo receptor en las células mesangiales.

Tomana y col. ¡303 llevaron a cabo el aislamiento del receptor asialoglicoproteico

de la membrana de las células hepáticas HepG2, mediante cromatografía de aUinidad con

[gAl polimérica o monomérica unidas a Sepharosa. En ambos casos obtuvieron una proteína

mayoritaria de aproximadamente 42 kDa de peso molecular. Sin embargo, en nuestros

experimentos con células mesangiales se observa la presencia de una única banda de 60 kDa

capaz de unirse a Sepharosa-IgA. Además, 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 podría ser

debido a que la purificación del receptor ASG requiere otras condiciones experimentales,

como una solución de lisis celular diferente o distinto tiempo de incubación con la

Sepharosa-deslgA.

Por estas razones sólo podemos afirmar que en las células mesangiales existe, al

menos, un receptor específico para IgA. Hemos demostrado que la interacción entre la

inmunoglobulina y el receptor se produce a través de la región constante Fc. Sin duda los

oiigosacáricos de la igA, principalmente los de la región bisagra, están implicados en la

interacción con las células mesangiales, aunque no podemos asegurar si actúan como

moduladores de la unión o participan activamente en ella. En este sentido, Aramaki y col.

[2113demostraron, en macrófagos peritoneales de ratón, que los receptores de carbohidratos

participan en la fagocitosis mediada por los receptores Fe. La activación de los receptores

Pca y Fcy de monocitos humanos conduce a la síntesis de TNF e IL-Ifl, que puede ser

bloqueada en gran parte por la presencia de Gal en el medio de incubación [64, 211].

Es problable que en las células mesangiales exista un segundo tipo de receptor para

IgA, diferente del receptor Bea y similar al receptor ASG, capaz de unir, además de ASOR,

IgA y desígA a través de sus residuos hidrocarbonados. Serían necesarias más

investigaciones para confirmar estas primeras evidencias. En este sentido podría realizarse

el aislamiento del receptor de membrana de las células mesangiales utilizando como soporte

de la cromatografía 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, 261 supondría un paso definitivo.

Todos estos resultados refuerzan el papel potencial que ejercen las regiones

hidrocarbonadas de las moleculas de IgAl en la patogénesis de la nefropatía IgA. En este

sentido, los estudios preliminares sobre la composición de carbohidratos de la IgA de los

enfermos con nefropatía [gA no son concluyentes. Algunos investigadores sugieren que

existen deficiencias en los residuos de Gal y NAeGal, pero este hecho no ha sido

confirmado por otros 1168, 2121. Puestos que estos pacientes presentan usualmente episodios

de hematuria macroscópica asociados con infecciones del tracto respiratorio, una hipótesis

alternativa podría ser que la neuraminidasa liberada en estos momentos ¡461 podría ser la

causante de una mayor exposición de los residuos de carbohidratos de la igA, lo que traería

como consecuencia una enfermedad por inmunocomplejos autólogos ¡171 ~l4, 2151 o una

mayor capacidad de unión a las células mesangiales, como hemos observado en nuestro

estudio.

2.- ASPECTOSFUNCIONALES DEL RECEPTOR DE IgA EN CELULAS

MESANGIALES

Una vez determinados algunos aspectos estructurales del receptor de IgA y algunos

factores reguladores de su expresión, hemos estudiado las funciones de este receptor en las

células mesangíales.

Las células mesangiales son capaces de unir e internalizar inmunocomplejos de lgG

a través del receptor específico Fc-y 192, 94, 97, 1011. La interacción entre la lgG y su

receptor en las células mesangiales conduce a una rápida activación celular, con la

consiguiente síntesis y liberación al medio extracelular de diversos mediadores de la

inflamación, entre los que destacan PGE2, PAF, productos de la lipooxigenasa, ión

superóxido y algunas citocinas, como IL-1 y 6 y MCP-l ¡93, 94, 98, 99, 1003. Entre los

mecanismos de activación celular estudiados se encuentran los lujos de calcio intracelular

y la activación de la PLC, con la subsiguiente liberación de IP3 11011.
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Nuestro grupo de trabajo ha sido el primero en señalar la importancia de la

interacción entre las células mesangiales y los inmunocomplejos de IgA y su posible

participación en la patogenia de la nefropatía IgA. En este sentido se ha demostrado que las

células mesangiales de rata estimuladas con AlgA solubles sintetizan y liberan al medio

extracelular PAB, PGE,, ión superóxido, fibronectina y colágeno (¡172] y resultados no

publicados). Estos estudios iniciales sugieren la importancia de la caracterización que tiene

la estructura molecular del receptor de IgA en la célula mesangial, así como la

determinación de algunos aspectos funcionales no descritos hasta el momento.

En todos los estudios de función utilizamos AlgA solubles obtenidos por

calentamiento, con características similares a las de los inmunocomplejos [2161, y

determinamos la intermialización y degradación de los mismos a través del receptor de IgA,

la movilización del calcio intracelular y la producción de algunas citocinas, así como los

efectos mitogénicos de la IgA sobre las células mesangiales. Estas determinaciones se

llevaron a cabo en paralelo con AIgG solubles, en parte usados como control, en parte

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

2.1.-UNION, [NTERNALIZACION Y DEGRADACION DE IgA POR LAS CELULAS

NIESANGIALES:

Numerosos estudios han demostrado que las células mesangiales participan en los

procesos de fagocitosis de ciertas macromoléculas, como ferritina, carbón coloidal, proteínas

ci í forma agregada e inmunocomplejos. En estudios la vitro con células mesangiales se

estudió la endocitosis de partículas de zimosán opsonizado y de oro coloidal recubiertas de

suero ¡81, 911.

Neuwirth y col. 198] fueron los primeros en demostrar que los inmunocomplejos de

lgG unidos a particulas de 195Au coloidal o a eritrocitos de carnero eran endocitados a 37c>C

por las células mesangiales de rata a través de un mecanismo dependiente de la región Fe

de la inmunoglobulina. Por microscopia de contraste de fase observaron una distribución

homogenea dc partículas de oro retenidas por las células mesangiales en cultivo. Este

fenómeno de fagocitosis es dependiente del tiempo, alcanzando Ja saturación
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aproximadamente después de 60 minutos dc incubaemon.

Nuestros estudios de catabolismo iban encaminados a determinar qué ocurría con

IgA una vez que se estaba unida a su receptor específico en las células mesangiales. Para

ello, determinamos la cinética de la unión, internalización y degradación de la [gA a 370C

por las células mesangiales de rata en cultivo. El destino de la IgA unida a las células

mesangiales puede transcurrir por dos caminos alternativos: disociación de su receptor o

endocitosis, con la subsiguiente degradación de la proteína. Los resultados demuestran que,

cuando se cambia la temperatura de incubación a 370C, parte de la IgA inicialmente unida

a WC pasa al interior de la célula mesangial, donde posteriormente es degradada,

posiblemente por los enzimas lisosomales. La internalización y degradación del ligando

se produce de forma rápida, pues incluso a tiempos cortos de incubación se detectan

porcentajes de degradación significativos.

El estado molecular de la IgA es un factor determinante en estos procesos de

fagocitosis, pues en todos los experimentos realizados la degradación de los AlgA fue mayor

que la determinada para la IgA monomérica. Jones y col. [2171observaron en monocitos

y células U931 diferencias en el catabolismo de los inmunocomplejos dependiendo de la

forma molecular de la proteína.

Sin embargo, no toda [a IgA unida es endocitada, sino que una cantidad considerable

sufre disociación del receptor y es eliminada al medio extracelular, apareciendo como

proteína intacta. Este hecho puede indicar que la capacidad de las células mesangiales de

eliminar los inmunocomplejos de IgA circulantes depositados en el glomérulo es limitada

y quizás, fácilmente saturable cuando in vivo se produce una acumulación excesiva de dichos

inmumocomplejos. como ocurre en la nefropatía IgA [111, 170J.

El catabolismo de la IgA por las células mesangiales es un proceso mediado

específicamente por el receptor Fax. Esta conclusión se obtuvo de los resultados de

inhibición con los fragmentos Fe y F(ab) de la IgA. La presencia del fragmento Fc inhibe

significativamente los parámetros de degradación y asociación a células, mientras que con

el fragmento l}ab) el descenso fue prácticamente inapreciable.

Los experimentos de unión, internalización y degradación se realizaron

comparativamente con IgG, tanto en forma monomérica como de agregados solubles,

observándose una cinética de catabolismo similar a la de la [gA. aunque los porcentajes de
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degradación fueron algo menores y la cantidad de proteína disociada algo mayor. En

cualquier caso, los procesos degradativos se estabilizan transcurridos 60 minutos

aproximadamente.

Es importante destacar que los agregados solubles de deslgA también son

endocitados y degradados por las células mesangiales. La cinética de degradación es muy

similar a la de los AlgA, aunque se requieren más experimentos que demuestren si estos

procesos tienen lugar únicamente a través del receptor Fca o si también existe participación

de los receptores de carbohidratos.

Estudiamos también si, al igual que en otras células, se requería la presencia de

calcio en el medio de incubación para la fagocitosis de los AlgA. Los resultados del

catabolismo con EDTA en el medio como quelante de los iones Ca2t demostraron que,

aunque el calcio no es necesario para la unión de la IgA a las células mesangiales, si lo es

para que las proteínas unidas sean endocitadas y posteriormente degradadas. Resultados

análogos se han descrito en los macrófagos murinos. que requieren una concentracion de

calcio óptima para que se produzca la fagocitosis mediada por los receptores Fc-y ¡218j. Sin

embargo, otros autores observaron procesos de fagocitosis independientes del calcio ¡219¡.

Los bajos porcentajes de degradación obtenidos demuestran que las células

mesangiales de rata no son células fagocíticas por excelencia, como podrían ser los

macrófagos peritoneales de rata. Estas células macrofágicas son capaces de endocitar AlgA

y AIgG humanos de forma dependiente de la dosis y del tiempo de incubación [33, 61, 205,

206. 216, 2201. Nosotros realizamos estudios comparativos de unión de agregados solubles

de IgA, desígA e lgG a células mesangiales y macrófagos peritoneales de rata en cultivo.

Los resultados demuestran que la capacidad fagocítica de las células mesangiales es muy

inferior a la que muestran los macrófagos. Estas observaciones están de acuerdo con las

obtenidas por otros investigadores, que midieron una mayor captación de partículas de oro

coloidal recubiertas de inmunocomplejos de lgG por parte de los macrófagos peritoneales

que por las células mesangiales de rata [97, 98].

Según estas observaciones, es posible que una de las funciones más importantes de

los receptores de IgA e lgG en las células mesangiales ¡a vivo sea la eliminación de las

proteínas correspondientes y los immunocomplejos que se depositan frecuentemente en el

mesangio, debido a que la región mesangial está “bañada” muy a menudo por el plasma,
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del que sólo está separada por una capa de células endoteliales. El depósito masivo o

continuado de immunocomplejos estimularía a la célula niesangial para sintetizar citoquinas

y otros mediadores de la inflamación que podrían participar en el daño glomerular.

Algunos estudios han determinado que ciertos factores solubles influyen en La

fagocitosis de los inmunocomplejos por las células mnesangiales. Así, la AII aumenta la

captación de partículas recubiertas lgG2b, mientras que citocalasina B, ANP, dopamina,

AMPc y GMPc reducen de forma significativa la internalización 1961. La morfina disminuye

¡a vitro la captación de lgG humana por células mesangiales y macrófagos peritoneales de

rata, mientras que in vivo aumenta los depósitos de inmunocomplejos de lgG en mesangio

¡97]. Santiago y col. 1951 estudiaron la internalización a 60 minutos y 370C de los

inmunocomplejos de lgG marcados con i25
1 observando un aumento de 2-3 veces en

presencia de CSF-l, dbcAMP e ¡FN--y.

Sin embargo, nada se ha demostrado en cuanto a los factores que modulan in vivo

la captación de IgA por las células mesangiales. Estos resultados serían de gran importancia

en la comprensión de la patogenia del daño glomerular en la nefropatía IgA. En las biopsias

renales de estos enfermos siempre aparecen depósitos de IgA y, excepto en raras ocasiones,

nunca desaparecen ¡221]. En algunos enfermos se ha detectado una rápida acumulación de

células polimorfonucleares en el riñón coincidiendo con la desaparición de gran parte de los

depósitos renales de IgA ¡222]. Puesto que la fagocitosis mediada por IgA en los neutrófilos

humanos aumenta en presencia de GM-CSF [41]. podríamos pensar que la presencia de

algunas citocinas en el microentorno del mesangio podría modificar la capacidad fagocítica

de las células residentes e intiltrantes. Teoricamente, todas las maniobras capaces de

incrementar la fagocitosis de los inmunocomplejos por parte de las células glomerulares

serían de gran interés en el tratamiento de la nefropatía IgA.

2.2.- MECANISMOS DE TRANSDUCCION DE LA SEÑAL INTRACELULAR

Existen diversas rutas de mensajeros implicadas en la transducción de la señal

intracelular, entre las que destacan la señal 1P3/calcio, los canales de calcio independientes

(mediados por receptor) o dependientes de voltaje y los sistemas adenilato c¡clasa!AMPc,
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guanilato ciclasa/GM Pc, diacilgí icerol(DG)/PKC y factores de crecimiento/tirosina

quinasa/tirosina fosfatasa [2231.

Entre todos los mensajeros intracelulares, el Ca2~ es uno de los más ubicuos y está

implicado en la regulación de un gran número de respuestas celulares, como la contracción

celular, la secreción de diversos productos, la activación de las células sanguíneas, la

glicogenolisis y gliconeogenesis, así como en el crecimiento, diferenciación y división

celular ¡224j. Por ello, su concentración y localización subeelular están controladas en un

rango muy estrecho. Los iones calcio se encuentran en cuatro sitios diferentes en las celulas:

medio extracelular, citoplasma, mitocondria y retículo endoplásmico. Solo el calcio presente

en el citoplasma actúa como segundo mensajero, mientras que el retículo endoplásmico

constituye el principal orgánulo que libera y secuestra el catión del citoplasma ¡223, 224j.

En general, cuando el sistema del calcio participa como mensajero en la transducción

de la señal producida tras la interacción ligando-receptor, el metabolismo de los

fosfatidilinositoles está implicado. La unión al receptor de membrana estimula una PLC

específica de fosfatidilinositol, que suele estar acoplada a proteínas (i. Este enzima

cataboliza la hidrólisis de fosfatidilinositol 4,5-bifosfato, produciendo IP, y DG. Estas dos

moléculas actúan como segundos mensajeros intracelulares, causando la movilización del

calcio de las reservas internas de la célula (por parte del IP
3) y estimulando una PKC

específica (por parte del DG). En cualquier caso, todas estas señales conducen a la

fosforilación de diversas proteínas que participan en una gran variedad de funciones

celulares. Las señales que acompañan al aumento de Ca
2~/lP, participan en la respuesta

inicial de la célula al estímulo. Los acontecimientos celulares en los que la PKC está

involucrada forman parte de la respuesta celular mantenida. La integración de ambas

respuestas constituye todos los mecanismos de activación celular que pueden ocurrir cuando

un agonista se une a su receptor específico de membrana [224].

liemos estudiado si las variaciones de la [Ca2~j,forman parte de las diferentes

señales de transmembrana que tienen lugar en el proceso de activación de las células

mesangiales a través de los receptores para IgA. No se han observado variaciones en la

¡Ca2’ en presencia de IgA monomérica, pero si con AlgA. Esto sugiere que la unión del

ligando no es suficiente para transmitir el cambio conformacional al citosol o a los dominios

transmembrana del receptor, sino que se requiere el “cross-linking” (agregación de los
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receptores) para que la señal sea efectiva. Resultados similares se han obtenido en los

neutrófilos humanos estimulados con inmunocomple los de IgG [2251.

Los AlgA producen una rápida movilización de [os iones calcio en el citosol de las

células mesangiales, lo que podría indicar que el aumento es debido a una salida de calcio

desde las reservas intracelulares, probablemente mediada por IP3. El aumento detectado es

considerable, pero menor que el producido por otros agonistas, como la Ah y la ET-l

([2071 y resultados propios). El incremento en la ¡Ca
2~j, es transitorio, pues con el tiempo

se retorna hacia los valores basales. Sin embargo, incluso después de 4 minutos de la

adición de los AlgA se observa un discreto aumento en los niveles de calcio.

La presencia de TMB-S. un inhibidor de la salida del calcio de los orgánulos

intracelulares, produce un descenso en el pico de máxima [Ca2t¡~. Cuando se añade al medio

el quelante de los iones divalentes EGTA, el pico brusco no se ve afectado, pero el retorno

a los niveles basales es más rápido. Estos dos hechos demuestran que existen dos

componentes en el aumento de la [Ca2~i~en las células mesangiales estimuladas por AlgA.

En un principio se produce la liberación de los iones calcio almacenados en los depósitos

intracelulares y posteriormente se permiten los mecanismos de entrada de iones desde el

espacio extracclular, contribuyendo ambos orígenes al aumento total de la 1 Ca24],.

Estudiamos también la respuesta de las células mesangiales a la estimulación con

AIgG. En nuestros experimentos, la activación de las células con AIgG produce una cinética

de movilización de calcio intracelular similar a la observada con los AlgA, con un aumento

inicial de la [Ca3~j~y un descenso gradual, algo mantenido, hacia los valores basales. Otros

autores, han demostrado el mismo incremento rápido en la [Ca2t] en macrófagos

peritoneales de ratón y líneas celulares relacionadas estimuladas con AIgG ¡218, 2191. Sin

embargo, la respuesta de calcio observada en las células mesangiales estimuladas con

mnmunocomplejos de lgG presentó una cinética más lenta, pero más estable, en cuanto al

tiempo necesario entre la estimulación y la activación 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 activación celular no transcurría vía PLC, pues

no apreciaron un incremento significativo de 11>3. Por otro lado, en nuestro sistema, el

rápido incremento inicial observado con los AlgA es bastante mayor que el correspondiente

a los AlgG. lo que podría ser un indicativo de que los receptores de ambas
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anmunoglobulinas presentan algunas vías de activación intracelular distintas.

Entre otros posibles mecanismos de transducción de la señal determinamos si la

activación de las células mesangiales con AlgA se producía a través de proteínas U y si

conducía, en último término, a la estimulación de la PKC.

La activación de las células mesangiales con AlgA no se produce a través de

proteínas G1, ya que la presencia de la toxina de pertussis como inhibidor de estas proteínas

no disminuyó el incremento de la lCa
2~]~ debido a los AlgA. Sin embargo, estos hechos no

descartan la posibilidad de que existan en las células mesangiales otras proteínas G

insensibles a toxina de pertussis, o incluso, que la activación de estas células no esté

asociada a una PLC dependiente de fosfatidilinositol, 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 activación de las células mesangiales a través de los receptores de IgA

participa este enzima, a tiempos más largos, produciendo la fosforilación de diversas

proteínas, cuya naturaleza está por determinar [106]. Un fenómeno similar se ha detectado

en otros tipos celulares ¡223].

2.3.- PRODUCCION DE CITOCIINAS POR LAS CELULAS MESANGIALES

Diversas citocinas participan en la patogénesis del daño renal modificando las

propiedades de las células glomerulares intrínsecas e infiltrantes [102, 109]. En los últimos

años, gracias al desarrollo de algunos modelos animales de glomerulonefritis, se ha

avanzado mucho en el conocimiento de los factores que inducen activación mesangial ¡a vivo

1103, 105, 169]. La mayoría de los estudios han determinado las acciones de PDGB, IL-1

y TOE-fi, aunque es muy probable que estén implicados muchos más factores de crecimiento

y citocinas 190, 1121. Entre estas citocinas, TNFa e IL-6 podrían ser dos buenos candidatos

que participan en la patogenia del daño glomerular en la nefropatía IgA. Montinaro y col.

11791 demostraron, en un modelo experimental de nefropatía Igá, que las citocinas IL-l,

IL-6 e lEN’>’, administradas sistémicamente, actúan de forma sinérgica en el desarrollo del

daño glomerular, aumentando la hipercelularidad mesangial, la infiltración 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 e 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 contaminación de las muestras con endotoxina sea la responsable de

la síntesis elevada de TNFa e IL-6.

El TNFa es principalmente un producto de los fagocitos mononucleares, pero

también puede ser producido por las células glomerulares, sobre todo por las células

mesangiales [125, 1261. Varios estudios han caracterizado los efectos biológicos del TNB~

sobre las células mesangiales, entre los que destacan la contracción celular, citotoxicidad,

proliferación, liberación de mediadores lipídicos e ión superóxido y síntesis y/o expresión

dediversascitocinasy factoresdecrecimiento, como ILI, 6y 8, MCP-l, GM-CSEe IP-lO

¡99, 102, 126. 130-135j.

En nuestros experimentos hemos medido la produccion de TNFx por las células

mesangiales mediante el ensayo de citotoxicidad con las células L929. Los AlgA indujeron

una síntesis de TNFx dosis-dependiente, alcanzándose el máximo de producción después de

6 horas de incubación. La presencia de IgA en forma monomérica no estimula prácticamente

la liberación de TNFa. Estos datos fueron apoyados por los resultados de Northern blot,

detectando en las células mesangiales estimuladas con AlgA un incremento de la expresión

del mRNA del TNFa de 4 veces respecto del basal. Estos resultados son consistentes con

los obtenidos por otros autores en células mesangiales de rata estimuladas con LPS [1271

y en macrófagos murinos ¡117], que caracterizaron el mensajero del TNFcx como dos bandas

de hibridación.

Los AIgG indujeron una síntesis y expresión de TNFa dependiente de la dosis y del

tiempo, de forma análoga a los AlgA. Otros autores han observado que la activación de los

receptores Fc~ y Be-y en los monocitos humanos con IgA e lgG induce una producción de

TNFx similar, máxima después de 12 horas de incubación 164, 1211.

La IL-6 es producida por una gran variedad de células, entre las que se incluyen las

células mesangiales. bajo estimulación con LPS y algunas citocinas y factores de crecimiento

¡141, 144-1461. El papel fundamental de la IL-6 en el glomérulo es su actuación como
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factor autoerino, induciendo la proliferación de las células mesangiales in vitro 11501.

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 máxima cantidad de esta citocina puede ser

detectada tras 12 horas de incubación. La forma monomérica de la IgA provoca una discreta

liberación de IL-6 en las células mesangiales. Por otra parte, no existen diferencias cuando

se utilizan AlgA o AdesígA, demostrando que ambas formas de la inmunoglobulina son

capaces de activar la síntesis de IL-6 en las células mesangiales. En los ensayos de Northern

blot con la sonda de la IL-6 se detectó una sobreexpresión de los mensajeros de IL-6 en las

células mesangiales de rata estimuladas con AlgA y A¡gG (incremento de 4-5 veces el

basal). El mensajero está formado por dos bandas de aproximadamente 2.4 y 1.2 kb,

análogas a las descritas por otros autores ¡94, 150, 152].

La producción de TNF~ e IL-6 es inhibida por la CHX, lo que confirma la

necesidad de la síntesis de novo de las proteínas para su posterior liberación al medio

extracelular.

Numerosos estudios han demostrado la participación del TNFx y la IL-6 en las

glomerulonefritis humanas (proliferativas y no proliferativas). Se ha observado una

sobreexpresión de TNFa en las biopsias de pacientes con glomerulonefritis rápidamente

progresivas 11371 y de IL-6 en las glomerulonefritis mesangioproliferativas. como la

nefropatía IgA ¡152I. La severidad de estas enfermedades se correlaciona con los niveles

de estas citocinas en el suero y la orina. En algunos modelos de glomerulonefritis

proliferativas los glomérulos de los animales producen y expresan mayores cantidades de

TNFa 1 136j o de IL-6 [1541que los controles. En un modelo de nefritis nefrotóxica en

ratas, el pretratamiento de los animales con ‘l’NFcv o IL-1 incrementa la severidad del daño

glomerular ¡2271, mientras que la administración de anticuerpo antiTNFa es beneficiosa

en la evolución de la enfermedad ¡228j. 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 expresión pudieran ser responsables.
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2.4.- PROLIFERACION MESANGIAL

La estimulación de las células mesangiales con diferentes agentes provoca un gran

número de reacciones, entre las que se incluyen la proliferación celular, cambios en la

morfología de las células y en el fenotipo de secreción y aumento de la producción de

proteínas de matriz, así como la liberación de mediadores proinflamatorios ¡77, 90, 1021.

La respuesta proliferativa es un hecho normal en la célula mesangial. Además, la

proliferación sirve para repoblar el mesangio después de haber sufrido algún daño celular,

por ejemplo, el inducido por la isquemia. Sin embargo, el desequilibrio en el control de la

proliferación de las células mesangiales glomerulares constituye una causa inicial y muy

nuportante en la génesis del daño glomerular progresivo ¡103, 104].

La proliferación mesangial es un hecho muy destacado en algunas enfermedades

glomerulares humanas, incluida la nefropatía IgA [76, 103, 170j. Los factores mitogénicos

implicados en este proceso pueden ser producto de las células glomerulares intrínsecas,

pudiendo actuar de forma autocrina o paracrina ¡90, 1021. Bujii y col. [229] estudiaron la

proliferación de las células mesangiales humanas incubadas con diluciones seriadas de

algunos sueros procedentes de enfermos con nefropatía IgA, demostrando que el efecto

proliferativo podía ser debido a los inmunocomplejos de IgA contenidos en el suero. Sin

embargo, son necesarios más estudios para determinar si los inmunocomplejos depositados

en el glomérulo de los enfermos con nefropatía IgA son los responsables directos de la

proliferación niesangial 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 AIgG. Este hecho se ha demostrado

empleando dos ensayos de proliferación diferentes: la captación de [3H]timidina, que

determina el grado de síntesis del DNA, y la incorporación del colorante azul de metileno,

indicativo del número de células.

El efecto mitogénico de los agregados sobre las células mesangiales es discreto, pero

significativo, y además se ve en parte suprimido en presencia de anticuerpos policlonales

anú-citocinas. Las mayores inhibiciones se consiguen con el anticuerpo anti-IL-6, indicando

el papel activo que puede tener esta citocina en la proliferación mesangial inducida por los

agregados.
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liemos observado también que la producción de citocinas es un hecho que precede

a la proliferación. La síntesis de TNFx es máxima a las 6-12 horas de incubación, mientras

que después de 24-48 horas, tiempo en que se mide la proliferación, los niveles de TNBx

están cercanos al basal. Los valores máximos de IL-6 se detectan después de las 12 horas

de incubación con los agregados y se mantienen relativamente elevados después de 24-48

horas.

Es sabido que el TNFa induce en las células mesangiales la síntesis de un gran

número de citocinas, lípidos bioactivos y radicales del oxígeno, algunos de los cuales

presentan efectos mitogénicos sobre estas células ¡125, 227]. Por otro lado, la producción

de IL-6 aumenta cuando las células mesangiales se estimulan con IL-l, PDGF o TNFa

[132, 133, 145, 149¡. Los trabajos acerca de la capacidad mitogénica de la IL-6 y del TNFx

sobre las células mesangiales han aportado resultados controvertidos, pues algunos autores

demuestran que las dos citocinas poseen actividad inhibidora del crecimiento ¡153, 102j y

otros aseguran que son mitogénicas [131, 1501. En nuestras condiciones de trabajo, la IL-6

recombinante humana es capaz de inducir proliferación en las células mesangiales de rata.

Este efecto es específico, pues es abolido en presencia de anticuerpo anti-IL-6.

A la vista de estos resultados se deduce que la proliferación de las células

mesangiales en presencia de los AlgA y AIgG puede ser debida, en parte, a un efecto

directo de ambas proteínas y, por otra parte, puede estar mediada por otras moléculas, entre

las que se pueden incluir seguramente las citocinas TNFx e IL-6. Un comportamiento

análogo ha sido descrito para el PDGF y el bFGF [2301.La proliferación 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-IL-6.
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1.- CARACTERISTICAS BIOQIJIMICAS DE LA INTERACCION ENTRE LA IgA

Y LAS CELULAS MESANGIALES:

- La IgAl monomérica humana es capaz de unirse a las células mesangiales de rata

y humanas de forma dosis-dependiente y saturable. La interacción es específica para esta

clase de inmunoglobulina y se produce con alta afinidad.

- El sitio de unión está localizado en la región constante de la IgA. Además, los

residuos hidrocarbonados (principalmente los de la región bisagra) participan de forma

importante en la interacción entre la Igá 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

Pca’, pues comparte varias características con los receptores de este tipo en otras células.

Es una proteína con un peso molecular de 60 kDa, que se une específicamente a IgA, y la

secuencia y tamaño de su mRNA coincide con los del receptor en monocitos. La expresión

del receptor de membrana y del mRNA aumenta en presencia de IgA.

3.- CARACTERISTICAS FUNCIONALES DEL RECEPTOR DE IgA EN LAS

CELULAS MESANGIALES:

- Las células mesangiales son capaces de internalizar y degradar los agregados de

IgA unidos a la superficie celular, de forma dependiente del tiempo. El catabolismo de los

agregados depende de la región constante de la IgA y requiere la presencia de Ca2~ en el

medio.
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- El sistema del calcio actúa como segundo mensajero en la transdueción de la señal

intracelular producida tras la interacción entre la Igá y su receptor mesangial. El rápido

incremento en los niveles intracelulares de Ca2~ es debido, tanto a la liberación del Ca2’

de las reservas intracelulares como a la entrada de los iones desde el espacio extracelular.

La activación mesangial a través de los receptores de IgA no parece estar mediada por

proteínas (1,, pero si participa la proteína quinasa C.

- Las células mesangiales sintetizan y liberan al medio extracelular las citocinas

TNBa e IL-6 cuando se estimulan con los agregados solubles de IgA. La producción de

TNB& e [L-6 es dependiente del tiempo y de la dosis de agregados y afecta tanto a los

niveles de mRNA como a la síntesis de novo de las proteínas.

- La interacción entre los agregados de [gA y las células mesangiales provoca, en

último lugar. un incremento en su capacidad proliferativa. Este fenómeno es, en parte, un

efecto directo de los agregados y, por otra parte, está mediado por otras moléculas, entre

las que se incluyen las citocinas, principalmente la IL-6.

En conjunto, estos resultados indican que las células mesangiales poseen un receptor

especifico para IgA del tipo Eca, a través del cual se pueden producir diversos mecanismos

de activación celular. Con este trabajo se aportan nuevos conocimientos sobre los

mecanismos patogénicos que provocan daño tisular en algunas enfermedades, como la

nefropatía IgA, una de las glomerulonefritis más comunes en el mundo.
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