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RESUMEN

Recientemente hemos descrito la existencia de niveles elevados de IgA polimé-
rica, parcialmente como inmunocomplejos, en el suero y rifiones de pacientes con
nefropatia IgA. Puesto que estos pacientes tienen a menudo hematuria macroscé-
pica después de una infeccion del tracto respiratorio superior, nuestra hipdtesis
de trabajo fue que los linfocitos circulantes provenientes de las secreciones exter-
nas producirian en estos pacientes altas cantidades de IgA polimérica después de
una estimulacion viral. Ademas hemos pretendido estudiar las anomalias celulares
que pudieran explicar los altos niveles de IgA sérica encontrados en estos pacien-
tes. Asimismo, se han estudiado siete familias con un total de veintiséis miembros,
para conocer si algun-trastorno de la inmunorregulaciéon pudiera transmitirse ge-
néticamente. Nuestros resultados muestran que los linfocitos de pacientes con IgA
producen, después de la estimulacion policlonal in vitro, cantidades de IgA signifi-
cativamente mas alta que el grupo control (560 £ 97 ng/ml. vs 231 £ 57; p <
0,0025). No hubo diferencias en la sintesis de IgG o IgM. La cantidad de IgA poli-
mérica sintetizada por los linfocitos de pacientes fue también significativamente
mas alta que en los controles, asi como los linfocitos productores de esa inmuno-
dlobulina al terminar los 7 dlas de cultivo. Todos los pacientes presentaron un
aumento de los linfocitos T cooperadores en relacion al grupo control con porcen-
tajes normales de los supresores. Seis de diecisiete pacientes mostraron, sin em-
bargo, un trastorno profundo de la actividad de las células T supresoras especifi-
cas para igA. Ninguna anomalia se observo en los T supresores para la IgG o para
la IgM. Varios miembros de las familias estudiadas presentaron un aumento de los
linfocitos productores de IgA polimérica y aumento de las células T cooperadoras,
con algunos trastornos de inmunorregulacién. Estos datos, junto con los estudios
realizados en pacientes en poblaciones aisladas de linfocitos T y B, apoyan la
existencia de un trastorno primario de la actividad de las células cooperadoras
como factor importante en la nefropatia IgA. El aumento de la produccion de IgA
polimérica in vitro en estos pacientes sugiere que una situacion similar podria
ocurrir in vivo después de un estimulo viral u otro. En conjunto, fas anomalias de
inmunorregulacion observadas en pacientes y algunos familiares podrian contri-
buir a la patogenia de la nefropatia IgA.

Palabras clave: Nefropatia IgA. Inmunorregulacién de la IgA. Familiarés sanos.
IgA polimérica.

IMMUNE REGULATION DERANGEMENTS OF IgA IN PATIENTS WITH IgA
NEPHROPATHES AND IN HEALTHY RELATIVES

SUMMARY

Recently we have demonstrated the existence of elevated levels of polymeric
IgA, partially as immunecomplexes, in the sera and kidneys of patients with IgA
nephropathy. Taking into account that these patients have often upper respiratory
tract infections, our working hypothesis was that peripheral blood lymphocytes
from secretory tissues could produce a large amount of polymeric IgA after viral
stimulus. Furthermore we have tried to study the cellular abnormalities that could
explain the high serum levels of IgA found often in these patients. In the same way,
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we have studied seven families (twenty six relatives) to know whether an immu-
nological derangement could be determined genetically. Our results show that the
peripheral blood lymphocytes produce, after policlonal stimulation, significant hig-
her amounts of IgA than the control group (560 + 97 ng/ml vs 231 + 57 % p <
0.0025); however there were no differences in the synthesis of IgG or IgM. the
amount of polymeric IgA produced by patients’ lymphocytes was also significantly
higher than the control group. All patients studied presented an increased number
of helper T lymphocytes with normal percentages of suppresor T lymphocytes, as
expressed by monoclonal antibodies (OK series). Hower 6 out of 17 patients sho-
wed a markedly diminution in the activity of specific T suppressor celis for IgA.
. Several relatives presented an increase in the number of polymeric lgA-producing

N lymphocytes, as well as an increase in the percentages of helper T lymphocytes,
and'Subtle abnormalities in the immune regulation. These data, together with those
obtained from isolated T and B cells, are in favor of the existence of a primary
disturbance:of the helper T cells activity in IgA nephropathy. The increased pro-
duction of polymeric IgA by lymphocytes in vitro also suggest that a similar situa-
tion could occur in vivo after a viral or other stimuli. In the whole, the immune
regulation deragements observed in patients and in some patients’ relatives could
contribute to the pathogenesis of this nephropathy.

Key words: IgA nephropathy. Immunoregulation of IgA. Heaithy relatives. Poly-

merir IgA.

INTRODUCCION

La glomerulonefritis mesangial IgA (enfermedad de
Berger o nefropatia IgA) se caracteriza por la presencia a
nivel del mesangio glomerular de IgA y frecuentemente
Csy/o otras inmunoglobulinas con un patrén granular 2,
Aunque otras enfermedades, como la nefropatia de
Schonlein-Henoch o de la cirrosis alcohdlica hepatica y
del lupus eritematoso diseminado, pueden presentar un
cuadro similar a la inmunofluorescencia, los sintomas ge-
nerales que acompafan a estas entidades suelen ser su-
ficientes para establecer el diagndstico diferencial. De to-
das formas con las dos primeras suele tener algin meca-
nismo patogénico en comuin, tal como hemos descrito en
otra parte 3.

Aungue la nefropatia IgA fue iniciaimente descrita en
Francia, posteriores comunicaciones han demostrado su

distribucién universal; sin embargo, su incidencia varia

de unos paises a otros. Asi en Francia representa el 20-
25 % de las glomerulonefritis primitivas * °, mientras que
en USA entre 2-5 % 5-%. En nuestro pais la frecuencia
viene a ser similar a la de otros paises mediterraneos °.
Probablemente la diferencia en la politica de realizacién
de biopsias renales en un paciente con proteinuria y/o
hematuria minima, junto con el empleo de antisueros con
distinta especificidad deban ser considerados entre los
factores que podrian explicar esas diferencias.
Aunque la patogenia de esta enfermedad no esta cla-
ra, la alta frecuencia de niveles séricos de IgA
elevados * %-'*, asi como la recidiva de esta nefropatia
en los rifiones trasplantados 2, dio lugar a que la aten-
cién se dirigiera hacia esa proteina. La posibilidad de-una
IgA anémala fue sugerida iniciaimente por LAGRUE 1° y
BERGER 'Z; sin embargo, fue nuestro grupo el primero en
publicar in extenso las caracteristicas bioquimicas de la
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IgA en esta nefropatia '* '>. La mayoria de los pacientes
mostraron un aumento de {a IgA pclimérica. Posterior-
mente hemos demostrado que la IgA polimérica est4 pre-
sente a nivel del mesangio glomerular y que los niveles
de IgA polimérica sérica disminuyen o se normalizan
después del tratamiento con difenilhidantoina, medica-
mento que selectivamente deprime la sintesis de
IgA % 17 Asimismo hemos observado la presencia de in-
munocomplejos especificos de IgA e IgG en porcentajes
variables en estos enfermos (alrededor del 30-55 %) se-
gun la técnica '8 '°. Estos y otros aspectos patogénicos
han sido revisados recientemente en otra publicacion 2°.

El papel de la inmunidad celular en la nefropatia IgA ha
recibido poca atencidn hasta el momento. De hecho, ni
siquiera fue mencionado en las dos Ultimas revisiones de
la literatura sobre el tema 2! 22_ Sin embargo, teniendo
en cuenta la alta frecuencia de IgA sérica elevada en el
suero de estos pacientes, tales anomalias no deberian,
sorprender. NOMOTO y cols. 2° observaron que el nimero
de linfocitos portadores de IgA estaba notablemente au-
mentado en sangre periférica en estos pacientes. Sin
embargo, este hallazgo no fue confirmado por otros auto-
res utilizando un F(ab'), especifico anti-IgA 24,

En el presente trabajo pretendemos mostrar las ano-
malias celulares encontradas en estos pacientes, asi co-

‘mo ‘en algunos familiares cercanos, lo que iria a favor de

cierta predisposicion genética en esta enfermedad. Te-
niendo en cuenta que en el modelo experimental murino
de IgA la presencia de inmunocomplejos conteniendo
IgA polimérica fue un requisito para la aparicién de
nefritis °, nuestro abordaje inicial fue establecer la fuen-
te de los niveles de IgA polimérica que estaban altos en
estos pacientes. Posteriormente estudiamos las alterna-
ciones de inmunorrequlacién en esta nefropatia.
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MATERIAL Y METODOS

Estudiamos 25 pacientes con nefropatia IgA diagnosticados
por biopsia renal. El criterio diagnédstico se basé en la presencia
de IgA en el mesangio glomerular asociado ¢ no a otras inmu-
noglobulinas y complemento, en ausencia de evidencia clinica o
bioquimica de enfermedad hepética, sindrome de Schénlein-
Henoch, lupus eritematoso diseminado u otras enfermedades
sistémicas. Estudiantes de medicina y miembros de plantilla con
edades y sexos comparables a los pacientes se utilizaron como
controles. Ninguno de los pacientes ni controles habian tomado
ningun medicamento 48 horas antes del examen. Se estudiaron
ademas 26 familiares.

Preparacion de los linfocitos
y cultivos

Los linfocitos circulantes se obtuvieron de sangre hepariniza-
da (20 U/ml.) de Ficoll-Hypaque (Pharmacia Fine Chemicals,
Uppsala, Suecia), siguiendo el método de Bévun 28, Las prepa-
raciones eran viables en 90-95 % mediante la exclusion dei azul
tripan. Los linfocitos se lavaron dos veces con solucion de Hank
y una vez con medio RPMI-1640. En el ultimo lavado no se
detectaron inmunoglobulinas. Las células, a una concentracién
de 2 x 10° linfocitos/ml. en medio RPMI-1640 suplementados
con suero de ternera fetal descomplementado al 10 %, glutami-
na 2 mM., estreptomicina 50 pg/ml. y penicilina 100 U/ml. se
incubaron en presencia o ausencia de 10 ug/ml. del mitdgeno
Pokeweed (PWM) a 37° C en una atmésfera hiumeda con 5 %
de CO, en tubos de cultivos de plastico de 13 x 10 mm. (Falcon
Plastic Oxnard, Ca, USA). La cantidad de PWM empleada pro-
dujo maximas respuestas en experimentds previos. Al final de
los 7 dias de cultivo los tubos se centrifugaron a 400 g. durante
10 minutos y las células se emplearon para estudiar los recepto-
res citopldsmicos para el componente secretorio (SC) como se
describe mas abajo. La cantidad de IgA, I1gG e IgM secretada en
los sobrenadantes se determind por un radicinmunoensayo pre-
viamente descrito '®. Este RIA permite medir inmunoglobulinas
en un rango de 10 a 300 ng/ml. Los sobrenadantes fueron utili-
zados ademas para estudiar ios pesos moleculares de la IgA
sistetizada tal como se describe mas abajo.

Aislamiento y purificacion del componente
secretorio (CS) y del anticuerpo anti-CS

El componente secretorio {CS) fue aislado de calostro huma-
no mediante una cromatografia »de afinidad con una IgM unida a

la sefarosa #7. La pureza del CS se determind mediante inmu-
noelectroforesis e inmunodifusion radial doble con suero poliva-
lente antisuero humano norma! (Behring diagnostic) y anticalos-
tro. El CS obtenido en estas condiciones contenia trazas de lac-
toterrina pero no IgA.

La pureza y especificidad del suero anti-CS {Dakopatts, Dina-
marca) se comprobé por inmunoelectroforesis e inmunodifusién
doble. Este antisuero soélo reaccioné con el CS pero no con
otras inmunoglobulinas ni cadenas ligeras. A pesar de ello fue
purificado pasandolo a través de una columna de Sefarosa 4B
(Pharmacia Fine Chemical, Uppsala, Suecia) conjugada a IgA,
IgG y cadenas ligeras humanas.

Examen de los linfocitos secretores
de IgA polimérica

La medida de la afinidad del CS por la IgA polimérica en las
células y en los sobrenadantes de los cultivos se basé en los
métodos de BranDTzAEG 2% y CraGo 2° parcialmente
modificados % 3°,

Los linfocitos extraidos del cultivo después de 7 dias de incu-
bacién en presencia de PWM, se lavaron con solucién Hank dos
veces y se suspendieron en medio de cultivo RPMI 1640. Las
¢élulas se llevaron a una concentracion final de 2 x 16° cél/100
pl. de medio de cultivo.

La presencia de CS en el citoplasma celular se detectd con
un anticuerpo comercial anti-CS, marcado con rodamina (Atlan-
tic Antibodies Scarborough MA, USA), tal como se ha publicado
previamente 31,

l.a deteccién de la clase de inmunoglobulina receptora del CS
se realizé mediante un anticuerpo que contenia los fragmentos
F(ab’), de los anticuerpos anti-IgA, anti-IgG y anti-lgM, respecti-
vamente, marcados con fluoresceina (Cappel).

Tamanos moleculares de IgA producida
“in vitro :

Los tamarios moleculares de IgA producida in vitro se analiza-
ron segun el método de KutTeH 32. Los sobrenadantes aislados
del cultivo celular, después de 7 dias de incubaciéon con PWM y
cuantificados por RIA, se dializaron durante 18 horas en solu-
cién salina 0,15 M, pH 7,3. Dos ml. del dializado se cromatogra-
fiaron en una columna K-16/40 (Pharmacia Fine Chemicals), de
Ultrogel ACA-22 (LKB), equilibrada en el mismo tampén. La co-
lumna se calibré previamente. Los marcadores utilizados fueron:
azul dextrano (mayor de 2 x 10°), ferritina (450.000), aldolasa
(150.000) y BSA (68.000).

Para evitar la presencia de agregados de IgA, que pudieran
proporcionar falsos porcentajes de distribucion, 2 ml. del sobra-
nadante se dializaron durante 18 horas, frente a tampoén acético,
acetato 0,1 M a pH 4,1. Se cromatografiaron en la columna de
ACA 22, previamente recalibrada y reequilibrada en dicho tam-
pon.

Por dltimo para determinar la presencia de verdaderos poli-
meros de IgA, alicuotas de algunos de los sobrenadantes inicia-
les se dializaron frente a tampén Tris-CLH 0,2 M, pH 8,6, EDTA
20 mM. Dos mi. del dializado se incubaron durante una hora a
37°C con 20 ul. de una solucién 10 mM. de ditriotritiol y 15
minutos a 4° C con 20 pl. de iodoacetamida 21 mM,, en ausen-
cia de luz. La muestra se aplico en una columna de ACA 22,
previamente calibrada y equilibrada en el mismo tampon.

En todos los casos, la presencia de IgA se ensayé por RIA en
las fracciones eludidas.

Caracterizacién bioquimica de los tamafos
moleculares en cultivo: afinidad
por el componente secretorio

Un mg. de CS libre y purificado se marcé con un mCi de '#l,
segln el método de McConNAHEY y Dixon 32, eliminando el '2°|
libre por filtracién en Sephadex G-25. La afinidad por el CS se
realizé tal como hemos comentado més arriba.

Las fracciones eluidas de la columna de ACA 22, comprendi- -
das en un rango de pesos moleculares entre 650.000 y 250.000
para las formas poliméricas y 250.000 y 100.000 para las for-
mas monomeéricas, se incubaron durante hora y media a tempe-
ratura ambiente, con CS-'2°1, a una relacion molar de 1/7,5. Los
controles se establecieron incubando el CS-'2% con IgA e IgM
monoméricas y poliméricas, en las mismas condiciones. Las
muestras incubadas se aplicaron en una columna de Ultroge!
ACA 22, determinandose el tanto por ciento de unién, en fun-
cion de la distribucion de radiactividad, en las fracciones elui-
das.

Subpoblaciones de linfocitos T definidos
por anticuerpos monoclonales

Las subpoblaciones de células T se identificaron en las células
mononucleares, obtenidas como se describe mas arriba, usan-
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do anticuerpos monoclonales especificos denominados OKT3,
OKT4 y OKT8 (Ortho Pharmaceuticals, Raritan NJ, USA), pro-
ducidos por hibridomas en ratén 23, Estudios funcionales in vitro
han demostrado que las células OKT4 + y las células OKT8 +
representan respectivamente las subpoblaciones de linfocitos T
cooperadoras y supresoras/citotoxicas °. La inmunofluorescen-
cia indirecta se realizé siguiendo las instrucciones dadas por los
fabricantes y tal como hemos publicado anteriormente 3. Se
contaron aproximadamente 200 células por campo por dos ob-
servadores independientes. Los resultados se expresaron como
el porcentaje de cada subpoblacion de células T con respecto al
total del nimero de células mononucleares contadas. Algunas
muestras de células mononucleares se estudiaron por triplicado
con una variaciéon de recuento menor del 3 %.

Ensayo de células supresoras

La generacion de células supresoras se realizo por incuba-
cion con Con A (grado IV, Sigma Chemical, Co., St. Louis Mo, USA),
en dos diferentes ensayos. En el primero de ellos %7, los linfoci-
tos de pacientes y controles a una concentracion de 2 x 10°
células/ml. de RPMI 1640 se incubaron en placas convenciona-
les con dosis de Con A que oscilaron de 1 a 100 pg/ml. Todos
los mitégenos se afadieron al comienze del cultivo. El célculo
del porcentaje de la supresion de inmunoglobulinas inducidas
por el mitégeno PWM se realizd como ha sido publicado

previamente . En el segundo ensayo %, las células de pacien-
tes y de controles se estimularon con 25 pug de Con A (o sin Con
A como control); después de 48 horas de incubacién las células
se lavaron tres veces en RPMI 1640 conteniendo 0,3 M aifa-
metil-D-piranosido (Sigma Corp., St. Louis, Mo, USA) para ase-
gurarse de la completa eliminacién del mitdgeno de las células.
Células activadas con Con A, o células controles (sin estimular),
de pacientes o sujetos normales a una concentracién de 1 x
10° células se co-cultivaron con 1 x 10° células obtenidas de
pacientes o controles en presencia de 10 ug/ml. de PWM duran-
te 7 dias mas.

Ambos ensayos tienen como objeto el observar el efecto de
células supresoras activadas por la Con A sobre la secrecion de
inmunoglobulinas inducidas por el mitdgeno PWM.

Aislamiento de linfocitos T y B,
y co-cultivos

Las células formadoras de rosetas espontaneas con hematies
de carnero (células T) se separaron de las no formadoras de
rosetas mediante un gradiente de densidad %°. Brevemente, so-
bre 3 ml. de Lymphoprep se depositaron cuidadosamente la
suspension de rosetas; después de |a centrifugacién de la inter-
fase se recogi6 la poblacién rica de linfocitos B. Del fondo se
obtuvieron los linfocitos T, previo tratamiento durante 15 minu-
tos, con una solucién de CINH, 0,83 ml. con el fin de lisar los
hematies. Ambas poblaciones se lavaron por separado dos ve-
ces por la solucion de Hank. Posteriormente se resuspendieron
en medio de cultivo enriquecido y se procedid al recuento celu-
lar. La viabilidad se comprobd por la expulsién del azul tripan
siendo de 95 %. La riqueza de esas poblaciones se determiné
por rosetas espontdneas e inmunoglobulinas de superficie. E
porcentaje de rosetas, en el caso de la suspension de células T,
fue superior al 95 % y en el caso de la suspension de células B,
menor del 2 %. )

Para realizar los co-cultivos de linfocitos B y T, 2 x 10°%
células B de individuos controles, se incubaron con 2 x 10°
ceélulas T de controles y pacientes en presencia de 2 pl. de
PWM durante 7 dias, en las condiciones habituales de cultivo.
Paralelamente 2 x 10° de células B de pacientes se incubaron
con la misma cantidad de células T de pacientes o controles en
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idénticas condiciones. Los sobrenadantes se guardaron para
estudiar inmunoglobulinas.

RESULTADOS

Estudio de la sintesis de
inmunoglobulinas por los linfocitos
de sangre periférica

Puesto que los pacientes con nefropatia IgA tienen fre-
cuentemente aumentos séricos de la IgA, decidimos es-
tudiar la produccién de inmunoglobulinas in vitro. En au-
sencia de PWM no hubo diferencias significativas entre
los pacientes y los controles (Fig. 1). Por el contrario,
después de la estimulacién policlonal con PWM la pro-
duccion de IgA en los pacientes (560 + 97 ng/ml.) fue
significativamente mas alta que en los controles (231 +
57) (p < 0,0025). No hubo diferencia entre la sintesis de
IgM e IgG entre los controles y los pacientes.

201 n.s.
194
18
174
16
15 - N Pacientes
T P<0.0028 O Controles
E’ Q n.s.
£
\
\
§
IgA IgG gV IgA  1gG ' IgM

Fig. 1.—Produccion de inmunoglobulinas por los linfocitos de

sangre periférica después de 7 dias de cuitivo en pacientes y

controles. A la izquierda, linfocitos estimulados con el mitégeno

policlonal Pokeweed (PWM); a la derecha, linfocitos no estimu-
lados.

Union citoplasmatica del componente
secretorio (CS)

El estudio de los linfocitos formadores de IgA poliméri-
ca se baso en la fijacion al CS. Para ello el estudio se
realizo al cabo de los 7 dias de cultivo, tanto en pacien-
tes como controles. En ese momento los receptores para
el CS se detectaron en el citoplasma del 20 % de los
linfocitos estimulados. El porcentaje de células formado-
ras de inmunoglobulinas fue alrededor del 40 % al final
del cultivo. Cuando se determind la clase de inmunoglo-
bulina por las células que fijaban el CS se encontré que
aungue la mayoria de ellas contenian IgA, también las
células formadoras de IgM e IgG unian el CS tanto en
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pacientes como en controles. Sin embargo, la relacion
union CS/IgA fue significativamente mayor en los pacien-
tes que en los controles (69 + 21 media = DS versus 44
+ 27 respectivamente). No hubo diferencias entre laas
células con las relaciones CS/IgM o CS/lgG (Fig. 2).

&
,.ga . ;
., 50%] ¢ i T
5 : mmmil .
2 (i I g :
£ T . T
: L
IgA 19G igMm

Fig. 2.—Porcentajes de linfocitos de pacientes con nefropatia

IgA y controles estimulados con PWM uniendo simultaneamente

componente secretorio (CS) e inmunoglobulinas. El drea rayada
representa la media = 1 DS de los valores controles.

Caracteristicas bioquimicas de la IgA
producida por los linfocitos de sangre
peritérica estimulados con PWM

Los sobrenadantes al término de los 7 dias de cultivo
de linfocitos estimulados con PWM fueron agrupados vy
fraccionados en columnas de Ultrogel ACA 22. Una elu-
cién bifasica se obtuvo para la IgA de los sobrenadantes,
tanto en pacientes como en controles. En ambos grupos
la proporcion de IgA eluida en la zona correspondiente a
la IgA de alto peso molecular era elevada. Sin embargo,
el porcentaje de IgA con alto peso molecular era signifi-
cativamente mayor en pacientes que en controles (Figs.
3y 4). Por el contrario, la IgA monomérica por los linfoci-
tos de los controles era mayor que en los pacientes. Se

obtuvo una pequefna cantidad de IgA (alrededor de

10 %) en el volumen de exclusion, que podrian corres-
ponder a agregados de IgA inespecificos durante el pro-
ceso técnico . A

Para determinar si la IgA de alto peso molecular sinte-
tizada era verdaderamente IgA polimérica o si se podia
tratar de agregados formados en el proceso de manipu-
laciéon se hicieron dos grupos de experiencias: los sobre-
nadantes congelados a —20° C y descongelados una so-
la vez se dializaron frente a un buffer de acetato sodico
0.1 M, pH 4,1, y se cromatografiaron en una columna de
ultragel ACA 22, equilibrada y recalibrada con el mismo
tampén. Como puede verse en |a figura 3 no hubo cam-

o |
D Nefropatia Igi
O controles

D Pacientes pH 7.3
BPacientes pH 4.1

O Pacientes pH 7.3
B " Red-alquilacién

Porcentaje de IgA en los sobrenadantes de los cultivos

Fig. 3—Porcentajes de IgA sintetizada por linfocitos periféricos
estimulados con PWM después de filtracién en columnas de Ul-
trogel ACA 22. A: IgA de los sobrenadantes comprendida entre
600.000 y 250.000 daltons. B: IgA de los sobrenadantes com-
prendida entre 250.000 y 150.000 daltons. La parte superior
muestra que los porcentajes de la IgA con alto peso molecular
producida por los linfocitos de pacientes fueron significativamen-
te mas aitos que los controles normales. La parte media mues-
tra que no hubo diferencias significativas en los porcentajes de
la IgA de los sobrenadantes de los pacientes antes y después
del tratamiento a pH &cido, lo que esta de acuerdo con la es-
tructura convalente de la IgA polimérica. La parte inferior mues-
tra que después de la reduccién y alquilacion de los sobrena-
dantes de los pacientes hubo una disminucién de las formas de
IgA con alto peso molecular (A); un aumento en la IgA monoméri-
ca (B), y la aparicion de fragmentos de menor peso molecular (C).

bios signficativos en los porcentajes de distribucion de la
IgA comprendida entre 600.000 y 250.000 daltons, lo que
estd de acuerdo con la estructura covalente de la IgA
polimérica. Finalmente, los sobrenadantes de pacientes
y controles se redujeron.y alquilaron antes de cromato-
grafiarlos. Como se esperaba, hubo una disminucion en
los porcentajes de formas de alto peso molecular y un
aumento en la zona de la IgA monomérica y componen-
tes de bajo peso molecular (Figs. 3 y 4).

Para un estudio mas completo de la naturaleza polimé-
rica de la IgA producida in vitro se ensay0 la afinidad por
el CS siguiendo el método de BRANDTZAEG 28 parcialmen-
te modificado '°. Para eliminar la IgM que podria interferir:
con el ensayo, dada su capacidad de union al CS, las
fracciones a ensayar se incubaron con un inmunoabsor-
bente de sepharosa 4B a la que se habia unido una anti-
IgM en exceso de anticuerpo. La IgA de cada uno de los
tres picos obtenidos por filtracion en la columna de Ultro-
gel (Fig. 4) se incubaron con '#| CS. Los complejos for-
mados se separaron del '2% CS libre por ultracentrifuga-
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Fig. 4.—Perfil de elucién representativo de un paciente y un
control (IgA) producida por los linfocitos circulantes estimulados
con PWM. La seccidn A (parte superior) representa el fracciona-
miento en columna de Ultrogel ACA 22, del sobrenadante de los
cultivos al cabo de 7 dias eluido con PBS pH 7,4 y estudiado
para_la IgA por radioinmunoensayo (paciente (m—n) y control
(— — —)). Seccién B (parte media) muestra alicuotas de fos mis-
mos sobrenadantes previamente dializados contra buffer aceta-
to sédico C1M, pH 4,1 y luego eluido de ia columna con el mis-
mo tampon. Seccién C muestra otras alicuotas reducidas y al-
quiladas; posteriormente fraccionadas y estudiadas para IgA.
Las flechas indican los perfiles de elucion del azul dextrano
{Vo), ferritina (peso molecular = 440, 000}, aldolasa (peso mole-
cular 158.000) y BSA —albumina sérica bovina— (peso mole-
cular 68.000) que fueron utilizados como marcadores.

cién en un gradiente de densidad de 5-40 % de sacarosa
midiéndose las c.p.m. en cada fraccion ', Sélo la IgA
comprendida en la fraccién polimérica (2.° pico, figura 4)
fue capaz de unir un 40 % de '* CS, porcentaje similar
al encontrado para la IgA polimérica purificada del suero
de estos pacientes " y la IgA polimérica de mielomas
" de IgA 2o, '
Estos resultados sugieren que la IgA de alto peso mo-
lecular, encontrada en los sobrenadantes de los cultivos

de linfocitos al cabo de 7 dias y en presencia de PWM,
era realmente IgA polimérica, y que los pacientes con
nefropatia IgA producen significativamente cantidades
mayores de esa inmunoglobulina que los sujetos contro-
les.

Subpoblacién de células T definidas
por anticuerpos monoclonales

Los porcentajes de células OKT3 +, OKT4 + y
OKT8 + encontradas en nuestra poblacién control (tabla
) estén en rangos similares a los encontrados por otros
autores. No hubo diferencia en los porcentajes de células
OKT3 + entre los pacientes y los controles. Sin embar-
go, el balance entre las células OKT4 + y OKT8 + estu-
vo significativamente elevado en pacientes con nefropa-
tia IgA; asimismo el porcentaje de células T cooperado-
ras (OKT4 +) fue significativamente mas alto que en los
controles. Por el contrario, el porcentaje de células T su-
presoras (OKT8 +) fue similar al de los controles. Dos
pacientes presentaron simultdneamente un aumento en
los porcentajes de OKT4 + y OKT8 + con una relacién
normal OKT4 + y OKT8 +. Otros dos pacientes, exami-
nados en dos ocasiones diferentes, mostraron porcetajes
elevados persistentemente de células T cooperadoras
(OKT4 +).

Generacion de células supresoras
por la Con A (Figs. 5, 6 y 7)

De los diferentes ensayos para generar células T su-
presoras por la Con A, escogimos inicialmente la de M-
LLER y col. *” por razones de simplicidad. La media por
porcentaje de la supresion de la sintesis de IgA por los
linfocitos estimulados por PWM en presencia de 25
ug/ml. de Con A fue en los pacientes con nefropatia de
IgA de 16,2 + 6,2 (ESM) significativamente reducido en
relacion a la media de los sujetos controles (38,7 + '2,6)
(Fig. 5). Sin embargo, la variabilidad en Ios pacientes fue
amplia y asi 6 de los 17 pacientes estudiados presenta-
ron valores normales por debajo del rango del grupo con-
trol (2 desviaciones standard), mientras otros 5 pacientes

TABLA |

VALORES PORCENTUALES MEDIOS DE LAS SUBPOBLACIONES DE LINFOCITOS T DE SANGRE PERIFERICA
DETERMINADOS POR ANTICUERPQS MONOCLONALES,

N. Células OKT3* Células OKT4+ Células OKT8™ OKT4 */OKT8™"
) % ) % % %
Controles ............. 1 8332 = 1,72" 33,37 + 1,18 22,83 + 0,92 1,47 = 0,0
Pacientes ............. 23 58,99 + 3,11 45,46 + 1,47 26,23 + 2,28 1,79 £ 0,05
NS 0,00025 * NS 0,0005
Familiares ............. 26 56,18 + 1,12 39,54 = 1,10 26,14 + 0,96 1,54 = 0,05
. NS 0,00125 ** NS NS

* Media = ESM.
** Test de chi-cuadrado.
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Fig. 5.—Porcentaje de supresion inducido por la concanavalina

A sobre Ia sintesis de IgA por los linfocitos circulantes estimula-

dos con el mitégeno Pokeweed (PWM). Cada simbolo represen-
ta un sujeto (ver métodos). Test chi-cuadrado.
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Fig. 6.—Efecto de co-cultivar células activadas con A de sujetos
normales y pacientes de nefropatia IgA con linfocitos de sangre
periférica alogénicos normales, sobre la sintesis de IgA inducida
por PWM. Las células fueron dejadas en cultivo sin estimuiar
durante 2 dias (células controles) o estimuladas con 25 ug/ml.
de Con A. Dos dias después las células fueron repetidamente
lavadas para eliminar toda la Con A y afiadidas a linfocitos alo-
génicos frescos (1:1) en presencia de PWM. Siete dias m4s tar-
de la secrecién de inmunoglobulinas fue determinada. Los datos
representan la media = ESM de IgA de cuatro experiencias se-
paradas. T de Student.
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presentaron sélo una supresion moderada de la IgA. No
hubo diferencias en los porcentajes de la supresién de la
sintesis de 1gG e IgM (datos no mostrados).

Para determinar si los linfoctitos de los pacientes con
nefropatia IgA eran capaces de expresar funciones de
células supresoras sobre los linfocitos normales, des-
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Fig. 7.—Porcentaje de células supresoras (células OKT8") me-
didas por anticuerpos monoclonales antes y después de la est-
mulacién mitogénica en cultivos de 7 dias. Test chi-cuadrado.

pués de la activacion con la Con A, realizamos experi-
mentos de co-cultivo. Los linfocitos normales estimula-
dos con Con A (de sujetos controles) suprimieron nota-
blemente la secrecién de IgA de linfocitos alogénicos
normales inducida por el PWM (p < 0,005) (Fig. 6). Por
el contrario, los linfocitos de cuatro pacientes estimula-
dos con Con A fueron incapaces de suprimir la sintesis
de IgA de linfocitos alogénicos normales. De nuevo no
se observo ninguna anomalia en la supresién de la sinte-
sis de IgG e IgM.

Para observar los cambios en las subpoblaciones de
células T durante la generacion de células supresoras
por la Con A, los pacientes fueron fenotipados con anti-
cuerpos monoclonales, antes y después, del cultivo. Co-
mo se muestra en la figura 7 en el grupo control, hubo
un aumento significativo en los procentajes de las células
OKT8 + al final del cultivo, mientras que en los pacientes
el aumento fue marcadamente menos importante. Estos
datos estan de acuerdo con los estudios funcinales mos-
trados en las figuras 5 y 6.

Estudio de la funcién cooperadora
de las células T

Con objeto de determinar si los trastornos de regula-
cion observados eran consecuencia de un fallo en la acti-
vacién de las células T o bien de la incapacidad de las
células B para ser reguladas, se realizé un co-cultivo de
linfocitos aislados By T de pacientes y controles. La fun-
¢cién de células T cooperadoras se estudio in vitro utili-
zando el mitégeno Pokeweed (PWM) co-cultivando célu-
las T y B. Como se observa en la figura 8, las células T
de 12 pacientes eran significativamente mas eficientes
que las células T de 12 controles en la funcién coopera-
dora especifica para la IgA sobre células B alogénicas de
controles (p < 0,025). Resultados similares se obtuvie-
ron cuando células T de pacientes y controles se co-
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Fig. 8.—Sintesis de IgA en co-cultivos estimulados con Poke-

weed (PWM) de células T de pacientes con nefropatia IgA S y

linfocitos T de sujetos normales (J con linfocitos B alogénicos de

controles (relacion 1:1). Media + desviacion standard. T de Stu-
dent.

cultivaron con células B alogénicas de pacientes. Por
tanto de acuerdo a este experimento los pacientes con
nefropatia IgA presentan un aumento de la actividad de
las celulas T cooperadoras especificas para la IgA en re-
lacién a las células T normales. Esto apoya la hipotesis

de un trastorno primario de la actividad de las células

cooperadoras como factor importante del desarrollo de la
nefropatia IgA.

Estudios inmunolégicos de familiares
de pacientes con nefropatia IgA

Teniendo en cuenta que se han descrito casos familia-
res de nefropatia mesangial IgA y que algunos grupos
han encontrado prevalencia de determinados antigenos
del sistema HLA, fundamentalmente el BW35, decidimos
conocer si algunas de las alteraciones inmunoldgicas en-
contradas en estos pacientes pudieran también aparecer
en familiares de esos enfermos. Con ese motivo estudia-
mos 7 familias con un total de 26 miembros realizando
los mismos estudios citados en métodos. En la figura 9
se observa la produccion de IgA en controles, pacientes
y familiares. Aunque no existio diferencia significativa en-
tre estos Ultimos y los primeros la media fue superior,
existiendo varios sujetos con cifras claramente superio-
res a la media mas dos desviaciones standard de los
controles.

En la tabla | se observan los porcentajes medios de las
distintas subpoblaciones de linfocitos T. La media de cé-
lulas OKT3 + (T totales) fue superior a los controles pero
no significativos. La media de los OKT4 + (T cooperado-
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Fig. 9.—Produccién de IgA en controles, pacientes y familiares

por los linfocitos periféricos en presencia de PWM. La significa-’

cion de pacientes y familiares se expresa en relacion a los con-
troles.

res) fue de 39,54 + 1,1 significativamente superior a los
controles 33,37 + 1,18 (p < 0,00125) aunque algo infe-
rior & los pacientes. No hubo diferencias significativas
entre las células OKT8 + (T supresores) y la relacion
OKT4 +/OKT8 + entre familiares y controles.

En la figura 10 se observa el porcentaje de fijacién del
CS por los linfocitos al final del cultivo en presencia de
PWM. La media del niumero de iinfocitos formadores de
IgA polimérica fue en los familiares claramente significati-

p < 0.005 p < 0.05

L J

50 %

Linfocitos uniendo el componente secretorio (%)

Controles Pacientes Familiares

Fig. 10.—Porcentaje de linfocitos produciendo IgA polimérica al

final del cultivo y en presencia de PWM. La produccion de igA

polimérica se extrapolé de la fijacién al componente secretorio.

Rectdngulos en punteado igual media mas 1 DS. La significa-'
cion esta calculada en relacion a los controles.
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va respecta’a los controles. En la figura 5 se observa el
porcentaje de supresion sobre ‘la sintesis de IgA tras la
estimulacién con PWM y en presencia del 25 ug. de Con

A/ml.

Mas importante que el estudio en conjunto es el anali-

sis individual de los datos. Asi 11 de 26 familiares estu-
diados tenian un aumento de los T cooperadores OKT4
{por encima de la media de los controles méas dos des-
viaciones standard). Asimismo, 8 de los 26 familiares te-
nian aumento de los T supresores {(OKT8). Esto junto
con la existencia de niveles persistentemente elevados
de OKT4 en pacientes habla a favor de un trastorno pri-
mario de los linfocitos T cooperadores. La existencia de 8
familiares con aumento de los linfocitos T supresores ver-
sus 2 de 23 de los pacientes podria sugerir un intento
compensador de los linfocitos supresores para evitar la
excesiva produccién de IgA con un ulterior agotamiento
en el comienzo o0 en ciertas fases de la enfermedad.

Es interesante resefiar que en las 7 familias estudia-
das siempre habia uno de los padres que presentaban
algunas de las alteraciones inmunoldgicas anteriormente
comentadas. Del mismo modo no es infrecuente encon-
trar uno o mas hermanos con alguna anomalia. Aunque
no ha formado parte de este trabajo, es interesante hacer

notar que ninguno de los parientes estudiados presenta-
ban inmunocomplejos de IgA por dos técnicas distintas

(células de Raiji y /o inhibicién de la reaccion de una IgA
con un suero IgM anti-IgA), ni tamopoco de IgG. Determi-
nar qué facilita la aparicion de la nefritis es uno de gran-
des retos que plantea esta nefropatia.

DISCUSION

Los datos presentados en este trabajo demuestran; 1.°
que los linfocitos de sangre periférica de pacientes con
nefropatia IgA estimulados con un mitdgeno policlonal
después de 7 dias de cultivo producen cantidades de
IgA, pero no IgG o IgM, significativamente més altas que
los controles. 2.° la IgA producida por esos linfocitos pre-
senta caracteristicas bioquimicas de verdadera IgA poli-
mérica. 3.° una relativa prevalencia de la poblacion de
células T cooperadoras sobre las células T supresoras.
. 4.° una disminucién de la actividad de los linfocitos T su-
presores especificos para IgA y, por ultimo, 5.° que algu-
na de estas anomalias se encuentran también en parien-
tes sanos de estos enfermos 10 que habla a favor de una
cierta transmision genética de esta enfermedad.

La naturaleza y el origen de la IgA depositada en el
mesangio glomerular en pacientes con nefropatia IgA no
habia sido completamente dilucidada. Teniendo en cuen-
ta que ta hematuria macroscopica sigue a menudo a una
infeccion del tracto respiratorio superior parecia probable
que la fuente de esa IgA fueran las secreciones externas.
Sin embargo, estudios previos no lograron demostrar la
presencia de IgA secretoria a nivel renal ** 2, aunque
otros ocasionalmente la encontraron ’. Dos trabajos re-

cientes han mostrado datos contradictorios sobre ese te-
ma. Para unos la IgA depositada era fundamentalmente
IgA; *3, mientras que para otros era IgA, **. Nosotros, ba-
sados en la fijacién especifica del componente secretorio
a las inmunoglobulinas conteniendo cadena J (IgA poli-
mérica e IgM), mestramos que la IgA glomerular era poli-
mérica en la mayoria de los pacientes '> %5, Esta técnica
habia sido ya utilizada con éxito para estudiar células
epiteliales intestinales y lifocitos B “6- 47, Nuestro hallazgo
ha sido confirmado recientemente por otros autores si-
guiendo este mismo método “€.

Puesto que menos del 10 % de las células plasmaticas
formadoras de IgA en la médula 6sea son capaces de
unir el CS *°, mientras que alrededor del 50 % de las
células plasmaticas IgA en la mucosa intestinal y de los
linfocitos periféricos estimulados por PWM lo unen 3% 50,
se podria aceptar que los altos niveles de IgA polimérica,
y la IgA polimérica localizada en el mesagio glomerular de
es0s pacientes, estén originados por los linfocitos con
capacidad migratoria provenientes de las secreciones
externas.

El aumento de la IgA polimérica en el suero de los pa-
cientes con enfermedad de Berger, en relacién a los con-
troles sanos '3, no puede ser a priori exclusivamente ex-
plicado por la alta produccion de IgA polimérica por los
linfocitos estimulados policlonalmente. Los bajos niveles
de IgA polimérica encontrados en ios sujetos normales
se piensa que son debidos a su rapido y efectivo aclara-
miento por el higado, probablemente a través de los re-
ceptores para el CS de los hepatocitos 5. Teéricamente,
un defecto en el aclaramiento de la IgA por el higado,
como probablemente tienen los pacientes con cirrosis
he'pética alcohdlica, en los que nosotros hemos observa-
do niveles elevados de IgA polimérica 3!, podria contri-
buir a explicar los hallazgos en el suero de pacientes con
enfermedad de Berger. De hecho, una retencién de esa
IgA se ha observado en ratas con ligadura de conductos
biliares %2 o con dafio hepatico 5°. En un modelo de cirro-
sis cronica, desarrollado en nuestro laboraterio, el aclara-
miento de los agregados de IgA inyectados fue significa-
tivamente mas lento que en los ratones normales (obser-
vaciones no publicadas). Recientemente en otra enfer-
medad ligada a la IgA, como la dermatitis herpetiforme,
en la cual casi constantemente existen depdsitos de IgA
en la piel, se ha demostrado una disminucion de la fun-
cién de los receptores para el Fc 5%

De acuerdo con nuestros hallazgos, es posible que los
linfocitos originados de las secreciones externas produz-
can una mayor cantidad de IgA polimérica tras una infec-
cién viral, tal como ocurre con los linfocitos in vitro esti-
mulados policlonalmente. Esa IgA, formando parte de in-
munocomplejos, podria tedricamente saturar los recepto-
res para el CS (y probablemente Fc) de los hepatocitos
permaneciendo mas tiempo en la circulacion y por tanto
con mayor facilidad para depositarse en el glomérulo. En
este contexto, recientemente se ha demostrado que, al
menos en las ratas, los inmunocomplejos circulantes
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conteniendo IgA polimérica son eliminados especifica-
mente a través del higado; y que los agregados de IgA
son peor manejados por el sistema mononticlear fagociti-
co que los de IgG °°. ‘

El papel inmunopatogenético de la IgA polimérica en la
nefropatia IgA humana no esta claro. En un medelo de
.nefropatia IgA experimental recientemente descrito, la
presencia de inmunocomplejos conteniendo IgA poliméri-
‘ca fue critica para el depésito de los inmunocomplejos y
la induccién de lesiones histoldgicas de nefritis. Los in-
munocomplejos formados in vitro o in vivo con IgA mono-
mérica no provocaron nefritis 25. La presencia de inmu-
nocomplejos conteniendo IgA polimérica en el suero y
rifiones de pacientes con enfermedad de Berger '3, sin-
"drome de Schénlein-Henoch y cirrosis hepatica alcohdli-
ca con depésitos de IgA a nivel renal 345 sugiere que
ése podria ser el caso también en el hombre. Ademas,
una cierta mejoria clinica e histolégica se ha observado
coincidentalmente con la disminucion de los niveles séri-

cos de IgA polimérica en algunos pacientes con enferme-

dad de Berger tratados con difenilhidantoina '8, -
La observacion de un aumento de la IgA por la estimu-
lacién policlonal de linfocitos en pacientes con nefropatia

IgA parece especifica para esa inmunoglobulina puesto

que no hubo cambios en la produccion de IgG e IgM.

Puesto que la respuesta in vitro de los linfocitos de san-

gre periférica al PWM requiere |a participacién activa de
los linfocitos T cooperadores %7, esta respuesta -au-

mentada podria representar a priori una anomalia de la"
funcién de los linfocitos B o de los linfocitos T cooperado--

res.

Los pacientes con nefropatia IgA, estudiados con.anti-

cuerpos monoclonales anticélulas T, presentan en san-
gre. periférica unos porcentajes normales de linfocitos T
totales con una prevalencia relativa de .la poblacion T
cooperadora sobre la T supresora. La actividad funcional

. de las celulas T supresoras inducidas por la c'dn_vanavali-, '
na A se encontré especificamente reducida para la IgA,
pero no para la IgG e IgM en los dos _ehsayqs de células -
supresoras empleadas en este trabajo: EStos-haI!azgos ‘
estan de acuerdo con los de SAKAl y cols. 8. La aparente

contradiccion entre una poblacién supresora normal ex-
presada por marcadores y los estudios funcionales mos-

trando una disminucion especifica para la IgA de las cé-
lulas T supresoras podria ser explicado presumiblemente -

por los pocos clones de células T supresoras que inter-
vendrian en la regulacién de la IgA.

Los altos niveles de células OKT4" (linfocitos coopera-
dores) constantemente encontrados-en todos los pacien-
tes con nefropatia IgA, el aumento de la actividad T coo-
peradora para la sintesis de la IgA, junto con el hallazgo
no infrecuente de pacientes con una actividad T supreso-
ra normal para la IgA, sugiere que la afectacion de las
células cooperadoras podria ser la-alteraciéon primaria y
las anomalias de los supresores de IgA su consecuencia.
Es posible que los inmunocomplejas de IgA recientemen:
te demostrados en el suero de estos pacientes '” podrian
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servir, tal como hacen los inmunocomplejos de 1gG 5°,
para modular las células supresoras.

Considerando la elevada produccion de IgA por los lin-
focitos después de su estimulacién policlonal in vitro, tal
como hemos demostrado en estos pacientes, y el au-
ménto de los linfocitos portadores de IgA en estos
pacientes 2%, no podemos descartar la existencia de ano-

malias de los linfocitos B intrinsecamente.

Teniendo en cuenta la existencia de nefropatias IgA de
caracter familiar y la asociacién ocasional de esta nefritis
con determinados antigenos del sistema HLA °, el estu-
dio de los parientes cercanos de estos pacientes consti-
tuia un grupo interesante para seguir la aparicién crono-
légica de las anomalias inmunolégicas, tal como ocurre
en los pacientes lipicos . De hecho en algunos de esos
familiares otros autores habfan encontrado un aumento
de los linfocitos periféricos portadores de IgA, y de un
factor antinuclear que reacciona en frio. En este sentido
las 7 familias estudiadas por nosotros aportan datos muy
interesantes. La existencia de un cierto disbalance en los
linfocitos T con una prevalencia de los linfocitos T coope-

_radores, junto con un aumento en la produccién de IgA

polimérica in vitro, hallado en algunos familiares sanos
de estos pacientes, esta a favor de que junto a los genes
del sistema HLA, o independientemente de ellos, otros
genes controlando la respuesta inmune, independiente-

“mente del antigeno, son necesarios para la aparicién de
. la enfermedad.

En resumen, se concluye que los linfocitos de sangre
periférica de pacientes con nefropatia IgA estimulados
policlonalmente in vitro producen especificamente una
gran cantidad de IgA polimérica, sugiriendo que una si-
tuacién similar podria ocurrir in vitro después de un esti-

‘mulo viral u otro. Nuestros resultados estan a favor de

una anomalia en la funcién de los linfocitos T cooperado-
res especificos de la IgA seguida de una pérdida secun-
daria de la actividad supresora. Estas anomalias en la
inmunorregulacion podrian contribuir a la patogenia de la

. nefropatia IgA. '

Este trabajo ha sido realizado en parte gracias a una ayuda
del FIS (Fondo de Investigaciones Sanitarias). La doctora Blas-
co es becaria de la Fundacién Jiménez Diaz. El doctor Sancho
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