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RESUMEN

La interleucina-2 participa en la regulacion de la respuesta inmune celular en
la nefropatia IgA idiopatica. Sn embargo, el papel de otras interleucinas es menos
conocido. H objetivo de este trabajo es estudiar la sintesis de interleucina-6 por
células mononucleares en pacientes con nefropatia IgA. Hemos seleccionado 23
pacientes en fase inactiva de la nefropatia (ausencia de hematuria macroscdpica
o deterioro agudo de funcion renal) y 11 controles sanos. La interleucina-6 se ha
cuantificado, mediante ELISA, en suero y en sobrenadante del cultivo de células
mononucleares de sangre periférica. La produccidon basal de interleucina-6 es si-
milar en los pacientes y en los controles, y ambos grupos aumentan de forma sig-
nificativa la produccion de interleucina-6. No obstante, tras el estimulo con mi-
tégenos (sobre todo fitohemaglutinina), las células mononucleares de sangre peri-
férica sintetizan mas interleucina que los controles. No hemos encontrado corre-
lacion entre datos clinicos y analiticos (proteinuria, hematuria y funcion renal)
con los niveles de esta interleucina. Tampoco apreciamos relacion entre las sub-
poblaciones linfocitarias o interleucina-2 con los niveles de interleucina-6 en san-
gre y en el sobrenadante de cultivo. Concluimos que la interleucina-6 participa
de forma inespecifica en la respuesta inmune sistémica de la nefropagia IgA idio-
pética, especialmente tras ciertos estimulos antigénicos, incluso en periodos de
aparente inactividad clinica.
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INTERLEUKYNE SYNTHESIS IN MONONUCLEAR CELLS FROM PERIPHERIC
BLOOD IN PATIENTS WITH IgA NEPHROPATHY
SUMM ARY

Interleukin-2 is involved in the cellular immunoregulation of idiopathic IgA
nephropathy; there is some evidence for the participation of other cytokines. The
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aim of this study was to examine peripheral blood mononuclear cell production
of interleukin-6 in patients with IgA nephropathy. We studied 23 inactive patients
and 11 controls. Interleukin-6 was measured by H.ISA in serum and in superna-
tants of peripheral blood mononuclear cell cultures. We found that although basal
production of interleukin-6 is the same in patients and in controls the mononu-
clear cells from IgA patients resoonded with an increased production of interleu-
kin-6 to phytohaemaglutinin. We found no correlation between clinical or im-
munobiological data (lymphocyte subsets, levels of IL-2) and levels of interleukin-
6. We conclude that interleukin-6 participates in the systemic immune response
of idiopathic IgA nephropathy, especially after antigenic exposure, even in periods

of inactive disease.

Key words: IgA nephropathy. Interleukin-6.

INTRODUCCION

Aunque la nefropatia IgA idiopatica (NIgA) es la
glomerulonefritis primaria mas frecuente en casi todo
el mundo’, y por tanto la mas estudiada, existen mu-
chos datos de su patogenia que son desconocidos o
contradictorios. Dado que es una entidad bien defi-
nida, pero con multiples mecanismos, los progresos
mas interesantes se han realizado al estudiar aspec-
tos parciales de sus mecanismos. Entre otros muchos,
se ha descrito activacion de células T2, con partici-
pacién de la interleucina-2 (IL-2) y de otras inter-
leucinas inmunorreguladoras’>.

La interleucina-6 (IL-6) es un péptido sintetiza-
do por monocitos, células T activadas y fibroblas-
tos®. Entre las multiples funciones de esta inter-
leucina destaca su capacidad para estimular la di-
ferenciacion y maduracién de las células B”. Por
otro lado, la IL-6 es quimiotactica y facilita el cre-
cimiento de células germinales hemopoyéticas; fi-
nalmente, también es capaz de estimular la dife-
renciacion de células T, aumentar la sintesis de
IL-28 y de otros mediadores proinflamatorios®'!. En
el rindn, las células endoteliales y mesangia-
les' 13 también son capaces de producir IL-6. A
su vez, esta interleucina tiene propiedades paracri-
nas y autocrinas como factor de crecimiento para
las propias células mesangiales'?>'4. Estos datos
tienen su correspondencia con algunas observacio-
nes clinicas que han encontrado relacion entre los
niveles de IL-6 en orina con la intensidad de las
lesiones histolégicas y con la evolucion de la fun-
cién renal, tanto en la NIgA como en otras nefri-
tis mesangioproliferativas'®-17.

B objetivo de este trabajo es estudiar, en un
grupo de pacientes con NIgA aparentemente inac-
tiva (ausencia de hematuria macroscépica o dete-
rioro agudo de funcién renal), si la sintesis de IL-
6 por células mononucleares de sangre periférica
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(CMSP) esta alterada y su relacién con datos clini-
cos y analiticos. En un trabajo previo® demostra-
mos que en la NIgA existia activacion linfocitaria
y aumento de la sintesis de IL-2. Por este motivo
hemos investigado la relaciéon entre la sintesis de
IL-6 y estos hallazgos.

MATERIAL Y METODOS

Pacientes y controles

Hemos estudiado 23 pacientes (17 varones y 6
hembras) con NIgA confirmada histol6gicamente, sin
enfermedad sistémica, cuya edad en el momento del
estudio era 34 + 3 anos. Diez pacientes habian cur-
sado con clinica de hematuria macroscopica recidi-
vante y los 13 restantes con alteraciones urinarias asin-
tomaticas. Sn embargo, en el momento del estudio
ningun paciente tenia datos de actividad como he-
maturia macroscopica o deterioro agudo de funcién
renal. Tampoco existia infeccion simultanea. B tiem-
po transcurrido desde el diagnéstico histolégico hasta
la realizacion del estudio fue de 58 £ 11 meses (in-
tervalo 2-168). La creatinina sérica era 1,8 + 0,3 mg/dI
(intervalo 0,5-9). Doce pacientes tenian funcion
renal normal (creatinina sérica < 1,5 mg/dl o CCr
> 80 ml/m), 8 casos presentaban insuficiencia renal
moderada (creatinina entre 1,5-3 mg/dl) y 3 tenian
creatinina sérica > 3 mg/dl; ningin paciente esta-
ba en dialisis. La concentracién sérica de la IgA sé-
rica medida mediante inmunonefelometria fue de
329 + 36 mg/dl (intervalo 54-941). La proteinuria
media fue 1,0 £ 0,2 g/24 horas y ninguno presen-
taba valores nefroticos. La media de hematies en
el sedimento urinario fue de 20 + 5 por campo.
Ningln paciente recibia esteroides, inmunosupre-
sores 0 analogos de la vitamina D. Once recibian
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tratamiento antihipertensivo, con cifras de presién
arterial inferiores a 140/90 mmHg.

Los controles sanos eran 11 voluntarios (8 varo-
nesy 3 hembras) cuya edad era de 26,8 * 1,7 afnos.
No encontramos diferencias estadisticas en la edad
y sexo entre los pacientes y controles.

B estudio se realizé tras extraccion de sangre en
ayunas con dieta previa convencional.

Determinacion del IL-6 y de IL-2

Realizamos determinaciones cuantitativas de IL-6
en suero y en el sobrenadante del cultivo de CMSP,
mediante ELISA (IT-6, Genzyme Corp). La sensibili-
dad del ensayo de IL-6 fue de 0,005 ng/ml. Las CMSP
se separaron de sangre venosa heparinizada con
Lymphoprep (Nyegaard) y posteriormente fueron la-
vadas y cultivadas a una densidad de 13 10%/ml en
RPMI 1640 (Serva), suplementado con L-glutamina
(10 mM), gentamicina (0,05 mg/dl) y 10% de suero
de ternera fetal (Flow). A los cultivos se les afadi6
fitohemaglutinina (PHA) (Gibco) (4 mcg/ml), factor
de necrosis tumoral-a (TNF-a) (Sgma) (2.000 U/ml)
o IL-2. Posteriormente se incubaron a 37 °C en aire
con CO, al 5% durante 24 horas. Tras la incuba-
cion las células se centrifugaron y los sobrena-
dantes se separaron y filtraron para almacenarlos a
— 80 °C hasta el estudio. Las concentraciones de IL-
2 y del factor soluble del receptor de IL-2 se mi-
dieron mediante ELISA, segin hemos descrito en
un trabajo previo®.

Marcadores linfocitarios de superficie

B porcentaje de linfocitos T para los marcadores
CD2, CD25, HLA-DR (Royal Free, London), CD4,
CD8, CD19 (Coulter), CD11b, CD16 (Beckton Dic-
kinson) se determinaron mediante inmunofluores-
cencia indirecta. Las células se analizaron en un
citometro de flujo (Epics Profile Il, Coulter Hectro-
nics), segun metodologia descrita en un trabajo pre-
vios.

Analisis estadistico

Los datos se procesaron mediante el programa
SPSSPC+, usando test paramétricos y no paramétri-
cos segun la normalidad de las variables cuantitativas.
B nivel de significacién estadistica fue de p < 0,05
en prueba bilateral. Todos los resultados numéricos
se expresan como media + sem (error estandar de
la media).

RESULTADOS

La sintesis de IL-6 por las CMSP aumenté de forma
significativa en los pacientes y en los controles tras
el estimulo con los tres mitdgenos empleados (test
de Student emparejado, p < 0,05). Al comparar las
concentraciones de IL-6 en suero y sobrenadante no
estimulado no apreciamos diferencias significativas.
No obstante, después de afadir PHA, TNF e IL-2,
las CMSP de los pacientes sintetizaron mas IL-6 en
relacion con los controles, especialmente tras el es-
timulo de PHA (tabla I).

Tabla I. Niveles de IL-65 en la NIgA
IL-6 Controles Pacientes P*
(n =11) (n = 23)
SUEIO oo 0,7+ 0,1 0,5+ 0,1 NS
Sobrenadante CMSP
Basal ..o 2,3 £ 0,08 6,5+ 46 NS
+PHA 24,1 + 5,8** 52,4 + 8,1** 0,009
+TNF 14,9 + 6** 21,4 + 5,8** NS
L2 12,3 + 4,0** 17,2 + 5,6** NS

§ Media £ error estandar (ng/ml).

*  t-test de Student (controles vs pacientes).

** p < 0,05 (t-test Student emparejado), IL-6 estimulada vs so-
brenadante basal.

Los niveles de IL-6 en suero y en sobrenadante
fueron similares en los pacientes con alteraciones
urinarias asintomaticas comparados con el grupo de
pacientes con historia previa de hematuria macros-
cépica recidivante (tabla Il). No obstante, los incre-
mentos en la sintesis de IL-6 fueron superiores en el
grupo de pacientes con historia previa de hematu-
ria.

Tabla Il. Niveles de IL-65 En pacientes con NIgA
segun el cuadro clinico

Hematuria P*
recidivante (10)

Alteraciones
urinarias (13)

[ ISR CTT=Tg0) IR 0,5 £ 0,1 0,5 £ 0,1 NS
IL-6 (sobrenadante basal) ... 10,8 + 8,8 1,7+ 1,0 NS
IL-6 (sobrenadante + PHA) .. 48,1 £ 9,8 57,2 + 13,6 NS
IL-6 (sobrenadante + TNF) .. 18,9 + 6,3 234 +95 NS
IL-6 (sobrenadante + IL-2) ... 17,9 £ 9,8 16,4 + 5,5 NS

§ Media £ error estandar (ng/ml).
* t-test de Student (alt. urinarias vs hematuria recidivante).

No encontramos diferencias en la sintesis de IL-6

en los pacientes con funcién renal conservada com-
parados con los que tenian deterioro crénico de la
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funcion renal (tabla Ill). No obstante, los incremen-
tos de la sintesis de IL-6 fueron algo superiores en
los pacientes con funcién renal conservada.

Tabla Ill. Niveles de IL-68 y funcién renal en la
NIgA
IL-6 Cr<1,5mgd Cr>1,5mgd P
(n=12) (n=11)
SUEIO e 0,5+ 0,1 0,5+ 0,1 NS
Sobrenadante CMSP:
Basal .o 29+13 10,3 + 9,7 NS
+PHA 55,9 + 12,4 48,7 £ 10,8 NS
+TNF 27,1 £ 8,5 12,5+ 6,3 NS
412 16,8 + 5,0 17,6 = 10,7 NS

§ Media £ error estandar (ng/ml).
* t-test de Student.

Tampoco hemos encontrado relacién entre nive-
les séricos de IgA, cifras de presién arterial media,
proteinuria, microhematuria, poblaciones linfocita-
rias (CD2, CD4, CD8, CD11b, CD16, CD19, CD25,
HLA-DR), concentraciones de IL-2 (en suero y so-
brenadante), niveles séricos del factor soluble del re-
ceptor de la IL-2 y concentraciones de IL-6 tanto en
suero como el sobrenadante basal o tras los esti-
mulos antigénicos.

DISCUSION

Entre las alteraciones de la respuesta inmune
apreciadas en la NIgA destaca la participacién de
la IL-2, asi como de otros mediadores, entre ellos la
IL-623 1819 En uno de los primeros trabajos sobre
este terreno, ciertos ratones transgénicos con capa-
cidad para sintetizar grandes cantidades de IL-6 por
las células mesangiales desarrollaron, a su vez, pro-
liferacion mesangial’®. En nuestro estudio, realizado
en pacientes con NIgA en fase inactiva, el resulta-
do mas interesante es la presencia de unos niveles
elevados de IL-6 en el sobrenadante de cultivo de
CMSP tras ser estimuladas con PHA, significativa-
mente superiores a los hallados en los controles
sanos. No obstante, la capacidad para sintetizar IL-6
en respuesta a los diversos estimulos antigénicos es
similar en ambos grupos. De estos resultados dedu-
cimos que la IL-6 participa en la patogenia de la
NIgA de forma inespecifica, pero posiblemente con
una respuesta mas activa en los pacientes ante cier-
tos estimulos antigénicos. H aumento de la sintesis
de IL-6 en la NIgA también se ha descrito por otros
autores®® e incluso se ha detectado, mediante téc-
nicas de biologia molecular, un aumento de la ex-
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presion de los genes de IL-6 y de TGFb-1 en las
CMSP?'. In vivo, no se conocen los mecanismos de
este estimulo, pero se ha especulado que podria
existir un factor sérico de la familia de las lectinag®®.
No obstante, otros investigadores no han encontra-
do aumento de la sintesis de IL-6"8:22, Estos resul-
tados, aparentemente contradictorios, pueden expli-
carse por la aplicacion de diferentes métodos de la-
boratorio, entre ellos la preparacion de los cultivos
celulares y, por otro lado, la heterogeneidad de la
NIgA. La eleccién del momento de estudio también
puede influir en la disparidad de estos resultados,
algo que también ocurre al estudiar otros aspectos
patogénicos de esta glomerulonefritis.

Aunque no hemos encontrado relaciéon aparente
entre la sintesis de IL-6 y los datos clinicos, otros
autores han descrito una estrecha correlacién entre
la concentracion de IL-6 en orina y la evolucion de
la funcion renal’® 7. No obstante, otros autores atri-
buyen esta relaciéon al aumento de IL-6 que apare-
ce en la insuficiencia renal independientemente de
su origen®3. En nuestro trabajo, la concentracion en
sangre de IL-6 no esta relacionada con el grado de
funcién renal; incluso parece haber mas incremen-
to en los casos con funcidn renal preservada, por lo
que las alteraciones de su sintesis guardarian rela-
cién con las alteraciones de la respuesta inmune y
no con la funcién renal. Por otro lado, el incremento
de la sintesis de IL-6 fue algo superior en los pa-
cientes con antecedentes de hematuria macroscopi-
ca. Este subgrupo de pacientes tienen en general
mejor evolucién de funcion renal que los pacientes
con alteraciones urinarias, por lo que indirectamen-
te podemos explicar esta posible asociacién.

Los efectos de las interleucinas y otros mediado-
res de la proliferacién mesangial se encuentran en-
marcados en una complicada red, con multiples in-
teracciones. En un trabajo previo® comprobamos que
en la NIgAl existia aumento de células CD4+ (fun-
damentalmente linfocitos T colaboradores) y de cé-
lulas CD25+ (células T activadas), asi como de un
aumento en la sintesis de IL-2 por las CMSP y unos
niveles séricos elevados del receptor soluble de IL-2.
Para conocer si estos datos guardaban alguna rela-
cion, los cruzamos con los resultados de este traba-
jo, puesto que se trataba de los mismos pacientes,
sin encontrar asociacion estadistica alguna. Por tanto,
podemos deducir que ambos mediadores (IL-2 e
IL-6) actuan de forma diferente y con poca relacion
entre si.

La IL-6 interviene en los procesos de proliferacién
y esclerosis mesangial en varias nefropatias glome-
rulares, especialmente en la nefropatia IUpica y otras
glomerulonefritis mesangioproliferativas. En estas
nefropatias, el aumento de las células mesangiales
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y la expansion de la matriz extracelular estd me-
diada por varios factores, entre los que se encuen-
tra la IL-6% 2429, Estos mediadores, con propiedades
paracrinas y autocrinas, son capaces de atraer y ac-
tivar varias células como leucocitos, plaquetas y ma-
crofagos y ademas estimular la proliferacion mesan-
gial'3 14.30-35 En |a mayoria de los casos, el estimulo
original para esta sintesis es desconocido. No obs-
tante, en un modelo experimental de NIgA, la IgA
polimérica es capaz de inducir la sintesis de IL-6 por
las células mesangiales®®. Por otro lado, la IgA agre-
gada estimula in vitro la proliferacion de células me-
sangiales de rata y favorece la sintesis y liberacién
de IL-6 y de TNF-a%”. Muy posiblemente, en la NIgA
la IL-6 se sintetiza en las células mesangiales'?, y a
su vez esta interleucina estimula la proliferacién me-
sangial®, bien aisladamente®® o con el sinergismo de
otras interleucinas como la IL-13%. La elevacion de
la IL-6 en orina que a veces se ha detectado en los
pacientes con NIgA seria el resultado de un aumento
de su sintesis por las células mesangiales tras su in-
teraccion con la IgA depositada’-17.

Como ocurre en otros campos de la inmunopato-
logia, la relacién entre las alteraciones detectadas en
sangre periférica y los cambios estructurales en el
rindn son dificiles de establecer y, seglin nuestros re-
sultados, no podemos deducir que exista relacién
entre la sintesis de IL-6 y las alteraciones glomeru-
lares expresadas por la proteinuria, hematuria y
grado de funciéon renal. Sn embargo, si extrapola-
mos los resultados obtenidos al cultivar células de
sangre periférica como las CMSP, que contienen fun-
damentalmente linfocitos y monocitos, podemos de-
ducir que las células mesangiales o las células que
infiltran el &rea mesangial sintetizan cantidades anor-
malmente elevadas tras su interaccion con diversos
estimulos antigénicos. S este estimulo esta formado
por una IgA anémala o en forma de inmunocom-
plejos o bien es un antigeno (externo o interno), lo-
calizado en el mesangio, es algo que de momento
no se ha logrado demostrar.

Concluimos que la IL-6 participa de forma ines-
pecifica en la respuesta sistémica inmune de la
NIgA, incluso en periodos inactivos, especialmente
tras ciertos estimulos antigénicos. La produccion de
IL-6 no parece guardar relacion con los datos clini-
cos o evolutivos. Tampoco parece existir relacion
entre la activacién linfocitaria y la sintesis de IL-6.
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