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GLOMERULONEFRITIS (GN): SU IMPLICACION INMUNOLOGICA

En las dos dltimas décadas la utilizacidn de
técnicas inmunolégicas y de microscopia electrénica
en el estudio de biopsias renales humanas y en glone
rulonefritis experimentales en muchas especies, han
sugerido, que la mayor parte de las glomerulonefritis
humanas son de origen inmunolégico. (Cochrane y Koff-
ler, 1973).

Dado que el trabajo de esta Tesis ha estado
centrado en el estudio bioquimico de ciertas caractg
risticas de la Inmunoglobulina A sérica de pacientes
con glomerulonefritis mesangial IgA, vamos a hacer

una introduccidn general a las inmunoglobulinas.

1., INMUNOGLOBULINAS

1.1 Introduccidn

-

Las inmunoglobulinas son glicoproteinas, pre
sentes en el suero y otros liquidos orgédnicos de todos
los vertsbrados, no habiendo sido identificadas en los
invertebrados, En ellas reside la actividad anticuerpo.

Anticuerpo es un concepto funcional que desig
na a la proteina que se origina en respuesta a una es-
timulacidn antigénica adecuada y es capaz de combinar-
se especificamente con el mismo antigeno que did lugar

a su formacidn, o con sustancias de estructura muy si-

milar. E1 concepto de inmunoglobulina es estructural y



comprende a todas las proteinas que poseen rasgos estructu
rales comunes caracteristicas, posean o no actividad anti-
cuerpo conocida. Ambos conceptos tienden a unificarse,
puesto que todos los anticuerpos son inmunoglobulinas y
cualquier inmunoglobulina podria funcionar como anticuerpo
contra un posible antigeno , al menos en lo que se refisrae
a su capacidad de combinacién especifica. Ya que cada mol§g
cula de anticuerpo posee una especificidad dirigida contra
un restringido ndmero de antigenos se explica la tremenda
heterogeneidad que tiene que existir dentro de estas pro-
teinas a fin de que el mecanismo de defensa del organismo
sea completo.

Esta diversidad ha llevado a sstablecer una clasji
ficacidn en un pequefio ndmero de clases y subclases sobre
la base de diferencias estructurales o antigénicas. El nd
mero de clases y subclases varf{a de una especie a otra

(Stanworth y Turner, 1978).

1,2 Clases y subclases de inmunoglobulinas

En general, todas las inmunoglobulinas estédn for-
madas por cuatro cadenas polipéptidas iguales dos a dos,
que se mantienen unidas por puentes disulfuro e interac-
ciones no covalentes. La cadena mds larga se la llama ca
dena pesada H y tiene un peso molecular que varia desde
50,000 a 70.000 Dalton. La cadena corta o cadena ligera
L, tiene un peso molecular de 23.000 Dalton. En el hombre
existen cinco clases diferentes de moléculas de inmunoglg

bulinas que se denominan: IgM, IgG, IgA, IgD e IgE y se



diferencian entre si en la estructura quimica de la cade-
na pesada. Algunas de sus propiedades generales estdn con
tenidas en la Tabla de la péagina 4,

Para designar las difsrentes clases de cadena pe-
sada, se utiliza la letra griega correspondiente, es decir,
cadena gamma (“{ ), mu (}A ), alfa (A ), delta ( 5‘) y ep
silon (£ ) para las respectivas moléculas. Asimismo, exis
ten dos tipos diferentes de cadena ligera, que se conocen
como lambda ( X ) y kappa ( K ). Cada cadena pesada se pus
de combinar con cualquisra de las dos cadenas ligseras.

La clase predominante en el hombre es la IgG, qus
constituye aproximadamente el 80% de las inmunoglobulinas
tdtales del suero. La IgA es la inmunoglobulina que predo
mina en las secreciones y puede estar presente en el sue-
ro como monémero o como polimero. La IgM se presenta geng
ralmente en el suero en forma de pentimero, de un peso mg
lecular de 900.000 Dalton, aunque hay en algdn caso tam-
biédn mondmeros (7S) (Metzger, 1970). Las inmunoglobulinas
IgD e IgE, estdn en el suero como mondmeros (Bennich y Jo
hansson, 1971)., Cada clase de inmunoglobulina a su vez se
puede subdividir en subclases. Las diferencias entre una
subclase y otra se designan con ndmeros a continuacidn de
la letra que designa la clase. Se conocen hasta ahora cua
tro subclases para la IgG, denominadas: ¥ 1, ¥ 2, ¥3, Y4,
dos subclases para la IgA: X1, X 2, y dos para la IgM:

}Al, /\Az.
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1.3 Funciones bioldgicas de las inmunoglobulinas

Existen dos clases de funciones que son caracts

risticas de toda molécula de anticuerpo.

1.3.1 Funcidn primaria: unidn con el antigeno

Caracterfsticas de la unidn antfgeno-anticuerpo

Las reacciones inmunes son altaments especi
ficas, por lo que una poblacidn dada de moléculas de anti-
cuerpo tendrd afinidades distintas por antigenos cuya es-
tructura difiera sélo en el mds insignificante detalle.

Las fuerzas intermoleculares que contribuyen a la
estabilizacidén del comple jo antigeno-anticuerpo son las
‘mismas que estén implicadas en la estabilizacién de la can
figuracibn especifica de proteinas y otras macromoléculas:
Fuerzas de Coulomb, Puentes de Hidrégeno, Fuerzas Hidrofd-

bicas, Fuerzas de Van der Waals.

1.3.2 Funciones sscundarias

Participacién de un ndmero limitado de reag
ciones generales o efectoras. E jemplos de estas funciones

son: fijacidén del complemento, respuesta alérgica, etc.

- Activacién del sistema de complemento: La capa-

cidad de las inmunoglobulinas para fijar el complemento -
es muy variable., La IgG (IgG 1,-2,-3) pueden activar el -
complemento por la via clédsica. Para la activacién del com
plemento por la via alternativa se han descrito agregados
de IgS (IgG-4, IgA, IQE) y ciertos activadores con inulina,

zimosan, bacterias, lipopolisaciridos.



- Unién de las inmunoglobulinas a células: Las in

munoglobulinas poseen la propiedad de unirse a determina-
dos tipos de células por la presencia en la superficie ce
lular de receptores para ellos. Asi, an el hombre, los mg
nocitos tienen receptores para IgG-l, 8 IgG-3 (Huber y -
Funderber, 1968). Inmunoglobulinas de la clase IgE (fshi-
zaka, 1970) son capaces de unirse a baséfilos y mastoci--
tos. Todas las subclases de IgG y de IgA se pueden unir a
neutréfilos, sin una especificidad conocida. Los linfoci-

tos tienen receptores en su superficie para las Igs.

- Transporte a través de membranas: El1 transporte

de inmunoglobulinas a través de membranas epiteliales sir
ve para proporcionar anticuerpos a las superficies exter-
nas del cuerpo. Ademds, al recién nacido le proporciona -
una adecuada cantidad de anticuerpos con actividades esps
cificas frente a organismos que pueden serle per judicia-

les,



2~

Inmunoglobulina A

2.1

Introduccidn

Hasta 1956 se conocian dos clases de inmg
noglobulinas denominadas "Y -globulinas 19 S" y
"Y-globulinas 7 S® diferenciadas en base al con-
tanido en carbohidratos y en su peso molscular.
La wtilizaciédn de inmunoelectroforesis sugirié
que no todas las proteinas de suero de misloma
representaban la fraccién ¥ . Slatter y col.,
1955, refirieron que ciertas proteinas de mielg
ma eran antigénicamente distintas a la " Jglobu
lina normal™ y postularon la existencia de una
globulina(’; desconocida que tendria su vsrdadero
significado an el suero normal. Partiendo de es-
tos conociemientos, Heremans (1959) demostréd que
existfa una protefna denominada " ﬁx" 6 ® BZA“ -
con una linea de precipitacién definida en immung
electroforesis; esta proteina era rica en carbo-
hidratos y poseia su entidad fisica y seroldgica.
Heremans y col., 1959, realizaron el primer frac
cionamientoc de IgA.

Tomasi y Zigelbaum, 1963, encontraron que
la IgA ss la inmunoglobulina predominante en las

secreciones. La IgA ha sido dificil de definir en



algunas especies, por carecer de criterios para hacerlo.

Lo mis satisfactorio son la comparacidén de las secuencias
de aminodcidos o de reaccidn inmunoldgica cruzada. Por es
te Gltimo criterio, se han identificado moléculas eeme jan
tes a la IgA en un gran ndmerc de especies de mamiferos y

probablemente existe en todos (Fudenberg y col., 1972).

2.2 Inmunoglobulina A humana

Esta inmunoglobulina representa un sexto de
las inmunoglobulinas séricas. Su concsentracién en el sue
ro normal oscila entre 110-260 mg%. A diferencia de otras
inmunoglobulinas, la IgA tiene una variedad de formas po-
liméricas con distintos coeficientes de sedimentacién.

Las cantidades de esta iamunoglobulina que atra--
viesan la placenta son minimas, por lo que en todas las -
especies estudiadas, incluyendo el hombre, ellsuero del -
recidn nacido es deficiente en IgA. /

La IgG en cambio puede atravesar la placenta y se
ha visto que la concentracidén de IgG fetal -alcanza o exce
de los niveles de IgG materna.

En el hombre la IgA sérica aumenta gradualmente

‘con la edad alfinal del primer afio de vida, ésta represen

ta aproximadamente el 20% de la IgA sérica total del adul
to. Este aumento progresivo persiste hasta aproximadamen-
te los 16 affos en que la tasa de IgA sérica supone aproxi
madamente el 75% de la IgA de una persona adulta (Stiehm
y Fudenberg, 1966).



2.3 Alslamiento de la IgA

El aislamiento de la IgA, sédrica o de exuda-=
dos, estd acompaffado de muchas dificultades. Puesto que =«
ninguno de los métodos es vdlido para preparar grandes -
cantidades y considerado que la IgA sérica tiene diferen-
tes tamafios moleculares, el aislamiento de la IgQA rara -
vez se realiza para propdsitos quimicos o inmunoquimicos.
Para el estudio de la distribucién de actividades anti--
cuerpos entre las diferentes clases de inmunoglobulinas,
se requiere ciertos requisitos con respecto a la represen
tatividad y pureza de la muestra. Ademds, la IgA represen
ta el 3-4% de contenido total de proteinas en el suero hu
mano normal, por esta razén se prefiere tomar sueros de -
pacientes con mielomas IgA como fuente de la IgA sérica.

La IgA tiene una definida tendencia a formar com-
ple jos coh otras proteinas (Hersmans, 1960) y esto proba-
blemente da cuenta de la baja recuperacién de todos los -
procedimientos de preparacién. Esta circunstancia affadida
a la heterogeneidad fisico-quimica de la IgA, hace diffcil
obtener una preparacidén verdaderamente representativa de
toda la IgA sérica y también es la causa de que la mayoria
de las preparaciones pueden ser contaminadas por IgG de -
movilidad rédpida o por IgE. La IgG es facilmente identifi
cable, en cambio la baja concentracién de la IgE la hace
dificil de detectar por lo que se considerd en un princi-
pio a la IgA como un anticuerpo reagininico. (Heremans y

Vaerman, 1962; Fireman y col, 1965; Ishizaka y col., 1963).
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Los métodos existentes en la bibliografia sdlo dan
rendimientos entre 8-10% (Heremans, 1974a) y alqunos lle-
gan hasta 22% y 25% (Litman y Good, 1972).

La IgA de pacientes con mieloma es mucho mas facil
de purificar que la IgA del suero normal, debido a sus al

tas concentraciones y relativa homogeneidad.

4.4 Formas moleculares de la IgA. Sus propiedades fisico
quimicas. .

La ultracentrifugacién de la primera prepara

cidn de IgA de suero moétré que esta protefna no era homg
génea con respecto al tamafio (Heremans, 1959). Los polime
ros de IgA no son artefactos puesto que el Sephadex G-200
también vela a una pequefia cantidad de IgA pesada en sue-
ro humano normal (Bennich y Johansson, 1967; Terr . . y

Bentz, 1964).

2.4.,1 IgA mondmero

Su peso molecular es de 160.000 Dalton.
Su contenido en carbohidratos es superior al de la IgG. Al
iqual que la IgG, carece de estructura helicoidal como lo
indican las medidas de dispersiéﬁ rotatoria 6ptica (Dorring
ton y Rockey, 1968). La micrografia electrdénica indica quae
la IgA mondémero tiene la forma de Y aplanada con las mismas
medidas que la IgG. La IgA tiens una alta carga neta nega
tiva comparada con la IgG, una movilidad electroforética

mds répida, que la coloca en la zona de las ﬂ!z-globulinas
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con extensiones en la zona ix, y CKZ. (Heremans, 1960; Pe
relmutter y Goodfriend, 1967). Esta alta carga negativa -
es debida a la compaosicidén en aminodcidos de sus cadenas
pesadas y al alto contenido en &cido sialico. La composi-
cién en aminodcidos de la IgA 7 S no difiere significati-
vamente de la IgG humana, excepto en su bajo contenido en
lisina y alto contenido en cisteina. Esta$ diferencias,
cuando existen, son en las cadenas pesadas pussto que las
cadenas ligeras son las mismas en ambas protefnas. El coe
ficiente de extincidn,l1,34 es practicamente el mismo que

en la IgG., Es més soluble en H_O que la IgG, se comporta

como una seudoglobulina. La Igi sérica humana as precipi-
tada con sulfato aménico a una molaridad entre 1,2-1,8 M
a pH 7 (1% de protefna) como la IgG (Schultze y Heremans,
1966)., Esta precipitacién es reversible sin desnaturaliza
cién, pero pueden formarse agregados de IgA. El mondmero

de IgA posee nueve determinantes antigénicos.

2.4.2 IgA polimédrica

Aunque el mondmerc de IgA representa aproxi

madamente el B80% de la IgA sérica circulante, existen dimg
ros y trimeros de IgA gon coeficientes de sedimentacién sp
tre (9-13) S vy formaé‘de tamafio molecular mayor.
La micrografia electrédnica muestra que los dimeros tienen
estructura de doble Y consistente en dos moléculas de mo-
némero unidas por la regidén Fc (Munn, 1971). En polimeros
mayorss las subunidades se agrupan de forma circular alrg
dedor de un centro de forma similar a la IgM.

La polimerizacidn de la IgA ocurre a travéds de sn
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laces disulfuro entre grupos -SH de las moléculas de mong
mero. Laqregulacién de este proceso no estd clara. (Herse-
mans, 1974b). En la casi totalidad de polimeros de IgA es
tudiados se han encontrado la presencia de un polipéptido -

adicional.

2,4.3 La cadena J

La Cadena J (P.Mm, 15000), es también sinte
tizada por las células productoras de IgA y probablemente
esta cadena contribuya a la estabilizacién de los polime-
ros pero no parece réquerirse para su formacidn. La Igh -
también contiene esta cadena. Ambas son por muchos crite-
rios, esencialmente idénticas (Imman, 1974).‘En el dimero
de IgA la cadena J esté unida por puentes disulfuro y ocu
pa una posicién oculta (Fotografia l)'(Heremahé;1974b)”m
'  j Su incorporacién ocurre concomitants con la polime
rizacién (Raam e Imman, 1973). Este proceso parece ser el
resultado de una enzima que reagrupa puentes disulfuro y
cuya actividad podria ser el factor regulador de la poli
merizacién,

Experiencias de reduccidén-alquilacién en formas
poliméricas de IgA superiores al dimero mostraron (Haup-
tman y Tomasi, 1975) que la cadena J estaba unida por -
puentes disulfuro sélo a dos subunidades de la IgA poli-
mérica mientras que las demds estdn unidas sélo por puepn
tes disulfuro sin interacciocnar con la cadena J. Se ha -
propussto que la cadena J es sintetizada en los linfoci-

tos y es unida a mondmeros para iniciar la polimerizacién,

La polimerizacidén podria ocurrir antes de la secrecidn de



la proteina por la célula y se ha sugerido que el nivel
intracelular de cadena J determina el grado en que el mo
némero es polimerizado (Parkhouse y Corte, 1973).

Algunos autores (Wilde y Koshland, 1972) sugieren
que la cadena:J es requerida para la polimerizacidn "in u
tro" de las subunidades de IgM; otros seffalan (Kownatski,
1973) que la polimerizacién de IgM puade ocurrir en ausen
cia de cadena J, aunque es mids raro, habiendo formacidn -
de polf{meros con coeficientes de sedimentacidn maycres de
19 S, Eskeland, 1974, ha mostrado que aunque la cadena J
no es requerida para la polimerizacién de IgM, pueds influir
en el modo de reasociacién de subunidades y asf{, en la con
formacién de la IgMM.

La cadena J en la IgA ademds de dar multivalencia
a la molécula, podrfa conferir un centro bédsico de estabi
lidad frente a agentes reductores que se-encuentran a me-
nudo en el medio hostil de los fluidos del organismo. Tam
bién puesto que la unidn al componaente secretorio es rela
tivamente espec{fica para sl dimero de IgA, parece que la
presencia de cadena J ss critica para la interaccién con
el componente secrstorio y para el transporte posterior y
funcidén de los anticuerpos IgA en las secreciones externas.
Esto podria explicar la consservacidn filogenética de la ca
dena J por millones de afios (Vaerman, 1973) y el hecho de
que en muchos animales la mayor parte de la IgA en las sg
creciones y el suero sea IgA 10 S (Tomasi y Grey, 1972).

La presencia de cadena J en los polimsros de IgA
se ha puesto de manifiesto en practicamente la totalidad

de los susros humanos estudiados. S6lo hay descritaes al-
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gin mieloma IgA sin este polipéptido. (Tomasi y Czerwins-
ki, 1976; Brandtzaeq y Eskeland, 1976).

2.4,4 La IgA secrstora

Consta de dos monémeros de IgA unidos por
cadena J, as{ como de un componente adicional llamado com
ponente secretorio (CS) (Foteg. 1). Esta pieza estd enrro
llada alrededor de la superficie de la doble hélice Fc, -
extendiéndose desde la regidn gozne de un mondmero hacia
la regién gozne de otro. Tiene un peso molecular de 385,000
Dalton. Es la principal inmunoglobulina presente.en algu-
nos fluidos externos, particularmente en las lagrimas, sa
liva y secreciones de los tractos gastrointestinal y res-

piratorio.

2.4.5 Intervencidn de la cadena J en la unidén al compo-

nente secretorio,

La cadena J parece jugar un papel esencial
en el sistema secretorio. (Brandtzaeg, 1978). Su sintesis
es iniciada en las células B, después de estimulacién an-
tigénica. Los blastos tienden a salir de la circulacidn
hacia las mucosas, su diferenciacién favorece la sinte--
sis de IgM pentamérica y especialmente dimeros de IgA que
son liberados al lfquido intersticial. La nueva configura
cidén de cadenas J unidas a estos‘polfmeros de Igs, o-ra -
partes estrechamente asociadas a las subunidades de Igs, cons
tituye un sitio de uniédn especifico para el "componente -
sacretorio” epitelial. Los polimeros de Igs extracelulares

podrian unirse espontidneamente a las membranas de las cé-
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Fotografia 1: Modelo de IgA dimerica propuesto por Heremans
1974 b.
J - cadena J.
"A" - representa el componente secretorio en-

rollado alrededor de las 2 subunidades monome

ricas de IgA.
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lulas’conteniendo componente secretorio, por fuerzas no cg
valentes. Los coﬁplejos inmunoglobulina-componente secreto
rie alcanzan el epitelio secretorio del citoplasma de la
célula por pinocitosis y son finalmente excretados a la
luz de la glidndula en una forma estabilizada. De esta for
ma, 8l componente secretorio y la cadena J probablemente
representan la ®"llave y la cerradura” en sl transporte de
IgA e IgM a través de los epitelios glandulares.

La capacidad de componente secretorio para combi-
narse esponténeamentg y selectivamente con las cadenas J
de la IgA e Ighl por interacciones no covalentes "in vitro®
es ciertamente compatible con su funcién receptora propuss
ta "in vivo®". Las cadenas J libres muestran sélo una pequs
fia afinidad por el componente secretorio (Brandtzaeg, 1976ph)
pero los resultados sugisren que el sitio de unién al com
ponente secretorio en les polimeros se forma por la nueva
conformacién adquirida con la presencia de la cadena J. -
Sin embargo se necesitan experiencias adicionales para dis
tinguir claramente ésto y la posibilidad de que la confi-
guracién responsable sea inducida en regiones prdéximas de
las cadenas pesadas. Eskseland y Brandtzaeq, 1974, demues-
tran que la incorporacién de cadenas J es necesaria para
una unidén especifica no covalente al componente secretorio.
Tomasi y Czerwinski, 1976, mostraron que dos polfmeros de
IgA deficientes en cadena J formaban comple jos con el com
ponante secreterio "in vitro" aumgue no en la misma extepn
sidn que los polfmeros con cadena J. El componente secre-

torio usado en este caso era bevino y fue utilizade en ma

yor proporciodn relativa con relacién a la IgA, a lo uti-
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lizado por Brandtzaeg, 1976a,los compls jos obtenides en es
te caso sran de naturaleza covalente. Eskeland y Brandtza-
eg, 1974 refirieron que la cadena J determina la afinidad
de la IglM por el componente sscretorio. Ellos describen -
una IgM polfmérica a la qus falta cadena J qQue No se une
al componente secretorio. Brandtzaeg, 1978 ha propuesto
que el CS puede actuar como un recc-tor epitelial para IgA
polimérica e IgM y que la cadena J determina la estructu-
ra necesaria para unirse al componente secretorio, e indi
rectamente al transporte en las secre-ciones, Tomasi y -
Czerwinski, 1976, sugiefan que la cadena J no es requeri-
miento para la unién de componente secretorio a la IgA. -
Algunas IgA e IgM podrian en ausencia de cadena J, tener
una estructura que permita la formacién de comple jos, aun
que en menor grado que si estéd la cadena J. Otra posibili
dad no excluye que la unidén del componente secretorio a
IgA sin cadena J ocurra en un sitio distinto de la molécu
la que en las IgA con cadsna J.

Eskeland y Christensen, 1975, encontraron que una
IgM monoclonal sin cadena J contenfa hexdmeros, teniendo
pruebas de que es un producto celular verdadsro. La presgn
cia intracelular de cadena J facilita probablemente la for
macidén de especies poliméricas determinadas, pentémeros -
an el caso de la IgM y dimeros en el caso de la IgA.

Estos polimeros de IgA sin cadena J eran polimeros
verdaderos en el sentido de que estaban cdvalentemante es
tabilizados. No es posible en cambio saber si su heterogs
neidad refleja polimerizacidn intracelular en ausencia de
cantidad suficiente de cadena J o es un artefacto "in vivo"

o "in vitro®". Estos polimeros no se unian al componente
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secretorio. Se ha especulado sobre la posibilidad de que

el componente secretorio facilitarf{a la entrada de IgA ex
tracelular a las células epiteliales glandulares. Un pre-
requisito para este mecanismo de transporte serfa una afi

nidad espec{fica no covalentes.

2.5 QOriqen, distribucidn y diferenciacién de las células

productoras de IgA.

Un amplio ndmero de datos experimentales han
aparecido para intentar esclarecer la ontogenia de las c§
lulas productorab de IgA. La informacidn obtenida sugiere
que el desarrollo y la distribucién de los linfocitos con
teniende IgA es relativamente timo y antf{geno independien
te. Las células productoras de IgA parece qus pertenecen
al sistema de inmunocitos B. Aproximadamente el 2% de los
linfocitos periféricos en el hombre contienen IgA en su
superficie (Citado por Heremans, 1974a).

En cuanto al origen anatdmico de la IgA humana se
han sugerido dos modelos distintos:

1) Hijmans y col., 1971, han mostrado que la méduy
la ésea por contener un gran ndmero de células que contig
nen IgA, puede ser mirada como la mayor fuente de la IgA
circulante. En sus experimentos usaron 3 marcadores que -
reconocén especificamente polimeros de IgA: un antisuero
que reconoce sélo detsrminantes poliméricos de IgA, un an
tisuero frente a cadena J y la capacidad del polimero IgA
para unir el componente secretorio (CS) "in vitro".

Con estas tres técnicas las investigaciones reali

zadas en un grupo de mielomas indican que el niimero de cg
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lulas en la médula dsea que fueron positivas para IgA poli
mérica refleja el nivel de paraproteina IgA polimérica en
suero. De modo similar en individuos normales y pacisntes
no mielomatosos la médula dsea contenia células positivas
para marcadores de IgA polimérica en ndmero proporcional
con la cantidad de IgA polimérica presente sn suero. Estas
experiencias de Hi jmans y col., 1971; Radl y col., 1974,
contribuyen a la idea de que, en sl hombre las formas mo-
nomérica vy polimérica de IgA presente en la circulacién,
tienen su origen en la médula dsea.

2) Heremans, 1974b, propone que las tres formas -
de IgA: monomérica, polimérica e IgA secretora . (Fotogra-
ffa 2) tienen un origen distinto. ‘

La IgA monomérica se originard preferentemente en
la médula ésea, bazo y nédulos linfiticos. Esto es sugeri
do por el hecho de que las células conteniendo IgA en es-
"tos sitios son numeroas en el hombre peroc raras en anima-
les en los que la IgA sérica es ampliamente dimérica (por
e jemplo: el gato), mientras que las células mucosas conte
niendo I4A son igualmente numerosas en todas las especies.
También las células extramucosas conteniendo IgA en con--
traste con las células conteniendo IgA asociada al epite-
lio no fi jan componente secretorio en secciones de tejido,
propiedad que se cree indicativa de la naturaleza monoméri
ca de su producto (Brandtzeg, 1973).

Polimeros de IgA: se originaran preferente en muco
sas y sitios glandulares, particularmente sn las paredes
del intestino, que esta IgA es dimérica es atestiguado por

el hecho de que las dos mitades de la molécula de IgA-S -
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Fotografia 2: Origen miltiple de la IgA sérica,

(Modelo propuesto por Heremans 1974 b).



son idénticas con respecto al tipo de cadena ligera y al
alotipo de la cadena pesada y por tanto no pueden haber
sido asociadas al azar o partir de los monémeros IgA del
suero, ademds, en secciones de te jidos el componente se-
cretorio es fi jado por las cédlulas subepitélialas que con
tienen 1§A. Consideraciones anatédmicas exigen que la IgA
de las mucosas y sitios glandulares sea:conducida a la -
sangre por la via de la linfa, Esto ha sido verificado en
el perro por experimentos, mostrando que el contenido ds
IgA de la linfa mesentérica era alrededor de 20 veces ma-
yor que la IgA sérica circulante. En el hombre, 1la con--
tribucién de la IgA intestinal a la IgA sérica es probable
mente tan importante como en los animales, pero no se po-
ne de manifiesto este contenido de IgA en la linfa del can
'dqcto tordecico por causa de una mayor cantidad de IgA mo-

nomérica de fuentes extramucosas.

2.6 Catabolismo de la IgA
La vida media de la IgA en plasma en el hom-

bre de 5-6 dfas. El proceso catabdlico de la IgA no estd
influido por la concentracién de IgA en suero, psrmanecien
do normal en pacientes con misloma y niveles altos de IgA
(Drivsholm, 1964),

El catabolismo de la IgA parece realizarse por pi
nocitosis de forma constante con destruccién endocelular
de la IgA (Waldmann y Streber, 1969).

Hopf y col., 1978, observaron que la IgA esta uni

da "in vivo" a la membrana de los hepatocitos del higado

humano normal y en pacientes con varias enfermedades hepi
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ticas. Estudios recientes an animales favorecen la hipé-
tesis de que el higado normal es capaz de concentrar la
IgA sérica y transportarla con la bilis al intestino, es
ta funcién de transporte puede ser impedida por el dafio
hepédtico.

Orlans y col., 1978, observaron una desaparicidn
de IgA sérica polimérica inyectada en ratas; esta IgA ss
transportada hacia la bilis donde estd asociada con el -
componente secretorio. En ratas en las que se ha ligado
el colédoco hay una acumulacién de IgA secretoria en san
grg (Vaerman y col., 1978) y después del dafio de las cé-
lulas hepdticas en ratas o conejos hay un aumento de los
niveles de IgA polimérica (Kaatinen, 1978).

El mecanismo de la unidn de IgA al hepatocito ss
desconocido; Pudiera existir un receptor en la membrana
que no esbespecffico de especie puestoc que hay unidn de
igual intensidad "in vitro" con células humanas, de cong
jo y rata. La existencia de dimeros o formas poliméricas

de IgA puede ser un prerequisito para la reaccién.

2.7 IgA como anticuerpe

Los datos sobre la valencia y afinidad de la
IgA como anticuerpo, son escasos. Algunas técnicas esta--
blecen que los mondémeros de IgA son divalentes y los dimg
ros y la IgA secretoria son tetravalentes, al menos fren-
te a pequefios haptenos que no poseen problemas de impedi-
mento estérico. Esto ha sido comprobado en sl hombre

(Terry y col., 1970) y en el conejo (Eisen y col., 1968;
Green y col., 1971).
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Hay mds datos experimentales sobre la funcién de
la IgA secretora que de la Igh sériéa. La IgA secretora?
interviesne de manera inespecifica impidiendo que antigenos
dafiinos pasen al‘organismo formando comple jos estables no
absorbibles que se eliminarfan de las mucosas por el "cin
turdn-transpor tador® representado por el mucus, que actda
como impulsado por la accidém ciliar (Sadé y col., 1970).

Tres hechos aparscen como resultado de aparicidn
de reaccioneé incluyendo anticuerpos IgA: 1. Hay una ten-
dencia general de anticuerpos IgA mondmero para ser pobres
precipitantes y pobres aglutinadores; 2. El1 polimero y for
mas secretorias de IgA realizan mucho me jor estas funcio-
nes; 3. Los polimeros pierden sus cualidades precipitantes
y aglutinantes cuando se reducen a monémeros. La supsriori
dad dela IgA dimérica como anticuerpo precipitante y aglu
tinante, es debido en parte a efectos cooperativos entre
mdltiples sitios de unién.

Se han descrito algunos autoanticuerpos IgA para
precipitar o aglutinar en frio (Angevine y col., 1966).

Se han visto crioglobulinas IgA-IgG que es posible se com
portan como inmunocomple jos (Wager y col., 1968) y ciertos
mielomas IgA con actividades diversas: anti-lipoproteina
(eitado por'Heremans, 1974a).

En algunos pacientes con dermatitis herpetiformis
se han detectado anticuerpos anti-membrana basal, que eran
de la clase IgA (Yaoita y Katz, 1977). En un paciente con
mieloma se ha visto que una IgA monoclonal con actividad

anti-mdsculo liso y especificidad para la actina (Toh vy

col., 1977).



_IgA EN DISTINTAS ENFERMEDADES

1) AUMENTO DE LA BIOSINTESIS DE IgA -

Gammapatia policlonal :

Cirrosis hepaticas

Hepatitis aguda

Infecciones agudas o crénicas de mucosas
Gummapatia monoclonal :

Mieloma IgA

Enfermedad de las cadenas of

2) DISMINUCION DE LA SINTESIS DE IgA
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2.8 IgA en distintas enfermedades

Aunque hemos centrado nuestro interés en la
implicacidn de la IgA en la GN mesangial con depésitos de
IgA, ésta inmunoglobulina estd implicada en muchos trans-
tornos inmunélogicos. En algunas de estas anomalf{as pueds
haber una produccién anormal ya sea por un aumento o por

defecto en su sintesis.,

2.8.1 Aumento secundaric o policlonal en la IgA
En la hiperproduccién policlonal de .

inmunoglobulinas tfipicas dedrsordenes asociadas con esti
mulacién antigénica conocida o no,la IgA participa al -
igual ;que otras Igs. Hay enfermedades en las que se tien
de a favorecer la sobreproduccidén de IgA sérica como son
ciertas condiciones inflamatorias de las superficies mucg
sas, e infecciones urinarias agudas (Heremans y Masson,
1973), célera asiitico (Waldman y col., 1971) o infeccio-
nes branquiales de varios origenes (Falk y col., 1970; Lg
wis y col., 1970). En todas estas condiciones la fuente de
IgA sérica elevada parece ser la mucosa estimulada. Esto
es lo mas probable puesto que los aumentos de IgA secretp
ra en el suero han sido referidos en el mismo tipo de dg
sérdenes.

A pesar de que la IgA sérica se sleva de forma no
significativa en la hepatitis aguda (Tomasi y Tisdale, 1964)
esta inmunoglobulina se eleva cuatro veces por encima de
su valor normal y se altera su proporcién respecto a IgG

o Igm'en la mayorfa de las formas de enfermedades crdnicas
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hepdticas, especialmente en la cirrosis alcohélica (Feizi,
1968; Tomasi y Tisdale, 1964). Algunos hechos relevantes
son: 1) una alta proporcién de esta IgA es polimérica (To
masi y Grey, 1972); 2) la concentracién de IgA del condugc
to tordcico linfoide es extremadamente alta, a menudo ex-—
cedes a la concentracién en suero (Schumacha@r:y col., 1972)
y 3) una importante poblacién de células con IgA se ha vis
to en los tejidos portal peritubular y conectivo septal
(Hadziyannis y col., 1969). En algdn caso se ha visto la
elevacidn selectiva de los niveles de IgA sérica en artri
tis reumatoide (Claman y Merrit, 1966); (Marcolongo y col.
1967).

2.8,2 Aumento monoclonal de IgA

Los dos descritos son mieloma IgA y enfermg

dad de cadenas¢

Mieloma IgA. El1 mieloma IgA contribuyé al me jor cg
nocimiento de esta inmunoglobulina. En los mielomas IgA hay
un aumento del nivel de esta inmunoglobulina que pusde ser
hasta 10-20 vecses superior que en sujetos normales. Ademds
de esta sobreproduccién de IgA hay una alteracidén en la re
lacién de las formas mondmero-polimero con respecto al susg
ro humano normal. Con frecuencia una alta proporcidén de la
IgA sérica es polimérica. El contenido de polfmeros en los
distintos mielomas es diferente. En las formas poliméricas
de IgA de pacientes con mieloma se han descrito una serie
de funciones bioldégicas que estdn ausentes en el mondémero

(Gavrilova y col., 197% ): 1) Transporte a través de barre

ras epiteliales como resultado de la capacidad de intsrac
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cién con el componente secretorio. 2) Formacién de compls
jos con algunas proteinas séricas (O(l-antitripsina y al-
bimina); 3) Interacciém con neutréfilos acompaffados por -
liberacién de enzimas lisosomales y citoplasmiticas; 4) La
afinidad del antigeno por farmas oligomeras de IgA es sig
nificativamente mayor que por los monémeros (Newcomb e Ishi

zaka, 1967).

Enfermedades de las cadenaso! La enfermedad de lag

cadenas ., la mds importante de las enfermedades de las ca
denas pesadas, es un desorden proliferativec de células B
incluyendo primeramente sl intestino delgado y nédulos mg
sentdricos. La caracterizacién de esta inmunoglobulina,
presenta algunas dificultades y se caracteriza por la prg
sencia de cadenas « , 8sin la presencia de cadenas ligeras.
La ausencia es debida a un fallo en la sintesis. Fue des-
crita por ptimera vez por Seligman y col., 1968. Una carac
ter{stica de estas proteinas es su alta tendencia a polims
rizar, en tamafios diversos. Estos polimeros contienen ca-
dena J. Esta enfermedad ha sido descrita sobre todo en gru
pos étnicos del 4rea mediterrénea por lo cual se ha pensa
do en la existencia de una estimulacidén antigénica deter-
minada (quizés por microsrganismos intestinales) mis qus

en causas gendticas.

2,8.3 D4ficit de IgA
El déficit de IgA es un hecho bastante co-

mdn. Una de cada 500 personas presenta esta deficisencia.
Pueds ocurrir desde el nacimiento o darse mids tarde. Aungue

algunos individuos afectados son normales, este déficit llg
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Va asocCiado frecuentemente deséfdenes intestinales y pul
monares, lo cual indica probablemente un déficit de IgA
secretoria.

En los déficit de IgA, puede haber un aumento lg
cal de Igh e Ig6 (Brandtzaeg y col., 1968) (Savilahti,
1973)., Esta posibilidad de sustitucidn de la IgA pof Igm
6 Ig6 (Ogra y col., 1974) puede dar cuenta de la ausencia
de enfermedad aparsnte en algunos individuos deficientes

en IgA.

2.9 Cuantificacidén de IgA

La determinacidén cuantitativa del contenido
de IgA em una mezcla de protefnas se realiza necesariamen
te con métodos inmunoldégicos. La técnica mds utilizada es
la inmunodifusién radial (Mancini y col., 1965). Estd ha-
sada en la relacifn cuantitativa que existe entre la can-
tidad de antigeno colocada en un pocille hecho em agar -
conteniendo antisuero especifico y el &rea del circulo -
del precipitado. Cuando en la muestra desconocida existen
diferentes grados de polimerizacidén o agregacidén existe -
una subestimacién de la cantidad de inmunoglobulina (Was-
worth, 1976), debido a la formacidn de precipitados meno-
res con respecto al mondmero utilizadoe como estandar ya
que los agregados, inmunocomple jos o polimeros reaccionan
con los anticuerpos en el gel como un antigeno multivalen
te y existe ademds menor difusidn a través del agar.

El radiocinmunoensayo, obvia estos inconvenientes
y s utilizable para cuantificar IgA de alto peso molecu-

lar.
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Radioinmunoensayo

El radioinmunoensayo o radioinmunoandlisis pertene
ce a un grupo de técnicas conocidas con el mombre de anali
sis por saturacidn (Ekins, revisidén, 1974). Las diferen--
cias fundamentales entre radioinmunoensayos radican funda
mentalmente en la separacién del antigeno marcado libre
del unido, el método utilizado por nosotros para cuantifi

car la IgA fue el de doble anticuerpo.

Técnica de doble anticuerpo
Consiste en usar un segundo anticuerpo para preci

pitar el primitivo comple jo antigeno-anticuerpo. Las ven-
tajas del método son que puede ser usado pricticamenteem tg
do }adioimnunoensayo. La_separaciﬁn es completa, y se pus
de usar con voldmenes grandaes de incubacidn.

Las aproximaciones a este método incluyen la "post®
y "pre-precipitacién®. En la post-precipitacién el segundo
anticuerpo, precipita los complejos "antigeno-anticuerpo"
mientras que en la "pre-precipitacién’el material antigé-
nico interacciona con el primer anticuerpo insolubilizado
por precipitacién previa con el segundo anticuerpo.

Las condiciones para el método de "post-precipita
cién" se han establecido en detalle (Midgley, 1967). Para
acelerar el proceso de precipitacidén, se puede utilizar
agentes quelantes o calor (por ejemplo: EDTA) para inacti

var los componentes del complemento.

Esquema de la separacién con doble anticuerpo

Los anticuerpos dirigidos frente a ‘{-globulina,
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son anticuerpos especificos y los comple jos antigeno-anti
cuerpo no precipitantes, forman agregados mayores que prs

cipitan de acuerdo con el siguiente esquema:

Antigeno + Anticuerpo— Antf{geno - Anticuerpo (Soluble)

-*_

Anti ¥ -globulina

Antigeno-anticuerpo-anti Y-globuli
na (precipitado)

Este es el método més aplicado. La anti ¥ -globulina se afia
de al final del periodo de incubacién, como en los demés m§
todos de separacién. El.complejo conteniende el anticuerpo
unido a la protefna marcada es separado por centrifugacién
o microfiltracién.

Cuando se usa la centrifugacién, es importante que
la mezcla de incubacién contenga una concentracién de ¥-glo
bulina suficiente para aumentar la masa antigénica, para
que el precipitado permanezca en sl fondo del tubo mientras
se decanta., Esto se consigue por adicién de Y-globulina
del animal de la misma especie que el primer anticuerpo cg
mo propuso Quabbe (1969) o mds sencillo, afiadiendo suero
normal de la misma especie. Otra posibilidad es afiadir

1 ml de solucidn de almiddén al 0.5% antes de centrifugar.
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3. GLOMERULONEFRITIS, DOS MODELOS PATOGENICOS DE DANO
GLOMERULAR.

Los resultados de las GN experimentales descritas
por Masugi (1933, 1934) y enfermedad aguda del suero, des
critas por Schick (1907), Dixon y col., (1958), han pro--
porcionado el conocimiento de los dos tipos patogénicos -

por los que el glomérulo puede ser daffado.

1) Lesiones glomerulares causadas por anticusrpos

capaces de reaccianar con ant{genos de la membrana basal

glomerular, .

Este mecanismo estd basado en la produccidn de an
ticuerpos capaces de reaccionar con antfgenos localizados
en la membrana basal glomerular. La localizacidén de estos
anticuerpos es determinada por su especificidad inmunolé-
gica. E1 dafio glomerular es mediado por el complemento
(Unanue y Dixon, 1964).

Anticuerpos y complemento pueden ser demostrados
por inmunofluorescencia en la membrana basal glomerular
como un depdsito lineal y probablemente atraen a los leu
cocitos polimorfonucleares (PMN). La degranulacidén de és
tos conduce a la degradacidn enzimidtica de la membrana -
basal glomerular.

Los factores que inician la formacidén de anticuer

pos antimembrana basal son todavia desconocidos.
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2) Lesionss qQlomerulares causadas por comple jos

antigeno—-anticuerpo.

Esta nefritis es causada por el depdsito de inmung
comple jos circulantes en el mesangio y/o en la pared del
capilar glomerular. En todos los casos de enfermedad por
inmunocomple jos, tanto en fase temprana como tardfa hay ds
pésitos de componentes del complemento junto con inmunoglg
bulinas, fundamentalmente IgG (Dixon y Wilson, 1976).

El depdsito de los inmunocomple jos en la pared vas
cular durante la enfermedad aguda del suero experimental
prototipo de enfermedad por inmunocomple jos, se realiza -
gracias a un aumento de la permeabilidad vascular inducida
por la liberacidén de aminas vascactivas de las plaquetas.
La deplecién del complemento no inhibe el depésito de los
inmunocomple jos, lo que sugiere un mecanismo dependiente
de los lecuocitos que es responsable de la liberacién de
las aminas vasoactivas de las plaﬁuetas.

En sste sentido se ha demostrado que: 12, el anti
cuerpo responsable de ese mecanismo era de la clase IgE;
22, el leucocito implicado sra el baséfilo y 32, que tras
la adicidén del antfigeno especifico, los baséfilos sensibi
lizados por la IgE especifica degranulaban y liberaban
histamina y un factor agregante de las plaquetas (P.A.F)
las cuales a su vez liberan histamina.

Una vez depositados los inmunocomple jos, la activa
cidén local del complemento, conduce a la atraccién y reten
cién de polimorfonucleares en el sitio del depésito de los

ICs.
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Algunas glomerulonefritis humanas pueden englobar
se dentro de los dos mecanismos patogénicos descritos.

Rsi, el lupus eritematoso sistémice, la glomerulg
nefritis aguda postestreptococica, son consideradas glome
rulonefritis por inmunocomple jos.

En pacientes con sindrome de Goodpasture y en al-
gunas glomerulonefritis crénicas se han detectado anticuer
pos antimembrana basal.

La patogenia de muchas formas de GN es todavia des
conocida. Aunque la GN mesangial con depdsitos de inmuna-
globulina A (IgA) fue considerada inicialmente una nefropa
tia por inmunocomple jos, el origen patogénico de esta glo-

merulonefritis es desconocido.
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4, GLOMERULONEFRITIS MESANGIAL POR DEPOSITOS DE IgA (EN
FERMEDAD DE BERGER).

4,1 Introduccién

Berger describié en 1969 wna nefropatia glome
rular caracterizada pcr el depésito de IgA fundamen--
talmente a nivel mesangial, acompaffada a veces de la
IgG, hor lo que fue denominada nefropatia con depdsi-
tos mesangiales de IgA-IgG (Berger y Hinglais', 1988).
Posteriormente ha'sido llamada con diversos nombres:
"GN asociada con inmunoglobulina A" (Lowance y col,
1973), "GN mesangial IgA-IgG focal proliferativa" (Bur
kholder, 1977), "Enfermedad de Berger" (Levy, 1973).

El mérito de Berger ha sido el contribuir a -
desps jar la confusidn reinante en las glomerulonefri-
tis focales, Cualquiera que sea el nombre utilizado,
la personalidad propia de la nefropatfa con depédsitos
mesangiales de IgA  ha sido reconocida por la mayoria
de los autores.

El hallazgo de la IgA a nivel del mesangio -
glomerular constituye el dato mds importante para el
diagnéstico. Aparece distribuida de una manera difu-
sa incluso aunque la lesién histoldgica méds notoria
sea la focal. Los depésitos de IgA sélo ocasionalmen
te se localizan a lo largo de la pared capilar.

La IgA puede ser la dnica inmunoglobulina que
se deposite, como ocurrid en 8 de nuestros 45 casos
(Perez Garcia y col, 1977), lo que ha centrado la -
atencidén sobre esta inmunoglobulina como factor impor

tante en la patogenia de esta nefropatfa. No es infrg
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cuente que se asocien sin embargo otras inmunoglobulinas
como la IgG o la IgM, Pero en los dltimos afios, el empleo
de antisueros realmente monoespecificos ha hecho que sea
cada dfa méds frecuente el hallar la IgA como dnica inmung
globulina. La IgE y la IgD sdlo se encuentra de manera ex
cepcional.

El fibrindgeno se encuentra positive en aproxima
damente el 50% de los pacientes estudiados (Berger, 1969;
McCoy y col., 1974). La distribucidn es similar a la de
las inmunoglobulinas, aunque su frecuencia suele ser més
adta en la nefropatia de SchB3nlein-Henoch (alcanza hasta
el 80% de las biopsias), en un paciente determinado no es
un dato que permita diferenciarlas,

La fraccién C3 del complemento suele hallarse en
aproximadamente el 80% de los pacientes con nefropatia
de Berger con un patrdn mesangial similar al-de las inmu
noglobulinas. Se ha intentado inferir la via de activa-
cidn del complemento a través de las distintas fracciones
halladas en la biopsia pero los resultados son conflicti-
vos aunque sugieren que aquella se realiza mds frecuentemen
te por la via alterna. Varios autoreé (Sissons y col., 1975;
McCoy y col., 1974) han mostradoc la presencia de properdi
na a nivel glomerular mientras que la presencia de C4 6 b
Clg se considera excepcional.

No existen estudios sobre la clase de IgA deposi-
tada a nivel mesangial, y los intentos de demostrar la -
pieza secretora han sido infructuosos. Iqualmente, no exis
ten datos sobre si la IgA depositada contiene cadena J,

hecho que hablaria a favor de una IgA polimérica.
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Es importante notar que a pesar de que la demos-
tracién de IgA a nivel mesangial es imprescindible para
el diagndstico, su pressncia no es especifica puesto que
puede encontrarse en la pdrpwrazanafilactoide (Levy y col.
1976), lupus eritematoso diseminado (Berger, 1969), cirrpo
sis hepitica (Manigand y col, 1970) y hepatitis aguda vi
ral(Eknoyan y col, 1972). Los sfntomas y signos extrare-
nales darédn, a veces, la clave diagnéstica en estos ca--
sos, que sobre todo en la pdrpura pueden ser histoldgica
ments indistinguibles de la enfermedad de Berger. Por el
contrario, en ausencia de un estudio con inmunofluorescen
cencia, el diagndstico de enfermedad de Berger es imposi
ble de hacer aunque puede sospecharse por la historia -

clf{nica.

4,2 Caracterfsticas generales

Esta nefropatfa puede aparecer en cual
quier edad, pero suele ser mas comdn en los jévenes en-
tre los 20-30 affos. Es en esa dédcada cuando aparece el -
primer sintoma, generalmente hematuria macroscédpica, o
sa descubre fortuitamente la nefropatia en un examen de
salud, E1 85 9 de los casos debutd antes de los 35 aifos
en la serie del Hosptial Necker (Droz, 1976). El sexo -
masculino predomina en la mayorfa de las series, también
en la nuestra (55,5 %) (Perez Garcfa y col, 1977).

La frecuencia de esta nefropatia varfia de unas -
regiones a otras del globo. Por razones adn no claras, -
predomina en al 4rea mediterrdmea (Espafa, Francia, Ita-
lia) de tal forma que en nuestro hospital, esta entidad

representd el 26 ¥ de los pacientes biopsiados en 1976.
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Por el contrario en los paises anglosajones desciende la
frecuencia hasta el 4% (Sissons, 1975). Una razén para -
explicar esta diferencia podrfia residir en la distinta
polftica en la préctica de la biopsia renal; puesto que
en el estudio de la incidencia de proteinuria asintomati
ca en los jévenes sanos al realizar el Servicio Militar
en Singapur, la enfermedad de Berger representd sl 34,3%
de las nefropatfas encontradas (Sinniah, 1976). Por otro
lado, aunque la presencia de depfisitos de IgA mesangial
es muy frecuente en pacientes con hepatopatfia alcohélica,
como han mostrado estudios realizados por Berger, 1977 es
haoy dfa hipotético relacionar la mayor frecuencia de esta
nefropatia en el drea mediterrdnesa con la mayor ingesta de
alcohol en esta zona geogréafica. '

La enfermedad no es en principlo ni familiar ni hg
reditaria, aunqus la existencia de casos familiares con heg
maturia benigna recurrente es conocida desde antigquo, no
existen estudies de inmunofluorescsncia., Gutenberger y col.
publicaron en 19708 una familia con tromocitopsnia, niveles
de IgA sérica elevados y enfermedad renal, pero las des- |
cripciones de las biopsias de esos tres pacientes no son
tipicas de nefropatia IgA. v

Otros casos de nefropatia en familiares de estos
sujetos han sido citados recientemente (De Werra y col.,
1973) pero no existen documentos histoldgicos que prueben
se trate de una mesangial IgA.

Sabatier y col., 1978, han estudiado dos miembros
de una familia que eran portadores de esta nefropatfa y

compartfan ademis el antfgeno HLA-Bw35
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cuya frecuencia estd significativamente aumentada en esta
grupo de pacientes respecto a un grupo testigo (No8l y
col. 1978, Berthoux y col. 1978). Este hallazgo sugerirfa
una predisposicidén genéticamente controlada por el siste-
ma mayor de histocompatibilidad. La determinacién de los
ant{genos del Locus D 6 DR del complejo HLA, equivalente
al Locus Ir del ratén, ayudard a comprender la existencia
de una determinada respuesta inmune frente a diversos an-
tigenos., |

Desde las primeras descripciones de esta entidad
se tenfa la idea de que la insuficiencia renal era rara y
que por lo tanto, se trataba de une glomerulonefritis be
nigna. Hoy, con mis experiencia sn esta entidad y un ma-
yor sequimiento de leos pacientes, la aparicidén de insufie:
ciencia renal se cifra’alrédedor del 20% al cabo de 20-30
affos de evolucién, es decir, es una enfermedad lentamente
progresiva hacia lé.insuficiencia renal en una o varias
décadas. |

La frecuente demostracién de IgA a nivel de las -
arteriolas resnales y cutdneas (Baart de la Faills, 1976)
sugieren la posibilidad de que en estos pacientes exista
una altsracién vascular generalizada, probablemente por -
el depdsito de una IgA anémala a nivel de bs vasos, y que
que se expresarfa por la frecuencia de hipertensién y el
desarrollo progresivo de la insuficiencia rqnal.

La experiencia de transplantes renales en pacien-
tes con nefropaffa mesangial IgA primitiva no es muy gran
de. La serie mas amplia ha sido publicada por Berger y col
(1975). En 9 de los 16 pacientes en los que se realizd el

transplante se observé una recidiva de la enfermedad de
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3 meses a 3 affos despuéds del aloinjerto.

Hasta la actualidad, dadala escasa experiencia exis
tente, no ha sido posible delimitar los factores que faci-
litan o promusven la recidiva. La duracidén de la enfermedad
original, el tiempo,de permanencia en hemodidlisis y la rea
lizacién o no de nefrectomia previa al transplante no pare
cen tamer ningdn papel. Sélo las concentraciones de IgA sé
rica después del transplants parece que son mﬁs bajas en
los sujetos en los que no recidiva la enfermedad que en los

que s8i lo hacs.

4.3 PATOGENIA DE LA GLOMERULONEFRITIS MESANGIAL IgA

4.3.1 Papel del mesangio en condiciones fisio-

légicas y patolégicas.

E1 conocimiento y 1la importancia
del mesangio ha aumentado considerablemente a lo largo de
los dltimos afios. Ya no se piesnsa que su papel es meramen
te de soports sino que su intervencién en el mane jo de ma
cromoléculas y en la fisiologia glomerular es cada dia més
importante,(Vernier, 1971), (Ma¥er y col. 1971, 1974) han
estudiado recientemente la cindtica de la funcidn fagocitg
ria de las células mesangiales en diversas experiencias en
animales. Estos autores han mostrado que laiinysccién a ra
tas de macromoléculas, tales como la IgG agregada por el
calor, se sigue rapidamente de su localizacién a nivel me-
sangial. Al cabo de wnas 72 horas las proteinas han desa-
parecido sugiriendo que el mesangio compitae:(o forma par-
te) del sistema reticulo endotelial en la eliminacién de

proteinas extrafas. En ratas con sindrome nefrético expe-
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rimental y nefritis por suero nefrotdxico existid una ma -
yor captacidn de las IgG agregadas sugirisndo que altaracio .
nes, incluso pequefias, de la membrana basal, pueden alterar
la funcidn mesangial., También se ha visto que con la edad
el mesangio se altera, siendo en las ratas jévenes mucho -
mis eficiente en la captacidn y eliminaciédn del material
inyectado que en las més vie jas.

La relacidén que existe entre el sistema reticulo -
endotelial y el mesangio ha sido demostrada en ratas trata
das con hidrocertisona, que como se sabe, suprimen la acti
vidad del sistema reticuloendotelial. En estos animales,
la captacién mesangial de IgG agregada estuvo notablemente
aumentada a las 1, 2 y 24 horas despuéds de la administré; '
ciédn de la 1gG agregada. Estos estudios confirman observa-
ciones anteriores de que inmunocomple jos de gran tamaffo -
persisten en la circulacién de animales tratados con ests
‘roides, y que este fenémeno se asocia con el aumento de
depdsito mesangial de dichos comple jos.

Otros autores (Mawer y col. 1974) han observado que
es posible disminuir o aumentar la capacidad mesangial en
el mane jo de agregados inmunes., La sobrecarga del mesangio
con polisacdridos inertes parece causar"fatiga®" del sistema
de limpieza del mesangio perpetuande el daffo glomerular de
la nefritis nefrotdéxica sobre impuesta.

Hoy en dfa existe una considerable evidencia de que
las glomeruleonefritis focales representan la respuesta del
sistema mesangial a una amplia variedad de estfimulos (Ger-

muth y Rodriguez, 1973). La presencia de depdsitos granula
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res distribuides difusamente por el mesangio en la mayorfa
de las antes llamadas nefritis focales ha hecho pensar, re
cordando a las nefritis experimentales, que se trate de en
fermedades por inmunocomple jos. Desde hace ya unos affos se
conoce que la éantidad y calidad del anticuerpo determina
el tamafio de los inmucompla jos y de la localizacién tisu-
lar. Asf{, en el modelo de enfermedad del suero, crénica en
el conejo, los animales productores de un bajo nivel de an
ticuerpos forman complejos ds tamafioc pequefio (menes de un
millén de peso molecular) que se depositan en la pared ca
pilar glomerular resultando wna glomerulonefritis prolife
rativa difusa o membranosa; comple jos de mayor tamafio (un
millén o més) se localizam predominantemente en el &4rea -
mesangial y se originan en animales productores de anti--
caerpos en cantidad intermedia (Germuth y Redriguez, 1973)

Ademds de la cantidad, la calidad de los anticuer
pos también se ha sstudiade en el modelo crémico de la epn
fermedad del suero. Los anticuerpos no precipitantes de -
baja avidez se depositan preferentemente en la pared capi
lar, mientras que los anticuerpos precipitantes de alta -
avidez lo hacen a nivel mesangial (Kuriyama, 1973). Por -
tanto, parece que los animales capaces de producir compleg
jos de gran tamafio, constituidos por anticuerpos de alta'
afinidad, tienden a depositarse a nivel mesangial, Estos
comple jos de gran tamafio fi jan bien el complsmento, lo -
que explicarfia la frecuencia en la que 8l C3 se fija a ni
vel del mesangio.

Recientemente Ma®er y col. (1973) han demostrado,

en unos elegantes experimentos otro modelo de lesién me-
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sangial, Estos autoraé inyectaron inmunoglobulina humana,

agregada por el calor,a conejos; 10 horas mds tarde, cuapn

do los agregados ya estaban en el mesangio,glemerular, los
riffiones se transplantaron a cone jos normales. Posteriormen
te, a estos animales se les inyecté intravenosamente anti-
cuerpos de cone jo anti-inmunoglobulina humana observédndose
una cafda del complemento sérico, una infiltracién de poli
morfonucleares y una proliferacién de las células mesangia
les con aumento de la matriz mesangial dando el cuadreo de

una glomerulonefritis focal:tf{pica. Estos experimentos de-
mostraron claramente que un antigeno depositado en el me-

sangio es accasible y capaz de reaccionar con anticuerpes

circulantes y activar el compPmento produciendo lesidn glo
merular.

Si se acepta que la funcién de las células mesangia
les en el hombre es similar a las de los animales de labo-
ratorio, varias son las posibilidades para explicar la pa-
togenia de la glomerulonefritis mesangial. Teoricamente -
cualquisr macromolécula circulante (antigenos, inmunocomple
jos, agregados de protefnas, etc) podria depositarse a ni-/
vel mesangial y activar la cascada de la inflamacién. Incly
so el acdmulo canti{nuo de material no antigénico o con nu-
la capacidad de activar la inflamacién, podr{a neutralizar
la actividad eliminadora del mesangio dandoc lugar a una sg
brecarga del mismo con el consiguiente incremento de la ma
triz mesangial.

La presencia de la IgA a nivei mesangial como in-
munoglobulina predominante esn la enfermedad de Berger ha s

cho centrar la atencidén en .esta proteina.
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4,3.2 La enfermedad de Berger como nefropatfa por inmang

comple jos en la que la IgA serfa el anticuerpo o -
el antfgeno.

La IgA es conocida como la principal inmung
globulina del sistema de defensa dirigida contra antfigenos
virales y bacterianos en las secreciones exocrinas. A pe-
sar de la frecuente aparicién de brotes hematdiricos asocia
dos a infecciones del tracto respiratorio superior y gas-
trointestinal, no existe evidencia epidemioldgica que im-
plique un determinado antigeno bacteriano o viral como a-
gente causal de estas nefropat{as. Lowance y col. 1973, no
han conssguido demostrar que la IgA de estos pacientes tu
viera capacidad de anticuerpo. La elucidn de la IgA de las
biopsias renales sequidas de la aplicacién de suero marca
do con fluorescefna contra el antigeno Australia o el an-
tf{geno tubular renal fue en su experiencia sistemdticamen
te negativa. Otra posibilidad es que la IgA tuviera capa-
cidad de anticuerpo contra diversas estructuras mesangia-
les. Lowance sluyé IgA de muestras de nefrectomia y en 1
de 3 casos pudo demostrar una débil fi jacidén mesangial de
este anticuerpo sobre un rifién normal, La posibilidad de
que la IgA sirviera de antfgeno frente a autoanticuerpos
de la clase IgG o IgM parece improbable puesto que no se
han hallado anticuerpos de la clase anti<IgA’en pacientes
con esta enfermedad con una técnica de hemaglutinaeidén pa
siva inclusc después de la nefrectomfia (Lowance y col.
1973), Del mismo modo la IgA se encuentra frecusntemente

aislada en el mesangio.sin otras inmunoglobulinas. En es
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te sentido, en pacientes con deficiencia selectiva de IgA
se encuentran frecuentemente anticuerpos Anti-IgA, sin em
bargo no se han descrito casos de enfermedad renal en ese
grupo de sujetos.

Richet y col., (1974) encontraron crioglobulinas
séricas en 4 de 44 pacientes con nefropatia mesangial con
IgA-IgG. En dos casos se detectéd IgA. Lowance sélo ha en-
contrado crioglobulinas en 1 entre 22 pacientes. Por el
contrario, el crioprecipitado pequefio en cantidad, conts
nfa unicamente IgA.

La frecuencia de deteccién de posibles inmunocom
plejos en 8l suero de dichos pacientes ha variado de un
0% por la técnica del Clq y las células Raji (Tung y col.
1978) a un 26% por la técnica del polietilenglicol y 58%
por la inhibiciédn de la formacidén de rosetas linfocitarias’
dependiente del complemento (Gluckman y col., 1978). Sin
embargo, con estas dltimas técnicas en sujetos controles
fueron hallados en alrededor del 15%. La iqterpretacién
sigue siendo diffcil puesto que del mismo modo se han epn
contrado en alrededor del 37% de los pacientes con sin-
drome nefrdtico y lesiones minimas, no considerada como
modelo de enfermedad por inmunocomple jos.

El complemento se encuentra muy frecuentemente
asociado a la IgA a nivel mesangial. Asimismo se sabe que
la IgA agregada es capaz de activar la via alterna del com

plemento (Gotze y Muller-Eberhard, 1971). La presencia de
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Properdina, un cbmponenta necesario de la via alterna ha
sido encontrado en mis del 50% de estos pacientes (Sissons
y col. 1975) as{:como por otros autores (Zimmerman y Burk
holder, 1975), y la ausencia habitual de C4 (que estarfa
presents si la v{a cldsica estuviera afecta), es sugestiva
de una intervencién de la via alterna del complemento. Por
el contrario, el C3 sérico se ha encontrado sisteméticamen
te normal en la mayorfa de las series. También se ha encon
trado normal el Clq, C4 y C3PA lo que junto a lg incapaci
dad del suero de los pacientes de degradar el C3 del sue-
ro normal al incubado in vitro (Zimmerman y Burkholder,
'1975) va en contra de una activacidn sistémica del C3 por
alguna de las dos vias., Off y Evans (1978), han mostrado
recientemente que en casos de mesangial IgA (de la misma
forma que en la enfermedad de Schdnlein-HenBch) la fi ja-
¢idn in vitro del complemento de cobaya ocurre por la via
alterna dnicamente. Puede ser que la acumulacidn mesangial
de la IgA ssa necesaria para activar el C3 o que la activa

cidn del C3 se realice a nivel local glomerular.

4:3.3 La presencia de una IgA anémala como responsa
ble de la enfermedad de Berger

La IgA sérica medida por la técnica de
inmunodifusidén radial de Mancini se encuentra aumentada en
el 50 al 70% de los pacientes (Lagrue y col, 1974; Perez
Garcfa y col, 1977).

Estos datos han sido ahncontrados fundamentalmente

por autores del &rea mediterranea, mientras que en USA e
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Inglaterra los porcentajes son mucho mds bajos (Sissons y
col. 1975). La explicacidén de este hecho no estd aclarada.
Una situaciédn similar a la mesangial IgA ocurre en pacien
tes con el sindrome de Sch®nlein-HenBch en los que ds ma-
nera intermitente, sobre todo coincidiendo con las agudi-
zaciones, se encuéniran niveles de IgA elevados. Todo es-
to ha conducido; Junto con la frecuente asociacidn de cua
dros de hematuria en ambas cantidades con una afectacién
nasofaringea, a pensar que algtin estimulo para la sinte--
sis de IgA pudiera sstar operando. Sin embargo diversos
autores no han podido demostrar la presencia de pieza se-
cretoria en los glouéruios de pacientes con la enfaraedad
de Berger o en la nefropatia de Schdnlein-Hendch (De Werra
y col, 1973) (Dobrin y col, 1975). Tampoco Withworth y col.
pudieron demosfrar la pieza secretoria en el suero de 20
pacientes con esta nefropatia., Estos mismos autores han ha
llado niyeles elevados de IgA salivar en algunos pacientes;
Por el momento, sin embargo, no hay evidencia de la inter
vencién de la IgA secretora en el depésito de la IgA a mi
vel mesangial glomerular. Para algunos autores, como Lagrue
y col.,(1974) la presencia de una IgA elevada, podrfa tener
un valor diagnéstico puesto que no se encontré en otras -
glomerulonefritis primitivas. En nRuestras manos un valor
muy alto de IgA con umna historia de hematurias recidivan-
tes hacen muy sugestivo el diagnéstico de enfermedad de °
Bergar; pero valores moderadamente altos y medios son tam
bién a veces encontrades esn otras nefropatias como el lu-
pus eritematoso o la glomerulonefritis postestreptococica

(ithworth, 1976).
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La recidiva de la glomerulonefritis mesangial IgA
en rifiones transplantados (Berger y col.,, 1975) y la desa
paricidn de la IgA mesangial de un rifién injertado que -
inadvertidamente presentaba una enfermedad de Berger (Ber
ger, 1979) sugirieron una anomal{a sistémica de la IgA -

que se depositarfa a nivel mesangial.

4,4 0Otras glomsrulonefritis con depédsites predominantes

de Igh.a nivel mesangial
Hasta la demostraciéfn por Berger de la pressn

cia de IgA a nivel mesangial, este tipo de nefritis ha si
do previamente catalogada fundamentalmente como glomerulp
nefritis focal. Esta entidad podria diferenciarse a dos -
niveles; por un lado con glomerulonefritis mesangiales -
con o sin lesién focal pero con distintos hallazgos de in
munofluoreacencia, y por otro con aquellas nefropatfas en
que la IgA:se localiza igualmente en el glomérulo. Entre
estas entidades tenemos citada anteriormente la pdrpura de
SchBnlein-Hendch, lupus eritematoso diseminado.,y la hepatg
patia alcoholica.

En general los -hallazgos clfnicos e inmunolégicos:
permiten el diagndstico fécil del lupus sistémico. Ademds
el depdsito de IgA en los rifiones de estos paciesntes suele
ser menos intenso y extenso que el de IgG. Aunque Schoen-
feld y col.,(1978) ha observado un aumsnto de la IgA séri
ca en lupus con largos afios de evolucidn, ésta fue siem-
pre normal en el momento del diagndéstico y otros investi-

gadores la han encontrado sistemdticamente normal e incly
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so baja (Alarcén,Segovia y Fishbein, 1972).

4.4.1 Glomerulonefritis mesangial IgA del s{ndroms
de SchBnlein-Henoch.

Mm&s compleja es la relacidn entre la
enfermedad de Berger y el sfindrome de Schdnlein-Henoch.
En esta entidad la nefropat{a pueds variar de mesangial -
con cambios mfnimos, lesiones focales, a una proliferacién
mesangial difusa. La inmunofluorescencia es practicamente
idéntica a la de la enfermedad de Berger, con depdsitos
de IgA, IgG y C3 mesangial y con extensidén a las parsdes
capilares en algunos casos. La mayor frecuencia del hallaz
go de fibrindgeno en el mesangio no tiene valor, como es
légico, en un enfermo particular, El1 diagndstico diferen-
cial suele hacerse clinicamente .cuando junto a los sfinto-
mas y signos urinarios se asocian las manifestaciones ge-
nerales de rash, pdrpura, dolores articulares (o artritis)
y sintomas gastrointestinales. La edad, aunqus no defini-
tiva, puede ser también un elemento a considerar pues al-
rededor del 50% de los pacientes con este sindrome tienen
menos de S-afios. De todas formas la presentacién renal sin
manifestaciones generales hacen imposible la diferenciacidn
entre ambas entidades. Para algunos autores, sin embargo,
no existirfan grandeé diferencias sisndo el sindrome de
Schdnlein-Henoch una mesangial IgA con manifestaciones ge
nerales. Clinicamente comparten muchos aspectos (Levy y -
col, 1976) y ademis existe evidencia del depdsito sistémi

co de IgA a nivel de los vasos de la dermis en ambos ca--
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sos (Baart de la Faille, 1976) y del mesangio, junto a la
presencia de properdina; la IgA sérica ha sido encontrada
también elevada en el SchB3nlein-Henoch (si bien suels nor
malizarse fuera de los brotes) y ambos recidivan en el ri
fén transplantado. Esto ha sugerido que similares mecanis
mos patogénicos pueden estar implicados con diferencia en
edad y naturaleza del agentes etioléqgico modificando qui--

z4s la expresién clinica.

4.4,2 Glomerulonefritis de la cirrosis alcoholica.

La relacién de la enfermedad de Berger
con las lesiones glomerulares de la hepatopatia alcoholica
ofrece muchos aspectos de interés. Recientemente se ha dg
mostrado que hasta un 60% de estos pacientes presentan en
la autopsia una nefropatia mesangial con depésito de IgA
indistiqguibls de la enfermedad de Berger primitiva (Ber-
ger, 1977). Lesiones idénticas se encuentran igualmente -
en pacientes con moderado compromiso hepdtice (esteatosis
y/o fibrosis). En la casuf{stica de Callard (1975) la fun-
cidn hepdtica estaba notablemente normal siendo importante,
por el contrario, la hipertensién portal primitiva, y etro
asociado a una fibrosis hepatoquistica, que eran,portado-
res de glomerulopatia mesangial asintomdtica. Esto plantea
el posible papel de la hipertensidn portal en la patogenia
de esta nefropatia. La tasa de IgA sérica estd también sle
vada en paciantes con hepatopatfia alcohdlica e incluso un
aumento del componente secretorio y de la IgA dimerica ha

sido demostrado (Andre.y .And®e, 1976 a y b).
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Se han encontrado anticuerpos circulantes dirigidos contra
bacterias procedentes del aparatoc digestivo (Wright, 1977).
Kater y col (1977) han demostrado la presencia de IgA en
los sinusoides hepiticos, en las paredes de los capilares
superficiales de la piel, en el intestino y en el mesangio
renal en pacientes con hepatopatia alcoholica de manera si
milar a los hallados en la plrpura anafilatoide o la enfer
medad de Berger. Para estos autores la IgA agregada o en
forma de inmunocomple jos circulantes saerfia el nexo comdn

de las tres enfarmedades.
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5. DOBJETIVOS DEL TRABAJO

La enFermedadlde Berger constituye una de las ng
fropatias mée frecuentes en nuestro medio. Aproximadamen
te el 26% de las biopsias con GN primitiva en nuestro -
Centro, en 1976, presentan esta nefropatia.

La patogenia de esta nefritis es desconocida. Ini
cialmente fue considerada como una GN por inmunocomple jos
dado el aspecto granular de los depdsitos en las biopsias,
en cambio la deteccién de inmunocomple jos por diversas -
técnicas se da en pocos casos y en aquellos en que son po
sitivos el porcentaje es bajo.

Algunas caracteristicas de esta nefropatia son:

- Elevacidén de la tasa de IgA sérica.

-~ Presencia de IgA como inmunoglobulina dnica o do
minante en el mesangio glomerular de estos pa-
cientes.

- Recidiva tras el transplante renal de la enferme
dad primitiva en un 56% de los pacientes trans=
plantados.

- La desaparicién de la IgA de un rifién transplan
tado accidentalmente con esta GN a2 las 6 semanas
del transplante.

Estos hechos han llevado a diversos autores a impli

car a la IgA en un papel patogénico y a sentar la hipétesis

sobre una posible alteracién cualitativa de esta IgA.
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No hay en la literatura ningdn estudio cualitati-
vo realizado en la IgA sérica de estos pacientes. Conocer
més a fondo algunas de las caracteristicas bioquimicas de
la IgA sérica de estos pacientes ha sido el objetivo de -
nuestro estudio,

"€l primer abordeje al problema fue realizado me--
diante filtracién en gel de Sephadex de susros de estos -
pacientes y la localizacién de la IgA en los distintos pi
cos por inmunedifusidn doble./

Un estudio més detallado de los porcentajes de -
IgA con distintos coeficientes de sedimentacién fue reali
zado mediante ultracentrifugacién en gradiente de sacaro-
sa. Para sllo fue necesario wtilizar un radioinmunosnsayo
para poder cuantificar IgA de distintos tamafios molecula-
res sin errores de difusidén. Dado el interés que tenfan
para nosotros los datos obtenidos.cen esta técnica, pras-
viamente, establecimos su fiabilidad mediante los paréame

tros siguientes:

a) Reproducibilidad inter e intra-andlisis.

b) Pruebas de recuperabilidad y efectos inespecificos.
c) Paralelismo entre diluciones.

d) Sensibilidad.

La caracterizacién de las formas de IgA pesada an
estos pacientes fue realizada més profundamente de la si-
quiente forma:

- Comportamiento frente a reactivos reductores.
- Presencia de cadena J.

- Afinidad por el componente secretorio.
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En el Servicio ds Nefrologfa existe un protocolo
de tratamiento de estos pacientes con difenilhidantoina,
droga que disminuye selectivamente la IgA. Independiente
mente de seguir la evolucidn clinica de estos pacientes,
se ha realizado un estudio cualitativo de su IgA sérica:
pre-tratamiento y a los 3 y 6 meses de estar tomando la
droga.

- En 12 de estos enfermos ha sido realizade el tipaje de

antigenos del sistema HLA.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Material

6.1.1 Pacientes

Se han estudiado 15 pacientes que
presentaban GN mesangial con depdsitos de IgA establecida
por microscopia dptica e inmunofluorescencia. Asimismo se
han estudiado pacientes con otras patologfas que presenta
ban IgA sérica elevada y que no tenian nefropatia mesan--
gial IgA, misloma IgA, ni cirrosis alcoholica, situaciones
en las que pueds existir una IgA polimérica. Los contro--

les fueron donantes de sangre de la Fundacién Jiménez Diaz.

6.1.2 Obtencidn de las muestras de suero

Las muestras de suero se obtuvie-
ron de los pacientes cuando éstos acudfan al Servicio de
Nefrologfia de la Fundacidn Jiménez Dfaz por revisiones pg
riddicas.

La sangre extrafda sin anticoagulantes se centri-
fugd durante una hora a 37°C para facilitar la retraccién
del codgulo y a continuacidén se centrifugd a 3000 r.p.m.
durante 15 minutos. Al suero obtenido se le afiadié azida
sddica al 1920000 y se congeld a -20°C en alfcuotas de -
1l ml. Los sueros se analizaron en el plazo de una semana

después de su obtencidn.
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1.3 Reactivos y componentes especiales

Para la realizacidén del trabajo experimental

expuesto en esta Tesis se han utilizado, sntre otros, los

siguientes reactivos y compuestos especiales:

Sephadex G-25, G-200 superfinc (Pharmacia)

Antisueros comerciales especificos anti-IgA, Anti-IgG,
anti-IgM humanos, antisusro humanoc total, obtenidas en
cone jo (Operon, Soria-Melguizo).

125, para la iodacidén de proteinas (Amersham)

Albdmina sérica bovina (Sigma)

Adyuvante de Freund completo (Difco y Behring)

Sepharosa 4 B activada con bromuro de cianégeno (Sepharg
sa-BrCN, Pharmacia)

Susro dé asno anti-protefnas totales de conejo (Behring)
Ditiotreitol (Sigma)

Iodoacetamida (BDH)

Ultrogel AcA34 (LKB)

Acrilamida (Merck)

N - R“metilenbisacrilamida (BDH)

Azul de Comassie (Merck) )

Dietil amino etil celulosa (DE~AE, Whatman)

Agar noble (Difco)

Placas para cuantificar inmunoglobulinas (Kallestad Lap

derlan)
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6.1.4 Aparataos

Han sido utilizados, entre otros, los siguientes:
- Contador de radiaciones, modelo 300 nuclear, Chicago.
- Colector de Fracgiones, modelo Ultrorac 7000 (LKB)
- Espectrofotometro ultravioleta, modelo SPl800, Unicam.
- Columnas para cromatograffa'(Pbarmacia)
- Ultracentrifuga Spinco L=2 (Beckman)
- Centrifuga termo-regulable PR-6000
- Calculadora programable, modelo 3000, Olivetti.

6.1.5 Composicidn de tampones y soluciones mds utilizadas

Solucién salina fisiolégica 0.15Mm (S.S.F.0. 15m)
pH 7.3

cleruro sédiCOQ......‘...000..0..0.........0.;... 8,77 g.
Tampén fosfato disddico/fosfato monopotasico 0.5M..20 ml.
Azida Sédica ai 5%......‘0...'0‘.0.‘......'.I-‘.O. 10 ml

Agua hasta 1000 ml.

Solucién salina fisioldgica 0.5Mm (S.S.F.0. 5M) pH 7.3

Cloruro S86dico ceececccescccccccosccsscsscsseceass 29,22 q.
Tampdén fosfato disddico/fosfato monopotdsico 0,.5M..20 ml.
Azida 86dica @l 5%cceccccoccccscssscscscssscscscsess 10 ml
Agua hasta 1000 ml.

Tampdén borato salino al 0.9% pH 8

cloruro 86dic°oo.¢oooo0ccooc 180 g.
ACidU bo’rico....;...........l 6’1 g.

Hidréxido sdédico INe.eeeeeees 9,75 ml,
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Agua destilada hasta 1000 ml.
Ajustar a pH 8

Para su utilizacidn diluir 20 veces.

Tampén veronal/veronal sédico. M: 0.03, pH: 8
7

Acido 5.5 dietilbarbitdirico (veronal) ...ceceeescscee 2 Q.
5.5 dietilbarbitdrato sédico (veronal sédico).ec..... 10g.
AZida sbdica al 5%.oooaooooooo-oaooooo.ooooo.oooooooo 10 ml,

Agua destilada hasta.‘.....Q......................... 1000 ml.

6.2 Métodoé

6.2.1 Técnicas comunes mas utilizadas

Aislamiento de IgA mediante electroforesis en

almiddn.

Ochocientos gramos de fécula de patata se lava
ron 3 veces con agua y otras 3 con tampén veronal/veronal
sédico pH 8.6.

Después de los lavados, el almiddn se deposité en
una cubeta de 9 x 50 cm. y se dejé reposar 24 horas, secén
dose bien el bloque con papel de filtro.

A una distancia de 18 cm. del &nodo se realizé una
trinchera transversal de 1 cm. de ancho aproximadaments
en la que se deposité el suero. El suero se smbebid con el
mismo almidén. Los dos extremos del bloque que se conexig
naron a 2 tanques conteniendo el tampdn veronal/veronal sé

dico, pH 8.6, mediante dos tiras de papel Whatman n? 3 de
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la misma dimensidn.
La electroforesis se realizd durante 26 horas a
4°C, a un voltaje constante de 400 voltios. Terminada la
electroforesis el bloque se secd y corté en fragmentos -
de 1 cm. de ancho. A cada una de estos fragmentos se afia

dieron aproximadamente 5 ml. de S.5.F.0. 5M, pH 7.3, agi
tindose en un agitador circular lentamente durant; 1 ho-

ra a 4°C. Las proteinas presentes an sl sobrenadante se
extrajeron del almidén mediante cnetrifugacidén a 3000 -
f.p.m. durante 15 minutos. En estos sobrenadantss se ana
1izé la presencia de IgA mediante inmunodifusidn.doble.

Las fracciones ricas en IgA se pasaron por Sephadex §-200
superfino, para purificar de algdn contaminante.

En las fraccionss conteniendo IgA se realizaron
extracciones sucesivas, para obtener la mayor cantidad pg
sible. '

La cantidad de IgA total obtenida se cuantificé
por inmunodifusién radial en placas comerciales.

Las fracciones con IgA se concentraron por ultra
filtracidén frente a presidn negativa, y se conservd a -ZDOC.
en alfcuotas.

Aislamiento de IgM humana -

La Igm fué obtenida a partir de un suero de pacien
te con macroglobulinemia de Waldestrom, mediante precipita
cién con SO4 (NHA)Z

fugé a 3000 r.p.m. durante 15 minutos, y se realizaran 2

al 45%, pH 7. El precipitado se centri

lavados en este medio. El precipitado se redisolvid en S.

S.F.0. 15M dializandose en este medio hasta sliminar com-
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pletamente el 504 (NH4)2.

'El dializado ss aplicé a una columna de Ultrogel
Ac A 34 eluyéndose en condiciones habituales.

Las fracciones conteniendo IgM se conecentraron y

caantificaron para su utilizacién.

Aislamiento de IgG ds cone jo

Se realizd por una modificacién del método des Pe
terson y Sober (1962). 25-30 ml. de susro de conejo se -
dializaron en membrana Visking 22/32 (tamaffo del poro -
2.4 nm) a 4°C, en tampén fosfato sédico 0.01M, pH 7.6.

El suero dializado se centrifugdé a 4000 r.p.m. durante -
15 minutos para eliminar sustancias precipitables en es-
te tampédn.’ »

El sobrenadante se aplicd a una columna de vidrio
(5 x 40) conteniendo una resina de cambio iénico de DEAE
Celulosa (DE-1l) equilibrada con el mismo tampén fosfato.
La elucidén se verificd en este medio recolectdndose frac
ciones de aproximadamente (5-8) ml, Las fracciones se lg
yeron por espectrofotometria ultravioleta a 280 nm.

Aquellas fracciones que tenfan una D.0 ) 0,1 se -
concentraron por ultrafiltracidén a presidén negativa. La
pureza de esta IgG se comprobé por inmunodifusién doble
utilizando un antisuero frente a proteinas totales del -
suero del conejo y con antisuero frente a IgG de conejo.

La caoncentracidn de IgG se determind por espectro
fotometr{a de absorcidn molecular utilizando un coeficien
te de extincidn de 1.4.

Esta IgG se utilizd como marcador y como antigeno
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para inmunizar cobayas.

Inmunodifusién doble bidimensional

Se realizé segin el método de Ouchterlony (1949),
2 g. de agar se disolvieron célentando al bafio maria en
2 1 ClNa 0.9% conteniendo azida sédica al 0.05%. Cuando el
agar ha fundido se coloca en tubos en alicuotas de aproxi
madamente 15 ml., conservandose a 4°C. En el momento de -
utilizacién es preciso volver a fundirlo, calentando al -
baffo maria. Se deposité la cantidad adecuada de agar en -
placas petri de plistico sobre una supsrficie horizontal
manteniéndose 20 minubos a temperatura ambiente. Las pla
cas se guardan en cdmara hdmeda hasta el momento de ser
utilizadas en‘un plazo de 1 6 2 dfas despuéds de formadas:

En cada placa se perforaron varios grupos de 6 po
cillos dispusstos en circulo alrededor de uno central uti
lizando una plantilla como modelo. En el pocillo central
se aplicd el antisuero correspondisnte y alrededor de él
las muestrasccorrespondientes a analizar., Las placas se
colocaron en una camara hdmeda, observidndose la formacidn

de bandas a las 24 y 48 horas después de la aplicaciédn.

Inmunoslectroforesis

Se realizd segin una modificacidén del método de
Sherideggser, 1955.

Se llevo a cabo en placas de 75 x 40 x 2 mm, de
gel de agar al 1.25% en tampén veronal/veronal sédico,
pH 8.6, 0.03M.

Las muestras se introdu jeron en orificios de 1 mm.
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de diémetro, practicados en el gel mediante una pipeta
Pasteur calibrada, equidistantes del e je longitudinal de
la placa de 6 mm y la electroforesis se llevd a cabo en
el tampdn mencionado, aplicando una cafida de tensidn de
5 voltios/cm..durante 70 minutos. Tras la electroforesis
se practicéd en el eje lengitudinal de la placa una trin-
chera_de 2 mm. de ancho, se rellenédé con sl antisuero es-
pacifico segiin el andlisis y se de jé en rsposo en cémara
hdmeda, observdndose el desarrollo de las bandas de pre-

cipitacién a las 24 y 48 horas,

Obtencidn del suero de_cobaya -IqG de consjo

, A cada cobaya se le inyectaron 166 pg. de IgG de
conejo (1 mg/ml) agregada, mediante caler a 69.5°C, 1 hora.
Esta IgG se diluyéd al 1:3 en adyuvénte completo ds Freund
(ACF) y se inyectd (1 ml) intramuscularmente en las dos pa
tas traseras, 1 mes despuéds se repite la inyeccidm en las
dos patas delanteras. 10 6 12 dfas despuds de la 22 inyegc -
cién, se les extrae sangre del corazén, para ver por inmu
nodifusidn si estdn bien inmunizados. Si la prusba es po-
sitiva se les sangra por decapitacidén.

El suero se almacena a =20°C hasta su utilizacién.
La especificidad del antisuero se comprobd mediantes inmung
difusidn doble frente a IgG de conejo y sueroc de conejo -

normal.
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Marcaje de proteinas con 1251

Se realizé utilizando el método de Hunter y Gren-

wood, 1962, empleando la cloramina T como oxidante débil.

Esquema de la reacciég:

1) 25 pl de la solucién de proteina (40-100) ug en tampén
fosfato 0.5M, pH 7.5

2) 1mCi de 1251 en 25 ul de tampdén fosfato 0.5M, pH 7.5

3) 25 pl de cloramina T (I mg/ml)

4) agitar durante un minute

5) 25 pl de metabisulfito sédico (I mg/ml)

6) agitar suavemente 3 § 4 minutos

7) completar hasta un volumen de 2 ml. con albdmina sérica
bovina (ASB) al 0.2% en tampdn borato salino al 0.9%,
pH:8

Purificacidn de la protefna unida al 1251 del l251 libre

La mayor parte de las veces se realizé mediante
didlisis prolongadas sn tubo Visking 8/32 (didmetro 2.4 nm)
a 4°c.

En el 1lfquido de didlisis se midieron las c.p.m.
as{ como las c.p.m. dentro de la bolsa. A partir de estos
datos se determind sl porcentaje de incorperacién de l251
a la proteina.

125

El porcentaje ds I libre en la preparacién des

pués de las didlisis, se determind por precipitacidén con

dcido tricloroacético al 20%.
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Esquema de la precipitacidén:

10 Fl de proteina - 1251 + 0.5 ml de S.S.F.0. 15M¢ 2mg de ASB

_'_

0.5 ml de &cido tricloroacético al 20%
centrifugacién 20 minutos a 2300 r.p.m.

Medida de cpm Medida de cpm

en sobrenadante en el precipitado

La proteina marcada con 1251 se pasdé por una colum_
na de Sephadex G-200 superfino para examinar la posible -
fragmentacidn o agregacidén por el marcaje . La elucidn se

verificé con S.S5.F.0. 5M, pH: 7.3.

e e e e
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Electroforesis en gel de poliacrilamida - urea

Se realizé segdn sl método de Reisfeld y Small,

1966.

Reactivos

Gel inferior

NQ? de voldmenes

Componentes por 100 ml

%

Gel superior

Sustancia

Acrilamida
BIS
Urea 10 M

Tris

ClH 1 N
TEMED
Urea 10 M

Persulfato amdnico

Urea 10 M

Acrilamida
BIS
Urea 10 M

Tris
9041-13 inm
TEMED

Urea 10 M

Rivoflavina
Persylfato
amonico

Urea 10 M

Cantidad

16 gq.
0.8 g. 5.9
hasta 100 ml

18.15 gq.

24 ml.

0.24 ml 9.4
hasta 100 ml

0.1l4 g
hasta 100 ml

10 gqg.
0.8 gq.
hasta 100 ml

2.23 g

12,8 ml.

0.1 ml.
hasta 100 ml

1 mg.
0.04 qg.
hasta 100 cm3
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Tampén de reservorio supsrior (pH: 8,91 sin urea)
5.16 g. de Tris

3.48 g. de Glicina

700 ml, de urea 10 MM

Agua desionizada hasta 1000 ml,

Tampén del reservoric inferior (pH: 8.07 sin urea)

14,5 g. de Tris
600 ml., de Cl1H 1 N

Agua desionizada hasta 1000 ml.

Mé todo

Formacidn del gel inferior (gel de resolucién)

Se pone una cantidad constante del gel inferior 2
cm3 en cada uno de los tubos en los que se va a realizar
la electroforesis y antes de que empiece la polimeriza--
cién, se affade a cada tubo una gota de urea 7 M para evi
tar la formacidn de menisco. Se deja polimerizar 30 minug
tos a temperatura ambiente y se elimina la urea del me--

nisco superior.

-

Formacién del gel superior (gel de concentracidn)

Se affaden 0.2 ml. de gel superior a cada tubo y se
recubren con urea 7M, se polimeriza con luz fluorescente

durante 15 minutos 9 se elimina:la urea 7M.,

Aplicacidén de las muestras

Las muestras se aplican en un volumen inferior a -
100 pl, affadiendo una gota de azul de bromofenol como mar
cador. Los tubos con las muestras se llenan totalmente de

tampdn superior.
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Se pone en cada uno de los reservorios la cantidad
adecuada ds los‘tampones respectivos (alrededor de 200 ml)
y se comienza la electroforesis a una intensidad constante
(2.5 ma/tubo). Cuando las muestras han atravesado el gel -
superior, que observamos por la aparicién de una banda in
finitamente estrecha en el gel inferior, subimos el ampera
je hasta 3.5 ma/tubo. La eiectroforesis se continda hasta
que 8l marcador estd aproximadamente a 0.5 cm. del extre-
mo anddico.

Terminada la electroforesis se procede a sacar los
geles de los tubos ahuecédndoles con inyeccién de agua deg

til ada.

e sk e L g et e o s

e _las bandas de protefnas en los geles

Los geles se fijan en uRa solucidn al 5% en dcido
triclorcacético y al 5% en &cido sulfesalicilico, con agi

tacidn durante 30 minutos.

Tincidn de los geles

Se realiza en una solucidn {1:20 en dcido triclo-
roacético al 5% y sulfosalicilico al 5% de una solucidn -

acuosa de azul de Coomassie al 1%, durante una nochs.

Desteffido

Los geles se destifien en una solucidn acuosa de

4cido acético al 5% (v/v).
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Obtencién del componente secretoric libre

Se realizéd segdn el método de Underdown y col.,

1977. Brevemente, este método consistid en lo=siguiente:

a) Obtencidn de las protefnas de la lechs

La leche humana se obtuvo 3 6 4 dias después
del parto y se conservé con azida sédica a=20°C. Las pro
teinas se separaron de la parte grasa por centrifugacién

a 48000 g durante 1 hora.

b) Acoplamiento de la Sephargsa BrCN a la IgM de

mieloma. '

6 g. de Sepharosa-BrCN se lavaron con ClH 0.001
m (3 veces) y posteriormente con tampén carbonato/bicarbg
nato 0.01 M, pH: 8. A esta Sepharosa BrCN se le affadieron

Igl, obtenida segdin el método descrito, a una concentra-

cién de 35 mg/ml de sepharosa. La mezcla se incubé 2 horas
a temperatura ambiants y 16 horas a 4°C,

La proteina no pegada a la Sepharosa se eliminé
por sucesivos lavados con tampdn carbonato/bicarbonato
0.01 M, pH: B8 y con tampén acético/acetato 0.1 M, pH: 4 -
hasta que la densidad dptica del lfiquido de lavado sea ipn
ferior a 0,02,

A la Sepharosa lavada se le afiade etanoclamina 1 M
a pH: 7 para bloquear los grupos activos que ;a pudieran
quedar a la Sepharosa.

Esta Sepharosa se lava para eliminar la etanolami
na con tampdn fosfato potdsico 0,01 M, KSCN 1 M, pH: 7 y
con S.S. 0.15 M, pH: 7.3.
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c) Separacién del componente secretorio libre del

suero

A S0 ml de suero se le affaden 450 ml de tampédn
fosfato/citrato 0.01 M, pH: 6.8, conteniendo 125 mg de sul
fato aménico ferroso,

El suéro diluido se agité 2 hdras a 4°c y a conti
nuacién 200 ml de este suero diluido se incubaron con la -
Sepharosa-IgM durante 3 horas a 4°C.-

La mezcla Sepharosa-IglMl y suero se colocd en una

columna de vidrio (1 x 20 cm) y se empaquetd la Sepharosa.
‘Daspués se lavd exhaustivamente la Sepharosa con S.S.F.O0.
15 m, pH: 7.3 hasta que la absorbancia era ( 0.02. La pro
tgfna absorbida se eluyd con tampén fosfato potdsico 0.01
M conteniendo KSCN 1 M, pH: 7.

La protefina eluida se dializé frente a SS 0.15 m;
pH: 7.3. Se concentrd y aplicéd a una columna de Sephadex
G-200 superfino.

La pureza de la preparacidn del componente secre-
torio obtenidos se chequed por electroforesis en gel de -
poliacrilamida al 10% y mediante un antisuero (anti-compg

nente secretorio libre).

e) Marcaje del componente secretorio libre

1 mg. de componente secretorio libre se marcé
con 1 mCi de 1251 segin el método habitual de Hunter y -
Greenwood, purificdndose del 1251 mediante filtracién en

Sephadex G-25,
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Electroforesis en gel de poliacrilamida al 10% en_3DS-

Se realizé en placas segdn una modificacién del mé

todo de Weber y Drborn, 1975.

Reactivos

Soluciones madre

Acrilamida: 30 %
Bisacrilamida: 0.8%

Tampén de Tris

Tris-ClH 1 m, pH: 8.8
Tris-ClH 1 m, pH: 6.8

Tampdn para la muestra

Volumen Concentracién final
SDS al 20% 0.5 ml 2%
Glicerol 0.5 ml 10%
Tris-ClH 1 m, pH: 6.8 0.4 ml o.oe m
Azul de bromofencl 0.2% 25 ul
Agua 3.1 ml
Tampén para correr la electrofresis
Para 1 1 Concentracidn final
Tris 30.3 g .0.25 nm
Glicina 144.2 g 1.92 m
SDS 10 g 1%

A justar a pH: 8.3 si es necesario,

Para usar diluir 10 vecss.
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Gel inferior

Solucién madre de acrilamida 10 ml

Tris 1 m, pH: 8.8 11,2 ml
SDS 20% 0.15 ml
Agua destilada : 8.7 ml

Gel superior

Solucidén madre de acrilamida 1.67 ml
Tris-ClH 1m, pH: 6.8 1.25 ml
SDS 20% 0.05 ml
Agua destiiada 7.03 ml

Solucidn de tefiide

Agua 520 ml
Metanol © 473 ml
Acido acético 57 ml
Azul de Coomassie 500 mg

Solucidén de destefiido

Agua 520 ml

Metanol 473 ml
Acido acéticoe 57 ml

El 1fquido de destefiido puede ser reciclado a través de car

bén activo.
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Realizacidén de la slectroforesis

Se colocaron dos vidrios con tiras de pldstico en el fon
do y a los lados para formar el hueco en el qus depositar

el gel.

Aplicar agar al 1% en los bordes exteriores y en la par

te inferior para que no pueda haber pérdidas del gel.

Mezclar los reactivos y aflfadir 100 pl de persulfato amg

nico al 10% asi como 20 pl de TEMED.

Los reactivos se agitan répidamente y se colocan entre
los dos vidrios hasta 2 cm aproximadamente del extremo

supsrier.

Se affade con cuidado agua destilada 6 SDS al 2% en el ex

tremo del gel y se deja polimerizar al menos 30 minutaos.
Después de polimerizade, quitar el agua.

Mezclar los reactivos del gel superior y afiadir 50 ul de
persulfato amdnico al 10% y 5 pl de TEMED. Agitar y de-

positarleo encima del gel inferior.

Introducir el peine utilizado como molde para hacer las
ranuras de aplicécién de las muestras y de jar polimeri-

zar,

Después de polimerizado eliminar el peine bajo corriente

de H20.

Quitar las tiras de pléstico.
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Aplicar las muestras. Estas deben ser previamente liofi
lizadas. Para la aplicacién se les debe affadir 20 1l -

del tampdn de la muestra.

Se rellenan las placas con el tampdn de la electrofore-

sis.

La electroforesis se comienza a 50 V durante una hora o

hasta que sl azul de bromofenol alcance el gel infekior.

Aumentar hasta 100 V y realizar la elsctroforesis hasta
que el marcador (azul de bromofenol) esté casi al final .

del gel. Quitar las tiras de pldstico y sacar el gsl.

El tefido del gel se realiza en la solucién adecuada du

rante ana noche.

Desteffir el gel hasta que se aprecien las bandas con su

ficiente nitidez.
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6.2.2 Filtracidn en gel de Sephadex

Pacientes
Se han estudiadd sueros de 16 pacientes con
GN mesangial con depdsitos de IgA, (14 con IgA sérica alta
y 2 con IgA sérica normal). Se analizaron 5 sueraos de pa-
cientes normales domo control.
El estudio se llevd a cabo segin el método de An-
drews, 1969, en una columna de Pharmacia 2.6 x 40 cm. egui

librada con SSF0.5 M, pH: 7.3.

Preparacién de las muestras

Se utilizd 1 ml de suere dildido al 1:2, a

este se le affddié sacarosa al 10% , despudés de disuelta la
sacarosa se centrifugdé a 3000 r.p.m. durante 15 minutos pa
ra eliminar los posibles restos insolubles que pudieran -
contener las muestras. El1 sobrenadante se aplicé a la co-
lumna y se eluyé con SSF 0.5 M, pH: 7.3. E1 flujo se man-
tuvo constante entre 6.5 - 8 ml/hora mediants un frasco de
Mariotte utilizado como reservorio del eldayents.

Se recogisron fracciones de aproximadamente 1,5-2
ml. mediante un colsctor de fracciones, cada una de las -
fracciones se leyd por espectrofotometria ultravioleta a
280 nm., en cubeta de cuarzo de 0.5 cm. de paso éptico.
En cada una de ellas se procedid a la localizacién de inmy
noglobulinas (IgA, IgM, IgG) por inmunodifusiém doble, uti
lizando antisueros comerciales hechos especificos para las
cadenas pesadas (o(,)A,’X respectivamente) (Operon, Soria

y Melguizo).
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6.2.3 Ultracentrifugacidén en gradiente de sacarosa

Se preparan gradientes de sacarosa (5-40%) en tu-
bos de nitratoc de celulesa mediante un formador com 2.25
ml. de cada una de las soluciones. La sacarosa estaba di
suelta en tampémn Tris-ClH 0.15 M, pH: 7.4 y en Gli-ClH
0.15 m, pH: 2.8,

Los gradientes se utilizaron en el dfa, mantenidn
dose a 4°C hasta el momento de utilizacién. Se aplicaron
S0 pl de suerc diluidos al 1/10 en el tampén en que iba
la sacarosa en cada caso.

La centrifugacién se realizé en una ultracentrify
ga Spinco SL-2, durante 16 horas a 4°c con un rotor SUW-
S50 I. Acabada la centrifugacién, los tubos se mantuvieron
a 4°C iniciédndose la recoleccién de fracciones desde el -
fondo, mediante una aguja, conectado al colactor de frac-
ciones por un tubo de goma. Se redogieron fracciones de
aproximadamente 200 pl, AR cada una de las fracciones se
afadié 1.5 ml de tampdn borato salino al 0.9%, pH:8. Le-
yéndose en cada una de ellas la densidad dptica a 280 nm.
Cada fraccién se diluyd adecuadamente para cuantificar la
IgA. Las fracciones dcidas se nsutralizaron previamente

con 30 pl de Tris 0,2 M.

Marcadores

Se han utilizado como proteinas marcadoras:
Coeficiente de sedimentacién
Albdmina sérica bavina (Sigma) 4,5 S
IgG de conejo 7 S
IgM humana 19 ]
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Se han utilizado 2 mg de estas proteinas disueltas
en 0.50 ml de tampén en que se disolvid la sacarosa. Estos
marcadores se ultracentrifugaron paralelamente a las mues-
tras en tubos independientes. La recoleccidn de fracciones
se hizo de modo andleogo leyéndose por espectrofotometrfa
U.V. a 280 nm, Se construyd una recta que relacionaba peso
molecular con el ndmero de fraccidn, estableciéndose a qué
fraccidén corresponderia cada coeficientes de sedimentacién.

La linearidad del gradiente se chequed por refractometria.

Refractometrfa

Un tubo en el que se habfa realizado el gradiente
lineal del 5.40% se afadieron 500 pl de tampén Tris-ClH
0.15 M, pH: 7.4 y se centrifugé en andlogas condiciones al
resto de las muestras. Después de la centrifugacidn se rg
colectaron fracciones en las mismas condiciones que las -
muestras. El porcentaje de sacarosa sn cada una de las =
fracciones se determiné por refractometria utilizando brg
monaftaleno como estandar. Se representd en una gréfica
el porcentaje de sacarosa en funcién del ndmero de frac--

ci 6”.

6.2.4 Radioinmunoensayo de IgA

Obtencién del antfigenoc ‘(IqA)

La IgA se obtuwvo de un paciente con mieloma IgA (con

centracién de IgA sérica 30,80 mg/ml). El aislamiento se

realizd mediante electroforesis en almidén.
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Marcaje de la IgA con 125I

Se realizd segin el método descrito, utilizando -
cantidades de IgA sntre 40-100 pg. Una alfcuota de IgA-
1251 purificada de 1251 se pasé por Sephadex G-200 super-
fino para observar un posible fragmentacidén o agregacién

de la proteina con sl marca je.

Titulacidn del suero de cobaya gc(-IgG de conejo)

Se realiza haciendo una curva de valoracidn con
distintas diluciones de SCN (1/10 hasta 1/400) en presen-
cia de suero de cobaya ( A -IgG de conejo) diluido al 1/2.

El volumen final fue de 0.4 ml. La incubacidén se realizé
durante 16 horas a 4°C. El precipitado se redisolvid en
NaOH 0.1 N leyéndoss la densidad 6ptica a 280 nm. Se esta
blecié una curva de valoracién tomando como punto de equi
valencia gquel que estaba justo antes del méximo de preci

pitacién.

Valoracién del primer anticuerpo

El antisuero utilizado era comercial, especifico
para cadenas < (Operon, Seoria y Melguizo). La titulacién
- de este anticuerpo se llevd a cabo utilizando diluciones
crecientes desde 1/100 hasta 1/204800. Las concentracio-
nes de SCN y del suero de cobaya ( X -IgG de conejo) fus
ron las fi jadas por la tit#slacidn anterior. El1 sistema
llevaba IgA-lzsl en la cantidad necesaria para el ensayo,
(~ 20000 cpm).

Se representd en papel semilogaritmico el porcen-

taje de IgA-leI unida y en funcidn de la dilucidn del

o ~IgA se selecciond como dilucidn id6nea aquella que 1li
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gara entre el 50-60% de la IgA-lZSI puesta y tuviera una pyana
sensibilidad (zona de mixima pendiente de la curva). El

anticuerpo titulado se conssrvd en alfcuotas a -2000.

Verificacién de la potencia de cada lote de susro

anti-IqG de conse jo

Se realizé por adiciédn dekdiluciones crecientes del
SCN y del suero de cobaya (ot -IgG de conejo) a una mezcla
de incubacidn conteniendo antisuero especifico (cx-Ig#k es
pecifico para cadenas® ) a la dilucidn seleccionada con -
la valoracién anterior. También se puso la misma cantidad
de IgA-lzsl, no haBIa antfgeno frio.

Con esta prueba se determiné una dilucién de suero
®-IgG de conejo capaz de precipitarnos el porcentaje de -
radiactividad del sistema de partida y nos permitid utilizar
menor cantidad de suero de cobaya.

Con las condiciones asi establecidas, se procedié

a realizar el andlisis segdn el esquema. (P4g. 78)

Realizaciédn del andlisis

Como estandar frio se utilizd un suero humano nor
mal con una concentracién de IgA conocida (establecida -
por inmunodifusidén radial). Las concentraciones de IgA frfa
fueron de (2.5-10000) rg/ml.

Todas las dilucicnes tanto de las muestras como de

los antisueros se hicieron en tampdn borato salino al 0.9%

La curva estandar se construyd en papel semilogarig
mica, a partir del pomcentaje dérunidn(respecto a las cpm tg

tales puestas) para cada concentracién de IgA fria.las mues-
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tras problema estaban a diluciones entre 1l:1 y 1:500.

Andlisis de variables

El an&lisis de las variables se realizé de la si-

guiente forma:
1) Reproductibilidad inter-ensaye a partir de va-
rias curvas estandar ' provenientes de amdlisis

‘distintos.

2) Reproductibilidad intre-andlisis para una mues

tra analizada el mismo dfa por sextuplicado.

3) Controles: recuperabilidad y efectos especifi-

cos.
4) Paralelismo entre diluciones.
5) Anélisis de sensibilidad

Los parémetros estadi{sticos calculados han sido
media,desviacién estandar,error estandar y coeficiente de
variacién. La comparacidn entre grapos se hizo por el test
Student (calculando t y p), considerandose significativas

B

las diferencias con p (0,05,

Aplicacidén de este radiecinmunoensayo al estudio

cualitativo de la IgA sérica.

La cantidad de IgA sérica presents en cada frac-
cién despuéds de la centrifugaciédn en el gradiente de saca
rosa se cuantificd segidn el radioinmunoensayo descrito,

Con los resultados obtenidos, se construyd una -
grdfica representando los ng/ml correspondientes a cada -
fraccién. Mediante cdlculo de Areas se establecieron los

porcentajes de IgA entre zomnas con distintos coeficientes
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de sedimentacidn.
El analisis de significacidn de las variables ss

realizé por medio del test de Student.

6.2.3 Aislamiento de IgA

El aislamiento se realizé inicialmente por el méto
do de Litman y 8ood, 1971.

Este método se hacfia fundamentalmente en dos pasos:

1. Separacién de la IgA de las restantes inmunoglo
bulinas por cromatografia en DEAE celulesa (DE-
23 celulosa, Whatmann) en tampén fosfato sédico
0.02 m, pH: 6.3

2. Separacién de la IgR de otras protefnas no inmu
noglobulinas mediante cromatografia de afinidad,
en Sepharosa activada con BrCN a la que se habia
acoplado IgG de conejo anti cadenas A y K huma

nas.

La pureza de las preparaciones obtenidas se chequed
por inmunoslectroforesis, frente a suero anti-protefnas ha
manas totales. |

El rendimiento se verificéd por inmunodifusién radial.

Aislamiento mediante elsctroforesis en almidén

Dado el bajo rendimiento obtenido con el método apn
terior, se decidié aislar la IgA del suero de estos pacisn
tes por slectroforesis en almidén, segin el método descri

to.
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~8e utilizaron muestras de 14 ml de suero de estos
pacientes. El peso molecular de la IgA obtenida de las -
partes anddica y catdédica se caracterizd por filtracién -
en gel de Sephadex G-200 superfino.
La pureza de las preparaciones se chsqued por in-
‘munodifusién doble dimensional e inmunoelectroforesis. El
rendimiento obtenido se determiné po:binmunodifnsidn ra--

dial en placas comerciales.

6.2.4 Reduccién-Alguilacién
100 pug de la IgA de la parte anddica de la electro

foresis de paciente (IRD) se marcaron con 1251 por sl mé-
todo de la cloramina T descrita,

Una alfcuota de esta IgA-IZSI,después de purifica
da por didlisis, se pasé por una columna de Sephadex G-200
superfine, para examinar la posible fragmentacién o agre-
gacidn de las proteinas con sl marcaje.

La proporcién de IgA-lzsl de la preparacién se dg
termind por precipitacién inmunoreactiva, de modo anélogo
a como se hace en el radiocinmunoensayo.

Esta IgA-lzsl se sometf{é a reduccidmn en tampén -
Tris-ClH 0,01 M, conteniendo ClNa 0.15 M EDTA 0.002 m, -
pHé 8, mediante ditiotreitol 0,04 M y alquilacién con iedg
cetamida 3.3 veces esn exceso con respecto al reductor. Los
resultados de la reduccidn se analizaron por filtracidn en

gel de Sephadex G-200 superfino en tampdn Tris-ClH 0.01 Mm
conteniendo Cl1Na 0,5 M y EDTA 0.002 m, pH: 8.
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6.2.5 Deteccién de la cadena J

La presencia de cadena J en estas formas poliméricas
de IgA se analizé por electroforesis alcalina en geles de
acrilamida al 4% en medio alcalino, conteniendo urea segin

el método descrito de Reisfeld y Small (1966).

Preparacién de las muestras

Muestras de IgA (200-300) pg conteniendo IgA polimé

rica de la parte anddica del almidén (u obtenidas por fil
tracidn en ultrogel AcA 34 que no contiene IgM) se sometise
ron a reduccidn an urea 10 M conteniendo mercaptoetanol -
durante 5 minutos en un bafio de agua hirviendo. Paralesla-
mente, se redujeron IgM de un paciente con snfermedad de
Waldestrom (paraprotefma IgM), as{ como IgA de un paciente
con mieloma IgA.

Para descartar la posibilidad de que las bandas.cgn
sideradas como cadenas J fuesen cadena ligera proveniente
de la moldcula de inmunoglobulina,reducida, se aplicaron
en tubos aparte muestras conteniendo cadenas ligeras y se

observéd su movilidad en este msdie.

6.2.6 Afinidad por el ceomponente secretorio

Uno de los criterios de “"verdaderos polimeros" para
‘la IgA de alto peso molecular lo cogétituya, junto con la
presencia de cadena J, la afinidad por el componente secre
torio libre. Hemos estudiado la afinidad por el componen-
te secretorio en estas formas de IgA de alto peso molecu-

lar en 4 pacisentes.
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Pruebas de afinidad del componente secretorio por
la IgA polimérica

Se realizé segdn el método de Brandtzaeg, 1974,
Muestras de IgA de alto pesoc molecular se incubaron a 37°
125I (cs_lzsl) on

una relacién molar SCt IgA 1:7.5. Como controles se utili

con el componente secretorio marcado con

zaron IgM e IgA monomérica, las cuales se incubaron con el
CS-lZSI en analogas condiciones a la IgA polimérica. Des-~
pués de la incubacién las muestras se centrifugaron en gra
diente de sacarosa 5-40% seqgdn la forma descrita.

Las fracciones se recolectaron desde:el fondo y en
cada una se midieron las cpm. En las distintas fracciones

se localizé la presencia de IgA por inmunodifusién dobls.
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7. RESULTADOS

7.1 Filtracidn en gel de Sephadex

La filtracién de un suero humano normal en una
columna de Sephadex G-200 superfino d& lugar fundamental
mente a la aparicidn de tres picos (Figurg 1).

En el primer pico se encuentran la Igm,e(z-macgo
globulina y otras protefinas de peso molecular superier a
200.000 Dalton.

En el segundo pico, hay sobre todo IgG y protei
nas con pesc melecular alrededor de 150.000 Dalton. El -
tercer pico contine albdmina y otras proteinas con peso -
molecular inferior a 100.000 Dalton.

La IgA es haeterogénea en tamafo, pudiendo apars
cer con las proteinas del primer pico de la filtracién y
en la regidén entre los dos primeros picos.

La IgD eluye antes de la IgA. La IgE eluye en
la misma regidén que la IgD.

Se han estudiado sueros de 14 pacientes con GN
mesangial IgA (12 de ellos con IgA sérica alta y 2 con -
IgA normal, por debajo de 250 mg%).

En todos los pacientes estudiados se observd la
aparicién de IgA en el primer pico del Sephadex, tanto con
IgA sérica alta como en niveles normales (Figuras 2 y 3).
Este hecho nos indicaba la presencia de una mayor cantidad
de IgA sérica con alto peso molecular en el sueroc de estos
pacientes con relacién al suero humanc normal, pues en ss

te caso la presencig de IgA en el primer pico del Sephadex
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es un hecho poco comin debido a que la fraccidén polimérica
de la IgA de un suero humano normal no suele detectarse -
por inmunodifusién doble después de la filtracidén de un
suero en las condiciones utilizadas por la sensibilidad -

del método.
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7.2 Ultracentrifugacidn en gradiente de sacarosa

La Figura 4 recogs el perfil de los marcadg
res en densidades dpticas después de la centrifugacidn
en el gradiente de sacarosa.

En la gréfica 5 estan representadas las posi
ciones de las protefnas marcadoras con diferentes coefi--
cientes de sedimentacidén y la fraccidn a la que correspon
den los madximos en densidades dpticas. Aparece una busna
correlacién entre ambos paréametros Q;§0,9966. La lineari-
dad del gradiente de sacarosa establecida por refractomeQ

trfa era también buena C;ﬁQ:ﬁQBA), Gréifica 6.



. a 280 nm

0.03

0.02

0.0l

PERFIL DE LOS MARCADORES EN D.O. DESPUES
DE LA ULTRACENTRIFUGACION EN GRADIENTE
.DE DENSIDAD DE SACAROSA A pH 7.4 (un experimento)

- 1gG Albumina bovina

- n? fraccion

FIGURA 4

Agvperns
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7.3 Radioinmunoensayo

7.3.1 QObtencidn de la IgA

La localizacién de la IgA, proveniente
del suero de un paciente con mieloma IgA, despuds.de la elec
troforesis en almidén, fué tanto en las partes anddica co-
mo catddica del bloque utilizado.

La recuperacién después de tres lavados fue:del or
den del 80%. La IgA de las fracciones catddicas -1 y =2 -
concentradas se pasé por Séphadex G-200 superfino (Figura
7). |

Laa fracciones 30, 31 y 32, provenientes de esta
cromatografia, se concentraron, cuantificaron y se hizo in
munodifusidén frente a «~IgG, Xx-IgA, X~-IgM y antisuero huma
no total. La Fotograff{a 3, muestra el resultado de esta in
munodifusidn., S6lo se observa una banda de precipitacidn
con 8l suero anti-IgA. Con el suerc antihumano total da -
una banda de identidad total a la obtenida con el susro -
Anti-IgA y una banda débil que puede ser aldun contaminan
te (Fotografia 3).

Esta muestra tenia una concentracidn de IgA de -

450 mg%.

7.3.2 Marcaje de la IgA

Se tomaron 20 ml de la preparacidén -
(90 pg) y se marcaron conlzsl seqgin el método descrito an

teriormente.



D.O. a 280 nm

0.20

0.10

FIGURA 7

PERFIL EN SEPHADEX G-200 SUPERFINO DE LA IgA
OBTENIDA POR ELECTROFORESIS DE ALMIDON DEL
SUERO DE UN PACIENTE CON MIELOMA IgA

( fracciones - 1 y - 2).

V. Elucidn : 1 - 50 m‘l
2 - 58 ml

20 25 30 35

n? fraccion




Fotografia 3: Inmunodifusién doble bidimensional.
Pocillo central IgA proveniente de un paciente
con mieloma IgA, revelada con distintos anti-

sueros,
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La actividad especifica de la IgA }251 oscild entre

(7,2 - e,g)'pc14ﬁg.
La eficiencia del marcaje (incorporacién de 125,

a la IgA oscild entre 65-80%.. La IgA 1251 despuds de puri

ficarla dsl l251 libre por didlisis presenta una pureza su
perior al 98% determinada tanto por precipitacién con dci-
do tricloroacético como ppr'filtracién en gel de Sephadex
(Figura 8). -
125 . .
Esta IgA I se wtilizdéd al menos durante dos meses
después del marcaje sin que se observara fragmentacidn,

12

agregacidén ni pérdida de SI durante este tiempo.

7.3.3 JTitulacién del sueroc des cobaya anti-IgG de co
ne jo.

La Fotografia 34 muestra la reactividad
del susro de cabaya (anti-Igévde cone jo) frente a un suero
de conejo normal y a la IgG de conejo utilizada en la inmu
nizaciédn (Fotografia 4), _

Aparecen dos bandas, una frente a cada uno de los
antisueros que se cruzan totalmente, lo que indica una rg
actividad s8lo con IgG y descarta la reaccién cruzada de
este antisueroc con otras proteinas de conejo que no sean
IgG.

La Tabla I recoge las densidades dpticas corraspon
dientes a los precipitados obtenidos y redisusltos sn NaOH
0.1 N en la titulacidn del sueroc de cobaya (o -IgG de cone

jo) frente a suero de conejo (una experiencia).



- FIGURA 8

* PERFIL DE LA lgA- 23| EN SEPHADEX G-200
SUPERFINO DESPUES DE PURIFICADA POR DIALISIS.
cpm :
40 x 10 4 -
0x10% A
V. elucién : 61.4 ml
i
' |
20 x 10 4
| §
;
'
10x104 -
5x104 ]
2,5x 10 4 4
1,25x 104 L, | ;
hid L4 L | BB | L L 3 :

25 30 35 40 45 50 55

ne de fraccién



Fotografia 4: Inmunodifusién doble bidimensional.

Pocillo 1: Suero de cobaya inmunizado con IgG de conejo.

SCN: Suero de conejo normal.

I1gG: IgG de conejo.
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TABLA I
Suero de cone jo Suero de cobaya Densidad dptica
(dilucidn utilizada) (dilucién wtilizada) a 280 nm.
1/10 1/2 0.024
1/20 1/2 0.023
'1/25 1/2 0.065
1/40 1/2 0.082
1/50 1/2 0.094
1/80 1/2 0.096
1/100 1/2 0.092
1/160 1/2 0.072
1/200 1/2 0.060
1/320 1/2 ‘ 0.046
1/400 1/2 0.042

Se elige como sistema de trabajo aquel que estd -
inmediatamente por debajo al méximo de precipitacién don-
de se considera estd el punto de equivalencia. En este ca
so se tomé el sistema suero de conejo (1/50), suerc de cg
baya (1/2).

Estos datos corresponden a un sxperimento. La for
ma de operar fue siempre la misma, trabgjdndose siempre -
caon diluciones finales de suero de consjo entre (1/200 y
3/800).

El suero de cobaya se utilizd a diluciones finales

comprendidas entre 1/4 y 1/16,
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7.3.4 Valoracidn del primer anticuerpo: suero de cone jo

(o -IgA humana)

Utilizardo las diluciones de suero de cone jo y suero

de cobaya establecida por la valoracidén anterior, se titu-
16 el primer anticuerpo.

Se trabajé con una dilucidn final para este anticuer
po de 1/40.000 y 1/120.000 segdin el lote de antisueroX-IgA
utilizado.

La Figura 9 estéd representada la curva de valoracién.

La verificacién de la potencia de cada lote de suero
anti-IgG de conejo, nos permitié uwtilizar un sistema de pre
cipitacidén con cantidades menores de SCN y suero de cobaya
IgG de conejo. (Figura 10). As{ pudimos trabajar con dilu-
ciones se SCN de hasta 1/800 y de suero de cobaya 1/16 en

diluciones finales.

7.3.5 Controlss

Pruebas de recuperabilidad y efectos inespecificos

Se realizaron pruebas de recuperabilidad, utilizando
cantidades conocidas de Igg.

Para dos muestras los resultados fueron los siguien

tes:
‘ ng/ml
Cantidad puesta: 28
% de recuperacidn: 89.3
Cantidad recuperada: 25
Cantidad puesta: 22

% de recuperacidn: 91.5
Cantidad recuperada: 20,12
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Puesto que el radioinmunoensayoc utilizado radica
la separacién de las fracciones libre y ligada de la IgA
en la precipitacién del complejo antigeno-anticuerpo por
un sequndo anticuerpo especifico del primero, es de gran
interds establecer la cuantf{a de dicha especificidad. El
control se establecid viendo sl porcentaje de precipita-
cién obtenido cuando se hace la adicidn del segundo anti
cuerpo sobre una mezcla conteniendo IgA-lzsI, SCN y tampén
en ausencia del primer anticuerpo. Este control refleja
- asimismo la absorcién de la IgA—lzsl a las paredes del. -
tubo.

El porcentaje de unién inespecifica fue siempre

inferior al 2%.

Reproducibilidad inter-ensayo

En la Tabla 11 se representan los valores de por-
centajes de unién respecto al cero (ausencia de antigeno
frio) en 8 curvas estandanV‘_provenientes de distintos ana
lisis para cada concentracién de IgA fria. La Figura 11 co

rresponde a la curva estandar media de estas curvas.

Reproducibilidad intra-ensayo

En la Tabla III estin recogidas las concentracio-

nes de una muestra analizada por sextuplicado(
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Tabla III
ng/ml
17 15 14,5
17 15,75 16.5

Media ¥ desviacién estandar: 15.96 * 1,05 ng/ml.
Coeficiente de variacidn: 6.58%

Paralelismo entre diluciones

Casi la tetalidad de las muestras fueron analiza-
das a dos diluciones distintas.En la Tabla IV estan reco-
gidos los resultados correspondientes al andlisis de 10 -

muestras aleatorias a dos diluciones distintas.
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TABLA 4

Muestra Dilucién ng/ml! Media + D.E. Coeficiente de variacion (%)

1 /4 1780 Yoo0114.14 0.79
1/16 1800
2 14 3 Y54 0. 0.4
1/16 344
3 /4 324 1318 4 gus 2.67
1716 312
4 1710 2000 Yy000 4 14.14 0.71
1/30 1980
5 V5 90 | og.5496.87 10
1/50 1037
6 /5 30 | 337.5417.68 5.24
1/50 325
7 1710 1800 | 4900 4 141.42 7.44
1/100 2000
8 1710 1450 144751 35.35 2.4
1/100 1500 | |
9 17100 25500 | 54075 4 1944.5 7.23
1/500 28250 |
)
10 l/Aloo 12500 | 12593.5 4 132.2 1.05
1/500 12687 |
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Analisis de sensibilidad
Analis

El 1{mite de sensibilidad fue establecido viendo
el porcentaje de unidn en el cero en ausencia de antigene
frio en 10 muestras., Con la t correspondiente a una p =
0.025 para N - I grados de libertad, se establecid el 1i

mite de confianza:

t x desviacidn estandar = 1imite de confianza

TABLA V

PORCENTAJES DE UNION EN EL CERO

42.18 45,50 46.92 42.04 43,63
43.72 38.19  43.30 47,51 42,36

Media + D.£.: 43.53 * 2.69

Coeficiente de wvariacidn: 6.17%

Mediante este cdlcule se establecié el limite de sensibi
lidad en 8.6 ng/ml.

7.3.6 Célculo de la actividad espscifica de la IgA-lzsl

Fue establecido viendo el porcentaje de unién de
una muestra (por duplicado) que contenfa, en lugar de an
tigeno frio, una alicuota radiactiva idéntica a la qus -
iba en todos los tubos del anilisis. Dsel porcentaje de -
unidn respecto al ndmero total de cpm puestas se observé

la concentracién en ng/ml, presentes en cada tubo del ana
lisis.
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La corcentracién de IgA .fue 0.250 ng/ml. Este da
to fue correlacionado con los porcentajes de unidn corrgs
pondientes a un ndmero de cpm doble y triple a los wtili

zados en 8l andlisis, habiendo una buena correlacidén -

(r : 0.9934).
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7.3.7 Estudio cualitativo de la IqA sérica. Resultados
de la ultracentrifugacién a pH 7.4

La concentracién de IgA sérica esn ng/ml co

rraspondiente a cada fraccién del gradiente se determiné
por lectura directa desde cada curva estandar y multipli-
cando por el factor de dilucién correspondiente. Los resul
tados se représentaron en papel milimetrado para cada sus
ro estudiado., La Figuraf2, muestra la distribucidn de IgA
sérica correspondiente a un susro humano normal, como po-
demos apreciar, el mayor porcentaje de IgA sérica corres-
ponde a las fracciones con coeficientes de sedimentacién
entre (5-9)S, hay un porcentaje menos importante entre
(9-13)S y a las fracciones con coeficientes de sedimenta
cién entre (13-17)S y (17-21)S corresponde los porcenta=-
jes menores de IgA sérica.

Las Figuras 13 y 14 muestran la distribu-
ciédn de IgA sérica en sueros de dos paciesntes con GN mé—
sangial IgA. Uno de ellos tienes niveles de IgA sérica prg
ximos a la normalidad (250 mg%) y otro en lo considerado
como 1fmite alto. Vemos que hay un porcentaje de IgA sé-
rica importante no sélo en las fracciones con‘coaficien-
tes de sedimentacién entre (5-9)S sino también entre
(9-13)s, (13-17)S. Las zonas entre (17-21)S tiénen el me-
nor porcentaje de IgA sérica peroc son supsriores a los de

un suero humano normal,
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En la Tabla 6 estdn recogidos los valores indivi
duales de los porcentajes de IgA sérica en las distintas
zonas del gradiente correspondientes a suefos de 9 sujetos
controles sanos. |

En todos el porcentaje mayor de IgA sérica estd
en las fracciones con coeficientes de sedimentacién entre
(5-9)S. Este porcentaje oscild alrededor del 70-80% en to
dos los su jetos estudiados.

En la zona de coeficientes de sedimentacidn entra
(17-13)S todos tienen un porcentaje inferior al 5%, solo
hay uno con un porcentaje ligeramente superior al 5%.

~ A la zona con coeficientes de sedimentacién enfrs
(21-17)S corresponden los menores porcentajes, en todos
los casos fue inferior al 1%.

En la Tabla 7 estan recogidos los valores indivi-
duales de los porcentajes de IgA sérica en las zonas con
" distintos coeficientes de sedimentacién en 15 pacientas
con GN mesangial IgA.

Cuatro pacientas tienen sus porcentajes dentro de
1imites normales.

En la zona entre (9-13)S, nueve tienen porcentajes
mayores al 25%. Tres de ellos tienen porcentajes mayores
al 40%. En la zona entre (13-17)S, 11 de ellos tienen per
centajes superiores al 5%. A la zona entre (21-17)S ls co
rresponden los porcentajes més bajos, tres de ellos tienen
porcentajes superiores al 1%, en los demas los porcentajes

estdn por debajo del 1%.
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La Tabla 8 muestra las medias y desviaciones estan
dares correspondientes a los 9 sujetos y 15 pacientes estu
diados. En el andlisis estadf{stico de los resultados se uti
1lizé la t Student, corrigiendo loa grados de libertad en
aquelles casos en que las varianzas eran distintas signifi
cativaments.

Pademos observar un aumento significativo de los
porcentajes en las zonas con coeficientes de sedimentacidn
entre (13-19)S, p{ 0.0025. También hay un aumento signifi-
cativo, pero en menor grado, en las zonas con éoeficientas
de sedimentacién entre (17-13)S y (21-17)S. Como consscuspn
cia de estos aumentos, en las zonas con coeficientes de sg
dimentacién por encima de 95 hay un descenso muy significa
tivo en loes porcentajes en la zona entre (5-9)S. Aunque el
método de cuantificacién utilizado para la IgA total sub-
estime en cierto grado los polimeros de 1§S (Greemberg y
col., 1978), las medias de los niveles de IgA sérica eran
significativamente mds altas an pacientes (328.7 * 9.9 mg%)
que en controles (242 +64.5 mg%). No habfa correlacidn efn
tre niveles de IgA sérica y porcentajes de IgA de alto pe
so molecular ni en los pacientes ni en los controles,

En la Tabla 9 estén recogidas las medias de los -
porcenta jes correspondientes a 6 pacientes estudiados a
PH 7.4 y pH 2.8. Estas medias no son distintas significati
vamente salvo en la zona (17-21)S en la que hay un aumento
significativo de los porcentajes a pH 7.4, con respecto a

pH 2.8.
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Estas variaciones de porcentajes observadas a
pH 2.8 puaden dar cuenta de un cierto gradoc de inmuno-
comple jos en el suero de estos pacientes como han apun

- tado algunos autores.

El mantenimiento de estos aumentos significati
vos entre (9-13)S y (13-17)S van a favor de que las for
mas de IgA con estos coeficientes de sedimentacidn son
establecidas portniones covalantes y no se trata de in-
munocompls jos. Em esta zona sedimentan los dimeros 10S
y trimeros 135S de IgA, formas mds frecuentes de IgA po

limérica.

7.3.8 Fiabilidad del método

Para ver si en estos pacientes sl aumento de los
porcentajes pudiera ser debido a la conservacién de los
3ueros; un suero se analizé en dos momentos diferentes

con intervalo de 4 messs.

Resul tados:

(5-9) § (9-13) s (13-17) S (17-21)s
Pravio 71.26 25,50 2.59 0.69
4 meses despuds 72.38 23.27 3.64 0.70

Vemos que despudés de 4 meses no ha cambiado apenas

los porcentajes en las distintas zonas.

Para ver si sl aumento en los porcentajes de IgA
de alto peso molecular era una consecusncia del aumento de
la tasa de IgA sérica, se estudiaron susros de 4 pacientes

con otras patologfas con IgA sérica slevada y que no presen
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tan ﬁafropatfa mesangial. Tabla 10.

Observamos que al menos los pacientes estudiados
por Rosotros tienen un patrén de distribuciém de la IgA
sérica andlogo a los controles. ~

No hay diferencias significativas'entre las medias
de les porcentajes de estos pacientss y los controles (Tg

bla 11).

7.4 Aislamiento de IgA

Con el método de Litman f Good utilizado inicial-
ments, no fue posible evidenciar la fraccién pesada de la
IgA sérica de estos pacientes.

~ El rendimiento utilizado en el primer paso por -
cromatogfaffa en DEAE celulosa bajé al 80% y tras el se-
gundo peso a través del inmunoabsorbente, el rendimiento
bajé hasta sl S5%.

Con este método no fue posible evidenciar la IgA
polimérica del suero de estos pacientes, no sabemos si dg
bido a que en la pequefia cantidad obtenida no era posiblse -
evidenciar la IgA polimérica presente o a que ésta IgA
quedaba retenida en alguno de los pasos intermedios del 3

proceso de aislamiento.

Electroforesis en almidén

La electroforesis en almiddén en tres pacientes es
tudiados (RVC, SHH, IRD) dié luger a la aparicién de I§A

en las partes anfdica y catédica del bloque de almidén co

. nmeemee e e gtane
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mo en el caso del suero con miseloma IgA utilizada para la
obtencidn de IgA para marcaje.

Los rendimientos fueron inferiores a los obtenidos
en el caso del mieloma IgA oscilando entre 35-40%.

La IgA proveniente de la parte catddica estaba con
taminada con IgM o IgG o por ambas a la vez, y se localizé
fundamentalmente en el segundo pico tras la filtracién en’
gel de Sephadex, lo que parece indicar tratarse de mondmg
ros (Figura 15).

La IgA proveniente de la parte anddica presentaba
contaminacién de alguna protefna de movilidad y de tama
Mo molecular menor, haptoglobina o siderofilina (Fotogra-
ffas 5, 6 y 7). Esta IgA no estaba contaminada por otras
inmunoglbbulinas y se localizé fundamentalmente en el pri

mer Sephadex (Figura 16).

~

7.5 Reduccifn-alguilacién
Una alfcuota de IgA del suero de I.R.D. provenien

te la parte anddica de la electroforesis después de filtra
cién en Sephadex G-200 superfino, se marcé con 1251. La
IgA-1251 presenta el mismo volumen de elucién que antes de
ser marcada lo que descarta una agregaqién o fragmentacién
de la protefna por el marcaje (Figural?).

La 1gA-125
treitol 0.04 M en un tampén Tris-salino 0.15 M, pH:8, con

I se redujo durante una hora a 37°% ditig

teniendo EDTA B.002 M y se alquilé con iodoacetamida en
la oscuridad 45 minutos 3,3 veces molar en exceso cof res

pacto al reductor.
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Fotografia 5: Inmunodifusién doble bidimensional.
Pocillo central: IgA de un paciente con GN mesangial IgA
obtenido por electroforesis en almiddn

(parte anodica),




Fotografia 6:

Pocillo 1:
Pocillo 2:

Fotografia 7:

Pocillo 1:
2:

Fotografia 6

Fotografia 7

Inmunoelectroforesis de la IgA anodica después
de pasar por Sephadex G-200 superfino revelada

con suero antihumano total.
Suero humano normal.
IgA anodica,

Inmunoelectroforesis de la IgA anodica anterior

revelada con suero anti-IgA humana.
3

IgA anodica.

Suero humano normal.

—— - - s e R E
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La IgA-lzsl reducida y alquilada se pasd por la
misma columna de Sephadex tras la reduccidn-alquilacién
observandose la aparicidn de fragmentos de tamafio:molecu
lar menor. El1 porcentaje ds la IgA-lzsl establecido por
precipitacién inmunoreactiva, presente en el primer pico
del Sephadex, antes y despuds de la reduccidn-alquilacién
fue del orden del 70 y 20 % respectivamente.

El pico 2 corresponderia al mondmero de IgA ya -
que corresponde al volumen de slucién del 292 pico de la
filtraciédn de un sueroc humano normal en el que aparece
la IgA monémero.

La susceptibilidad de esta IgA a tratamiento redugc
tor, estaria también de acuerdo con la presencia des una

IgA polimérica en el suero de estos pacientes.

7.6 Presencia de cadena J

La presencia de cadena J en la igA establecido por
Radl y col., 1974, es un criterio de "verdaderos polimeros”
para la IgA polimérica. Las muestras utilizadas, fueron IgA
proveniente de la parte anddica del almidén o fracciones de
IgA de alto peso molecular (sin IgM) provenisntes de la fil
tracidn de suero de estos pacientes en Ultrogel Ac A 34.

La presencia de cadena J se detectdé por slectrofo-
resis en geles de poliacrilamida urea alcalina.

En cuatro pacientes estudiados se evidencid la prg

sencia de cadena J.
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Fotograffa 8 muestra la presencia de este péli
un paciente con GN maesangial IgA.

Fotograffa 9 muestra la movilidad de las cadenas
este medio, junto con la cadena J provenients
Igll; como se observa, su movilidad es bien dis

de la cadena J.

7.7 Estudios de afinidad al componente secrstorio

~ Obtencién del compenente secretorio

La

Igh se unié covalentsmente al componente secre

torio en una proporcién aproximada de 30 mg/ml de Sepharo

sa. Estos son también los resultados obtenidos por Under-

down y col., 1977, con éste método. De la proteina elufda

de la Sepharosa Igll mediante KSCN se muestra su perfil an

la Figura 18.

Las fracciones 5-6 de este elufido se dializaron

frente a SS 0.15 M, pH: 7.2 aplicdndose después a una co-

lumna de Sephadex G-200 superfino.

La

cas de las

Figural8 muestra el perfil en densidades 4pti-

protefnas obtenidas. Las fracciones (40-49) del

pico 9 en el que debe estar el componente secretorio libre

ss concentraron y analizaron su pureza sn geles de poliacri

lamida al 10% en SDS, apareciendo una banda dnica (Fotogra

ffa 10).

Su identidad se verificd con un antisuero anticom-

ponente secretorio libre (Fotografia 11).



Fotografia 8:

Gel 1:

Gel 2:

1 2

Electroforesis

urea alcalina,

IgA polimerica

sin reducir.

IgA polimerica

reducida.

Cadena J

en geles de poliacrilamida (4%)

de

de

un paciente con mesangial IgA

un paciente con mesangial IgA



Fotografia 9:

Gel 1:
Gel 2:

Gel 3:

Electroforesis en gel de poliacrilamida (4%)

urea alcalina.
IgM humana sin reducir.
IgM humana reducida,

Cadenas ligeras humanas.
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Fotografia 10: Electroforesis en gel de poliacrilamida al 10%

en SDS.
1: IgG de conejo (150000 Dalton)

2: Marcadores: Fosforilasa a de musculo de conejo
(96000 Dalton).
Albumina sérica bovina (66000 Dalton)
Cadena ligera humana (25000 Dalton)
Citocromo C de caballo (12400 Dalton)

3: Componente secretorio libre.



Fotografia 11: Inmunodifusidn doble bidimensional.

Pocillo 1: Antisuero anti-componente secretorio libre

humano.

Pociilo 2: Componente secretorio libre humano.
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Marcaje del componente secretorio libre

1 mg. de esta proteina se marcé con 1 mCi de 1251

segin el método descrito. La purificacién se verificd me-
diante filtracién en gel de Sephadex G-25, La Figura 19
-muestra el perfil de esta purificacidn. La incorporacién

de 1251 fue del orden del 70%.

“~Alfcuotas -de -FgA de-alto peso molecular provenien
tes del suero de pacientes con GN mesangial IgA,asi como
otra conteniendo IgM proveniente del suero de un paciente
con macroglobulinemia de Waldestrom, se incubaron con CS-
1251 en las condiciones descritas, Los resultados de este
ensayo estdn recogidos en la Figura 20.

La afinidad de la IgA polimérica de estos pacien-
tes por el componente secretorio fue del orden del 60%, la
radiactividad se localizé fundamentalmente en las zonas
entre (9-17)S. Hay también cierta uniédn en las zonas con
““coeficiente de sedimentacidén - 195, donde estin las formas
mis pesadas de IgA sérica. (

La IgM muestra una afinidad superior. Estos resul
tados con IgA polimérica e IgM son analogos a los encon-
trados por Brandtzaeg (1974) utilizando las mismas condi-
ciones de incubacidén y fuerza idnica.

El perfil de distribuciédn de la radioactividad en
contrada con IgA monomérica es andloga a lo que se encuen
tra con el componente secretorio libre, lo cual confirma

la falta de afinidad por el componente secretorio del mo~
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Distribucion de la radioactividad del CS-]25| después de.la ultracentrifugacion

en gradiente de- sacarosa -incubado en las condiciones siguientes :

19s . 135 7S

% de radioactividad
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) _
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A)200 pg de IgM
10 .
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B) 200 pg de IgA polimérica en
un paciente -.con GN mesangial IgA

5 4

3 |

1)
25 1 . .
20
15 C) 300 pg de IgA monomérica de un pa
16~ ciente con GN mesangial IgA.

£

10 12 14 ié - n‘9 fraccion

(o]

2 4 6
FIGURA 20
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némero de IgA.

7.8 Posible origen secretorio de la IgA polimdrica

La posibilidad de que esta IgA de alto peso molg
cular, fuese IgA secretora . fue considerada. En muestras
reducidas con mercaptoetanol urea, se hizo inmunodifusién
doble con un antisuero frente a componente secretorio li-.

bre, no apareciendo banda de precipitaciédn.

7.9 Resultados del tratamiento de estos pacientes con

difenilhidantoina.

En la Tabla 12 se muestra la distribucién de porcen
tajes de IgA sérica en tres pacientes tratados con difenil
hidantofna a los 3 y 6 meses del tratamiento.

Observamos que en la pacisnte M.T:.V. hay una normg
lizacién de los porcentajes de IgA sérica después de 3 me
ses de tratamiento. En la paciente D.N.C. ésta normaliza-
cidn no se observd hasta los 6 meses., La paciente M.S.V.
aunque partid de porcentajes normales también tuvo un des
censo en las formas poliméricas de IgA sobre todo entre
(9-13)s.

El enfermo M.T.G. ha sido rebiopsiado recientemen
te.Por inmunofluorescencia se observé la desaparicidn de
la IgA depositada en el mesangio glomerular, _

Estos resultados abren nuevas posibilidades tera-
péuticas para el tratamiento de esta nefritis con difenil

hidantofna.
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8. DISCUSION

———————————

Berger descubridé en 1969 una nefropatia glomeru-
lar caracterizada por el depdsito de IgA fundamentalmen-
te a nivel mesangial. N

Estos depbsitos pueden también localizarse aunque
s6lo ocasionalmente, a lo largo de la pared capilar. La
IgA puede ser la dnica inmunoglobulina que se deposite.
Este hecho, junto con el aumento de la tasa de IgA séri-
ca, observado en un tanto por ciento impogtante de pacign
tes (=2 70% en nuestra experiencia. Ferez Garcia y col.,
1977) y la recidiva de la enfermedad tras el transplante
renal, han centrado la atencidén en esta inmunoglobulina
como un factor importante en la patogenia de esta glome-
rulonefritis,

La posible alteracién cualitativa de esta inmung
globulina sérica ha sido postulada por algunos autores
(Berger, 1975; Lagruey col., 1974).

No hay en la literatura ningdn trabajo sobre el
estudio cualitativo de la IgA sérica en estos pacientes.
Los primefos estudios realizados por nosotros mediante la
filtracidn en gel de Sephadex G-200 superfino, pusieron
de manifiesto la presencié de IgA en el primer pico de
la cromatografia (en pacientes tanto con IgA sérica ele-
vada como normal). Este primer abordaje nos hizo pensar
en la posibilidad de que existiera una mayor cantidad de

IgA de alto.:peso molecular en el suero de estos pacien-
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tes respecto a controles, ya que en suero humano normel,
la presencia de IgA en el primer pico del Sephadex es un
hecho poco comdn en las condiciones utilizadas.

Con el fin de poder estudiar mas detalladamente
cuélés eran los porcentajes de IgA de alto peso molecular
en el suero-de estos pacientes y en controles normales,
se realizdé un fraccionamiento del suero de estos pacien~-
tes mediante ultracentrifugacién en gradiente de sacaro-
sa a pH 7.4 y pH 2.8.

En este gradiente habfia una buena correlacién en
tre las posiciones de los marcadores y coeficientes de =
sedimentacidn, Mediante refractometria comprobamos la 1i
nearidad del gradienie de sacarosa. El radiocinmunoensayo
utilizado para cuantificar la IgA presente en cada frac-
cién permite cuantificar IgA de alto peso molecular sin
los errores que presenta la inmunodifusién radial para
estas macromoléculas. Este radicinmunoensayoc presenta un
aceptable grado de fiabilidad en cuamto a reproduccidn
inter e intra-andlisis, sensibilidad, recuperacién y para
lelismo entre diluciones.

El estudio cualitativo de la IgA sérica después
de la ultracentrifugacién en gradiente de sacarosa en un
método directo que obvia los errores que pueden llevar
los métodos de aislamiento en los que sdlo va & ser recu
perada una parte de la IgA de partida y-en los que ha po
dido haber una alteracién de las formas mondmere/polime~

ro de la muestra inicial.



- 144 -

Mediante este estudio cualitativo hemos visto que la IgA
sérica circulante 8s en su mayor parte monomérica en el
suero humano normal (2 75%). Este dato concuerda bien con
lo; datos de la bibliograffa (Heremans, 1974b; Radl y col.
1974).

De los 15 pacientes con enfermedad de Berger hay
4 que presentan una distribucidn de IgA sérica andloga a
la de los controles. Los 11 restantes tiensn un mayor por
centaje de IgA sérica de alto peso molecular superior que
los controles. Las medias de la distribucién de la IgA s§
rica con distintos coeficientes de sedimentacidén en los -
pacientes estudiados, establecen un aumento significativo
de los porcentajes de IgA sérica entre (9-13) S, (13-17)S
y (17-21) S en estos pacisntes respecto a los controles.

Cuatro pacientes estudiados por nosotros con IgA-'
sérica alta y sin nefropatia mesangial presentan un pa-
trén de distribucién de su IgA sérica andloga a los con-
troles. |

Estas formas de IgA pesada plantesan la posibili-
dad de que puedan ser debidas a inmunocomple jos, entida-
des moleculares frecuentes en otros tipos de glomerulong
fritis: lupus eritematoso diseminado, GN membranosa, etc.

La presencia de un aspecto granular de los depdsi
tos de IgA a nivel mesangial en estos pacientes, también
llevé a englobarla, en principio, dentro de las GN por ipn
munocomple jos, puesto que recordaban a lo observado an la

nefritis experimental por ICs.
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Para estudiar si estos aumentos en los coeficien-
tes de sedimentacidn eran debidos a una IgA unida no cova
lentemente con otras proteinas como inmunocomple jos, se -
centrifugaron sueros de 6 pacientes a pH 2.8. Las varia--
ciones de los porcentajes observados entre 17-21S a pH
2.8, podrian explicar el escaso porcentaje de inmunocom-
ple jos en el suero de estos pacientes (Glauckman y col.,
1978; Tung y col., 1978).

En la zona entre (9-17) S los porcentajes en los
pacientes estudiados a pH dcido, no varfan, lo cual esté
a favor de la naturaleza covalente de esta IgA. En estas
zonas sedimentan las formas més frecuentes de IgA polimé
rica: dfmeros (10S), trfmeros (13S) y tetrdmeros (15S).

Las medias de los niveles de IgA sérica eran sig
nificativamente més altas en los pacientes (328.7:f 9.10
mg%) que en los controles (242 % 64.5 mg%). No hubo corrg
lacién entre.los niveles de IgA $erica y porcentajes de
IgA de alto peso molecular ni en los sujetos ni en los con
troles.

Con el método utilizado en el aislamiento, inicial
mente no fue posible evidenciar méds que la presencia de
IgA monomérica. Mediante electroforesis en almidén obtuvi
mos una IgA en la parte anddica con tamafio molecular supg
rior al mondmero (a juzgar por el menor volumen de elucién).
Este distinto comportamiento de la IgA monémero y polfmero
en electroforesis en almidén ha sido observado por Gavrilg
va y col., 1976, en IgA proveniente de sueros de pacientes

con mieloma IgA.
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La naturaleza covalents de estas formas de IgA pg
sada estd atestiguada por su sensibilidad avtratamiento -
reductor, produciendo fragmentos de tamafio molecular me--
nor.

La presencia de radioactividad en sl primer pico
del Sephadex, tras la reduccidén-alquilacién, déd cuenta de
la no despolimerizacidn total de la IgA-lzsl, como han -
apuntado algunos autores,(Parkhouse y Corte,I974) y de la
faltalde pureza totéli@e‘la IgA dq partiE;§

Con estos hechos podfiamos ét;stiagér que se trata
ba de formas de IgA pesada establecidas por uniones cova-
lentes (no sensibles a pH dcido y sensibles a tratamiento
reductor) lo cual nos paodria llevar a hablar de formas -
"poliméricas de IgA".

Para algunos autores la existencia de "verdaderos
polimeros de IgA" (Radl y col., 1974) necesita ademds de
ciertos requisitos como son: presencia de cadena J, afini
dad por el componente secretorio y reactividad con un anti
suero especifico para formas poliméricas de IgA.

La presencia de cadena J fue evidenciada mediante
electroforesis en poliacrilamida-urea-alcaelina, descartan
dose la posibilidad de que sea cadena ligera , a juzgar
por la movilidad de éstas en este medio. Este polipéptido
ha sido detectado en IgMl y formas poliméricas de IgA, se
ha descrito en algdn pacientes con mieloma IgA sin pressn-
cia de cadena J; asimismo, también en algdin pacisnte coR
macroglobulinemia de Waldestrom hay ausencia de este poli
péptido (Eskeland y Brandtzaeg, 1974). Su misidn parece -

ser la de unir subunidades monoméricas, para ayudar a man
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tener su estructura terciaria. Estos autores han mostrado
resul tados contradictorios en los que la cadena J no seria
necesaria para la polimerizacidn, sino méds bien en la traps
ferencia de inmunoglobulinas poliméricas a las secreciones
exocrinas, para lo cual la IgA se combina con el componen
te secretorio.

Para ver la afinidad por el componente secretorio
fue preciso aislar éste. de calostro humano mediante cro-
matograff{a de afinidad con una Sepharosa a la que se le ha
bia unido covalentemente IgM. Con el método utilizado se
obtuvo un buen grado de pureza, como lo atestigua la elegc
troforesis en SDS. Su identidad fue atestiguada con un an
tisuero anti-componente secretorio libre.

La afinidad por el componente secretorio fue obser
vada en cuatro pacientes estudiados. El porcentaje de com
ponente secretorio marcado con 1251 unido a la IgA polim§
rica fue del orden del 60%, permanecisndo aproximadamente
un 40% de la radioactividad en las zonas con coeficientes
de sedimentacién inferior a 75. Estos datos concuerdan con
los obtenidos::por Brandtzaeqg, 1974, en las mismas condicio
nes de incubacidn y fuerza idnica del tampén utilizado.
Este autor encuentra fambién un porcentaje de unién al com
ponente secretorio en la IgM, anidlogo al mostrado por nosgo
tros en estas expsriencias. En el caso de la IgA monoméri
ca la distribucidn de radioactividad coincide con lo que
se observa en la centrifugacidn de una muestra contenien-
do sélo componente secretorio, lo cual confirma que no exis
te ningura afinidad del componente secretorio por la IgA
monomérica, como ya estaba descrito., El componente secreto

rio confiere a las inmunoglobulinas poliméricas una mayor
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resistencia y estabilidad frente a los ataques proteoliti
cos. Estas dos experiencias adicionales (afinidad por el
componente secretorio y presencia de cadena J) son una -
confirmacidén de que se trata de verdadsros polimeros de
IgA.

La causa de altos niveles de IgA polimérica en el
suero de sstos enfermos es desconocida, En algunos pacien
tes con ciertas enfermedades intestinales (enfermedad ce-
liaca, colitis ulcerativa) se ha evidenciado la presencia
de IgA secretora en suero en un 41% de ellos, frsnte a un
9% en controles normales. (Thompson yicol., 1969). Nosotros
hemos buscado la presencia de componente secretorio en -
muestras de "IgA polimérica" ds cuatro pacientes, después
de la reduccién con mercaptostanol, sin resultados positi
vos. Algunos autores han buscado también el componente sg
cretorio en biopsias de estos pacientes sin que haya sido
posible evidenciarla. Estas experiencias indicgrfan que
esta IgA tiene su origen en los linfocitos circulantes y
no en las secreciones. Ademas, recisentemente, Sakai y col.
197B,Vhan mostrado que todos los pacientes con esta nefro
patia presentaban un aumento de los linfocitos periféricos
portadores de IgA. La actividad de las células T supreso-
ras IgA especf{ficas estaba disminuida en relacién a los
controles. v

El papel de la IgA sérica en la inmunidad sistémi
ca no estéd claro. Pocas actividades como anticuerpo han
sido encontradas para la IgA. En algunas IgA de mieloma
se ha encontrado IgA anticuerpo frente a mdsculo liso
(Toh y col., 1977). También se han encontrado en pacientes

con dermatitis herpetiformis anticuerpos anti membrana ba
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sal (Yaoita y Katz, 1977). En relacién con la IgA de estos
pacientes con mesangial IgA, algunos autores (Lowance vy
col.,1973 ) y en nuestro laboratorio (Sancho, 3. 1979)

se han buscado anticuerpos, factores antinucleares, anti-
cuerpos anti-mdsculo liso, anti-membrana basal, sin haber
sido posible evidenciarlos.

El mesangio glomerular (Vernier, 1971) parece ac-
tuar eliminando los residuos de filtracién de muchas par-
ticulas trazadoras inyectadas en la circulacidn: Thorotrast,
ferritina, oro coloidal, que estdn en las vacuolas intraci
toplasmaticas de las células mesangiales. Los immunocomple
jos, especialmente los formados en equivalencia, los méas
pesados y menos solubles, se podrian depositar en el mesan
gio (Bari y col., 1970; Dressman y col., 1970). La mayor
cantidad de IgA polimérica encontrada en el suero de sstos
pacientes con enfermedad de Berger, podr{a sequir el mis-
mo camino. La desaparicidén de la IgA del mesangio en un
paciente con esta nefropatfia concomitante con el retorno
a la normalidad de los porcentajes de IgA de alto peso mo
lecular, tras el tratamiento con difenilhidantofna son su
gestivos en apoyo de esta hipdtesis,

El descenso en las formas poliméricas de estos pa
cientes tratados con difenilhidantofna van a Favorltambién
de que se trata de una IgA polimérica y que no sea una ng
frdpatia por inmunocomple jos.

La difenilhidantoina es una droga que baja la IgA
'sérica en pacientes con epilepsia (Sorrell y Forbes, 1975).
Se ha visto también que pueden descender la IgM y la IgG,

pero los descensos no son significativos como en el caso
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de la IgA.

En estudios realizados en cultivos de linfocitos
estimulados con fitohemaglutinina se vid que habia una -
inhibicidn en la sintesis del DNA, quizéds debido a que de
primiera la DNA polimerasa (Sorrell y Forbes, 1575).

Recientemente, Seager y col., 1978, han visto que
esta droga disminuye la IgA también en ratones. Levo y =-
col., 1975, observaron que en las células del bazo de ra
tones tratados la respuesta inmune estaba disminuida. Los
macrofagos estdn implicados en la rama aferente de la res
puesta inmune, ellos realizan una coopéracién con las cé-
lulas T en la exposicién del antigeno para la produccidn
de anticuerpos en las células B (Feldmann, 1972); y hay
una evidencia de que la formacidén de IgA s especialmente
dependiente en la cooperacién eficaz T y B (Clough y col.,
1971). Seager y col.,‘1978};han encontrado una supresidén
de la funcién de los macrofagos con difenilhidanteina pero
no la han podido correlacionar con el descenso de inmuno-
globulinas. La difenilhidantoina afecta a muehos sistemas
enzimadticos, pero es dificil de especificar el mecanismo
de estos efectos. El restablecimiento del patrén normal
de IgA sérica en dos pacientes y el descenso de los nive-
les de formas poliméricas de IgA en uno de los pacientes
con niveles normales, junto con los resultados de la bigp
sia de uno de los pacientes tratados con esta droga, en
que han desaparecido los depdsitos de IgA en el mesangio,
abren nuevas posibilidades terapduticas en el tratamiento

de esta nefritis, asf{ como en el modo de actuacién de es
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ta droga sobre el sistema de cooperacidén linfocitos f—B.

Ademds, el establecimiento de un patrdén normal de
IgA sérica a la vez que desaparece la IgA del mesangio,
favoreceria la hipdtesis de gque una mayor cantidad de IgA
polimérica en el suero de esstos pacientes es capaz de so-
brepasar la capacidad de reticulo endotelial del mesangio
y depositarse. Se necesitan més datoé sobre el efecto ds
esta droga en otros pacientes con esta GN. Todos los da-
tos actuales en la bibliografia (Berger, 1978; Droz, 1976)
sobre biopsias iterativas en estos pacientes,hablan de la
persistencia de la IgA en esta GN a lo largo de toda la en
fermedad.

En cuanto al mecanismo de depdsito de esta IgA, la
reciente demostracidén de depésitos de IgA en el higado,
intestino y piel de algunos pacientes con hepatopatia al-
coholica (Kater y col., 1978), sugeriria que con las pro-
teinas agregadas se sobrepasarfa la capacidad del sistema
reticulo endotelial y los depdsitos de IgA pefsisten. Otra
alteracidn hipotética de este sistema no puede ser exclui
da.

El porcentaje de IgA normal hallado en algunos pa
cientes sugeriria , que bien el momento de la determina--
cién es critico o bien, la existencia de un subgrupo de pa
cientes en esta entidad.

La persistencia de los niveles elevados de IgA de
be de ser importante puesto que en algunos pacientes con
mieloma IgA, en los que hay altos niveles de IgA poliméri
ca no hay depdésito mesangial de esta inmunoglobulina posi
blemente por la mala evolucidn de estos pacientes a corto

plazo que no daria tiempo a depositarse.
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Otro problema por esclarecer es la naturaleza de
la IgA depositada en el mesangio de estos padientes. La
obtencidén de rifiones decestos enfermos para realizar la
elucién de la IgA depositada no es fécil ya que es una
nefropatf{a en principio benigna y con bajo fndice de mor
talidad. Actualmente se estd estudiando en nuestro labora
torio cualitativamente la IgA:sériqé de pacientes cirréti
cos, asi como la naturaleza de la IgA eluida de rifiones
de las autopsias de los mismos. La posible relacién bioqui
mica entre ambas formas de IgA es desconocida. Existen otras
nefropat{as (no enfermedad de Berger) en las que hay depé-
sitos mesangiales de IgA (SIndrome de Schdnlein~Henoch, he
patopat{a-alcoholica, dermatitis herbetiformis)sin que se
conozca la interrelacidén entre ellas,

La pregunta fundamental en esta glomerulonefritis
es el porque estos pacientes presentan esta IgA al terada.
Recientemente , Sakai y col., 1978; encontraron un aumento
en los linfocitos pesriféricos portadores de IgA, no sélo
en los pacientss sino en algunos familiares, Esto unido a
que nosotros mismos hemos sncontrado un aumento de IgA pgo
limérica en algunos familiares sugiersn factores inmunoge
néticos que pudieran intervenir en la patogénesis de la
enfermedad de Berger,

También se ha buscado la conexidn de esta nefropa
tia con alguin antigeno del sistema HLA. Recientemente Ber
thoux y col., 1978, encontraron el antigeno Bw-35 en un -
40% de los pacisntes con esta nefropatfa, frente a un 20%

en la poblacidn normal.
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Sabatier y col., 1978, han descrito dos hermanos con GN
mesangial IgA que tienen el antigens Bw-35.

En 12 de nuestros pacientes con enfermedad de Ber
ger, que han sido tipados, se ha visto una frecuencia del
58% de este antigeno en estos pacientes frente a un 18% -
en la poblacién normal.

La anomalfa descrita en sstos pacientes, junto con
las posibilidades terapéuticas con difenilhidantefna, ai-

guen centrando nuestro interés en esta glbmerulonafritis.
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CONCLUSIDNES

l. Se ha realizado un estudio cualitativo de la IgA séri
ca en'pacientes con glomerulonefritis mesangial IgA y
controles mediante ultracentrifugacién en gradiente -
de sacarosa a pH 7.4 y pH 2.8 y posterior cuantifica-
cién de la IgA presente en cada una de las fracciones

por radioimnunoensayo.

2, En el gradiente de densidad de sacarosa, tanto a pH
7.4 como a pH 2.8, existia una buena correlacidn en--
tre la posicién de los marcadores con distintos coefji
cientes de sedimentacién y el ndmero de fraccidn co-
rrespondiente. La linearidad de este gradiente,ssta-

blecida por refractometrf{a, era también buena.

3. El radioinmunoensayo utilizado para cuantificar la -
IgA en las distintas fracciones tenia una suficienté
fiabilidad, establecida por medio de: reproductibfli-
dad inter e intra-snsayo, recupsracién, sensibilidad

y paralelismo entre diluciones.

4, E1 resultado del andlisis cualitativo de la IgA séri-
ca en sujetos normales, establece que el mayor porcsn
taje de IgA sérica (X 75%) es monomérica como ya se

conoce por los datos de la bibliografia.
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5. E1 estudio cualitativo de la IgA sérica en los pacien-
tes con GN mesangial IgA mostrd un comportamiento de =~
su IgA distinto del observado en los sujetos controlés,
apareciendo un mayor porcentaje de IgA sérica en estos
pacientes sntre (9-21) S. Cuatro de estos pacientes tsg
nfaﬁ\hna distribucidén de su IgA sérica andloga a los -
controles.

6. Las medias de los niveles de IgA sérica eran significa
tivamente més altos en los pacientes que en los contro
les. En cambio, no hubo correlacién entre niveles de =-
IgA y porcentajes de IgA de alto peso molecular ni en

los pacientes ni en los controles.

7. E1l andlisis estadfistico de los resultados mostré un au
mento significativo de los porcentajes de IgA sérica -
entre (9-21) S en los pacientes respecto a los contro-

les, después de la centrifugacidén a pH: 7.4.

8. En pacientes se estudid la distribucién de la IgA séri
ca a pH: 2.8 no habiendo variaciones sigaificativas en
las medias de los porcentajes entre (9-17) S con rela-
cién a los resultéaos a pH: 7.4. S6lo hubo un ligero -
descensoc de los porcentajes de IgA en estos pacientes

entre (17-21) S.

9, Estos resultados son compatibles con la presencia de -

un:mayor porcentaje de IgA de alto peso molecular esta
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1l1.

12.

13.

- 156 -

blecido por uniones covalentes en los pacientes y en -
los controles. La pequefia variacidn de los porcentajes
observada sntre (17-21) S puede ser la expresién des que
exista una parte de IgA como immunocomple jos en el sug

ro de estos pacientes.

La sensibilidad de esta IgA anddica a tratamiento redugc
tor confirma la naturaleza covalente de la IgA pesada -

tratdndose por tanto de formas polimdricas de IgA.

En el aislamiento realizado mediante electroforesis en
almidén de la IgA.sérica, se observa wn distinto compor
tamiento en cuanto a la movilidad electroforética de -
la IgA monomérica, que se localiza en la parte catddi-

ca e IgA pesada (andédica) de estos pacientes.

La preéencia de cadena J en estos polimeros de IgA fue
atestiguada por electroforesis en geles de poliacrila-
mida-urea-alcalina, descartdndose la posibilidad de que
fueran cadenas ligeras como se muestra por la movilidad

de ellas en este medio.

Para estudiar la afinidad al componente secretorio fue
preciso aislar componente secretorio libre de calostro
humano, obteniéndose una preparacién pura y que reaccig

naba con un antisuero especifico.
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14, La afinidad de IgA polimérica de estos pacientes por el
compenente secretorio fue del orden del 60%, inferior

a la mostrada por IgM.

15, La presencia de cadena J y afinidad por el componsnte
secretorio confirma la naturalsza de “verdaderos polif-

meros"” para estas formas de IgA pesada.

16. Con el tratamiento de algunos de estos pacientes con di
fenilhidantoina (droga que baja selectivamente la IgA),
se observé el establecimiento del patrén de normalidad
en la distribucién de IgA con distintos coeficientes de
sedimentacién. En un paciente que tenfa un patrén normal
de distribucién de su IgA sérica se observé también un

descenso en las formas de mayor tamafio molecular.

17. La disminucidn de los porcentajes de IgA alto peso molg
cular iria a favor también de que se trate des una IgA

polimérica y no sean inmunocomple jos.

18, El restablecimiento de un patrén normal de la IgA séri
ca de estos pacientes, junto con el hecho de que haya
desaparecido la IgA despositada en el mesangio de uno
de ellos, abren nuevas posibilidades en el tratamiento

de esta nefritis.

19. En residmen, se muestra que los pacientes con enfermedad

de Berger tienen un mayor porcentaje de IgA polimérica
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en suero que en controles normales, lo que supone una apor
tacidn nuesva a la patogenia de esta glomerulonefritis. Es-
tos porcentajes descienden tras el tratamiento con difenil
hidantoina, leo cuai sugiere una posibilidad terapéutica en

esta nefropatia.
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