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INTRODUCCION

La introducción de una sustancia extraña (antígeno)
en un organismo vivu,provoca una respuesta específica,defensiva
y fisiológica que se manifiesta por la producción "de novo"
de proteínas (anticuerpos),capaces de unirse al antígeno (Ag)
para eliminarlo del organismo,valiéndose,en algunos casos de
1a coparticipación de sistemas efectores solubles tales como
el sistema complemento (C) y/o celulares comomonocitos,his
tiocitos,células del sistema reticuloendotelial (SRE),granulo
citos polimorfonucleares (PMN)(1).La capacidad de respuesta
humoral ha sido descripta en los Ciclóstomos (2) que son verte
brados menos evolucionados y en los vertebrados más evoluciona
dos de la escala filogenética.

La unión resultante del Ag y el anticuerpo (Ac) cons
tituye la parejazcomplejo inmune (CI).E1 número de antígenos
(Ags) a los que el individuo está expuesto durante su vida es
elevadísimo y cada uno de ellos induce la producción de Ac.Esta
respuesta inmune específicamente adquirida actúa aumentando la
eficiencia de mecanismos no específicos y primitivos comoel de
1a fagocitosis.

Los CI pueden circular,desp1azarse en el plasma san
guíneo y redistribuirse por el organismo.Estos CI circulantes
(CIC) son manejados normalmente,en gran parte por el SRE.Un de
sequilibrio en la respuesta inmune puede favorecer 1a permanen
cia de los CIC,permiciendo_la deposición de los mismos en diferen
tes órganos (glomérulo renal,p1exo coroideo,cÉlulas de las pare
des endoteliales de los vasos sanguíneos,pu1mones).

El efecto perjudicial de los CIC fue señalado por
Von Pirquet en 1911 (3) quien propuso que el comienzo y el curso
de la enfermedad del suero provenía de los efectos tóxicos de sue
ros heterólogos (ejzsuero antidiftérico),inyectados a los pacien



tes en grandes dosis con fines terapéuticos y eran la conse
cuencia de la interacción entre el Ag presente en la circula
ción y el Ac del huésped.

El rol patcgénico de los CIC fue demostrado por los tra
bajos de Germuth (4,5) y Dixon y col (6,7) quienes valiéndo
se de un modelo experimental de la enfermedad del suero en
conejos,demostraron que el comienzo de la glomerulonfritis
y la vasculitis coincidía con la aparición de CIC,descenso
de 1a actividad de C en suero y deposición de CIC en los
sitios dañados.

La valoración de los niveles de CIC en suero y fluido
intersticial resultó de gran interés ysse desarrollaron
así numerosas técnicas apoyadas en distintas propiedades
físicas y biológicas de los CIC.

El objetivo de esta Tesis consiste en responder a las
siguientes preguntas:

13-¿0frecen un valor diagnóstico y/o pronóstico en sí
mismas,las determinaciones de los niveles de CIC en sueros
patológicos?

23-¿Se requiere para tal evaluación el estudio conjun
to de otros parámetros humorales (niveles séricos de inmuno
globulinas,sistema complemento)?

3Ï-En las patologías asociadas con niveles elevados de
CIC carentes de alteraciones detectables del sistema C ¿Es
posible correlacionarlos con estudios "in vitro" de inmuni
dad celular?

Para el desarrollo de este trabajo se seleccionaron las
siguientes patologíaszLupus Eritematoso Sistémico (LES),
Neutropenia y Hemofilia,como sujetos de alto riesgo (SAR) de
contraer el Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA).
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A continuación se desarrollan los siguientes temas:
a)Respuesta Inmune; b)Clases de anticuerpos; c)El sistema
complemento; d)Generalidades de los complejos inmunes; e)
Receptores Fc y de C; f)Posib1es efectos de los.CIC sobre
el sistema inmune; g)Métodos de evaluación de_CIC; h)Impor
táncia de los CICen diversas patologías.



a) Respuesta Inmune

Los individuos reaccionan frente a una invasión
microbiana con mecanismos de defensa que son ejercidos por
fagocitos y por la actividad bactericida de los sueros,ca
racterizadas comorespuesta inespecíficas y de rápida ex
presión.

La respuesta específica humoral (inmunidad humoral)
está representada por los Ac,que son moléculas de inmunoglo
bulinas (Igs).

En los vertebrados,las células B,que poseen Igs so
bre la membranaplasmática (8,9,10) al ser estimuladas en
forma apropiada,proliferan y sufren cambios morfológicos
transformándose en células plasmáticas.Estas últimas sinte
tizarán y liberarán a la sangre y a los tejidos las molécu
las de Ac que actuarán combinándose con las toxinas bacteria
nas,neutralizándolas y se unirán a los Ags de la superficie
bacteriana favoreciendo la acción fagocítica.

La respuesta inmune específica celular,mediada ob
viamente,por células,abarca a linfocitos T,que con una ade
cuada estimulación proliferan y se diferencian,ul menos en
cuatro subpoblaciones funcionales;a)células colaboradoras
(Th),;b)células que efectuarán reacciones de hipersensibili
dad retardada (Td),c)células citotóxicas (Tk) y d) células
supresoras (Ts).

Las Th cooperan con las-células B (figura 1) en in
ducir la formación de Ac y las Ts ejercen un mecanismo para
limitar la extensión de la respuesta inmune,mientras que Td
y Tk están involucradas en mecanismos inmunes efectores.

En el montaje de la respuesta inmune intervienen
tambien células accesorias (macrófagos,células dendríticas)
que son indispensables para el procesamiento y presentación
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antigénica para que los antígenos convencionales sean
una señal válida capaz de disparar 1a respuesta de cé
lulas Th.0tras células comolas Ts pueden responder di
rectamente a Ag solubles.Existen tambien dentro del con
junto de las células del sistema inmunecélulas citotó
xicas no estrictamente asimilables a 1a progenie T,co
nocidas comocélulas NK,capaces de intervenir directa
mente en la eliminación de células tumorales o células
infectadas con virus.



Figura 1
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Leyenda de la figura l

Los inmunogénos son procesados por el macrófago
(célula accesoria) para luego ser presentado a células
T y B específicamente reactivas.Las células B son esti
muladas para proliferar y luego diferenciarse a células
plasmáticas que sintetizarán y secretarán los anticuerpos
específicos.Por su lado las células T proliferan y se di
ferencian en por lo menos cuatro subpoblaciones: 1)Th(cola
boradoras),2) Td (intervienen en las reacciones de hiper
sensibilidad retardada),3) Tk (citotóxicas) y 4) Ts (supre
soras).



b) Clases de Anticuerpos

En el hombre se han determinado cinco cla
ses de Igs con función Ac:IgG,IgA,I°M,IgE e IgD (11).

La unidad básica estructural está dada por
cuatro cadenaszdos cadenas pesadas (H) y dos cadenas li
vianas (L).

La especificidad de clase está dada por
la cadena H y se designa por una letra griega (Figura 2).

La IgG y la IgA a su vez se dividen en
subclases de acuerdo a los determinantes específicos que
presenten en la cadena H.Las subclases se indican con nü
meros arábigos.

Las cadenas L se identifican como kappa(K)
o lambda (Á);no son específicas de clase.El número de Ig,
en el suero hum1no con cadenas K aproximadamente duplica
el número de Ig con cadenas A .

Las Igs difieren en longitud,ubicaci6n,nü
mero de puentes disulfuro,nümero de dominios,grados de po
1imerizaci6n,se:uencia de aminoácidosÁTabla Nol)’

Las diferentes clases,subclases y tipos de
Ig son llamadas isotipos.Los isotipos están presentes en
todos los individuos comoproducto de diferentes genes es
tructurales.

Cada cadena de Ig puede ser dividida en
dos regiones:la región variable (V) y la región constante
(C).La región C es la porción carboxi-terminal de la ca
dena y posee la misma estructura primaria en todas las ca
denas de la misma c1ase,subclase y tipo.A su vez cada

cadena se divide en dominios que se designan como VL,CL,
VH,CH.



La Ig más abundante en suero es la IgG,consiste de dos
pares de cadenas H y L unidas por puentes disulfuro.Una
enzima proteolítica (papaína) parte la IgG en tres frag
mentos que retienen su actividad biológica:dos fragmentos
Fab ,para ligar el Ag y un fragmento Fc (cristalizable)
(Figura 3).Cada fragmento Fab contiene un sitio de unión
al Ag.El fragmento Fc contiene los sitios que median la
mayor parte de las funciones biológicas de las Igs.

La IgG está distribuida en cuatro subclases
(IgGl,2,3,4) (Tabla N°2),que difieren en la capacidad de
fijar C.La IgGl y 1a IgG3 son más efectivas en fijar comple
mento;la IgG4 5610 puede hacerlo después del clivaje pro
teolítico.Esta propiedad parece estar asociada principal
mente con el dominio CHZ(Figura 3).Las distintas subcla
ses de IgG pueden agregarse espontáneamente,tienen distin
ta afinidad por la proteína A del Staphilococcus aureus
y pueden atravesar la placenta (Tabla N°2).

La IgA se encuentra en concentraciones relati
vamente bajas en suero y tejidos.Sin embargo se halla en
altas concentraciones en secresiones externas seromucosas
en forma de dímeros y contiene una cadena adicional que se
llama componente secretcrio,1a molécula completa se designa
como IgA secretoria (sIgA).

En el suero humano normal la'IgAíse encuentrazeomo
monómeroy se han detectado dos subclases (IgAl y 2)

La molécula de IgM es un_pentámero compuesto de
cinco subunidades y de una cadena (no inmunoglobulínica) J.
La IgMno atraviesa la placenta de la madre al feto;si bien
puede ser sintetizada por el feto en caso que haya sido ex
puesto a un Ag.Tiene un papel importante en la respuesta
inmune primaria.Está localizada predominantemente en el es
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pacio intravascular,su recambio es rápido; puede aglu
tinar bacterias,interviene en reacciones citotóxicas y
citolíticas dependientes de C.

La IgE contiene la mayoría de sus moléculas aso
ciadas biológica e inmunoquímicamentea los Ac reáginicos.
Los Ac de tipo IgE se unen reversiblemente con alta afini
dad a receptores específicos de la membranade basófilos
y mastocitos.En ciertas parasitosis se encuentran con
centraciones elevadas de IgE séricas.

La IgD está presente en pequeñas cantidades en el
suero humano normal.Se encuentra sobre la membrana de los
linfocitos humanosen altas proporciones,normalmente en
asociación con otra clase de Ig (frecuentemente con IgM).
La IgD actuaría como receptor para el Ag o bien estaría
involucrada en la respuesta de las células B,no obstante
su función específica aún no ha sido demostrada (12)

Los alotipos son variantes genéticas de las Igs,
se heredan de acuerdo a las Leyes de Mendel y residen prin
cipalmente en la región constante (C) de la cadena pesada (H).

Los idiotipos son determinantes antigénicos localiza
dos sobre la región variable (V) y corresponde al sitio de
unión específico que contiene la molécula de Ac.

Las cadenas H y L pueden unir específicamente el Ag
para el cual está dirigido el Ac,sin embargo la cadena H es
más fuerte.Los sitios de combinaciSn son regiones hiperva 
riables.Modificaciones en las regiones hipervariables influi
rán sobre la forma del sitio de combinación y sobre la es
pecificidad.
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Figura 2
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Las clases de inmunoglobulínas (Ig) que se encuentran en circula
ción son cinco:IgG,IgA,IgM,IgD e IgE.Todas están compuestas pnr
dos pares de cadenas polipeptídicas unidas por puentes disulfuro.
Todas tienen cadenas livianas {dos Á o dosK.),no se encuentran Ig
en forma natural que tengan una cadena liviana¡1y otraK



TABLAN°1

PropiedadesdelasclasesdeInmunoglobulinashumanas PropiedadesIgGISA Concentración ensuero (g/100m1) Coeficientede 77 sedimentación(S) Pesomolecular140000160000 Movilidad
electroforética1Afi CadenaspesadasFd Cadenaslivianas Fijaciónde Complemento Atraviesan placenta Porcentaje4040 intravascular Vidamedia236 (días)

AcainfeccionesRespuestasecundaria Isoaglutinina,Rb FactorLE
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900000

entraryfi
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180000

entrexyfifi
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ÁOK

No No
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IgE
0.0005

200000

I
H N

E_

Aca
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TABLA N°2

Propiedades biológicas de las subclases de 1a

Inmunogiobúlina IgG

Propiedad IgGl IgGZ IgG3 LgGá

Fijación de
Complemento ++ + +++

Atraviesan
placenta +++ ++ +++ +++

Anafilotoxina
cutánea positiva +++ +++ +++

Receptores para
macrófagos +++ - +++

Reacciona con
proteína A del +++ +++ +++
Staphílococcusaureue

Actividad Ac anti anti anti anti
prominente Rh Levan Rh Factor

anti VIII
Dextran
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Figura 3
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c) El Sistema Complemento (C)

El sistema C fué ampliamente estudiado a partir
de la evidencia de que el suero fresco contenía factores que
podrían mediar la lisis de bacterias y células previamente sen
sibilizadas con el Ac específico.

Al sistema C (14,15) lo integra un complejo multi
enzimático presente en el suero que interactúa secuencialmente
por : I) activación de la vía clásica (VC)y II) por activa 
ción de la vía alterna (VA)o sistema de la properdina.

La secuencia de la VC (Tabla N°3) es la siguiente:
Cl,C¿,C2,C3,C5 hasta C9.

Los mecanismos involucrados en la iniciaciación de
la VCfueron estudiados en un modelo "in vitro",utilizando
eritrocitos de oveja,los cuales poseen sobre su membranaun
lipopolisácarido,conocido comoAg de Forssman.Los Ac anti 
Forssman (hemolisina) se obtienen por inmunización de cone —
jos (que son Ag de Forssman negativo).Una vez formado el CI
(glóbulo rojo.de oveja-Ac) en presencia de suero fresco,se
inicia la activación de la VC(figura Z).El C1 reconoce los
Ac unidos a los sitios antigénicos en la célula.La porción
Clq tiene una composición semejante al colágeno (figura 5)
y se une al dominio CHZdel fragmento Fc de la IgG (figura 3)
por uniones iónicas (no covalentes).El Cls constituye la
parte de la molécula de Cl responsable de continuar la se 
cuencia del sistema C (figura 4) y mediar el clivaje proteo
lítico del C4 originando los fragmentos Cúa y Cáb,este paso
puede ser regulado por unac(2 globulina del plasma (inhibi
dor de la Cl esterasa) que anula el sitio enzimático. Enzi
mas proteolíticas comola tripsina y la plasmina (16) pueden
iniciar 1a cascada del sistema C siendo estas reacciones de
interés en los sitios inflamatorios,donde proteasas de bacte
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rias y de células fagocíticas pueden activar directamente el
sistema C (17).La activación de C2 involucra una digestión
proteolítica.Así,la presencia de C1 esterasa en presencia de
C4b media eficientemente el clivaje de C2 produciéndose el
fragmento C2a (de mayor tamaño) que se une a la membrana.La
combinación de Cáb-CZasobre la superficie celular origina
la formación de una nueva enzima que se une y produce la rup
tura del siguiente componente : C3. Esta enzima se denomina
C3 convertasa de 1a VC (Cáb-CZa) la cual es inestable y su de
caimiento va acompañado de 1a liberación de 02a que es inacti
vo en la fase f1uída;e1 C4b permanece unido a la membrana y
puede aceptar otra molécula de CZa,consituyéndose así en un
sitio de regulación del sistema.

El C3 circulante cuando se une al complejo (C4b-CZa)
resulta clivado en un fragmento C3a y otro de mayor tamaño C3b.
La C3 convertasa puede romper muchas moléculas de C3 determi
nando así un sitio de amplificación biológica de la secuencia
del C.Cientos de moléculas de C3 pueden ser depositadas sobre
la superficie celular a partir de una sola molécula de IgMo
de dos moléculas de IgG.Sin embargo,la unión de C3 a la membra
na,como sucede con C4, resulta poco eficientezla unión dura un
breve período y muchas moléculas de C3 clivadas no llegarán a
unirse a la membranaquedando en la fase fluída,inactivas.

Cuando C3b se adhiere a la superficie celular en la
cercanía de C4b-C2a da lugar a una nueva enzima que permite
clivar CS en fragmentos C5a (liberado al medio) y CSb (de ma
yor tamaño) el que resulta estabilizado por C6,así comienza
la inserción en 1a membrana,el complejo C5b-C6,estable,en ausen
cia de inhibidores del plasma,puede disociarse de la membrana
y atacar células vecinas no sensibilizadas (18).Este ataque
no es eficiente y está controlado por inhibidores presentes en
el suero.Sin embargo la posibilidad ekiste y en algunos casos
se supone que puede ocasionar daño tisular.El C7 estabiliza el
complejo C5b-C6 que penetra en la bicapa lipídica de 1a membrana.
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Finalmente C8 y C9 se activan y se produce la lisis celular.Esta
puede ocurrir tambien en ausencia de C9,pero su agregado acelera
1a formación de canales en la membrana por donde podrán pasar
el agua y los iones llevando indefectiblemente a la lisis celu
lar,por lo menosen el caso de células anucleadas (eritrocitos).
La reparación de la membrana lesionada es un fenómeno que puede
suceder cuando la célula objeto del ataque del C es una célula
nucleada (célula tumoral,células linfoideas)
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TABLA N°3

Pesos moleculares y concentraciones en suero de los componentes

del Sistema Complemento

Componentes de la
Vía Clásica

Concentración en
Peso Molecular suero

ug/ml

Clq 410000 70
C1r 90000 34
Cls 85000 31
C2 117000 25

C3 190000 1200
C4 206000 600
C5 180000 85

C6 128000 60

C7 120000 55

C8 150000 55

C9 79000 60

Componentes de la
Vía Alternativa

Properdina 190000 25
Properdina Factor B 100000 225
Properdina Factor D 25000 1

Inhibidores

C1 esterasa 105000 275
Inactivador de C3b (I)-105000 34

Proteínas reguladoras

Proteína que se une
a C4 560000 8

1H (Factor H) 150000 500
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Figura Q

Vía Clásica del Complemento
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Leyenda figura 4

El primer paso en la cascada de la vía clásica
del sistema complemento comienza cuando C1 reconoce anti
cuerpos unidos a los sitios antigénicos sobre la membrana
celular.E1 Clq se une por las cabezas globulares al dominio
CHZde una IgG:consecuentemente se activa la subunidad Clr
y ésta activa al Cls que continuará la secuencia.

El C4 hace contacto con Cls y resulta dividido
en un fragmento C4b que se fija sobre la membrana plasma-
tica y un fragmento mapr C2b queda en fase fluida.

Otra proteína,02,se fija cerca a C4b en forma
inactiva,pero al contactarse con Cls se activa y libera a
C2b,mientras que C23 queda fijo a la membrana formándose
la enzimaíC4b2a conocida como C3 convertasa de la vía clá
sica ya que por contacto con C3 se rompe éste en dos frag
mentos a)C3a:que es liberado en el suero y cumple funciones
en las reacciones inmunes alérgicas.Una de sus acciones es
la de liberar histamina de los mastocitos o células cebadas,
b)C3b es el fragmento que se une al complejo C4b2a y forma
así una nueva enzima que puede unir y romper C5.Tal como
ocurre con C3,el C5 se cliva en dos fragmentos:C5b y CSanEl
C5b resulta estabilizado por C6 y comienza la inserción del
complejo de ataque a la membrana celular.El CSa por otro la»
do es liberado al suero.

C5b6 puede a su vez disociarse de la membrana y
atacar a otras células.El agregado de C7 estabiliza al comple
jo CSb6.El CSb7 puede encontrarse como dímero sobre 1a membra
na.C8 y C9 se unen al complejo anterior.Unas seis moléculas
de C9 pueden fijarse a C5b-8 logrando una máxima efectividad
en la lesión.
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El clivaje de C3 puede realizarse a través de la VA
(sistema de la properdina).En 1954 Pillemer (19) señala
que hay mecanismos que podrían mediar los efectos bacteri
cidas y opsonizantes sin requerir de los Ac específicos.
Filogenéticamente,este sistema de la VAes el más antiguo;
puede ser activado por IgA agregada,posiblemente por IgG,
polisacáridos,hongos,virus.La VA(figura 6) consiste en un
número de proteínas que interactúan para clivar C3 indepen
dientemente de los componentes iniciales de la VC (C1,C4,
C2).E1 paso clave de la VAes la generaciSn de C3 convertasa
formada por fragmentos de B (Bb) y fragmentos de C3 (C3b),
esta C3 convertasa (C3b-Bb) difiere de la C3 convertasa de
1a VC.Laactividad de C3b sobre una superficie antigénica
o en fase fluida está regulada por dos proteínas BlH (H) y
C3b inactivador (I) (figura 7) que actúan juntas para escin
dir 1a cadena 0(-de C3b dando lugar a la formación de C3bi.

El rol principal del sistema C no radica en la capacidad
lítica en sí,como se puede leer en la Tabla N°4,son muchas
las actividades biológicas de los componentes del C y las
funciones que pueden resultar de la actividad de la VA;así
por ejemplo participa en el daño renal de la glomerulonefri
tis hipocomplementémica;tieneactividad bactericida,lítica
(hemoglobinuria paroximal nocturna),anafilot6xica y otras
funciones y efectos.



Acción de la C3 convertasa de
la Vía Alterna

Función de la Vía Alterna

En presencia del factor D,e1 factor B puede separarse en
un fragmento grande (Bb) que combina con C3b,dando lugar a la
C3 convertasa de la vía alternativa;C3bBb.De este modo puede
a su vez romper otra molécula de C3 y continuar la caécada.La
properdina estabiliza el complejo C3bBb.
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Figura 7

31H y el C3bí (C3b inacu'ivador)
J .

35 l c5b¿

C5b

La interacción de filH con C3b evita la unión y la activación
del factor 3.El inactivador de C3b,o C3b inactivador (C3bi) inter

acciona con el complejo F1HC3by permite la unión de C3bi.Este
paso libera a PIH siendo éste un sitio de control de la activaciñn
de la Vía alterna y es un control también para evitar la lisis celu
lar.
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TABLA N°4

Funciones biológicas que pueden resultar de 1a activación de

;; 1a vía alterna del sistema complemento

.—Lisis,mediada por veneno de cobra,de eritrocitos nosensibilizados.

.-Lisís de eritrocitos,en hemoglobinuria paroximal nocturna.

.-Actividad bactericida.

.-Neutralización de virus.

.-Adherencia inmune.

.-Fagocitosis.

.-Producci5n de anafilotoxinas.

.-Liberacíón de hístamina,lisis.

.-Leucostasis.

.—Particípa en el daño renal en la glomerulonefritis hipocomple
mentémica.

.-Elímina bacterias de la sangre.
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d) Generalidades de los complejos inmunes

La unión AguAc da origen a 1a formación de CI.
Esta reacción puede realizarse en el fluido intersticial
(reacción de Arthus ) comoocurre en la tiroiditis (20) o
a nivel de la membranacelular.Los CI pueden posteriormente
ser liberados al medio extracelular circundante (21).

Las interacciones Ag-Acson reversibles,no covalen
tes,involucran fuerzas de tipo electrostáticas,enlace hidrá
geno,fuerzas de van der Waals e hidrofóbicas;estas últimas
pueden contribuir con un 50%de la fuerza total de la unión
Ag-Ac.

Los Ags menos solubles en agua tienden a formar CI
más estables ya que la unión puede considerarse como una par
tición competitiva del Ag entre el agua y los sitios de unión
del Ac,que son relativamente hidrófobos (22).

El comportaniento y destino de los CIC (23,24) depen
de directamente de variables tales como:I) características del
Ac,c1ase o subclase de Ig que determinará a) las valencias del
Ac para un dado Ag, b) la capacidad de unión a receptores ce
lulares, c) 1a capacidad de activación del sistema C. II)caracte
rísticas del Ag: el Ag puede ser monovalente o polivalente.El
Ag monovalente expresa un solo determinate antigénico (epitope)
tal es el caso de los haptenos y da lugar a CI con fórmula AglAcl
o Ag2Ac1que pueden circular por largos períodos en el organis
mo,resu1tando difícil su deposición a nivel de los tejidos (25).
Si el Ag es polivalente (distintos epitopes) comoocurre en las
proteínas,polisacáridos etc;pueden formarse agrupaciones (redes)
de diversos tamaños comoconsecuencia de las múltiples interrela
ciones entre los diferentes epitopes y los Ac no específicos.Las
redes que se formen dependerán de la relación molar de cada uno
de los componentes (23).
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Ademásde las características propias del Ac y del Ag,
la proporción entre estos dos componentes influirá en el
destino y la actividad biológica de los CI.

En exceso de Ag (polivalentes) el tamaño de los CI va
riará en forma inversa a la cantidad "en exceso" de Ag (25,
26) generalmente no fijan C,tampoco-pueden iniciar procesos
inflamatorios y 1a fórmula es AgZAcl.

Contrariamente,los CI formados en gran exceso de Ac son
insolubles,de gran tamaño ( >198),fácilmente fagocitados (27)
y fijan Cgtienen capacidad inflamatoria.Por su lado los CI
de tamaño intermedio (leve exceso de Ag) no son fácilmente
fagocitados,tienen posibilidades de circular,activan C y re
sultan por lo tanto potencialmente patogénicos.

El destino de los CI dependerá tambien del estado de los
fagocitos del huésped,ya sean los PMN,monocitoso macrófa
gos del SRE.Enexperimentos realizados en animales se ha ob
servado que más del 99% de los CI son eliminados por los fa
gocitos,predominantemente a través de las células de Kupffer,
del hígado,el 1%de los CIC restantes son probables inducto
res de la enfermedad de complejos inmunes (27).

La deposición de los CIC se ve favorecida,en gran parte,
por la anatomía particular de los sitios por donde circulan,
pudiéndose señalar comovulnerables el glomérulo renal,el es
pacio sinovial,la piel y el tracto uveal (27),por tratarse
de zonas con un mayor flujo sanguíneo por unidad de masa,de
terminando en estos casos el potencial patogénico de los CIC.



e)Receptores Fc y C

Los receptores (R) son entidades moleculares presentes
en la membranaplasmática de células normales y malignas,capaces
de combinarse con ligandos y de sustitaren la célula las reaccio
nes biológicas propias de cada tipo celular.Dentro del concepto
de receptor estáimplicito que pueden ser saturables,que deben ser
específicos y que deben poseer alta afinidad en concordancia
con las concentraciones fisiológicas de su ligando especfico:

Se han descripto receptores Fc (RFc) (Tabla N°5)
para las distintas subclases de IgG y para otros isotipos (28,
29,30),por su lado los receptorespara los componentes del C (31)
son designados comoCR,caracterizados con diferentes subíndices
(Tabla!P5),así se conocen los CR1,CR2y otros cuyas especifici
dades se indican en la misma.

Los CIC punden interrelacionarse con las células a
través de RFc y CR.Se explica de este modo que los CI activa
dores de C y que fijaron el fragmento C3b se unan a eritrocitos
por CRl.Los eritrocitos de esta forma ejercen una importantísi
ma función,ya que al transportar los CI al SREdisminuyen la carga
de CIC y favorecen la fagocitosis por parte de los PMN(32,33).

Las plaquetas interaccionan con CIC a través de los
RFcpara todas las subclases de Igs,no así para los otros isoti
pos (34);poseen receptor para Clq (35,36) y en consecuencia pue
den agregarse por estímulos externos tales comolos que propor
cionan los CIC y la gammaglobulina agregada por calor.

Los CIC pueden unirse a linfocitos a través de los R
para el Ag,R para Fc de diferentes clases de Igs y para los R de C
(26,37).

Las células B derivadas de 1a médula 65ea,además de la
Ig adnerida a la superficie celular,la cual actúa comoR del Ag,
tienen RFc de baja afinidad para IgG,CR1,CR2y R de alta afini
dad para Clq (38,39,40,4l);todos ellos constituyen entidades fí
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sicas distintas.Algunas subpoblaciones de células B poseen
RFCpara IgE,de baja afinidad (42,43),RFc para IgM (44,45)
y RFc para IgA (45).

Las células T poseen RFCpara InM,IgG (38,46,61);IgA
e IgE (47).Las células T que expresan RFc para IgM (75%)
son funcionalmente diferentes de las que tienen RFc para IgG
(48,49).

Las células NK,por otro lado poseen R de alta afinidad
para Fc de IgG en especial para IgGl e IgG3 (41,50).

Los basófilos y los mastocitos poseen RFc para IgE (52)
de alta afinidad (108 a 109 M-l).Quizás representen las únicas
células con R de alta afinidad para una Ig monomérica.Estas
células al interactuar con Cl o con C3a y CSa liberan sustan
cias activas tales comoheparina,histamina,SRS-A y factor
activador de plaquetas.

Los leucocitos eosinófilos poseen R para IgG,CR2 (52,
S3),R para C3a y CSa (54),Los RFc para IgG y R para C3 tienen
menor afinidad 3 densidad si se los compara con los neutrófilos.

Los PMNneutrófilos tienen RFc para IgG e IgA;los agre
gados de IgGZ o IgG4 se unen con mayor eficiencia (53,55).
Poseen tambien CRI y CR3.Los CR1 sobre los neutrófilos y los
monocitos/macrófagos cumplen importantes funciones en la fago
citosis y en 1a respuesta respiratoria a partículas opsoniza
das.La función de CRI y CR3es similar en varios aspectos pero
tambien presentan importantes diferencias.Los CRI y CR3se en
cuentran en pequeñas cantidades sobre los neutrófilos y macro
fagos circulantes no activados y no inducen la fagocitosis de
partículas cubiertas con C3b o C3bi respectivamente.La activa
ción de las células por factores quimiotácticos (calcio depen
diente) producen un rápido aumento en el número de CRI y CR3
sobre 1a superficie celular.La activación de CRI y CR3de los
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neutrófilos para la ingestión de partículas requiere una
combinación de péptidos quimiotácticos (F-Met-Leu-Phe) o
fragmentos CSay fibronectina o forbol miristato acetato.
Los neutrófilos tambien presentan R para Clq.

Los macrófagos erpresan RFCpara IgG1,IgG3.La IgGl
se une citofílicamente en forma monomérica,del mismo mo
do lo hace la IgG3;sólo agregados de IgGZ e IgG4 podrán
unirse a los R correspondientes (57),los macrófagos tambien
poseen R para los fragmentos de C3 y C4 (52,56).Tal como
se observa en neutrófilos,los macrófagos pierden CRZcuando
maduran y expresan CRl (57).La unión y la ingestión de comple
jos particulados está mediada por los RFc para IgG y R de
C (58).La endocitosis de CI solubles en contraste a los
particulados no necesariamente involucran a los RFc.

En la placenta se han descripto RFc para IgG,locali
zados en la superficie apical de trofoblastos y células en
doteliales de los vasos del feto (59).Las células dendríti
cas de la epidermis humana y células de Langerhans poseen
RFc para IgG acomplejada y para fragmentos C3b (60).

En el glomérulo humano hay receptores para CI-C3b pero
estos no se han encontrado en otras especies estudiadas (62,
63).También se han descripto sitios de unión para Fc de IgG
en el intersticio renal del hombre y en una variedad de otras
especies (63).
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TABLA N°5

Receptores para la porción Fc de las Inmunoglobulinas

Células

en membranas celulares

IgG IgM IgA I

Eritrocito
Plaquetas
heutrófilo
Macrófagos
Eosinófilo

s —

S

++++S

Basófilos y
Mastocitos
Linfocitos
Linfocitos
Células NK

B

T ++

++++

++¡ +++

TABLA N°6

Receptores para fragmentos del sistema complemento
en membranas celulares

Tipo especificidad PM Distribución

CRI C4b,C3b,C3bi,C3c,C5b 205000 eritrocitcs,macr6fagos
riñón,linfocitos,PMN

CR2 C3bi,C3d-g,C3d 72000 linfocitos B
CR3 C3d-g,C3g ? Eritrocitos,macr6fagos

PMN,1infocitos,NK
C1q-R Clq-colágeno linfocitos,neutr5filos

monocitos

H-R Factor H (lng) 100000y linfocitos,neutr6filos50000 eosinófilos,monocitos
C3a-R C3a,C4a ? mastocitos,monocitos,PMN
C3e-R _ C3e neutrófilos
C5a-R CSa,CSa desarg ? mastocitos,monocitos
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f)Posib1es efectos de los CI sobre el Sistema Inmune

Los CIC pueden modular la respuesta humoral y celu
lar.Los complejos formados en exceso de Ag se comportan con
un poder inmunogénico mayor que el del Ag libre,con un aumento
en la respuesta primaria y secundaria para el Ac (tanto "in vivo"
como "in vitro") (64,65) ya que se favorecería la unión de los
CI a los linfocitos,con una rápida localización de los CI en
los folículos linfoides y un mayor procesamiento por parte de
los macrófagos (66). .

Los CI,por otro lado,en exceso de Ac tambien ejercen
un efecto regulador sobre la respuesta inmune.En un sistema hu
moral estos CI conteniendo Ac de clase IgG,son potentes agentes
tolerogénicos (67,68);sin embargo en la inmunidad mediada por
células,las respuestas producidas por esos CIC están aumentadas
(68,69).

Los CI pueden alterar la función de células T supre
soras y la expresión de marcadores de membrana (46).Moretta y
col-(48) describen subpoblaciones de células T que fijan CI for
mados por Ac de la clase IgM (3% ) e inducen a las células B para
la producción de Ac.Una segunda subpoblación T que fija CI for
mados por Ac de clase IgG (TÚ ) actüa suprimiendo la síntesis de
Ig.

Es importante considerar las interacciones que se pro
ducen entre el Agtel idiotipo y los respectivos Ac anti-idiotipo
generadores de probables efectos que aumentan o suprimen la reacti
vidad inmune.Estas interacciones darían lugar a1 establecimiento
de una red dinámica que se autoregula (70).Se ha demostrado (71)
una prolongada falta de respuesta cuando se administran grandes
cantidades de Ac anti_idiotipo en el ratón (antes o después de
una corta inmunización con el Ag).



-32

Otros efectos de los CI ("in vitro") se han descripto.
Por ejemplo la citotoxicidad anticuerpo dependiente (CAD)
(72),que podría actuar en el rechazo de injertos,e1imina
ción viral,inmunidad tumoral y en enfermedades autoinmunes.
La célula efectora en 1a CADes un linfocito llamado célula
K que requiere la presencia de Ac del tipo IgG con especifi
cidad para 1a célula "blanco" para ejercer su acción cito
tóxica.



g) Métodos de detección de Complejos Inmunes Circulantes (CIC)

Se han descripto numerosas técnicas para determi
nar 1a presencia de CIC,algunas evalúan los CIC en forma es
pecífica para el Ag (73) y otras permiten determinarloe en
forma independiente del componente antigénico involucrado;
éstas últimas se apoyan en diferentes propiedades físicas
y biológicas de los complejos (Tabla N°7).

En base a las propiedades físicas,los CIC pueden
separarse por ultracentrifugacíón,ultrafiltración,filtración
en geles,crioprecipitación,precipitación con polietilenglicol
(PEG).

El PEGes un polímero neutro,1ineal,soluble en
agua,en concentraciones del 20%precipita la Ig nativa y
otras proteínas.Se observó y demostró que en concentraciones
del 3.5 al 4%se obtiene un precipitado de CI formados in vitro
o in vivo (74,75).Así bajas concentraciones de PEG(3,5-42)
se utilizan para determinar la presencia de CIC en sueros de
pacientes con diversas patologías (76,77).

Considerando las propiedades biológicas de los
CIC éstos se pueden evaluar en forma indirecta por el consumo
de C (76);por interacciones de los CIC con C1q,purificado,
marcado radioactivamente (75,78) o unido en fase sólida (ELISA)
(79)..

La conglutinina (proteína presente en el suero de
los rumiantes) (80) tiene gran afinidad por los CIC que hubie
ran fijado fragmentos de C3,por lo cual la conglutinina se uti
liza para evaluar CIC (81).

El factor reumatoideo (FR),que es una antiglobulina
(82),tambieñ permite valorar CIC,de pequeño tamaño (83,85),in
dependientemente de que fijen o no C.



Tambiense describieron técnicas celulares,entre ellas
se pueden mencionar:agregaci6n plaquetaría (84),inhibici6n de
la CAD(85),inhibici6n de la formación de rosetas (86).

Las células Raji,derivadas del linfoma de Burkitt,que per
dieron la Ig de superficie,poseen poca afinidad para los RFc
y gran cantidad de R de alta afinidad_para C1q,C3b,C3d y otros
componentes del complemento.Theophilopulos y col (87) demos
traron que la mayoría de los CIC que fijan C se unen a las
células Raji por el R para C3b (88).Gupta y col (89) intentaron
demostrar que los CI solubilizados con C,en contraste a los
CI particulados se unen a las células Raji sólo vía del R para
Clq y no por el R de C3b-C3d.

Los eritrocitos humanostambién se utilizan comosustra
to (90) para la detección de CIC que han fijado C3b o C4b.

Si bien no ha sido utilizado masivamznte en clínica,se
ha descripto una técnica basada en la unión de CI a RFc de
los glóbulos rojos de pollo (91,92).

Los CIC que involucran IgG1,2 y 4 humanas,varias subcla
ses de Ig de ratón y posiblemente la IgM (93) pueden unirse por
su Fc a la proteína A del Staphilococcus aureus .Esta propiedad
se ha utilizado para la medición de niveles de CIC (94,95).

Muchasson las técnicas descriptas para la evaluación
de CIC,sin embargo ninguna por sí misma abarca o detecta 1a
totalidad de la heterogénea población que constituyen los CIC.
Se ha ¡determinado que para una "adecuada" valoración de CIC
es conveniente seleccionar dos o más métodos basados en prin
cipios diferentes y asimismo considerar las limitaciones que
afecta a cada una de las técnicas elegidas (96).
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TABLA N°7

Métodos antígeno específico para detección de Complejos Inmunes
circulantes (CIC)

Inmunoprecipitación
Filtración en gel
Fraccionamiento en gradiente de sucrosa
Radioinmunoanálisiss

Métodos antígeno inespecíficos para CIC

UltracentrifugaciónUltrafiltración
I Filtración en gel

Crioprecipitación
Precipitación con Polietilenglicol
Consumo de Complemento
Interacción con Clq
Precipitación de C3
Radioinmunoensayo con conglutinina
Enzimainmunoensayo con Clq

II

Ensayo con factor reumatoideo

Agregación plaquetaria
Inhibición de la citotoxicidad anticuerpo dependiente
Inhibición de la formación de rosetas '
Ensayo con células Raji
Ensayo con eritrocitos humanos

III

.Combinación con proteína A del Stafilococcus aureus

IzMétodos físicos,II:Métodos que se apoyan en propiedades biológicas
de los CIC,III:Técnicas celulares.



h) Importancia de los CIC en diversas patologías

La importancia de la evaluación de los CIC en sueros
patológicos radica en 1a capacidad potencial que estos tiene pa
ra alterar el equilibrio inmunológicopor la interacción con re
ceptores humorales y celulares,además la persistencia de los
CI en 1a circulación favorecería la deposición de los mismos
en aquellas zonas que tienen un mayor flujo sanguíneo,a riesgo
de alterar el correcto funcionamiento de los órganos donde los
CIC se depositan. ’

Para el desarrollo de este trabajo de Tesis se
estudiaron pacientes con:

a)Lupus eritematoso sistémico (LES).Se trata de
una enfermedadque pcr su carácter multifactorial afecta piel,
articulaciones,riñones,sistema nervioso y a menudootros órga
nos.Se lo considera un prototipo de "enfermedad_de complejos
inmunes".E1 curso clínico está caracterizado generalmente por
períodos de remisión y actividad.En un 90%afecta a las mu
jeres.En los pacientes con LESse encontraron depósitos de
ADN,Igy C (97).La posible participación de los complejos
ADN-antiADNen 1a patogénesis de 1a nefritis lüpica fue suge
rida por Koffler y col (98).Actualmente se admite que niveles
elevados de CIC son en gran parte,responsab1es del daño renal
en el LES.Los CIC activan el sistema C e incorporan componentes
a la red Ag-Ac lo cual induce una mayor agregación orientada
hacia la eliminación a través del SRE.E1sistema C también po
dría colaborar en la eliminación de CIC por su acción "disol
vente" de la red precipitada.Este fenómenofue descripto por
Miller y Nussenzweig (99,I00) fundamentalmente es un fenómeno
dependiente de 1a VAdel sistema C.En base a los hallazgos bá
sicos de este grupo,otros autores investigaron la capacidad del



suero de pacientes con LESpara disolver CI precipitados,pre
formados (101).Esta propiedad de la VAdel C otorga un impor
tante papel al sistema C asociada al "manejo in vivo" de los
CIC y determinaría de alguna manera la capacidad inflamatoria
de los mismos en su ausencia.

En los pacientes con LES se evaluó la presencia de
CIC y se efectuó un perfil del sistema C,determinando el ni
vel de VAy la capacidad solubilizadora del suero patológi
co además del nivel hemolítico total (CHSO).Estos parámetros
fueron relacionados con los estados clínicos de la enfermedad.

b) Neutropenia: Un estado neutropénico se define cuan
do el número de neutrófilos circulantes en un individuo es
inferior a 2000 células/mm3 de sangre.Las neutropenias idio
páticas representan un porcentaje supuestamente muybajo
de la población (se desconocen datos estadísticos),los indi
viduos pueden ser detectados en forma causal o por concurrir
al médico clínico por presentar infecciones dérmicas o pulmo
nares.

Los CIC pueden desempeñar un papel muy importante en
el secuestro de las células PMN.Seha demostrado que los CIC
de pacientes con neutropenia idiopática inyectados en conejos
provoca el secuestro de las células PMNen el lecho vascular
de riñones y pulmones (102);ya sea porque en forma inespecí
fica interactüen con el RFoo bien por la presencia de Ac anti
neutrófilos.Esas interacciones estimularían la liberación de
proteínas catiónicas de los gránulos azurófilos favoreciendo
1a agregación celular y 1a consiguiente activación del sistema
C.E1 fragmento C53 (figura 4 ) producto de la activación del
del C actuarïa aumentando la capacidad de adherencia de las cé
lulas PMNcon la consiguiente leucostasis pulmonar y neutrope
nia periférica.
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La acción directa y específica mediada por Ac anti-neu
trófilos (103) se presenta en la neutropenia isoinmune neona
ta1,debido a incompatibilidad materno fetal y esos Ac están
implicados también en la neutropenia autoinmune (104,105).Se
ha encontrado que el grado de severidad de la neutropenia puede
correlacionarse con la presencia de auto anticuerpos antineutró
filos y la capacidad de éstos de reaccionar con precursores
tempranos de la médula (106).

Nuestros pacientes se seleccionaron en ausencia de cual
quier otra enfermedad sistémica asociada.En ellos se investigó
la relación de los CIC con la fisiopatogenia del proceso neutro
pénico.Para este fin se determinó el nivel de CIC.Se investi
gó la presencia,en el suero de estos individuos,de componentes
capaces de reaccionar con la membrana de los PMNnormales o au
tólogos además de los niveles de componentes del complemento
(C3 y C4).

c)Hemofilia: Se trata de una enfermedad congénita y heredi
taria; transmitida por la mujer y expresada en los hijos varo
nes,quienes poseen una deficiencia funcional de los Factores
VIII o IX de la coagulación (hemofilia A y B respectivamente)
(107).

Esa deficiencia impide que se forme un coágulo resistente
que detenga la hemorragia producida por 1a ruptura de un vaso
sanguíneo.Las manifestaciones de ambas hemofilias (A o B) son
similares en su comienzo y en su curso c1ínico.El tratamiento
de estos pacientes consiste en la infusión de concentrados de
Factor VIII o IX.Puesto que las preparaciones de Factor VIII o
IX no son puras,los pacientes son sometidos con gran frecuencia
a un estímulo antigénico masivo y presentan diversos defectos
en la regulación de su sistema inmune,algunos de ellos atribui
bles a la presencia de CIC.
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Los pacientes hemofílicos consignados en este trabajo inte
gran el grupo de sujetos de alto riesgo (SAR) de contraer el
Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA).E1 SIDAes una
enfermedad descubierta hace aproximadamente unos seis años;
se presenta en ciertos grupos de población con serias modifi
caciones en la inmunidad.Los pacientes desarrollan infeccio
nes oportunistas (108) y presentan o no Sarcoma de Kaposi
(109).El SIDApodría estar asociado a un agente infeccioso
transmisible por contacto sexual (110).Los varones homoo
bisexuales,con actividad sexual promiscua constituyen el gru
po de mayor riesgo,ya que el 72% de los casos comunicados
corresponden a ese grupo.Los drogadictos (por vía intraveno
sa),los hemofílicos y las parejas e hijos de estos grupos
constituyen el grupo SAR.

En el Instituto de Investigaciones Hematológicas,Acade
mia Nacional de Medicina y Hospital JtFernández,se estudia
ron los primeros casos de SIDA,en Argentina (111).

La crisis provocada por el SIDAha dado un especial én
fasis a la búsqueda de métodos que reduzcan la contaminación
del virus en los concentrados plasmáticos de Factor VIII o
IX de origen comercial,provenientes de USAo Europa .Estos
métodos incluyen la selección de donantes por propia exclu
sión y ubicación geográfica,exclusión de donantes por cues
tionario,exámenes médicos y pruebas serológicas además de
procedimientos que incluyen el calentamiento en la prepa
ración de los concentrados.

En el grupo SARde pacientes hemofïlicos se evaluó la
presencia de CIC ,el nivel de Igs séricas y los niveles
de complemento.Tambiénse efectuó la correlación entre el
nivel de CIC y la función supresora inducida por un mitóge
no (Con A).



-40

Los enfermos SIDAy SARno hemofílicos se estudiaron
comogrupo control de pacientes infectados no transfundi
dos.-En estos pacientes además de evaluar la presencia de
CICy nivel de IgG séricas se estudió 1a actividad funcio
nal del sistema complemento (VC yVA).
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MATERIALES Y METODOS

Pacientes

Lupus Eritematoso Sistémico (LES) : Se distribuyeron en
dos gruposzpacientes con LES en actividad (LES-a) y
pacientes con LESen remisión (LES-r),c1asificados de
acuerdo a criterios clínicos y de laboratorio.E1 gru
po LES-r estuvo constituido por pacientes sin signos
ni síntomas de LESen actividad.Aquellos que integra
ban el grupo LES-a presentaban signos severos de la
enfermedad o débil actividad manifestada por 1a posi
tividad de dos o más ensayos de laboratorio (hipo 
complementemia,anti-ADNpositivo,incremento de la eri
trosedimentación,leucopenia).Los títulos'de anti-ADN
de los pacientes en ambos grupos no difirieron signi
ficativamente.(Tabla N° 8).
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TABLA N°8

Clasificación de los pacientes con Lupus Eritematoso
Sistémico (LES)

Ausencia de signos y síntomas de LESGRUPO 1 - .Parametros de laboratorio normales

Ausencia de signos y síntomas de LESEritrosedimentación'elevada
GRUPO2 Anti ADNpositivo

Hipocomplementemia
Leucopenia

Artritis activa
Manifestaciones cutáneas
Alopesia
Ulceraciones orales
Vasculitis cutánea
Ulceras cutáneas
Ureitis
Fiebre

GRUPO 3

Enfermedades del Sistema Nervioso Central
Vasculopatía periférica

GRUPO4 Serositis
Anemia
Nefritis
Sedimento urinario patológico
Síndrome Nefrótico

Coma
V c ' i o' te 'nalGRUPO5 as ulit s gastr in StlPTI
Coagulación Intravascular
Hipertensión Maligna
Nefritis con Uremia

En actividad,se consideran a los pacientes pertenecientes a los grupos
'3,4 y 5.Los pacientes deben presentar por lo menos dos parámetros de
laboratorio alterados,para ser considerados comopacientes en actividad
en el grupo 2.



a-2)

-43

Neutropenia : Los pacientes se seleccionaron te
niendo en cuenta el número de células granulocí
ticas (inferior o igual a 2000 células/mm3 de
sangre),en ausencia de anemia,trombocitopenia,
esplenomegalia;con médula ósea normocelular,de
terminada por punción y biopsia de cresta ilía
ca.Los estudios se realizaron en pacientes no
tratados o en períodos libres de tratamiento
(corticoides,1itio,vitamina C) (Tabla N°9).
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TABLA N°9_

CRITERIOS DE SELECCION DE PACIENTES CON NEUTROPENIÉ_

IDICPATICA CRONICA

Número de células menor o igual a
Células desangre

Duración de la
Neutropenia período mayor a un año

Drogas o toxinas exposición no significativa

Hipoplasia medular ausencia u

Esplenonegalia ausencia

Anemia ausencia

Trombocitopenia auSencia

Médula ósea normocelular,determinada por
punción y biopsia de crestailíaca



-45

'Hemofilia: Se seleccionaron pacientes con hemofilia
A o B severa (valores de Factor VIII o IX inferiores
a 0.01 unidades/ml).Se agruparon según presentaran o
no síntomas asociados al complejo SIDA(adenopatías,
fiebre,pürpura trombocitopénica,pérdida de peso).
Los pacientes asintomáticos se seleccionaron exclu
yendo aquellos con inhibidores de Factor VIII (FVIII),
leucopenia,trombocitopenia,1infoadenopatías,hepato o
esplenomegalia,antecedentes de drogadicción o activi
dad homosexua1;ninguno había sido sometido a cirugia
ni recibió transfusiones de sangre en los dos últimos
años.

Los pacientes hemofilicos asintomáticos se reagruparon
de acuerdo a su defecto genético (Hemofilia A o B) y
al tratamiento recibido:altas dosis (AD)o bajas dosis
(BD) de concentrado liofilizado (LIOF) o tratamiento
con crioprecipitado (CRIO) o Factor IX (FIX).
HA-LIOF-AD:pacientes con HAque recibieron FVIII ,
2030i 611 U/Kg/año ÏÏ DS).La edad promedio de este gru
po fue de 15Í 5 años. _
HAóLIOF—BD:pacientes que recibieron 285i 90 U/Kg/año
(Í ÍDS).La edad promedio de este grupo fue de 19Ï 8 años
HA-CRIO:pacientestratados con crioprecipitados obteni
dos de dadores de sangre conocidos.La dosis media de
CRIO fue'312Ï183 U/Kg/año.La edad promedio fue de 17:8
años.
Hszacientes con deficiencia de FIX que recibieron



290Í 91 U/Kg/año de concentrado de FIX.La edad promedio fue
de 21Ï 8 años.
Los pacientes con HA-LIOF-ADy HA-LIOF-BDrecibieron concen
trados de FVIII de diferentes orígenes (Cutter e Immuno)al
azar.
Los datos de los pacientes con hemofilia se compararon con
sujetos normales y con individuos que integraban el grupo
SARno hemofílicos (varones homo o bisexuales y drogadictos)
y enfermos SIDAno hemofílicos (Tabla N°10).
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TABLA N°10

Pacientes con SIDA o alto riesgo de contraer SIDA (SAR)

Individuos menores de 60 años.
Sin alteraciones inmunológicas previas.

bisexuales y
drogadictos

Hemofílicos

SIDA : Ausencia de enfermedad que cause inmunodepresión.
Desarrollan infección'oportunista y/o Sarcomade
Kaposi.

SAR: Tratamiento Dosis Designación

C°ncenÉrad° Alta (HA-LIOF-AD)
H . f,l. 5- Comerc1al de

em° Ï 1°° Factor VIII BAja (HA-LIOF BD)baJo . . .- Hemofilia Atratamiento . . .
d Crioprec1pitado

e no Comercial (HA-CRIO)reemplazo
. . Concentrado

EEEQLLLLÉ—É Comercial de (HB)
Factor IX

Varones homo H2
o Ninguno



b)

c)

Sueros: Se extrajo sangre por punción venosa.Se
incubó durante 15 minutos a temperatura ambiente,
se separó por centrifugación y se conservó a -70°C
para las determinaciones de CIC,estudios de C,de
terminación del nivel de Igs.Los sueros fueron
inactivados a 56°C durante 30 minutos para los en
sayos de leucoaglutinación e inmunofluorescencia.

Gammaglobulina agregada : Se utilizó gammaglobu
lina (RA-plasmaFracc II Cohn Difco,Lab,Detroit.
MICH)agregada por calentamiento a 63°C durante
20 minutos.La preparación se centrifugó a 800 g
durante 15 minutos a 4°C y se descartó el preci
Pitado.El contenido proteico del sobrenadante se
determinó por lectura en un espectrofotómetro a
280 nanometros.
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Determinación de complejos inmunes circulantes

Precipitación de CIC
Principios :

El polietilenglicol (PEG)es un polímero neutro,lineal,tolub1e
en agua.En concentraciones del 20%precipita la Ig nativa y cuando se utili
za al 3.5-4% precipita los CIC.formados"in vivo" o "in vitro" dejando 1a
Ig libre en solución (74,160).

Procedimiento:

En tubos de plástico,se coloca 0.1 ml de la muestra y 0.9 m1 de

tampón borato 0.05M pH 8.4,se agrega 1 m1 de PEG 7% (PM 6000).Se agita cada

tubo y se colocan a 4°C durante 18 horas.A continuación se vuelven a agitar
se centrífugan 1 hora a 12000 g a 4°C.Se vuelca el sobrenadante,se agrega
Z ml de PEG3.5% y se resuspende el sobrenadante.Finalmente se colocan 2 m1

de NaOH0.1 N y se efectúa la lectura en un espectrofotómetro a 280 nm en
cuba de cuarzo.Los resultados se expresan en unidades de densidad óptica

(UDOZBO).Lasdeterminaciones de CIC,en las muestras incógnitas,siempre se
efectúan en paralelo con sueros humanosnormales,individualizados,1: cual
permite llevar un control interno de la técnica.

En la Tabla 10"se indican los valores expresados en UDOzgo
y en mg/ml de proteína precipitable por PEG(coef.ext.de IgG humana:0.812)
de distintas concentraciones y preparaciones de Z‘agregada.La figura 7'
corresponde a la curva obtenida con los valores promedios de la Tabla 10'
(preparación 2).

En la Tabla 10" se pueden ver los valores de precipitación
con PECde sueros humanosnormales,individualizados,en determinaciones
repetidas,en distintos dias.La Tabla 10"'.muestra los valores de sueros
humanosnormales,distintos,con los que se obtuvieron los datos de XÏ DS
para el grupo normal.Con las muestras obtenidas de los pacientes de cada
grupo se procedió de igual manera.

g1q en fase sólida

Principios:
El Clq pürificado puede absorberse a placas de poliestireno.Com



TABLA¡0'

Éjggplosdevaloraciónde1aprecipitaciónconPEGendospreparacionesdiferentesdef agregada Preparación1PEGmg/mldeproteína* fiagregadaUDOZSOprecipitadaporPEG
mg/ml 4.621.241.00 3.460.980.65 2.310.590.48 1.150.300.24

PreparaciónZPEG# mg/mldeproteína ÉagregadaUDOZSÜ

mg/ml.123

precipitadaporPEG X (1,2,3)

3.46o.s10.560.510.43 2.70-0.380.430.32 2.310.340.300.340.27 1.700.230.260.250.20 1.150.190.170.180.15 1.000.120.12-0.10 0.500.090.07-0.06 0.250.040.030.030.03
*Coef.deext.deIgGhumana:0.812;.#1,2y3correspondenadeterminaciones

efectuadasendistintosdías.
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TABLA 10"

Precipitación con PBGde sueros humanosnormaluschnroducibiJidad del
método

SHNa anb SHNc

DIA UDo280 uno280 UD0280

1 0.10 0.10 0.16

2 0.10 0.14 0.18
3 0.16 0.19 0.18
4 0.10 0.15 0.20
5 0.13 0.19 0.15

6 0.13 0.17 0.16
7 0.18 0.13

3 0.15

9 0.12

iïns 0.12Ïo.03 0.16Ïo.03- 'o.15Ïo.02
n 6 7 9

Los sueros humanosnormales (SHN)a,b y c corresponden a tres individuos
normales diferentes.Los sueros son diluidos 1/10 en tampón borato 0.05MpH 8.4



TABLA10"'

Precipitación con PEGde sueros humanos normales

SHN PEG

UDOZSO

1 0.24

2 0.12

3 0.13

4 0.16

s 0.20
6 0.15

7 0.21

3 0.29

9 0.25

1o 0.21

11 0.23

12 0.13

13 0.25

14 0.25

15' 0.19

16 0.11

17 0.11

18 0.23

19 0.16

zo 0.11

¡Tus 0.19Í 0.06

Los sueros humanosnormales (SHN)corresponden a dísrintos individuos.Las determi
naciones se realizaron en diférentes ocasiones en conjunto con los ensayos reali
zados en los distintos grupos de pacientes.
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el Clq ws combinarse con los CIC y con la gamma
globulina ugrcgada,al enfrentar las placas recubiertas con

capaz do

Clq a sueros que poseen los CIC,éstos se adhieren a la fase
sñlida y pueden ser revelados luego con una reaccion inmuno
enzimática (Ágfiüü {UASA)(79)

Procedimiento para la purificación del Clq

Las cundiqpnes del centrifugado para la purifica
ción de Clq son las siguientes:30 minutos a 12.000 g a 4°C.

Se centrifugan 40 ml de la mezcla de SHNpara ex
traer la capa lipïdíca.Luego se adicionan 10 ml de sal di
sódica del ácido e:ilenediaminotetracético (EDTA)0.1 M
pH 7.5 y se coloca a 37°C durante 10 minutos.

Se transfiere a un baño de hielo.Se ajusta a pH
7.5 y se agreaan ¿OO ml de EDTA0.005 M pH 7.5 muy lenta
mente y agitando con suavidad,para evitar la formación de
espuma,con una variÉNa de vidrio.La suspensión se deja 1 ho
ra a 4°C con agitaciün suave cada 20 minutos.

Se coloc: en tubos de plástico transparente para vi
sualizar c1 precipitado una vez centrifugado.El sobrenadan
te se descarta,el precipitado se dispersa con una varilla de
vidrio,sc resuspenue en 60 ml de EDTA0.011 M pH 7.5 y se
distribuye en á tubos.La operación se repite lavando el pre
cipitado con 30 ml de EDTA0.011 M pH 7.5 distribuidos en
sólo dos tubos.Por último los precipitados se combinan en
un único tubo y se lavan con 15 m1 de la misma solución.Lue

sobrenadantc,el precipitado final se dis
persa y se disuelve un 12 ml de una solución de NaCl 0.75 M
EDTA0.01 M pH 5.0.Se deja 1a solución durante toda la noche

go de descartar el

a 4°C.Después de centrifugar el sobrenadante se dializa duran
te 2 horas contra un litro de EDTA0.066 M pH 5.0;se cambia
el baño de diálisis colocando otro litro de la mismasolución
y se deja 2 horas más.La suspensión se centrífuga y se lava
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dos veces el precipitado con 5 ml de EDIA 0.066 M pH 7.5
y se deja 2 horas a 4°C antes de centrifugar finalmente
en las condiciones indicadas.E1 Clq purificado está con
tenido en el sobrenadante límpido.Las proteínas totales
pueden determinarse por lectura en un espectrofotómetro
a 280 nanómetros,siendo el rendimiento de 1.0 a 1.5 mg/40
ml de mezcla de SHN.Lapureza de las preparaciones del Clq
se controla por inmunoelectroforesis en agarosa al 1%en
tampón tris-glicina 0.05 M pH 8.6 NaCl 0.15M.

Procedimiento del ELISA (79)

a) En cada pocillo de la microplaca de poliestireno se
colocan 200 ul del Clq purificada (10.0 ug/ml) en so
lución salina tamponada:0.15 MNaCl tampón fosfato
0.01 M pH 7.2
4°C}

(PBS) y se incuba durante 18 horas a

b) Luego se realizan exhaustivos lavados (4-5
0.05% Tween 20,5%

veces) con
suero fetal bovino (SFB) en PBS (T

SFM-PBS);1amicroplaca se seca por-inversión sobre pa
pel de filtro.

c) En cada pocillo se colocan 200 ul de gelatina al 0.1%,
albúmina al 1%en PBS y se incuba durante 2 horas en
cámara húmeda a temperatura ambiente.

d) Paralelamente 1 volumen de cada uno de los sueros se
diluyen con 2 volúmenes de EDTA0.2 M pH 7.5 (Suero/
EDTA) y se colocan durante 30 minutos en un baño de
agua a 37°C. I
Se prepara una curva de gammaglobulina agregada con
concentraciones de 50 a 3.2 ug/ml en albúmina bovina al
1%en PBS.De cada concentración de gammaglobulina agre
gada se hace una dilución al tercio con EDTAy se colo
can en un baño de agua a 37°C durante 30 minutos (figu
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Figura 8
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Curva de gammaglobulina agregada (Pagr) con concentraciones
de 50 a 3.2 ug/ml .Se indican la ÍÏES.



e)

f)

g)
h)

i)
j)

k)

l)

ra 8).
Una vez transcurrido el tiempo de incubación del
paso c) se procede tal como se indicó en b).
Los sueros y las distintas concentraciones de gamma
globulina agregada se diluyen 1/20 con T-SFB-PBS.Se
colocan 200 ul de cada muestra en los pocillos de
1a microplaca (por duplicado).Se incuba en cámara
húmeda durante 60 minutos a 37°C y 30 minutos a
4°C.
Se repite b).

de la dilución del
peroxidasa en PBS

En cada pocillo se colocan 200 ul
suero anti-IgG humana marcada con

del suero se deter
ser de 1/1000 a

albúmina bovina al 12.La dilución
mina por pruebas previas pudiendo
1/4000.Se incuba durante 30 minutos en cámara húmeda
a 37°C.
Se repite b).
Se coloca 200 ul en cada pocillo del sustrato (HZOZ)
al_0.5% en tampón fosfato 0.1 M pH 6.2,0.4 mg/ml OPD.
Se deja durante 30 minutos a temperatura ambiente en
cámara húmeda. _
La reacción se detiene mediante 1a adición de 100 ul
de SO H 4N.

4 2
se realiza la lectura de 1a microplaca en un equipo

.apropiado a 492 nanometros.
Los resultados se expresan comounidades de densidad

óptica (UD0492).

e) Niveles séricos de InmunoglobulinaszLa concentración sérica
de Ig se realizó por inmunodifusión radial en placas Nor
Partigen (Boehringer Werke,Argentina,Boehringer).



Valoración del Sistema Complemento

Niveles séricos de C3 y C4:Las concentraciones séricas de
C3 y 04 se realizaron por inmunodifusión radial en placas
Nor-Partigen (Boehringer Werke,Argentina,Boehringer).
Nivel hemolítico total (CHSO):Lavaloración del nivel he
molítico total de C se determinó según el método descripto
por Kent y Fife (114).
Actividad de la Vía Alterna del Complemento (VAC):Se reali
zó según la técnica descripta por Aguadoy col (115).Para
ello 200 ul de cada dilución de los sueros (1/15 a 1/27)
en solución tamponada de veronal conteniendo 10 mMde ÉGTA
y 0.5 mMMg++ fueron incubados con 100 ul de una suspensión
de glóbulos rojos de conejo marcados con 1Cr durante 2 ho
ras a 37°C.Posteriormente se separaron por centrifugación
los sobrenadantes de los sedimentos globulares.La radioacti
vidad presente en cada una de las fracciones se determinó
en un contador gamma.Losresultados fueron graficados en pa
pel logarítmico y el título de VACse calculó en base a la
máxima-dilución del suero capaz de lisar el 50%de los glóbu
los rojos marcados.

125Solubilización de CI marcados con IzLa capacidad del sue
ro de solubilizar complejos inmunes preformados (SCI-ensayo
de redisolución mediado por C ),se estudió de acuerdo a la
técnica descripta por Sakurai y col (116).La IgG anti-ovoal
bümina (OA-SIGMA,gradoV,Lab St.Louis,USA) fue purificada por
cromatografía de afinidad y posteriormente marcada con 125INa
utilizando 1a técnica de cloramina T.Los CI fueron precipita
dos en una relación molar Ac/Ag: 3.4/1.-La actividad especí
fica de la IgG fué de 0.3 uCi/ug de proteína.El ensayo fué
realizado incubando 40 ul de suero con 20 ul de la solución

125de complejos inmunes 0A- I-IgG antisOA (conteniendo 5.0ug
de Ac) durante 45 minutos a 37°C en solución tamponada 0.15mM
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Ca++y 0.5 mMMg++.Luego se agregaron 044 ml de una
suspensión de eritrocitos ovinos al 0.1% en solución
tamponada conteniendo 10 mMEDTApH 7.4 y se centri
fugó la mezcla a 5000 g durante 10 minutos,determi
nándose la radioactividad presente en el precipitado
y sobrenadante.Los resultados se expresaron como Z de
12¡SIliberado al sobrenadante,que fue calculado de la
siguiente forma:

liberación
125 cpm sobrenadante .

de I cpm del sobrenadante + cpm del precipitado
(Z)

Células :

I) LOSleucocitos mononucleares (LM) se obtuvieron a
partir de sangre heparinizada de pacientes y dadores
normales por centrifugación sobre Ficoll-Hypaque (117).

II) Los leucocitos polimorfonucleares (PMN)depacientes
neutropénicos y normales se purificaron a partir de san
gre desfibrinada por agitación y centrifugación sobre
Ficoll Hypaque (117). Se recogió la fracción contenien
do eritrocitos y granulocitos, se diluyó aproximadamente
al medio con solución'fisiológica (SF), se agregó dex
trán 6 Z en SF (Dextran 150 Pharmacia Uppsala) en una
proporción de tres partes de suspensión celular y
una parte de Dextrán 6%. Luego de incubar una hora a
37°C se se aró el sobrenadante rico en ranulocitosP 8 Y
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se lavó tres veces son SF centrifugando 10 minutos a 400 g.
Los eritrocitos contaminantes se eliminaron por shock osmó
tico con H20 durante 30 segundos,en frío, restituyendo la
tonicidad inmediatamente.Después del tercer lavado los PMR
se resuspendieron a 5 x 106 cel/m1 en MTC 199/10 mMEDTA.
La contaminación con LMno fue mayor del SX.
Viabilidad celular: Se determinó por 1a técnica de exclusión
de azul tripán.Se mezclaron 0.1 ml de azul tripán (0.16% en
SF) y 0.1 ml de la suspensión celular y se leyó al microsco
pio óptico entre los 5 y 15 minutos subsiguientes.La viabi
lidad fue medida al completar cada preparación celular (90
99%)y al finalizar las lecturas de leucoaglutinación (80
90%).
Inmunofluorescencia

I) Indirecta: Se incubaron 0.1 m1 de una suspensión de células
PMNcon 0;1 ml de suero autólógo,homólogo o con 0.1 ml de
gammaglobulina agregada (50.0ug/ml),30 minutos a 37°C.Luego
se centrifugaron a 800 g durante 10 minutos.El sobrenadante
se descartó y se realizaron dos lavados con MTC199,10 mM
EDTApH 7.5.-A continuación los sedimentos fueron incubados,
durante 45 minutos a 4°C,con isotiocianato de fluoresceína
(Cappel Lab) y se realizaron tres lavados en MTC199,10 mM
EDTApH 7.5.-Finalmente cada sedimento se resuspendió con
0.025 m1 de glicerina 60% en PBS.Se coloca una gota sobre un
portaobjeto;se cubre y.se sella.La lectura se efectúa en un
microscopio de fluorescencia (Zeiss con epiiluminación).Lps
resultados se expresan comoporcentaje de células que fluo
rescen sobre el número total de células contadas.
II) Directa: Se efectúa el mismoprocedimiento descripto pa
ra inmunofluorescencia indirecta en ausencia de suero.



i)

-57

Leucoaglutinaci6n28e colocan en tubos plásticos (de 1 ml vo
lumen total ) 0.1 ml de una suspensión de células PMN(5x106
células/ml) preparada en MTC199,10 mMEDTApH 7.5.-Se prepa
ran de cada muestra de suero diluciones 1/10,con el mismo medio
en que se resuspenden las células y se colocan 0.1 ml en el
tubo que contiene los PMN.Seagitan y se incuban durante 2 ho
ras a 37°C y 18 horas a 4°C.Pasado ese período de tiempo se co
locan en baño de hielo y antes de efectuarse la lectura,en un
microscopio 6ptico,cada tubo se agita fuertemente para elimi
nar los agregados débiles de células que pudieron formarse.Con
un capilar se carga la muestra en una cámara y se leen las cé
lulas aglutinadas y no aglutinadas.Los resultados se expresan
comoporcentajes de células aglutinadas sobre el total de célu
las contadas.El control positivo para la leucoaglutinación se
realizó utilizando un antisuero preparado por inmunización de
conejos.con homogenato de PMNhumanos obteniéndose un 97-99%
de aglutinación.El control con suero de áonejo no inmunizado
reveló ausencia de aglutinación.Un 46%de leucoaglutinación se
obtuvo con gammaglobulina agregada (0.5 mg/ul).

Función supresora inducida por Concanavalina A (Con A):
El ensayo se llevó a cabo como se describiera previamente (118)
Primer cultivo :(fase de inducción):Los linfocitos mononuclea
res provenientes de pacientes o de dadores normales,se resuspen
dieron a 2 x 106
10%

con o sin el agregado de 10.0 ug/ml de Con A (Sigma).Finalizado

células/ml en medio RPMI 1640 suplementado con
de suero AB Rh (+).Se incubaron durante 24 horas a 37°C

el período de preincubación se lavaron 3 veces con RPMI1640.
Posteriormente,se resuspendieron en 1 ml de RPMI1640 y se tra
taron durante 30 minutos a 37°C con 50.0ug/ml de mitomicina C
(Sigma) para prevenir la división celular;tanto las células
estimuladas con Con A y tratadas con mitomicina C (células su
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presoras),como las tratadas solamente con mitomicina C (célu
las control),se lavaron 3 veces con RPMI1640,ajustándose la
concentración final a 1 x 106 células/ml en medio completo.

j-Z) Segundocultivo (fase de proliferación):a1ícuotas de 100 ul
de linfocitos mononucleares de pacientes o dadores normales
mantenidos en cultivo durante la noche (células indicadores)
se cultivaron en microplacas (Falcon 3042) durante 72 horas
con 20 ul de una dilución 1/100 de fitohemaglutinina (PHA-P
Difco,Lab.CA.USA) en presencia de 100 ul de células supresoras.
A esa combinación de células indicadoras más células supreso
ras,se le da un pulso de 1 mCi/ml de 3H-timidina,durante las
últimas 18 horas del cultivo.Las placas se recogieron automá
ticamente y la radioactividad se leyó en un contador Beckman
LSlOOC.Elporcentaje de supresión se calculó de la siguiente
forma:

Á —cpn1(control+-indicadoras) —cpm {control+supresorasz x 100
suP759510“. cpm (control + indicadoras)

Paralelamente se realizaron combinaciones alogeneicas,co-cul
tivando células supresoras de los pacientes con células indi
cadoras provenientes de un dador normal y viceversa.
En los co-cultivos alogeneicos entre normales,los valores de
supresión no fueron significativamente diferentes a los obteni
dos en los-cultivos autólogos.
Cuandopara cantidades fijas de células indicadoras,se utili
zaron diferentes proporciones de células supresoras,la activi
dad funcional,en los normales fue proporcional a la cantidad
de células supresoras agregadas en relaciones de 0.025/1 a 1/1
(supresora-indicadora).
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La eficiencia de supresión funcional se calculó en base
a 1a relación

Indice de supresión
Inducida por Con A =

Z de supresión

Z células Leu 2 (+) en fase de inducción

k) Estadística

1)

Las pruebas que se aplicaron fueron las siguientes:

a) Prueba de T de Studente (paramétríca)
b) Prueba de Wilcoxon (no paramétrica)
c) Prueba de Chi Cuadrado (para diferencias entre proporciones)

Los cálculos de las probabilidades se obtuvieron con una
computadora IÉM.

Colaboración

Los ensayos de solubilización de CI fueron realizados en
colaboración con el Bioquímico Jorge Geffner.
Los ensayos se supresión fueron llevados a cabo en colabora
ción con las Dras María del C.Sasiain ,B.Ruibal Ares,S.de
la Barrera y la Sra M.Fe1ippo.
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RESULTADOS

a) Pacientes con LES

El LES se considera un prototipo de la enfermedad me
diada por CI.Las manifestaciones de los CI se evidencian
por una sintomatología muyvariada que incluye glomerulone
fritis,artritis,vasculitis,dermatopatías,etc.

Si bien no está correctamente establecido el mecanismo
que operaría,podría estar vinculado a 1a presencia de CI en
tejidos (110).Fundamenta1menteesta hipótesis se aplica al
papel de los CIC en la producción de daño rena1.La presencia
crónica de Jos CI circulantes aumentaría el componente de
riesgo en la evolución de esta patología.

En nuestros pacientes ccn LES se evaluó el nivel de CIC
en suero y se estudió el perfil humoral del sistema C,uno de
los protagonistas importantes en el manejo‘y destino de los
CIC.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla N°9.En
ambos grupos patológicos,es decir en los pacientes con LES
en actividad (LES-a) y en los pacientes con LES en remisión
(LES-r),los niveles de CIC,precipitados con PEGestán signi
ficativamente elevados y el nivel de CHSOsignificativamente
descendidos en comparación con el grupo control normal.

Cuando se estudia 1a vía alternativa del complemento (VAC)
y la capacidad solubilizadora del suero (SCI) se observa una
diferencia significativa entre los grupos LES-ay LES-r;para
VACp¿o.oooz y para SCI p4o.oooos (Tabla N°:1,1)

En la Tabla N°12 se muestra la proporción de pacientes
LES-a y LES-r con valores alterados de CH50,VAC,SCIy CIC.
El 58% de los pacientes LES-a y sólo el 6% del grupo LES-r
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tienen niveles descendidos de VAC.Lacapacidad solubilizadora
del suero (SCI),en los pacientes LES-a se encuentra descendi
da en el 54% y sólo en el 6% de los pacientes LES-r.E1 grupo
LES-a a su vez incluye pacientes con VACy SCI simultáneamente
descendidos (58%),mientras que en el grupo LES-r ninguno de los
pacientes presenta esta característica.

En algunos casos se efectuó simultáneamente la valoración
de CIC por precipitación con PEGy por ELISA.Comopuede obser
varse en 1a Tabla N°13 los niveles de CIC precipitados con PEG
están significativamente elevados en ambosgrupos,tal comoya
se observara en la Tabla N°ILEn cambio a1 valorar CIC por ELISA
solo el grupo LES-apresenta niveles significativamente eleva
dos respecto a1 control normal.



-62
TABLA N°11

Actividad hemolítica del comBlemento(C),solubilizaci6n de comElejos inmunes (SCI) X comglejos
inmunes circulantes (CIC) en Eacientes con LESX controles normales

PaEientes Edad Actividad hemolïtica de c SCI CIC

unidades/ml 125I-liberado UD0280

LES-r * cuso VAC z

1 3o 24o 135 23 0.37
2 28 188 176 18 0.28
3 41 13o 135 15 0.20
4 3o 149 135 17 0.56
5 55 232 14o 24 0.40
6 22 20 65 37 1.00
7 29 123 135 12 0.16
8 33 153 117 13 0.30
9 45 131 135 19 0.80

1o 32 159 142 28 0.26
11 35 149 98 -— 0.40
12 42 85 13s 21 0.29
13 44 181 125 13 0.28
14 49 123 13s 13 0.60
15 3o 207 13o 13 0.42
16# 25 188 135 26 0.11
17 41 194 125 5 0.60

X Í DS 156Ï54 129Ï22 19Ï8 0.41Ïo.23

LES-a** Edad caso VAC SCI CIC

18 26 95 84 1o 0.40
19 34 95 108 11 0.25
20 3o 125 128 14 0.44
21 25 20 65 8 0.26
22 29 13o 136 9 0.30
23 35 148 135 1o 0.26
24 35 148 65 6 0.29
25 33 96 65 4 0.24
26 27 288 65 4 1.16
27 25 116 65 4 0.21
28 27 156 65 4 0.39
29 35 128 -- 12 0.30
3o 33 97 75 7 0.90

i Ï DS 126Ï60 88Ï3o 8Ï3 0.4zïo.29

Controles rango de Edad CHSO VAC SCI CIC
normales

i Ï DS 22-44 230Ï4o 105Ï14 17Ï4 0.19Ïo.06
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Leyenda de la Tabla N°11

**
Pacientes con LES en remisión (LES-r)
Pacientes con LES en actividad (LES-a)
El pacientes N°16 era el único de sexo masculino del grupo
LES en estudio.
Los CIC se evaluaron por precipitación con PEG.La vía a1
ternativa del C (VAG)y la capacidad solubilizadora de CI,
(SCI) se efectuó según se indica en Materiales y Métodos.
Para la estadística se aplicó la prueba de t de Student.
Los resultados se indican como Í: DS.LES-r vs LES-a para
VACp ¿0.0002 y para SCI p40.00005.LES-r vs control normal
para CH50p¿0.05.LES-a vs control normal para CHSOp¿0.02.



TABLAN°12

acientesconnivelesalteradosensuerodezcomplejosinmunescirculantes(CIC),actividadhemolíticatotal

actividadsolubilizadoradecomle'osinmunes(SCI)

Progorc'ónde

delcomlemento(CHSO)víaalternadelcomlemento(VAC)

VAC##SCI##VACySCI###

IZSIlíberadopordebaJodel

rangonormal

CICCH50#

Pacientes>0.31unozso¿150unidades/.m1U7unidades/m1¿9% LES-r*9/178/171/171/160/16

Z5347660
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LES-a**5/1311/137/127/137/12

Z3885585458

SeindicaelnúmerodeindividuosdecadagrupoquetienennivelesalteradosdeCIC(>Í+ZDS),CH50(«(Í-ZDS), VAC(¿i -205),SCI(<i -2DS)oambasVACySCI(4Í -ZDS).*PacientesconLESenremisión.**PacientesconLES enaétividad.Significaci6nestadística(PruebadeChi-Cuadrado)#p(0.08,##p(0.04,###p(0.003
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TABLA x°13_

Evaluación de complejos inmunes circulantes en pacientes con
Lupus eritematoso sistémico

c1c n c1c n

. unozso UD0492PaCientes

+ * + **LES-a o.54-o.32 12 o.31-o.1o .15

LES-r 0.38Ïo.21 14 0.13Ï0.o7 15

+ +Normales 0.19-0.06 20 0.15-0.04 24

LES-azpacientes con lupus eritematoso Sistémico en attifiidád.
LES-rzpacientes en remisión.Las determinaciones de CIC (UD0280) fueron
obtenidas por precipitación con PEGy los CIC (UD0492)por la técnica
de ELISA.Los resultados se expresan como Í Ï DS.Se aplicó la prueba de
c de Student .* pao‘6 ; ** p.<o.0002.



b) Pacientes con Neutropenia

Los estudios se efectuaron en las muestras obtenidas de
pacientes seleccionados de acuerdo a la descripción que se
indica en la Tabla N°9 .

La neutropenia idiopática crónica es considerada una pato
logia hematológica benigna,que se manifiesta por una notoria
disminución de las células PMN(menos de 2000 células/mm3 de
sangre) por lo cual el individuo neutropénico resulta vulne
rable a contraer infecciones,no severas,siendo las más comu
nes las dérmicas y/ o pulmonares.

La persistencia de CIC podría desempeñar un papel importan
te en el secuestro de las células PMN,yasea por acción ines 
pecífica,es decir a través de los RFc o por una acción especí
fica mediadapor anticuerpos antineutrófilos.El resultado fi
nal en ambos casos sería la eliminación del neocomplejo (PMN
CIC y/o PMN-Acanti-neutrófilo).

A diferencia de lo que ocurre en CES,estos pacientes no
presentan un daño renal asociado a los CIC.

En este trabajo-se analizó el significado de la presencia
crónica de los CIC con la inducción de la leucopenia.

Los resultados de la valoración de CIC,C4 y C3 se muestran
en la Tabla N°lh.Los niveles de CIC,eva1uados por precipitación
con PEGestán significativamente elevados respecto al grupo
control normal.Los niveles de C3 y C4 séricos,determinados
por ínmúnódifnsióúradíá.no presentan diferencias significativas

Se hicieron además estudios sobre la población remanente
de PMNen los pacientes con neutropenia.Por un lado se deter
minó la presencia de Ig asociada a la membrana de PMNpor in
munofluorescencia directa (Tabla N°15-A),no encontrándose di
ferencias entre la proporción de PMNcon Igasociada a la
membranaen los individuos normales y pacientes.



En cambio al analizar la capacidad del suero de los pacientes
neutropénicos para unirse a la membrana de PMNnormales (PMN-N)
se observó que tanto por inmunofluorescencia indirecta comopor
aglutinación,los sueros de los pacientes eran capaces de reaccio
nar con 1a superficie de PMN-N(Tabla N°15-B).

Las pruebas de leucoaglutinación producida por los sueros
neutropénicos revelaron la presencia de dos subpoblaciones de
pacientes : A) con alto poder aglutinante y b) con bajo poder
aglutinante,equivalente al expresado por el grupo control nor
mal (Tabla N°15-B).Se examinó además la posibilidad de que lbs
PMNde los pacientes (PMN-p) tuvieran diferente comportamiento
frente a la Ig agregada o monomérica (ofrecida por el suero huma
no normal).Así en los resultados que se muestran en la Tabla N°15
se observa que los PMN-ptienen mayor avidez por captar Ig mono
mérica (23Ï13:n= 11) que los PMN-N (13Ï 8; n=19),siendo la
diferencia estadísticamente significativa (p<0.0125).Sin embargo
el comportamiento de los PMN-pno difiere de los PMN-Ncuando
son incubados con gammaglobulina agregada o con sueros CIC po
sitivos.(Tabla N°16).
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TABLA N°16_

Complejos inmunes circulantes y niveles de complemento
en pacientes neutropénicos

CIC C4 C3

Sueros UD0280 n mg/dl n mg/dl n

, . + * + +neutropenicos 0.32 —0.09 14 160-46 12 131-43 10

normales 0.19Ï 0.06 20 101Ï17 10 129Ï39 10

Los niveles de complejos inmunes circulantes (CIC) se determinaron por
precipitación con PEG(UD0280)ylosniveles de C4 y C3 por innúndditusiófi ta
diaL.Ln todos los casos se indica 1a Í Ï DS.Se aplicó la prueba de t de
Student. * p(0.0005.



TABLAN°15

.S¿}uuci6ndeInmunoglobulinaasociadaalamembranadePMNyevaluacióndelacapacidaddeunióndeinmunoglobulinadel

resenteenelsueroaPMN-normales

célulasZIFDnSuerohumanodeZIFInZaglutinación

l+*+*

PMN-p2.3-2.17pac1ente38-1614a)21-117 PMN-n2.8-2.67normal13Ï819¿Í53o AzlnmunofluorescenciaDirecta(IFD)B'Inmunofluorescencia

u O

.indirecta(IFI)yleucoaglutif

sobrecélulasPMNdepacientesneutro-naciónsobrecélulasPMNdeindividuosnormales
pénicos(p)ydeindividuosnormales(n)a)grupodepacientesconaltopoderaglutinante

—+...

SeindicanlosresultadoscomoX-DSb)grupodepac1entesconbaJopoderaglutinante

SeindicanlosresultadoscomoÍÏ DS.Seaplicóla pruebadetdeStudent*p10.0005.
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TABLA No16

Fijación de inmunoglobulina,por inmunofluorescencia indirecta, a 1a membranade
células PMNde Eacientes neutrogénicos e individuos normales

IFI
Incubadas con: Z de fijación de Ig n

SH-n 23Ï 13 # 11

* +PMN-p SH-p 22- 15 7

+
Pagreg 29- 14 5

SH-n 13Ï 3 19

** +PMN-n SH-p 38- 16 ## 14

Fagreg ZZÏ 4 4

Las células PMNse obtuvieron comose indica en Materiales y Métodos.Se incubaron en pre
sencia del suero autólogo,homólogo o con 50 ug /m1 de gammaglobulina agregada por calor

('v agreg)),durante 30 minutos a 37 °C.E1 Z de IFI se determinó después de incubar con

F(ab)2 IgG-FITC.* PMNdel paciente,** PMNde individuos normales.Se indica la_?ï DS.Se
aplicó la prueba de t de Student.# p(0.0125 cuando células PMN-pse incuban con suero hu
manonormal (SH-n).## p(0.005 cuando las células PMN-n-se incuban con suero del paciente
(SH-p). El cálculo probabilístico se efectuó en comparación con PMN-nincubados con
SH-n.



c) Pacientes hemofílicos

A partir del descubrimiento ¿El faCtor VIII COH
centrado en el crioprecipitado del suero fresco humano
(121) los pacientes con hemofilia mejoraron notablemen
te su calidad de vida,pudiéndose integrar a una activi
dad normal.

Las preparaciones de Factor VIII y IX (terapia de
reemplazo en hemofilia A y B respectivamente) se obtenían
en forma masiva a partir de una mezcla de numerosísimos
dadores voluntarios de Sangre.La dosis diaria utiliza
da por paciente comoprofilaxis.para evitar hemorragias,
fue aumentando con el tiempo.Como consecuencia de ello,
el paciente hemofílico se expuso a una extraordinaria
cantidad de proteínas extrañas y/ o virus presentes en
los concentrados plasmáticos.

Así,se describen en estos individuos diversos de
sórdenes inmunológicos, (anemia hemolítica,pürpura trombo
citopénica,etc ),enfermedades del hígado,marcadores del
virus de la hepatitis B (HBV).

La combinación de estas enfermedades y los desór
denes inmunológicos,presentan similitud con lo observado
en los pacientes con SIDA,sugiriéndnse como una probable
vía de contaminación la sangre a partir de la cual se ais
lan los factores VIÏI y IX.

Por tal razón,los pacientes hemofílicos,tratados sin
recaudos en la selección de dadores para la obtención de
los concentrados,son considerados sujetos de alto riesgo
(SAR) de contraer SIDA.



Los pacientes SARhemofílicos se reagruparon
segün presentaran o no sintomatología asociada al
complejo SIDA.En la Tabla N°17 se observan los re
sultados obtenidos al evaluar la presencia de CIC
por precipitación con PEGy por ELISA,los niveles
de C3,C4 y de Ig circulantes.La prueba de ANOVA,ap1i
cada para establecer las diferencias entre los gru
pos patológicos y el control normal indica una dife
rencia significativa de los CIC evaluados por PEG
(p(0.0007).Sin embargo no se detectan CIC fijadores
de C,por ELISA.Nose observa descenso de los niveles
de C3 y de C4 pero el grado de significación obtenido
para CG(p(0.004) manifiesta un aumento respecto al
grupo control normal en los pacientes con sintomatolo
gía asociada al SIDA.Lavaloración de las Igs séricas
(A,G, y M) indica que la IgG está significativamente
elevada respecto al grupo control normal (p<0,0002)
en los pacientes con hemofilia.

Resultados semejantes se aprecian para pacientes
con SIDA y SARno hemofílicos,si bien en el grupo SAR
no hemofílico,los CIC (ELISA) son ligeramente elevados
con respecto al control (p(0.03).En este grupo de pa
cientes se analizó además la actividad func1onal del
sistema C,para valorar la capacidad de manejo de los
CIC.Los resultados indican que la actividad VAy VC
están preservadas (Tabla N°18).

Se ha postulado que uno de los factores de riesgo
para la contaminación con el agente causal del SIDAes
el grado de exposición a los concentrados que puedan
aportar el agente infeccioso (HIV2humanimmunodefieciency
virus).Así,se analizó en un grupo de pacientes sin sín
tomas del complejo SIDAla influencia que pudieran tener
la dosis y tipo de concentrado recibido sobre el nivel
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de CIC,componentes de C e Igs séricas.Los resultados obte
nidos se muestran en la Tabla N°19.Se observan las mismas
alteraciones indicadas en los pacientes asintomáticos,en su
totalidad,es decir alteraciones a nivel de C3,CIC,evaluados
por PEGy nivel de IgG sérica.Los valores elevados de C3 se
observan en aquellos pacientes que recibieron altas dosis
de Factor VIII ( p 0.01).Niveles elevados de CIC (PEG) los
presentan todos los individuos hemofílicos,independientemente
del tratamiento recibido.Todos los grupos presentan niveles
significativamente elevados de IgG,excepto aquellos que reci
bieron bajas dosis de Factor VIII.Un nivel afin mayor se obtie
ne en los pacientes que recibieron Factor IX.

Los niveles de CIC precipitados por PEG,se correlacio
naron en forma.directa con los valores de IgG sérica de los
pacientes que recibieron altas dosis de Factor VIII (r= 0.76,
p (0.0005í;crioprecipitado (r= 0.65;p (0.025) y Factor IX
(r= 0.90 ; p (0.0005).

La evaluación de CIC por ELISAno mostró diferencias con
el grupo control normal.

Los elevados niveles de CIC (PEG) y de IgG circulantes
en estos pacientes hemofílicos manifiestan un desbalance re
gulatorio.

Ya que los CIC pueden activar o deprimir funciones me
diadas por células,en este estudio se incluyeron pruebas fun
cionales que'permitieron evaluar la actividad de las células T
supresoras de los pacientes.

Los datos obtenidos de la evaluatión de la actividad su
presora de los pacientes hemofílicos se correlacionaron con
los niveles de CIC.La figura N°9 indica que la actividad su
presora en el grupo que recibió altas dosis de Factor VIII
está inversamente relacionada con el nivel de CIC,en el mismo
individuo.Esto resulta evidente al confrontar células supreso
ras de pacientes hemofílicos con células indicadoras de los
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mismospacientes (cultivo autólogo) o de individuos nor
males (co-cultivo alogeneico),figura 9 A y B.Por lo tanto,
las células potencialmente supresoras de los pacientes
con niveles elevados de CIC,responden en menor grado al
estímulo inductor de la supresión (Con A),que aquellas
de los pacientes con bajo nivel de.CIC.En los demás gru
pos tratados se observó la misma tendencia.



TABLANfi¿z_

Nivelesséricosdecomplejosinmunescirculantes,comp1ementoeinmunoglobulinasenpacientes

Pacientes hemofílicos sintomáticos

I'l

asintomáticos

n

normales

n

CICi
unozso

0.50Ïo;3o

52

0.35Ïo.26

32

0.19Ïo.05

20

hemofílicos CIC

UD0492

0.18Ïo.os

27

0.16Ïo.06

19

0.15Ïo.o4

24

C3** mg/dl
160Ï42.8

11

-128Ï72.1

6
eoÏ3

11

C4
mg/dl

35.1Ï14

11

34.7Ï6

5

36.4Ï11

11

IgA mg/dl

291Ï118

10

240Ï188

6

229Ï87

11

IgG***

mg/dl

2271Ï891

11

2043Ï303

s

1230Ï244

11

IgM
mg/dl

229Ï124

11

251Ï83

5

169Ï79

11

Paciehtes

hemofílicos(AyB)consintomatologíadeSIDAyasintomáticos.LasvaloracionesdeCIC

serealizaronporprecipitaciónconPEG(UD0280)yporELISA(UD0492),losnivelesdeCeIgse realizaronporínmunodifusionradtfl.8eaplicólapruebadeANOVA.*:p40.0007,**p(0.004y ***p40.0002.



TABLAN°18

Nivelesdecomplejosuinmunescirculantes,IgGycomgiementoenpacientesconSIDA

ySARnoHemofílicos

CICCICIgGActividadhemolíticadelC

unidades/m1

PacientesUD0280nUD0492nmg/dlnCHSOnVACn

#

SIDA0.42Ïo.17*a0.07Ïo.o22097Ï3493304Ï150493Ï183

***230Ï1031494Ï158

SAR-no0.35Ïo;23*260.20Ïo.0761777Ï764##9 hemofílíco Normales0.19Ïo.06200.15Ïo.04241230Ï24411230Ï4o15105Ï1418 SlDA:pacientesconsindromedeinmunodeficienciaadquirida.SAR-nohemofílicoszsujetosdealto riesgodecontraerSIDA.CIC(UD0280):Complejosinmunescirculantesevaluadosporprecipitación conPEG.CIC(UD0492)complejosinmunescirculantesevaluadosporlatécnicadeELISA.CH50:acti vidadhemolíticatotaldelC.VAC:actividadhemolíticamediadaporlavíaalternadelC.Losre

xÏns.Seaplicó1apruebadetdeStudent*p(0.00001;**p¿o.oos;

***p¿o.o3;#p<0.0002,##p(0.03sultadosseexpresancomo
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TABLAN°19

Nivelesséricosdecomplemento,complejosinmunescirCulanteseIgGenpacientescon

hemofiliaA,Bynormales

*

C3C4
mg/dlnmg/dluN

*****

CICCICIgG

PacientesUDOZBpnUD0492nmg/dln

AD

HABD

CRIO

HB Normales

92.9Ï13.3 83.2Ï22.6 91.4Ï31.2 68.4Ï14.3 79.9Ï7,6

la ll

34.1Ï10.7 38.2Ï4.4 49.3Ï25.9 26.1Ï8.4 36.4Ï11.5

14 ll

0.36Ïo.11 0.36Ïo.14 0.38Ïo.16 0.51Ïo.18 0.19Ïo.05

20

0.15Ï0.04 0.15Ïo.o3 0.14Ïo.01 0.13Ïo.06 0.15Ïo.04

24

1758Ï373 1705Ï711 1798Ï291 2328Ï641 1227Ï233

15 12

HAzpacientesconhemofiliaA;querecibieronaltasdosisdeFactorVIII(AD),bajasdosis(BD)ycrio precipitado(CRIO).HB:pacientesconhemofiliaB,querecibieronFactorIX.LasvaloracionesdeC3,C4 eIgGserealizaronpor

inmunOdifusionrmfingasdeterminacionesdeCICporprecipitaciónconPEG
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(UD0280)yporELISA(UD0492).SeindicanlosresultadoscomoÍÏDS.Lapruebaestadísticaqueseaplicó esladeWilcoxon.

respectoalgrupocontrolnormalparaADp<10

*NiveldeC3elevadoADvsgruponormal,p(0.01;

-6

**Niveles

;BDp<0.00002,CRIOp<0.002,HBp(0.00004.

elevadosdeIgGrespectoalgrupocontrolnormalADyCRIOp(0.004yHBp(0.0004.

elevadosdeCIC(PEG)

***Niveles
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FIGURA 9

‘SupresíónS

PEG-pp DO280 unidades
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Leyenda de la figura N°9

Función supresora inducida por Con A en relación al nivel de
complejos inmunes circulantes en el grupo de pacientes con
hemofilia A que recibieron altas dosis de Factor VIII:

Los complejos inmunes circulantes (CIC) fueron estimados
por precipitación con PEG (UD0280).

La actividad funcional supresora inducida por Con A se
ensayó en cultivos autólogos con células supresoras e indi—_
cadoras de los pacientes (A) o en combinaciones alogeneicas,
utilizando células supresoras de los pacientes en 1a etapa
de inducción y células indicadoras normales en la etapa de
proliferación (B) o células normales supresoras y células in
dicadoras de los pacientes (C).
A:r= -O.62,p<0.05;B: r= -0.58,p(0.05;C: r=0.41,NS
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DISCUSION

Un individuo en su medio habitual,se encuentra
expuesto constantemente a cientos de antígenos diferentes,
cuando estos son internalizados,el organismo procederá a
sintetizar y secretar los correspondientes anticuerpos que
se unirán a esos antígenos y los eliminarán de la circula
ción en forma de complejo inmune.La formación de CI es par
te de la respuesta inmune normal y es necesaria para la_
activación de funciones efectoras,las cuales a su vez pro
cederán a 1a eliminación del complejo.Esto significa la eli
minación del antígeno extraño que logfd atravesar las prime
ras barreras de protección ofrecidas por piel y mucosas.

La detección de un nivel basal de CIC,en Sueros
de individuos normales,resulta fisiológica y se observan
cambios cuantitativos y cualitativos de éstos en los indi
viduos sanos (122).

Sin embargo,la persistencia de los CIC perturba
el equilibrio dinámico del sistema inmune,puesto que una
vez formados actúan comoverdaderos disparadores para los
sistemas de reconocimiento humoral y celular.Diferentes
interacciones pueden establecerse con componentesdel sis
tema C,fibronectina,factor reumatoideo y componetes anti
idiotípicos,cada una de esas proteínas afectan el tamaño e
influyen en el destino de los CIC (123)(Figura 10).
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Figura 10

Ag:antígeno;Ac:anticuerpo, Id:anti—ídiotipo;FR:factor reu
matoideo,C4b y C3bzfragmentos de C4 y C3;bp:proteina que se
une a C4b;H:proteína control;Clq:cabeza globular de C1q,Fn:
fibronectina.—
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En este trabajo hemos enfocado el estudio de los CIC
en patologías,en las cuales su presencia es una manifestación
constante;es posible que contribuyan al desarrollo de la pa
tología en sí (LES,neutropenia) o bien que tengan impacto so
bre la regulación del sistema inmune y sobre 1a activación
de sistemas efectores (Hemofilia,SAR).

A continuación se discutirán independientemente los
resultados obtenidos en las diferentes patologías:

A)LES; B) Neutropenia; C)Hemofilia
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A) LES

La valoración de CIC precipitados por PEGinvolucra un
amplio espectro de complejos cualitativamente diferentes
(124);inc1uye los CIC fijadores y no fijadores de C,indepen
dientemente de la clase de Ig a la que pertenezca el Ac (IgG,
IgA,IgM).El rango de tamaño de los CIC precipitados por PEGes
de 7 a 22 S,sin embargo en los pacientes con LES,los CIC pre
cipitados tienen entre 7 y 19 S (27),ese rango se considera
pequeño si se compara con los precipitados del suero de pacien
tes con artritis reumatoidea,225 (125). ° .

Nuestros resultados (Tablas N°Ily 12) indican que los pa
cientes con LES en actividad y LESen remisión tienen niveles
de CIC significativamente e1evados,cuando se los compara al
grupo control norma1.Estos datos confirman la presencia de CIC,
en los pacientes con LES y concuerdan con datos obtenidos por
otros investigadores,utilizando una metodología similar (124).

La persistencia de los CICen esta patología,puede explicar
la deriuación a manifestaciones tales comovasculitis,glomerulo—
nefritis,etc.Actualmente se piensa que la glomerulonefritis por
CI puede originarse por la formación de CI "in situ" (126),es
decir por la reacción de Ac circulantes con Ag glomerulares in
trínsecos o bien con el Ag circulante que se deposita prefe —
rentemente en el glomérulo.No obstante,1a reacción inflamatoria
iniciada por los complejos in situ,puede amplificarse por una con
tinua deposición de CIC,conjuntamente con la participación de
otros factores,ta1es comolos que ofrece el sistema complemento
con la consiguiente progresión y cronicidad del daño renal.

Estudiamos globalmente el sistema complemento en los pacien
tes con LESy por los resultados obtenidos (Tabla N°iL)se ob
serva que la capacidad hemolítica total del suero en los dos gru
pos LES-a y LES-r está significativamente-descendida respectOial
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grupo control norma1,evidenciándose una activación del sistema
C que involucra probablemente la vía clásica.

Cuando en estos pacientes se efectuaron los estudios que
permitían evaluar 1a capacidad hemolitica del C,mediada por
la vía alterna (VAC),se observó que los pacientes LES-a pre
sentaban niveles significativamente inferiores al grupo LES-r.
Este descenso observado es relevante ya que si bien 1a vía
alternativa cumple numerosas funciones,parece tener un papel
importante en la patogénesis de la glomerulonefritis (127).

Los trabajos de Miller y Nussenzweig (99) indican que la
capacidad solubilizadora del suero,es decir la posibilidad
de solubilizar complejos inmunes (SCI) precipitantes,prefor
mados (in vitro) requeriría la integridad de la VAC.LaTabla
N°9 muestra que el grupo LES-a presenta niveles de SCI signi
ficativamente descendidos respecto al grupo control normal;es
tos resultados concuerdan con los obtenidos por.otro investi
gadores (101,128) quienes sugieren que valores por debajo del
rango normal para SCI están asociados a una perspectiva de evo
lución menos favorable en LES y en otras enfermedades con nive
les altos de CIC.Apartir de los resultados obtenidos (Tabla
N°H y 12) se puede decir que la valoración de VACy SC} sería
de utilidad para discriminar entre los pacientes LESen acti
vidad y en remisión.Ninguno de los pacientes del grupo LES-r
presentó descenso simultáneo de la actividad funcional de VAC
y SCI.

La falta de correlación encontrada entre la cantidad total
de CIC,determinada por PEG,y la severidad de la enfermedad,po
dría explicarse si no se considera comofactor principal (para
evaluar el posible rol patogénico de los CIC en LES),el nivel
absoluto de los CIC,que incluye complejos fijadores y no fija
dores de C.
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Sin embargo,la evaluación del nivel de CIC aplicando
una técnica que involucra fijación de los CIC al primer
componente del sistema C (ELISA),índica due sólo el grupo
LES-a presenta nivel de CIC elevado respecto al grupo control
normal.

La evaluación,por dos técnicas que se apoyan en diferen
tes propiedades físicas y biológicas de los complejos,en es
ta patología,resulta de gran utilidad.Las determinaciones de
CICpor diferentes técnicas fue propuesta a partir del traba
jo en conjunto de varios investigadores (96).Los CIC pueden
variar ampliamente,de acuerdo a la patología,en sus propiedade
des físicas tales comotamaño,relaci5n Ag/Ac,clase de Ac,etc.
Ademáspueden variar en una misma patología.Nosotros observa
mos,por la precipitación con PEG,1a presencia de CIC en ambos
grupos,sin especificar sus propiedades;por la valoración con
ELISAdetectamos una subpoblación,con capacidad de activar el
sistema C y que sólo está presente en los pacientes en activi
dad.

E1 sistema C cumpliría un papel preponderante como mecanis
mo compensatorio de la acción fisiopatogénica de los CIC,dis
minuyendo el tamaño y modificando las características de 1a red
original (99,100,129,130).

De acuerdo a los resultados encontrados en este trabajo
Ios pacientes LES-a tendrían una deficiente capacidad de desemba
razarse de aquellos complejos inmunes con potencial inflamato
rio,pronosticando una evolución de la enfermedad asociada a
perspectivas poco favorables.
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Conclusiones:

1.-Los niveles de complejos inmunes circulantes (CIC)
evaluados por precipitación con polietilenglicol (PEG),evidencian
la presencia y persistencia de estos en pacientes con lupus eri
tematoso sistémico (LES),independientemente del estado de la
enfermedad.

2.-La capacidad hemolítica total del sistema comple
mento (C) está descendida en los pacientes con LES en actividad
(LES-a) y en remisión (LES-r),si bien el descenso es significa
tivamente mayor en el grupo LES-a. '

3.—Laactividad hemolítica del C,mediada por la
vía alternativa (VAC)está significativamente descendida en el
grupo LES-a.

4.-La actividad solubilizadora de complejos inmunes
(SCI),mediada por C,está significativamente descendida en el gru
po LES-a.

5.-Unicamente el grupo LES-a incluye pacientes con
VACy SCÏ simultáneamente descendidos.

6.-Los niveles de CIC,evalua¿os por un enzimoinmuno
ensayo (ELISA) están significativamente elevados en el grupo LES-a

En términos prácticos se postula que es de mayor utilidad
la valoración conjunta de la actividad de sistemas involucrados
en el manejo y depuración de los complejos inmunes,que la Sula
determinación de-su contenido global.
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B) Neutropenia

Por trabajos experimentales,se demostró (131)
que los CI interactüan con los PMNocasionando el secues
tro de estas células en el lecho vascular de riñones y pul
mones.La extrapolación de estos estudios a humanos,podría
explicar la disminución de neutrófilos circulantes en pa
cientes neutropénicos.

En nuestro grupo de pacientes los niveles eleva
dos de CIC evaluados por precipitación con PEG (Tabla N314)
concuerdan con los obtenidos por otros investigadores (102);
los niveles de C3 y C4 del sistema C no difieren significa
tivamente de los valores normales (Tabla N°14).

En este trabajo además de la valoración de CIC,
nos interesó efectuar estudios sobre la población de PMN
"remanentes".De acuerdo a los datos recogidos,en los PMN
de los pacientes no se detectó Ig adhérida a su membrana
(Tabla N°15-A).Si bien otros investigadores (132) encon
traron niveles elevados de IgG asociada a PMN,en 12 de 16
individuos con neutropenia de etiología desconocida,estos
pacientes presentaban una enfermedad inmunológica asociada
(púrpura trombocitopenica idiopática,anemia hemolítica au
toinmune o LES),lo cual no concuerda con la selección de
nuestros pacientes (ver Tabla N°9).

Los estudios del suero de pacientes neutropéni
cos sobre los PMN-n(Tabla N°15-B),señalan en primer lu
gar,por técnicas de IFI,que los pacientes poseen mayor can
tidad de factores séricos que pueden adherirse a la membra
na de PMN-n;estos resultados van acompañados de un elevado
nivel de CIC de los sueros.En segundo lugar,por técnicas
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de leucoaglutinación,se distinguen dos subpoblaciones
de pacientes,una de ellas (a) incluye pacientes cuyos
sueros tienen un alto poder aglutinante,mientras que la
otra (b) presenta un comportamiento equivalente al obte
nido en el grupo normal.

La leucoaglutinación positiva puede ocurrir por
interacción de los CIC presentes en el suero con los
RFc de los PMNo por interacción del Ac-anti PMNcon de
terminantes expresados sobre la membranacelular.No
se puede distinguir si la leucoaglutinación depende de
una u otra de las interacciones o si las dos ocurren
simultáneamente.

Por su parte la leucoaglutinación negativa,podría
ocurrir porque los PMNdel donante normal no expresan
los determinantes Ag específicos (103) para los factores
séricos presentes en el suero del-paciente en estudio.
Si la leucoaglutinación es negativa empleando sueros CIC
positivos y PMN-nes necesario asumir que los CIC no son
capaces de reaccionar con el RFC de los PMN-n.

Sabemosque por IFI y por leucoaglutinación se Hetecta
rían diferentes componentesséricos,de acuerdo a1 trabajo
de Engelfried y Van Loghem (133).

Fleit y col (134) demuestran la existencia de RFCde
baja afinidad sobre la membrana de PMN,por Ac monoclonales
(3G8) y consideran que debe ocurrir una progresiva pérdida
de RFc de alta afinidad durante la diferenciación mieloide
para que sólo se expresen los RFCde baja afinidad en la
población madura.
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Sobre los PMNnormales (135) fue demostrada la
presencia de receptores para IgGl con baja afinidad
pero con mayor afinidad para sus dímeros y oligómeros,
con estabilidad a temperaturas de 4°C más que a 37°C.

Nuestras condiciones óptimas de tiempo y tempera
tura,para 1a reacción de leucoaglutinación,se seleccio
naron a partir de distintos esquemas,resultando necesa
ria una incubación previa a 37°C,durante 2 horas y una
incubación prolongada (18 horas) a 4°C,para evidenciar
los factores 1eúcoaglutinantes,lo que está demostrandO'
la posible existencia de receptores de baja afinidad.

Mostramos por IFI que los PMNde los pacientes cap
tan mayor cantidad de Ig monomérica,que los PMNnormales,
cuando se incuban con suero humano normal.De acuerdo a
lo expresado anteriormente los PMNposeen baja afinidad
para 1a Ig moncmérica (135),por lo cual los resultados
de la Tabla N°16 indicarían que puede ocurrir alguna a1
teración a nivel de membrana en los PMNde los pacientes.
Podría también explicarse esa diferencia en el comporta
miento,si se considera que la población "remanente" de PMN
de los pacientes expresan en mayor proporción RFc de alta
afinidad (característica de los estadios menosmaduros).

Gallin (136),por su parte considera la existencia de
una heterogeneidad en los PMNcirculantes normales,la cual
puede ser demostrada por diversos métodos.Así los defectos
de la función del neutrófilo reflejarían diferencias en 1a
distribución de la población de PMN.Laheterogeneidad sin
embargo podría deberse simplemente a variantes en la madu
rez de los PMNcirculantes.
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Estudios previos realizados en nuestro laboratorio
(137,138) demostraron que si los pacientes neutropénicos
con niveles elevados de CIC,evaluados por PEGy por Clq,
en fase fluida,eran sometidos a plasmaféresis,disminuía
el nivel de CIC,acompañándose de un aumento en el número
de células PMNcirculantes.ConseCuentemente con estos re
sultados se sostuvo que la neutropenia no se debería a
problemas en la diferenciación del neutrófilo,sino al se
cuestro del neo-complejo CIC-PMN.Estahipótesis es compar
tida por otros investigadores (102,131).

No se descarta que a través del tratamiento por plas
maféresis se vea favorecida la depuración de los CIC y de
cualquier otro factor sérico que pueda colaborar en la re
moción de los PMNdel torrente circulatorio.

A pesar de la efectividad de la plasmaféresis que Su
giere el papel fundamental de factores séricos (CIC o an
ticuerpos) en la inducción de la neutropenia,los resultados
de este trabajo nc permiten asegurar que los CIC por sí mis
mos sean los responsables de la neutropenia y enfatizan la
diferencia en el comportamiento de los PMNde los pacientes
comparado al de los pMNde individuos normales.
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Conclusiones:

1.-Los niveles de complejos inmunes circu
lantes (CIC) evaluados por polietilenglicol (PEG),están
significativamente elevados respecto al grupo control
normal.

2.-No se detectan alteraciones significa
tivas de los niveles de C3 y C4 séricos.

3.-Por inmunofluorescencia indirecta y
por leucoaglutinación se evidencia la presencia de facto
res en el suero de los pacientes,capaces de adherirse a
la membrana celular de PMNnormales.

4.-Las células PMNde los pacientes captan
mayor porcentaje de inmunoglobulina monomérica del suero
humano normal que las células PMNde los individuos nor
males.

5.-Las células PMNde los pacientes se compor
tan en forma similar a las células PMNde los individuos
normales en cuanto a la captación de polímeros de inmu
noglobulina (sueros CIC positivos o gammaglobulina agrega
da por calor).

En base a estos resultados,se sugiere intro
ducir en la clasificación de los pacientes con neutropenia
idiopática crónica,un subgrupo de pacientes con neutropenia
asociada a CIC.Esta observación,por sí misma,sería de utili
dad para el médico clínico.

En algunos pacientes,los CIC podrían estar re
lacionados con los factores aglutinantes del suero.

Los estudios sobre los PMNremanentes de los
pacientes con neutropenia,indican que además de la posible
participación de los CICen esta patología,deben tenerse
presentes las alteraciones en la membranade los PMN.
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C) Hemofilia

Los pacientes con hemofilia A y B integran el
grupo de sujetos de alto riesgo (SAR) de contraer SIDA
puesto que se ha considerado que el agente causal de esa
patología puede ser transmisible a través de la sangre o
de los factores antihemofílicos derivados de ella (139).

Los grupos de pacientes que se incluyen en
este trabajo,con a sin adenopatías generalizadas u otros
síntomas propios del complejo SIDA(Tabla N°17) presenta
ron niveles elevados de CIC evaluados por PEG.Nose detecta
ron CIC fijadores de C,eva1uados por ELISA,excepto en un

solo paciente,con sintomatología (0.32 UDO492)que corres
pondió a1 único individuo con compromiso renal hepático
adicional.

Asimismoen los pacientes hemtfílicos no se
detectaron descensos de los niveles de C3 y C4,si bien
puede señalarse un aumento significativo de C3 en el gru
po con sintomatología.Como los componentes de C son reacti
vos de fase agudá ,es difícil interpretar la causa de la
elevación de C3.

En el grupo control de pacientes con SIDA y SAR
no hemofílicos tambien se observaron altos niveles de CIC
y en su gran mayoría, no fueron capaces de reaccionar con
el sistema C (ELISAnegativo).No se detectaron alteracio
nes del sistema C y de acuerdo a los datos medios obtenidos,
la capacidad hemolítica total del C y la capacidad hemolí
tica mediada por 1a vía alterna no presentaron diferencias
significativas al ser comparadas con los valores medios del
grupo normal.La IgG sérica se encontró significativamente
elevada (Tabla N°18).
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Se aprecia entonces que tanto en los pacientes
SARhemofílicos como en no hemofílicos y SIDA,1a pre 
sencia de CIC elevados es una constante.Parece más pro
bable que esté asociada a un proceso masivo de estimula
ción,ya que tanto en los pacientes con hemofilia y droga
dictos (vía de exposición endovenosa) como en los homose
xuales (vía mucosa) los niveles de CIC por PEGson eleva
dos.Tampoco parece que la infección con HIV sea un requi
sito para la generación de CIC.Tanto los pacientes asin
tomáticos,seropositivos,como en los asintomáticos,sero -
negativos,presentan CICelevados (140).La infección con
HIVagravaria la situación a1 acentuar los defectos de
regulación inmune.

En todos los pacientes estudiados en esta serie
la presencia de CIC elevados no se asocia a daño renal.
Estos datos Serían acordes con la capacidad deI sistema C
de estos pacientes para manejar adecuadamente los CIC
(Tabla N°18).

Simultáneamente con los factores antihemofilicos,
los pacientes_hemofílicos (SAR)reciben otras proteínas
contaminantes.Así la fibronectina,que co-precipita coñ crio
fibrinógeno está presente en el Factor VIII (141).Esto
permitiría pensar que el material precipitable con PEG
puede estar inespecíficamente aumentado por 1a presencia
de ese complejo proteico,Se ha demostrado 1a presencia de
CIC por técnicas que detectan complejos fijadores de C,en
hemofilia,los cuales podían ser relacionadas con los tras
tornos articulares y renales en algunos pacientes (142);
tales sintomatologïas están ausentes en el grupo SARhe
mofílicos que se estudia en este trabajo.Es de tener en
cuenta sin embargo,quela fibronectina puede interferir
en la evaluación de CIC por ELISA,ya que puede unirse al



Clq (figura N°10) e inhibir la reacción (123,143).
Los altos niveles de CIC y de IgG en grupo de

pacientes SARhemofílicos y en el de SIDA y SARno
hemofílicos (Tabla N°17 y 18 respectivamente) apoya
rían indirectamente la existencia de una activación
B policlonal.En este sentido se ha demostrado en las
células B de los pacientes,una mayor producción espon
tánea de inmunoglobulinas,in vitro,que la de los lin
focitos B normales e inhibición de la activación de
las células B de esos individuos con diversos mitóge
nos (144,145).

En cuanto a 1a calidad de Igs presentes en los pa
cientes SARhemofílicos hay un aumento selectivo de IgG.
En individuos SARno hemofílicos,adu1tos y niños,se han
detectado niveles séricos elevados del isotipo IgGl que
correlacionan negativamente con IgGZ e IgG3 (146);la
IgG4 en cambio a menudo se encuentra descendida.En cambio,
en los pacientes SIDAno hemofílicos,los niveles de las
distintas subclases eran variables.El predominio de la
IgA (147) en pacientes SARy SIDA no hemofílicos y el au
mento selectivo de IgG en el grupo SARhemofílico (Tabla
N°17) podrían deberse a las diferentes vías de inoculación
del agente causal (HIV) para cada una de estas patologías.

En los pacientes hemofílicos (SAR)asintomáticos,en
quienes se estudió el efecto de la dosis y el tipo de con
centrado,se manifestaron alteraciones similares;niveles
elevados de C3 y de CIC,independientemente del tratamien
to recibido (Tabla N°19).

Sólo el grupo que recibió bajas dosis de Factor VIII
presentó niveles normales de IgG.Por el contrario,los nive
les más elevados se detectaron en los pacientes con hemo
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filia B que recibieron Fctor IX.Esto puede atribuirse a
diferentes características en el proceso de purificación
del concentrado de Factor IX,pudiendo influir en el ni
vel sérico de Ig,por infusión directa.

Los CIC podrían a su vez ejercer una alteración adi
cional del equilibrio inmune.Así,los complejos que fijaran
y en consecuencia liberaran fragmentos de C podrían in
crementar la función supresora ya que se ha demostrado que
colaborarían en la generación de células Ts (148).

Además,los CIC podrían unirse a RFc de las células e
inhibir las funciones celulares dependientes de ellos.Se
ha demostrado por experimentos in vitro,que los CIC inhi
ben la actividad citotóxica de los macrófagos,contra cé
lulas tumorales (149) u otras células blanco (150).

Por otra parte se sabe que los complejos al reaccionar
con macrófagos suscitan la intensa síntesis de derivados del
metabolismo del ácido araquidónico como la PGEZy leucotrie
nes (151,152) que a su vez tienen importantes efectos modu
ladores de la respuesta inmune en general (153).

Con_respecto al manejo de la respuesta inmune contra
el agente infeccioso responsable del SIDA,se ha demostrado
que los CICpodrían inducir células T supresoras específi
cas contra el iiiotipo (154).

Basados en estas suposiciones,algunos autores han inten
tado la remoción de los CIC por plasmaféresis en SIDApero
los resultados indican que los efectos beneficiosos serían
transitorios (155).

Las alteraciones en la inmunidad celular de los pacien
tes hemofïlicos fueron descriptas por otros investigadores
(156,157,158).Asimismo,ennuestro laboratorio se realiza
ron estudios de inmunidad celular que incluyeron entre otros



la evaluación de 1a actividad supresora de células T,
de los pacientes SARhemofílicos.

Comolos CIC pueden activar o deprimir funciones
mediadaspor células,result6 de interés correlacionar
los datos obtenidos de la actividad funcional supreso
ra de células T con el nivel de CIC de los mismos pa
cientes.Se obtuvo una correlación inversa en el grupo
con hemofilia A que recibió altas dosis de Factor VIII
liofilizado.Si los valores altos fueran la consecuencia
de una supresión inadecuada cabría esperar que la acti
vidad supresora se relacionara directamente con el ni
vel de IgG sérica,no obstante esto no fue observado.Los
CIC,sin embargo podrían contribuir reduciendo en forma
directa la actividad supresora.Se ha demostrado en este
sentido que la actividad supresora disminuye,cuando:los
linfocitos T son incubados con CI que contienen lgG pre
vio el agregado de Con A (159).
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Conclusiones:

1.-Los niveles de complejos inmunes cir
culantes (CIC) evaluados por precipitación con polieti
lenglicol (PEG),están significativamente elevados en los
pacientes que integran el grupo de sujetos de alto ries
go (SAR) de contraer SIDA,hemofí1icos y no hemofílicos.

2.-No se detectan CIC fijadores de comple
mento en hemofilia. '

3.-No se observa descenso de C3 ni de 04.
4.-Los niveles de IgG sérica,son elevados,

excepto en el grupo que recibió bajas dosis de Factor VIII.
Tambien son elevados en SIDA y en el grupo SARno hemofíli
cos.

5.-Los niveles de CIC (PEC) del grupo que re
cibió altas dosis de Factor VIII,correlacionan inversa 
mente con la actividad supresora de células T de los mismos
pacientes.

En estos pacientes SARhemofílicos,la presencia de
CIC (PEG) elevados asociada a un defecto en 1a generación
de supresión T inespecífica sugiere su participación en el
trastorno general de regulación inmune.
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Conclusiones generales

. aTal cual se describio en la página 2 el ob
jetivo de este estudio fue saber si las determinaciones de
los niveles de complejos inmunes circulantes (CIC) en sueros
patológicos,ofrecen un valor diagnóstico y/o pronóstico en
sí mismas y si en las patologías asociadas con niveles ele
vados de CIC era posible correlacionar ese parámetro con as
pectos funcionales de inmunidad celular.Por otra parte
nos propusimos analizar la utilidad de estudiar en forma
simultánea otros parámetros humorales asociados al manejo
de los CIC.

De los resultados expuestos en cada una de
las secciones surge que en patologías en las cuales se de
tecta la presencia de CIC,se requeriría el estudio de otros
parámetros que permitan evaluar el posible efecto de los
complejos en la fisiopatogenia.de la enfermedad.

Así en patologías como el LES,,en las que el
compromisorenal es factor determinante del curso de la en
fermedad,el estudio funcional de la vía alternativa del C
y la capacidad solubilizadora de complejos mediada por C re
sultan de utilidad para discriminar entre los pacientes en
actividad y en remisión.Los niveles séricos y la caracte
rización de las distintas subclases de IgG orientarían en
cuanto al posible comportamiento de los CIC como agentes de
terminantes del daño renal.

En patologías comola neutropenia,se destaca
la necesidad de analizar no sólo la presencia de factores sé
ricos,CIC o anticuerpos anti-neutrófilos capaces por sí mis
mos de acelerar la remoción de los PMNdel torrente circula
torio,sino que se enfatiza la conveniencia de estudiar la
afinidad de los receptores celulares capaces de combinarse
con dichos factores humorales.
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En hemofilia (sujetos de alto riesgo -SAR- de
contraer SIDA) así como en el grupo control de pacien
tes con SIDAy SARno hemofílicos,el interés de estudio
de los CIC se vincula fundamentalmente a su posible pa
pel como elementos involucrados en trastornos de inmuno
regulación.No parecen asociarse a trastornos de la fun
ción renal o activación sistémica del complemento.

Las conclusiones generales del presente estudio
son las siguientes: _

1.- Los niveles de CIC (PEG) se encuentran signi
ficativamente elevados en todas las patologías estudia
daszLupus Eritematoso Sistémico (LES),Neutropenia,Hemo
filia y en el grupo control de pacientes con SIDAy SAR
no hemofílicos.

2.-Los CIC fijadores de complement0'(ELISA) se
encuentran significativamente elevados en pacientes con
LES en actividad y discretamente elevados en el grupo
SARno hemofílicos.

3.-En el LESes de utilidad diagnóstica realizar
la medición de la actividad de la vía alterna (VALy solu
bilización de CIC (SCI) en conjunto con la valoración glo
bal de CIC -PEG y CIC -ELISA .

4.-La evaluación de CIC (PEG)permitiría introdu
cir un subgrupo de pacientes con neutropenia asociada a
CIC,en la clasificación de los-pacientes con neutropenia
idiopática cronica.

5.-En los pacientes hemofílicos (SARhemofílicos)
1a presencia de CIC (PEC) elevados asociada a un defecto en
1a generación de Supresión T inespecífica sugiere su par
ticipación en el trastorno general de regulación inmune.

f/áz w/á “¿MMO
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