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RESUMEN

En la presente Tesis, se estudió la capacidad de factores propios a los entornos

inflamatorios e inherentes a los complejos inmunes (CI), de condicionar distintas

respuestas biológicas inducidas a consecuencia de la interacción del fragmento Fc de

los anticuerpos lgG con sus receptores celulares específicos (RFcy). Respecto a los

primeros se evaluó el efecto de dos enzimas proteolíticas de distinta especificidad,

pronasa y quimotn'psina. Los resultados obtenidos indicaron que estas proteasas

incrementan marcadamente la avidez y la fiJncionalidad del RFcyll expresado por

neutrófilos, condicionando la magnitud de las respuestas biológicas que involucran la

participación de este receptor. Este efecto, sin embargo, parece ser dependiente de las

características del Cl empleado como estímulo, puesto que las proteasas aumentaron

notablemente las respuestas inducidas por eritrocitos sensibilizados con anticuerpos

lgG y por Cl solubles, pero no modificaron aquellas inducidas por Cl precipitantes. La

acción potenciadora de las proteasas parece ser selectiva del RFcyll, pues este efecto

no fiJe observado en otros receptores operativos en neutrófilos. Considerando la

existencia de altos niveles de proteasas en áreas inflamatorias, es posible que este

mecanismo sea relevante in vivo en la regulación de la actividad del RFcyIl del

neutrófilo humano.

En cuanto a los factores inherentes a los Cl, se analizó el impacto de la carga

eléctrica de los anticuerpos y antígenos que los conforman, sobre su capacidad de

inducir respuestas proinflamaton'as y trombóticas mediadas por células fagocíticas y

plaquetas, respectivamente. La cationización de la fracción lgG de los CI,

procedimiento que incrementó sus pl desde 5,8-8,2 hasta 8,0-9,5, aumentó, al menos

en un orden de magnitud, su capacidad de inducir fiinciones dependientes de los RFcy

expresados por células fagocíticas, tales como la cítotoxicidad, la emisión de

quimioluminiscencia y la liberación extracelular de elastasa. El efecto potenciador de la

cationización fiJe aún más notable empleando plaquetas. Los Cl que incluían

anticuerpos lgG cationizados fueron capaces de inducir fiJertes respuestas de

activación de plaquetas lavadas, filtradas o plaquetas suspendidas en plasma, mientras

que aquellos formados con componentes nativos fiJeron incapaces de inducir la

activación plaquetaria bajo condiciones experimentales similares. La cationización del



componente antigénico de los Cl, también incrementó marcadamente su potencia

biológica. En conjunto, estos hallazgos indican que la carga eléctrica de los CI

constituye una propiedad crítica que condiciona su capacidad de inducir la activación

celular y sugieren que los anticuerpos y antígenos catiónicos podn'an ser relevantes en

eventos inflamatorios asociados a enfermedades que cursan con altos niveles de Cl

circulantes.

Durante el transcurso de estos estudios se realizaron observaciones adicionales

relacionadas con el desarrollo de procesos inflamatorios agudos. El paradigma actual

asume que la capacidad quimiotáctica de la lgG reside en su habilidad para formar Cl e

inducir la activación del sistema complemento y la subsecuente producción de péptidos

quimiotácticos como el C5a. En la presente Tesis, se observó que los Cl son capaces,

per se, de estimular la quimiotaxis de neutrófilos a través de su interacción con el

RFcyll.. Esta actividad quimiotáctica intn'nseca de los Cl podn'a ser responsable, al

menos en parte, del reclutamiento de neutrófllos observado en sitios inflamatorios de

huéspedes deficientes de complemento.



ABSTRACT

ln the current Thesis it was studied the ability of different factors to condition

biological functions induced by the interaction of the Fc fragment of lgG antibodies

with their cellular specific receptors (FcyR). Both factors belonging to inflarnmatory

focus and lC-intrinsecal factors were evaluated. Among the formers, the effect of two

proteolytic enzymes with distinct specificity, pronase and chymotrypsin, was analyzed.

The results obtained showed that proteases markedly increase the avidity and

functionallity of Fclel, conditioning the magnitude of the biological responses that

involve this receptor. However, this effect appears to be dependent on the

characteristics of the lC employed as stimulus judging by the capacity of proteases to

increase functions induced by erythrocytes coated with lgG antibodies and soluble lC

but not those induced by precipitating lC. The enhancing action of proteases seems to

be restricted to Fclel-dependent fimctions since proteases did not up-regulate the

activity of other receptors expressed by neutrophils. Taking into account the high

levels of proteases in inflammatory areas, these findings suggest that a mechanism

involving the action of proteolytic enzymes could be relevant for the in vivo regulation

of human neutrophil Fclel activity.

Among lC-intrinsecal factors, the impact of electric charge of the antibodies

and antigens on their ability to induce proinflammatory and thrombotic responses

mediated by phagocytes and platelets was analyzed. Cationization of the lgG fraction

of 'lC, procedure that increased its pl from 5.8-8.2 to 8.0-9.5, enhanced at least by

tenfold their ability to induce RFcy-dependent functions by phagocytic cells such as

cytotoxicity, chemiluminescence emission and the elastase extracellular release.

Noteworthy, it was observed that lC prepared with cationized antibodies were able to

trigger platelet activation either in washed platelets, gel-filtered platelets or plasma

suspended platelets. By contrast, lC formed with native components did not induce

platelet activation under similar experimental conditions. Additional experiments

showed that antigen cationization also markedly incresed lC biological activity. These

findings suggest that the electric charge of IC constitutes a cn'tical property that

conditions their ability to induce cellular activation and support a role of cationic



antibodies and antigens in the development of inflammatory events associated to

certain lC-induced diseases.

During the course of these studies, additional observations related to the

development of acute inflammatory processes were made. The current paradigm for

the mechanism by which lgG induce neutrophil chemotaxis assert that this ability lies

on its capacity to form IC and induce complement activation with the subsequent

generation of chemotactic peptides such as CSa. ln the current Thesis, it was observed

that IC are able, per se, to induce neutrophil chemotaxis through their interaction with

FcyRJl. This intn'nsic chemotactic activity of lC may account, at least in part, for the

neutrophil recruitment that is observed at inflammatory sites in complement-deficient

hosts.
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1.- INTRODUCCION

Los seres humanos habitan un ambiente poblado de agentes microbianos

capaces de causar trastornos patológicos y eventualmente provocar su muerte. A fin de

enfrentar a los mismos, los vertebrados han desarrollado un sistema inmunológico

altamente eficiente. Este puede mediar dos clases de respuestas: innatas o inespecíficas

y adquiridas o específicas, las que funcionando de manera coordinada, posibilitan la

eliminación de los agentes infecciosos. Las respuestas específicas son ejecutadas a

través de dos sistemas genéricamente denominados celular y humoral. La inmunidad

celular comprende respuestas medíadas por linfocitos T, mientras que la humoral es

desarrollada por acción de anticuerpos producidos a expensas de la activación de

linfocitos B. Ambos tipos de respuestas son inducidas a consecuencia de la interacción

entre determinantes antigénicos particulares y receptores de alta especificidad,

expresados por clones T y B.

La interacción de los anticuerpos con sus antígenos específicos, conduce a la

formación de asociaciones macromoleculares denominadas complejos inmunes (CI).

Los mismos juegan un papel relevante en la etiopatogénesis de numerosas

enfermedades humanas asociadas a la presencia de altos niveles de complejos inmunes

circulantes (CIC) y/o depósito tisular de CI, tales como el lupus en'tematoso sistémico

(LES), la artritis reumatoidea, ciertas glomerulonefn'tis, vasculitis y una amplia

variedad de enfermedades de etiología infecciosa (l). Debe destacarse, sin embargo, el

papel de los Cl como herramientas cruciales en la fisiología de la respuesta inmune,

pues la interacción de anticuerpos y determinantes antigénicos microbianos, es en

general incapaz de neutralizar la capacidad infecciosa y/o patoge’nica de los

microorganismos. Son entonces los CI, los que contribuyen cn’ticamente a este

objetivo. Ellos presentan la capacidad, a diferencia de los anticuerpos libres, de activar

poderosos mecanismos efectores humorales y celulares fimdamentales, no sólo en la

inmunología antimicrobiana sino también en la respuesta inmune antitumoral. Los

mecanismos efectores humorales involucran, principalmente, la activación del sistema

complemento, iniciada a través de la interacción del fragmento Fc de las IgG e lgM

con el componente Clq (primer componente de la vía clásica de activación) (2,3).

Dicha activación conduce, no sólo a la lisis de diferentes tipos de microorganismos y
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células tumorales, sino también al reclutamiento local de agentes inflamatorios, a

consecuencia de la generación in situ de potentes factores quimiotácticos y

anafilácticos (2,3). Los mecanismos efectores celulares activados por los CI involucran

numerosas respuestas, inducidas como consecuencia de la interacción del fi'agmento Fc

de la lgG con sus receptores específicos (RFcy) (4-6). Ellas incluyen la fagocitosis de

células sensibilizadas por anticuerpos, la citotoxicidad celular dependiente de

anticuerpos (CCDA), la liberación de intermediarios reactivos del oxígeno (IRO), la

secreción de una gran variedad de enzimas hidroliticas, la producción de citoquinas

como así también la inducción de señales inmunomodulaton’as capaces de regular la

proliferación linfocitan'a y la secreción de anticuerpos (4-6).

I. I.- Recegores celulares gara el fragmento Fc dela IgG

Los eventos subsecuentes a la inducción de una respuesta inmune involucran la

acción coordinada y altamente regulada de distintos tipos celulares, a trave's de la

activación de receptores expresados en la superficie de los mismos. Estos receptores

incluyen a aquellos clasificados dentro de la superfarnilia de las imunoglobulinas (Ig).

En la misma se agrupan moléculas derivadas de un precursor génico común y como

consecuencia evolutivarnente relacionadas y estructuralmente homólogas (7). Todos

sus miembros presentan una estructura tridimensional común, caracterizada por la

presencia de al menos un dominio tipo-lg, homólogo a los dominios C o V de las lgs.

Los mismos contienen residuos conservados que les permiten asumir una estructura

terciaria característica, compuesta de un arreglo en sandwich de dos hojas B-plegadas

estabilizadas por el establecimiento de un puente disulfiiro que determina la formación

de un lazo de 55 a 75 aa (7). Las moléculas pertenecientes a la superfamilia de las lgs

juegan un papel cn’tico en el desarrollo de la respuesta inmune. Entre ellas se

encuentran las Igs de superficie de linfocitos B, el receptor antigénico de linfocitos T

(RCT), los antígenos del complejo mayor de histocompatibilidad de clase I y Il, las

moléculas CD4, CD8 y CD2, el receptor para PDGF (factor de crecimiento derivado

de plaquetas), las moléculas de adhesión [CAM-l, ICAM-2 y VCAM-l, como así

también los receptores para el fragmento Fc de las diferentes clases de lgs (RFC) (7):
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RFcy para IgG; RFce para IgE; RFca para lgA', RFcu para IgM y RFcó para IgD (8­

16).

I.l.1.- Diversidad estructural ydistribución celular

En humanos, se han descripto hasta el presente tres clases de RFcy: el RFcyI

(CD64), el RFcle (CD32) y el RFcyIII (CDló) (8-16).

La característica distintiva del RFcyI es la alta avidez por su ligando (Ku = l-3

x 108 M"). Constituye el único RFcy capaz de unir IgG monomérica (9,10). No

obstante, su avidez van’afrente a distintas subclases de IgG (IgG l > IgG 3 > IgG 4 >>

IgG 2). Se han identificado tres genes altamente homólogos, el RFcyIA, IB y IC, que

codifican a distintas isoforrnas de este receptor. Los mismos mapean en el brazo largo

del cromosoma l. Estos genes responden a una organización estructural común a

todos los genes de RFcy: (I) dos exones diferentes codifican al péptido leader, el

segundo de los cuales codifica el sitio de clivaje para la peptidasa y (2) exones

individuales codifican a cada dominio tipo-Ig (Figura I) (9). En el caso del RFcyI, los

genes poseen además un único exón que codifica a las regiones transmembrana y

citoplasmática. La diferencia entre los genes RFcyIA y los lB/IC está localizada en el

exón EC3, que codifica al dominio tipo-Ig más cercano a la membrana. En los genes

IB y IC, a diferencia del IA, el EC3 codifica codones de terminación. El RFcyIA

genera una glicoproteína de 72 kDa, capaz de unir IgG monomérica. Posee una región

extracelular de 292 aa con tres dominios tipo-lg, una región transmembrana de 21 aa y

una cola citoplasmática de 61 aa. El RFcyIB da origen a dos transcriptos, uno que

codifica al RFwal, que es un receptor soluble, y el otro que origina una forma

transmembrana, el RFcbe2, carente del tercer dominio tipo-lg. El RFcyIC codifica

una forma soluble, el RFcyIc (9)(I"igura 2). Los RFcyl se expresan constitutivamente

en monocitos y macrófagos; su expresión es inducida por acción del IFNy, en

neutrófilos, células HL-60 y eosinófilos (9,17). En todos los tipos celulares analizados

se ha detectado la expresión conjunta de los transcriptos RFcyIa y RFcyle.

El incremento en la expresión del RFcyI durante infecciones Streptocóccicas

(18) y durante la profilaxis exitosa con IFNy en pacientes con enfermedad
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granulomatosa crónica (9), sugirió que el RFcyl cumple un rol relevante en la

resistencia a infecciones bacterianas. Sin embargo, observaciones realizadas por

Ceuppens y colaboradores (19,20) en individuos cuyas células fagocíticas no expresan

el RFcyl, cuestionaron su importancia biológica. La ausencia del RFcyl no se asoció

con una mayor susceptibilidad a infecciones. Los individuos deficientes en el RFcyI

presentaron además, niveles normales de CIC y respuestas normales de anticuerpos

contra antígenos virales (19,20).

El RFcle se expresa en diversas poblaciones celulares. A diferencia del RFcyl,

presenta muy baja avidez por la IgG monomérica (Ka< lO7 M'l ) (9,]0,2l-23). La

unión de la IgG a este receptor sólo puede ser evidenciada empleando IgG complejada

o polimérica (9,10). Su especificidad es mayor para las subclases IgGl e IgG3 que

para las IgGZ e IgG4. Los RFcyII constituyen una familia de glicoproteínas de 40 kDa

que presentan regiones extracelulares similares de 180 aa conteniendo dos dominio

tipo-Ig, una región transmembrana de 27 a 29 aa y dominios citoplamáticos de

longitudes variables (44 a 76 aa) (¡figura 2) (9). Se han identificado seis isoformas,

codificadas por un total de tres genes localizados en el brazo largo del cromosoma 1

(RFcyIIA, IIB y IIC) (Figura 1) (5,10). Las principales diferencias entre las isoformas

yacen en sus regiones intracitoplasmáticas, cada una codificada por tres exones. Este

hecho explica el motivo por el cual los anticuerpos monoclonales (AcM) que

reconocen las regiones extracelulares, en general no distinguen entre miembros de la

familia. Tres transcriptos distintos, RFcyIIbl, b2 y b3, son originados a partir del gen

lIB (9). Dos de ellos, bl y b2, son generados por splicing alternativo de los exones

citoplasmáticos. Un tercero, b3, es generado por splicing alternativo de los exones

que codifican a la secuencia señal. Por análisis de Northern blot se detemiinó que los

transcriptos IIB se expresan en monocitos, macrófagos, linfocitos B y varias líneas

celulares pluripotenciales, pero no en neutrófilos, células NK y células T. El gen IIB

difiere del IIA sólo en la secuencia señal y en parte del dominio citoplasmático.

Mientras que las diferencias entre los genes IIB y IIC radican en el dominio

citoplásmico, el rasgo que distingue a los genes IIA y IIC yace en la secuencia señal. El

gen IIA da origen a dos transcriptos, RFcleal y RFcyllaZ, como resultado de

poliadenilación alternativa. El gen IIC origina sólo un transcripto, el RFcyIIc (9). Los

genes llA y IIC se expresan constitutivamente en monocitos, neutrófilos y algunas
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líneas celulares como HL-60 y K562. No se expresan en linfocitos y células NK (9- l5).

El gen llA se expresa, además, en plaquetas (25).

La compleja heterogeneidad de los RFcle adquiere aún mayor relieve al

considerar la existencia de dos formas alélicas del RFcylla. Ellas difieren en su

capacidad de inducir la proliferación de células T activadas por AcM anti-CD3 de clase

IgGl mun'na; los monocitos del 70% de los dadores Caucásicos normales (altos

respondedores: HR), sustentan eficientemente la respuesta mitogénica, mientras que el

30% restante (bajos respondedores, LR) no lo hacen (26). Similares observaciones han

sido realizadas al analizar diversas respuestas de monocitos inducidas por IgGl murina

(IgGlm) tales como la producción de TNFa e IL6 y la citotoxicidad contra células

blanco sensibilizadas por IgGlm (5). Las diferencias fimcionales de las dos formas

alélicas del RFcyIla no sólo se expresan en relación a la IgGlm. Warmerdam y

colaboradores (27), han demostrado que este polimorfismo genético condiciona las

respuestas a lgG humana. Los fagocitos de individuos homocigotas para el alelo

definido originalmente como RFcyllal‘R,unen e intemalizan eritrocitos opsonizados

con lgGZ humana con mayor eficiencia respecto de los homocigotas para el alelo

RFcylla"R (27,28). Considerando que la IgG2 cumple un papel prominente no sólo en

las infecciones infecciones a bacten'as encapsuladas como Haemophilus influenzae y

Streptococcus pneumoniae, sino también en la prevención de sepsis bacterianas (29),

se ha propuesto que los individuos con fenotipo RFC‘YHaHRpodrían ser más

susceptibles a infecciones bacterianas (9). Esta hipótesis se halla sustentada en dos

observaciones adicionales: (I) una frecuencia disminuida de individuos homocigotas

para el alelo RFeylla"R detectada en un grupo de niños con infecciones bacterianas

recurrentes y (2) la correlación existente en la población japonesa entre la alta

prevalencia del fenotipo RFcylla"R (85%) y la ausencia de infecciones ocasionadas por

H. influenzae (30).

El RFcyIll precipita como una banda amplia con pesos moleculares que oscilan

entre 50 y 80 kDa debido a una glucosilación extensiva. Exhibe baja afinidad por la

lgG monomérica (Ka <l07 M") y al igual que el RFcyll, une lgG en forma polimén'ca

con mayor eficiencia (9,10). Dos genes altamente homólogos, el RFcleIA y el

RFcyIIIB, codifican a las dos isofomias conocidas, las cuales presentan regiones

extracelulares de l90 aa bajo la forma de dos dominios tipo-lg (Figuras I y 2)(9,10).
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El RFcyIIIA codifica a un receptor transmembrana con una cola citoplamática de 25

aa, que es expresado por macrófagos, células NK y algunas células T (3l,32). El

producto del gen RFcyIllB se halla unido a la cara externa de la membrana plasmática

a través de un enlace glicosilfosfatidilinositol (GFI). Se expresa constitutivamente en

neutrófilos, siendo inducido en eosinófilos por acción del IFNy (9). La diferencia más

importante entre los productos de ambos genes, radica en el aa 203. El RFc-yllIB

codifica para una serina en dicha posición, lo que determina el anclaje vía GFI;

mientras que una fenilalanina en el RFcyIIla determina la preservación de las regiones

transmembrana e intracitoplasmática (33,34). Debido al tipo de anclaje, el RFcyIllb

puede ser liberado de las células por tratamiento con fosfolipasa C específica de

fosfatidilinositol. Se ha demostrado, además, la existencia de dos formas alélicas del

RFcyIIIB, las cuales codifican a los aloantígenos NAl y NA2, definidos tanto por

serologia como por movilidad electroforética. Los PMN que expresan el alotipo

RFcyIIÏbNMfagocitan eritrocitos sensibilizados con IgG humana con mayor eficiencia

respecto de los que expresan el fenotipo IIIbNM(35). La relevancia fisiológica de esta

observación no ha sido aún establecida.

De Haas y colaboradores, por otra parte, han descripto la existencia de

individuos cuyos neutrófilos no expresan el RFcyIIIb, como consecuencia de una

deleción que abarca parte del gen RFcyIIIB y el gen RFcyIIC (36). Esta deficiencia no

se asoció con una susceptibilidad incrementada a infecciones bacterianas. La expresión

normal del RFcyIIA en estos individuos, sería suficiente para garantizar la capacidad

microbicida de sus neutrófilos.

1.I. 2.- Subrmidades adicionales de los RFCï

El RFcyI y el RFcyIIIa, al igual que el RFceI, son complejos heteroligoméricos,

es decir, se hallan asociados a otras proteínas. Las mismas pueden ser dímeros de

cadenas-y, dímeros de cadena C o heterodímeros y-C. Ambos tipos de cadenas, y y C,

fueron identificados originalmente como componentes del receptor antige'nico de los

linfocitos T. El RFcyIIIa expresado en células NK (37), se halla asociado a

homodímeros de cadenas C o heterodímeros y-C (38-40). Estas subunidades son

esenciales para la expresión del RFcyIIIa en la superficie celular, dado que impiden su
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degradación en reticulo endoplásmico (4]). Por otra parte, parecen cumplir un papel

relevante en los mecanismos transduccionaies inducidos tanto a través del RFc'yIIIa

como del RFcyI (8,9). Un nivel aún mayor de complejidad es revelado en estudios

realizados en mastocitos, donde se ha descripto la asociación entre la cadena B del

RFceI y el RFcyIIIa (42).
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Figura l. Representación esquemática de los genes que codifican a los distintos RFcy
humanos. Los exones están representados por rectángulos y los intrones por líneas sólidas. S:
secuencias señal; EC: dominios extracelulares; TM: dominios transmembrana; C: región
citoplasmática. Tomado de Immunology Today 14: 215, [993.
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Immunology Today 14: 215. 1993.

evento crítico en la activación celular

Los Cl presentan un avidez hacia los RFcy muy superior a la exhibida por la

IgG monomérica. Este hecho resulta de la capacidad del antígeno de actuar como

concentrador espacial de los anticuerpos. En el CI, los fragmentos Fc de los mismos

son presentados en forma polimérica a los RFcy expresados sobre la superficie celular,

permitiendo el establecimiento de interacciones múltiples entre el CI y sus receptores.

A consecuencia de ellas, no sólo se incrementa la avidez de los fragmentos Fc por los

RFcy, sino que también se induce la agregación de los mismos. Este último evento

constituye un requerimiento absoluto para la activación de respuestas celulares a través

de los RFcy (8). Ello explica la incapacidad que presentan tanto la IgG monomérica

como los CI monovalentes, para inducir la activación celular (8,25).
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La agregación de los RFcy conduce a la concentración de los complejos

ligando-receptor en zonas de alta densidad (parches) sobre la membrana celular

(43,44). La extensión de este fenómeno depende de diferentes variables tales como la

concentración del ligando en la fase fluida, su valencia y afinidad hacia los RFcy y la

densidad de los mismos sobre la superficie celular (45). Este proceso tiende a potenciar

la asociación entre CI y RFcy, no sólo porque la unión se toma irreversible, sino

también por las altas concentraciones que los CI alcanzan en la superficie celular.

Estudios de inmunofluorescencia realizados en macrófagos han detectado la presencia

de 80 a 250 parches sobre la superficie de cada célula (45). Cada patch, que cubre un

área aproximada de 6 um2 contendn’a entre 2000 y 12.000 moléculas de anticuerpo y

se encontraría separado de un patch vecino por una distancia promedio de 2,8 um

(45). Este proceso de acumulación permite que, partiendo de soluciones de CI a una

concentración de lO'BM, la concentración efectiva de CI en sitios discretos sobre la

superfice del macrófago alcance valores 1.000 veces superiores (46). Procesos

similares de acumulación de CI, han sido descn'ptos en linfocitos (43). La relevancia de

este proceso, tanto en fagocitos como en células linfoides, es notable, puesto que

permite que pequeñas cantidades de CI constituyan estímulos eficientes para la

inducción de distintas funciones a través de los RFcy.

1.2.-Funciones mediadasgar RFC! inducidasM cmleios inmunes

1.2.1.- Ir'agocitosis

Al arribar a un foco inflamatorio, los fagocitos reconocen al microorganismo

invasor, se adhieren a él y lo intemalizan (47). La eficiencia de este proceso,

denominado fagocitosis, depende tanto del linaje de la célula fagocítica y su estado de

activación, como de la presencia sobre la superficie del microorganismo, de moléculas

que puedan ser reconocidas por receptores expresados por los fagocitos. Estas

moléculas pueden clasificarse en dos grupos diferentes según sean propias al

microorganismo o se depositen sobre su superficie a consecuencia de la interacción del

agente infeccioso con el sistema inmune del huésped. Este segundo grupo de

moléculas, que incluyen a la IgG e IgM y a los factores C3b y C3bi, reciben

Página 9



colectivamente el nombre de opsoninas (47). Ellas facilitan el reconocimiento de los

microorganismos por los fagocitos, a través de su interacción con los receptores para

los componentes C3b y C3bi ( CRI y CR3, respectivamente) y los receptores para la

lgG e lgM (RFcy y RFcu, respectivamente). Para la mayoría de las partículas

opsonizadas, las interacciones C3bi-CR3 y C3b-CR] promueven la adhesión del agente

invasor al fagocito pero no su ingestión, mientras que la unión IgG-RFcy induce la

adhesión y la intemalización (48). Dado que ambos tipos de receptores están presentes

sobre los fagocitos, estas opsoninas actúan en forma cooperativa, disminuyendo la

cantidad de anticuerpos requerida para inducir la ingestión del microorganismo (49).

En todos los casos, la unión del microorganismo promueve en el fagocito la

polimerización de actina en la zona subyacente al sitio de contacto, lo que conduce a la

extensión de pseudópodos que envuelven a la partícula dando origen a una vacuola

fagocítica o fagosoma. En forma simultánea a estos eventos, los lisosomas pn'man'os se

unen al fagosoma naciente dando orígen a un fagolisosoma. Dentro del mismo, el

patógeno es sometido a la acción de dos sistemas citotóxicos de distinta naturaleza

(47), uno dependiente de oxígeno y otro independiente del mismo.

1.2.2.- Mecanismos cilotóxicos demndiemes del oxigeno

La activación de las célula fagocíticas por un estímulo proinflamatorio conduce

a la producción de intermediarios reactivos del oxígeno (IRO) (50). Ellos cumplen un

papel relevante no sólo en la destrucción de microorganismos invasores, sino también

en la generación de lesiones tisulares asociadas a manifestaciones autoinmunes. Los

IRO incluyen radicales oxidantes, halógenos oxidados y el oxígeno singlete. Son

generados por reducción parcial del oxígeno molecular a través de un proceso

denominado estallido respiratorio (50). El mismo se caracteriza por un incremento

abrupto en el consumo de oxígeno y la activación de la vía metabólica denominada

desviación de las hexosas monofojalo, generadora de potencial de reducción bajo la

forma de NADPH (50-54).

Todos los IRO producidos por los fagocitos derivan, en última instancia, del

anión superóxido (02') (50). La enzima responsable de su generación es la NADPH
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oxidasa, que cataliza la reducción univalente del oxigeno molecular utilizando NADPH

como dador de electrones, según la siguiente reacción:

2 02 + NADPH ———>NA’)””°""""“' 2 02' + NADP' + H’

La enzima NADPH oxidasa, inactiva en condiciones basales, consta de un

componente asociado a la membrana celular, el citocromo bm y dos componentes

citoplasmáticos, p67-ph0x y p47-phox. El citocromo bm consta de dos subunidades,

una de 22 kDa llamada p22-ph0x y otra de 9] kDa, la gp9l-ph0x. Esta última presenta

sitios de unión para FAD y NADPH. La activación de la NADPH oxidasa involucra la

fosfon'lación de p47-ph0x y su translocación, junto con p67-ph0x, a la membrana

plasmática, donde se ensambla con el citocromo bm y una proteína G monomérica

adicional, denominada Rac (53,54). Las mutaciones en cualquiera de los cuatro genes

que codifican a los componentes de la NADPH oxidasa dan origen a una patología

conocida como Enfermedad Granulomatosa Crónica, caracterizada por la incapacidad

de los fagocitos para producir 02’ (55). Ello se asocia a infecciones bacten'anas y

micóticas recurrentes, las cuales pueden causar la muerte del paciente. El defecto más

frecuente se manifiesta en el gen que codifica para gp9l-ph0x (incidencia relativa:

56%) (56).

El anión superóxido es capaz de reaccionar con un amplia variedad de sustratos

biológicos. No obstante, el mismo no cumpliría, por sí solo, un papel relevante en las

respuestas citotóxicas desarrolladas hacia microorganismos y/o células propias del

huésped. Esto estan'a dado, fundamentalmente, por dos razones: su escaso potencial

oxidante (57) y la velocidad y eficiencia con la cual dos moléculas de anión superóxido

interactúan para formar peróxido de hidrógeno (P1202) (58). Esta reacción puede

desarrollarse espontáneamente o ser catalizada por la enzima superóxido dismutasa

(SOD), según:

202'+2H'L)D.. ¡1202+o2

La dismutación espontánea ocurre lentamente a pH neutro (K=4,5 x 105M'

seg'l), pero se acelera a valores de pH ácidos semejantes a los encontrados dentro del
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fagolisosoma (K=8,5 x lO7 M'l seg") (59,60). Por su parte, la SOD, presente en

células eucan'ótas en dos isoformas, mitocondn'al y citoplasmática, cataliza la reacción

de dismutación con una K=l,9 x lO9 M"l seg"l (61,62). El P1202es un oxidante estable

capaz de ejercer efectos tóxicos en distintos sistemas biológicos (63). No obstante,

muchos tipos celulares, entre ellos los propios fagocitos y numerosos

microorganismos, suelen contener potentes enzimas que detoxifican el HzOz, tales

como la catalasa y/o la glutatión peroxidasa (64), a través de las siguientes reacciones:

1-1202+ +1202Mi. 2 Hzo + 02

H202 + NADPH GluraliónEroxidasa l HZO + NADP. + H.

(ilutan'án reducido

La presencia de tales enzimas, en microorganismos y fagocitos, redunda en una

resistencia marcada a los efectos tóxicos del Hzoz.

La inhabilidad relativa del 02' y del 1-1202de actuar per se como agentes

citotóxicos, sugiere que son otras las especies que dan cuenta del potencial citotóxico

de los fagocitos. Las mismas pueden ser generadas a expensas de reacciones

posteriores que involucren al 02' y al Hzoz, e incluyen a los hipohalitos (XO') y al

radical hidroxilo (OH‘) (58).

La producción de hipohalitos involucra la acción de peroxidasas, las que

pueden ser liberadas al medio extracelular cuando la célula es estimulada. Ellas

incluyen a la mieloperoxidasa (MPO), que se encuentra tanto en neutrófilos como en

monocitos (constituyendo en los neutrófilos el 5% de su peso seco) (58) y a la

peroxidasa de eosinófilos (EPO). Ambas enzimas catalizan la oxidación de haluros (Cl‘,

Br' y/o I') por el H202 generando aniones hipohalitos según la siguiente reacción:

H202+Xfisnzo +OX'

donde X = Cl', Br', l'.

Mientras que la MPO emplea como sustrato fisiológico el Cl', cuya

concentración plasmática es mil veces superior respecto de los otros haluros, la EPO

emplea Br', no pudiendo oxidar el Cl' (65).
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Debido a la capacidad oxidante extremadamente alta del hipoclorito, una vez

producido interactúa rápidamente con una variedad de moléculas biológicamente

relevantes, como ser aminas, aminoácidos, tioles, tioéteres, nucleótidos y

hemoproteínas (66). Se calcula que a pH neutro, IO6neutrófilos generan 2 x lO'7 moles

de OCl', suficientes para destruir 150 millones de organismos de Ii. coli en

milisegundos (58,66). Los efectos citotóxicos atribuibles al hipoclorito incluyen la

oxidación y/o decarboxilación de proteínas de membrana, hecho que conduce al

incremento de la permeabilidad celular (67), la oxidación de componentes de la cadena

respiratoria bacteriana (67,68) y la peroxidación de membranas (69).

El hipoclorito puede reaccionar en forma espontánea con aminas primarias o

secundarias dando origen a otras especies oxidantes conocidas como cloraminas, según

la siguiente reacción:

R’RNH+ HOCI—> R’RNCl+ HzO

Si bien las cloraminas son menos reactivas que el hipoclorito, sus vidas medias

suelen ser más prolongadas. Algunas de ellas pueden ser recuperadas de sobrenadantes

de neutrófilos luego de l6 horas de ocurrida la activación celular (58).

A pesar de no estar completamente definido si el hipoclorito o las cloraminas

constituyen el mediador final de los efectos tóxicos, la evidencia acumulada sugiere

que el hipoclorito, merced a su alta reactividad, ejerce sus efectos tóxicos sobre

blancos asociados a membrana (58). Este hecho se encuentra sustentado, además, por

la naturaleza catiónica de la MPO, propiedad que facilita su adherencia a superficies

celulares incrementando la producción local de hipoclorito (65). Por su parte, las

cloraminas, especialmente aquellas con características lipofilicas, difunden a través de

la membrana plasmática atacando componentes citosólicos (58).

Mientras persista la producción continua de H202 por los fagocitos (los

neutrófilos humanos son capaces de generar peróxido de hidrógeno durante varias

horas posteriores a su estimulación -70-), la MPO podrá generar HOCl hasta que el

pool de blancos susceptibles se haya agotado, luego de lo cual los oxidantes

reaccionarán e inactivarán oxidativamente a la propia MPO (66).
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A diferencia de lo que ocurre en neutrófilos, monocitos y eosinófilos, los

mecanismos microbicidas operativos en macrófagos no incluyen a los hipohalitos, dado

que estas células presentan muy bajos niveles de MPO (65).

Los fagocitos son capaces de incrementar la potencialidad tóxica del 02' y el

H202 a través de un mecanismo alternativo, consistente en la producción de un

oxidante extremadamente reactivo y destructivo, el OH'. Este se origina por la

interacción de 02' y Hzoz en una reacción catalizada por Fe3i (reacción de Haber­

Weiss):

02'+Fe3' —> Fe2’+02

Fe2°+H202 —-> Fe" + OH' + HO'

“202+02-—> + +02

No existe consenso en la literatura en relación al papel del OH' en los

mecanismos citotóxicos mediados por fagocitos. El OH‘ es capaz de reaccionar

rápidamente con una amplia variedad de enlaces químicos, causando daño en regiones

próximas al sitio de producción. Su rol en los mecanismos citotóxicos file sugerido

originalmente basándose en el efecto inhibitorio inducido por catalasa, SOD y agentes

secuestradores del OH' tales como manitol y benzoato de sodio. Los experimentos

tendientes a determinar, en forma directa, la producción de OH' por fagocitos han

arrojado, sin embargo, resultados controvertidos (65). Por otra parte, es necesario

considerar que, en condiciones fisiológicas, la mayor parte del hierro se encuentra

unido a la transfenina o a la lactofenina, de forma que no es accesible para catalizar la

reacción de Haber-Weiss (65). No obstante, diversas evidencias sugieren la existencia

de fiientes alternativas de hierro para catalizar la reacción. Entre ellas figuran el hierro

liberado de la transferrina a causa del bajo pH fagolisosomal (71), los quelatos de

hierro producidos por acción de proteasas bacterianas sobre la transferrina y/o

lactofenina (72) y los sideróforos producidos por patógenos microbianos (73). El

análisis del papel del OH en los mecanismos citotóxicos mediados por los fagocitos, se

complica aún más teniendo en cuenta hallazgos recientes indicando que los neutrófilos
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pueden generar OH' en ausencia de hierro, merced a la acción de la enzima MPO (65),

según:

HOCl+02'fl. OH‘+Cl' + o2

Se ha postulado también que los fagocitos son capaces de producir una especie

sumamente agresiva denominada oxigeno singlete ('02). El mismo no constituye por

definición un radical libre ya que no presenta electrones desapareados (52). Se han

propuesto diversas reacciones para explicar su producción in vivo. De acuerdo a Kahn

(74), la reacción proceden'a según:

Hzo2+ ocr —o 'o2 + HZO+ cr

Para Kellogg y Fridovich (75), su producción involucran’a a la reacción de

Haber-Weiss según:

02' + H202 Fe” lo2 + HO'+ OH'—>

también podría producirse según:

02' + ROOH Fe” 'o2 + RO' + HO'—>

Hasta el presente, la evidencia acumulada no es concluyente en relación al

papel del '02 en la actividad citotóxica mediada por fagocitos.

I.2.3.- Mecanismos citolóxicos indegndiemes del oxigeno

Los fagocitos contienen, además de su sistema generador de lRO, gránulos

citoplasmáticos cargados de agentes antimicrobianos. Los mismos son liberados al

fagolisosoma durante la fagocitosis, o al medio extracelular, en el caso de estímulos

solubles o estímulos particulados no fagocitables. Estos agentes incluyen enzimas

hidrolíticas tales como fosfolipasas, glucosidasas, lisozima, proteasas y péptidos/

proteínas capaces de alterar la fisiología de las células blanco (47).

Página 15



Las proteasas de mayor relevancia incluyen a la elastasa, la catepsina G, la

colagenasa y la gelatinasa (55,57).

La elastasa es una proteasa de sen'na que se encuentra en altas concentraciones

en los gránulos azurófilos de los neutrófilos. Es activa sobre una amplia variedad de

sustratos que incluyen a casi todas las proteínas de la matriz extracelular, proteinas

plasmáticas (Igs, componentes del complemento, factores de coagulación) y numerosas

proteínas expresadas sobre la superficie de células intactas (76,77). Además de

contribuir a la degradación de los microorganismos fagocitados, sería importante para

la locomoción de los neutrófilos, dado que al degradar a los componentes de la matriz

extracelular facilitan’a la penetración de los mismos en los tejidos. Su relevancia

fisiopatológica ha sido cuestionada debido a que el plasma contiene altas

concentraciones de inhibidores tales como la al-antitripsina, la a2 -macroglobulina y

el inhibidor de la leucoproteinasa secreton'a (65). Sin embargo, se ha demostrado que

estos tres inhibidores pueden ser inactivados por los IRO producidos por los propios

fagocitos. Ello permitin'a a la elastasa mediar su actividad proteolítica (77,78).

Las metaloproteasas incluyen a la colagenasa, que degrada al colágeno

intersticial tipo l, II y lll y a la gelatinasa, que cliva colágenos tipo V, XI y

posiblemente, también al tipo IV (79). Son sintetizadas y liberadas como proenzimas,

es decir, en forma inactiva. Pese a los esfiJerzos realizados, no se han encontrado aún

enzimas fisiológicas capaces de activarlas. Sin embargo, se ha demostrado que los

propios neutrófilos son capaces de inducir su activación, a través de mecanismos de

naturaleza oxidativa, que involucran’an la acción del OCl' y/o las cloraminas (80,81).

Estos hallazgos han sido confirmados en estudios llevados a cabo con neutrófilos

provenientes de pacientes con Enfermedad Granulomatosa Crónica, los que se

muestran incapaces de activar a la colagenasa (80).

La catepsina G, constituye en realidad una familia de isozimas catiónicas

contenidas en los gránulos azurófilos de los neutrófilos. Son proteasas de serina que

presentan una especificidad hidrolítica semejante a la quimotn'psina. Su actividad

bactericida sen'a independiente de la fiJncionalidad enzimática, pues su acción

antimicrobiana persiste luego de ser inactivada por calor (82).

Otras proteínas que forman parte del arsenal destructivo de los fagocitos son la

lisozima y la lactoferrina. La lisozima es una enzima catiónica presente en altas
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concentraciones en los gránulos azurófilos y específicos de los neutrófilos y también en

macrófagos (83). Ejerce sus propiedades bacterioliticas al hidrolizar uniones beta l-4

glucosídicas de los mucopéptidos de la pared celular bacteriana. Es capaz de ejercer

efectos antimicrobianos a través de mecanismos no enzimáticos (83). Por su parte, la

lactofern'na media un efecto bacten'ostático al fijar y retener hierro, necesario para el

metabolismo normal bacteriano (83).

Los fagocitos contienen, además, proteínas tales como la B/PI de neutrófilos

(proteína bactericida incrementadora de la permeabilidad) y los péptidos catiónicos l y

2 de los macrófagos, capaces de permeabilizar las membranas bacterianas a través de

un mecanismo no enzimático (84). Presentan también defensinas, péptidos

moderadamente catiónicos, muy abundantes en los gránulos azurófilos de los

neutrófilos, que actúan induciendo alteraciones en la integridad de las membranas de

bacterias, hongos y ciertos virus envueltos (83).

La estimulación de células fagocíticas por Cl (86) conduce también a la

liberación de mediadores lípídicos de inflamación, cuya acción autócn'na o parácrina

contribuye al desarrollo de la respuesta inflamatoria. Ellos ejercen efectos sobre el

endotelio, el músculo liso, los leucocitos y las plaquetas (86). No son acumulados

como mediadores preformados. Son sintetizados de novo a expensas de la activación

del metabolismo fosfolipídico (86).

La interacción de los CI con los RFcy induce la liberación de ácidos grasos

insaturados desde los fosfolípidos que forman parte de la membrana celular (87), por

acción directa de la fosfolipasa A2o a través de una acción indirecta mediada por la

fosfolipasa C (88). Entre ellos, el ácido araquidónico es el más importante y su

disponibilidad, en estado libre, constituye el factor limitante en la síntesis de

eicosanoides (89). El mismo puede ser metabolizado por la enzima ciclooxigenasa a

prostaglandinas (PG) y tromboxanos (TX) o por la enzima lipoxigenasa, a ácidos

hidroperóxidos (HPETEs), ácidos ' "í ' ' ‘ ‘ (HETEs) o leucotn'enos

(LT), (52,85,86,90) (¡figura 3). La preponderancia de cada una de estas vías
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metabólicas es variable dependiendo, no sólo del tipo celular sino también del estímulo

inductor.

I l"().S‘F()Lü’ID()S—l_—
l

l ACARAQUIDONICO I

LIPOXIGENASA C[CLOXKïENA SA

5-L1POXIG E NASA l5-LH’0XIGENASA/\ l l
5-HETE]LTB.C.D.EJ ILXAyLXB ‘PGs

ll

HPETES

Figura 3. Biosíntesis de mediadores lipídicos de inflamación

En células fagocíticas se han identificado dos isoformas de la enzima

lipoxigenasa, la 5-lipoxigenasa y la lS-lipoxigenasa (85). Uno de los productos de la 5­

lipoxigenasa, el LTB4, constituiría un mediador endógeno de la activación leucocitan'a

(91). Se ha demostrado que es un potente inductor de la quimiotaxis (92),

quimioquinesis (migración no din'gida) (93), agregación (94) y liberación de enzimas

lisosomales (95) por parte de los neutrófilos. El LTB. estimula también el movimiento

celular de eosinófilos, linfocitos y monocitos (86). Se ha demostrado además, que

incrementa la expresión de receptores para C3b en neutrófilos y eosinófilos (95). Otro

producto de la 5-lipoxigenasa, el S-HETE, es un débil estimulador de la actividad

leucocitaria (97), sin embargo, es capaz de potenciar sinergísticamente las respuestas

de neutrófilos inducidas por PAF y LTB4 (98,99).

La lS-lipoxigenasa, presente en neutrófilos y monocitos (100), da origen a dos

potentes inhibidorers de la actividad NK (lOl) conocidos como lipoxinas A y B (LXA
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y LXB). La LXA es capaz, también, de estimular la degranulación y el estallido

respiratorio en neutrófilos (100,102).

Por otra parte, en respuesta a una variedad de estímulos específicos, entre ellos

los Cl, numerosos tipos celulares tales como fagocitos, plaquetas y células endoteliales

sintetizan otro poderoso mediador inflamatorio conocido como factor de activación

plaquetan'a (PAF) (l-()-alquil-2-acetil-sn-glicero-3-fosfocolina) (103,104). El PAF

contribuye a la inflamación causando la degranulación y agregación plaquetan'a

(103,105,106), estimulando la adherencia, la agregación y la degranulación leucocitan'a

(107-109), e incrementando la contracción del músculo liso y la permeabilidad vascular

(110).

La CCDA constituye un mecanismo citotóxico mediado por diferentes

poblaciones efectoras, operativo contra células blanco recubiertas por anticuerpos

específicos (lll). La destrucción de las células blanco involucra un proceso no

restricto por antígenos de histocompatibilidad, en el cual no participa el sistema

complemento. La especificidad de la CCDA esta conferida por los anticuerpos, los que

a muy bajas concentraciones (mucho menores que las requeridas para mediar la lisis

por complemento en blancos susceptibles), inducen la citotoxicidad (111). Pese a que

los mecanismos involucrados en la CCDA no han sido elucidados con claridad, en

todos los casos, la reacción es activada a través de Ia interacción de los fragmentos Fc

de los anticuerpos que recubren la célula blanco, con los RFcy expresados por las

células efectoras. Estas últimas incluyen no sólo subpoblaciones linfocitarias sino

también a los leucocitos polimorfonucleares, monocitos, macrófagos y plaquetas (l l l).

A pesar de que hasta el presente no se ha podido determinar en forma concluyente 1a

relevancia fisiológica de la CCDA, numerosas evidencias indirectas sugieren que la

misma juega un papel importante en la inmunidad antitumoral, antiviral y en el rechazo

a órganos transplantados (1 12-1 14).

Los linfocitos killer (linfocitos K) constituyen una subpoblación linfocitan'a,

diferente a los linfocitos B y T, capaz de mediar la CCDA con alta eficiencia.

Representan, aproximadamente, el 5% de los linfocitos periféricos humanos y son
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capaces, además, de mediar una forma distinta de citotoxicidad, la citotoxicidad

natural killer (NK), efectiva contra diferentes tipos de células blanco no recubiertas

por anticuerpos (l 15). La CCDA mediada por linfocitos K puede ser inducida por

anticuerpos IgG, pertenecientes a cualquiera de las cuatro subclases descriptas en el

hombre. Es efectiva contra una amplia variedad de células blanco incluyendo células

nonnales, tumorales e infectadas por virus como así también contra bacterias, hongos y

parásitos. En contraste con los linfocitos K, las otras poblaciones linfocitan'as que

expresan RFcy, representadas por el conjunto de linfocitos B y una subpoblación de

linfocitos T, no muestran, en general, capacidad para mediar la CCDA (lll). Ello

indica que la expresión de RFcy por parte de una población celular no le otorga, per se,

capacidad citotóxica.

Los monocitos, macrófagos y leucocitos polimorfonucleares son capaces de

mediar la CCDA, en forma eficiente, contra diferentes tipos de células blanco

recubiertas por anticuerpos IgG, en forma similar a lo observado para los linfocitos K

(lll). Su potencialidad citotóxica es regulada por la acción de diferentes citoquinas

y/o productos inflamatorios. El IFNy activa, en forma noton'a, la CCDA mediada por

fagocitos mononucleares y neutrófilos. Este efecto se encuentra asociado a un marcado

incremento tanto en la expresión del RFcyI como en el potencial oxidativo celular

(181). La interleuquina l ([Ll) y 4 (IL4) previenen parcialmente el incremento en el

número de RFcyI y en consecuencia, la potenciación de la CCDA inducida por el lFNy

(l l l). Otros mediadores inflamatorios tales como el factor de necrosis tumoral (TNF),

el factor estimulador de la formación de colonias de granulocitos y macrófagos (GM­

CSF) y el CSa, potencian la CCDA mediada por fagocitos (l l l). Por el contrario, los

glucocorticoides y ciertos agentes capaces de incrementar los niveles intracelulares de

AMPc, como la prostaglandina E2, inhiben la CCDA ( l l l).

El mecanismo citolítico responsable de la destrucción de la células blanco en la

CCDA no es único. Diferentes mecanismos parecen operar dependiendo del modelo

experimental. Se ha demostrado que mientras que la CCDA mediada por linfocitos K

involucra procesos no oxidativos, la mediada por monocitos muestra un patrón

diferente dependiendo de la célula blanco. Aquella ejercida contra eritrocitos es

dependiente de la generación de IRO, por el contrario, la mediada contra blancos

linfoblastoides no los involucra (116). Observaciones similares fueron realizadas en
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neutrófilos. La CCDA ejercida contra células tumorales ha demostrado ser dependiente

( l 17) e independiente de la producción de IRO ( l 18).

1.3.-ngel del los R1:ij en Ia injuria tisular inducida gar CI

Los CI formados con anticuerpos IgG juegan un papel relevante en diversas

patologías autoinmunes tales como el LES, la artritis reumatoidea, ciertas glomeru­

lonefritis, vasculitis y diferentes enfermedades de naturaleza infecciosa (l l9-l22). El

mecanismo patógenico inducido por los Cl involucra, en todos los casos, el

desencadenamiento de una reacción inflamatoria de tipo III (123) (Figura 4). La

misma involucra tres componentes críticos: los Cl, el complemento y los fagocitos. La

ausencia de cualquiera de estos tres componentes resulta en una marcada atenuación

de la respuesta inflamatoria. Las cepas de ratones neutropénicos o deficientes de

complemento presentan una reacción de Arthus (utilizada como modelo de reacción

inflamatoria de tipo III) significativamente disminuida (8). A partir de observaciones

realizadas in vitro (124), se propuso un modelo que explica la inducción de esta

reacción inflamatoria. El mismo adjudica un papel fundamental a1 complemento, tanto

en la fase inicial como en la fase de amplificación de la respuesta inflamatoria. Según

este modelo, los componentes C3a y CSa, generados a consecuencia de la activación

del sistema complemento por los CI, provocan la degranulación de mastocitos con la

consecuente liberación de aminas vasoactivas que incrementan la permeabilidad

vascular. La actividad quimiotáctica del CSa, contribuye además, al influjo de células

fagocíticas al sitio donde los CI se hallan depositados (8). Allí, los fagocitos son

activados, tanto por la acción de factores derivados del complemento como por la

interacción directa de los CI con los RFcy, produciéndose la liberación de potentes

mediadores inflamatorios. De acuerdo a este modelo, los RFcy no estarían

involucrados en la iniciación del proceso inflamatorio, es decir, en la infiltración

fagocítica (8).

Este modelo file reexaminado empleando ratones que no expresan el RFcyI, el

RFcyIII ni el FcaRI (receptor de alta afinidad para la lgE), debido a un defecto

genético que les impide sintetizar la cadena y (125). Al intentar reproducir la reacción

de Arthus, se observó que el depósito tisular de CI no indujo una reacción inflamatoria
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significativa. Tanto el edema como la hemorragia y la infiltración de neutrófilos fiJeron

mínimos comparados con lo observado en ratones controles o deficientes sólo de

chRl (126). La ausencia de neutrófilos es particularmente relevante. Sugiere que los

RFcy juegan un papel cn'tíco en la fase inicial dela cascada inflamatoria, es decir, en el

reclutamiento (quimiotaxis) de los fagocitos (8,126). Experiencias complementarias,

desarrolladas en ratones deficientes de mastocitos, sugieren que la activación de sus

RFcy es responsable, al menos en parte, de la infiltración inflamatoria (127). La posible

participación de los RFcy expresados por otros tipos celulares, en la iniciación de los

procesos inflamatorios, no ha sido aún definida.

gg. INICIACION

Complejo: inmune:

l

Complemento
alt/¡vado

Quan/alan: de mulrájilus

RECLUTAMIENTO

Anima: vasuacuvus Cumplujusmmw: El: Lama/male:

I í \
EDEMA IIEMORRAGIA DAÑO TISULAR

Figura 4. Modelos de iniciación de la reacción inflamatoria de tipo lll.

La fecha llena corresponde al modelo clásico. Las flechas vacías indican el modelo propuesto
por Ravetch (8), que involucraria la participación de mastocitos.
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en el sistema de RFC]

A diferencia de los linfocitos B y las plaquetas, que presentan un solo tipo de

RFcy (el RFcyll), los monocitos, macrófagos y leucocitos polimorfonucleares

presentan, tal como se ha mencionado previamente, diferentes tipos de RFcy (8-lO,25).

Los fagocitos mononucleares expresan el RFcyI, el RFcyll y el RFcyIll. Los

neutrófilos, expresan el RFcyII y el RFcleI y luego de su estimulación con lFNy o

GM-CSF, adquieren la capacidad de expresar el RFcyI. Numerosos trabajos han

analizado la contribución de cada uno de los RFcy a las respuestas biológicas mediadas

por fagocitos. Sin embargo, tanto la coexistencia de distintos RFcy sobre un mismos

tipo celular, como la heterogeneidad de los ligandos capaces de ser reconocidos por

cada uno de ellos, han constituido un obstáculo importante a fin de determinar el papel

de los distintos RFcy en las respuestas inducidas por diferentes tipos de Cl.

A diferencia de otros modelos ligando-receptor, pertenecientes tanto al sistema

inmune como a los sistemas nervioso y endócn'no, los ligandos naturales de los RFcy

presentan un alto grado de heterogeneidad (119). La misma esta dada por diferencias,

no sólo en las subclases de lgG que integran el CI, sino también por variaciones en la

afinidad de los anticuerpos, la naturaleza del antígeno (soluble o particulado), la

densidad de epitopes antigénicos y la relación molar antígeno/anticuerpo. Estas

caracteristicas condicionan, no sólo las fiJnciones que un CI es capaz de activar, sino

también el/los tipos de RFcy involucrados en su inducción (l 19).

Estudios desarrollados por Zhang y colaboradores (¡28), empleando CI

preparados con diferentes subclases de lgG, mostraron que aquellos formados con

lgG], lgGZ e IgG4, pero no con IgG3, eran capaces de inducir la activación del

estallido respiratorio de neutrófilos. Por el contrario, los CI preparados con lgG3

fueron los que presentaron mayor capacidad para estimular la liberación de enzimas

lisosomales. La capacidad de inducir el estallido respiratorio de los CI preparados con

lgG], lgGZ e IgG4, fiie dependiente de la relación molar antígeno/anticuerpo.

Aquellos preparados en exceso de anticuerpo mostraron mayor actividad respecto de

los preparados en equivalencia. Los formados en exceso de antígeno, fueron los que

presentaron menor actividad relativa. Los mismos autores demostraron, por último,
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que la densidad de epitopes expresados por el antígeno condiciona, cn’ticamente, la

capacidad de los CI de inducir tanto el estallido respiratorio como la degranulación de

los neutrófilos (128).

Estudios desarrollados por Crockett-Torabi y Fantone (129) en neutrófilos, han

demostrado que los CI precipitantes inducen la produccción de 02' a través del

RFcylll, mientras que los CI solubles lo hacen involucrando tanto al RFcyIl como al

RFcyIll. Estos resultados ponen de manifiesto, no sólo que las caracteristicas del CI

condiciona el tipo de RFcy involucrado en la activación celular, sino también la

capacidad de diferentes RFcy de mediar una misma respuesta biológica. Son

numerosos los trabajos que han ilustrado este aspecto. Tanto el RFc-yII como el

RFcyIII muestran capacidad de mediar la activación del estallido respiratorio y la

liberación de enzimas lisosomales por neutrófilos humanos (5,ll,l30). Hallazgos

similares se realizaron al analizar otras respuestas fiJncionales como la fagocitosis de

células sensibilizadas por anticuerpos (l3l) o la CCDA mediada por monocitos y

neutrófilos contra líneas celulares de hibridoma expresando en su superficie AcM

específicos para cada uno de los RFcy (132). Tanto el RFcyI, como el RFcyIl y el

RFcyIIla fueron capaces de mediar la lisis de las células blanco.

Estudios realizados en nuestro laboratorio empleando fagocitos, han

demostrado que la forma particular en la que un CI presenta los anticuerpos a los

RFcy, condiciona la naturaleza de las respuestas citotóxicas que ellos inducen.

Trabajos desarrollados en los años 1986/1988 demostraron que la estimulación de

células fagocíticas por CI, conduce a la destrucción de células blanco no sensibilizadas

por anticuerpos (citotoxicidad inespecífica-CIN) (133-136). A diferencia de la CCDA,

donde el anticuerpo lgG inductor se encuentra recubriendo a la célula blanco, en la

CIN, los anticuerpos lgG no interactúan con ella (¡figura 5). Ambos mecanismos

citotóxicos difiiieron marcadamente en los siguientes aspectos: (1) los mecanismos

efectores citolíticos, (2) la naturaleza de las vías transduccionales involucradas en su

inducción, (3) su susceptibilidad a ser modulados por acción del IFNy y (4) los tipos de

RFcy que participan en su inducción. Estas diferencias no pudieron ser atribuidas a

propiedades particulares de los anticuerpos IgG, dado que todas las subclases de lgG

humana fiieron capaces de inducir ambos mecanismos citotóxicos (137). Más aún,

tanto la CCDA como la CIN pudieron ser inducidas por un mismo anticuerpo
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monoclonal de origen mun'no. La pn'mera, al presentarse el anticuerpo sobre la

superficie de los eritrocitos empleados como blancos de la reacción. La segunda, al

presentarse el anticuerpo bajo la forma de CI precipitante.

Fagocilo-rCélulablancosemiblllzada _—_. Lisisdela cél.blanco

Figura 5. Representación esquemática de la CIN y la CCDA

La identificación de aquellos factores capaces de condicionar la actividad de los

CI, constituye un requerimiento indispensable a fin de comprender, no sólo la

etiopatogénesis de numerosas enfermedades autoinmunes, sino también los

mecanismos a través de los cuales los anticuerpos participan en la inmunidad

antimicrobiana y antitumoral. La presente Tesis, intenta contribuir a este objetivo

mediante el desarrollo de dos líneas de investigación. La primera, referida al efecto de

ciertas proteasas sobre la fimcionalidad de los RFcy expresados por el neutrófilo

humano. La segunda, concerniente a] impacto de la carga eléctrica de los CI sobre su

capacidad de inducir respuestas inflamatorias y/o trombóticas a través de los RFcy

expresados en fagocitos y plaquetas. Se desarrolla, además, una tercera línea de

investigación que analiza la capacidad de los CI de actuar, per se, como estímulos

quimiotácticos, a través de la activación de los RFcy expresados por el neutrófilo.
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2.- OBJETIVOS

la presente Tesis involucra dos objetivos relacionados. El primero de ellos

concierne a] análisis de los factores capaces de condicionar la actividad biológica de los CI.

Con este fin se han desarrollado dos líneas de investigación que han centrado su atención en

(I) el efecto ejercido por ciertas enzimas proteolíticas sobre la funcionalidad de los RFcy

expresados por neutrófilos humanos y (2) el impacto de la carga eléctrica de anticuerpos y

antígenos sobre la capacidad de los CI que ellos integran, de inducir respuestas

inflamatorias y trombóticas mediadas por células fagocíticas y plaquetas, respectivamente.

El segundo objetivo contempla el análisis de la capacidad de los CI de inducir, per se,

respuestas quimiotácticas mediadas por neutrófilos humanos.
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3.- MATERIALES YMETODOS

3.1.- Reactivosgwqu/gs;

3.I. I.—Soluciónde I'ïcoll-Hmlg

Las células mononucleares periféricas humanas (CMPH) y los leucocitos

polimorfonucleares (PMN) fiieron purificados mediante el empleo de una solución de

Ficoll-Hypaque preparada según el método descripto por Boyum (138). A 2,4 volúmenes

de Ficoll 400 (Pharmacia, Uppsala, Suecia) al 9% en agua destilada, se le agregó un

volúmen de Hypaque al 34% (Gobby-Novag, Argentina), siendo Ia densidad final de la

solución a 4°C de 1,077 g/l.

3.1.2.- Solución de dexlrán

Solución de Dextrán (266 kD) al 6% en solución fisiológica (Sigma, St. Louis,

USA).

3.1.3.-TamgMjato salina (BBS!

La solución fiie preparada con NaCl 0,138M, KC] 0,027M, NazHPO4 0,078M y

KHPO4 0,015M; pH=7,4.

En algunos ensayos, las células fueron resuspendidas en PBS suplementado con

0,1% de seroalbúmina bovina (SAB), C3CL2 lmM y MgCl; lmM (PBSsup). En los

ensayos de quimiotaxis, se empleó PBS suplementado sólo con 0,1% de SAB.

3.1.4.- Solución de Hank ’s

En los ensayos de quimioluminiscencia, las células fiJeron resuspendidas en

solución de Hank’s sin MgClz y sin rojo fenol (Sigma, St. Louis, MO).
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3.1.5.- bblución 'I'yrfy

Las plaquetas fueron resuspendidas en solución Tyrode conteniendo NaCl 0. l37M,

KCI 0.0027M, NaHCO; 0.0119M, NaHzPO4 0.0042M, MgClz 0.001M, C3Cl2 0.001M ,

glucosa 0.1% y SAB 3.5%, en agua destilada, pH=7,4.

3.1.6.-SoluciónTris-ED7AMa el lavadode Metas

La solución fiJe preparada con Tris 0.015M, NaCl 0.145M, EDTA 0.002M,

glucosa 0.1% y SAB 0.005%, pH=6.5.

3. I. 7.- Medio de cultivo

Se empleó medio de cultivo RPM] 1640 (GIBCO Lab., Grand Island, USA),

suplementado con suero fetal bovino (SFB) inactivado por calentamiento a 56°C durante

30 minutos (GIBCO Lab, Grand Island, USA) y gentamicina (SOug/ml).

3.1.8.-Soluciónde TurkHa el recuento de células

Se preparó una solución con violeta de genciana (lOOmg), ácido acético glacial

(3 1,25ml) y agua destilada (c.s.p. 500ml). Para el recuento de células se realizó una dilución

1:20 en esta solución y se procedió al conteo en cámara de Neubauer.

3.1.9.- Soluciónde azul trim

La misma se preparó a partir de dos soluciones madres con el siguiente contenido:

solución A, azul tripán: 0,14%; solución B, cloruro de sodio: 4,25%. La solución de trabajo

se obtuvo mezclando 4 partes de A y una parte de B. Para la determinación de la viabilidad

celular las muestras fiJeron centn'fiigadas, el sobrenadante descartado y el residuo celular

incubado con la solución de azul tripán por 3 minutos a temperatura ambiente. Luego, se

procedió al recuento diferencial de las células que excluían el colorante ( células viables ) y

de aquellas que lo incluían (células muertas).
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3.l .I0.- ( 'oloranles para identificaciómle gramdrx'itos

El porcentaje de neutrófilos presente en las suspensiones de granulocitos, se

determinó a través del recuento diferencial en extendidos coloreados con May-Grunwald­

Giemsa. En los experimentos de quimiotaxis, los neutrófilos fueron teñidos con la

coloración comercial Diff-Quick (Dade Diagnostics, Inc., Aguada, PR).

3.1.I 1.- Caracterización citgyu'mica de las distintas mblaciones Ieucocitarias humanas

Los porcentajes de linfocitos, monocitos y PMN presentes en las suspensiones

celulares, fiJeron determinados empleando los colorantes específicos para naftol AS-D

cloroacetato estearasa (CAE) y a-naflil-aoetato estearasa (ANAE), que pemtiten la

caracterización de las distintas poblaciones leucocitarias (139). Para ello se fijaron

extendidos celulares con una solución tamponada compuesta de citrato, acetona y metano],

durante 2 minutos a temperatura ambiente. Luego, fueron lavados con agua destilada e

incubados con a-nafiil-acetato o con naflol AS-D cloroacetato (Sigma, St. Louis, USA) en

presencia de una sal estable de diazonio (Fast Blue RR y Fast Corinth V, respectivamente)

(Sigma, St. Louis, USA). Posteriormente, fueron lavados, secados y examinados

microscópicamente. La actividad de ANAE, que caracteriza a la población de monocitos,

se evidenció por la presencia de gránulos citoplasmáticos negros, mientras que la actividad

de CAE, caracteristica de la serie granulocítica, se determinó por la presencia de

granulaciones rojas.

3.2.1.- Células monomlclearesgritéricas humanas

Las CMPH fueron obtenidas a partir de sangre de dadores normales (Sección

Hemoterapia-IIHEMA-Academia Nacional de Medicina) recogida sobre heparina o sobre

citrato de sodio. La sangre fire diluída al medio con solución fisiológica y sembrada sobre

una solución de Ficoll-Hypaque formando un sistema bifásico que fije centrifiigado a 500 x

g durante 30 minutos a 4°C ( ¡38). La interfase conteniendo las CMPH fiJe lavada 3 veces
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con medio de cultivo. Las células fiieron contadas y luego de detenninada la viabilidad,

fiJeron resuspendidas en el medio adecuado según el experimento a desarrollar. En todos

los casos, la viabilidad fiJe superior al 98% y el grado de contaminación con PMN fiie

menor al 5%.

3.2.2.- Lintocitos humanos

Las CMPH fireron cosechadas según el procedimiento descripto previamente

(3.2.1) y resuspendidas en medio de cultivo suplementado con 5% de SFB a una

concentración de 2,5 x 107/ml.Posteriormente fiieron incubadas durante 2 horas a 37°C, en

placas de Petri (pretratadas con medio de cultivo suplementado con 5% de SFB) bajo una

atmósfera constituida por 5% de C02 y 95% de aire húmedo. Las células no aherentes,

recuperadas mediante lavado con medio de cultivo, contuvieron más de 95% de linfocitos.

3.2.3.- Monocitos humanos

En los experimentos que requirieron monocitos en suspensión, se siguió el

procedimiento descripto en 3.2.2. Luego de retirados los linfocitos, las células adherentes

fiJeron removidas con un rubber policeman y resuspendidas a la concentración deseada.

Las suspensiones contuvieron 90-95% de monocitos.

En los ensayos de citotoxicidad se emplearon monocitos adheridos a policubetas de

plástico de 96 pozos, pretratadas con medio de cultivo suplementado con 10% de SFB.

Para ello, alícuotas de 0,l5 ml de una suspensión de CMPH (5 x 10‘scél/ml) fiieron

incubadas durante 2 horas a 37°C bajo una atmósfera de 5% de C02 y 95% de aire

húmedo. Las células no adherentes fireron luego removidas por lavados sucesivos con

medio de cultivo. Las células adheridas contuvieron más de 90% de monocitos.

3.2.4.- Granulocitos mlimodomlcleares humanos

El sedimento de eritrocitos y granulocitos obtenido según 3.2.1 fiJe diluido al medio

con solución fisiológica. Luego se agregó dextrán al 6%, en una proporción de tres

volúmenes de suspensión celular a un volúmen de dextrán ai 6%. Se dejó sedimentar 30
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minutos a temperatura ambiente, se retiró el sobrenadante rico en granulocitos y se lavó

con solución fisiológica. Los eritrocitos contaminantes fueron eliminados por shock

osmótico con agua destilada durante 30 segundos a 4°C y restitución inmediata de la

isotonicidad. Las preparaciones contuvieron más de 95% de granulocitos, de los cuales el

95-98% fireron neutrófilos.

Los neutrófilos a ser empleados en los ensayos de quimiotaxis, fireron purificados a

travésde un esquemasimilar,realimdoa 4°C, con el objeto de la activación

celular.

3.2.5.- I’Iaggreras humanas

Las plaquetas fireron obtenidas a partir de sangre citratada de dadores normales

(Sección Hemoterapia-IIHEMA-Academia Nacional de Medicina) quienes no habían

tomado ninguna medicación desde al menos los lO días previos a la extracción de la

muestra. El plasma rico en plaquetas (PRP) fire recogido luego de la oentrifirgación de la

sangre a 180 x g por lO minutos. Luego de la remoción del PRP, el plasma pobre en

plaquetas (PPP) se obtuvo por centrifirgación de la sangre remanente a 1500 x g durante 20

minutos. El PRP fire ajustado a la concentración deseada por adición de PPP autólogo.

El PRP fire centrifirgado 15 minutos a 1500 x g en presencia de EDTA SmM y el

sedimento rico en plaquetas fire lavado dos veces (1500 x g por 15 minutos) con Tn's­

EDTA. Finalmente las plaquetas lavadas (PL) fireron resuspendidas a la concentración

deseada en solución Tyrode.

Las plaquetas filtradas (PF) fireron preparadas a partir del PRP por filtración en

Sepharosa 2B (Pharmacia, Uppsala , Suecia) en presencia de PgEl (luM), siguiendo un

protocolo descripto previamente (140). Luego de la filtración, la concentración fire ajustada

a 3 x lOs/ml con solución Tirode.
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3.3.- I’repar__aciónde gmplejgs inmunes

3.3.1.- Obtención ¿1g[gg] de coneio anti-lg} humana

El antisuero se obtuvo por inmunización de conejos con IgG humana (lgGh)

purificada cromatográficamente (Sigma, St. Louis, USA). El esquema de inmunización

consistió en una primera inoculación subcutánea de IgGh emulsionada en adyuvante de

Freund completo y dos inoculaciones subcutáneas de IgGh emulsionadas con adyuvante de

Freund incompleto, IO y 30 días después de la primera inoculación. Cuarenta días después

de la primera inoculación, el conejo file sangrado y la IgG file obtenida por precipitación

del suero inactivado con sulfato de amonio al 50%, cromatografía en DE-52 celulosa

(Whatman Paper Co). Posteriormente, la IgG de conejo fue pasada a través de una

columna de afinidad de IgGh polimerizada con glutaraldehido, preparada según el método

descripto por Avrameasy Temynck (l4l). La IgG de conejo anti-IgGh (Ich anti-IgGh)

fue eluida de la columna con solución tamponada de glicina-clorhídrico 0,1M pH=2,8 y

dializada contra PBS.

3.3.2.- Obtención de I 1'de cone '0 w11i-ovoalbúmim ()A anti-SAB

La ovoalbúmina (Cappel Lab., Detroit, Mchigan) y la SAB (Sigma, St. Louis,

USA) punficadas cromatográficamente, fiieron pasadas a través de una columna de

Sephadex G-lSO (Phannacia, Uppsala, Suecia) para remover agregados de alto peso

molecular, previo a la inmunización. Los antisueros fiJeron obtenidos siguiendo el mismo

esquema de inmunizaciónempleado en 3.3.1 y las IgG de conejo anti-OA (1ch anti-OA) y

anti-SAB (Ich anti-SAB) fiJCl’Oflpunficadas por cromatografía de afinidad según 3.3. l.

3.3.3.- Obtención de suero anti-eritrwilos de {Ello

El antisuero file obtenido mediante inmunización endovenosa de conejos con lml

de suspensión de eritrocitos de pollo (Ep) al 10% en solución fisiológica, dos veces a la

semana por el término de un mes. A los 45 días de la primera inoculación, se procedió al
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sangrado, separación del suero e inactivación del mismo por calentamiento. El suero file

alicuotado y conservado a —20°Chasta el momento de su uso.

3.3.4.- Antigenosemgleados Ma la greMación de los ( ,‘I

Se emplearon IgGh, SAB y OA purificadas cromatográficamente (Sigma, St.

Louis, USA). Con el objeto de eliminar contaminantes, la lgGh fue adsorbida a una

columna de proteína G acoplada a Sepharosa y luego de eluida, dializada contra PBS.

3.3.5.- ( Ïationización de antígenos y amic‘uegms

Se cationizaron los siguientes anticuerpos y antígenos: Ich anti-IgGh, Ich anti­

SAB, IgGh, OA y SAB. La cationización file realizada siguiendo el método descripto por

Gauthier y colaboradores (142) empleando etilendiamina (EDA) (Sigma, St. Louis, USA)

como nucléofilo para reemplazar grupos carboxilicos de aminoácidos y l-etil-3-(3­

dimetilaminopropil)-carbodiimida (CDI) (Sigma, St. Louis, USA) como activador de la

reacción. Las distintas proteínas fiJeron dializadas contra solución tamponada de acetato

0,1M pH=4,75 previo a la reacción. la misma file realizada agregando 0,5g de EDA a

10ml de solución conteniendo 4 mg de antígeno o anticuerpo. Tras ajustar el pH a 4,75, se

agregó 0,3g de CDI. La reacción fiJe llevada a cabo en baño de hielo con agitación durante

20 minutos. Finalizada la misma, los rectivos en exceso fiieron removidos por diálisis

exhaustiva contra PBS (pH=7,4) en cámara fría. Las antígenos y anticuerpos controles

fiieron sometidos al mismo proceso, con excepción del agregado de EDA y CDI. Los

puntos isoeléctricos (pl) de las proteínas cationizadas y controles fiJeron determinados por

técnicas habituales de isoelectrenfoque (EEE), por comparación con el pI de proteínas

patrones (pl=3-10) corridas simultáneamente (Pharmacia, Uppsala, Suecia). El rango de pl

para los anticuerpos nativos de conejo y para la IgGh no tratada correspondió a 5,8-8,2.

Los pl fiJeron mayores a 9,] para los anticuerpos de conejo cationizados y estuvieron entre

8 y 9.5 para la IgGh, OA y SAB cationizadas.
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3.3.6.- Obtención dqfiacciones

Las fracciones aniónicas y catiónicas de IgGh normal (Sigma, St. Louis, USA), de

Ich anti-SAB y de IgG de conejo anti-eritrocitos de pollo (lch anti-Ep) (Sigma, St.

Louis, USA) fiJeron aisladas por cromatoenfocado empleando Polybufl‘er96 y Polybuffer

exchanger PBE 94 (Phannacia LKB Biotechnology, Uppsala, Suecia). Las siguientes

fracciones fiJeron aisladas y sus pl confirmados por IEE: IgGh: 6,0-6,4 y 7,6-8,5; lch

anti-SAB: 5,9-6,2 y 7,5-7,8 e lch anti-Ep 6,3-6,5 y 7,8-8,0.

3.3.7.- PreMaciÓn de (.‘I

Los CI fiieron preparados en base a curvas de precipitación cuantitativa empleando

antígenos o anticuerpos marcados radioactivarnente con ml (New England Nuclear,

Boston, MA). La iodinación de proteínas fire realizada siguiendo un protocolo descripto

previamente (143), alcanzándose un nivel de marcación de lO a 40 uCi de 12sI/mgde

proteína. los puntos de equivalencia fiJeron definidos como las concentraciones a las cuales

la marcaen el precipitadofiJera En todos los casos,previoa la preparaciónde los

CI, los antígenos y los anticuerpos fireron centrifugados a 50.000 x g durante I hora a 4°C

para remover agregados de alto peso molecular.

Los CI controlesfueron preparadosempleandoIgGh e Ich anti-IgGh,OA e lch

anti-OA, o SAB e Ich anti-SAB. Los CI cationizados fueron preparados empleando

antígenos o anticuerpos cationizados. En todos los casos los CI fiieron formados en 5 veces

exceso de antígeno, incubando antígenos y anticuerpos durante l hora a 37°C y 18 horas a

4°C. Luego, los CI fiieron centn'firgados a 5000 x g por lO minutos, el precipitado

descartado y el sobrenadante empleado como CI solubles. De acuerdo a lo reportado

previamente por Gauthier y colaboradores (142), se observó que la cationización de

antígenos y anticuerpos modificó su reactividad. Para CI preparados con IgGh e Ich anti­

IgGh no tratadas, el punto de equivalencia correspondió a una relación de 120 ug IgGh/

mg Ich anti-IgGh. Para aquellos preparados con proteínas cationiLadas, los puntos de
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equivalencia fiieron: 80 ug de IgGh no tratada/ mg de anticuerpo cationizado y 240 ug de

IgGh cationizada/ mg de anticuerpo no tratado. Modificaciones similares en la reactividad

se observaron en los otros sistemas antígeno/anticuerpo.

3.3. 7.2.- ( 'omgLeJQsinmunes reci ¡[miles CI

Los CIp fiieron preparados en la zona de equivalencia, mediante incubación del

antígeno (lgGh) y el anticuerpo (Ich anti-IgGh), durante I hora a 37°C y 18 horas a 4°C.

Los CIp así formados fiieron lavados 3 veces con PBS y resuspendidos a una

concentración de lmg/ml.

Se prepararon CI con: (a) Ich anti-IgGh y las fracciones aniónica o catiónica de la

lgGh (ver 3.3.6) y (b) las fracciones aniónica o catiónica de los anticuerpos Ich anti-SAB

y SAB (ver 3.3.6). Los CI fiJeron formados en 2, 5, lO y/o 25 veces exceso de antígeno,

incubando antígenos y anticuerpos por 30 minutos a 37°C y l hora a 4°C. Luego fiJeron

centrifiigados lO minutos a 10.000 x g y los sobrenadantes empleados como CI solubles.

Los CI que incluyeron IgG de las fracciones aniónica y catiónica fiieron llamados aniónicos

(Clan) y catiónicos (Clcac), respectivamente. No se observaron diferencias en los puntos

de equivalencia correspondientes a los Clan y Clcac.

lg! ¡'c ami-EQ

Los CI paniculados fueron preparados empleando Ep y títulos equivalentes de

fracciones aniónica y catiónica de anticuerpos IgG anti-Ep. Los mismos fiieron

detemiinados en fimción de su capacidad de aglutinar Ep.
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3.3.7.5.-Pregar_a_ció¿deggfi humana a e ada

La lgGh (Smgjml), previamente liberada de contaminantes por adsorción a proteína

G acoplada a Sepharosa, fiJe incubada durante 12 minutos a 63°C. Posteriormente se

centrifiigó a 10.000 x g por 5 minutos, descartandose el precipitado. El sobrenadante,

ajustado a la concentración deseada, fire empleado como lgGh agregada.

3.3.7.6.- Delenm'mción del s0 molecular de los Cl

de (¡emitía! de sacarosa.

El estado monomérico de la IgGh no tratada y de la cationizada, como asi también

el peso molecular de los CI, fiJeron determinados empleando IgGh marcada con '25], por

ultracentrifiigación en un gradiente continuo (10%-30°/o) de sacarosa en solución tampón

borato salina, conida 18 horas a 4°C a 40.000 rpm en un rotor SW4lTi, utilizando una

centrífuga Beckman L2-658 (Beckman Instruments, lrvine, CA) (142). Las muestras

fiieron colectadas y su radioactividad detectada en un contador gamma (Beckman

Instruments, Inc, Palo Alto, California).

El estado monomén'co de la lgG fire determinado también por filtración molecular

(Sephacryl 8-200; Phannacia, Upsala, Suecia). En concordancia con reportes previos se

observó que las proteínas cationizadas interactuaron con la matriz del gel (144), por lo cual

fue necesario emplear NaCl 2M como eluyente para superar la interacción.

3.4.- Amicuerms monoclonales

Se utilizaron los siguientes anticuerpos monoclonales (ACM), obtenidos de

Medarex Inc. (West Lebanon, NH): 32.2 (IgGl) y 197 (lgG2a), dirigidos contra el RFcyI

humano; IV.3 (IgGZb) y su fi'agmento Fab, que reconocen al RFcle humano y 3GB (IgGl)

y su fiagmento F(ab’)z, que reconocen al RFcyIlI humano.
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3.5.- ( 'itotoxicidtulcelular defindieme de anticueggis

3.5.I.- ( 'élulas blanco

Se emplearon eritrocitos de pollo (Ep) como células blanco. Los mismos fueron

obtenidos por punción venosa con una jeringa humedecida con hepan'na (Abbot Lab.,

Argentina).

3.5.2.- Marcación de células blanco con cromalo de sodio radioactivo

Se incubaron 20 ul de sangre hepan'nizada obtenida según 5.1, con 50-100 uCi de

5'Cr (New England Nuclear), durante l hora a 37°C, con agitación intermitente.

Posteriormente, las células fueron lavadas 7 veces con medio de cultivo y resuspendidas a

la concentración deseada.

3.5.3.- Sensibilización de las células blanco

Los Ep fueron sensibilizados con concentraciones subaglutinantes de anticuerpos

anti-Ep, incubando volúmenes iguales de una suspensión de [”Cr]-Ep al 0,5% y una

dilución de anticuerpos anti-Ep, obtenida según lo detallado en 3.3.3.

3.5. 4.- Reacción de ( ,‘(Ï1)A

El ensayo file realizado según lo descripto previamente (145). Se incubaron 2 x lOs

neutrófilos (células efectoras) con 2 x lOs [5'Cr]-Ep sensibilizados (células blanco), en

placas de 96 pozos, a 37°C bajo una atmósfera conteniendo 5% de C02 y 95% de aire

húmedo. Todos los ensayos fiJeron realizados por triplicado, en medio de cultivo RPM]

suplementado con concentraciones de SFB que van'aron según el experimento. Luego de

transcunido el tiempo de incubación (variable en los distintos ensayos), las células fiJeron

centrifugadas y una alícuota de cada sobrenadante (la tercera parte del volúmen total) fiJe

transferida a tubos para proceder al conteo radioactivo. La radiactividad de las muestras

(sedimento celular y sobrenadante) fije determinada en una contador gamma (Beckman
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Instmments, Inc, Palo Alto, California) y el efecto citotóxico fue cuantificado en base a la

siguiente fórmula:

% Citotoxicidad = cpm sobrenadante x 3 x 100

cpm totales

AI valor así obtenido, se le sustrajo el % de liberación espontánea de S'Cr, que en

todos los experimentos fiJe menor al 5%.

3.6.- ( 'ilotoxicia'adinducida mr CI

3.6.1.- Obtención de células blanco

Se emplearon eritrocitos de pollo, de camero, de conejo y eritrocitos humanos,

como células blanco.

3.6.2.-Marcación de células blanco con cromalo de salió radioaclivó

La incorporación de “Cr por las células blanco fue realizada por incubación de 20

ul de sangre heparinizada con 50 pCi de SlCr durante l hora a 37°C. Luego, las células

fueron lavadas 7 veces con medio de cultivo y resuspendidas a la concentración deseada.

3.6.3.- Reacciónde citotoxicidadinducida rg

La citotoxicidad fiJe ensayada como se describió previamente (133,134). Las

células efectoras (l x lO5 monocitos o 2 x lOS neutrófilos) fueron estimuladas por

diferentes concentraciones de CI en presencia de células blanco (2 x lOs) y cultivadas

durante 18 horas a 37°C bajo una atmósfera conteniendo 5% de C02 y 95% de aire

húmedo. Luego, las células fireron centrifirgadas y la radioactividad de las muestras fue

determinada. Los porcentajes de 5|Cr liberados al medio extracelular fireron calculados de

acuerdo alo descripto para la CCDA.
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3.7.- Emisión de gyimioluminiscgm'ia (g)l,) mr neutrótllos y monocitas

La respuesta luminiscente fue cuantificada con un lumiagregómetro (Chrono-log) a

lOOOrev/minuto y a 37°C en presencia de luminol (lO'7M) (¡46). Para ello, l x 106

neutrófilos o monocitos fueron estimulados con diversas concentraciones de Cl, FMLP,

PAF, zymosán, PMA o ácido araquidónico. Inmediatamente después del agregado del

estímulo, la emisión de luz fue registrada en forma continua durante lO minutos. Los

resultados fiJeron expresados como unidades relativas de QL (URQL). Una URQL fiie

definida como el conimiento de un lcm en la emisión de la señal luminosa registrada

automáticamente.

3.8.- ( 'ilometría de flujo

Todos los experimentos fueron evaluados empleando un citómetro de flujo Becton

Dickinson (Becton Dickinson Immunocytomeü'y System, San Jose, CA, USA).

3.8.1.- Determimción de la unión de CI ala su cie de los neutró ¡los

Los neutrófilos (5 x lOs), resuspendidos en lOOul de PBSsup., fiieron incubados

por 30 minutos a 4°C con los CI. Luego fiJeron lavados y la unión de los CI revelada

mediante el empleo de anticuerpos conjugados con isotiocianato de fluoresceína (ITCF)

(Sigma, St. Louis, USA; Dako, Dinamarca). La intensidad de flurescencia fiJe detemiinada

sobre 10.000 células en cada muestra. Dado que la intensidad de fluorescencia mostró, en

todos los casos, una distribución unimodal, los resultados fiieron expresados como

intensidad de flurescencia media específica ([FM), calculada luego de restar la fluorescencia

inespecífica.

En los esperimentos de bloqueo, las células fiJeron pretratadas con concentraciones

saturantes del ACM IV.3 y/o del fragmento F(ab’)2del ACM 3GB por 20 minutos a 4°C.
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3.8.3.- lixgresiónde P-seleclinamag/agent;

La expresión de P-selectina fue determinada en plaquetas filtradas (PF) (3 x

lOs/ml), incubadas en presencia o ausencia de Cl o lgGh por lO minutos a 37°C sin

agitación. Luego, las plaquetas fiJeron tratadas con un AcM de ratón IgG anti-P-selectina

por 30 minutos y la unión del mismo revelada por incubación con IgG de cabra anti-IgG de

ratón conjugada con ITCF (Sigma, St. Louis, USA). La intensidad de fluorescencia fije

analizada sobre 10.000 células de cada muestra.

La unión de CI cationizados (formados por IgGh cationimda e Ich anti-IgGh

nativa) a PF (3 x lOs/ml) fiJe evaluada luego de una incubación de lO minutos a 37°C sin

agitación. Se procedió luego al lavado con Tris-EDTA y posterior incubación por 30

minutos con IgG de cabra anti-Ich conjugada con ITCF. Las PF fiJeron luego lavadas y la

fluorescencia determinada.

La unión de OA y SAB cationizadas(100ug/ml) a las PF fiJe analizada luego de lO

minutos de incubación a 37°C sin agitación. Las PF fiieron luego lavadas e incubadas con

IgG especifica de conejo por 30 minutos a 37°C. la unión del anticuerpo fiJe revelada

mediante el empleo de IgG de cabra anti-Ich conjugada con ITCF. Los resultados fueron

expresados como IFM.

3.8.5.- Cambio de [arma de neulrófllos

Los neutrófilos (1,5 x 10° resuspendidos en 100ul de PBSsup) fiieron incubados en

presencia o ausencia de lOOug/ml de Cl o lO'7M de FMLP, por lS minutos a 37°C, en

baño de agua con agitación. Luego, las células fueron lavadas, resuspendidas en PBS y

fijadas por el agregado de un volúmen igual de glutaraldehido al 0,5% en PBS. El cambio

de forma fiJe determinado por citometn'a de flujo y los resultados expresados como valor

medio de distribución de tamaño.
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La liberación de elastasa al medio extracelular file analizada a través de la

determinación de su efecto amidolítico sobre L-piroglutamil-L-prolil-L-valina-p-nitroanilida

(KabiVitrum Diagnostica, Suecia), sustrato altamente específico para la elastasa de

granulocitos, siguiendo un protocolo descripto previamente (147). Para ello, 5 x lO6

neutrófilos, resuspendidos en 400ul de solución de Hank’s o PBSsup, fueron incubados

con log/ml de citocalasina B durante lO minutos a temperatura ambiente. Luego, las

células fueron estimuladas con CI durante lO minutos a 37°C y la presencia de elastasa en

los sobrenadantes file detemiinada fotométn'camente a 405 nm. La actividad medida en las

muestras file calculada a través de la fórmula: U/l de elastasa = 138 x A (205).

3.10.- ghlimiotaxis de neutrótllos

El ensayo de quimiotaxis file realizado empleando cámaras de quimiotaxis de 48

pozos (Neuroprobe, Cabin John, MD) y filtros de policarbonato libres de polivinil­

pinolidona (PVP) de IO um de espesor y 3pm de tamaño de poro (Nucleopore, Bethesda,

MD) (148). Los atractantes (FMF, suero activado por zimosán y Cl) fiJeron diluidos en

PBSsup a las concentraciones indicadas en cada experimento y los neutrófilos (2 x 106

cel/ml) fiJeron resuspendidos en PBSsup fi'ío. Luego de una incubación de 30 minutos a

37°C bajo una atmósfera compuesta por 5% de C02 y 95% de aire húmedo, los filtros

fiJeron retirados de las cámaras y las células depositadas en la parte superior de los mismos

(células que no migraron), fiJeron removidas con un rubber policeman. Las células

retenidas en los filtros fiieron fijadas, coloreadas con Diff-Quick y los filtros montados

sobre un portaobjetos. La migración de neutrófilos fue determinada mediante el recuento

del número de células, que atravesando los poros del filtro, alcanzaron la mperficie inferior

del mismo. Se examinaron 5 campos microscópicos (400x) correspondientes a cada pozo.

Cada concentración de atractante fiJe evaluada por triplicado y los resultados fiieron

expresados como el número medio de células que migraron/campo microscópico.

En ensayos tendientes a determinar el rol de los RFcy en la quimiotaxis inducida

por Cl, alícuotas de 40 ul de una suspensión de neutrófilos (5 x ¡07/ ml) en PBSsup fi'io,

fiJCI'OI]incubadas por 30 minutos a 4°C en presencia o ausencia de concentraciones
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saturantes de ACM lV.3 y/o de fi'agmentos F(ab’)2 del ACM 368. Posteriormente, la

concentración de las células fire ajustada a 2 x lO°/mlcon PBSsup, siendo empleadas luego

en el ensayo de quimiotaxis. La quimioquinesis fue evaluada empleando un ensayo

checkerbowd tal como firera descripto por Zigmond y Hirsch (149)

Los neutrófilos fueron resuspendidos a las concentraciones indicadas en cada

experimento e incubados con concentraciones saturantes de AcM anti-RFcy por 30 minutos

a 4°C. Luego de lavados, fueron empleados en los distintos ensayos.

3.12.- Tratamiento de neutrótrlos con enzimas

Los neutrófilos (5 x lOs/ml)resuspendidos en solución fisiológica, fireron incubados

en presencia o ausencia de 200ug/ml de pronasa E (obtenida de Streptomyces griseus),

lmg/ml de a-quimotn'psina (tipo II, obtenida de páncreas bovino, 42U/mg) o 0,25 U/ml de

neuroaminidasa (tipo VI, obtenida de (,‘Iostritfiumperfringens), por 30 minutos a 37°C.

Posteriormente fueron lavados 4 veces y resuspendidos en el medio deseado para cada

experimento. La viabilidad celular, juzgada por exclusión del colorante vital azul tripán, fiJe

siempre mayor de 95%.

Las rosetas fueron formadas siguiendo el protocolo descripto por Sandor y

colaboradores (150). Para ello, ISul de suspensión de neutrófilos (5 x IOÓ/ml)fueron

incubados con lOOulde una suspensión al 2% v/v de Ep sensibilizados con concentraciones

subaglutinantes de lch anti-Ep (ambos resuspendidos en medio de cultivo con 5% de

SFB), por 45 minutos a 4°C. Luego, el roseteo fire evaluado por observación microscópica

a 400 x. El porcentaje de neutrófilos que unen al menos un Ep y el número de Ep en cada

roseta, fireron determinados contando al menos 100 neutrófilos en cada preparado.
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3.14.-law )de agregaciónglagnlelaria

Fue registrada utilizando un lumiagregómetro (Chrono-log, Harverton, PA) por el

método descripto por Born y Cross (151). La agregación fire determinada en alícuotas de

400m de PRP, PL o PF durante S a 15 minutos y expresada como porcentaje de

transmisión máxima de la luz. Cuando fireron usadas PL o PF, 0,25mg/ml de fibn'nógeno

fireron adicionados l minuto previo al agregado de los agonistas.

3.15.- Liberación de A'IP por glagyetas

La liberación de ATP fire determinada simultáneamente con la agregación

plaquetan'a por el método de la luciferin-luciferasa, utilizando un lumiagregómetro

(Chrono-log, Harverton, PA).

3.16.- Liberación de 'I'rombomno B; (Z'XBZQ(¿grmicras

El TXB; (metabolito estable del TXA2) presente en el sobrenadante de PL

estimulada, fue medido por ELISA. (Caiman Chemical, Ann Arbor, MI).

3.I 7.- Análisis estadístico de 1mdatos

Las diferencias entre datos con distribución normal fueron analizadas a través del

test de t de Student. Los datos con distribución no normal, fireron comparados por el test

no paramétn'co de Wilcoxon y el test de Friedman para comparaciones entre múltiples

grupos. AJ comparar los resultados obtenidos con los distintos tratamientos, sólo aquellos

que presentaron un valor de P < 0,05 fireron considerados significativamente diferentes.
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4.- RES ULTADOS

4.1.-[m0 de las eng'masgroteolíu'cassobre la actividaddel ¡1chle en el neulrótrlo

humano

La presencia de altas concentraciones de enzimas proteolíticas en el medio

extracelular constituye una caracteristica observada en la mayoria de los focos

inflamatorios. Ellas son producidas in situ a expensas, no sólo de la estimulación de células

fagocíticas y linfoides, sino también por activación de diversos sistemas humorales

ampliamenteinterconectados,talescomoel sistemade el complementoy el sistema

de coagulación (58,152,153). Numerosos trabajos han analizado el papel de las proteasas

como mediadoras de daño tisular, como así también su capacidad de generar péptidos

dotados de diversas propiedades biológicas, a partir del clivaje de proteínas autólogas. Los

mismos sugieren que las proteasas juegan un rol relevante, no sólo en la inducción sino

también en la amplificación de los fenómenos inflamatorios (58,152,153).

Las enzimas proteolíticas son capaces, además, de interactuar con receptores

específicos expresados sobre diferentes tipos celulares. Esta interacción, suele inducir una

amplia variedad de respuestas, tales como el incremento en los niveles intracelulares de

Caz', la activación de protein quinasas, el aumento en la expresión de moléculas de

adhesión y la transcripción de genes de activación temprana y/o proliferación celular

(154,157). La inducción de dichas respuestas involucra, dependiendo del modelo

experimental, la proteólisis limitada de dominios extracelulares de la molécula receptora

(155).

Estudios realizadospor Van de kael y colaboradores (158-160) han demostrado

la capacidad de ciertas proteasas de modular la actividad de los RFcy expresados por

monocitos humanos. Sus resultados demuestran que el tratamiento de las células con

pronasa o tripsina incrementa la avidez y funcionalidad del RFcyIl, a través de un

mecanismo aún no dilucidado. En relación a los leucocitos polimorfonucleares se observó

que, a consecuencia del tratamiento con enzimas proteolr’ticas, la expresión del RFcyIIl

resulta marcadamente disminuida, sin afectarse la expresión del RFcyII (161,162). No

existen estudios previos que hayan analizado el impacto de las proteasas sobre la

firncionalidad del RFcyII en el neutrófilo. Es interesante destacar, no obstante, las
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observaciones realizadas por Tosi y colaboradores (¡62) indicando que el tratamiento de

los neutrófilos con elastasa no altera su capacidad de producir anión superóxido en

respuesta a CI solubles.

Los hallazgos que se describen a continuación, ilustran la capacidad de ciertas

proteasas de modular, dramáticamente, la actividad del RFcle en el neutrófilo humano.

4.1.1.- ¡{lycrade las proteasas'sobre la egresión de los RFC! en el neutrótilo

A fin de evaluar la acción de las proteasas sobre la expresión de los RFcy, los

neutrófilos fiieron tratados durante 30 minutos a 37°C con dos enzimas diferentes: pronasa

y quimotn'psina. Posteriormente, la presencia de los RFcyllI y RFcyII fue evaluada por

citometn'a de flujo, mediante el empleo del fragmento F(ab')z del AcM 3G8 (anti-RFcyllI) y

el ACM IV.3 (anti-RFcyII), respectivamente. El tratamiento con proteasas indujo una

marcada reducción en la expresión del RFcyIH (P<0,0l ), sin afectar la expresión del RFc-yII

(¡figura 6).

100 ElPronasa
5 r Quimotrípslna
¡a l­
e eo bo.
>< .
CD

Q 60 ­
0 .'o

5 4o ­
.9.o
E 20 ­
S t
o\° 1-1-3255”.

RFC'yII RFC'yIII

Figura 6: Los neutrófilos (5x106/ml, en solución fisiológica) fueron incubados en ausencia o
presencia de pronasa (ZOOug/ml) o quimotripsina (lmg/ml) durante 30 minutos a 37°C.
Posteriormente fueron lavados e incubados con concentraciones saturantes del AcM IV.3 (anti­
RFcyll) o del fragmento F(ab’)2 del ACM 368 (anti-RFcyHl) por 30 minutos a 4°C. Luego,
fueron lavados y la unión de los AcM fue revelada mediante el empleo de anticuerpos de cabra
anti-lgG de ratón conjugados con lTCF. Los datos están expresados como la media aritmética
:t ES de 4 dadores.
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4.1.2.-liteclodggïproteams sobre la

sensrblllzaios con I 1 í-E

Con el objeto de analizar la acción de las enzimas proteolíticas sobre la actividad del

RFcyII se examinó, en primera instancia, el efecto del tratamiento con pronasa y

quimotripsina sobre la capacidad de los neutrófilos de reconocer y unir lgG-Ep. Los

resultados obtenidos indicaron que el tratamiento proteolitico incrementó marcadamente

(P<0,0l), no sólo el porcentaje de neutrófilos capaces de unir IgG-Ep, sino también el

número de Ep presentes en cada roseta (Tabla I).

Tabla l. Efecto de la proteólisis sobre la formación de rosetas EA.

.Ep _ Ep
sans. . EA

- 0

Pronasa
(200u8Jml)

Quimotripsi­
na (lmg/ml)

85i4 73:]

lOiO 3:t0

22i6 ND

56i2 610

Los neutrófilos (5x106/ml, en solución fisiológica) fueron incubados en ausencia o presencia de
pronasa (200 ungl) o quimotripsina (l mg/ml) por 30 minutos a 37°C. Posteriormente fiJeron
lavados e incubados con ACM lV.3, su fragmento Fab, el fragmento F(ab’)2 del AcM 3GB o
con medio de cultivo sólo por 30 minutos a 4°C. Luego, fiieron lavados y empleados en
ensayos de formación de rosetas EA. Los datos están expresados como la media aritmética i
ES de n dadores. ND: No determinado.
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A fin de determinar la contn'bución de los RFcyIl y RFcyIII a la formación de

rosetas, se emplearon el ACM IV.3 y el fragmento F(ab’)2 del ACM 368. Ambos redujeron

significativamente el porcentaje de rosetas EA, en los neutrófilos no tratados con proteasas

(I’<0,05) (l'abla I). En neutrófilos tratados con pronasa, la formación de rosetas EA no fiie

afectada por el fragmento F(ab’)2del ACM368, pero fiJe marcadamente inhibida (P<0,0l)

tanto por el ACM IV.3 como por su fragmento Fab (Tabla 1). En las células tratadas con

quimotn'psina, se observó una leve inhibición por el fragmento F(ab’)2 del ACM 3G8 y una

marcada reducción por parte del ACM IV.3 o su fragmento Fab (I’<0,0l)(l'ab1a I). Los

resultados descriptos indican que, mientras la unión de los lgG-Ep a los neutrófilos

controles depende tanto del RFcyH como del RFclel, su unión a los neutrófilos tratados

con proteasas es marcadamente dependiente del RFcle.

4.1.3.- Electode las groteasassobre la midad de los neutrófilosde mediar resmlestas

inducidas M [gg-1'42

El impacto del tratamiento proteolítico sobre la funcionalidad del RFcyII fiJe

analizado mediante el estudio de dos respuestas celulares: la emisión de quimioluminis­

cencia (QL) y la CCDA. La activación del estallido respiratorio está asociada a la emisión

de QL (163). Este fenómeno es consecuencia de la emisión de fotones provocada por el

decaimiento de especies electrónicamente excitadas como el oxígeno singlete u otras

generadas a expensas de reacciones de oxidación sobre moléculas del entorno (146,163).

Tal como se observa en la Figura 7, el tratamiento de los neutrófilos con proteasas

potenció significativamente la QL inducida por IgG-Ep (P<0,0l ). Un incremento notable se

observó también al analizar la capacidad de dichos neutrófilos de mediar la CCDA

(P<0,0l) (Tabla 2). La preincubación de neutrófilos controles y de aquellos tratados con

proteasas con fragmentos F(ab’)z del ACM 3GB no modificó la CCDA ni la QL (Tabla 2 y

Figura 7). Ambas fimciones, sin embargo, fiieron marcadamente inhibidas por el ACM IV.3

(P<0,05) (I'abla 2y Figura 7). Estos resultados indican que, mientras la unión de IgG-Ep

a los neutrófilos no tratados con proteasas es dependiente del RFC'YHy del RFcleI, las

funciones inducidas por IgG-Ep involucran exclusivamente al RFcyIl. Por el contrario,

tanto la unión como las fimciones estimuladas por lgG-Ep mediadas por neutrófilos

tratados con proteasas involucran sólo al RFcle.
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Tabla 2. Efecto de la proteólisis sobre la CCDA.

Tratamiento IgG anti-Ep ACM AcM % ADCC n
(ng) IV.3 F(ab’)2 3G8

Ningtmo 3 - - Si] ¡7

“ lO - - 21:l:3 l7

“ lO + - 5i2 6

“ 10 - + 24:t5 6

Pronasa 3 - - 49:t3 l4

(zooug/rnl)

“ 10 - - 63i4 l4

“ lO + - l ¡3:3 6

“ lO - + 7l:t6 6

Quimotripsina 3 - - 33i4 5
(mE/ml)

“ lO - - 5 liS 5

“ lO + - 12i4 3

“ IO - + 48i6 3

Los neutrófilos (5x106/ml, en solución fisiológica) fueron íncubados en ausencia o presencia de
pronasa (200pg/ml) o quimotn'psina (lmyml) durante 30 minutos a 37°C. Posterionnente
fueron lavados e incubados con el ACM IV.3, con el fragmento F(ab’)2 del AcM 368 o con
medio de cultivo sólo por 30 minutos a 4°C. Luego fueron lavados y empleados en ensayos de
CCDA utilizando dos concentraciones difermtes de lch anti-Ep. Los datos están expresados
como la media aritmética i ES de n dadores evaluados por tn'plicado.
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Figura 7. Efecto de enzimas proteoliticas sobre la QL inducida por lgG-Ep. Los neutrófilos
(5x10°/ml, en solución fisiológica) fueron incubados en ausencia o presencia de pronasa
(ZOOungl) o quimotripsina (¡mg/ml) durante 30 minutos a 37°C. Posteriormente fueron
lavados e incubados con el AcM lV.3, con el fragmento F(ab’)z del ACM 308 o con medio de
cultivo sólo por 30 minutos a 4°C. Luego fueron lavados y empleados en ensayos de QL
utilizando Ep sensibilizados con concentraciones subaglutinantes de lch anti-Ep como
estimulo. Los datos están expresados como la media aritmética i ES de (n) dadores evaluados
por duplicado.

El contenido de ácido siálico contribuye a determinar la carga eléctrica de la

superficie celular. Se consideró la posibilidad de que el tratamiento proteolítico ocasionara

el clivaje de glicoproteínas de membrana ricas en ácido siálico y consecuentemente indujera

una disminución de la carga negativa neta de la superficie celular. El incremento en la

fiJncionalidad del RFcyll inducido por el tratamiento proteolítico, podria ser consecuencia

de una reducción de las fuerzas repulsivas entre los IgG-Ep y los neutrófilos, lo que

facilitaría la interacción de los mismos. A fin de testear esta hipótesis, se analizó el efecto de

la neuroaminidasa, enzima capaz de remover residuos de ácido siálico, sobre la

funcionalidad del RFcyll. Los resultados descriptos en la Tabla 3 muestran que el

tratamiento de los neutrófilos con neuroaminidasa incrementó, no sólo su capacidad de unir

lgG-Ep sino también su capacidad de mediar la CCDA y de inducir la emisión de QL, en
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niveles semejantes a los obtenidos por acción de la pronasa o la quimotn'psina (I’<0,0 l ). El

tratamiento con neuroaminidasa, por otra parte, no afectó la expresión de los RFcyII y

RFcyIII (Figura 8).

Tabla 3. Efecto de la neuroaminidasa sobre la formación de rosetas, la CCDA y la QL
inducida por IgG-Ep.

Tratamiento

Función analizada Control Neuroaminidasa n

Formación de rosetas EA (%) 26i6 9Si5 7

CCDA (%) 4i2 38i4 6

QL (URQL) li] 15i3 8

Los neutrófilos (5x106/ml, en solución fisiológica) fueron incubados en ausencia o presencia de
neuroaminidasa (0,25U/ml) durante 30 minutos a 37°C. Luego fueron lavados y empleados en
aisayos de formación de rosetas EA, CCDA y QL inducidas por lgG-Ep. Los datos están
expresados como la media aritmética :t ES de n dadores evaluados por triplicado.
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Figura 8. Efecto de la neuroaminidasa sobre la expresión de los RFcy. Los neutrófilos
(5x|0°/m|, en solución fisiológica) fueron incubados en ausencia o presencia de
neuroaminidasa (0,25U/ml) durante 30 minutos a 37°C. Luego fiieron lavados e incubados con
concentraciones saturantes del AcM IV.3 (anti-RFcyll) o del fragmento F(ab’)2 del ACM 308
(anti-RFcylll) por 30 minutos a 4°C. Luego, fueron lavados y la unión de los ACM fue
revelada mediante el empleo de anticuerpos de cabra anti-lgG de ratón conjugados con ITCF.
Los datos están expresados como la media aritmética i ES de 4 dadores.
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A diferencia de lo observado con pronasa y quimotripsina, la unión de IgG-Ep a

neutrófilos tratados con neuroaminidasa fiJe significativamente inhibida tanto por el

fragmento F(ab’)2 del AcM 3G8 como por el fragmento Fab del AcM IV.3 (I’<0,05)

(Tabla 4). La CCDA y la QL mediada por neutrófilos sometidos a la acción de la

neuroaminidasa fueron marcadamente inhibidas por el fragmento Fab del IV.3 (l’<0,0 l) sin

ser modificadas por el fragmento F(ab’)2 del AcM 3G8 (Tabla 4).

Tabla 4. Efecto del tratamiento con AcM anti RFcys sobre las funciones mediadas por
neutrófilos tratados con neuroaminidasa inducidas por IgG-Ep.

_.y, % Inhibición por tratamiento con

Función analizada Fab del IV.3 F(ab’)2 del 3G8

Formaciónde rosetas EA 39i5 71H

CCDA 87:1:6 7:l:2

QL 74:t6 95:]

Los neutrófilos (5x106/ml, en solución fisiológica) fueron incubados en ausencia o presencia de
neuroaminidasa (0,25U/ml) durante 30 minutos a 37°C. Luego fueron lavados e incubados con
el AcM IV.3, el fragmento F(ab’)z del AcM 308 o con medio de cultivo sólo por 30 minutos a
4°C. Luego, fueron lavados y empleados en ensayos de fomiación de rosetas EA, CCDA y QL
inducidas por lgG-Ep. Los datos están expresados como la media aritmética :t ES de 4 dadores
evaluados por triplicado.

Considerados en conjunto, los resultados obtenidos sugieren que el efecto de las

proteasas puede explicarse, al menos parcialmente, en fimción de una reducción del

contenido de ácido siálico de la superficie celular.

4.1.5.- Eteclo de las groteasas sobre la QL mediada M neutrótllos inducida mr

diteremes Hgm"de CI

Como se ha mencionado previamente, los CI constituyen un grupo heterogéneo de

agonistas que difieren no sólo en su capacidad de inducir diferentes respuestas celulares,

sino también en los mecanismos transduccionales involucrados en su estimulación
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(l 19,128,129,l36). Los experimentos descriptos previamente se desarrollaron empleando

IgG-Ep como modelo de Cl. Con el objeto de determinar si las proteasas era capaces de

modular respuestas de neutrófilos inducidas por otros CI, se evaluó la QL estimulada por

CI del tipo lgGh: lgG de conejo anti-lgGh, preparados tanto en forma soluble (5x exceso

de antígeno) como precipitante. El tratamiento de neutrófilos con pronasa o quimotripsina

incrementó significativamente (P<0,01) la respuesta inducida por CIs pero no modificó

aquella estimulada por Clp (¡figura 9).

8

—I 6 (10) (10) (7)a I
3 4
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Cls Clp
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Dije-dio .E’Prona’sa ¡Quimorn'psina-l

Figura 9. Efecto de la proteólisis sobre la respuesta QL inducida por Cls y Clp. Los
neutrófilos (5xl06/ml, en solución fisiológica) fueron incubados en ausencia o presencia de
pronasa (ZOOug/ml)o quimotripsina (¡mg/ml) por 30 minutos a 37°C. Luego, fiieron lavados y
empleados en ensayos de QL utilime Cls (SOpg/ml) o Clp (Sug/ml) como estímulos. Los
datos están expresados como la media aritmética i ES de (n) dadores evaluados por duplicado.

Teniendo en cuenta que el tratamiento proteolitico induce una reducción sustancial

en la expresión del RFcyIII, las diferencias observadas podrian explicarse considerando la

posibilidad de que la QL inducida por CIp fiiese fuertemente dependiente del RFcyIIl. En

ese caso, la contribución de una mayor actividad del RFcyII a la respuesta QL podría verse

compensada por la ausencia del RFcyIII. Al testear esta hipótesis mediante el empleo de los

AcM anti-RFcy, se encontró que la misma no fiJe válida puesto que la respuesta inducida

por ambos tipos de CI en neutrófilos tratados con proteasas fire inhibida en niveles similares

por el AcM IV.3 y el fi'agmento F(ab’)2 del AcM 3GB (Figura 10A). Por otra parte, en
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acuerdo con lo esperado, la QL inducida por ambos tipos de Cl, emitida por neutrófilos

tratados con proteasas, fiJe prácticamente suprimida por el ACMIV.3 (Figura 103).

>
lDÁcMIV.3 l

lAcMSGB;75

60

45

30

15

%InhibicióndelaQL

Cls Clp
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‘EZEÜ/V.3"‘¿
AFM?“ i
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60 ­
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Figura 10. Efecto de los AcM anti-RFcy sobre la QL inducida por Cls y Clp mediada por
neutrófilos controles y tratados con proteasas. Los neutrófilos (5x106/ml, en solución fisiológica)
fueron incubados en ausencia o presencia de pronasa (ZOOpg/ml)o quimotripsina (lmg/ml) por
30 minutos a 37°C. Posteriormente fueron lavados e incubados con el AcM IV.3, el fragmento
F(ab’)2 del ACM 3GB o con medio de cultivo sólo por 30 minutos a 4°C. Luego, fueron lavados
y empleadosen ensayos de QL utilime Cls (SOungl) y Clp (Sug/ml) como estímulos. (A)
QL mediada por neutrófilos no sometidos a la acción de las proteasas. (B) QL mediada por
neutrófilos tratados con enzimas. Los datos están expresados como la media aritmética i ES de
5 dadores evaluados por duplicado
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En forma similar a lo realizado con los lgG-Ep, se analizó posteriormente el efecto

de la neuroaminidasa sobre la QL de neutrófilos inducida por CIs y Clp. Los resultados

obtenidos (I'abla 5) muestran que este tratamiento potenció significativamente no sólo la

QL inducida por Cls sino también aquella inducida por Clp (P<0,05), respuestas que

estuvieron mediadas a través de los RFcyIl y RFcyIII (figura I 1). Este efecto contrasta

con el ejercido por las proteasas, las cuales sólo potenciaron la respuesta inducida por Cls.

Tabla 5. Efecto del tratamiento con neuroaminidasa sobre la QL inducida por CIs y Clp.

Control

Neuroaminidasa

Los neutrófilos (5xl06/ml, en solución fisiológica) fueron incubados en ausencia o presencia de
neuroaminidasa (0,25U/ml) durante 30 minutos a 37°C. Luego fueron lavados y empleados en
ensayos de QL inducida por Cls (50pg/ml) o Clp (Sug/ml). Los datos están expresados como
la media aritmética i ES de 5 dadores evaluados por duplicado

EiÁó/iíIi/Ïá
4941396

%InhibicióndelaQL

AC)

Estímulo

Figura ll. Efecto de los AcM anti-RFcy sobre la QL inducida por Cls y Clp mediada por
neutrófilos tratados con neuroaminidasa. Los neutrófilos (5x106/ml, en solución fisiológica)
fueron incubados en ausencia o presencia de neuroaminidasa (0,25U/ml) durante 30 minutos a
37°C. Luego fueron lavados e incubados con el ACM lV.3, el fragmento F(ab’)z del AcM 3G8
o con medio de cultivo sólo por 30 minutos a 4°C. Posteriormente, fueron lavados y empleados
m ensayos de QL utilizando Cls (SOug/ml) y Clp (Sug/ml) como estímulos. Los datos están
expresados como la media aritmética i ES de 4 dadores evaluados por duplicado
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terentesagonistas

A fin de detemiinar la acción modulatoria ejercida por las proteasas sobre la

fimcionalidad de otros sistemas de receptores operativos en neutrófilos, se examinó la QL

inducida por diferentes agonistas. Los resultados obtenidos (¡figura 12) indicaron que la

emisión de luz inducida por el péptido quimiotáctico FMLP, el zymosán y el PAF file

marcadamente inhibida como consecuencia del tratamiento proteolítico (I’<0,0l). Por el

contrario, la QL inducida por el ácido forbol mirísfico (PMA) y el ácido araquidónico,

estímulos que inducen la activación celular sin interactuar con receptores de superficie, no

fire modificada por el tratamiento enzimático.

20
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_l

g123 8 _

4 'É ‘ÏÏÏo ,. É M.
FMIP 25nM PAF 0.5..“ Zymná'l150pglml PMA SnM AA 50m
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Figura 12. Efecto de la proteólisis sobre la respuesta QL inducida por distintos agonistas. Los
neutrófilos (5x106/ml, en solución fisiológica) fueron incubados en ausencia o presencia de
pronasa (200uyml) o quimotripsina (lmg/ml) durante 30 minutos a 37°C. Luego, fueron
lavados y empleados en ensayos de QL utilizando los agonistas indicados. Los datos están
expresados como la media aritmética :t ES de 5 dadores evaluados por duplicado.

Considerados en conjunto, los resultados descriptos demuestran que la acción de

ciertas enzimas proteolíticas conduce, de modo selectivo, a la potenciación de la

fimcionalidad del RFC'YIIdel neutrófilo humano. Dicha acción, no obstante, resulta

dependiente de las características del CI que actúa como estímulo.
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4.2.-! odelac aeléctricadeantiar anu' enassobrelac ' delas

Clguekncontienardeinduármestasm'M‘ ¡”ibéricas

La formación de Cl es un proceso que en general resulta beneficioso para el

hospedador, puesto que conduce a Ia neutralización o eliminación del antígeno. Sin

embargo, bajo ciertas circunstancias, los CI pueden depositarse en estructuras vasculares e

inducir respuestas inflamatorias capaces de comprometer el funcionamiento de los órganos

que ellas inigan (1,120-122). Este proceso es responsable de diversas manifestaciones

clinicas no sólo en enfermedades de naturaleza autoinmune, sino también en enfermedades

neoplásicas y patologías infecciosas ocasionadas por bacterias, virus y parásitos (1,120).

Numerosos trabajos han demostrado que la actividad patogénica de los CI guarda una

estrecha relación con su capacidad de inducir respuestas secretorias y/o citotóxicas

mediadas por células fagocíticas (1,164,165). No obstante, el conocimiento de las

propiedades inherentes a los CI que condicionan su capacidad de inducir tales respuestas es

muy limitado.

En el caso particular del LES, se ha postulado que los CI formados por ADN y

anticuerpos lgG específicos se hallan involucrados en la inducción del daño renal, que

constituye la manifestación más severa de la enfermedad (166). Sin embargo, no existe

correlación entre los niveles de anticuerpos anti-ADN y la presencia de compromiso renal

(167). Este hecho sugiere que dichos autoanticuerpos no siempre son nefritogénicos (168).

Estudios realizados por Ebling y Hahn en ratones con LES (169), demostraron la presencia

de anticuerpos anti-ADN catiónicos (pl > 8,5) coincidentes con el inicio de la lesión renal.

Los autores describieron, además, la existencia de una marcada correlación entre la

severidad de la nefiitis y la concentración de estos anticuerpos en los eluídos renales de

dichos ratones. Hallazgos posteriores de Datta S.K. y colaboradores (170-173)

continuaron, tanto en modelos de lupus murino como en el LES humano, la producción de

autoanticuerpos anti-ADN catiónicos asociada al desarrollo de la nefiitis. Las propiedades

patogénicas de estos anticuerpos no han sido claramente elucidadas. No obstante, merece

mencionarse que los Cl que incluyen anticuerpos catiónicos, presentan una fuerte tendencia

a depositarse y persistir en los glomérulos renales (144,174). Este fenómeno involucra el

establecimiento de interacciones electrostáticas entre grupos cargados positivamente

expresados en la molécula de anticuerpo y sitios aniónicos de la membrana basal
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glomerular (MBG) (175,176). La avidez de tal interacción explica el motivo por el cual la

presencia de anticuerpos catiónicos, aún en proporciones minimas, incrementa

notablemente la capacidad de los Cl de depositarse a nivel tisular (177).

No existen estudios previos que hayan analizado el impacto de la carga eléctrica de

los anticuerpos lgG en relación a su capacidad de inducir respuestas proinflamatorias a

través de los RFcy. Los resultados que se describen a continuación ilustran la investigación

realizada a fin de evaluar este aspecto.

A fin de determinar el modo en el cual la carga eléctrica de los anticuerpos IgG

condiciona la actividad de los Cl, se procedió a cationizar in vitro anticuerpos Ich anti­

IgGh, siguiendo el protocolo descripto en Materiales y Métodos. Luego se prepararon CI

solubles empleando IgGh como antígeno y anticuerpos lch anti-IgGh, nativos (pl: 5,8­

8,2) o cationizados (pl: 9,2-9,5). Se evaluó posteriormente su capacidad de inducir

respuestas citotóxicas mediadas por neutrófilos contra células blanco no sensibilizadas. En

forma sorpresiva, se observó que los CI preparados con anticuerpos cationizados (Clcat)

indujeron altos niveles de citotoxicidad, aún al emplearse a concentraciones tan bq'as como

4ug/ml (Tabla 6). Por el contrario, aquellos preparados con anticuerpos nativos (Clc)

indujeron muy bajos niveles de citotoxicidad, aún cuando fueron empleados a

concentraciones de 200pg/ml. Es importante destacar las diferencias en la magnitud de las

respuestas inducidas en cada caso. Los Clcat empleados a concentraciones 50 veces

inferiores respecto de los CIc, indujeron niveles de citotoxicidad tres veces superiores.

Con el objeto de confirmar los hallazgos descriptos, se empleó un segundo tipo de

CI preparado con seroalbúmuna bovina (SAB) y anticuerpos IgG específicos de conejo

nativos (pl: 5,8-8,2) o cationizados (pl > 9,1). Los CIcat indujeron, nuevamente, niveles de

citotoxicidad notoriamente superiores respecto de los inducidos por CIc (P<0,01) (Tabla

6).
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Tabla 6. Citotoxicidad mediada por neutrófilos inducida por CIcat.

Cl empleado como estimulo % Citotoxicidad n

Ninguno 3il 17

CI; IgGh-Ich anti-lgGhcon

anticuerpo nativo 200 pgjnil 1H2” lO

4‘"iiizó'ifiání ' 3i2 10

4 ug/ml 3:l:l lO

áhficúeifiá¿átiánizádá <4 71i2 9
¿mg/ni ' 34:l:3 7

‘igoh'éáiiáhiíádá É “¿ELE/iii " ’ 66:t5 5

CI: SAB-Ich anti-SABcon

anticuerpo nativo 20 ¡ig/ml 3il 6

4 ¡ig/mi 3M 6

anticuerpocationizado 20 47i3 6

VMii i l4i2 6

Los Cl solubles fueron preparados con lgG humana, nativa o cationiuda y anticuerpos lgG de
conejo anti-lgGh, nativos o cationizados , o seroalbúmina bovina (SAB) y anticuerpos lgG de

conejo anti-SAB, nativos o cationizados, en 5x exceso de antígeno. Los msayos de
Citotoxicidad fueron desarrollados enfrentando neutrófilos y células blanco por 18 horas a
37°C en presencia de los Cl detallados. Los resultados están expresados como la media
arimética i ES de n experimentos diferentes realimdos por triplicado.

Los resultados mencionados previamente, fiieron obtenidos en ensayos de

Citotoxicidad en los que se usaron Ep como células blanco. El empleo de eritrocitos de

camero y eritrocitos humanos como blancos de Citotoxicidad arrojó resultados similares.

Los CI formados con IgGh nativa e Ich anti-lgGh cationizada (20ug/ml), indujeron altos

niveles de Citotoxicidadtanto frente a eritrocitos de camero (% citotoxicídad=59i6, n=4)

como contra eritrocitos humanos (% citotoxicidad=38i5, n=4). Bajo similarescondiciones,

los Cl preparados con componentes nativos no indujeron respuestas sigrúflcativas. Es

importante destacar que, al igual que los anticuerpos lgG nativos, los anticuerpos IgG

cationizados no indujeron, per se, niveles significativos de Citotoxicidad.
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Las experiencias descriptas precedentemente, se realizaron empleando anticuerpos

de conejo cationizados. A fin de evaluar el impacto de la carga eléctn'ca de la IgG humana

sobre su actividad biológica, se prepararon CI solubles con IgGh nativa (pl: 5,8-8,2) (Clc)

o cationizada (pl: 8,0-9,5) (Clcat) y anticuerpos IgG específicos de conejo nativos.

Mientras que los Clcat indujeron altos niveles de citotoxicidad, los CIc fiieron incapaces de

inducir respuestas significativas (Tabla 6).

Considerados en conjunto, los resultados descriptos indican que la cationización de

la fracción IgG de los CI, incrementa al menos diez veces su capacidad de inducir

respuestas citotóxicas mediadas por neutrófilos.

estinmlaiasg» (Ïlcal

Nuestro grupo de investigación ha demostrado previamente que los CI solubles son

capaces de inducir respuestas citotóxicas mediadas por neutrófilos, a través de un

mecanismo lítico que involucra la participación de lRO (133-137). Considerando las

diferencias de magnitud en las respuestas inducidas por CIc y Clcat, se evaluó la posibilidad

de que las mismas obedecieran a la participación de diferentes mecanismos citolíticos. Con

el objeto de testear esta hipótesis, los ensayos de citotoxicidad fueron realizados en

presencia de enzimas capaces de degradar a los IRO producidos a consecuencia de Ia

activación del estallido respiratorio. No se encontraron diferencias en relación a las

respuestas inducidas por CIc y CIcat (I'abla 7). Ambas respuestas fiieron marcadamente

inhibidas por catalasa (I’<0,01), no siendo modificadas por la SOD (Tabla 7). Ello sugiere

un rol central del Hzoz en los mecanismos citolíticos.

Tal como se mencionara previamente, el HZOZ es capaz de ejercer efectos

citotóxicos per se o a través del sistema HzOz-mieloperoxidasa-haluro, mediante la

producción de especies tóxicas más poderosas tales como el anión hipoclorito y/o las

cloraminas (58,178). Para diferenciar entre ambas posibilidades se ensayó la reacción en

presencia de tres inhibidores de hemo-enzimas: azida sódica, cianuro de potasio y

aminotn'azol. Ninguno de los tres inhibidores file capaz de suprimir las respuestas

citotóxicas. Por el contrario, en todos los casos, ellas fueron significativamente

incrementadas (P<0,05) (Tabla 7). Las causas de dichos incrementos no resultan obvias.
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No obstante, podrían explicarse considerando que los inhibidores de hemo-enzimas podrían

ocasionar un aumento en la concentración efectiva de “202 a expensas de la inhibiciónde la

catalasa endógena. Esta hipótesis, sin embargo, no ha sido corroborada experimentalmente.

Considerados en conjunto, los resultados mencionados sugieren que las respuestas

citotóxicas inducidas tanto por Clc como por CIcat, involucran la participación de

mecanismos líticos dependiente del 1-1202pero independientes de la mieloperoxidasa.

Tabla 7. Mecanismos involucrados en la citotoxicidad mediada por neutrófilos
inducida por Clcat.

' . . % Citotoxicidadinducidapor

'_ CIc CIcat

Tratamiento H ' "'200 ¡tg/ml 20 ¡ug/ml 4 ¡ug/mi

Ninguno II 10i2 66i4 24i3

Catalasa 200 ¡tg/ml 3il 12i2 3il

' soflfigihilw ' “iii 26:t2 3il

Catalasa inactivada# 200 FIB/ml ¡35:3 625 27i3

Superóxido dismutasa 200 ing/ml 15i3 62i4 29i3

¿oiga ""13'12 685 '28i'2"

Azida sódica l mM 27:t3 69i4 35zt3

Cianuro l mM l9i3 65i4 33i3

Aminotriazol 30 mM 28i4 72:l:5 38i4

Se emplearon Cl solubles preparados con IgGh y anticuerpos lgG de conejo anti-lgGh, nativos
(Clc) o cationizados (Clcat). Los ensayos de citotoxicidad fueron desarrollados enfrentando
neutrófilos y células blanco por 18 horas a 37°C en presencia de Clc o Clcat. Los resultados
están expresados como la media arimética :t ES de 6 experimentos diferentes realizados por
triplicado.
# Catalasa inactivada por calor.
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gar CI cat

Estudios previos han establecido la relevancia del citoesqueleto en la

citotoxicidad mediada por células fagocíticas (135,136). Con el objeto de detenninar el

papel desempeñado por el mismo en la citotoxicidad inducida por Clc y Clcat, se

evaluó el efecto de dos agentes que interfieren el ensamblado de sus componentes: (1)

la citocalasina B, un agente disruptor del sistema de microfilamentos de actina (179) y

(2) la colchicina, un inhibidor de la polimen'zación de tubulina (¡80). Los resultados

obtenidos indicaron que la citotoxicidad inducida por CIc file marcadamente

incrementada por citocalasina B (P<0,0l), sin ser afectada por tratamiento con

colchicina (Figura 13). Mientras que aquella inducida por Clcat the significativamente

inhibida por citocalasina B (P<0,0]) y notablemente potenciada por colchicina

(P<0,0l) (¡figura 13). Estos resultados sugieren distintos requerimientos del

citoesqueleto en las respuestas citotóxicas inducidas por CIc y CIcat.

%Citotoxicidad

Clc Clcat
200pg/ml , 4|Jg/mlEstimulo

luli??? = Presa/asi“ B ,IPolchicinal

Figura 13. Efecto de la citocalasina B y de la colchicina sobre la citotoxicidad mediada por
neutrófilos inducida por Clcat. Los neutrúfilos (2 x 10’) fueron incubados en presalcia de lugml de
citocalasina B, ZSungl de cold'úcina o medio de cultivo sólo durante 5 minutos a 37°C.
Posteriormente fiJeron empleados m ensayos de citotoxicidad desarrollados mfrartandolos con
células blanco durante 18 horas a 37°C, en presencia de Cl solubles preparados con IgGh y
anticuerpos lgG de conejo anti-IgGh, nativos (Clc) o cationizados (Clcat). Los resultados están
expresados como la media arimética d: ES de 5 experimentos diferentes realizados por
triplicado.
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La participación de los RFcy en la citotoxicidad inducida por CIc y CIcat file

evaluada empleando el AcM IV.3 y el fragmento F(ab’)z del AcM 368. Dado que los Clc

indujeron niveles muy bajos de citotoxicidad, algunos experimentos fiieron realizados en

presencia de azida sódica con el objeto de incrementar las respuestas citotóxicas. La

citotoxicidad inducida por Clcat fiJe completamente inhibida por el tratamiento con el AcM

IV.3 (P<0,0l) sin ser modificada por el fragmento F(ab’)2del AcM 3G8 (Tabla 8). Estos

resultados indican que el RFcle es el responsable de la inducción de citotoxicidad. Por el

contrario, la respuesta inducida por Clc, en presencia o ausencia de azida, fiie

significativamente inhibida (P<0,0l) por los dos ACM (¡abla 8), lo que sugiere la

participación de ambos RFcy en su inducción.

Tabla 8. Rol de los diferentes RFcy en la citotoxicidad de neutrófilos inducida por Cl
cationizados.

CI empleadocomo Conc. agregado % Citotox'icidad n
estímulo 1 »_

Ninguno Ninguno 3il l 5

lgGh-Ich anti-lgGh con

Anticuerpo nativo 200 pg/ml ¡Ñinguno l3i277 Hi H9"

i i m 1715552303“ "7í2 9
« u """Ns a2 " gr

Anticuerpo nativo + azida 200 ug/ml Ninguno 3 liS 5
sódica (lmM)

“ F(ab’)2368 19s ‘ 5

“ “ IV.3 l4:t3 5

Anticuerpo cationizado 20 ug/ml Ninguno 68i4 6

m F(ab’)2 3G8 "7315 6

“ “ IV.3 6i3 6
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Los neutrófilos fueron incubados durante 30 minutos a 37°C en presencia del fragmento F(ab')2
del AcM 3GB o del AcM IV3. Luego las células fueron estimuladas con Cl solubles preparados
con lgG humana y anticuerpos lgG de conejo anti-lgG humana, nativos (Clc) o cationizados
(Clcat). Los ensayos de citotoxicidad fueron desarrollados incubando células efectoras y
células blanco durante 18 horas a 37°C. Los resultados están expresados como la media
aritmética i ES de n dadores evaluados por triplicado.

Al ser estimulados con IFNy, los neutrófilos neosintetizan y expresan sobre su

superficie el RFc'yl (CD64) (9). Estudios previos realizados en nuestro laboratorio, han

demostrado que el RFcyI no está involucrado en la citotoxicidad inducida por Clc (18]). A

fin de determinar la posible participación del RFcyl en la inducción de la citotoxicidad por

Clcat, los neutrófilos fireron preincubados con 100 U/ml de IFNy durante 18 hs a 37°C,

evaluándose luego la contribución del RFcyI mediante el empleo de dos ACM dirigidos

contra distintos epitopes del RFcyl, el AcM 32.2 y el AcM 197. El tratamiento con IFNy no

incrementó la citotoxicidad inducida por CIcat (lO ¡ig/ml). La misma tampoco fire

modificada por el tratamiento conjunto con dichos AcM (% inhibición <10, n=5), siendo

prácticamente suprimida por el AcM IV.3 (% inhibición=83i6, n=5).

Las proteínas cationizadas tienden a unirse con mayor eficiencia que las nativas a

las superficies celulares a través del establecimiento de interacciones que involucran sus

grupos cargados positivamente y moléculas con carga negativa expresadas sobre la

membrana celular (182-184). La mayor capacidad citotóxica exhibida por los Clcat podría

ser consecuencia de su habilidad para interactuar con gran avidez con la superfcie del

neutrófilo merced al establecimiento de interacciones electroestáticas no específicas. A fin

de testear esta hipótesis, se evaluó la capacidad de los AcM dirigidos contra el RFcyll y el

RFcleI de bloquear la unión de los CIc y Clcat a la superficie del neutrófilo. La unión de

los Clc fire prácticamente anulada por el pretratarniento de los neutrófilos con el AcM IV.3

y el fi'agmento F(ab’)2 del AcM 368 (P<0,0l) (¡figura 14), señalando la naturaleza

específica de la unión. Por el contrario, la unión de los CIcat fire sólo parcialmente inhibida

por el bloqueo conjunto de ambos receptores (P<0,05) (¡figura 14), lo que sugiere la

participación de mecanismos adsorptivos inespecíficos en su unión a las membranas

celulares. Este hecho fire confirmado al determinar que los tirnocitos murinos, que no
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expresan mayoritariamente RFcy (10), fireron capaces de unir cantidades relativamente altas

de Clcat (¡figura [5).

Estímulo

lDMerfieFá‘sMEGP MM Iv-_3_,!¿‘9M?9€ 1'13}

Figura 14. Inhibición de la unión de Cl por AcM dirigidos contra los RFcy. Los neutrófilos (5 x
10°) fueron incubados durante 30 minutos a 4°C con fragmentos F(ab’)2 del ACM308, el AcM
IV.3, fragmentos F(ab’)z del ACM 3GB más el AcM ÍV.3 o con medio de cultivo sólo. Luego
fueron lavados e incubados durante 30 minutos a 4°C con Cl solubles preparados con lgGh e
lch anti-lgGh nativa (Clc) o cationizada (Clcat). Posteriormente, la unión de los mismos fue
revelada por incubación con el fragmento F(ab’)2de lch anti-lgGh conjugada con lTCF. Los
datos están expresados como valores medios de intaisidad de fluorescencia específica i ES de
5 dadores.

60

45

E 3o
15

o r——Tfi
Clc Clcat

Estímulo

Figura ¡5. Unión de Clcat a timocitos murinos. Los timocitos (2 x 10")fireron incubados durante
30 minutos a 4°C con Cl solubles preparados con lgGh e lch anti-lgGh nativa (Clc) o
cationizada (CIcat). Posteriormente fueron lavados y la unión de los Cl fue revelada por
incubación con fragmentos F(ab’)2de lch anti-lgGh conjugada con lTCF. Los datos están
expresados como valores medios de intensidad de fluorescencia específica i ES de 3 dadores.
Significación estadistica: l’<0,01, Clcat vs Clc.
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4.2.1.6.- ( .‘itotoxicidadmediada mr monocitos inducida mr Clcal

En continuidad con los estudios previos, se evaluó si, tal como se habia observado

con neutrófilos, los Clcat eran capaces de inducir niveles altos de citotoxicidad mediados

por monocitos. Los experimentos fiJeron realizados empleando tres tipos diferentes de CI

solubles, preparados con: (I) IgGh nativa como antígeno y anticuerpos lch anti-IgGh

nativos (pl:5,8-8,2) o cationizados (p1>9,l), (2) SAB y anticuerpos Ich anti-SAB nativos

(pl:5,8-8,2) o cationizados (pl>9,l) y (3) IgGh nativa (p1:5,8-8,2) o cationizada (pl>9,l) y

anticuerpos Ich anti-IgGh nativos. Los resultados obtenidos (Figura 16 y Tabla 9)

indican que los Clcat indujeron niveles de citotoxicidad marcadamente superiores a los

obtenidos con CIc (P<0,0 l), aún cuando éstos fiieran empleados a concentraciones de diez

a cincuenta veces mayores.

En fonna similar a lo observado con neutrófilos, el tratamiento con catalasa

(200ug/ml) inhibió notablemente la citotoxicidad inducida tanto por CIc como Clcat (%

inhibición > 86 en todos los casos, P<0,01, n=10), mientras que la SOD (200ungl) y la

catalasa inactivada por calor no ejercieron efectos. Estos hallazgos sugieren un papel

fimdamental del H202 en la citotoxicidad inducida tanto por Clc como por Clcat.

80

60

40
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII 7/

%Citotoxicidad

camera
Figura 16. Citaoxicidad mediada por mmocitos inducida por Clcat contra distintos tipos de células
blanco. Los ensayos de citotoxicidad fueron desarrollados enfi'mtando monocitos y eritrocitos
de distintas especies como células blanco durante 18 horas a 37°C en presencia de Cl
preparados con Ich anti-lgGh e IgGh nativa (Clc) o cationizada (Clcat). Los resultados están
expresados como la media aritmética :t ES de 5 experimentos diferentes realizados por
triplicado.
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Tabla 9. Citotoxicidad de monocitos inducida por CIcat.

Estímulo empleado ' Conc. % Citotoxicidad n

Ninguno Si] 14

lch anti-IgGh cationizada 20 ¡ig/ml Sil l l

CI: IgGh-Ich anti-IgGhcon

Ich nativa 200 ¡ig/ml ¡6:t3 8 V

20pgjnfl '5i72 8m
4pg/mr' Si] 8

Ich cationizada 20 tng/ml 84i4 8 7

7 H 4 ¡ig/ml 28i4 8

Ich anti-SABcationizada 20 ¡ig/ml 4il 3

Cl: SAB-Ich anti-SABcon

Ich nativa 20 ¡ig/ml Si] 3

“ i 4 [lg/ml 5:t2 3

Ich cationizada 20 ¡ig/ml 5lió 3

“ " " ¡H4 3
Los Cl solubles fiieron preparados con IgGh y anticuerpos lgG de conejo anti-lgGh, nativos o
cationizados o SAB y anticuerpos lgG de conejo anti-SAB, nativos o cationizados, en 5x
exceso de antígeno. Los ensayos de Citotoxicidad fueron desarrollados enfrentando neutrófilos
y células blanco por l8 horas a 37°C. Los resultados están expresados como la media
aritmética i ES de n experimentos diferentes realizados por triplicado.

Los resultados descriptos en los párrafos previos, indican que las respuestas

citotóxicas inducidas por CIc y Clcat involucran la generación de IRO. Las diferencias en la

magnitud de las respuestas observadas en cada caso podrían reflejar diferentes capacidades

de los CIc y los Clcat de inducir la activación del estallido respiratorio. Este aspecto fire

analizado evaluando la respuesta QL como indicador general de la producción de IRO. Los

resultados obtenidos (Tabla 10) muestran que la emisión de luz por neutrófilos y monocitos
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fiJe marcadamente superior cuando las células se estimularon con Clcat (P<0,01), aún

cuando estos fiJeron empleados a concentraciones diez veces menores respecto de los Clc.

Posteriormente se determinó el papel de los diferentes RFcy expresados por

neutrófilos en la inducción de QL. En acuerdo con las observaciones referidas a la

inducción de citotoxicidad, la QL inducida por Clcat fire dependiente del RFcyll, mientras

que la inducida por Clc fiJe mediada a través del RFcyH y del RFcyIll (Tabla 10).

Tabla 10. Emisión de QL por neutrófilos y monocitos estimulados por Clcat.

, QLmediadaporwRQU
Estímulo Conc. AcM Neutrófilos n Monocitos n

empleado (Hg/ml)

Ninguno 0,3:t0,3 20 0,2;t0,3 20

lgGh cationizada 100 - 0,3i0,4 13 0,3i0,4 15

Clc 100 - 3,4:tl,7 9 2,8:tl,4 12

“ 100i" dos“ l;ó:tl,l 4 ND ­

“ 100' ' IV.3 A ¡,2io,9 4 0,9:t0,6 3

7 Ü 100 3G8+ ""’ó,'3"ió,'á h ¿i N7D —
IV.3

Clcat 100 - 17,6:l:3,2 9 14,2i2,4 l2

' “ ió 'ii:4a_¿i,3 6 9,6,i2,7‘ 6

' i 308 18,8i4,2 4 ND —
' W1'66"Wiïámwwifiií,1 4 3,9il,8 3

Los Cl solubles fueron preparados con anticuerpos lgG de conejo anti-lgG humana nativos e
lgG humana nativa (Clc) o cationizada (Clcat). La saïal máxima de QL registrada en los lO
minutos posteriores a la estimulación fue expresada m unidades relativas de QL (URQL). En
algunos casos, las células fueron incubadas durante 30 min a 4°C con fragmentos F(ab')2 del
AcM 368 y/o el ACM IV.3, antes del añadido del estímulo. Los resultados se expresan como la
media arimética :l:ES de n experimentos diferentes realizados por duplicado. ND: No
determinado.
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Como se mencionó previamente, el rol fisiológico de la elastasa leucocitaria, incluye

la degradación de microorganismos invasores en las vacuolas fagocíticas y la locomoción y

penetración de los neutrófilos en los tq'idos periféricos. Sin embargo, se considera que

junto a los [R0, la elastasa cumple también un rol relevante en el daño tisular mediado por

neutrófilos (58,77,l85). La habilidad de los Clcat de inducir la liberación de elastasa,

constituiría una medida apropiada de su capacidad de activar mecanismos citotóxicos

independientes del oxígeno. Los resultados obtenidos (Figura 17) muestran que la

liberación de elastasa inducida por Clcat fire significativamente superior a la inducida por

Clc (P<0,0l), alcanzando niveles similaresa los observados por acción del FMLP (104M),

que constituye un potente inductor de la degranulación de neutrófilos.

60

50

40

30

20

Elastasaliberada(U/I) ¡[IrIIIIIÏII

Ninguno Clc FMLP

Estímulo

Figura l7. Liberación de elastasa por neutrófilos estimulados por Clcat. La liberación de
elastasa en células preincubadas con citocalasina B (¡ug/ml), fue inducida por lOOpg/mlde Cl
solubles preparados con anticuerpos IgG de conejo nativos e lgG humana, nativa (Clc) o
cationizada (Clcat) o por FMLP (106M). Los resultados están expresados como la media
aritmética :t ES de 8 experimentos diferentes realizados por triplicado.

Por otra parte, al igual que lo observado en relación a Ia inducción de citotoxicidad

y QL, la liberación de elastasa inducida por Clcat fire inhibida por el AcM IV.3 (P<0,0l ),

pero no por el fragmento F(ab’)2 del AcM 3G8 (Figura 18). Por el contrario, la liberación
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de elastasa inducida por Clc fue significativamente inhibida por ambos ACM (1’< 0,01)

(¡figura 18).

100

c 80
:9 .- -,_ - , _

g 60 il’JAcMIV.3 ¡
._ e,

É 40 ¡AcM 368 l

o\° 20

0
Clc Clcat

Estímqu

Figura 18. Efecto de los AcM anti-RFcys sobre la liberación de elastasa inducida por Clcat. Los
neutrófilos fueron incubados durante 30 min a 4°C con fragmentos F(ab')2 del ACM 3G8 o oon
el ACM IV.3. Luego, fueron incubados con citocalasina B (¡pg/ml) y la liberación de elastasa
fue inducida por Cl solubles preparados con anticuerpos lgG de conejo nativos e IgG humana,
nativa (Clc) o cationizada (Clcat). Los resultados están expresados como la media aritmética i
ES de 4 experimentos diferentes realizados por triplicado.

La interacción de los Cl con el RFcyII expresado en plaquetas (186,187), es capaz

de inducir la agregación plaquetaria y la liberación del contenido de sus gránulos específicos

(188-191). Independientemente de estas observaciones realizadas in vitro, el rol

fisiopatológico del RFcyll plaquetario, no ha sido aún establecido. A diferencia del papel

de los RFcy expresados en fagocitos, su posible participación tanto en la respuesta inmune

anti-infecciosa, como así también en fenómenos hemostátjcos y/o de autoinmunidad,

constituye un interrogante abierto.

Diferentes autoanticuerpos presentes en el suero de pacientes con LES han sido

caracterizados. Entre ellos, aquellos con especificidad por ADN y por fosfolípidos

aniónicos han recibido una atención particular (192,193). Numerosos trabajos han

establecido la existencia de reactividad cruzada entre ambas familias de anticuerpos (169­

Página 69



171). Como se mencionó previamente, los anticuerpos anti-ADN, especialmente aquellos

que presentan altos pl, parecen jugar un papel fiindamental en la patogénesis de la

glomemlonefiitis y tal vez en otras manifestaciones autoinmunes del LES (169-171). Por

otra parte, los anticuerpos anti-fosfolipidos, participan en 1a inducción de fenómenos

tromboembólicos asociados al LES y a otras patologías de naturaleza autoinmune (169­

171). Dentro de los mismos, se ha identificado a una subfamilia de anticuerpos con altos pl

(Ruiz Arguelles, Universidad de Puebla, México, comunicación personal). Considerando:

(a) la marcada eficiencia que presentan los CI preparados con anticuerpos cationizados de

inducir la activación de células fagocíticas a través de los RFcy, fl?) la presencia de

anticuerpos catiónicos en el suero de pacientes con manifestaciones tromboembólicas, y (c)

1aprevalencia de fenómenos de agregación plaquetaria en dichas manifestaciones, se evaluó

el impacto de la carga eléctrica de los anticuerpos IgG sobre la capacidad de los CI de

inducir la activación de plaquetas humanas. Para ello se emplearon, en todos los casos, CI

solublespreparados en 5 veces exceso de antígeno, con anticuerpos lch anti-IgGh e IgGh

nativa (Clc) o cationizada (Clcat).

cationizada

El tamaño molecular de los Clc y Clcat file determinado por ultracentrifiigación en

gradientes de densidad de sacarosa. Confirmando resultados preliminares obtenidos por

técnicas de tamizaje molecular (datos no mostrados), no se observaron diferencias en el

tamaño molecular de ambos tipos de CI (Figura 19). Por otra parte, en concordancia con

lo expuesto por otros autores (142,144,177), se detemiinó que 1aIgG permanece en estado

monomérico luego del procedimiento de cationización (¡figura 19).
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Figura 19. Comparación de] tamaño molecular de los CIC y Clcat por ultracaitrifiigacic'm en
gradientes continuos de sacarosa. Los Cl fiiercn preparados en 5 veces exceso de anting
emplmndo anticuerpos lgG de cmejo anti-lgGh e lgG human nativa (CIC)o cationimda (Clcat).

4.2.2.2.- Activación glagyetaria imim‘ida mr CIC 2 (Ïlcal evaluada en plasma rico en

I eras ’RP

Empleando PRP se analizó, en pn'mera instancia, la capacidad de los Clcat de

inducir la agregación plaquetan'a. Los resultados obtenidos (Figura 20A) demostraron que

los mismos constituyen potentes agonistas plaquetan'os. Es importante destacar que las

respuestas descriptas fiJeron inducidas empleando muy bajas concentraciones de Clcat (1,5­

30ug/ml) y un número fisiológico de plaquetas (3 x lOs/ml). Los CIc, por el contrario,

filCTOI'lincapaces de inducir niveles significativos de agregación, aún al emplearse en

concentraciones tan altas como 500 ug/ml (Figura 20).
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Figura 20. Agregación plaquetan'a inducida por Clcat en PRP. Las concentraciones de Clc y
Clcat indicadas entre paréntesis fueron añadidas al PRP (400 pl, 3 x lOa plaquetas/ml). La
figura muestra un experimento representativo de los 15 realizados.

La preincubación de las plaquetas durante un minuto con SmM de EDTA (n=5) o

¡ug/ml de Prostaglandina El (n=4) suprimió la agregación inducida por 15-30ug/ml de

Clcat (% inhibición> 90%). Ello indica que la respuesta observada constituye un fenómeno

metabólicamente activo, es decir, no representa aglutinación plaquetan'a. La IgG

cationizada no tuvo efectos per se sobre la agregación plaquetaria, aún cuando fiJera

empleada a concentraciones tan elevadas como 200ug/ml.

Posteriormente, se analizó la capacidad de los Clcat de actuar como agentes

primantes de respuestas plaquetarias inducidas por los agonistas habituales. La

preincubación del PRP con concentraciones de Clcat inferiores a las requeridas para inducir

la agregación plaquetan'a (0,5-lug/ml) incrementó marcadamente la agregación inducida

por concentraciones subóptimas de ADP, PAF, epinefrina o PMA (P<0,0l) (Tabla 11). De

hecho, en plaquetas preincubadas con Clcat, la primer ola de agregación inducida por ADP,

PAF o adrenalina, fue seguida por una segunda ola de agregación asociada a liberación de

ATP (Tabla II y Figura 21). La preincubación del PRP con CIc se mostró, por el

contrario, incapaz de potenciar las respuestas inducidas por los mismos agonistas.
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Tabla ll. Potenciación por preincubación con Clcat de la agregación plaquetan'a y de
la liberación de ATP inducida por diferentes agonistas.

Respuesta plaquetaría

Agregación Liberación de ATP

CI cat - + - +

ADP (0,25-0,50pM) 22i3 (10) 594.-3(¡0) o (4) 2,3:b0,4 (4)

Efiñífiífiáïófi-iiïM‘j i" 10i2(4')' ’36419(4) o (4) 2,7i0,l (4)

PAF(5-lOnM) m3 (4) " 61%9 (4) "o(4) 2,0io,4 (4)

PMA (SO-lSOnM) 9i2 (4) ¿3M (4) ND ND

Una suspmsión de 400 ul de PRP (3x108 plaquetas/ml) fue incubada durante l minuto a 37°C
en presencia (+) o ausencia (-) de concentraciones de Clcat inferiores a las necesarias para
inducir la agregación (0.5-1 tng/ml). Luego, la agregación plaquetan'a y la liberación de ATP
fue inducida por concentraciones subumbrales de diferentes agonistas. Los resultados son
expresados como porcentajes, referidos a los niveles máximos de agregación plaquetaria y
umoles of ATP liberados. Los valores representan la media aritmética :t ES de (n)
experimentos diferentes. ND: no detemunado
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Figura 21. Efecto de concentracimes subóptimas de Clcat sobre la agregación inducida por ADP.
El PRP (400m, 3 x lO' plaquetas/ml) fue incubado durante l minuto a 37°C con
concentraciones de Clcat inferiores a las requeridas para inducir agregación (0,5pgjml). Luego,
la agregación plaquetan'a fue inducida por concentraciones subumbrales de ADP (0,5uM). Se
indican también las respuestas de agregación inducidas por Clcat (0,5ug/ml) o ADP (0,5pM)
sólos. La figura muestra un experimento representativo de los 5 realizados.
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Se examinó luego, la capacidad de los Clcat de estimular la activación de PL. Se

evaluó no sólo la agregación plaquetan'a, sino también otros parámetros de activación tales

como la liberación de ATP y la producción de Tromboxano B; (TXBz). Los CIcat, aún

empleados a muy bajas concentraciones (l-4ug/ml), indujeron una potente agregación de

PL, resuspendidas a concentraciones fisiológicas (Figura 22). Bajo similares condiciones

los CIc fueron incapaces de inducir la agregación de PL (figura 22). Sólo se observaron

niveles significativos de agregación (% de agregación: 35i2, n=5) al emplear

simultáneamente altas concentraciones de plaquetas (9 x lOs/ml) y CIc (SOOpg/ml)

(1’<0,05).

A Clear (4pg/ml)
\°
e] C/cat (ayy/ml)
C
:90
(U
O)
e Clcat (Zpg/ml)
U)

<1:

C/cat (1pg/ml)
Clc (1OOpg/ml)

Figura 22. Agregación de PL inducida por Clcat. Las PL (400ul, 3 x lOs/ml) fueron
estimuladas con Clc y Clcat a las concentraciones indicadas. La figura muestra los resultados
correspondientes a un experimento representativo de los 15 realizados.

Considerando que el proceso de lavado podria preactivar a las plaquetas,

tomándolas susceptibles a ser activadas por concentraciones subóptimas de agonistas, se

decidió evaluar el efecto de los Clcat sobre PF. Los Clcat indujeron agregación y liberación

de ATP en niveles similares a los observados empleando PL (Figura 23 A y B). La

preíncubación de las plaquetas con EDTA (SmM, n=4) o Prostaglandina El (lug/ml, n=4)

suprimió la respuesta de agregación y la liberación de ATP estimuladas por Clcat (4ugjml)

tanto con PL como con PF (% inhibición> 92%, en todos los casos).
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Figura 23. (A) Agregación de PF y de PL inducida por Clcat. (B) Liberación de ATP por PL y por
PF inducida por Clcat. Las PL y las PF (400m, 3 x lO'lml) fueron estimuladas con 4-5pg/ml de
Clczt. Los resultados están expresados como la media aritmética :t ES de4 (A) o 5 (B) experimentos
difierentes.

La agregación plaquetan'a inducida por los Clcat estuvo asociada a la producción

de TXBZ (Tabla 12). Al emplearse bajas concentraciones de Clcat (l-l,5pg/ml), ambas

respuestas fiJeron completamente inhibidas por princubación con aspirina (1’<0,01) (Tabla

12). Por el contrario, a altas concentraciones de Clcat (4-5ug/ml), la agregación se mostró

levemente disminuida (P<0,05), mientras que la producción de TXB2 fiJe completamente

suprimida (P<0,0l) (Tabla 12).
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Tabla 12. Agregación de plaquetas lavadas y producción de TxB2 inducida por Clcat.
Inhibición por aspin'na.

Respuesta plaquetaria

Agl‘egación Producción de Tx B2

Aspin'na - I i+ - +

Control 0 0 <0,6 ND

' Clcat (14,5 pg/ml) 30i9 43:2 ‘ 25:th1 <0,ó

LM'EÍEátÏÁSiIQmI)"W 70i5 5312 62i4 <0,ó

AA (0,3mM) 73d:4 0 24 ¡1:70 <0,6

Una suspensión de 400 ul de plaquetas lavadas (3 x 10' plaquetas/ml) fue incubada durante 3
minutos a temperatura ambiente en presencia (+) o ausencia (-) de aspirina (luM). Luego, la
agregación plaquetan'a y la liberación de TXBZ fiJeron inducidas por las concentraciones
indicadas de Clcat o ácido araquidónico (AA). Los resultados están expresados como

porcentajes de agregación y nyml de TXBZ.Cada valor representa la media aritmética i ES de
5 experimentos experimentos. ND: No determinado.

La notable capacidad de los CIcat de inducir activación plaquetan'a podria ser

explicada, al menos parcialmente, por un incremento en la avidez de los Cl por el RFcyII,

debido a interacciones electrostáticas inespecíficas establecidas entre los grupos cargados

positivamente expresados en los Clcat y los fosfolipidos aniónicos de la superficie

plaquetan'a. Para testear esta hipótesis, se estudió la capacidad de distintos compuestos

polianiónicos de inhibir la activación plaquetan'a estimulada por CIcat. El pretratamiento de

PL con hepan'na supn'mió la agregación inducida por Clcat, sin modificar la respuestas

inducidas por ácido araquidónico, PAF o trombina (Tabla [3).
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Tabla 13. Efecto de la hepan'na sobre la agregación plaquetaria inducida por Clcat.

Estímulo

% Inhibición por CIcat AA PAF Trombina

Hepan'na 95i2 6i2 3i l 7d:l

Las PL (400ul, 3 x lOs/ml)fueron preincubadas durante l minuto a 37°C con hanina (0,05U/ml).
Luego, la agregación plaquetan'a fue inducida con 4ug/ml de Clcat, 0,3mM de AA, SnM de PAF o
lU/ml de trombina. bos resultados están expresados como la media aritmética i ES de 5
experimentos difermtes.

La acción de la hepan'na se correlacionó con una disminución marcada en la unión

de los CIcat a la superficie plaquetaria, evidenciada por citometn’a de flujo (% inhibición:

67i8, n=5). Se obtuvieron resultados similares al ensayar el efecto de un segundo

polianión, el dextrán sulfato (20ug/ml), sobre la agregación plaquetaria inducida por

4ug/ml de CIcat (% inhibición:96i6, n=5).

cationizada

Con el objeto de analizar si la activación plaquetan'a inducida por Clcat, requen'a la

interacción plaqueta-plaqueta, se evaluó como marcador de activación temprano, la

expresión de P-selectina en un sistema sin agitación. Bajo estas condiciones se observó que,

aún en ausencia de agregación plaquetaria, los CIcat fueron capaces de inducir un marcado

incremento en la expresión de P-selectina (P<0,01) (Figura 24).
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Figura 24. Expresión de P-seleetina por plaquetas estimuladas con Clcat. Una suspmsión de 400m
de PF (3 x lOs/ml) fue incubada en presencia de 4pg/ml de Clcat o lU/ml de trombina durante l0
minutos a 37°C sin agitación. Luego las PF fuerm incubadas oon un ACM anti-P-selectina durante
30 minutos y la unic'mfue revelada con un anticuerpo de cabra anti-lgG de ratón conjugado con
lTCF. Los resultados están expresados como la media aritmética i ES de 4 experimaitos diferentes.

A diferencia de los resultados obtenidos empleando neutrófilos y monocitos se

encontró, de modo inesperado, que la IgG humana cationizada era capaz per se de inducir

agregación de PL. Sin embargo, las concentraciones de Ichat necesarias para inducir un

50% del valor máximo de agregación (18,2i0,8p.g/ml), demostraron ser 8 veces superiores

a las requeridas para alcanzar la misma respuesta empleando CIcat como estimulo

(2,3i0,3ug/ml). Otras proteínas cationizadas, tales como la OA (pl: 9,4) o la SAB (pl: 9,1)

fueron incapaces de inducir activación plaquetaria aún cuando fiieran ensayadas a altas

concentraciones (200pg/ml).

La agregación inducida por IgGh cationizada (3Sug/ml) fiJe inhibida por 0,05U/ml

de hepan'na ( % inhibición: 95zt4, n=4), la cual a su vez suprimió en forma marcada la unión

de la IgGh cationizada a la superficie plaquetan'a (% reducción en la IFM: 77zt8, P<0,05,

n=4).
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4.2.2.7.-Rol de ¡{Fey/I en la agegación glagmetaria inducida a» (,‘Icat

Se evaluó luego, la participación del RFcyll en la agregación plaquetaria inducida

por Clcat. El pretratamiento de PL con el AcM IV.3, inhibió en forma prácticamente total

la agregación inducida por Clcat (Figura 25). Se obtuvieron resultados similares al analizar

el efecto del IV.3 sobre la agregación inducida por IgGh cationizada (Figura 25). La

preincubación de PL con IV.3 no modificó las respuestas de agregación inducidas por

otros agonistas como el ADP (2,5uM) o el colágeno (lug/ml) (datos no mostrados). Se

obtuvieron resultados similaresempleando PRP y 30 ungl de Clcat como agonista (datos

no mostrados).

100 T

:5 80o
é 60
fi 4o
3 20

0
Clcat Ichat
4pg/ml 50ug/ml

Estímulo

Figura 25. Rol del RFcyll m la agregación plaquetan'a inducida por Clcat o lchat. Una
suspensión de 400u| de PL (3 x lO' plaquetas/ml) fue incubada 20 minutos antes de la adición
del estimulo con cmcentraciones saturantes del AcM IV.3. Luego, la agregación fue inducida
con 4ug/ml de Clcat o SOug/ml de Clcat Los resultados están expresados como la media
aritmética i ES de 3 experimentos diferentes.

Por otra parte, se observó que la preincubación del PRP con IV.3, anuló el

sinergismo en la respuesta obtenida con concentraciones subóptimas de ADP y Clcat. De

hecho, en presencia de IV.3 no se observó una segunda ola de agregación inducida por la

acción conjunta de ambos agonistas, aunque la primer ola causada por el ADP no file

modificada (Figura 26).
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Figura 26. Rol del RFcyll en la agregación plaquaan'a inducida por Clcat y ADP. El PRP (400ul, 3
x loaplaquetas/ml) fue incubado 20 minutos antes de la adición del estímulo con
concentraciones saturantes del AcM IV.3 a temperatura ambiente. Luego fue incubado durante
l minuto a 37°C sin agitación con concentraciones no agregantes de Clcat (0,5 pyml).
Posteriormente, la agregación fue inducida con concentraciones subumbrales de ADP (0,5uM).
La figura muestra un experimento representativo de los 3 realizados.

En un grupo adicional de experimentos, se evaluó la habilidad del AcM IV.3 de

inhibir la unión de los Cl a la superficie plaquetaria. Pese a su capacidad de suprimir la

activación plaquetan'a inducida por Clcat, el ACM IV.3 sólo indujo una leve reducción de la

unión de los CIcat a las plaquetas (% inhibición: 24i4, I’<0,05, n=5).

am'óm'cas2catiónicasde anticum de claseIgfi nativos

Los resultados expuestos previamente indican que la capacidad agonista de los Cl

resulta notablemente potenciada al incrementarse los pl de las lgG nativas a valores

comprendidos en el rango 8,5-I0,0. Considerando el alto grado de heterogeneidad presente

en los pl de las lgG nativas (pl:5,8-8,5), se decidió analizar la posible existencia de

diferencias en su actividad, en fiJnción de sus valores particulares de pl. Con este objetivo

se aislaron por técnicas de cromatoenfocado fracciones aniónicas y catiónicas de

anticuerpos lgG a partir de: (1) sueros inmunes obtenidos en conejo y (2) un pool de lgG
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humana normal. Los pl de cada una de las fracciones fiJeron confirmados por

isoelectroenfoque (¡figura 27).

P 1 2 3

3.1v ­
7.3 - _

5,9 “
5,2 .—

4,6 dll-D

3'6 un

Figura 27. lsoelectromfoque de las fracciones aniónicas y catiónicas de la lgGh aisladas por
cromatomfocado a partir de un pool de lgGh normal. Calle P, patrones de IEF. Calle l, fracción
aniónica de la lgGh nativa. Calle 2, fracción catic'nica de la lgGh nativa. Calle 3, lgGh total a partir
de la cual se aislaron las fracciones aniónica y catic'xúm.

Un primer grupo de experimentos fue llevado a cabo con CI solubles preparados

con anticuerpos Ich anti-IgGh y la fracción aniónica (pl:6,0-6,4) (Clan) o catiónica

(pl:7,6-8,5) (Clcac) de la IgGh nativa. Se investigó su capacidad de inducir el cambio de

forma de neutrófilos humanos, lo que constituye una respuesta temprana de activación

leucocitaria (194,195). No se observaron diferencias en la extensión del cambio de forma

inducida por los dos tipos de CI (figura 28). La ¡figura 29 muestra un experimento

representativo de los seis realizados.
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Figura 28. Efecto de los Clan y Clcac sobre el cambio de forma de neutrófilos. El ensayo fue
realime empleando lOOug/m]de CI prqaarados con fracciones aniónica o catióru'cade IgGh nativa
y anticuerpos Ich arILi-IgGh.Los resultados están expresados como el tamaño medio relativo
(TMR) :t ES de 6 experimartos difermtes.

Counls

CONTROL

Clan

' l” Clcac

FMLP107M

"'loooÍ

Figura 29. Efecto de los Clan y Clcac sobre el cambio de forma de neutrófilos. El ensayo fue
realime empleando lOOug/mlde CI preparados con fracciones anióníca o catiónica de IgGh nativa
y anticuerpos Ich anti-lgGh. El efecto del FMLP 10'7Mfue evaluado como control positivo. Los
histogramas son representativos de un dador de los 6 evaluados.
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Empleando los CI solubles descriptos en el párrafo precedente y otros preparados

con SAB y la fracción aniónica (pl: 5,9-6,2) o catiónica (pl: 7,5-7,8) de anticuerpos Ich

anti-SAB, se examinó su capacidad de inducir la emisión de QL y la liberación de elastasa.

Los Clc y Clcac ¡ndujeron respuestas similares para todas las relaciones antígeno/

anticuerpo analimdas (Tabla 14).

Tabla 14. Emisión de QL y liberación de elastasa por CI preparados con fracciones
aniónicas y catiónicas de anticuerpos lgG.

QL inducida por (URQL)

Tipo de Cl soluble Clan Clcac n

Ich: Ich anti-lgGh 2X lóiS l4i4 7

5x ¿Li i 8i2 7

10x ' sii ' ó:l:2 ' 7

25X Zil 3i2 7

SAB:1ch anti-SAB 5x ¿ii 6:t2 5'

“ 25X zii 3il 5

Liberación de elastasa inducida por

Tipo de CI soluble Clan Clcac n

IgGhzrlch anti-IgGh 5X 7:t3 5i2 4

SAlech anti-SAB 5x ' 2.6i0.5 2410.5 6

Ambas respuestas fueron inducidas por lOOpg/ml de Cl solubles preparados con fracciones
aniónicas (Clan) o catiónicas (Clcac) de IgGh empleada como antígeno e Ich anti-IgGh o Cl
formados con SAB y fracciones aniónicas (Clan) o catiónicas (Clcac) de anticuerpos lch
anti-SAB. Los datos están expresados como la media aritmética i ES de n dadores evaluados
por duplicado.

Teniendo en cuenta las diferentes propiedades que presentan los CI solubles y

particulados (l 19,129), se determinó si los CI particulados preparados con anticuerpos IgG

nativos de distintos pl, presentaban diferencias en su actividad biológica. Como modelo de

CI particulado, se emplearon Ep sensibilizados con anticuerpos IgG especificos de conejo

correspondientes a las fracciones aniónica (pl: 6,3-6,5) o catiónica (pl: 7,8-8,0), en títulos
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equivalentes. Estos CI fiieron utilizados para evaluar su capacidad de estimular la QL y la

CCDA mediadas por neutrófilos (Figura 30). Los resultados obtenidos indicaron, en

acuerdo con lo observado para los CIs, que la actividad de los CI partículados no difiere en

fiinción de los valores particulares de pl que presentan los anticuerpos IgG nativos que los

conforman.

A

80 7,,
EIC/an

A 60 Clcacj
of] 7

<
o 40
O
0 20

0

1/10 1/30 1/90

Dilución de IgG anti-E

B

25 ElClan
20 Clcach

_|
g 15
3 10

o m
1/5 1/15 1/45

Dilución de IgG anti-E

Figura 30. CCDA y emisión de QL inducidas por lgG-Ep. La CCDA (A) y la QL (B) fueron
inducidas por Ep sensibilizados con diferentes cantidades de fracciones aniónicas y catiónicas
de lch anti-Ep, empleando relaciones neutrófllozEp de l:l para la CCDA y 1:5 para la QL,
respectivamente. Los datos están expresados como la media aritmética i ES de 6 dadores
evaluados por triplicado.
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La notable actividad agonista que presentan los CI preparados con IgG cationizada

in vitro, se encuentra asociada, tal como se ha mencionado previamente, al establecimiento

de interacciones adsortivas inespecíficas, insensibles al bloqueo de los RFcy con AcM

específicos. La ausencia de diferencias en las respuestas inducidas por CI preparados con

anticuerpos IgG nativos de distintos pl, podn'a reflejar la incapacidad de las fracciones

catiónicas de la lgG nativa de establecer uniones electrostáticas inespecíficas con la

superficie celular. En apoyo a esta hipótesis se observó que, los Cl preparados con

anticuerpos Ich anti-lgGh y la fracción aniónica o catiónica de la IgGh, no sólo exhibieron

niveles semejantes de unión a la superficie de los neutrófilos (Figura 31), sino que además

dicha unión fue inhibida en forma prácticamente total, por el tratamiento conjunto con los

AcM IV.3 y 3G8 (% de inhibición> 85, P<0,0l, n=6).

350
300 T

250
200
150
100
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IFM

Clan Clcac

Estímqu

Figura 31. Unión de los Clan y Clcac a la superficie de los neutrófilos. Los neutrófilos (40,41,5 x
107/ml) fueron incubados el presencia de lOOpg/ml de Clan o Clcac durante 20 minutos a 4°C.
Luego fiierm lavados y la unión de los CI fue revelada con anticuerpos anti-IgG de conejo
cmjugados cm ITCF. Los resultados están expresados como la intensidad de fluorescencia media
(IFM) :t ES de 21 experimentos diferentes.

Considerados en conjunto, los resultados descriptos indican que a diferencia de los

anticuerpos lgG cationizados in vitro, que presentan altos valores de pl (8,5-10,0), la carga

electrica de los anticuerpos lgG nativos no afecta su capacidad de inducir la activación

celular a través de los RFcy.
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La capacidad de los antígenos proteicos de depositarse y persistir a nivel tisular

constituye una propiedad patogénica relevante capaz de condicionar la severidad de las

lesiones renales y articulares en distintos modelos de glomerulonefiitis y artritis. La MBG

(196-198), el cartílago y el sinovio (199,200) poseen sitios aniónicos capaces de actuar

como receptores para antígenos catiónicos, incrementando la persistencia de los mismos en

estos tejidos. Las proteínas con alta carga eléctrica poseen entonces, un potencial

nefiitoge'nico y artritogénico superior, en virtud de su capacidad de unirse superficies

aniónicas y predisponer a la formación Cl in situ (144,201,202). Los trabajos desarrollados

hasta el presente, concernientes a la capacidad de las proteínas catiónicas de inducir lesiones

renales y de actuar como potentes artritógenos, se han limitado a la evaluación de las

manifestaciones clinicas de las mismas o a la examinación histológica de los cambios que a

ellas subyacen. Los experimentos que se describen a continuación, fiieron realizados con el

objeto de determinar si la carga eléctrica antigénica, al igual que la carga eléctrica de los

anticuerpos, es capaz de condicionar la capacidad de los CI de inducir respuestas

proinflamatorias a través de los RFcy.

antígenos caflonizados

Se prepararon Cl solublescon anticuerpos lch nativos y OA nativa (pl: 4,5) (CIc)

o cationizada (pl: 8-9) -CIcat(Ag)—. Los mismos fiieron empleados en ensayos de

citotoxicidad, emisión de QL y liberación de elastasa. Los resultados obtenidos indican

que, en todos los casos, los CIcat(Ag) indujeron respuestas notablemente superiores

respecto de aquellas inducidas por los Clc (P<0,0l) (I'abla 15). La OA cationizada fiie

incapaz per se de inducir respuesta significativas (Tabla 15).
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Tabla 15. Respuestas mediadas por neutrófilos y monocitos inducidas por CIcat(Ag).

Respuesta celular . . Clc Clcat OAcat n
I (ABL

Citotoxicidad mediadapor neutrófilos % 4i2 65i4 3il 6

Citotoxicidad mediada por monocitos % 53:2 48i5 4il 6

QL mediada por neutrófilos URQL 3i2 12i3 0 7

QL mediada por monocitos URQL 2i2 l4i4 0 6

Liberaciónde elastasa por neutrófilos U/l lil l4i3 0 6

Las diferentes respuestas fueron inducidas por 100 ¡ig/ml de Cl solubles preparados con 0A
nativa (Clc) o cationizada -Clcat(Ag)- y anticuerpos lgG de conejo nativos o con lOOug/mlde
0A cationizada. Los resultados están expresados como la media aritmética i ES de n
experimentos diferentes realizados por duplicado o triplicado.

Los resultados obtenidos fiieron confirmados, en un segundo grupo de

experimentos, empleando Cl preparados con anticuerpos lch nativos y SAB nativa (pl:

4,5) (Clc) o cationizada (pl: 8-9) -Clcat(Ag)-. Nuevamente, los Clcat(Ag) indujeron

respuestas sustancialmente mayores respecto de los CIc (P<0,0l). No obstante, las mismas

fiieron menores a las obtenidas con los Cl preparados con anticuerpos Ich cationizados

(pl > 9,1) y SAB nativa. A fin de obtener niveles similares de respuesta, los CIcat(Ag)

debieron ser empleados a concentraciones cinco veces mayores respecto de los CIcat(lgG)

(Tabla 16).

Tabla 16. Respuestas mediadas por neutrófilos inducidas por CIcat(Ag).

Respuesta
(20mm!)

Citotoxicidad % Si] 55:l:5 5 l:t6

QL URQL 2i l l li l l0i2

Las respuestas fueron inducidas por Cl solubles preparados con anticuerpos lch anti-SAB
nativos y SAB nativa (Clc) o cationizada -Clcat(SABcat)- o con Cl formados con lch anti­
IgGh nativa e lgGh cationizada -Clcat(lchat)-. Los resultados están expresados como la
media aritmética i ES de 3 experimentos diferentes realizados por duplicado o triplicado.
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Los resultados presentados indican que, no sólo la cationización de los anticuerpos,

sino también la de los antígenos potencia notablemente la capacidad de los CI de inducir la

activación de células fagocíticas.

A fin de analizar la participación de los diferentes RFcy en la respuesta QL

estimulada por Clcat(Ag), se emplearon los AcM IV.3 y el fragmento F(ab')2 del AcM

3G8. Los dos anticuerpos inhibieron significativamente las respuestas inducidas tanto por

CI preparados con OA nativa como por aquellos preparados con OA cationizada (P<0,05)

(Figura 32). Para ambos CI, la emisión de luz fije suprimida por tratamiento conjunto con

los dos AcM (¡figura 32). Estos resultados indican que, a diferencia de lo observado con

los CI preparados con anticuerpos IgG cationizados, la QL inducida por CIcat(Ag) es

dependiente no sólo del RFcyII sino también del RFcyIII.

%Inhibición

Clc Clcat(Ag)

Estímulo

lElAcM¡ya sáb/ig3Gá' +aca l

Figura 32. Rol de los RFcys en la emisión de QL inducida por Clmt(Ag). Los Cl solubles fueron
preparados con anticuerpos lch anti-0A y OA nativa (Clc) o cationizada -Clcat(Ag)-. Las
células fueron incubadas durante 30 minutos a 4°C con fragmentos F(ab')2 del ACM 3GB y/o el
AcM IV.3 antes del añadido del estimulo. Los resultados están expresados como expresados
como la media arimética i ES de 4 experimentos diferentes realizados por duplicado.
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4.2.4.3.- Activación de plaquetas humanas inducida a» ( ,‘IcattAg¿

Las plaquetas expresan un sólo tipo de RFcy, el RFcyII (25). Los resultados

mostrados en el párrafo anterior sugieren que, al menos en neutrófilos, la activación

inducida por CIcat(Ag) requiere la participación de los RFcle y RFcylll. Podrían los

antígenos cationizados potenciar la actividad de los Cl en sistemas celulares que sólo

expresasen el RFcyll 7

Con el objeto de responder a este interrogante, se emplearon Cl preparados con

anticuerpos Ich nativos y OA nativa (pl: 4,5) o cationizada (¡21:8,0-9,5).Se evaluó, en

primer lugar, su capacidad de inducir la agregación plaquetan'a utilizando PRP. A diferencia

del comportamiento observado con los CI formados con lgG cationizada, los CI

preparados con OA cationizada fiieron incapaces de inducir la agregación plaquetaria

fl'ïgura 33).
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Figura 33. Agregación de plaquetas inducida por CIcat(Ag) en PRP. La gregación fue inducida
por el añadido de Cl preparados con lch anti-OA nativa y OA nativa (Clc, lOOpg/ml) o
cationizada —Clcat(Ag),lOOpg/ml- o Cl preparados con lch anti-lgGh e lgGh cationizada
CIcat(IgG), ¡Sugjml- a 400ul (3 x lOu plaquetas/ml) de PRP. Los datos están expresados
como la media aritmética i ES de 8 dadores difermtes.

Se analizó luego su capacidad de estimular la activación de PL. Los Cl que incluían

OA cationizada indujeron niveles altos de agregación y liberación de ATP. Por el contrario,
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aquellos CI formados con OA nativa no indujeron respuesta alguna (¡figura 34). Merece

destacarse, sin embargo, que los CI preparados con OA cationizada mostraron menor

potencia agonista, respecto de aquellos preparados con lgG cationizada. Es por ello que, a

fin de obtener respuestas similares, los CI preparados con OA cationionizada debieron

emplearse a concentraciones cinco veces superiores (¡figura 34).
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Figura 34. Activación de plaquetas lavadas inducida por Clcat(Ag). Una suspensión de 400 ul
de PL (3 x ¡0' plaquetas/ml) fue estimulada con Cl preparados con lch anti-0A nativa y 0A
nativa (Clc) o cationizada -Clcat(Ag)- o con Cl preparados con lch anti-lgGh e lgGh
cationizada -Clcat(lgG)-, determinándose la agregación plaquetaria (A) y la liberación de ATP
(B) en forma simultánea. Los datos están expresados como la media aritmética st ES de 7
dadores evaluados por duplicado.

En acuerdo con lo esperado, el AcM IV.3 inhibíó en forma prácticamente total la

agregación de PL inducida por CI preparados con OA cationimda (¡figura 35). Asimismo,
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en presencia de heparina se observó una inhibición de la agregación superior al 90%

(Hg-um 35).
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Figura 35. Inhibición de la agregación de PL por el AcM anti-RFcyll o por heparina. Una
suspensión de 400 ul de PL (3 x 10' plaquetas/ml) fue incubada l minuto antes de la adición
del estímulo con AcM iV.3 (lpyml) o heparina (0,05 U/ml). Luego, la agregación fue inducida
por 25pg/ml de CI preparados con lch anti-OA nativa y OA cationizada. Los resultados están
expresados como la media aritmética i ES de 4 experimentos realizados por duplicado.

Por último, en las experiencias realizadas a fin de determinar la expresión de P­

selectina en ausencia de agregación plaquetaria, se observó que los CI preparados con OA

catiónica estimularon su expresión en niveles sigrúficativamente superiores a los inducidos

por los CIc (1’<0,05) (Figura 36).
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Figura 36. Expresión de P-selectina por plaquetas estimuladas con Clcat(Ag). Una suspensión de
400pl de PL (3 x lOs/ml)fue incubada durante lO minutos a 37°C sin agitación con CI preparados
con lch anti-0A nativa y OA nativa (Clc) o cationizada -Clcat(Ag)- (25uyml) o con CI
preparados con Ich anti-lgGh e lgGh cationizada -Clcat(lgG)- (Sungl). Luegolas PL fueron
incubadas con un ACM anti-P-selectina durante 30 minutos y la unión fue revelada con un segundo
anticuerpo de cabra anti-lgG de ratón conjugado cm ITCF. Los resultados están expresados como la
media aritmética i ES de 4 experimentos diferentes.

Considerados en conjunto, estos resultados sugieren que, no sólo la cationizacíón

de la fracción anticuerpo de un CI, sino también de su fi'aicción antigénica, potencia

notablemente su capacidad agonista.
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Los neutrófilos juegan un papel preponderante en 1adefensa del húesped, debido a

que rápidamente acuden a sitios de invasión microbiana en respuesta a la producción in situ

de estímulos quimiotácticos (56,203). Estos estímulos son los responsables de orientar la

migración celular a través de la generación de un gradiente positivo de concentración, es

decir, desde un área caracterizada por la presencia de bajas concentraciones de estímulo

hacia otra donde éste alcanza su máxima concentración (204). El mecanismo quimiotáctico

involucra la unión del atractante a receptores específicos sobre la membrana plasmática, la

adherencia reversible de las células al endotelio o a la matriz extracelular, 1a deformación

celular, que les permite atravesar espacios intercelulares y la liberación de distintos

mediadores leucocitarios, que en algunos casos amplifican 1a respuesta inflamatoria y en

otros la limitan (203-207).

Se han identificado numerosos estímulos quimiotácticos para los PMN. Entre ellos

figuran productos derivados de la activación del sistema complemento, particularmente el

CSa (208-211), péptidos formilados bacterianos (212,213), citoquinas producidas por

leucocitos (214) y factores derivados de PMN activados (94,215,216).

La capacidad de los CI de inducir quimiotaxis de neutrófilos, ha sido

tradicionalmente adjudicada, a su habilidad de activar al sistema complemento con la

consecuente generación de CSa (217,218). Estudios desarrollados por Wilkinson, no

obstante (219), han demostrado que la IgG humana agregada por calor induce per se la

migración de neutrófilos humanos. En el mismo sentido, Arashi y colaboradores (220), han

indicado que las Ig monoméricas de rata son capaces de inducir la locomoción celular.

Otros investigadores, por el contrario, han descripto la incapacidad tanto de la IgG

monomén'ca como de la IgG agregada, de inducir la migración de neutrófilos (221,222).

No existen trabajos previos que hayan establecido la capacidad de los CI de estimular per

se la migración de neutrófilos. Este aspecto adquiere un relieve notable a la luz de trabajos

recientes desarrollados ¡n vivo por Sylvestre y Ravetch (126), sugiriendo que la inducción

del infiltrado fagocítico en las reacciones inflamatorias de tipo IH involucraría una acción

directa de los CI, no mediada a través de 1aactivación del sistema complemento (8). Los

resultados que se presentan a continuación demuestran la habilidad de los Cl de estimular in

vitro 1aquimiotaxis de los neutrófilos.
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4.3. I.- MigzaQÓLQQneutrótllos humanos inducida mr la presencia de un gzatlierile

wsitivo de concentraciónde (ll

A fin de evaluar la capacidad de los Cl de inducir la migración de neutrófilos, se

utilizaron Cl preparados con (I) IgG humana y anticuerpos IgG de conejo anti-lgGh y (2)

OA y anticuerpos IgG de conejo anti-OA. Las células y los CI fiieron resuspendidos en una

solución tamponada no enn'quecida en proteínas séricas, con el objeto de descartar la

presencia de componentes del sistema complemento. Se observó que los Cl fueron capaces

de inducir la migración de los neutrófilos, en forma dependiente de la concentración

fl'ïgura 37). Merece destacarse, que dichas respuestas locomotoras fiieron observadas aún

a concentraciones de CI inferiores a las descnptas en diversos focos inflamatorios (58,83).

Empleando IgG humana soluble agregada por calor como análogo artificial de CI, se

observaron niveles similares de migración (Figura 37A). En acuerdo con el paradigma de

activación celular mediado por RFcy, según el cual la microagregación de receptores es un

requerimiento insoslayable para la inducción de respuestas biológicas, la IgG monomén'ca

se mostró incapaz de inducir migración celular (Figura 37Ay B).
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Figura 37. Migración de neutrófilos inducida por (A) Cl preparados con lgGhzlch anti-lgGh
(Ü), por lgGh agregada por calor (fi), lgG monomén'ca(É) o en ausencia de estimulo (I); (B)
por Cl preparados con OA-lch anti-OA (Ñ) o en ausencia de estimulo (I). Los datos están
expresados como la media aritmética i ES de 9 dadores evaluados por triplicado.
Significación estadistica: * P< 0,01, ** P< 0,05 comparados con el control.

Con el objeto de discernir si la migración observada era dirigida por un gradiente

positivo de concentración de CI (quimiotaxis) o simplemente reflejaba un incremento

aleatorioen la motilidadcelular (quimoquinesis),se realizó un análisisCheckeer ( [49).

El mismo refleja la respuesta locomotora celular inducida por: (l) un gradiente positivo de

concentración del estímulo, (2) un gradiente negativo de concentración del estímulo y (3) la

presencia del estímulo, en ausencia de gradiente de concentración. Los resultados

obtenidos, indicaron que la motilidad fiJe dependiente de la presencia de un gradiente

positivo de concentración de CI (Tabla I 7), lo que define básicamente un mecanismo

quimiotáctico de locomoción.
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Tabla l7. Análisischeckerboard de la migración de neutrófilos inducida por CI.

N° medio.de celdas/Campo Microscópico i ES

Concentración de CI en la cámara superior (ug/ml)“

cámara infen'or (ug/ml)" 0 250 500

o 252tll' 32110d 361143

250 W'1'89i'475 ’ 60il7° 34a 3h

500 m 320í56° 104i33‘ 73i34i

Los datos están expresados como la media aritmética i ES de 5 dadores evaluados por
triplicados.
Significación estadística: c P<0,05 comparado con a y con i; b P<0,05 comparado con a y con
e; f P<0,05 comparado con i; d NS comparado con a; h P<0,05 comparado con e.

a Cl: lgGhzlch anti-lgGh.

4.3.2.- Rol de los 1030111}!RFcylll en la gzlimiotarisde neutrótllos inducida mr CI

Para que la respuesta quimiotáctica se haga efectiva, se requiere la unión del

quimioatractante a receptores específicos de la membrana plasmática, lo cual pennite

transformar la información ambiental en una sen'e de respuestas celulares que dan como

resultado el movimiento din'gido (205).

Con el objeto de determinar el papel de los RFcy expresados por los neutrófilos en

la quimiotaxis inducida por CI, se examinó el efecto del ACM IV.3 y del fragmento F(ab')2

del ACM 3G8. Ambos anticuerpos disminuyeron significativamente la respuesta

quimiotáctica (figura 38). No obstante, la inhibición observada en presencia del IV.3 file

marcadamente superior, sugiriendo un rol preponderante del RFcle en la inducción de la

quimotaxis.
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Figura 38. Efecto de los ACManti-RFcys sobre la quimiotaxis de neutrófilos inducida por Cl. La
migración fue inducida por Cl preparados con lgGhzlch anti-lgGh. Los datos están
expresados como porcentajes de inhibición de la migración calculada después de restarles los
valores de migración al azar. Cada barra rwresmta la media aritmética i ES de 6 dadores
evaluados por triplicado.
Significación estadistica: * P< 0,01, "‘ P< 0,05 comparados con los controles.

Se analizó posteriormente la contribución relativa de los RFcy a la unión de los Cl.

El fragmento F(ab’)2 del 3G8 inhibió en forma marcada la unión de los Cl, mientras que el

IV.3 sólo la redujo moderadamente (Figura 39). Ello indica que la capacidad de los RFcy

de unir Cl guarda una relación directa con el número de receptores expresados sobre la

superficie celular (105 RFcyIII/célula y 10“ RFcyII/célula). Estos resultados plantean,

ademas, que la panicipación de cada uno de los RFcy en la inducción de la respuesta

quimiotáctica no se correlaciona con su capacidad de unir CI.
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Figura 39. Inhibición de la unión de Cl por ACMdirigidos contra los RFcy. Los neutrófilos (2 x
lO°/ml) fueron incubados durante 30 minutos a 4°C con fragmentos F(ab’)2 del AcM 308 o el
AcM lV.3 o con medio de cultivo sólo. Luego fueron lavados e incubados durante 30 minutos a
4°C con Cl solubles preparados con IgGh e lch anti-lgGh. Posterionnente, la unión de los
mismos fue revelada por incubación con anticuerpos IgG anti-lch conjugados con lTCF. Los
datos están expresados como % de inhibición de la unión de Cl y representan la media
aritmética i ES de 4 dadores.

Significación estadística: * P< 0,01, ** P< 0,05 comparados con los controles.

A fin de descartar que el efecto de los AcM se debiese a la inducción de señales

inhibiton'as y no al bloqueo específico de los RFcy, se realizaron experimentos adicionales

donde se evaluó la acción de los mismos sobre la quimiotast inducida por FMLP o suero

activado por zymosán. En ningún caso, se observó inhibición de las respuestas

quimiotácticas (Tabla 18). Por el contrario, empleando suero activado por zymosán como

estimulo, el bloqueo del RFcyIII la incrementó significativamente. Las causas de dicho

incremento, no obstante, no han sido examinadas.
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Tabla 18. Efecto de los AcM anti-RFcys sobre la respuesta quimiotáctica inducida por
FMLP y suero activado por zymosán.

Quimiotmds de neutrófilos inducida por
(N° medio de cel/Campo microscópico :I:ES)

AcM agregado FMLP ¡0-8M Suero activadopor Zymosan

(n = 8) (n = 7)

Ninguno 266i76 725i103

Iv.3 ' 23456 ' 642i106

F(ab’)2303 264i7l 1333i125­

lV.3 + F(ab’)2 3G8 212i44 1095i135'

Inhibición de la quimiotaxis inducida por FMLP y suero activado por zymosán por ACM
dirigidos hacia el RFcyll y RFcylll. Los datos están expresados como la media aritmética i ES
de n dadores evaluados por triplicado después de restarle los valores de migración al azar.
Significación estadistica: "‘P<0,05 comparado con valores obtenidos en ausencia de AcM.

Los péptidos fonnilados bacterianos juegan un rol cn'tico en el reclutamiento de

neutrófilos en sitios inflamatorios asociados a diversos procesos infecciosos (212,223).

Considerando que la presencia de altas concentraciones de CI constituye una característica

observada en numerosas infecciones bacterianas (120), se evaluó la quimiotaxis inducida

por la presencia conjunta de los Cl y el FMLP. La resultados descriptos en la Figura 40

muestran un incremento de naturaleza aditiva, en la respuesta estimulada por ambos

agonistas.
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Figura 40. Efecto de los Cl sobre la quimiotaxis inducida por FMLP. La migración fue
inducida por FMLP, CI o FMLP más Cl. Cada barra representa la media aritmética :t ES de 6
dadores evaluados por triplicado.
Significación estadistica: * l’< 0,05 compame con la migración inducida por FMLP (lO'°M)
sólo y NS comparado con la migración inducida por CI (lSSug/ml); “ P< 0,05 comparado con
la quimiotaxis inducida por FMLP (10'9M) y con CI (500ug/ml).

Considerados en conjunto, los resultados presentados indican que los CI constituyen per

se potentes estímulos quimiotácticos para los neutrófilos. Ello sugiere que los mismos

podrían participar en la respuesta inmune, no sólo como inductores de respuestas

secretorias y/o citotóxicas mediadas por fagocitos, sino también como agentes relevantes en

el reclutamiento de los neutrófilos en el foco inflamatorio.
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5.- DISCUSION

5.I.- Madulacióndela actividaddel RFgII M acciónde proteasas

Las enzimas proteolíticas se encuentran en altas concentraciones en los focos

inflamatorios (85,224). A ellos confluyen diferentes proteasas liberadas, no sólo por

granulocitos y macrófagos activados (225) sino también por linfocitos T, células NK y

mastocitos (226-228). La activación de sistemas humorales tales como el complemento y

los sistemas de coagulación y fibrinolítico contribuyen a incrementar las concentraciones

locales de proteasas.

Las proteasas cumplen fiinciones biológicas cruciales en la fisiología de los seres

vivos. Distintas enzimas proteolíticas son responsables del mantenimiento del balance

hemostático (229,230) y fibrinolitico (229-231), la activación del sistema complemento

(2,3), la generación de señales conducentes a la activación celular y/o muerte celular

programada (154-157,232,233) y la destrucción de agentes infecciosos, células infectadas

por virus y células tumorales (226,227). La evidencia experimental reciente sugiere que las

proteasas participarían en la regulación de las fimciones leucocitan'as y consecuentemente

en la modulación de los procesos inflamatorios (234). Estudios desarrollados por Tax y van

de Winkel (158,160) demostraron que la actividad del RFcyII expresado en monocitos

humanos y en células K562, puede ser incrementada por proteólisis. En concordancia con

estos hallazgos, los resultados presentados en esta Tesis muestran que el tratamiento de

neutrófilos humanos con proteasas aumenta tanto la avidez como la funcionalidad del

RFcyII.

Merece destacarse la magnitud del efecto de las proteasas sobre este receptor.

Empleando lgG-Ep como Cl, se encontró que la cantidad de Ep unidos por cien neutrófilos

se incrementa entre seis y diez veces a consecuencia del tratamiento proteolítico.

Considerando que la proteólisis no induce la expresión de nuevos RFcy y prácticamente

anula la expresión del RFcyIII, los resultados obtenidos pueden ser adjudicados a un

aumento en la avidez del RFcyIl. Esta conclusión está sustentada en los hallazgos

realiudos en presencia de AcM anti-RFcy, que demuestran que la unión de lgG-Ep a los

neutrófilos tratados con proteasas es dependiente fimdamentalmente del RFcyII. En el

mismo sentido, Van de Winkel y colaboradores (158) describieron que el tratamiento con
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proteasas de monocitos humanos cuyos RFcyI fireron selectivarnente modulados,

incrementa su capacidad de unir lgG-E. Por otra parte, en células K562, que sólo expresan

el RFcyII (235), la incubación con pronasa o elastasa aumenta significativamente su

afinidad por la lgG humana sin modificar la expresión de este receptor (158).

El aumento en la avidez del RFcyIl ocasionado por el tratamiento enzimático se

asoció a un incremento en las respuestas inducidas por IgG-Ep tales como la CCDA y la

QL (l'abla 2 y Figura 7). Efectos similares fueron descriptos por Debets y colaboradores

(159) en monocitos deficientes de RFcyl. El tratamiento con proteasas incrementó la

producción de TNF-a inducida por IgG, a expensas de una actividad exacerbada del

RFcyII.

El efecto potenciador de las proteasas, sin embargo, fue dependiente de las

características del Cl empleado como estímulo. En este sentido, se observó que mientras las

respuestas QL inducidas por lgG-Ep y por Cls fiJeron significativamente incrementadas

luego de la incubación de los neutrófilos con pronasa o quimotn'psina, la QL inducida por

Clp no fiJe modificada (Figura 9). Dado que el mecanismo de potenciación ejercido por las

proteasas sobre la actividad del RFcyII no ha sido elucidado, no resulta sencillo elaborar

una hipótesis capaz de explicar el efecto diferencial de la proteólisis sobre la respuesta QL

inducida por Cls y CIp. Esta dificultad es aún mayor al considerar que ambas respuestas

mediadas por células controles, involucran una participación similar de los RFcyII y

RFcyIII. Los Clp, a diferencia de los Cls, constituyen grandes redes de anticuerpos, hecho

que incrementa su valencia y avidez hacia los RFcy. Esta propiedad, sin embargo, no

permitiría explicar las diferencias observadas dado que la máxima capacidad potenciadora

de las proteasas se observó con lgG-Ep, los cuales, al igual que los CI precipitantes, se

caracterizan por presentar a los anticuerpos bajo la forma de amplias redes lo que les

confiere alta avidez hacia los RFcy. Hallazgos adicionales realizados en nuestro laboratorio

parecen indicar, por otra parte, que distintas respuestas biológicas inducidas por un mismo

CI pueden ser moduladas diferencialmente por el tratamiento enzimático. Así, mientras que

el tratamiento de los neutrófilos con proteasas incrementó notablemente la QL inducida por

Cls (¡figura 9), no afectó la citotoxicidad inducida por los mismos contra células blanco no

sensibilizadas (236).

La capacidad potenciadora de las proteasas parece estar restringida a las firnciones

dependientes del RFcle. De hecho, la QL inducida por agonistas que activan a las células a
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través de otros receptores, como el FMLP, el PAF y el zymosán file marcadamente inhibida

por el tratamiento proteolítico.

No todas la proteasas parecen ser capaces de potenciar la actividad del RFcle.

Tosi y Berger (162) encontraron que la incubación de neutrófilos con elastasa leucocitaria

no incrementa en la ingestión de particulas cubiertas con lgG ni la producción de 02'

inducida por Cl. En acuerdo con estos resultados, se observó que el tratamiento de

neutrófilos con elastasa (lO-lOOpg/ml) no afecta la formación de rosetas EA, la CCDA ni

la QL inducida por lgG-Ep (datos no mostrados). Teniendo en cuenta la acción

potenciadora de la elastasa sobre la avidez del RFcyII en células K562 (158), estos

resultados sugieren que el impacto de las proteasas sobre la actividad del RFcyII se

encuentra condicionado por la estirpe celular que lo expresa.

El mecanismo por el cual las proteasas incrementan la actividad del RFcle no es

conocido. Van de Winkel y colaboradores (158) han infonnado que el tratamiento de

células K562 con pronasa, no modifica el peso molecular ni el pI del RFcle. Estos

hallazgos argumentan en contra de una acción directa de las enzimas sobre el receptor. No

obstante, no es posible descartar que las proteasas induzcan un cambio confonnacional en

la molécula o alteren su disposición en la membrana celular, de modo tal que se incremente

su movilidad lateral y su capacidad de microagregarse. Un efecto indirecto sobre moléculas

accesorias podn'a también ser factible. Esta posibilidad se encuentra avalada por tres

observaciones: (1) el papel relevante que juega la integrina CD1 lb/CD18 en la inducción de

numerosas respuestas inducidas a través de los RFcy tales como la CCDA y la fagocitosis

(55); (2) la incapacidad de las enzimas proteolíticas de reducir la expresión del complejo

CD1 lb/CD18 y (3) el incremento en la actividad del complejo CD] lb/CD18, medido en

función de su capacidad de unir fibn'nógeno a consecuencia del tratamiento proteolítico (b y

c, resultados propios no mostrados).

El ácido siálico de la membrana, incluyendo los derivados acetilados de

aminohexosas y ácido N-acetilneuroamínico, es al menos en parte, responsable de la carga

negativa neta de la superficie celular (237,238). Estudios previos han demostrado que la

remoción parcial del ácido siálico de la membrana celular por tratamiento con

neuroaminidasa, incrementa la unión de lgG-E a monocitos humanos y potencia tanto la

fagocitosis de S. aureus opsonizado con lgG como la producción de 02' por neutrófilos

humanos en respuesta a los mismos (239,240). Estos efectos fueron explicados
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considerando que la disminución de la carga negativa neta superficial por acción de la

sialidasa ocasionan’auna reducción de las fiJerzas repulsivas entre las células efectoras y los

blcmcos. Un mecanismo similar podn'a ser el responsable, al menos parcialmente, del efecto

potenciador de las proteasas sobre la actividad del RFcyll. Ellas podn'an inducir una

disminución del contenido de ácido siálico a expensas del clivaje de ciertas glicoproteínas

ricas en el mismo. Esta hipótesis permite explicar los resultados obtenidos empleando lgG­

Ep. Sin embargo, no explica aquellos obtenidos con otros tipos de CI, puesto que el

comportamiento de las proteasas no mimetiza en todos los casos los efectos de la

neuroaminidasa tal como lo evidencian sus respectivas acciones sobre la QL inducida por

Clp (¡figura 9 y Tabla 5).

La enzimas lisosomales de los neutrófilos humanos como la elastasa, gelatinasa y

colagenasa, a las que tradicionalmente se les ha adjudicado un papel relevante en los

mecanismos de agresión tisular, se hallan presentes en cantidades superiores a lpg/IO6

células (58). Considerando la presencia de 25 x 106neutrófilos por cada lOOplde fluido en

sitios inflamatorios intersticiales (58), es posible que altas concentraciones de enzimas,

similares o aún mayores a las empleadas en el presente estudio, se encuentren en los focos

inflamatorios. Por otra parte, las proteasas producidas a consecuencia de la activación de

sistemas de coagulación, complemento y quininas podrían contribuir a incrementar aún más

las concentraciones locales de enzimas. Si bien el potencial proteolítico de las mismas se

hallaría limitado por la acción de los inhibidores de proteasas presentes en grandes

cantidades en los fluidos intersticiales (77,241), la evidencia acumulada hasta el presente

sugiere que estos inhibidores son eficientemente inactivados por los IRO producidos por las

propias células fagocíticas, generando de este modo, un microentomo permisible a la acción

de las proteasas (58,77,78,241,243,244). El efecto de las enzimas proteolíticas sobre la

actividad del RFcyII observado in vitro, podria por lo tanto, ser también operativo ¡n vivo.
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5.2.-¡M0 de la cgga eléctricade los CI sobresu equ-¡dad de inducirtamara

bio! ' ' mediadas células aa'ticas netas humanas

Diversos autoanticuerpos son encontrados en el suero de pacientes lúpicos (166).

Entre ellos, aquellos con especificidad por el ADN parecen jugar un rol critico en la

inducción de fenómenos inflamatorios conducentes al daño renal. La evidencia acumulada

hasta el presente sugiere, sin embargo, que los mismos no siempre son nefritogénicos. Ello

impulsó numerosas investigaciones tendientes a determinar la naturaleza de los factores que

influencian la patogenicidad de los mismos. Estos estudios caracterizaron inmunoquímica,

idiotípica y estructuralmente a los anticuerpos anti-ADN (245-248). Se encontró que los

anticuerpos anti-ADN nefiitogénicos son de clase IgG, principalmente IgG] e IgG3, las

subclases que fijan complemento más eficientemente (249). Entre ellos, aquellos de alta

avidez, es decir con mayor capacidad de formar complejos estables, son los más

frecuentemente asociados al desarrollo de la enfermedad renal (250,251). Trabajando en

modelos de lupus murino, Ebling y Hahn (169) demostraron, en forma original, que los

anticuerpos anti-ADN nativo predominantes tanto en el suero como en el eluído renal son

catiónicos. Mientras los anticuerpos anti-ADN séricos presentaron p] entre 8,0 y 8,5,

aquellos obtenidos de eluídos glomemlares presentaron pl entre 8,0 y 9,0, sugiriendo una

retención local selectiva. Estudios posteriores desarrollados por Datta y colaboradores

(170) utilizando cepas murinas usualmente empleadas para el estudio de la patogénesis del

LES [MRL-+/+, (NZB x NZW)F¡ y (NZB x SWR)F¡ ], demostraron en las tres cepas, un

defecto inrnunoregulatorio común coincidente con el inicio de la glomerulonefiitis. Dicho

defecto se tradujo en la producción de anticuerpos anti-ADN altamente catiónicos (¡2128,5­

l0,0). Numerosos trabajos establecieron, posteriormente, la presencia de anticuerpos IgG

altamente catiónicos con especificidad anti-ADN en el suero de pacientes con LES

(171,252,253) y sugirieron su participación en la génesis del daño renal. La carga catiónica

de estos anticuerpos esta detemúnada, fimdamentalmente, por la presencia de residuos

básicos en las regiones variables de sus cadenas pesadas (173,254). En este sentido, se ha

observado que las mutaciones somáficas en los genes que codifican a los anticuerpos anti­
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ADN conducen, con alta frecuencia, a la incorporación de aminoácidos básicos tales como

arginina, asparragina y lisina, los que incrementan su afinidad por el ADN confiriéndoles,

además, capacidad de unir otras molécqu cargadas negativamente como el heparan sulfato

(254,255).

Los anticuerpos lgG cationizados tienden a depositarse en la MBG (174) debido a

la presencia de sitios cargados negativamente (175,176). Hallazgos realizados por Gauthier

y Mannik (l77) indican que la presencia de anticuerpos lgG catiónicos en un CI, aún en

proporciones mínimas, incrementa sustancialmente su tendencia al depósito tisular. Estas

evidencias sugieren que los anticuerpos lgG catiónicos son potencialmente nefiitoge’nicos

en virtud de su alta avidez por la MBG, sin embargo, no explican los mecanismos a través

de los cuales inducen el daño tisular. Los resultados presentados en esta Tesis demuestran

que la presencia de anticuerpos cationizados en un CI potencia notablemente su capacidad

de inducir respuestas inflamatorias mediadas por células fagocíticas. Este fenómeno podría

jugar un papel relevante en los mecanismos de injuria tisular en los pacientes con LES. La

convalidación de esta hipótesis requiere la realización de experimentos adicionales que

empleen anticuerpos catiónicos naturales aislados a partir del suero de pacientes con LES

activo. Esta fase experimental ha sido encarada recientemente. Por otra parte, los

resultados presentados indican que, bajo ciertas circunstanias, la carga eléctrica de los

anticuerpos constituye una propiedad critica en relación a las propiedades biológicas de los

Cl que los contienen. Estudios adicionales son necesarios a fin de examinar la posible

participación de anticuerpos catiónicos en otras entidades patológicas como así también

para detemiinar si la modificación del pl de los anticuerpos podría constituir una

herramienta válida desde el punto de vista terapéutico.

Estudios previos realizados en nuestro laboratorio demostraron que Ia estimulación

de neutrófilos y monocitos por CI conduce a la destrucción de diferentes células blanco a

través de un mecanismo litico de naturaleza oxidativa (133-137). Este sistema citotóxico

constituye un modelo adecuado para el estudio de los fenómenos de injuria tisular

asociados a la presencia de fagocitos y Cl. Es importante destacar que si bien es necesaria

la producción de [RO por parte de los fagocitos para mediar la destrucción de los blancos,

no siempre se encuentra correlación entre la cantidad de 02' y/o P1202producido y los

niveles de citotoxicidad (181). Los resultados que componen la presente Tesis indican que

la cationización de la fracción lgG de los CI incrementa, al menos en un orden de magnitud,
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los niveles de citotoxicidad inducidos por los mismos. Aún cuando los Clcat fueron

empleados a concentraciones entre diez y cincuenta veces menores respecto de los CIc,

indujeron respuestas citotóxicas en niveles al menos tres veces superiores (Tabla 6).

Las respuestas citotóxicas inducidas por Clc y Clcat difirieron no sólo en el aspecto

cuantitativo sino también en los requerimientos del citoesqueleto involucrados en su

producción. En este sentido, se observó que la citocalasina B ejerció efectos opuestos sobre

las mismas, incrementando notablemente la citotoxicidad inducida por Clc e inhibiendo

marcadamente aquella inducida por CIcat (Ir'igura 13). Se determinaron también efectos

diferentes, al analizar la acción de la colchicina. La misma no afectó la respuesta inducida

por CIc mientras que prácticamente duplicó aquella estimulada por Clcat. Más interesantes

aún fiieron las observaciones realizadas al emplear Prostaglandina E2 como

inmunomodulador. Se determinó que a concentraciones de 0.1uM no afectó la

citotoxicidad inducida por Clc (200ug/ml; % inhibición: 5i4, n=5) pero inhibió

marcadamente las citotoxicidad inducida por Clcat (4pg/ml; % inhibición:68il l, P<0,0l,

n=6). Estas diferencias no pueden ser facilmente explicadas. Las mismas constituyen un

objeto de estudio en la actualidad.

Los IRO son capaces de inducir la destrucción de tejidos (256-259) a través de un

conjunto de mecanismos, entre los que figuran la alteración de proteínas intra y

extracelulares, la modificación de la estructura de los ácidos nucleicos y la peroxidación

lípidica, conducente a la pérdida de la integridad estructural de las membranas celulares

(52). Los resultados del presente estudio indican que los CIcat inducen respuestas QL

marcadamente exacerbadas respecto de las estimuladas por CIc. La identidad de las

especies responsables dela emisión de luz no ha sido determinada. Sin embargo, la marcada

inhibiciónde la QL inducida por ambos tipos CI en presencia de SOD (% inhibición>60, en

todos los casos), confirman que las especies reactivas del oxigeno generadas por activación

celular son las principales responsables de la respuesta observada.

Numerosas evidencias sugieren que la elastasa, junto con las metaloproteasas

colagenasa y gelatinasa, constituyen mediadores claves de la destrucción tisular en los

procesos inflamatorios (58,77). De hecho, cada una de estas enzimas es capaz no sólo de

degradar componentes de la matriz extracelular sino que también puede amplificar los

procesos inflamatorios al clivar componentes del complemento, el fibrinógeno y el factor de

Hageman y generar fragmentos bioactivos (260,261). La actividad de las proteasas se
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encuentra regulada por diferentes antiproteasas presentes en el plasma y los fluidos

intersticiales tales como la arantitn'psina, la az-macroglobulina y el inhibidor de

leucoproteasas. Sin embargo, estos inhibidores pueden ser oxidativamente inactivados tanto

in vitro (77,78,24l,243,244,262) como in vivo (244,263) por radicales libres generados a

expensas de la activación de los propios neutrófilos. Por lo tanto, la capacidad destructiva

de las proteasas del neutrófilo in vivo, guarda estrecha relación con la habilidad de los

mismos de generar oxidantes. Esta afirmación se halla sustentada, además, en la actividad

que ejercen los oxidantes sobre la colagenasa y la gelatinasa. Ellas son liberadas como

proenzimas y son activadas por IRO producidos por las células fagocíticas (80,81).

Los resultados presentados en esta Tesis indican que los Clcat, no sólo estimulan la

producción de mayores cantidades de IRO respecto de los CIc, sino que además son

potentes inductores de la liberación extracelular de elastasa (Figura 17). Es posible

entonces, que los oxidantes producidos a expensas de la activación inducida por CIcat,

subviertan, in vivo, la capacidad antiproteásica de los tejidos, pennitiendo a las enzimas

proteolíticas incrementar la destrucción tisular y amplificar la inflamación.

Los neutrófilos humanos expresan constitutivamente dos tipos de RFcy, el RFcyII y

el RFcleI. Empleando neutrófilos intactos, Tosi y Berger (162), cuantificaron estos

receptores mediante el uso de los ACM IV.3 y 3G8, radiomarcados con l25l.Los mismos

revelaron la existencia de “0.200 i 9600 RFcleI/célula y 15.100 :b 700 RFcyIl/célula,

coincidente con lo informado por Petroni y colaboradores (264). El RFcle es una proteína

transmembrana de 40 kDa de peso molecular, mientras que el RFcyIII expresado en

neutrófilos, es una molécula extn'nseca anclada a la membrana a través de un enlace GFI,

cuyo peso molecular van'a entre 50 y 70 kDa dependiendo del grado de glicosilación

(4,265,266). El significado funcional de cada uno de ellos en la activación de respuestas de

neutrófilos humanos inducidas por CI ha sido motivo de una fiierte controversia. Tosi y

Berger (162) describieron que la eliminación del RFcyIII por tratamiento con elastasa no

inhibe la fagocitosis de partículas de parafina cubiertas con IgG. Este tratamiento tampoco

inhibe la producción de Oz"estimulada por diferentes tipos de CI, tales como IgG agregada

por calor, CI formados con seroalbúmina humana (SAH)/anti-SAH o partículas de látex

cubiertas con SAH/anti-SAH. Coincidiendo con estos resultados, Graziano y Fanger (132)

observaron que el RFcyIII del neutrófilo es incapaz de mediar la CCDA contra líneas

celulares de hibridoma que expresan en su superficie AcM específicos para este receptor.
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Considerados en conjunto, estos hallazgos sugieren que el RFcyIII expresado por el

neutrófilo no constituye, al menos en estos modelos experimentales, un receptor

transduccionalmente activo. Huizinga y colaboradores (267) sugirieron, por otra parte, que

la unión de un CI al RFcleI incrementa la afinidad del mismo por el RFcyIl, el cual

constituye un receptor activo transduccionalmente. De acuerdo a este modelo, el RFcylll

expresado en neutrófilos, en virtud de su superioridad numérica, podría cumplir un papel

relevante como sitio de anclaje para los CI. Ello incrementan'a la concentración local de los

mismos, facilitando su interacción con el RFcyII (8).

Contrastando con estos estudios, Shen y colaboradores (268) demostraron que la

CCDA contra blancos eritroides puede ser inducida por heteroanticuerpos consistentes de

fragmentos Fab del AcM 3GB (anti-RFcyIII) y fragmentos Fab con especificidad hacia las

células blanco. Ello sugiere que el RFcyIII expresado por el neutrófilo, pese a estar anclado

a la membrana citoplasmática a través de un grupo GFI puede fimcionar como molécula

transductora de señales de activación. Por otra parte, en estudios realizados a fin de

determinar las consecuencias funcionales relacionadas con la existencia de las variantes

alélicas NA] y NA2 del RFcyIII, Salmon y colaboradores (131) observaron que el bloqueo

del RFcyII con fragmentos Fab del ACM IV.3 inhibe sólo parcialmente la fagocitosis de

EA, mientras que fi'agmentos Fab del 3G8 lo hacen marcadamente. Los autores postularon

que ambos receptores participan de modo sinérgico en la fagocitosis de EA. Asimismo,

observaron que neutrófilos de individuos con el alotipo NA2 fagocitan menos

eficientemente EA que aquellos que exhiben el alotipo NA] y que dicha diferencia se

amplifica tres veces si se bloquea al RFcyII. Resultados similares fiJeron obtenidos por

Bredius y colaboradores (269) empleando S. aureus, H. influenzae tipo b y N. meningilidis

grupo B, sensibilizados con anticuerpos IgGl. Por otra parte, Hundt y Schmidt (270)

informaron, que tanto el RFcyII como el RFcyIII son capaces de inducir el estallido

respiratorio al ser entrecmzadas con AcM específicos. Crockett-Torabi y Fantone (129)

demostraron que los CI precipitantes inducen la producción de 02' a través del RFcleI, en

tanto que ambos receptores son responsables de la activación del neutrófilo inducida por CI

solubles. Estudios adicionales demostraron que ambos RFcy están involucrados en la

liberación de enzimas lisosomales (271,272). Estos hallazgos sugieren que tanto el RFcyII

como el RFcyIII son capaces de inducir la activación de diferentes respuestas en el
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neutrófilo humano. El rol de cada uno de ellos parece depender de las caracteristicas del CI

empleado y de la fiJnCiónanalizada.

Las respuestas inducidas por CI preparados con IgG catiónica involucran sólo la

participación del RFcyll. El hecho de que concentraciones saturantes del ACM 3G8

resulten incapaces de reducir las diferentes fimciones analizadas, sugiere que el RFcleI no

fiinciona como elemento de anclaje de los Clcat a la superficie celular ni participa en la

transducción de señales de activación celular. La supresión completa de las respuestas,

producida a consecuencia del bloqueo del RFcle con el ACM IV.3, confirman este último

tópico. En relación a las funciones inducidas por CIC o Clcat(Ag), se observó una

inhibición parcial a consecuencia del bloqueo del RFcyIII sugiriendo que este receptor

participa en las respuestas estimuladas por estos Cl. Su modo de participación no se hallaría

restringido al anclaje de los CI, como lo demuestra el hecho de que aún en presencia de

concentraciones saturantes del ACM IV.3, las diferentes respuestas analizadas alcanzan

valores significativos.

Los neutrófilos humanos no expresan en condiciones basales el RFcyl. Sin

embargo, el mismo puede ser inducido por acción del IFNy (17,268). El IFNy se ha

detectado en altas concentraciones en el suero de pacientes con enfermedades autoinmunes

(271). Se ha descripto también una correlación entre los niveles de lFNy séricos y la

actividad de la enfermedad (27]) Considerando la relevancia de los CI en las

manifestaciones clínicas de las enfermedades autoinmunes, y en particular la importancia de

los anticuerpos catiónicos en las manifestaciones renales de LES, se especuló que los Clcat

serian capaces de inducir aún mayores niveles de citotoxicidad luego de la neosíntesis del

RFcyI, a consecuencia de la incubación con lFNy. El pretratamiento de neutrófilos con

IFNy no incrementó, sin embargo, las respuestas citotóxicas inducidas por CIC o CIcat. La

irrelevancia del RFcyl en la inducción de dichas respuestas fire demostrada, además,

mediante el empleo de dos ACM dirigidos contra diferentes epitopes del RFC'YI.Ellos se

mostraron absolutamente incapaces de inhibir la citotoxicidad inducida por los mismos.

Los mecanismos responsables de la notable actividad agonista de los CIcat, no han

sido elucidados. Numerosos trabajos han establecido que las proteínas cationizadas son

capaces de unirse a las superficies celulares a través del establecimiento de interacciones

inespecíficas de naturaleza electrostática (272,273). Ginsburg y colaboradores (274)

describieron la capacidad de la poli-L-histidina de aglutinar leucocitos y Streptococcos a
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pH 7,4. Los mismos autores, demostraron que, al ser cationizadas, las enzimas glucosa

oxidasa y catalasa adquieren una alta avidez por las células endoteliales (275). Más aúrt la

glucosa oxidasa cationizada, al ser instilada en la traquea de ratas anestesiadas, mostró una

actividad tóxica sobre el pulmón al menos diez veces superior respecto de la enzima nativa

(275). Otros autores demostraron que las moléculas policatiónicas pueden interactuar con

cargas negativas presentes en el lumen del endotelio microvascular (276,277). Triguero y

colaboradores (278), por su parte, establecieron que la cationización de la IgG permiten su

pasaje a través de la barrera hematoencefalica el cual no se observa empleando IgG nativa.

Según estos autores, las interacciones electrostáticas establecidas entre las moléculas de

IgG y secciones aniónicas de las superficies capilares inducen un mecanismo de endocitosis

que conduce in vivo a Ia transcitosis neta de la IgG cationizada al cerebro (278).

Teniendo en cuenta estos antecedentes, es posible especular que el establecimiento

de interacciones electrostáticas entre las membranas de las células fagocíticas y grupos

catíónicos de los CIcat, incremente la unión de los mismos a la superficie celular,

aumentando la avidez del CI por los RFcy y su capacidad de activar respuestas a través de

los mismos. Esta presunción se fimdamenta, ademas, en los resultados obtenidos al analizar

la actividad agonista de los Clcat sobre plaquetas, en presencia de agentes fuertemente

aniónicos tales como la heparina (Tabla 13). No sólo la unión de los CIcat a la superficie

celular fire marcadamente disminuida, sino que su capacidad de inducir la activación

plaquetaria resultó reducida a los niveles observados para los CIc. Resultados similares se

encontraron al analizar la actividad agonista de los Clcat sobre células fagocíticas (datos no

mostrados).

El aumento de la capacidad agonista de los CI ocasionado por la cationización de la

fracción IgG, se manifiesta aún en circunstancias en que la IgG funciona como antígeno en

el CI. Esta observación resulta relevante a la luz de recientes hipótesis propuestas a fin de

explicar la etiopatogénesis de la nefiitis lúpica. Sugisaki y colaboradores (279) demostraron

en ratones NZB/NZW Fl, la existencia de anticuerpos antinucleares con reactividad

cruzada hacia el Fc de las IgG, es decir, con actividad de factor reumatoideo (FR). Cabe

destacar que los FR se encuentran presentes en el suero de aproximadamente el 50% de los

pacientes con lupus activo (279) y parecen jugar un papel relevante en la inducción de daño

renal. Al analizar la composición de los depósitos inmunes glomerulares los autores

establecieron la presencia de CI formados por IgG e IgG antinuclear con actividad de FR.
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Teniendo en cuenta la presencia de altas concentraciones de IgG catiónica tanto en el suero

como en el eluído renal de pacientes con LES, es posible suponer que aún cuando la lgG

catiónica constituya la fracción antigénica de los Cl, la misma podría inducir un notorio

incremento en la magnitud de las reacciones inflamatorias generadas in situ, a consecuencia

del depósito de CI sobre la MBG.

5.2.2.- Respuestas trm_nbóti¿us'inducidas mr CI: Immclo de la carga eléctrica de los

anticwegps [gg]

Diversas evidencias involucran a las plaquetas en la inflamación glomerular en el

LES. Se han detectado niveles relativamente bajos de plaquetas circulantes en pacientes con

nefiitis activa (280). Coincidenternente, se ha observado que la disminución en los niveles

de plaquetas se correlaciona con la presencia de trombos intraglomerulares y patología

renal (285). Se ha encontrado, además, una disminución en los niveles de serotonina

intraplaquetaria en pacientes con nefiitis lúpica (281), la que se correlaciona con una

elevada capacidad agregame de las plaquetas (281,282) y un aumento en los niveles de

serotonina plasmática, sugiriendo que la liberación de aminas vasoactivas plaquetan'as tiene

lugar in vivo. Debido a que los niveles más bajos de serotonina intraplaquetan'a fiJeron

observados en pacientes con nefropatia membranosa, prototipo de glomerulonefn'tis

mediada por CI (166), se ha postulado que la activación plaquetan'a es el resultado de la

interacción entre plaquetas y CI (166).

Es importante destacar la prevalencia de manifestaciones tromboembólicas en

pacientes con glomemlonefi'itis lúpica. La presencia de anticuerpos catiónicos en estos

pacientes (171,252) y la marcada eficiencia de los CI que los contienen para inducir

activación plaquetaria, sugieren que los mismos podrían constituir importantes factores

trombogénicos que contribuyan al deterioro de la funcionalidad renal en el LES. En este

sentido, cabe señalar además la existencia de una fuerte asociación entre eventos

tromboembólicos asociados a la glomerulonefi'itis lúpica y la presencia de diferentes

familias de anticuerpos anti-fosfolipidos (286,287), una de las cuales se caracteriza por

expresar altos pl (Dr Ruiz Arguelles, Universidad de Puebla, México, comunicación

personal). Estos anticuerpos, al igual que los anticuerpos catiónicos anti-ADN podrían

jugar un papel relevante en la patogénesis del LES, confiriéndole a los CI que los contienen,
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una notable potencia inflamatoria y trombótica. La eficiencia de los CIcat de inducir

activación plaquetaiia, por otra parte, podría también ser importante como fenómeno

amplificador de la inflamación, a través de la liberación de aminas vasoactivas plaquetarias,

las cuales podrían incrementar el influjo de fagocitos, exacerbando la severidad de las

lesiones renales.

Los resultados obtenidos en el presente estudio, indican que la lgG humana

cationizada es capaz per se de inducir agregación de PL y PF. Estos resultados difieren de

los obtenidos empleando neutrófilos y monocitos como células efectoras, con los cuales la

lgG cationizada resultó incapaz de inducir la activación celular. Por otra parte, este

hallazgo contradice al actual paradigma de activación que sostiene que sólo la lgG

agregada o los Cl conteniendo lgG son capaces de inducir funciones dependientes de los

RFcy (23,25,288). Aún cuando no resulta posible descartar que este efecto obedezca a la

presencia de bajas concentraciones de lgG agregada, otro mecanismo podría ser operativo.

Trabajos recientes han demostrado que ciertos AcM dirigidos contra Ag de la superfiecie

plaquetaria son capaces de activar a las plaquetas a través de la microagregación de RFcy

de plaquetas adyacentes (289-291). Es posible especular, que las moléculas de lgG

cationizada merced a su capacidad de establecer fuertes interacciones electrostáticas con

moléculas aniónicas de la superficie plaquetaria, conformen un CI particulado capaz inducir

la agregación plaquetaria.

CI: [M10 de la carga eléctricade losantígenos

Los resultados presentados en esta Tesis muestran, además, que la incorporación

de antígenos catiónicos en un CI le confiere también notables propiedades agonistas.

Merece destacarse, no obstante, que en todos los sistemas estudiados los niveles de

activación inducidos por los CIcat(Ag) fireron significativamente menores respecto de

aquellos inducidos por los Cl preparados con lgG catiónica. Este comportamiento se

evidenció con mayor claridad al evaluar las respuestas de activación plaquetaria ensayadas

en PRP (¡figura 33). Mientras que los CI preparados con lgG catiónica indujeron potentes

respuestas de agregación, aquellos preparados con antígenos cationizados no indujeron

respuesta alguna. Los motivos de tal comportamiento no resultan obvios. Podrian estar
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relacionados con la mayor o menor distancia de los grupos químicos cargados

positivamente, respecto del dominio del Fc de la IgG responsable de interactuar con los

RFcy.

Numerosos estudios previos han sugerido que los antígenos catiónicos presentan

propiedades inflamatorias particulares, las que parecen jugar un papel relevante en la

patogénesis del LES como así también en ciertas glomerulonefn'tis y artritis de origen

infeccioso.

Los sitios aniónicos de la MBG condicionan la permeabilidad glomerular a las

proteínas plasmáticas (l75,l76,l96,l98,292). Los antígenos catiónicos presentan una

capacidad incrementada respecto de los aniónicos o neutros para establecer interacciones

electrostáticas con proteoglicanos altamente aniónicos de la MBG. Oite y colaboradores

(144) han demostrado que la perfirsión en la arteria renal de antígenos catiónicos, seguida

por la administración sistémica de anticuerpos específicos induce glomerulonefi'itis severa

en ratas, mientras que el mismo procedimiento no es nefiitogénico al emplear antígenos

nativos. Por otra parte, se ha demostrado que la administración diaria de SAB cationizada

(pl>9,5) a conejos, predispone a la fomiación de CI in situ, induciendo nefropatía

membranosa asociada a síndrome nefrótico (201). Estos antecedentes llevaron a postular

que diversas proteínas catiónicas podrían estar involucradas en la inducción del daño tisular

asociado a las manifestaciones renales del LES (293,294). Entre ellas, las histonas,

proteínas altamente catiónicas (pl=lO,5-l 1,0) con gran afinidad por la MBG, han recibido

una atención particular debido a que están presentes en concentraciones aumentadas en el

suero de pacientes con LES (295,296). La deposición de histonas, fenómeno observado en

glomérulos de pacientes lúpicos (293), podría promover la deposición adicional de ADN

liberado local o sistémicamente y detenninan'a, además, la formación de CI a consecuencia

de la interacción de anticuerpos anti-ADN y/o anti-histonas. De hecho, los anticuerpos anti­

histonas son los prevalentes entre los anticuerpos antinucleares del LES (297), existiendo

una correlación positiva entre la actividad de la enfermedad y sus niveles sistémicos

(298,299).

La participación de los antígenos catiónicas en la inducción de daño renal no se

hallaría restringido al LES. Se ha demostrado que los Streptococcos del grupo A producen

ciertas proteínas catiónicas extracelulares (pI>8,5) que presentan alta afinidad por la MBG
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(300). Las mismas tienden a depositarse en glomérulos, siendo encontradas como depósitos

inmunes glomerulares en las glomerulonefritis post-streptocóccicas en el hombre (301).

Los estudios mencionados han adjudicado el potencial nefiitogénico de los

antígenos catiónicos a su mayor tendencia a depositarse a nivel renal y neutralizar a los

polianiones glomerulares. Los resultados de la presente Tesis sugieren, sin embargo, que

independientemente de su capacidad de alterar la permeabilidad glomerular, el papel

patogénico de los antígenos catiónicos podría estar relacionado a su capacidad de conferir,

a los Cl que los contienen, propiedades proinflamaton'as y trombóticas exacerbadas.

La carga eléctrica, como factor que influencia la retención articular de los

antígenos, está emergiendo como un concepto importante en la inmunopatología de las

artritis. La retención antígenica constituye uno de los fenómenos responsables de la

persistencia de la inflamación articular, que eventualmente puede conducir a la destrucción

severa del cartílago en diversas formas de amitis crónicas (302-304). No obstante, se ha

demostrado que la cationicidad de una proteína no garantiza per se su potencialidad

artritogénica. En distintos modelos de artritis se estableció que se requiere la

preinmunización del animal para el desarrollo de la misma (302,305,306). Ello sugiere que

la formación de Cl es un hecho detenninante para que la inflamación articular tenga lugar.

Estos hallazgos están de acuerdo con los resultados de la presente Tesis donde se encontró

que los antígenos cationizados son incapacesper se de inducir respuestas proinflamaton'as.

La noton'a capacidad artitogénica conferida por los antígenos catiónicos a los CI

que los incluyen, podría explicar el desarrollo de ciertas artritis infecciosas, en las cuales se

han descripto antígenos bacterianos altamente catiónicos tales como las inducidas por

Yersiniaenterocolítica y Streptocwcos del grupo A (300,306).

El tratamiento de las glomerulonefiitis y de las artritis está basado principalmente en

terapias inmunosupresoras y anti-inflamatorias. Son múltiples las evidencias presentadas

que sugieren un papel destacado para los anticuerpos y antígenos catiónicos en las mismas.

Sería importante evaluar el potencial terapéutico de aquellos agentes capaces de interferir,

in vivo, las interacciones electroestáticas establecidas entre los agentes catiónicos,

potencialmente dañinos y diversas moléculas aniónicas naturales. Hallazgos de Adler y

colaboradores (307) indicando que la protamina interfiere en la unión de antígenos

catiónicos exógenos a sitios aniónicos de la pared capilar glomerular, ejerciendo un efecto
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beneficioso sobre la nefropatía membranosa (307), alientan a continuar la investigación en

este campo.

La incrementada actividad biológica conferida a los anticuerpos IgG como

consecuencia de su cationización in vitro, plantea la posibilidad de que este procedimiento

brinde una herramienta terapéutica adecuada en casos, tales como la inmunoterapia pasiva

anti-tumoral, en los que el reclutamiento de funciones efectoras inducidas a traves de los

RFcy es deseable. A este respecto, merecen destacarse hallazgos realizados en otros

laboratorios empleando procedimientos de cationización in vitro similares a los utilizados

en el presente estudio. Triguero y colaboradores (308) demostraron que la IgG cationizada

presenta, en relación a la IgG nativa, no sólo un mayor índice de captura por diferentes

órganos luego de su administración in vivo, sino tambien la capacidad de acceder a sitios

protegidos como el sistema nervioso central (SNC) (278). Por otra parte, Pardridge y

colaboradores (309,310) cationizaron AcM IgG dirigidos contra una proteína del virus de

la inmunodeficiencia humana (HIV) observando que, a diferencia de los anticuerpos IgG

nativos, los catiónicos presentan una mayor tendencia a ser endocitados, inhibiendo la

replicación del HIV en linfocitos perifericos humanos. Estos resultados llevaron a postular

el empleo de AcM catiónicos para el diagnóstico y/o tratamiento de distintas patologías

(3] l). En nuestro laboratorio hemos rwlizado, en los últimos meses, una serie de

experiencias tendientes a evaluar in vivo la capacidad de los anticuerpos IgG catiónicos de

inducir mecanismos citotóxicos dirigidos contra adenocarcinomas murinos. Los resultados

obtenidos, sumamente preliminares, son alentadores y sugieren que la modificación del pI

de los anticuerpos IgG constituye una alternativa que merece ser explorada en firnción de

su posible utilidad diagnóstica y/o terapéutica.

5.3.- ' delosCIdeinducir sela uimiatau'sdenal ' humanos

Es aceptado que las propiedades quimiotácticas de la IgG residen en su habilidad de

formar CI e inducir, consecuentemente, la activación del complemento y la subsecuente

producción de péptidos quimiotácticos como el CSa (217,218,3 12,313). Sin embargo, los

resultados de algunos estudios han cuestionado esta apreciación. Wilkinson (219),

determinó que mientras la IgG nativa no indujo quimiotaxis de neutrófilos, la IgG agregada

por calor ejerció efectos quimiotácticos y quimioquinéticos. Contrastando con estos
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hallazgos, Sibille y colaboradores (221) describieron que la lgG nativa fire quimiotáctica,

pero no quimioquinética. Arashi y colaboradores (220), por otra parte, demostraron que

tanto las lgG monoméricas de rata como también los CI con ellas formados, estimularon la

locomoción celular, aunque la naturaleza de tal migración (quimiotáctica o

quimioquinética) difirió entre las distintas subclases de lgG. Otros estudios, por el

contrario, señalaron la incapacidad, tanto de la lgG nativa como de la agregada de inducir

la migración de neutrófilos (221,222). Los resultados de la presente Tesis indicaron que

distintas clases de CI solubles son capaces de inducir la migración de neutrófilos humanos

en ausencia de complemento (Figura 36). El análisis checkerbrurd estableció la naturaleza

quimiotáctica de dicha respuesta locomotora (¡abla 17). En acuerdo con Wilkinson (219)

se observó, además, que la lgG monomérica es incapazper se de inducir la quimiotaxis de

PMN, pero adquiere dicha capacidad al ser agregada por calor. Se determinó, también, que

la capacidad quimiotáctica de los CI y la lgG agregada (dato no mostrado) fire dependiente

principalmente del RFcyll. El hecho de que (1) sólo la lgG complejada o polimérica sea

capaz de inducir la migración celular y (2) que dicha respuesta involucre la participación de

los RFc'y, están de acuerdo con el paradigma clásico respecto de la firncionalidad de los

RFcy, que indica que sólo aquellos ligandos capaces de inducir la microagregación de los

RFcy son capaces de transducír señales de activación celular.

Durante el desarrollo de los experimentos se observó, en uno de los controles, que

la migración de neutrófilos inducida por FMLP no fue afectada por la preincubación de las

células con el fragmento F(ab’)z del AcM 3G8. Estos resultados contrastan marcadamente

con los informados por Kew y colaboradores (314), quienes encontraron que tanto el AcM

3G8 corno sus fragmentos Fab inhiben la quimiotaxis inducida por FMLP. Las razones de

esta discrepancia no pueden ser facilmente explicadas, sin embargo, es posible que

obedezcan, al menos en parte, a las distintas metodologías empleadas para evaluar la

migración celular. El método empleado por Kew y colaboradores, (Ieadingfiom method),

requiere el uso de un filtro cuyo espesor es de aproximadamente ¡20-130 um, siendo la

quimiotaxis cuantificada en fimción de la profimdidad de penetración alcanzada por las

células que migran más lejos (315). El efecto inhibiton'o del AcM 3G8 observado bajo

dichas condiciones experimentales, podria reflejar una reducción en la velocidad de

migración de la población entera o bien de una subpoblación de la misma. La evaluación de

las respuestas quimiotácticas en la presente Tesis, se basa en el empleo de un filtro 10 veces
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más delgado, siendo la migración detemtinada en función del recuento de las células que

atraviesan el mismo. Reducciones parciales en la velocidad de locomoción por lo tanto,

podrian ser distinguidas por el método de Kew y colaboradores sin ser aparentes en las

condiciones experimentales empleadas en este estudio.

Los péptidos fonnilados bacterianos juegan un rol critico en el reclutamiento de

neutrófilos a sitios inflamatorios durante el transcurso de diversas infecciones bacterianas

(212,223). Los resultados del presente estudio indicaron que la quimiotaxis inducida por

FMLP o por Cl es incrementada aditivarnente cuando la migración es inducida de manera

simultánea por ambos estímulos (Figura 40). Esta respuesta de naturaleza aditiva podría ser

relevante en numerosos procesos infecciosos asociados a la presencia de CI circulantes

(120).

Los hallazgos recientes de Sylvestre y Ravetch en ratones deficientes de RFcy,

sugieren que los CI son los responsables de iniciar las respuestas inflamatorias de tipo III, a

través del reclutamiento de células fagocíticas (8,126). En contraposición con las hipótesis

tradicionales, el complemento contribuiria sólo a amplificar la reacción inflamatoria. Esta

hipótesis se encuentra sustentada, además, en observaciones realizadas en huéspedes

deficientes del complemento, en los cuales se observa un infiltrado inflamatorio significativo

(316-318). Los resultados del presente estudio proveen evidencias de que los CI podrian

inducir per se la quimiotaxis de neutrófilos a dichos focos inflamatorios. El empleo de un

modelo in vivo que pemtita determinar la importancia de este fenómeno, no sólo en la

etiología de Ia injuria tisular de naturaleza autoinmune sino también en el reclutamiento

necesario de los neutrófilos a fin de enfrentar las diversas agresiones microbianas,

constituye un proyecto desafiante a ser emprendido en un futuro próximo.
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6.- CONCLUSIONES

o El tratamiento de neutrófilos humanos con pronasa o quimotn'psina potencia

notablemente la actividad del RFcyII. Esta potenciación se expresa en una capacidad

incrementada de formar rosetas EA y de mediar la CCDA y la QL. Este efecto es

selectivo para el RFcyII, no siendo observado en otros receptores operativos en el

neutrófilo.

La cationización de la fracción IgG de los CI, incrementa al menos en un orden de

magnitud su capacidad agonista dependiente de los RFcy. Aún cuando los CIcat

sean empleados a concentraciones entre diez y cincuenta veces menores, inducen

respuestas proinflarnatorias mediadas por células fagociticas en niveles superiores a

las inducidas por los CIc. Las respuestas estimuladas por los CIcat involucran

exclusivamente la participación del RFcyII, mientras que aquellas inducidas por los

CIc están mediadas por el RFcyII y el RFcyIII.

Las plaquetas constituyen el sistema celular donde el impacto de la carga eléctrica

de los Cl se evidencia con mayor intensidad. Los Clcat indujeron una fiJerte

respuesta de activación plaquetan'a empleando concentraciones fisiológicas de PL,

PF o PRP. Bajo idénticas condiciones, los CIc no estimularon la activación

plaquetaria aún cuando fiieron utilizados a concentraciones cien veces superiores.

Los Clc sólo indujeron bajos niveles de activación cuando se usaron a

concentraciones 500 veces mayores y en presencia de concentraciones de plaquetas

tres veces superiores.

La cationización del componente antigénico de los CI -CIcat(Ag)-, también

incrementa notablemente la potencia biológica de los mismos comparada con

aquella exhibida por CI formados con antígenos nativos. A diferencia de los RFcy

involucrados en las respuestas estimuladas por los CIcat, las respuestas inducidas

por los CIcat(Ag) involucran la participación del RFcle y del RFcyIII. La presencia

del RFcyIIl, sin embargo, no es un requisito indispensable para que los CIcat(Ag) se
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comporten como potentes agonistas, dado que los mismos indujeron fuertes

respuestas de activación de plaquetas, las cuales sólo expresan el RFcyll.

Los anticuerpos lgG nativos obtenidos del suero de individuos normales presentan pl

heterogéneos, comprendidos en el rango 5,8-8,5. Sin embargo, la carga eléctrica de los

mismos, no afecta la capacidad de los CI que los incluyen de inducir respuestas

dependientes de los RFcy mediadas por células fagocíticas.

Los CI constituyen per se potentes estímulos quimiotácticos para los neutrófilos

humanos. Su capacidad de inducir la migración de neutrófilos involucra,

fundamentalmente, la participación del RFcyIl.
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