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LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO

CLASES Y SUB - CLASES DE ANTICUERPOS
ANTINUCLEARES Y SU RELACION CON LA
ACTIVIDAD ANTIGAMMAGLOBULINA

M. E. PATARROYO,

Se analizaron 70 sueros de pacientes
lapicos y 20 de individuos con otras enfer-
medades autoinmunes desde el punto de vis-
ta de anticuerpos antinucleares (AAN) por,
clases y subclases de IgG, Complemento Sé-
rico, anticuerpos anti—DNA, complejos in-
munes circulantes (C1C) y actividad antiga-
mmaglobulina (AAG).

Se hall6 un comportamiento especial
de los AAN de la subclase 1gG3 que es de-
pendiente de su concentraciéon, los AAN de
esta subclase presentaron un comportamien-
to muy diferente en diluciones mayores o
iguales a 1:20 cuando se compararon con
titulos iguales o menores a 1:10.

Se encontré una identidad entre los
AAN de la subclase IgG3 y los anticuerpos
anti—DNA, por esto y otras razones expues-

tas en la Discusién creemos que los anti-
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cuerpos anti—DNA son los AAN de la sub-
clase IgGa3.

Los titulos de AAN de la subclase
IgG3 mayores o iguales a 1:20 siempre se
encontraron asociados con anticuerpos anti-
DNA, hipocomplementemia, CIC y severo
dafio renal y nunca con AAG. A su vez di-
cha actividad se puso de manifiesto siempre
que los AAN de la subclase IgG3 se halla-
ban en titulos iguales o inferiores a la dilu-
ciéon 1:100 estaban ausentes.

Los sueros de los pacientes con AAN
de la subclase IgG3 en titulos iguales o infe-
riores a 1:10 y asociados con normo y hipo-
complementemia no presentaron ni CIC ni
anticuerpos anti—DNA.

Creemos que a ciertas concentraciones
la presencia de uno de estos anticuerpos (A-
AN de la subclase IgG3 o AAG) excluye al
otro. Basados en estos y otros datos inclui-
dos en la Discusion pensamos que la AAG
es un mecanismo homeostiatico que regula
la presencia y concentracién de los AAN de
la subclase IgG3.

Al no hallar los AAN de las otras sub-
clases de IgG involucrados en la exacerba-
cion del cuadro lupico, no obstante que es-
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tin en concentraciones mayores, pensamos
que puedan estar actuando como anticuer-
pos bloqueadores que inhibirian la accién
nociva de los AAN de la subclase IgG3.

Basados en las observaciones anterio-
res como hipdétesis de trabajo postulamos
un mecanismo de fisiopatogénesis del LES,
en el cual el paciente lupico presentaria en
algin momento de su vida una hiperreacti-
vidad humoral contra su propio DNA me-
diada por anticuerpos de la subclase IgG3
asociada simultineamente con wuna hipo-
reactividad o deficiencia de su sistema anti-
gammaglobulinas.

INTRODUCCION

El Lupus Eritematoso Sistémico (LES)
es una enfermedad inflamatoria cronica de
etiologia desconocida que compromete di-
ferentes tejidos del organismo.

El descubrimiento de las células LE
(1) de los anticuerpos antinucleares (2-5) y
de los depdsitos electron densos por micros-
copia electronica (6) en la membrana basal
glomerular de los pacientes lupicos, pusie-
ron de manifiesto que en la patogénesis de
esta enfermedad se encontraban involucra-
dos varios mecanismos inmunoldgicos. Has-
ta el presente existe considerable evidencia
de que por lo menos hay dos mecanismos
inmunoldégicos diferentes comprometidos en
la patogénesis del LES.

Por una parte se considera al LES co-
mo una enfermedad autoinmune, debido a
la presencia en el suero de estos pacientes
de anticuerpos en titulos altos, contra una
serie de componentes normales del organis-
mo, tales como: Anticuerpos contra consti-
tuyentes nucleares, los cuales involucran an-
ticuerpos  dirigidos contra DNA nativo,
DNA desnaturalizado de una sola cadena,
nucleo-proteinas, proteinas-carbohidrato vy
antigéno SM (7). Son este tipo de anticuer-
pos, en especial los dirigidos contra el DNA
nativo, los mas importantes ya que su pre-
sencia se ha encontrado intimamente ligada
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con los procesos de exacerbacion clinica de
la enfermedad (8). Anticuerpos contra com-
ponentes citoplasmaticos, cuyo papel no ha
sido bien establecido pero que probable-
mente estén involucrados en falsas reaccio-
nes para Sifilis (9). Anticuerpos contra pla-
quetas, eritrocitos y factores de la coagula-
cion, los cuales se encuentran asociados con
los fenomenos de purpura, anemia, trombo-
citopenia (10). Anticuerpos anti-linfociticos
que se encuentran en los sueros de pacien-
tes lupicos en cierto momento de la enfer-
medad y especialmente en su comienzo,
que podrian estar intimamente involucrados
en la leucopenia (11-14). Finalmente anti-
cuerpos contra otras gammaglobulinas los
cuales pueden estar participando en los pro-
cesos de crioglobulinas (15), fenémeno de
Raynaud, vasculitis (16) y cuya funciéon ha
sido uno de los puntos de estudio en el pre-
sente trabajo.

El segundo componente inmunoldgico
observado en el LES es un fenéomeno muy
similar al que sucede en las enfermedades
por complejos inmunes, en las cuales se de-
positan a nivel de la membrana basal (glo-
merular, pulmonar, etc.) (17) complejos
inmunes constituidos por antigenos mas
anticuerpos dirigidos contra estos antigenos
y factores del complemento, los cuales por
la accion quemotactica de este ultimo
atraen células fagociticas hacia el sitio en
donde se han depositado; una vez alli, estas
células liberan enzimas lisosémicas que des-
truyen la membrana basal y la pared vascu-
lar, produciendo los fenomenos inflamato-
rios, créonicos que se observan en estas enfer-
medades.

Habiendo observado que los antigenos
contra los cuales se dirigen los anticuerpos
de los pacientes Ilupicos no difieren de los
antigenos normales, enfocamos nuestro ana-
lisis hacia el o los defectos del sistema inmu-
ne que pueden llevar al paciente lipico a la
autoagresion y para este propoOsito analiza-
mos exhaustivamente el sistema de los anti-
cuerpos antinucleares en especial los anti-
cuerpos contra el DNA nativo y el sistema
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de los anticuerpos antigammaglobulinas.

Los anticuerpos, también denomina-
dos inmunoglobulinas (Igs), se han dividido
de acuerdo con sus caracteristicas antigéni-
cas. fisicoquimicas y biolégicas en 5 grandes
clases denominadas IgG, A,M,D y E con una
seriec de funciones especificas de cada una
de ellas (18), pero las que nos interesan por
razones que detallaremos mas adelante, son
la IgG y la IgM. que son las que participan
en el proceso de activacion del sistema com-
plemento.

Debido a diferencia antigénicas, fisico-

quimicas y biolégicas la IgG se ha subdividi-
do en 4 grandes subclases denominadas IgGl
1gG2, 1gG3 e 1gG4 que corresponden en el
suero respectivamente al 77%, 12%, 8%
y 3% del total de las IgG. La IgG3 es la que
tiene mayor capacidad de activar sistema
complemento, le sigue la IgGl, es débil en
[gG2 y nula en IgG4.

El sistema complemento estd constitui-
do basicamente por 11 proteinas séricas de-
nominadas C'l a C'9, de las cuales la fra-
ccion C' 1 esta conformada por tres subfrag-
mentos conocidas como C'lq, C'lr, y C'ls,
los cuales al ponerse en contacto con un
complejo inmune (antigeno-anticuerpo) co-
mienzan a activar los otros factores en una
secuencia en cascada, determinada y precisa
que conduce a la lisis de la célula a la cual
se haya adherido dicho complejo, y a la va-
sodilataciéon y atraccion de células fagociti-
cas (19).

Se ha observado que en los individuos
Iipicos la aparicion de anticuerpos anti-
DNA, la presencia de complejos inmunes
circulantes y la disminucién de los niveles del
complemento sérico se correlacionan per-
fectamente con la exacerbacion de la enfer-
medad, indicando asi unos mecanismos pa-
togénicos similares a los de la nefritis de la
enfermedad del suero (8).

Dentro del sistema complemento es
importante la determinacién cuantitativa de
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las proteinas C'3 y C'4 en los individuos lu-
picos, ya que tal determinaciéon es uno de
los parametros de mayor utilidad en los es-
tudios de enfermedades por complejos in-
munes para indicar actividad de las mismas
(20) y el aislamiento y purificacion de C'lq
que como ha sido demostrado por Agnello
y col. (21) precipita los complejos inmunes
solubles, de gran importancia en la patogé-
nesis de la nefritis lupica.

Los estudios de Koffler y col. (22) han
demostrado que en los dépositos de inmu-
noglobulinas y complemento que se obser-
van en las nefritis lupicas se encuentran an-
ticuerpos contra constituyentes del ntucleo,
implicando asi que en la enfermedad por
complejos inmunes que se observa en el
LES estan involucrados estos autoanticuer-
pos que, se producen contra el nucleo, en
especial los anti-DNA (23,24).

Debido a la deficiente y contradicto-
ria informacidén al respecto, resolvimos ana-
lizar cuantitativamente los niveles de anti-
cuerpos antinucleares (AAN) por clases y
subclases para tratar de aclarar el papel de-
sempefiando por cada uno de ellos y su re-
lacion con los anticuerpos anti—DNA. los
complejos inmunes circulantes (CIC), la hi-
pocomplementemia y la actividad antiga-
mmaglobulina (AAG), observada en algunos
€asos.

MATERIAL Y METODOS

Casuistica. Se estudiaron 70 sueros
obtenidos de 22 pacientes que reunian cua-
tro o mas de los criterios establecidos por
la American Rheumatism Association (ARA)
para el diagnostico de LES (25). Se in-
cluyeron ademas 20 sueros de 7 pacientes
en control con enfermedades auto-inmunes
como Artritis Reumatoidea, Dermatomio-
sitis. Escleroderma y Sindrome de Sjogren
que presentaban AAN. En el presente estu-
dio incluimos unicamente los pacientes con
tres o mas estudio inmunoldgicos y con ti-
tulos de AAN del 1 en 20 o mas, segun lo
recomendado por Ritchie(26). Los sueros se
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conservaron congelados a -20°C. hasta su
uso.

Antisueros. La produccion de estos
antisueros se hizo segun técnica ya descri-
ta (27). La especificidad de los mismos fue
comprobada mediante inmunodifusion e in-
munoelectroforesis y reconfirmada por los
laboratorios de H, Kunkel en la Universidad
Rockefeller de Nueva York. Para la técnica
de los anticuerpos fluorescentes, el proceso
de conjugacion utilizado fue el mismo des-
crito anteriormente (27).

Técnica de los anticuerpos antinuclea-
res. Se hicieron cortes de higado de raton
de cuatro micras de espesor, se fijaron con
alcohol-acetona y se incubaron con el suero
del paciente por 30 minutos. El exceso de
suero, al igual que los anticuerpos no fija-
dos, se removieron con tres lavadas conPBS
de 15 minutos cada una. La reaccion anti-
geno-anticuerpo se puso en evidencia en un
segundo proceso de incubacion usando los
antisueros especificos marcados con fluo-
resceina. Las preparaciones se lavaron 3 ve-
ces con Buffer PBS ph 7.2 por 15 minutos
y se examinaron con microscopia de fluo-
rescencia (Figura 1). En todas las determi-
naciones se usaron controles positivos y ne-
gativos.

Figura 1 —  Anticuerpos Antinucleares detectados median-

te la técnica de la fluorescencia indirecta.
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Biopsias renales. Fueron tomadas me-
diante puncién e incluidas inmediatamente
en Tissues Tek y rapidamente congeladas a
menos 25°C. Los cortes se hicieron en
criostato a la misma temperatura, con un
espesor de 4 micras. Se dejaron secar y se
cubrieron con antisuero por 30 minutos.
Se lavaron tres veces con PBS por 15 minu-
tos, examinandose en cada paso con micros-
copio de luz ultravioleta. Se estudiaron 6
biopsias. tres de ellas post-mortem (Figura
2).

Microscopia. Las preparaciones se ob-
servaron en microscopio Leitz Orthoplan,
equipado con lampara de vapor de mercu-
rio Osram HBO-200 y con sistema epiilumi-
nador de fluorescencia Ploen Opak 2 con
filtros especificos para la longitud de onda
de la fluoresceina. Para las fotografias se
utilizaron peliculas Ektacrome High Speed
luz de dia de 23 Din, con tiempos de expo-
sicion de 2 a 4 minutos.

Inmunodifusion e Inmunoelectrofore-
sis. Se utilizé para la inmunodifusién la téc-
nica de Ouchterlony (28) en agarosa al
0.4% en los diferentes Buffers, de acuerdo
con las especificaciones que mencionaremos
més adelante; para la inmunoelectroforesis
se utiliz6 la microtécnica de Scheidegger
(29).

Aislamiento de C'lq. Se utilizo la téc-
nica de Yonemasu (30), en la cual se apro-

Figura 2- Depositos de IgG3 en membrana basal glomeru-
lar, detectados mediante fluorescencia directa. Notese el
patron granular, caracteristico de los depositos de Comple-
jos Inmunes.
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vecha la ventaja de que C'lq es una euglo-
bulina que se precipita en Buffers de baja
ionicidad que contengan agentes quelantes
como el EDTA. El C'lq asi aislado presen-
taba una pureza de un 95%.

Preparaciéon de agregados de gamma-
globulinas. Para hacer la deteccion de la
AAG utilizamos la técnica de precipitacion
de agregados, aislando las gammaglobulinas
G con acido caprilico y colocandolas en so-
lucion salina isotdénica a una concentracion
de 10 mgrs./ml. Se calentaron a 63°C por
12 minutos y fueron rapidamente enfriadas.
El 40% de las gammaglobulinas asi trata-
das se agrega y forma complejos inmunes
de variable peso molecualr que son detecta-
dos por los factores reumatoideos o AAG

31).

Determinacion de complejos inmunes
circulantes. Se utilizé la técnica de Agnello
de inmunodifusion en agarosa al 0.4% en
PBS 0.1 molar EDTA 0.01 molar ph-7.2.
En el centro se coloco el C'lq purificado y
en la periferia se colocaron las muestras de
los diferentes sueros diluidos 1:1 en PBS;
se incubd luego por 24 horas a 22°C y por
72 horas a 4°C. Como C'lq posee la capa-
cidad de precipitar complejos inmunes, co-
mo control se utilizaron los agregados de
las gammaglobulinas a una concentracion de
Smgrs./ml. (32).

Determinacién de actividad de antiga-
mmaglobulina o factor reumatoideo. Se uti-
lizaron tres técnicas diferentes: a) la prueba
de aglutinacion del latex la cual se considero
positiva solamente a una diluciéon superior a
1/80 (33); b) la prueba de los agregados de
gammaglobulina y c¢) la inmunodifusion en
agarosa al 0.4°/0 con PBS, colocando en el
centro los agregados de gammaglobulinas
en una concentracién de 5 mgrs./ml. Los
sueros con actividad positiva forman preci-
pitados en el capilar, o lineas de precipita-
cion con los agregados (34,35).

Deteccion de los anti—DNA. Se utilizd
la técnica de contrainmuno-electroforesis se-
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gin el método de Klajman (36). Para ello
se us6é agarosa al 0.4% en Buffer Veronal
ph 8,6. Se dejo correr el suero por 20 minu-
tos con un voltaje de 200 voltios y luego
se aplico DNA.nativo tipo 1 altamente poli-
merizado, previamente tratado con nuclea-
sa 1 (para remover los pequefios fragmentos
de DNA en los cuales hubieran quedado si-
tios de DNA de una sola cadena) a una con-
centraciéon de 1 mgr./ml. y nuevamente se
corrio la electroforesis al mismo voltaje por
20 minutos. Los sueros positivos dieron li-
nea de precipitacion en medio de los dos
agujeros.

Determinacion cuantitativa de comple-
mento. Se hizo mediante inmunodifusion
radial, segin la técnica de Mancini-Carbone-
ra, utilizando C'3 y C'4 purificados median-
te las técnicas de Miiller-Eberhard y col.
(37 - 39).

Técnica de las células L.E. Las mues-
tras. tomadas con heparina, se centrifuga-
ron y posteriormente se incubaron a 37°C
por un tiempo minimo de 3 horas para per-
mitir que se realizara el fenémeno L.E. Con
los globulos blancos concentrados en un tu-
bo capilar se hicieron extendidos que se co-
lorearon y se examinaron al microscopio
con objetivo de inmersion.

RESULTADOS

Uno de los objetivos mas importantes
planteados al comienzo de la investigacion
fue el de obtener los antisueros completa-
mente puros y especificos (40,41), lo cual
fue logrado y su especificidad confirmada
en los laboratorios de la Universidad Rocke-
feller de Nueva York. Como el propdsito,
del presente trabajo fue el de identificar el
papel de cada una de las clases y subclases
de AAN, dedicaremos nuestro analisis prin-
cipalmente hacia ellos. Como ya menciona-
mos, todos los 90 sueros presentaban AAN.

Clases de inmunoglobulinas que consti-
tuyen los anticuerpos antinucleares en el
LES. El 100% de las muestras presentaron
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AAN de la clase IgG con titulos superiores
o iguales a la dilucion 1:5; dichos anticuer-
pos fueron de una u otra de las subclases de
IgG y el 90% presentdé dos o mas de ellas.
Los sueros que presentaron una sola sub-
clase de AAN o una sola reactividad, son
actualmente motivos de estudios especiales.

Los AAN de la clase IgM se obtuvieron
en un 45% con titulos superiores a la dilu-
cion 1 :5 y solamente dos casos presentaron
titulos superiores a la diluciéon 1:80.

Los AAN de la clase IgA se encontra-
ron en un 15% de las muestras examinadas
y sus titulos nunca excedieron la dilucion
1:80. La importancia de estos datos sera
analizada mas adelante.

Niveles de complemento sérico. En la
muestras analizadas de pacientes con LES
un  72%  presentd6 hipocomplementemia.
Consideramos hipocomplementemia a una
reduccion mayor o igual al 30% de las ci-
fras normales de C'3 sérico (concentracion
normal de 80 a 110 mgrs.%) o de C'4 (45
méas o menos 10 mgrs.).

Anticuerpos anti—DNA. La técnica de
los anticuerpos anti—DNA detectados por
contrainmuno-electroforesis que hemos em-
pleado es mas sensible que la inmunodifu-
sion en gel (42), pero relativamente menos
sensible atn cuando mas especifica que la
de inhibicién de hemaglutinaciéon y que la
de is6topos radioactivos (43). Estos conoci-
mientos, ademas de razones econdmicas,
fueron los motivos que nos llevaron a utili-
zar la contrainmuno-electroforesis como
técnica de deteccion de los anticuerpos anti-
DNA. De las 70 muestras de sueros lupicos,
el 33% presentaron anti—DNA, mientras
que en ninguna de las muestras de sueros
controles encontramos dichos anticuerpos.

Complejos inmunes circulantes. Fue-
ron hallados en un 32% de las muestras de
pacientes lupicos, siendo dichos complejos
en su gran mayoria, de alto peso molecular
(de acuerdo a su poder de difusion en gel de
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agarosa). En dos casos pudimos observar la
coexistencia de ambos tipos de complejos;
fueron a su vez los unicos en los cuales pu-
dimos observar complejos de bajo peso mo-
lecular. Como la técnica de Agnello requie-
re 96 horas de incubaciéon (21,32), es im-
portante, observar las inmunodifusiones a
las 24 horas, por ser en este momento cuan-
do aparecen las lineas de precipitacion de
los complejos (debido a su bajo peso mole-
cular). puesto que después pueden ser em-
pujados hacia el agujero central donde se
encuentra C'lq y desaparecer.

Actividad antigammaglobulina. Encon-
tramos AAG en un 35% de los sueros lupi-
cos y en un 95% de los sueros controles
(preferimos llamarla asi y no factor reuma-
toideo para indicar que la encontramos por
la prueba de precipitacion con agregados y
no con particulas de latex, la cual es menos
sensible).

Anticuerpos antinucleares por subcla-
ses de IgG. Utilizando la dilucién 1:5 como
dilucién inicial, encontramos que el 100%
de las muestras de pacientes lupicos presen-
taron AAN de la subclase IgG 1; un 80%
presentaron AAN de la subclase IgG3 y so-
lamente un 50% de las muestras Iupicas
presentaron AAN de la subclase IgG4.

Anticuerpos antinucleares de la sub-
clase IgG3 y complemento sérico. Los sue-
ros de los pacientes lupicos en los cuales se
encontraron AAN de la subclase IgG3 con
un titulo mayor o igual a la diluciéon 1:20
estaban siempre asociados con hipocomple-
mentemia. De los otros sueros con AAN de
la subclase IgG3 en titulos inferiores a la di-
luciéon  1:10, so6lo unos pocos presentaban
hipocomplementemia y los demas cursaban
con normocomplementemia.

De las 70 muestras lapicas, un 28% de
ellas presentaron normocomplementemia,
de las cuales el 18% tenian AAN de la sub-
clase IgG3 a ninguna dilucién, inclusive con
suero sin diluir y el 10%) restante presentd



LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO

un titulo igual o inferior a la diluciéon 1:10.

Correlacion entre los anticuerpos anti-
nucleares de la subclase IgG3 y los anticuer-
pos anti—DNA native. El 97% de la mues-
tras que presentaron AAN de la subclase
IgG3 ala diluciéon 1:20 o mayor, tuvieron
anticuerpos anti-DNA.

Posteriormente se observd que cuando
se agregaba DNA nativo a los sueros que
presentaban anticuerpos anti—DNA, los
AAN que desaparecian eran de la subclase
IgG.3, indicando asi el que DNA estaba rea-
ccionando con ellos y por lo tanto se puede
concluir que estos son los anticuerpos anti-
DNA.

Correlacion entre anticuerpos antinu-
cleares de la subclase IgG3 y complejos inmu-
nes circulantes. De igual manera, un 97°0
de las muestras con AAN de la subclase IgG3
en un titulo igual o superior a la dilucion
1:20 presentaron CIC detectables por el mé-
todo de C'lq. Una sola muestra con AAN
de la subclase IgG3 con un titulo 1:10 pre-
sentd CIC. El resto de las muestras con AAN
de la subclase 1gG3 con titulos iguales o in-
feriores a la dilucion de 1:10 no presentd
CIC, esto demuestra una vez mas el compor-
tamiento especial de los AAN de la subclase
IgG3. pero ahora con relacion a los CIC; es
importante anotar que las muestras que pre-
sentaron los CIC eran sueros hipocomple-
mentémicos y que en ningun suero normo-
complementémico se detectaron CIC.

Actividad antigammaglobulina y anti-
cuerpos antinucleares por subclase de IgG.
Como mencionamos anteriormente un 35%
de los sueros lupicos presentd6 AAG. En es-
toscasostambién hallamos una relaciéon con
los AAN de la subclase 1gG3 pero esta vez
en una proporcion inversa. Cuando se en-
contr6 dicha AAG en ninglin caso se obser-
vo simultdneamente la presencia de AAN de
la subclase IgG3 en titulos iguales o superio-
res a la dilucion 1:20.

En la mitad de los casos en los cuales
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encontramos AAG, no se hallaron AAN de
la subclase IgG3 a ninguna dilucidén; simul-
taneamente el complemento sérico era nor-
mal. En un bajo porcentaje se hallaron los
AAN de la subclase 1gG3 en concentracio-
nes inferiores a la dilucion 1:10, en sueros
con AAG y complemento disminuido. En
otros términos, s6lo encontramos AAG aso-
ciada con AAN de la subclase IgG3 en sue-
ros con titulos de 1:5, maximo 1:10 cursan-
do con normocomplementemia y en algu-
nas circunstancias con hipocomplemente-
mia (Tabla 1).

Al analizar las muestras en las
cuales no se encontr6 AAG, se observd que
la gran mayoria presentaban AAN de la sub-
clase IgG3 en titulos iguales o superiores a
1:20 cursando simultanecamente con hipo-
complementemia; un bajo porcentaje no
presentaba AAN de la subclase 1gG3 y se
asoci6 también con hipocomplementemia y
un pequeflo numero de casos cursaron sin
AAN de la subclase 1gG3 y con normocom-
plementemia (Tabla 2). De otra parte, al co-
locar sueros de pacientes lipicos que tenian
AAG frente a los sueros restantes, se obser-
vd que ¢éstos reaccionaban con la gran
mayoria de los sueros que presentaban AAN
de la subclase IgG3 en titulos iguales o ma-
yores a la dilucion de 1:20 indicando asi
que en estos uUltimos se expresan determi-
nantes antigénicos contra los cuales va diri-

Tabla 1 - Prescencia de Actividad Antigammaglobulina cur-
sando con ia de Complejos Inmunes circulantes y

anti-DNA:  bajos titulos de AAN de la subclase IgG3 y/o
normoco  mplementemia.
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Tabla 2- Prescencia simultinea de AAN de la subclase
I1gG3 y anti—DNA, cursando con hipocomplementemia
(normal 80-110 mgr% de C'3) Complejos Inmunes Circu-
lantes y ausencia de Actividad Antigammaglobulina.

gida esta AAG. Estudios posteriores traba-
jando con factores reumatoideos aislados y
purificados permitieron confirmar este dato
indicando que la antigammaglobulina esta
detectando en estos sueros una substancia
contra la cual va dirigida su actividad, que
bien puede estar en los anticuerpos anti—
DNA, en los CIC o en alguna otra substan-
cia ain no identificada.

Comportamiento de las otras subcla-
ses de gammaglobulinas. La relacion de los
AAN de la subclase IgGl (la otra subclase
que es capaz de activar el sistema comple-
mento) con los niveles de complemento sé-
rico fue extremadamente variable, pues no
se encontrd ninguna correlacion entre su ti-
tulo y la disminuciéon del complemento. Los
titulos altos de AAN de la subclase 1gGl
cursaban simultidneamente con normocom-
plementemia, al igual que con ausencia de
anticuerpos anti—DNA y CIC. Esto descarta
la posibilidad de que los AAN, de la subcla-
se IgGl estén participando en la constitu-
cion de los anticuerpos anti—DNA o en la
formacion de los CIC; igual cosa sucedié con
los AAN de las subclases 1gG2 e 1gG4, en
donde no fue posible encontrar ninguna co-
rrelacion entre sus titulos y los niveles de
complemente sérico, la presencia de anti-
cuerpos anti—DNA y los CIC.

Otro tanto sucedié con los AAN de la
clase IgA en donde tampoco se encontrd re-
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laciéon con los parametros antes anotados.
Los AAN de la subclase IgM, que como ya
se menciond, salvo dos excepciones no pre-
sentaron titulos superiores de la dilucion
1:80, se encontraron asociados en la gran
mayoria de los casos con hipocomplemen-
temia pero no los pudimos relacionar con la
presencia de anticuerpos anti—DNA, o con
los CIC, tal como lo hicimos para IgG3.
Creemos que desempeflan algin papel en el
fenémeno de la hipocomplementemia vy
que probablemente sean de valor para el
prondstico, pero dicho dato ain no se ha
confirmado.

Biopsias renales por inmunofluores-
cencia. Los primeros datos sobre el compor-
tamiento especial de los AAN de la subclase
IgG3 fueron obtenidos por estudios de in-
munofluorescencia realizados en biopsias re-
nales asi como por el andlisis de los AAN
por -subclases en el suero tomado el mismo
dia de la biopsia.

En una de ellas habia grandes depdsi-
tos glomerulares de C'3, IgGl, I1gG2, IgG3,
IgG4 e IgM mientras que en el suero se ob-
servaban, hipocomplementemia y AAN de las
subclases I1gGl, [gG2 e IgG4 en diluciones
mayores o iguales a 1:40 y no se encontra-
ron AAN de la subclase IgG3 a tal dilucidn,
pero si en diluciones mas bajas (1:10 y
1:20).

En consecuencia se deberia replantear
la aseveracion de Ritchie, quien dice que los
AAN tienen significado solamente cuando se
hallan en diluciones mayores o iguales a.

Otros tres casos de biopsia renal pre-
sentaron depodsitos considerables de IgGl,
I1gG2, IgG3, IgG4 e IgM mientras que en el
suero no se encontraron AAN de la subclase
IgG3 ni de la clase IgM a ningtn titulo, indi-
cando que probablemente se han depositado
alli, no sabemos si actuando uno con el otro
o independientemente.

Correlacién clinico-inmunolégica. Al

hacer el andlisis clinico y correlacionarlo
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con los datos de laboratorio, se observo que
cuando se encontraban AAN de la subclase
IgG3 a un titulo mayor o igual a la dilucién
de 1:20 siempre habia severa lesion renal.

En los casos en los cuales se observa-
ron estos anticuerpos en dichos titulos se
encontré una marcada proteinuria (mas de
3 gramos diarios), el nitréogeno uréico y la
creatinina elevados y hematuria variable; in-
dudablemente estos anticuerpos se encuen-
tran intimamente relacionados con el dafio
en la nefritis lupica. Al contrario, salvo en
dos casos no se observéd dafio renal severo
en los pacientes en los cuales los AAN de la
subclase 1gG3 no aparecian o se encontra-
ban en titulos menores o iguales a la dilu-
cion 1:10. Con alguna frecuencia se obser-
vo cierta relacion entre la presencia de AAG
en los pacientes lupicos con AAN de la sub-
clase IgG3 en titulos bajos (menos de 1:5)
y compromiso pericardico y pleural, relati-
vamente benignos.

DISCUSION

Cuando comenzamos los estudios de
anticuerpos antinucleares por clases y sub-
clases de IgG a principios de 1.972, habia
un sin nimero de publicaciones acerca de las
clases de Igs involucradas en este fenémeno
y en la patogénesis del LES (44-46); pero
no existian sino tres publicaciones acerca de
las subclases de IgG involucradas en el fenod-
meno de AAN (47-49), con conceptos muy
distintos.

Los primeros datos sobre la posible in-
fluencia de una subclase de IgG en los pro-
cesos activos del LES fueron los estudios de
Tojo y col. (47), quienes observaron una al-
ta capacidad fijadora del complemento en
los sueros de los individuos lupicos con ne-
fritis, mientras que no observaron dicha ca-
pacidad en pacientes con LES en remision.

Esto les hizo pensar en la posibilidad
de que los anticuerpos involucrados en la
exacerbacion del proceso lupico fueran de
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la clase IgM o de las subclases I1gG3 e IgGl
que son los mejores activadores del comple-
mento.

En otro estudio, Kacaki y col. (48) ha-
Illaron AAN en pacientes con LES, Artritis
Reumatoidea y Lupus inducido por procai-
namida, en todas las subclases de IgG con
una distribucion similar a la encontrada pa-
ra estas subclases en sueros normales; dicho
hallazgo es completamente opuesto al del
grupo anteriormente mencionado.

El tercer estudio llevado a cabo por
Schur y col. (49) estaba mas de acuerdo con
los estudios de Tojo, sugiriendo que los AAN
dirigidos contra el DNA celular eran de
las subclases IgG 1 e IgG3 en este orden, ba-
sandose en la suposicion de que los AAN
que dan patron periférico son anticuerpos
anti—DNA (45,46). Con estos datos' contra-
dictorios, basados en pruebas indirectas y
conociendo los problemas inherentes a la
produccion de antisueros contra subclases y
después de haber probado la especificidad
de nuestros antisueros, decidimos replantear
al problema.

En dicho estudio se obtuvieron los si-
guientes datos:

Al analizar los AAN por subclases, se
encontrd una clara correlacion de los nive-
les de anticuerpos anti-DNA y los de AAN
de la subclase I1gG3, confirmada por los ex-
perimentos de absorciéon con DNA nativo en
donde se removian completamente estos
AAN sin mayor detrimento de los niveles
de AAN de las otras subclases, lo cual evi-
dencia la identidad de los anticuerpos anti-
DNA con los AAN de la subclase IgG3 e in-
dican una relativa oligoclonalidad (o mono-
clonalidad) de este tipo de anticuerpos.

Este hallazgo se compagina con los da-
tos obtenidos por Tojo, en los cuales encon-
tr6 una alta capacidad fijadora del comple-
mento en los sueros de pacientes lapicos
con exacerbacion de la enfermedad; con los
obtenidos por Luciano y otros (50,51),
quienes informan de una estrecha correla-



232

ciéon entre la presencia de AAN de la clase
IgG, anticuerpos anti—DNA nativo, CIC y
enfermedad clinicamente activa; y con los
obtenidos por Hugues y col. (52) quienes
informan que los anticuerpos anti—DNA se
encuentran en un alto porcentaje en los pa-
cientes lupicos con severo dafio renal y que
dichos anticuerpos desaparecen rapidamen-
te con la terapia y durante la mejoria clini-
ca. Esto se confirma ya que los anticuer-
pos de la subclase IgG3 son los mejores ac-
tivadores del sistema complemento, con un
tiempo de vida medio muy corto (6 dias en
comparacion con 28 dias de las otras sub-
clases) (53-58) y por consiguiente puede de-
saparecer rapidamente de la circulacién
cuando se administra terapia inmunosupre-
siva o anti-inflamatoria.

Ademas, de acuerdo con nuestros re-
sultados también se observd que en las
muestras en las cuales se encontraron AAN
de la subclase IgG3 en titulos mayores o
iguales a la dilucién 1:20, habia siempre hi-
pocomplementemia (20.22,23.50) y vice-
versa, en los casos en los cuales habia nor-
mocomplementemia nunca hallamos AAN
de la subclase IgG3 en tales concentracio-
nes.

Por lo anterior, y teniendo en cuenta
que la exacerbacion clinica de las enferme-
dades por complejos inmunes cursa siempre
con hipocomplementemia (59), se puede
concluir que los AAN de la subclase 1gG3
estan intimamente ligados a los procesos de
consumo del complemento y a la exacerba-
cion clinica de la enfermedad.

Tratando de explicar la patogénesis del
LES, es importante anotar que en el 97%
de las muestras en las cuales se encontraron
AAN de la subclase 1gG3 en titulos iguales
o superiores a la dilucion 1:20, se detecta-
ron también CIC. Como es sabido, dichos
complejos se presentan solamente cuando
hay exceso de antigeno o de anticuerpo y
por lo tanto han perdido sus proporciones
optimas de precipitacion (60-63). Se sabe
también que en las enfermedades cronicas
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experimentales por complejos inmunes, pa-
ra la formacion de dichos complejos es de
gran importancia la proporciéon antigeno-
anticuerpo y el tamafio del complejo; si la
proporciéon es oOptima, se forman complejos
de un tamafio molecular superior a 19 8§,
los cuales desaparecen rapidamente de la
circulacion al ser removidos por el sistema
reticuloendotelial de los pulmones y el
bazo, pero si hay un exceso de cualquiera de
los dos factores, ya sea antigeno o anticuer-
po, el tamafio de tales complejos es inferior
a 19 S, permaneciendo solubles por largo
tiempo en la circulacién y depositandose fi-
nalmente a nivel de las membranas basales
(60). Estos complejos solubles, por su
accion sobre las plaquetas y otros factores,
inducen la liberaciéon de aminas vasoactivas
que incrementan la permeabilidad de las
membranas basales, atrayendo las células fa-
gociticas (23) que van a causar la patologia
descrita, a través de mecanismos ya estudia-
dos (61-67).

En conclusiéon, podemos afirmar que
en los casos en los cuales se han encontrado
AAN de la subclase 1gG3 en titulos mayo-
res o iguales a la diluciéon 1:20, simultanea-
mente se han encontrado todos los compo-
nentes que se hallan involucrados en la en-
fermedad por complejos inmunes los cuales
son: A) Un exceso de anticuerpos. B) hipo-
complementemia y C) CIC.

Otro aspecto de considerable impor-
tancia en la patogénesis del LES, descrito en
el presente estudio, es la relacion de los AAN
de la subclase I1gG3 con la AAG; nunca
se encontr6 AAG en las muestras que pre-
sentaron AAN de subclase 1gG3 en titulos
mayores o iguales a la diluciéon 1:20. mien-
tras que dicha actividad existia en aquellas
en las cuales 1gG3 no se encontraba o estaba
en diluciones muy bajas.

La AAG ya habia sido encontrada por
otros investigadores en forma de deposito
en biopsias renales o presente en algunos,
sueros de pacientes lupicos, pero su papel
no habia sido esclarecido (68-71).
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En base a nuestros resultados, creemos
que en el paciente lupico una parte de dicha
antigammaglobulina va dirigida contra los
anticuerpos anti—DNA o AAN de la subcla-
se IgG3 (ya sea contra la region constante
(72) o contra la region variable de los mis-
mos), dado que los sueros que presentaban
AAG reaccionaban con sueros que tenian
AAN de la subclase IgG3 en concentracio-
nes eclevadas. Ademas, se encontré6 que la
AAG aislada pura y puesta frente a los distin-
tos sueros lupicos reaccionaba exclusiva-
mente con aquellos sueros que tuvieran AAN
de la subclase IgG3 en concentraciones
superiores a la dilucion 1:20; pero no con
aquellos que presentaban AAN de las otras
subclases en concentraciones elevadas ni
con aquellos escasos sueros que presentaron
AAN de la subclase 1gG3, en titulos iguales
a 1:20 con ausencia de CIC. Por tal razoén
se concluydé que la AAG iba dirigida contra
los AAN de la subclase IgG3 o anti—DNA.

En base a estos datos pensamos que
una fraccion significativa de la AAG podria
actuar como mecanismo regulador en el pa-
ciente lupico, bien sea dirigiendo su activi-
dad contra las regiones constantes de los
anticuerpos anti—DNA (logrando de esta
forma dar un mayor peso molecular a los
CIC con lo cual se volverian precipitables,
facilitando su remocidén por parte del siste-
ma reticuloendotelial); o por el contrario,
bloqueando la region variable de los anti-
cuerpos anti—DNA (impidiendo de esta
forma la uniéon de los mismos con el DNA
nativo y por tanto la formaciéon de mas
CIC), o bloqueando la region variable en
las células B (lo cual impediria producir
mas anticuerpos anti—DNA).

En otros términos, lo que puede estar
sucediendo en el paciente lipico en un mo-
mento dado de su enfermedad y mas espe-
cificamente durante el proceso de exacerba-
cién clinica, seria una hiperreactividad (de-
sencadenada por factores desconocidos) del
sistema productor de anticuerpos anti-DNA
y simultaneamente una deficiencia del siste-
ma antigammaglobulinas para regular los an-
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ticuerpos anti—DNA; todo esto génetica-
mente regulado a través de los genes de res-
puesta inmune, lo cual estaria intimamente
relacionado con las caracteristicas géneticas
de histocompatibilidad o HLA.

En experimentos realizados en cepas
de ratones NZB que presentaban un cuadro
inmunopatolégico y clinico casi idéntico al
del LES del humano, se comprobd una hi-
perreactividad contra su DNA mediada por
anticuerpos de la clase 1gG2 (73), a la vez
una hiporeactividad de su respuesta inmu-
nologica celular la cual se encuentra inti-
mamente relacionada con la desaparicidn,
paulatina de células supresoras en el organis-
mo de estas especies (74). Recientemente
se ha descrito un sistema genético en estas
células supresoras, ligado al Complejo Ma-
yor de Histocompatibilidad (75,76).

Algo similar podria estar sucediendo
en el humano y se ha intentado identificar
el defecto buscando la interaccion de distin-
tos HLA (77), genes asociados de la respues-
ta inmune (78) con el lupus, o la susceptibi-
lidad genética al mismo, con resultados no
muy concluyentes (79) hasta ahora.

Si bien ya hemos establecido que cuan-
do se observa la presencia de anticuerpos
anti—DNA, hipocomplementemia, CIC y
ausencia de AAG, se manifiesta la exacerba-
cién clinica de la enfermedad; y que por el
contrario cuando no hay anticuerpos anti-
DNA ni CIC con normocomplementemia y
AAG en el suero, se observa un cuadro de
caracteristicas clinicas poco severas, dedu-
ciendo por esto la posibilidad de que haya
un efecto benéfico del sistema antigamma-
globulina en el paciente lupico; no se puede
descartar aun, que cuando no se observa la
AAG en los procesos de exacerbacidn clini-
ca del lupus, lo que podria estar sucediendo
es que al reaccionar con los anticuerpos,
anti-DNA, formaria un nuevo tipo de CIC,
que al depositarse en las membranas basales
por accion del sistema complemento, desen-
cadenaria todo el proceso antes descrito de
destruccion tisular. Alguna evidencia existe
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a este respecto (80) y basados en estas con-
sideraciones pensamos que tal fendomeno
podria encontarse en algunos casos cuando
hay una hiperreactividad en la produccién
de anticuerpos anti-DNA, cursando simulta-
neamente con una hiperreactividad de la ca-
pacidad de producir anticuerpos antigam-
maglobulina.

Similar fenémeno se presentaria cuan-
do los anticuerpos antigammaglobulina fue-
ran de una clase diferente a la que se en-
cuentra en la mayoria de los casos (en vez
de ser de la clase IgM, podrian ser de la cla-
se IgG o IgA). Cualquiera que sea la posibi-
lidad, es interesante observar que la presen-
cia de AAG en el suero la hemos encontra-
do en los cuadros clinicos menos severos
del lupus como en los casos de compromi-
so pleural (81), pericardico y articular, pe-
ro no en los de compromiso renal (82-87).
Como parte practica de la discusién quere-
mos anotar que IgG3 es un anticuerpo muy
especial dentro del conjunto de los anticuer-
pos de la clase IgG (88-90); tiene un peso
molecular diferente a las otras subclases de
IgG (91); un mayor nimero de puentes di-
sulfuro entre sus cadenas pesadas (89); es la
principal Ig involucrada en el fendmeno de
crioglobulina (92); tiene un comportamien-
to muy particular que es dependiente de su
concentracién en el sindrome de hipervisco-
sidad (93); es la Ig a la cual se adhiere en
mayor cantidad C'lq (94) y por consiguien-
te el sistema complemento; y finalmente pre-
senta una caracteristica, que puede aprove-
charse para instituir una terapia mas racio-
nal en los pacientes lupicos y es su tiempo
de vida media tan corto (6 dias, aproxima-
damente 1/4 parte del tiempo de vida me-
dia de los otros anticuerpos de la clase IgG)
(95-99) y por lo cual la terapia inmunosu-
presora que se instaure en los casos en los
cuales IgG3 juegue un papel importante de-
be ser de mas corta duracion.

Por ultimo quisiéramos sefialar que
como los AAN de las otras subclases no se
encontraron involucrados en la formacidén
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de los anticuerpos contra DNA nativo ni en
la hipocomplementemia ni estan relaciona-
dos con la presencia de los CIC y habiéndo-
los encontrado en titulos mas altos que los
AAN de la subclase 1gG3, existe la posibili-
dad que vayan dirigidos contra otros deter-
minantes antigénicos del nucleo celular,
tratando de bloquear la actividad de los
AAN de la subclase IgG3 (100-102), pero
que sin embargo su significado permanece
aun desconocido.

SUMMARY

Seventy sera of lupic patients and 20
of patients with other autoimmune diseases
were analysed for antinuclear antibodies
(ANA) by IgG classes and subclasses, com-
plement, anti—DNA antibodies, circulating
immune complexes (CIC) and anti- gamma-
globulin activity (AGA).

A special behaviour of the ANA IgG3
subclass, depending on its concentration,
has been found; the ANA of this subclass
presented a very different behaviour in dilu-
tions superior or equal to 1:20 when com-
pared with titers equal or inferior to 1:10.

An almost complete identity was
found between ANA IgG3 subclass and an-
ti—DNA antibodies; for this and other rea-
sons presented in the Discussion we postu-
late that the anti-DNA antibodies are the
ANA IgG3 subclass.

The titers of ANA IgG3 subclass supe-
rior or equal to 1:20 were always to be
found associated with anti-DNA antibodies,
hypocomplementemia, CIC and severe re-
nal damage but never with AGA. This acti-
vity in 1its turn was underscored each time
that the ANA [gG3 subclass was found in
titers inferior or equal to 1:10 or was ab-
sent.

Sera with ANA IgG3 subclass in titers
inferior or equal to 1:10 and associated
with normo or hypocomplementemia, did
not present simultaneously either CIC or
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anti-DNA antibodies

We think that in certain concentra-
tions the presence of one of these antibo-
dies (ANA IgG3 subclas or AGA) excludes

the other. Based upon these and other data
included in the Discussion, we consider
that the AGA is a homeostatic mechanism
which regulates the presence and concentra-
tion of the ANA IgG3 subclass.

Founded on the previous observations
as hypothesis for working we consider a
SLE physiopathogenic mechanism in which
the lupic patient will present in any time
during his life a humoral hyperreactivity
against his DNA mediated by antibodies of
the IgG3 subclass associated simultaneously
with a hyporeactivity or deficiency of his
anti-gammaglobulin  system.
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