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Se realizé un estudio in vitro para evaluar la capacidad
de reconocimiento monocitario dependiente de
receptores para el C3, en 20 diabéticos tipo 1
descompensados (DMI-d) y en 20 diabéticos tipo 11
descompensados (DMII-d), asi como en estos mismos
40 pacientes una vez que se compensaron (DMI-c y
DMII-c respectivamente), con el fin de evaluar la
reversibilidad terapéutica de las alteraciones
detectadas y su relacion con el grado de control
metabdélico de la diabetes.

Se observé una disminucién del reconocimiento
monocitario mediado por receptores para el C3 en los
DMI-d y DMII-d en comparacion a los diabéticos
compensados y voluntarios sanos (p < 0,001 en ambos
casos). Dicha alteracién se correlacioné inversamente
con las cifras de glucemia, tanto en los DMI-d como en
los DMII-d, careciendo de correlacion con la HbAlc

y los demas parametros metabélicos que se
determinaron.

En conclusién, nuestros resultados demuestran que los
diabéticos tipos 1 y Il descompensados tienen una
alteracion del reconocimiento monocitario mediado
por receptores de membrana para el C3, que parece
debido a factores metabélicos. Dichas alteraciones
monocitarias desaparecen cuando estos pacientes
alcanzan la compensacién metabélica.

C-3 complement receptor dependent monocyte
identification in uncontrolled type I and type II
diabetes mellitus

In order to evaluate the treatment reversability of the
disfunction observed in the C3 complement receptor
dependent monocyte identification capacity and its
relationship with the degree of metabolic control in
diabetics an in vitro study was carried-out in

20 uncontrolled type I diabetics (DMI-d), in

20 uncontrolled type 1l (DMII-d) and in the same

40 patients after metabolic control.

We observed a decrease in the C3 complement receptor
dependent monocyte identification compared to the
controlled diabetics and to healthy volonteers (in both
cases p < 0,001). Moreover, this alteration was inversly
correlated with the plasma glucose level both in the
DMI-d and DMII-d. We did not observe any correlation
with HbAlc nor with the remaining metabolic
parameters determined.

In conclusion, our results indicate the uncontrolled
type I and type Il diabetic exhibit disfunctions in C3 -
complement receptor dependent monocyte
identification that seems to be due to metabolic factors
because the mentioned monocyte alteration desappears
when these patients reach a controlled metabolic state.

(Rev Clin Esp 1986; 179:167-171)

Introduccion

Los pacientes con diabetes mellitus presentan una dis-
minucién de las defensas antibacterianas! y una
mayor incidencia de infecciones?, en parte debidas a
las alteraciones en la respuesta inmune que muestran
dichos enfermos.

El monocito humano de sangre periférica (MSP) pue-
de reconocer particulas de forma inespecifica3, o bien
mediante receptores de membrana especificos para
ciertas inmunoglobulinas y factores del complemento®.
Asimismo, el receptor C3 monocitario interviene en la
regulacién de ciertas respuestas de inmunidad celu-
lar®. En estudios previos hemos demostrado que los
diabéticos en cetoacidosis y coma hiperosmolar no ce-
tésico exhiben una marcada depresién en su capaci-
dad de reconocimiento dependiente de receptores Fc
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(IgG) y C3, que revierte a la normalidad cuando se
compensan metabdlicamente®’. Sin embargo, desco-
nocemos si la descompensacién metabdlica de estos
pacientes que no llegue al extremo de la cetoacidosis
o la hiperosmolalidad también induciria alteraciones
funcionales del receptor monocitario para el C3, lo
cual serfa de mayor trascendencia clinica dada la fre-
cuencia con que estos pacientes se hallan mal com-
pensados. Més atin, cuando las alteraciones concomi-
tantes que estos pacientes sufren en sus receptores
monocitarios Fc (IgG) impedirian la colaboracion en-
tre inmunoglobulinas y el complemento para facilitar
la fagocitosis y el consiguiente inicio de la respuesta
inmune®,

Es por ello que estudiamos la capacidad de reconoci-
miento monocitario dependiente de receptores C3 en
diabéticos tipos [ y Il descompensados, con el fin de
detectar posibles alteraciones en la misma, asi como el
papel que en su produccién pudieran tener los distur-
bios metabdlicos que sufren dichos pacientes.
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Material y métodos

El presente estudio se realiz6 en 40 pacientes con diabetes
mellitus y 20 controles sanos. A todos ellos se les practica-
ron las siguientes determinaciones: glucemia (técnica de glu-
cosa-oxidasa), glucosuria (Clinistix, Ames, Madrid), cetone-
mia Yy cetonuria (Ketostix, Ames, Madrid), calcio total, fésfo-
ro, sodio, potasio, cloro, BUN, creatinina, aclaramiento de
creatinina, osmolalidad y HbAlc (técnica con eliminacién de
aldimina). Estas determinaciones se realizaron en el momen-
to de la descompensacién metabdlica, repitiéndose poste-
riormente en ayunas cuando se obtuvo la compensacién
metabdlica de su diabetes (glucemia basal < 140 mg/dl,
glucemia pospandrial < 160 mg/d! y ausencia de glucosuria
en orina de 24 horas). Atendiendo al tipo de diabetes y al es-
tado de compensacién, los diabéticos se distribuyeron en los
cuatro grupos siguientes: 1) veinte diabéticos tipo [ decom-
pensados {DMI-d), 17 varones y 3 mujeres con una edad
media de 19,52 + 4,67 afos; 2) estos mismos 20 diabéticos
una vez compensados (DMI-c); 3) veinte diabéticos tipo Il
descompensados (DMII-d), 16 varones y 4 mujeres, con una
edad media de 55,43 + 8,37 afios, y 4) estos mismos diabé-
ticos tipo 1l una vez compensados (DMiI-c).

Los 20 voluntarios sanos se evaluaron repartidos en dos
grupos de diez, segiin sus edades: 1) Diez voluntarios sanos,
7varones y 3mujeres con una edad media de
20,79 + 2,36 afios (VSI), y 2}los restantes 10 voluntarios
sanos, 6 varones y 4 mujeres, con una edad media de 57,51
+ 5,71 afios (VSII), que serian los controles para los diabéti-
cos tipos I y Il respectivamente.

En los cuatro grupos de diabéticos, asi como en los contro-
les, y simultdneamente a la extraccidn de sangre para las
anteriores determinaciones se obtuvieron 10 ml de sangre
que se defibrind, para evaluar los receptores C3 de los MSP.
Extrayéndose otros 10 ml de sangre Gnicamente a los pa-
cientes con diabetes mellitus tipos I y Il descompensadas
{DMI-d y DMII-d respectivamente), para obtener suero que
se congelé a —20°C, y que serfa utilizado posteriormente

para estudiar el efecto que induce dicho suero inactivado
por el calor (45 minutos a 56 °C) induce sobre los receptores
para el complemento de los monocitos autélogos, obtenidos
una vez que estos pacientes se hallan en estado de compen-
sacién metabdlica de su diabetes mellitus.

Se prepararon monocapas confluentes de monocitos de
sangre periférica (MSP) de todos los pacientes y voluntarios
sanos, seglin técnica previamente descrita’. Estas monoca-
pas contenian mas de un 97 % de células mononucleares, de
las que un 90 % fagocitaban particulas de latex, un 86 % se
tefilan con peroxidasa y esterasas inespecificas, y mas del
94 % presentaban las caracteristicas morfolégicas de los mo-
nocitos humanos de sangre periférica al microscopio éptico,
tras tefiirlas con Wright-Giemsa.

Como células diana se han usado eritrocitos (E) de una mis-
ma persona, tras marcarlos con Cr51 (dicromato potasico,
Amersham, Madrid) a 37 "C, y revestirlos secuencialmente
con distintas concentraciones de un anticuerpo IgM-Antil
{obtenido de un paciente con enfermedad por aglutininas
frias tras precipitacién con sulfato aménico y cromatografia
en gel), y suero humano AB previamente adsorbido en dos
ocasiones contra los E, como fuente del complemento, se-
gtin metodologfas descritas con antelacién!’. La cantidad de
complemento apuesto por la IgM-Antil sobre la membrana
de los E se cuantificé segiin la técnica de la fijacion y trans-
ferencia del C'la!l, expresandose ¢omo sitios fijadores del
C1 (SFC1) depositados por la IgM-Antil sobre la membrana
de los E.

Se afiadieron 10x 10 eritrocitos sensibilizados con distinto
nimero de SFC1 (E-C3) en 1ml de soluciébn de Hank
(HBSS, Flow Labs.}) a cada monocapa de MSP, sedimentan-
dolas durante 5minutos, e incubdndolas posteriormente
40 minutos a 37 °C en una atmdsfera con un 5% de CO2,
lavandolas con solucion de Hank 10 veces para obtener los
E-C3 no reconocidos y, por tltimo, tratando las monocapas
con EDTA O, 086M durante 10 minutos, para recuperar las
células adheridas a las placas de Petri (Nunc, Madrid). Los
resultados se obtuvieron en funcién de las radiactividad emi-

SFC 1 I promovidos por la IgM-Anti-
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w 3 Fig. 1. Reconocimiento dependiente de re-
ceptores de membrana para el C3 de los
monocitos de sangre periférica de: 1) dia-

24 béticos tipo I descompensados (MSP-DMI-
d); 2)diabéticos tipo Il descompensados

(MSP-DMiIi-d); 3) diabéticos tipo | compen-

14 sados (MSP-DMI-c); 4) diabéticos tipo Il
campensados (MSP-DMII-c); 5) voluntarios

sanos jovenes (MSP-VSI): 6) voluntarios

sanos mayores {MSP-VSII); 7) diabéticos

7 34 68 136 tipos I y Il compensados tras incubacion

con suero, autdlogo inactivado por el ca-
lor, obtenido en el momento de la descom-
pensacion metabolica (MSP-DMI-c+S y
MSP-DMIl-c+S’, respectivamente).
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TABLA 1
Reconocimiento mediado por receptores C3 de los MSP de los grupos estudiados: voluntarios sanos jévenes
y mayores (MSP-VS1 y MSP-VSI]I, respectivamente) diabéticos tipos I y Il compensados (MSP-DMI-c y MSP-DMII-c,
respectivamente), diabéticos tipo [ y Il descompensados (MSP-DMI-d y MSP-D MII-d, respectivamente) y MSP de
diabéticos tipos [ y Il compensados incubados con el suero autélogo del momento de la descompensacién
(MSP-DMI-c+S y MSP-DMII-c+S’, respectivamente)

. SFC1 promovidos por la IgM-anti-1
Pacientes y controles

17 3 68 I 136
1) MSP-VSI 181 + 0,29 340 + 0,44 590 + 0,36 9,02 + 043
2) MSP-VSII 1,75 + 0,31 332 + 0,22 586 + 0,30 897 + 0,38
3) MSP-DMI-c 1,80 + 0,28 342 + 046 591 = 0,40 902 + 0,44
4) MSP-DMIl-c 1,70 = 0,31 324 + 0,18 589 + 0,60 890 + 0,38
5) MSP-DMI-d 0,58 + 0,32 153 + 0,31 3,10 = 0,53 505 + 0,63
6) MSP-DMII-d 0,76 = 0,33 2,00 + 0,69 395 = 0,63 6,33 + 1,01
7) MSP-DMl-c + S 145 + 0,17 2,63 = 022 496 = 043 7,78 + 0,51
8) MSP-DMIl-c+S’ 1,52 + 0,21 2,78 = 0,37 515 + 0,51 811 + 0,73
(5vs 1) p < 0,001 0.001 0,001 0,001
(5vs3)p < 0,001 0,001 0,001 0,001
(5vs7)p < 0,001 0,001 0,001 0,001
(S5vs6) P = n/s n/s n/s n/s
(6vs2)p < 0,001 0,001 0,001 0,001
6vsd)p < 0,001 0,001 0,001 0,001
(6vs8)p < 0,001 0,001 0,001 0,001
(Bvs1)p=~ n/s n/s n/s n/s
(4vs2)p =~ n/s n/s n/s n/s
(7vs2)p~- n/s n/s n/s n/s
(Bvs2)p= n/s n/s n/s n/s
(7vs8)p= n/s n/s n/s n/s

tida por cada una de las fracciones de hematies afadidos,
reconocidos y no reconocidos, segln la siguiente férmula
que expresa el porcentaje de E-C3 reconocido por cada mo-
nocapa: % E-C3 reconocidos por los MSP = N.° E-C3 reco-

bios metabdlicos que presentaban los pacientes estudiados
mediante los coeficientes de correlacién de Spearman.

nocidos/N.° E-C3 afiadidos a los MSP x 100.

Se incubaron las células efectoras (MSP) de los diabéticos ti-
pos 1 y Il compensados (DMI-c y DMll-c respectivamente) a
37 °C durante 4 horas con el suero autélogo inactivado por
el calor (56 °C durante 45 minutos) obtenido en estado de
descompensacién metabélica (suero congelado a —20°C
procedente de la extraccién hecha a los DMI-d y DMII-d).
Sometiéndose mas tarde los MSP de los DMI-c y DMll-c a
la misma metddica descrita, con el propédsito de valorar el
efecto que las alteraciones metabélicas de la diabetes melli-
tus tipos I y Il descompensadas ejercen sobre la capacidad
de reconocimiento dependiente de receptores para el C3 de
los MSP.

Los resultados se evaluaron estadisticamente segun el test
de Wilcoxon para datos no apareados. Las alteraciones del
receptor C3 monocitario se correlacionaron con los distur-

Resultados

En la figura 1 y la tabla 1 se observa como los MSP de
diabéticos tipol descompensados (MSP-DMI-d) y ti-
po Il también descompensados (MSP-DMII-d) poseen
una capacidad de reconocimiento mediado por sus re-
ceptores para el complemento (C3) significativamente
inferior a los MSP de los controles sanos (MSP-VS] y
MSP-VSII respectivamente), con p < 0,001 para todos
y cada uno de los SFC1, revistiendo a los E que se en-
sayaron. Asimismo, los MSP-DMI-d presentan una
capacidad de reconocimiento dependiente de recepto-
res para el C3 significativamente inferior a la de los
MSP-DMII-d (p < 0,001 para todos los SFC1 emplea-
dos). Por el contrario, los MSP de diabéticos tipos [ y

TABLA 2
Valores metabdélicos de los grupos estudiados: diabéticos tipo I compensados y descompensados (DMl-c y DMI-d,
respectivamente), diabéticos tipo 1l compensados y descompensados (DMIl-c y DMII-d, respectivamente)
y voluntarios sanos jévenes (VSI) y mayores (VSII)

l DMl DMI-d | DMIl-c DMIl-d vsI | s

Glucemia (mg/dl) 126,13 + 887 25268 + 4236 12921 + 1328 30227 = 7422 9061 + 079 9621 = 0,62
Glucosuria (*) 0 (+) 0 (+) 0 0
Cetonemia (*) 0 0 0 0 0 0
Cetonuria (°) 0 0 0 0 0 0
Calcio (mg/dI) 852 + 1,27 891 = 2,07 7,76 + 2,09 742 + 1,07 822 + 2,07 857 + 271
Fésforo (mg/dl) 3.07 + 0,98 401 = 1.03 3.86 + 0,93 3.70 + 0.82 382 + 1.02 381 + 087
Sodio (mg/dl) 13947 + 567 13821 + 522 13853 + 267 14039 = 370 13821 + 271 143,20 + 3,72
Potasio (mEq/1) 443 + 0,59 3.95 + 1,72 451 = 1.21 4,07 + 088 421 + 127 381 + 156
Cloro (mEq/) 10447 + 223 10137 = 239 10320 = 224 10271 = 370 10171 + 338 10472 + 3,72
BUN (mg/dI) 1787 + 309 2032+ 871 3147 + 11,82 3721 = 786 1210+ 372 1837 + 272
Cr (mg/d)) 0.88 + 0.81 092 + 0,97 202 + 0,54 247 + 122 0,93 + 0,38 1,09 + 0.77
CCr (ml/dI) 11713 = 1823 8762 + 2219 5960 + 21,82 60,70 = 1876 121.21 + 31,62 77,62 + 11,24
Osm (mOsm /kg) 289,13 +480 29173 + 1562 287.93 = 483 29360 + 1992 29031 + 893 296,07 + 9,92
HblAc 882 + 207 938 + 1,76 978 + 2.46 971 + 1.32 7.02 + 1,41 7.21 + 102

(") Determinaciones cualitativas.
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TABLA 3
Coeficientes de correlacion con sus respectivas
significaciones estadisticas entre las cifras de glucemia
en la diabetes mellitus tipos 1 v Il descompensadas
(DMI-d y DMII-d) respectivamente, y el déficit
funcional del receptor para el C3 de los monocitos
humanos de sangre periférica a los distintos sitios
fijadores del C1 (SFC1), promovidos por la IgM-anti-I,
que se han ensayado

SFC1 DMI.d DMIl-d
i 20707 20475

p < 0,001 0,01
al e ~0411 — 0584
p< 0,05 0,001

r- - 0554 516

68 {p < 0,001 0,01
- ~ 0495 -0757
136{;: < 0,01 0,001

Il compensados (MSP-DMI-c y MSP-DMIl-c respecti-
vamente), mostraron una capacidad de reconocimien-
to mediado por receptores para el C3 que no se dife-
rencia de la que presentan los MSP de voluntarios
sanos.

Los valores metabdlicos de los distintos grupos eva-
luados se relaciona en la tabla 2.

Las alteraciones en el reconocimiento monocitario de-
pendiente de receptores para el C3 de los pacientes
diabéticos tipos I y I descompensados (figs. 2 v 3) se
correlacionaron significativamente de manera inversa
con las cifras de glucemia que presentaban los pacien-
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tes en el momento de la realizacién del citado test,
in vitro y, para todos y cada unos de los SFC1, revis-
tiendo a los hematies {E) usados como células diana
(tabla 3).

De otra parte, los MSP de diabéticos tipos [ y Il com-
pensados sufren una depresién en su capacidad de
reconocimiento mediado por receptores para el C3
cuando se les incuba con el suero autélogo inactivado
por el calor, procedente del momento de la descom-
pensacién, en que realizamos la primera parte del
estudio descrito, la cual carecié de significacién esta-
distica cuando se comparé con la citada funcién mo-
nocitaria de los diabéticos tipos 1 v Il compensados o
los voluntarios sanos (fig. 1 y tabla 1).

Discusion

Nuestros resultados indican que la activacion del com-
plemento por un anticuerpo IgM-Anti-I puede facilitar
la capacidad de reconocimiento de hematies humanos
por parte de los MSP de pacientes con diabetes melli-
tus tipos | vy Il mal compensadas. Parece ser que es la
via clasica del complemento la que ejercié la facilita-
cién del reconocimiento de los E-C3 por los MSP de
los pacientes estudiados, ya que en ausencia de dicho
anticuerpo no existe reconocimiento alguno de los E
por los MSP. Se ha demostrado que los MSP cultiva-
dos in vitro durante méas de 72 horas sintetizan com-
ponentes de la via alterna del complemento, si bien
nos parece improbable que ello sucediera en el mode-
lo experimental empleado, ya que la incubacién de los
MSP realizada fue de 40 minutos, tiempo insuficiente
como para permitirles sintetizar dichas proteinas!Z,

Los MSP de diabéticos tipos [ v Il descompensados
tienen una disminucién en su capacidad de reconoci-
miento dependiente de receptores C3 en comparacion

!
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Fig. 2. Diabetes mellitus tipo I descompensada.
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Fig. 3. Diabetes mellitus tipo H descompensada.
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a los MSP de voluntarios sanos, que revierte a la nor-
malidad cuando estos pacientes se encuentran en es-
tado de compensacién metabdlica. Ello unido al ha-
llazgo de que la incubacidén con suero autdlogo inacti-
vado por el calor, y obtenido en el preciso instante de
la descompensacién metabdlica, ocasiona una depre-
sién del grado de reconocimiento monocitario media-
do por receptores para el C3; a pesar de carecer de
significacion estadistica en comparacion al de los MSP
de diabéticos tipos I y Il compensados y voluntarios
sanos, sugiere un papel importante de los factores me-
tabdlicos extra-monocitarios como responsables de tal
alteracién. Al igual que sucede con la citada funcién
monocitaria en la cetoacidosis diabética y el coma hi-
perosmolar no cetésico!®. Si ademas consideramos
que lo receptores Fc(laG) monocitarios también su-
fren disminucién en su capacidad de reconocimiento,
tanto en la diabetes mellitus tipos | y II descompensa-
das, como en la cetoasidosis y el coma hiperosmolar
no cetésicol?, tendremos una razén méas para efectuar
un estrecho control metabélico de estos pacientes, no
solo con el fin de evitar las complicaciones organicas
de la diabetes mellitus, sino también para mantener
una adecuada capacidad funcional de los receptores
C3 monocitarios, dado el importante papel de los mis-
mos en la defensa del huésped!® y la regulacién de la
respuesta inmune!®,

Los resultados obtenidos en funcién del procedimien-
to experimental empleado no nos permiten diferenciar
las alteraciones cualitativas (funcionales) del receptor
C3 monocitario de las cuantitativas (nimero de recep-
tores por células). Sin embargo, la rapidez con que
desaparecen las alteraciones de la capacidad de reco-
nocimiento monocitario conforme se compensa meta-
bélicamente la diabetes y la conocida capacidad mo-
nocitaria para aumentar con celeridad el niimero de
receptores de membrana para el C3'¢ en respuesta a
situaciones inmunitarias que lo demanden, hacen muy
probable que las deficiencias descritas de la capacidad
de reconocimiento monocitario mediado por recepto-
res C3 en la diabetes mellitus se deban a rapidos cam-
bios numeéricos en los mismos. Ya que seria, por lo
demas, bastante improbable que una alteracién cuali-
tativa del receptor C3 revirtiera por completo y en tan
escaso tiempo, ya que la compensacion de la diabetes
se consiguid en muchos casos antes de 72 horas. La
reversibilidad completa de las alteraciones monocita-
rias a que nos referimos concuerdan con los defectos
descritos anteriormente en los polimorfonucleares!”?,
linfocitos®? y macréfagos!® % 2* en los que se impli-
can directamente a la hiperglucemia y demas altera-
ciones del metabolismo hidrocarbonado como respon-
sables fundamentales de las mismas.

Debido a la utilizacién de suero como fuente de com-
plemento, no podemos especificar qué receptores
dentro del complejo C3 (CR1, CR2 y CR3) son los
afectados por las descompensacién diabética; siendo
por ello deseable el realizar experimentos paralelos
pero utilizando componentes purificados del comple-
mento de forma secuencial, y profundizar asi dentro
de la amplia estructuracién del receptor monocitario
parael C3.
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En conclusién, el presente estudio demuestra una dis-
minucién de la capacidad de reconocimiento depen-
diente de receptores monocitarios para el C3 en pa-
cientes con diabetes mellitus tipos | y 1l descompensa-
das, que parecen obedecer a factores metabdlicos
extra-monocitarios, ya que desaparecen cuando estos

pacientes se hallan en estado de compensacién meta-
bélica.
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