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RESUMEN

Inmunizando conejos con exfracto antigénico de Estreptococo Hemolitico gru-
po A, o con gamma globulina autéloga desnaturalizada, se ha logrado produ-
cir anticuerpos en estos animales con caracterfsticas fisicas y bioldgicas de
F. R, La independencia de este F. R. ¥ los anticuerpos antibacterianos se
demostré por Ia persistencia de la actividad F. R, en los inmunosueros, fras
su absorcién con el antigeno bacteriano. La actividad F, R. va ligada a la
fraccién IgM con una constante de sedimentacién de 19 S.

En todos los casos, el F. R, se negativizé a las 6-8 semanas de su aparicidn,
debido al establecimiento de una posible pardlisis inmunolégica frente a la
gamma globulina autéloga alterada, como parecen demostrar los estudios
del aclaramiento del antigeno marcado con [ 131,

Se sugiere la posibilidad de que el trastorno fundamental en la A, R,
resida en una alteracién del sistema inmunocompetente, en virtud de la
cual, éste serfa incapaz de desarrollar un estado de tolerancia frente a de-
terminados antfgenos,

El Factor Reumatoide (F. R.) es el rasgo
seroldégico mds constante y uno de los
de mayor valor diagnostico en la Artritis
Reumatoide (A. R.), Su caracterizacion
fisico-quimica y propiedades bioldgicas
son actualmente bien conocidas, Se sabe
que es una gamma globulina, generalmen-

* Trabajo tealizado con una ayuda a la In-
vestigacién del Ministerio de Educacién ¥y
Ciencia,

te de la clase M, con una consiante de
sedimentacién de [9 S%, y que se com-
porta como un autoanticuerpo para con
fa IgG 7 SY,

La consideracion de la A. R. como enfer-
medad autoinmune, es un hecho suficien-
temente documentado . 22, Dentro de es-
ta consideracién, algunos autores, como
Hollander y col. ®, le han atribuido un
papel esencial al F. R. en la patogenia
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de las lesiones presentes en esta enfer-
medad. Otros autores, en cambio, ante
el hecho de la existencia de F, R. en
procesos infecciosos crénicos #, e incluso
en individuos normales, lo consideran sim-
plemente como un sintoma mas de la
enfermedad. Finalmente, ha sido también
considerado como un agente protector
que actuaria inhibiendo la fijacion del
complemento 20, e impidiendo de este mo-
do la inflamacion articular.

En los tltimos afios, Najjar y col. han
desarrollado la Teoria de la Subcomple-
mentariedad 2, para explicar los mecanis-
mos de reaccién antigeno-anticuerpo, En
relacién con dicha teorfa emitieron pos-
teriormente, una hipdtesis en relacién
con la patogenia de la A. R. Segin dicha
teorfa, en Ia reaccién antigeno-anticuerpo
tanto la molécula del antigeno como la
del anticuerpo, sufrirfan una alteracién
en su estructura terciaria, Esta alteracién
en la estructura del primitivo anticuer-
po (Ac)) le conferiria un cardcter de auto-
antigenicidad, desencadendndose la pro-
duccién de una segunda serie de anti-
cuerpos (Acy) dirigidos especificamente
contra los Ac, Este segundo tipo de an-
ticuerpos, por su propiedad de reaccio-
nar con la gamma globulina autdloga,
tendrfa la consideracién de F. R. Parece
licito pensar que la capacidad funcional
del Ac; quedaria notablemente disminuida
o anulada al reaccionar con el Ac, y,
por tanto, aunque el individuo posea una
gran cantidad de gamma globulina circu-
lante, ésta serfa, en cierto modo, inefi-
caz en su funcién bioldgica, v existiria
de hecho, una situacién muy semejante
a la de la agammaglobulinemia. De esta
forma se podrfa explicar la paradoja de
que los individuos afectos de agamma-
globulinemia presenten en 1/3 de los ca-
sos un sindrome clinico completamente
equiparable a la A, R.® puesio que,
en definitiva, ambos tipos de enfermos
estarfan en uma situacién funcional de
déficit de gamma globulina,
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La demosiracién experimental de la hi-
pétesis enunciada exigirfa, a nuestro jui.
cio demostrar:

Que la reaccidon entre un antigeno exo-
geno y el anticuerpo correspondiente da
lugar a uma alteracién estructural en la
molécula de este ultimo, convirtiéndolo
en autoantigénico, e induciendo, conse-
cuentemente, la producciéon de autoanti-
cuerpos anti gamma globulina (F. R.).

La antigenicidad de la molécula de
gamma globuling estructuralmente alte-
rada, con la demostracién subsiguiente
de anticuerpos contra dicha gamma glo-
bulina.

Finalmente, comprobar si hay o no co-
rrelacion entre Iz existencia de un F, R.
circulante, y la produccion de una ar-
tritis experimental semejante a la A, R.
humana.

Al objeto de aclarar parte de los postu-
lados anteriormente enunciados, hemos
partido de dos situaciones experimentales
diferentes

1. En la primera, una serie de animales
ha sido inmunizada con un antigeno bac-
teriano, obtenido a partir del estreptoco-
co hemolitico grupo A.

2. La segunda situacién ha sido origi-
nada por la inmunizacién de otra serie
de animales con su propia gamma glo-
bulina, estructuralmente alterada por di-
ferentes métodos.

En ambos casos se ha estudiado si el
proceso de inmunizaciéon seguido daba
lugar a la aparicién de un F, R, y si fa
existencia de este F, R, circulante era ca-
paz o no de producir artritis semejante
a la A, R, humana.

MATERIAL Y METODOS

1. Animales de experimentacion.

Conejos adultos de raza comiun sin dis-
tincién de sexo, Cada animal, previa-
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mente a la inmunizacién, fue sometido a
un perfodo previo de sangrias, hasta ob-
tener de cada uno un volumen de suero
oscilante entre 100-150 ml.

2. Preparaciones antigénicas

a) Extracto antigénico de estreptococo
hemolitico grupo A, obtenido tras cultivo
en medio “Todd Hewitt Broth” {Difco),
por precipitacién con acetona a —20°C.
en la proporcion de un volumen de se-
dimento bacteriano por cada tres voli-
menes de acetona. La pureza de los cul-
tivos fue sistematicamente controlada me-
diante tincion de Gram, reaccién de la
catalasa, y hemocultivo en placa de Petri,

b) Gamma globulina autéloga sometida
a diferentes grados de desnaturalizacion
por calor. La gamma globulina era ob-
tenida a partir del suero de cada animal,
por doble proceso de precipitacién con
SO, (NH,), saturado al 33 % en baiio
de hielo a O°C., segtin Ia técnica descrita
por Fidalgo y col.®, La concenfracion
de proteinas contenida en la muestra de
gamma globulina era determinada por
espectrofotometria a 280 mp, y diluida
en salino o concentrada por evaporacién
en tubo de didlisis a 4°C., hasta conse-
guir una concentracidn proléica de 8§-10
mg/ml, La pureza de la fraccién . de
gamma globulina obtenida, era compro-
bada por electroforesis en gel de agar,
y en acetato de celulosa %,

Se utilizaron fres diferentes preparacio-
nes antigénicas de gamma globulina au-
tSloga;

Gamma globulina intensamente desnatu-
ralizada por calentamiento a 100°C,, du-
rante media hora- en bafio Maria.

Calentamiento a 45°C., durante una hora,
ra.

Sin sufrir ningtin proceso de desnatura-
lizacién por calor.

FACTOR REUMATOIDE EXPERIMENTAL
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3. Proceso de inmunizacion

Los animales fueron divididos en series
diferentes, segtn el diferente proceso de
inmunizacién a que fueron sometidos.
Siempre fueron inmunizados por via in-
framuscular, y en presencia de coadyu-
vante completo de Freund (Difco).

Serie A: Inmunizados con extracto an-
tigénico de estreptococo homolitico gru-
po A. Tres inoculaciones semanales, Se-
manas 1.* y 2*: 60 mg de antigeno bac-
teriano por inyeccion, 3.* y 4.*: 120 mg
por inyeccién, 5.7 semana 240 mg por
inyeccién, A continuacion, un mes de des-
canso, seguido de tres inyecciones sema-
nales de 120 mg, durante 4 semanas,

Serie B: Inmunizados con gamma globu-
lina autdéloga, desnaturalizada por calen-
tamiento a 100°C. Tres inoculaciones se-
manales, Semanas 1. - 5% 4.5 mg
de gamma globulina por inyeccién. A
partir de la 6.°: 810 mg por inyec-
cion.

Serie C: Sensibilizados con gamma glo-
bulina autdloga, sometida a 45°C/1 h,
Una inyeccion semanal. Semanas 1.* y 2.7:
4.5 mg de gamma globulina por in-
yeccién, Semanas 3.* - 142 810 mg
por inyeccidn.

Serie D: Inmunizados con gamma globu.
lina autéloga sin desnaturalizar por ca-
lor. Se siguié idéntica pauta de inmuniza-
cién que en la serie C.

Serie C,: Constituida por los animales
n" 22, 31 y 32 pertenecientes a la se-
rie C, que tras haber sufrido su proceso de
inmunizacién con gamma globulina au-
téloga durante 14 semanas, sin obienerse
en ellos ninguna respuesta, fueron some-
tidos a un proceso mixto de inmuniza-
cidén consistente en una inyeccién semanal
de 8-10 mg de gamma globulina autd-
loga v, simultineamente, 3 inyecciones
semanales con antfgeno estreptocdcico
con ung pauta similar a la seguida en
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la serie A, pero sin ninguna pausa en el
proceso de inmunizacion.

Serie Dy: Constitufda por los animales
n.° 29 y 34 de la serie D, que sufrieron
idéntico proceso mixto de inmunizacidn.

4. Deteccion del F. R. Experimental

La existencia de F. R. fue investigada a
través de las siguientes reacciones:

Test de Ldtex sobre portaobjetos, se-
gin ftécnica de Singer y Plotz 2%,

Hemaglutinacién pasiva de Boyden se-
gin el método de Lewis y Kessel 5,
Cada inmunosuero fue testado con he-
matfes de carnero, sensibilizados con
gamma globulina preinmune del mismo
animal. Como control positivo utilizdba-
mos suero de carnero antigamma globu-
lina de conejo, y como control negativo
el suero preinmune del mismo animal,
cuya negatividad en cuanto a actividad
F. R. habia sido previamente controlada
mediante el test de Litex.

Inmunodifusién (L. D.), e Inmunoelec-
troforesis (1. E.F)), del suero inmune
frente a la gamma globulina autéloga
preinmune, desnaturalizada en igual gra-
do a como se habfa utilizado en el pro-
ceso de inmunizacion,

El titulo de anticuerpos antiestreptococo
se determind por I. D, en gel de agar.
Para la 1. D. hemos seguido la técnica
de Crowle 5, modificada por Norman y
Kagan'. TLa I E.F. segin técnica de
Grabar 10,

Absorcién de los sueros antiestreptoco.
co con Antigeno Bacteriano: los anti-
cuerpos antiestreptococo fueron removi-
dos por precipitacién con antigeno estrzp-
tocdcico, hasta conseguir que el sobrena-
dante no diese ninguna reaccién por L, D.
o I. E. F. frente al antigeno bacteriano,
En general fueron necesarios 80 mg de
antigeno por ml de suero para obtener
una completa absorcidn,
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Ultracentrifugacién analftica: Realizada
en Ultracentrifuga Spinco Modelo E
(Beckman), con rotor analitico modelo
D, sistema optico de Schlieren. Las cé-
lulas han sido de sector simple cuando
se prefendia calcular la constante de se-
dimentacién de las muestras sometidas a
centrifugacién, y de sector compartimen-
tado para separar la fraccién IgC 7 S,
de la mds rdapida IgM 19 S, Velocidad
de centrifugacion: 59,780 r.p.m. Las
muesiras sometidas a centrifugacién fue-
ron: a) Suero dilufdo al 1/2 en CINa
0.5 M, b). Fraccién gamma globulina
obtenida de los inmunosueros tras doble
proceso de precipitacién con SO, (NH,),,
con una con una concentracién protéica
de 10-15 mg/ml. Los coeficientes de se-
dimentacién fueron determinados por el
método diferencial.

Cromatografia: Se realizé cromatogra-
fia en Sephadex G-200 (Pharmacia, Upsa-
la), con cluente dcido clorhidrico-glicoco-
la 0.2 M. pH 3.0, con objeto de separar
las fracciones gamma M y gamma G. Se
ha seguido la técnica descrita por Blues-
tone y col. 2 La fraccion gamma M ais-
lada, fras ser restituida a su pH habitual
por didlisis contra buffer fosfato sédico
0.15 M. pH 735, y posterior didlisis
contra CINa 0.15 M., fue concentrada
por evaporacion en fubo de didlisis a
4.°C, hasta alcanzar una concentracién de
I-1.5 mg/ml. La pureza de la fraccién
gamma M asi obtenida, era controlada
mediante ultracentrifugacién analftica.

Curva de aclaramiento antigénico con
gamma globulina autéloga marcada con
¥ Cada animal fue inyectado por via
mtravenosa con 5-10 mg de gamma glo-
bulina autéloga marcada con I'¥, El mar-
caje se realizd segin la téenica de Talma-
ge-y Glaman %, Después de la inyeccidn
cada 24 h, se recogia una muestra de
sangre y orina de cada animal, Las mues-
tras de 1 ml de suero y orina fueron
lefdas en un contador de centelleo “Well
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Type”. La lectura de la radioactividad
sérica existente a las 24 h de la inyec-
cion, fueron consideradas el 1002, de
radioactividad para cada animal determi-

FACTOR REUMATOIDE EXPERIMENTAL
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nado, Con relacién a este 100 %, se cal-
culd el porcentaje de radioactividad sé-
rica persistente en los dias siguientes del
experimento segiin la férmula:

cuentas/min/ml de suero en el dia n X 100

% del dia n =

cuentas/min/ml de suero en el dia 1.°

Hemos determinado asimismo en cada
animal lo que hemos denominado co-
O
cienfe —, en el cual el numerador corres-
S
ponde a cuenta/min/ml de orina eliminada
en 24 h, y el denominador a cuentas/min/
ml de suero existentes en el suero al cabo
de estas 24 h. Durante la ejecucion de las
experiencias de aclaramiento antigénico,
se realizd determinacién diaria de protei-
nuria por el método de Biuret'2

Técnicas histopatolégicas: Se estudié en
cada animal la cdpsula sinovial de la
articulacién de la rodilla, Las sinoviales,
tras fijacién en formol, deshidratacién, e
incluso en parafina siguiendo técnicas
standard, fueron tefiidas con hematoxilina-
eosina y examinadas al microscopio de
Tuz.

RESULTADOS

1. Serie inmunizada con antigeno estrep-
tococico,

En la tabla I se exponen los resultados
obtenidos. A las 5-6 semanas de comen-
zada la inmunizacién se pudo evidenciar
en el 100 % de los casos la existencia de
un F. R. demostrable por el test de Latex,
hemaglutinacién e 1. D. (fig. 1). Los sue-
ros tras su absorcién con antigeno estrep-
tocdécico, continuaban en posesion de una
pricticamente inalterada actividad F. R.
(tabla II), demostrdndose de esta forma
la existencia en los inmunosueros de dos
tipos diferentes de anticuerpos:

—anficuerpos anti estreptococo,
—anticuerpos anti gamma globulina au-
tologa (F. R.).

Fig. 1.

Reaccién de precipitacién
en agar, entre gamma globulina
autéloga preinmune y suero in-
mupe antiestrepfococo, tras 48 h,
de difusién.
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TABLA 1

Vol. XIV

EVIDENCIA DE ANTICUERPOS SERICOS CON CARACTERES DE F.R. EN LOS
ANIMALES INMUNIZADOS CON ANTIGENO ESTREPTOCOCICO

Titolo de anti- Titulo en
Conejo n.” cuerpos anti Test hemaglutina- L. D. LEE

estreptococo (1) de Litex cién (2) (3) (3)
6 1/8 ++++ 1/160 Positiva Negativa
8 1/16 ++++ 1/160 Positiva  Negativa
) s T4+ 1/160 Positiva  Negativa
10 6 ++++ /320 Positiva  Negativa
12 1/16 + 4+ -+ 1/1.280 Positiva Negativa
35 1/8 R .-IN—T{-.—P IfIHGO Positiva Negativa
T s ++++ 1/160 Positiva . Negativa
39 Y16 4+ 1/160 Positiva  Negativa

TABLA 11

DEMOSTRACION DE LA INDEPENDENCIA DE LOS ANTICUERPOS CON ACTI-
VIDAD F.R, Y DE LOS ANTICUERPOS ANTI ESTREPTOCOCO

1D. e LEF, Titulo
Conejo n.o frente a antigeno Test en Hemagluti-
estreptocdcico de Litex nacidn
6 Negativas ++++ 1/160
3 Negalivas it 1/160
9 Negativas ++++ 1/80
10 Negativas o+ 1/320
o n Negativas 4+ 4 1/640
35 Negativas FE 1/160
38 Negativas ++++ 1/80
39 -Negativus + 4+ 4+ i ,r' 160 o

Resultados obtenidos acluando con los inmunosueros tras st absorcidn con antigeno es-

trectococico.

Resultados correspondientes a la Serie A.

(1) Determinado por 1. D. en gel de agar.

(2) Realizada frente a hematfes de carnero, sensibilizados con gamma globulina autéloga

preinmune, sin desnaturalizar por calor.

(3) Realizada con inmunosuero concentrado 3X, frente a gamma globulina autSloga pre-
inmune, sin desnaturalizar por calor,
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2. Series inmunizadas con gamma glo-
bulina autdloga.

En la tabla 111, se exponen los resultados
obtenidos en las diferentes series. La exis-
tencia de un F, R, se hizo demostrable
en un porcentaje variable de animales,
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mediante el test de Latex, y en algunos
casos por hemaglutinacién, 1. D, e L E. F,,
estando siempre por este ultimo método
el arco de precipitacién en la zona co-
rrespondiente a las gamma globulinas,
(fig. 2). La respuesta a la inmunizacidn

@ \_—’/ e Fig. 2. L E.F, en agar,
entre el inmunosuero

del animal n° 2 y Ia

|M|i'f autdloga ] gamma globulina auté-
loga preinmune del

/’/——\ mismo animal, desna-

turalizada por calenta-

me miento a 1000 C. (6-8

fue mds intensa, cuanto mayor habfa si-
do la desnaturalizacién de la gamma glo-
bulina utilizada como antigeno.
3. Caracterizacion fisico-quimica  del
F. R. experimental

En una muestra de gamma globulina per-
teneciente al animal n.® 1, la fraccion

v.jem. de agar duran-
te 75 minutos).

macroglobuling exhibié una constante de
sedimentacién de 22 S (fig. 3). Esta es
la que cldsicamente se ha atribufdo a
los complejos formados por una molé-
cula de F, R. (198), y 5-6 moléculas de
IgG (7 S),% En todas las demds mues-
tras examinadas, la fraccion macroglo-
bulina exhibié una constante de 198,

Fig. 3.

Ultracentrifugacién analitica de una muestra de
gamma gobulina, perteneciente al animal no | F. R. po-
sitivo, La fraccién macroglobulina exhibe una constante de )
sedimentacion de 22 S, !



242 V. RODRIGUEZ VALVERDE Y B. FIDALGO VAQUERO Vol. XIV

TABLA 1II
ANTICUERPOS SERICOS OBTENIDOS CON GAMMA - GLOBULINA

Titalo en
Ml Sl e MmN R RS

o a 1000C ++ o+ 1/160 + +

2 » +++ + 1/320 + +
3 " ) ) ) =)
17 3 ) <) ) )
18 " ++ 1/80 ) )
19 n + = () )
22 a 45 C +++ 1/360 =) )
23 & ) ) (=) )
26 ® — =) ) =)
27 ¥ ) — =) )
28 v R ) (=) =)
3 Toe ) ) = @
T n " - © @ O

33 » +H++ 0 ymo + +
20 sin desnat, ) =) ) )
21 ” +++ 1/160 =) )
24 " ++ 1/160 = )
25 » ) 2 =) )
29 ” =) =) () =)
30 " =), =) =) =)
34 " ) ) ) 3

(1) Hemagluotinacién realizada con hematfes de carnero sensibilizados con globulina auté-
loga preinmune sin desnaturalizar por calor.

(2) Realizadas frente a globulina autéloga preinmune desnaturalizado en igual grado a
como se habia utilizado en el proceso de inmunizacién,
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Por ultracentrifugacion en célula de sec-
tor compartimentado, aislamos la frac.
cén IgG (fig. 4), v pudimos observar
mediante fest de Litex y hemaglutina-
cidn, que estaba desprovista de actividad

4. Series C, v D,

Estos animales no habian mostrado nin-
guna respuesta seroldgica a la inmuniza-
cién durante tres meses con gamma glo-
bulina autéloga, salvo en el n.° 22, en el

FACTOR HEUMATOIDE EXPERIMENTAL
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F. R., de donde deducimos que en nues-
tro trabajo los anticuerpos anti gamma
globulina (F. R.), van ligados a la frac-
cién 19 S.

Fig. 4. Ultracentrifu-
gacién en célula de sec-
tor  compartimentado,
demosirando la separa-
cién de la fraccién 7 S.
Suero diluido al 12
en CINa 0.i5 M, Fo-
tografias tomadas a los
4 y 44 min. respectiva-
mente,

que el F. R, habia estado presente du-
ranite 7 semanas, y posteriormente se ha-
bia negativizado. En todos los casos, sal-
vo en el n.° 34, al ser inmunizados con
antfgeno bacteriano, se hizo ostensible
la existencia de un F, R. (tabla IV).

TABLA 1V

DEMOSTRACION DE LA CAPACIDAD DEL ANTIGENO ESTREPTOCOCICO PARA

INDUCIR LA PRODUCCION DE F.R. EN ANIMALES PREVIAMENTE INOCU-

LADOS CON GAMMA GLOBULINA AUTOLOGA, ANTE LA CUAL NO HABIAN
MOSTRADO NINGUNA RESPUESTA SEROLOGICA.

Titule de anti- * Titulo en
Conejo n.o cuerpos anti Test hemaglutina- I. D. LE PR
estreptococo (1) de Litex cién (2) &)} )]
22 1/8 + 4+ + 1/160 Positiva Negativa
29 1/16 0 e 1 1/160 Negativa  Negaliva
31 1/16 + 44+ 1/80 Negativa  Negativa
32 i/16 +-+++ 1/160 Negativa  Negativa
34 1/8 Negativa Negativa Negativa Negativa

Resultados correspondientes a la serie Ci,
Resultados correspondientes a la serie Di.

(1) Determinado por 1. D, en gel de agar.

(2) Realizada con hematfes de carnero, sensibilizados con gamma globulina autéloga
preinmune sin desnaturalizar por calor.

(3) Realizada con inmunosuero concentrado 3X, frente a gamma globulina autéloga pre-

inmune sin desnaturalizar por calor.
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En todas las series estudiadas tuvo lugar
un hecho inesperado, consistente en que
el F, R. tras persistir circulante 6 u 8
semanas por término medio, desaparecié
en el 100 9% de los casos. A partir de
este momento, fue imposible detectarlo
por ninguna de las técnicas utilizadas en
nuestro estudio. Esta negativizacién del
F. R. fue un hecho especifico, y en los
animales inmunizados con antigeno es-
treptocéeico, los sueros, a pesar de haber
perdido su actividad como F. R., conti-
nuaban en posesion del mismo titulo de
anticuerpos anti estreptococo, tanto cuan-
titativa como cualitativamente, como pu-
dimos observar por 1. D, ¢ 1. E, F. (figs.
5 y 6). Esta negativizacién del F. R., tuvo
lugar a pesar de no haberse interrumpido
el proceso de inmunizacién. En la serie
A, la negativizacién tuvo lugar precisa-
mente a las 3-4 semanas de haberse rea-
nudado la estimulacién antigénica. Por
consiguiente la negativizacion del F. R,

Fig. 5. I, D. en agar de un suero an-
tiestreptococo, durante la fase de posi-
tividad del F. R., y tras la negativiza-
cion de éste, frente al antigeno estrep-
tocbeico, Obsérvese la identidad de re-
accién de ambos sueros con el antfgeno
bacteriano.
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Fig. 6. Evolucién del tftulo de anticuerpos anti estreptococo determinado
por I D. en agar —ordenada izquierda—, y anticuerpos anti gamma globu-
lina determinado mediante el test de Létex —ordenada derecha—, en los
animales inmunizados con antfgeno estreptocécico.
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creemos no puede atribuirse a la ausen-
cia de estimulo antigénico,

Ultimamente se viene insistiendo sobre la
existencia de A. R, seronegativas por la
existencia de un inhibidor sérico del F. R.,
que se inactivarfa en condiciones de pH
dcido, En estos casos la fraccién gamma
M aislada por cromatogratfa con eluente
4cido, tras ser restituida a su pH habi-
tual, muestra intensa actividad F, R, 2

Con objeto de estudiar si la negativiza-
ci6on del F. R. en nuestras experiencias,
era debida a la aparicién de un inhibidor

sérico de este tipo, realizamos cromato- -

Densidad Optica a 280 mp
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graffa de la fraccién gamma globulina to-
tal de los sueros I*. R. negativizado, con
objeto de aislar la fracciéon gamma M
en las condiciones ya indicadas (fig. 7),
y esta fraccion gamma M fue testada
en cuanfo a actividad F, R, por hema-
glutinacién, L. D, e I. E. F., dando una
reaccidn negativa frente a la gamma glo-
bulina autéloga preinmune por todos es-
tos métodos, Por tanto, no pudimos evi-
denciar la existencia de un inhibidor sé-
rico responsable de la negativizacion del
F. R. La posibilidad de que esta negati-
vizacién fuese debida a una saturacién
de la capacidad reactiva del F, R. por la
igG circulante, tampoco nos parece ade-

CROMATOGRAFIA EN SEPHADEX G-200.

Mursirg | globuling de comjo. ‘Tml. conkeniendo 10 mg,/ml
Fracclones de 1mi. 3
Temparatura del laborglono. |
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Fig. 7. Cromatograffa en Sephadex G-200, de una muesira de gamma globulina pro-
cedente de un suero F. R. negativizado, Fluente dcido clorhidrico-glicocola pH 3.0.

cuada, pues en ese caso la fraccién gam-
ma M aislada, hubiese debido mostrar
su actividad como F, R. Por otra parte
si este supuesto fuese cierto, se hubiesen
debido observar por ultracentrifugacion
analitica los tipicos complejos 22 S, re-

sultantes de la agregacién del F. R., ¥
la IgG. Sin embargo, ea todas las mues-
tras de suero y gamma globulina exami-
nadas, correspondientes a los animales
F. R. negativizado, la fraccién macroglo-
bulina exhibié una constante de sedimen-
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tacion de 19 S (fig. 8), y en ningin caso
pudimos observar tales complejos 22 S.

5. Aclaramiento de la gamma globulina
marcada con [*

Establecimos, en primer lugar, una curva
patrén realizada en animales normales,
con objeto de referir a ella los valores
hallados para los animales F, R, positi-
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vos, ¥ I. R. negativizado. En los anima-
les normales, y expresdndonos en valores
medios, persistia circulante un 62,26 %
del antigeno al 2 dfa, un 47,04 9% al
3.2 dia, y un 37,00 9% al 4.° (fig. 9). El
valor del cociente OfS era de 0.627, indi-
cindonos la escasa eliminacion urinaria
del radioelemento.

En los animales F, R. negativizado, la
curva de aclaramiento fue prdcticamente

Fig. 8.

igual que en los controles (fig, 9, persis-
tiendo un 63,30 % de antigeno circulante
al 2° dia, un 47,19 % al 3.° y un
35,64 % al 4.° siendo el valor del cocien-
te O/S 0.644.

Por el confrario, los animales F. R. po-
sifivos, muestran una eliminacion mu-
cho mds rdpida del antigeno marcado
(fig. 9), con una persistencia de sélo un
30,88 9% al 2° dia, un 11,49 % al 3.°
dia, y un 6.27 % al 4.°. La diferencia en-
tre ambos tipos de curva es estadistica-
mente significativa (p << 0.01). El valor
del cociente O/S fue de 23,316, mucho
mas elevado que en los controles y en los

Ultracentrifugacién analitica de un suero F. R, negativizado, diluido al 1/2 en
CINa 0.15 M., perteneciente al animal n.¢ [0. La faccion macroglobulina exhibe una
constante de sedimentacién de 19 S. Fotografias tomadas a los 24, 32, 40 y 48 min.

animales F, R. negativizado, siendo éste
expresion indirecta de la intensa elimi-
nacién sérica existente en estos animales
F. R. positivos del antigeno marcado.
En la tabla V se exponen, comparativa-
mente, los resultados del cociente O/S y
la determinacién de proteinuria en los
diferentes animales, durante la ejecucién
de la curva de aclaramiento antigénico.
Se puede observar cémo no existe corre-
lacién alguna enire grado de proteinuria
y eliminacion urinaria de radiactividad.
A la vista de estos datos, podemos ex-
cluir el que la eliminacion urinaria del
radioelemento, venga condicionada por la
profeinuria. Bl diferente grado de elimi-
nacion del antigeno marcado, se hace
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Fig. 9. Representacién de la cur-
va de aclaramiento antigénico de
gamma globulina autdloga, en los
animales control, en los F. R.
positivo, y en los F. R. nega-
tivizado,

TABLA V

O

EXPOSICION COMPARATIVA DE LOS VALORES MEDIOS DEL COCIENTE - —

S

Y PROTEINURIA EN CADA ANIMAL DURANTE LA EIECUCION DEL ESTUDIO
DE ACLARAMIENTO DE GAMMA GLOBULINA AUTOLOGA MARCADA CON I,

Cocienfe
Proteinuria o]
Conejo n.o F.R. mg % . _S_
21 Negativizado 63 mg 0.29
22 Positivo 57 mg 23.37
23 Positivo 72 mg 27.18
28 Negativizado 48 mg 1.36
29 Positivo 93 mg 2.05
31 Positivo 112 mg 7.24
31 Negativizado 85 mg 0.477
32 Negativizado 107 mg 0.678
34 Sin respuesta F. R. 0 mg 0.415
a5 Positivo 75 mg 51.85
35 Negativizado 45 mg 0.530
38 Negativizado 26 mg 0.76
39 Positivo 78 mg 28.21
43 Control normal 0 mg 0.391
44 Control normal 0 mg 0.363
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especialmente ostensible si examinamos
la curva de aclaramiento en un mismo
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animal, durante la fase de positividad del
F. R., y tras su negativizacién (fig. 10).

o de | -gk auldloga cada con |,
" del animal n® 31,
.
()
\, = Valores obienidos en o fose FR.+
\ Cociﬂar-g_n?,zl,
H Ay
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Fig, 10. Curva de aclaramiento "~
de gamma globulina autéloga en ”f‘ .
el animal n.» 31 durante la fase S
de positividad del F. R. y tras | ' g R
la negativizacién del mismo, : “

6. Induccion de Ariritis Experimenial

En un caso —animal n° 10 F, R. posi-
tivo— se pudo observar una artritis, con
existencia de un tejido de granulacién y
abundante infiltracién, constituida por
linfocitos 'y célufas plasmdticas (fig. 11).

Esta artritis es comparable a la existente
en las fases precoces de la A. R, humana,
En el resto de los casos, tanto en los qus
el examen anatomopatolégico se realizd
durante la fase de positividad del F. R.,
como en aquellos en que se realizé tras
su mnegativizacion, las capsulas sinovia-
Jes fueron consideradas histolégicamente
normales, salvo en el n.® 17 —sin res-
puesia F. R— y en el n.* 33 —F, R. ne-
gativizado—, en los que se observd una
artritis inéspecifica, con un infiltrado in.

flamatorio constituido, casi exclusiva-
mente, por polinucleares neutréfilos.

Discusion

De los resultados obtenidos en el presente
trabajo, se puede concluir que, tanto
por inmunizacién con antigeno bacteria-
no, como con gamma globulina autéloga
desnaturalizada, se induce la produccién
de anticuerpos, capaces de reaccionar con
la gamma globulina autdloga y heterd-
loga, y, por tanto, con la caracteristica
biolégica fundamental del F. R.?2 Estos
anticuerpos en el caso de los animales in-
munizados con antigeno estreptocécico.
son diferentes de los anticuerpos antibac-
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terianos, como hemos podido demostrar
por la persistencia de la actividad F. R.,
tras la absorcién de los inmunosueros con
el antigeno bacteriano, En este aspecto,
nuestros resultados son similares a los
obtenidos por otros autores, tales como
Abruzzo y Christian’ 5, v Eyquem ¥
col. 7.

El F. R. experimental va ligado en nues.
tras observaciones a la fraccién IgM 19 8.
La produccién de F. R. en las diferentes
series de animales, la interpretamos sobre
la base de que la molécula de gamma
globulina autdloga, sufrirfa una altera-

FACTOR REUMATOIDE EXPERIMENTAL
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Fig. 11. Lesiones his-
topatoldgicas  halladas
en la cdpsula sinovial
de la rodilla de animal
no 10, La infiltracién
celular estd constituida
por linfocitos y células
plasmaticas.

cion estructural que la convertiria en au-
toantigénica, = desencadendndose  subsi-
guientemente la formacién de autoanti-
cuerpos anti gamma globulina (F. R.).
Esta desnaturalizacién vendria condicio-
nada en el caso de los animales inmuni-
zados con antigeno bacteriano, por la
reaccion del antigeno con el anticuerpo
antibacteriano (Acy), segin la hipdtesis
sustentada por Najjar?'; y en el caso
de los animales inmunizados con su pro-
pia gamma globulina, creemos al igual
que Milgrom y Witebsky !, y Williams
y Kunkel %, que la alteracién estructural
serfa producida por la desnaturalizacién
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que el simple hecho de su obtencién por
precipitacion salina, y los procesos de
congelacion y descongelacidon a que es
sometida durante su utilizacién, A ecsta
desnaturalizacién, se sumaria la produ-
cida intencionadamente por la accién del
calor.

Hemos encontrado que la intensidad de
la respuesta inmune, estd en relacién di-
recta con el grado de desnaturalizacién su-
frido por la molécula de gamma globuli-
na, habiendo sido mds intensa en aquellos
que fueron sensibilizados con gamma
globulina intensamente desnaturalizada
por calentamiento a 100°C durante 1/2 h.
La existencia de un F. R. circulante, tni-
camente en un caso coincidié con una ar-
tritis equiparable a la encontrada en las
fases precoces de la A. R. humana®. Sin
embargo, dado que el F. R. sélo persis-
tid circulante 6-8 semanas, negativizdn-
dose al cabo de este tiempo, no nos con-
sideramos autorizados para deducir una
conclusién en este sentido, pues cabo
pensar que de haber persistido durante
mds tiempo, hubiese sido capaz de indu-
cir artritis en mayor mimero de anima-
les.

La negativizacién del F. R., la interpre-
tamos en base a nuesfros estudios de
aclaramiento antigénico, como producida
por el establecimiento de un estado de
pardlisis inmunolégica selectiva hacia la
gamma globulina autéloga desnaturaliza-
da. En efecto, hemos podido observar co-
mo en los animales F. R, negativizado,
Ia eliminacién del antigeno se realizé si-
guiendo un patrén idéntico al de los ani-
males confrol, indicando que su elimina-
cién de la circulacién viene condicionada
exclusivamente por los procesos fisiols-
gicos de catabolismo a que estd sometida
la gamma globulina al ser un componente
normal de la economfa,

En los animales F, R, positivo, la elimi-
nacién de la gamma globulina autéloga
marcada con I es mucho mds rdpida.
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debido a la existencia de una tasa de eli-
minacion inmunoldgica, por la existencia
de anticuerpos dirigidos contra ella (F. R.)
que condicionan su rdpido aclaramiento
de la circulacién, y en consecuencia, la
intensa eliminacién del radioisétopo por

la orina.

El que este fenémeno de negatividad del
F. R. no se haya presentado en trabajos
similares, tales como los de Williams y
Kunkel %, Milgrom y Witebsky 1% y Mc-
Cluskey !¢, creemos puede ser debido a
que en ninguno de estos experimentos,
se llegé a administrar a ningin animal la
dosis minima de gamm ulina auté-
loga que ha sido necesaridien‘los nuestros
para inducir este cstadp “de pardlisis, y
que ha oscilado segtin 1ds diferentes ani-
males entre 80 mg como minimo, y 270
mg como mdximo. En este sentido, es
congcida la importancia que tiene la do-
sis del antfgeno administrada, en la pro-
duccién de un estado de tolerancia 2,

Desconocemos las razones por las que
esta negativizaciéon del F. R, tampoco
tuvo lugar en las experiencias de Abruzzo
y Christian 1.5, en animales inmunizados
con gérmenes gram negativos. Quizds sea
debido al diferente antigeno bacteriano
utilizado en su trabajo, y a la diferente
pauta y via de inmunizacién utilizada
por este autor.

El hecho tan constante en nuestras ex-
periencias de la negativizacién del F. R,
debido al posible establecimiento de una
pardlisis immunoldgica frente a la gam-
ma globulina autdloga estructuralmente
alterada, contrasta vivamente con el de
los enfermos de A. R., los cuales mues-
tran titulos persistentemente elevados de
F. R. y en los que, por tanto, no se es-
tablece una pardlisis o folerancia inmu-
nolégica frente a su propia gamma globu-
lina estructuralmente alterada. Esta dife-
rencia de comportamiento ante un auto-
antigeno entre el animal normal y el en-
fermo de A. R., junto con el hecho de
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la existencia de multiples autoanticuerpos
en estos enfermos, tales como anticuerpos
antinucleares 7, y antitiroideos ', nos in-
duce a pensar que quizds el trastorno fun-
damental en la O. R., residirfa en una al-
teracion de los mecanismos reguladores
de la inmunidad, que impediria el esta-
blecimiento de un estado de tolerancia
frenfe a un autoantigeno. Como conse-

FACTOR REUMATOIDE EXPERIMENTAL
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cuencia, se producirian una serie de fe-
némenos autoinmunes que al autoperpe-
tuarse, conducirfan a Ja enfermedad au-
toinmune,

En la actualidad, tenemos en preparacién
una serie de trabajos orientados en este
sentido, al objeto de comprobar si la hi-
potesis anterior es o no verosimil,

SUMMARY

Experimental rheumatoid factor production

Antibodies with physical and biological cha-
racteristics, the same as those of RF, have
been produced by immunizing rabbits with
either an antigenic extract of hemolytic strep-
tococel grous A or denatured autologous gam-
ma globulin. The activity of the RF was clo-
sely tied to the Ig M fraction having a sedi-
mentation constant of 19 S, Through 113
marked antigen clearance studies it was shown

that in all cases the RF became non reac-
tive six th eight weeks after its appearance.
This phenomenon was explained on the basis
of an inmunological paralysis tripgered by a
structurally altered antologous gamma globu-
lin, The possibility of a fundamental distur-
bance in the tolerance regulating mechanisms
has been supgesied as an etiological factor in
RA,
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