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Génesis y evolueión del factor reumatoide experimental 

Inmunizando conejas con extracto antigénico de Estreptacoco Hcmolítico gru- 
po A, o con gamma globulina autóloga. disnatuiolizada, se ha logrado prodll- 
cir anticuerpos en estos animales con características físicas y biológicas de 
F. R. La independencia de este F. R. y los anticuerpos antibacteiianos se 
demostró por la persistencia da la actividad F. R. en los inmunosueros, tras 
su absorción con el antigeno bacteriano. La actividad F. R. va ligada a la 
fracción IgM con una constante do sedimentación de 19 S. 
En todos los casas, el F. R. se negativizó a las 6-8 semanas de su aparición, 
debida al establecimiento de una posible pardlisis inmunológica frente a la 
g a m l a  glabiilina autóloga alterada, como parecen demostrar los estudios 
del aclaramiento del antigeno marcado con 113' .  
Se sugiere la posibilidad de que el trastorno fundamental en la A. R., 
resida en una alteración <le1 sistema inmunacompetente, en virtud de la 
cual, este sería incapaz de desarrollar un estado de tolerancia frente a de- 
terminados antigenos. 

El Factor Reumaloide (F. R.) es el rasgo te de la clase M, con una constante de 
serológico más constante y uno de los sedimentación de 19 SZ5, y que se com- 
de mayor valor diagnóstico en la Artritis porta como un autoanticuerpo para con 
Reumatoide (A. R.). Su caracterización la I ~ G  7 S 17. 

físico-química y propiedades biológicas 
son actualmente bien conocidas, Se sabe La consideración de la A. R. como enfei. 
que es una gamma globulina, generalmen. medad autoinmune, es un hecho suficien- 

temente documentado '4 22. Dentro de es- 
ia consideración, algunos autores, como 

* Trabajo realizado con una a la In- ~ ~ ] ] ~ ~ d ~ ~  y col. n, le han atribuido un vestigación del Ministerio de Educación Y 
Ciencia. papel esericial al F. R. en la patogenia 
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de las lesiones presentes en esta etifer- 
medad. Otros autores, en cambio, ante 
el hecho de la existencia de F. R. en 
procesos infecciosos crótiicos ", e iricluso 
en individuos normales, lo consideran sim- 
plemente como un síntoma más de la 
enfermedad. Finalmente, ha sido también 
considerado como un agente protector 
que actuaría inliibieiido la fijación del 
complemento e impidiendo de este mo- 
do la inflamación articular. 

En los últimos años, Najjar y col. han 
desarrollado la Teoría de la Subcomple- 
mentariedad 21, para explicar los mecanis- 
mos de reacción antígeno-anticuerpo. En 
relación con dicha teoría emitieroii pos- 
teriormente, una hipótesis en relación 
con la patogeiiia de la A. R. Según dicha 
teoría, en la reacción antígeiio-anticuirpo 
tanto la molécula del autígeno como la 
del ariticuerpo, sufrirían una alteracióii 
en su estructura terciaria. Esta alteración 
en la estructura del primitivo anticuer- 
po (Ac,) le conferiría un carácter de auto- 

La demostración experimental de la bi- 
pótesis enunciada exigiría, a nuestro jui- 
cio demostrar : 

Que la reacción entre un antigeno exó- 
geno y el anticuerpo correspondiente da 
lugar a una alteración estructural en la 
molécula de este último, convirtiéndolo 
en autoantigénico, e induciendo, conse- 
cuentemente, la producción de autoaiiti- 
cuerpos anti gamma globulina (F. R.). 

La antigenicidad de la molécula de 
gamma globulina estructuralmente alte- 
rada, con la demostración subsiguiente 
de anticuerpos contra dicha gamma glo- 
bulina. 
Finalmente, comprobar si hay o no co- 
rrelación entre la existencia de un F. R. 
circulante, y la producción de una ar- 
tritis experimental semejante a la A. R. 
humana. 

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

antigenicidad, desencadenándose la pro- 1. E n  la primera, una serie de animales 
ducción de una segunda serie de anti- ha sido inmunizada con un antígeno bac- 
cuerpos W L )  dirigidos especfficaminte tetiano, obtenido a partir del estreptoco. 
contra los ACI. Este segundo tipo de an- co hemolítico grupo A, 
ticuerpos, por su propiedad de reaccio- 
na] coll la gama globulina autóloga, 2. La segunda situación ha sido origi- 

telidría la de F. R. parece "¿da por la inmunización de otra serie 
lícito pensar que la capacidad funcional de animales con su propia gamma do-  
del A ~ ,  quedaría notablemente disminuida bulina, estructuralmente alterada por di- 
o anulada al reaccionar con el Ac,, y, ferentes métodos. 

por tanto, aunque el individuo posea Ulid En ambos casos se ha estudiado si el 
gran cantidad de gamma globulina circu- proceso de inmunización seguido daba 
laute, ésta sería, en cierto modo, inefi- lugar a la aparición de un F. R., y si la 
caz en su función biológica, y existiría existencia de este F. R. circulante era ca- 
de hecho, una situación muy semejante paz o no de producir artritis semejante 
a la de la agammaglobulinemia. De esta a la A. R. humana. 
forma se podría explicar la paradoja de 
que los individuos afectos de agamnia- 
globulinemia presenten en 113 de los ca- MATERIAL Y MÉTODOS 
sos un síndrome clínico completamente 
equiparable a la A. Puesto que, 1,  Animales de experimentación. 
en definitiva, ambos tipos de enfermos 
estarían en una situación funcional de Conejos adultos de raza común sin dis- 
déficit de gamma globulina. tinción de sexo. Cada animal, previa- 
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mente a la inmunización, fue sometido a 
un período previo de sangrías, basta ob- 
tener de cada uno un volumen de suero 
oscilante entre 100.150 ml. 

a) Extracto antigéuico de estreptococo 
hemolítico grupo A, obtenido tras cultivo 
en medio "Todd Hewitt Broth" (Difco), 
por precipitación con acetona a 2 0 ° C .  
en la proporcióii de un volumen de se- 
dimento bacteriano por cada tres volú- 
menes de acetona. La pureza de los cul- 
tivos fue sistemáticamente controlada me- 
diante tiiicióti de Gram, reacción de la 
catalasa, y hemocultivo en placa de Petri. 

b) Gamma globuliiia autóloga sometida 
a diferentes grados de desnaturalización 
por calor. La  gamma globuliiia era ob- 
tenida a partir del suero de cada animal, 
por doble proceso de precipitación con 
SO, (NH,), saturado al 33 "/, en baño 
de hielo a WC., según la técnica descrita 
por Fidalgo y col. La concentración 
de proteínas contenida en la muestra de 
gamma globulina era determinada por 
espectrofotometría ü 280 mp, y diluída 
en salino o coiicentrada por evaporación 
en tubo de diálisis a 4"C., hasta conse- 
guir una coiiceutracióir oroléica de 8-10 
Lg/ml. 1.a pureza de 'la fracción de 
gamma globulina obtenida, era compro- 
bada por electroforesis en gel de agar, 
y en acetato de celulosa z8, 

Se utilizaron tres diferentes preparacio- 
nes antigénicas de gamma globulina au- 
tóloga : 

Gamma globulina intensamente desnatu- 
ralizada por calentamiento a 100"C., du- 
rante media Iiora en baño María. 

Caleiitainiento a 45"C., durante una hora. 
ra. 

Sin sufrir ningún proceso de desnatora- 
lización por calor. 

3. Proceso de iniizrrniznciói~ 

Los animales fueron divididos en series 
diferentes, según el diferente proceso de 
inmunización a que fueron sometidos. 
Siempre fueroti iiimunizados por vía i~ i -  
tramuscular, y en presencia de coadyu- 
vante completo de Freund (Difco). 

Serie A: Irimunizados con extracto ali- 
ligénico de estreptococo homolitico gru- 
po A. Tres inoculacioi~es semanales. Se- 
mallas 1: y 2.R: 60 mg de antigeno bac- 
teriano por inyección, 3." y 4.": 120 mg 
por inyección, 5." semana 240 mg por 
inyección. A continuacióii, un mes de des- 
canso, seguido de tres inyecciones sema- 
nales de 120 mg, durante 4 semanas. 

Serie B:  Inmunizados con gamma globu- 
liiia autóloga, desnaturalizada por calen- 
tamiento a 1OO"C. Tres inoculiiciones se- 
manales. Semanas l..' - 5%: 4-5 mg 
de gamma globulina por inyección. A 
partir de la 6.": 8-10 mg por inyec- 
ción. 

Serie C :  Sensibilizados con gamma glo- 
bulina autóloga, sometida a 4S°C/1 h. 
Una inyección semanal. Semanas 1." y 2.": 
4-5 mg de gamma globulina por in- 
yección. Semanas 3.a - 14.*: 8-10 mg 
por inyección. 

Serie D: Inmuirizados coi1 gamma globu- 
liiia autóloga sin desnaturalizar por ca- 
lor. Se siguió idéntica pauta de inmuniza- 
ción 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 
inmunización con gamma globulina ;iu- 
tóloga durante 14 semanas, sin obtenerse 
en ellos iiingutia respuesta, fueron some- 
tidos a un proceso mixto de inmuniza- 
ción consistente en una inyección semanal 
de 8-10 mg de gamma globulina autó- 
loga y, simultáneamente, 3 inyecciones 
semanales con antígeno estreptocócico 
con una pauta similar a la seguida en 
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la serie A, pero sin ninguna pausa eii el 
proceso de inmunización. 

Serie DI: Constituida por los animales 
n.O 29 y 34 de la serie D, que sufrieron 
idéntico proceso mixto de iiimunizacióti. 

4. Defeccióri del F. R. Exper'iiiientfll 

La existencia de F. R. fue investigada a 
través de las siguierites reacciones: 
Test de Látex sobre portaobjetos, se. 
gúii téciiica de Singer y Plotz 2''. 

Hemaglutinacióti pasiva de Boyden se- 
gún el método de Lewis y K e s ~ e l ~ ~ .  
Cada irimusiosuero fue testado con he- 
matíe~ de carnero, sensibilizados con 
gamma globulina preiiimuii? del mismo 
animal. Como control positivo utilizába- 
mos suero de carnero antigamma globu- 
lina de conejo, y como control negativo 
el suero preiiimune del mismo aiiinial, 
cuya negatividad en ciiatito a actividad 
F. R. había sido previame~itr controlada 
mediante el test de Látex. 

I~imunodifusióii (1. D.), c Inmutioelec- 
troforesis 1 E F.), del suzro inmune 
frente a Ia gamma globuliiia autóloga 
preinmune, desnaturalizada en igual @a- 
do a como se había utilizado en el pro. 
ceso de inmunización. 

El título de aiiticuerpos antiestreptococo 
se determinó por 1. D. en gel de agar. 
Para la 1. D. hemos seguido la tCciiica 
de Crowle =, modificada por Normaii y 
KagantJ. La 1. E. F. según técnica de 
Grabar 'O. 

Absorción de los sueros antiestreptoco- 
co con Aiitígeno Bacteriano: los anti- 
cuerpos antiestreptococo fueron removi- 
dos por precipitacióii con antígeno estrzp- 
tocócico, hasta conseguir que el sobrerra- 
dante no diese ninguna reacción por 1. D. 
o 1. E. F. frente al antígeno bacteriano. 
En general fueron necesarios 80 mg de 
antígeno por m1 de suero para obtener 
uiia completa absorción. 

Ultracentrifugacióti analítica : Realizada 
en Ultracentrífuga Spinco Modelo E 
(Beckman), con rotor analítico modelo 
D, sistema óptico de Sclilieren. Las cé. 
lulas han sido de sector simple cuando 
se pretendía calcular la constante de se- 
dimtsitacióti de las muestras sometidas a 
centrifugacióri, y de sector compartimen- 
lado para separar la fracción IgC 7 S, 
de la más rápida TgM 19 S. Velocidad 
de centrifugación : 59.780 r. p. m. Las 
muestras sometidas a centrifugación fue- 
ron: a) Suero diluido al 112 en ClNa 
0.15 M. b). Fracción gamma globuliiia 
obtenida de los iiimuiiosueros tras doble 
proceso de precipitación con SO,, (NH,),, 
con una con una coiicentracióii protéica 
de 10-15 mglml. Los coeficientes de se- 
dimentación fueron deteiminados por el 
método diferencial. 

Cromatografía: Se realizó cromatogra- 
fía en Sephadex G-200 (Pharmacia, Upsa- 
la), con eluente ácido clorhídrico-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 fracción gamma M ais- 
lada, tras ser restiluída a su pH habitual 
por diálisis contra buffer fosfato sódico 
0.15 M. pH 7.35, y posterior diálisis 
contra ClNa 0.15 M., fue concentrada 
por evaporación en tubo de diálisis a 
432, Liasta alcanzar uiia concentración de 
1-1.5 mglml. La pureza de la fracción 
gamma M así obtenida, era controlada 
mediante ulfracenirifugación analítica. 

Curva de aclaramiento antigéuico con 
gamma glohulina autóloga niarcada con 
1 :  Cada animal fue inyectado por vía 
intravetiosa con 5-10 nig de gamma glo- 
bulina autóloga marcada con 1'"'. El mar- 
caje se realizó según la técnica d- Talma- 
ge y Glainan26. Después de la inyección 
cada 24 h, se recogía una muestra de 
sangre y orina de cada animal. Las mues- 
tras de 1 m1 de suero y orina fueron 
leídas en un contador de centelleo "Well 
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Type". La lectura de la radioactividad nado. Con relación a este 100 %, se cal- 
sCrica existente a las 24 h de la inyec- culó el porcentaje de radioactividad sé- 
cióti, fueron consideradas el 100 % de rica persistente en los días siguientes del 
radioactividad para cada animal determi- experimento según la fórmula: 

cuentas/min/ml de suero en el día n X 100 
% del día n = - -- 

cuentas/min/ml de suero en el día l." 

Hemos determinado asimismo en cada -aiiticuerpos anti estreptococo. 
animal lo que hemos denominado co- -anticuerpos anti gamma globulina au- 

O tóloga (F. R.). 
ciente - ,  en el cual el numerador corres- 

S - 
ponde a cuenta/min/ml de orina eliminada 
en 24 h,  y el denominador a cuentas/min/ 
m1 de suero existentes en el suero al cabo 
de estas 24 h. Durante la ejecución de las 
experiencias de aclaramiento antigénico, 
se realizó detetminación diaria de protei- 
nuria por el método de BinretI2, 

Técnicas histopatológicas: Se estudió en 
cada animal la cápsula sinovial de la 
articulación de la rodilla. Las sinoviales, 
tras fijación en formol, deshidratación, e 
incluso en parafina siguiendo técnicas 
standard, fueron teñidas con hematoxilina- 
eosiiia y examinadas al microscopio de 

RESULTADOS 

1. Serie innz~~niznda con nnlígeno estrcp- 
tocócico. 

En la tabla 1 se exponen los resultados 
obtenidos. A las 5-6 semanas de comen- 
zada la inmunización se pudo evidenciar 
en el 100 0/, de los casos la existencia de 
un F. R. demostrable por el test de Látex, 
hemaglutinacióii e 1. D. (fig. 1). Los sue- 
ros tras su absorción con antígeno estrep. 
tocócico, continuaban en vosesión de una 
prácticamente inalterada actividad F. R. 
(tabla 11), demostrándose de esta forma 
la existencia en los inmunosueros de dos 
tipos diferentes de anticuerpos: 

Fig. 1. Reacción de precipitación 
en agar, entre gamma globulina 
autóloga preinmune y suero in- 
mune antiestreptococa, tras 48 h. 
de difusión. 
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TABLA 1 

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

Titulo de anti- Título en 
Conejo n.' cuerpos anti Test hemaglutina- 1. D. 1. E. F. 

esfreptococo (1) de Látw ción (2) (3) (3) 

6 m ++++ 1/160 Positiva Negativa 
-- 

8 1/16 ++++ l/l60 Posttiva Negativa 
- - - -- - - 

9 1 18 ++++ 11160 Positiva Negativa 

10 1/16 + + t +  11320 Positiva Negativa 
- 

12 1/16 ++++ 111.280 Positiva Negativa 
~- 

35 118 ++++ 1/160 Positiva Negativa 
- .- - -~.--.~.p. 

38 1/16 ++++ l/lG0 Positiva Negativa 
p- -~ -p.- 

39 1/16 ++++ 11160 Positiva Negativa 
~ 

TABLA 11 

DEMOSTRACION D E  LA INDEPENDENCIA D E  LOS ANTICUERPOS CON ACTI- 
VIDAD F .R.  Y D E  LOS ANTICUERPOS ANTI ESTREPTOCOCO 

I.D. e I.E.F. Titulo 
Conejo n.* frente a antígena Test en Hemagluti- 

estrevtocócico de Látex nación 

6 Negativas ++++ 11160 

8 Negativas + S + +  1/160 

9 Negativas ++++ 1/80 
~~p - ~p~ .p.p- 

10 Negativas f+++ 11320 

12 Negativas ++++ 11640 
ppp.p--. 

35 Negativas ++++ 
ppppp- 

1/160 

38 Negativas ++++ 1/80 

39 Negativas +++ + iI160 

Resulfados obtenidos actuando con las inmunasueros tras sl i  absorción con antígeno es- 

trectocócico. 
Resultados correspondientes a la Serie A. 

(1) Determinado por S. D. el1 gel de agar. 

(2) Realizada frente a hematíes dc carnero, sensibilizados con gamma globulina autóloga 
preinmune, sin desnaturalizar por calor. 

(3) Realizada con inmunasuero concentrado 3X, frente a gamma glabi~lina alttóloga pre- 
inmune, sin desnaturalizar por calor. 
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2. Series inritcrnizadas con gariima glo- mediante el test de Látex, y en algunos 
bcrlina autúloga. casos por hemaglutinación, 1. D., e 1. E. F., 

En la tabla 111, se exponen los resultados estando siempre por este último método 
obtetiidos en las diferentes series. La exis- el arco de precipitación en la zona co- 
tencia de un F. R. se hizo demostrable rrespondiente a las gamma globulinas, 
en un porcentaje variable de animales, (fig, 2). La respuesta a la inmunización 

Fig. 2. 1. E. E en agar, 
entre el inmunosuero 
del animal n." 2, y la 
gamma glabi~lina autó- 
laga preinmune d e l  
mismo animal, desna- 
turalizada por calenta- 
miento a 100. C. (6-8 
v./cm. de agar duran- 
tc 75 minutos). 

fue más intensa, cuanto mayor habia si- macroglobulina exhibió una constante de 
do la desnaluralización de la gamma glo- sedimentación de 22 S (fig. 3). Esta es 
bulina utilizada como antigeno. la que clásicamente se ha atribuído a 

los complejos formados por una molé- 
3. C~rracterizaciún físico-química del cula de F .  R. (19S), y 5-6 moléculas de 

F. R.  esperimentnl IgG (7 S),9. En todas las demás mues- 
En una muestra de gamma globulina per- tras examinadas, la fracción macroglo- 
teneciente al animal n." 1, la fracción bulina exhibió una constante de 19s. 

Fig. 3. Ultracentrifugación analítica de una mueslra de 
gamma gobulina, perteneciente al animal n.. 1 F. R. po- 
sitivo. La fracción macroglobulina exhibe una constante de 
sediment;iciÓn de 22 S. 
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TABLA 111 

ANTICUERPOS SERICOS OBTENIDOS CON GAMMA - GLOBULINA 

Titula en 
Animal n.* Globnlina Test hemagluti- 1. D. 1. E. F. 

desnaturalizada de LStex nación (1) (2) (2) 

20 sin desnat. (-) (-) (-) (-) 

(1) Hemaglutinación realizada con hematies de carnero sensibilizados con glabulina autó- 
loga preinmune sin desnaturalizar por calor. 

(2) Realizadas frente a globulina autóloga preinmune desnaturalizado en igual grado a 
como se habia utilizado en el proceso de inmunización. 
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Por ultracentrifugación en célula de sec- F. R., de donde deducimos que en nues- 
tor compartimentado, aislamos la frac- tro trabiijo los anticuerpos anti gamma 
cón IgG (fig. 4), y pudimos observar globulina (F. R.), van ligados a la frac 
mediante test de Látex y hemaglutina- ción 19 S. 
ción, que estaba desprovista de actividad 

4. Series C1 y DI que ei r. K. nabia estado presente du- 
rante 7 semanas, y posteriormente se ha- 

Estos animales no habían mostrado nin- bía negativizado. En todos los casos, sal- 
guna respuesta serológica a la iIIm~niZa- vo en e] n.O 34, a] ser inmunizados con 
ción durante tres meses con gamma glo- antígeno bacteriano, se hizo ostensible 
bulina autóloga, salvo en el n." 22, en el la existencia de un F. R. (tabla lV). 

TABLA IV 

DEMOSTRACION D E  LA CAPACIDAD DEL ANTIGENO E,WREPTOCOCSCO PARA 
INDUCIR LA PRODUCCSON D E  P.R.  BN ANIMALES PREVIAMENTE INOCU- 
LADOS CON GAMMA GLOBULINA AUTOLOGA, ANTE LA CUAL NO HABIAN 

MOSTRADO NINGUNA RESPUESTA SEROLOGICA. 

Título de anti. Titulo en 
Conejo n." cuerpos anfi Test hemaglutina- 1. D. 1. E. F 

estreptococo (1) de Látex ción (2) (3) (3) 

22 lis + + t +  11160 Positiva Negativa -- 
29 1/16 ++++ 11160 Negativa Negativa 

31 1/16 ++++ 1/80 Negativa Negativa 

32 1/16 ++++ 11160 Negativa Negativa 
-- 

34 118 Negativa Negafi va Negativa Negativa 

Resultados correspondientes a la serie G.  
Resultados correspondientes a la serie DI. 
(1) Determinado por S. D. en gel de agar. 
(2) Realizada con hematies de carnero, sensibilizados con gamma globulina autóloga 

preinmune sin desnaturalizar por calor. 
(3) Realizada con inrnunosuero concentrado 3X, frente a gamma globulina autóloga 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 temino medio, desapareció 
en el 100 % de los casos. A partir de 
este momento, fue imposible detectarlo 
por ninguna de las técnicas utilizadas en 

,- , ,' ' 
iiiicstro chiiiilio. S iicg;itivi/;icióii del . . 
1'. R.  fue ti11 Iiccho esnxilico. v cii los . 
animales inmunizados con antígeno es- 
treptocócico, los sueros, a pesar de haber 
perdido su actividad como F. R., conti- 
nuaban en posesión del mismo título de 
anticuerpos anti estreptococo, tanto cuan- 
titativa como cualitativamente, como pu- 
dimos observar por 1. D. e l. E. F. (figs. 
5 y 6). Esta negitivización del F. R., tuvo 
lugar a pesar de no haberse interrumpido 
el proceso de inmunización. En la serie 
A, la negativización tuvo lugar precisa- 
mente a las 3-4 semanas de habsrse rea- 
nudado la estimulación antigénica. Por 
consiguiente la negativización del F. R., 

Fig. 5. 1. D. en agar de un suero aii- 
tiestreptococo, durante la fase de posi- 
tividad del F. R., y tras la negativiza- 
ción de éste, frente al antigeno estrep- 
tocócica, Obsérvese la identidad de re- 
acción de ambos sueros con e1 antigeno 
bacteriano. W 

Fig, 6.  Evolución del titulo de anticuerpos anti estreptococa determinado 
por 1. D. en agar -ordenada izquierda-, y anlicuerpos anti gamma globu- 
lina determinado mediante el test de LAtex -ordenada derecha-, en los 
animales inmunizados con antigeno estreptocócico. 
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creemos no puede atribuirse a la ausen- 
cia de estímulo antigénico. 

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

Con objeto de estudiar si la negativiza- 
ción del F. R. en nuestras experiencias, 
era debida a la aparición de un inhibidor 
sérico de este tipo, realizamos cromato- 

grafía de la fracción gamma globulina to- 
tal de los sueros F. R. negativizado, con 
objeto de aislar la fracción gamma M 
en las condiciones ya indicadas (fig. 7), 
y esta fracción gamma M fue testada 
en cuanto a actividad F. R. por hema- 
glutinación, 1. D. e 1. E. F., dando una 
reacción negativa frente a la gamma glo- 
bulina autóloga preinmune por todos es- 
tos métodos. Por tanto, no pudimos evi- 
denciar la existencia de un inhibidor sé- 
rico responsable de la negativización del 
F. R. La posibilidad de que esta negati- 
vización fuese debida a una saturación 
de la capacidad reactiva del F. R. por la 
igG circulante, tampoco nos parece ade- 

Fig. 7. Crornatografia en Sephadex G-200, de una muestra de gamma globulina pro- 
cedente de un suero F. R. negativizado. Eluente ácido clorhídrico-glicocola pH 3.0. 

cuada, pues en ese caso la fracción gam- sultantes de la agregación del F. R., y 
ma M aislada, hubiese debido mostrar la IgG. Sin embargo, en todas las mues- 
su actividad como F. R. Por otra parte tcas de suero y gamma globulina exami; 
si este supuesto fuese cierto, se hubiesen nadas, correspondientes a los animales 
debido observar por ultracentnfugación F. R. negativizado, la fracción macroglo- 
analítica los típicos complejos 22 S, re- bulina exhibió una constante de sedimen- 
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tación de 19 S (fig. a), y en ningún caso 
pudimos observar tales complejos 22 S. 

5. Aclarainiento de la gan~ii~n globirlinn 
rnarcada con 1'" 

Establecimos, en primer lugar, una curva 
patrón realizada en animales normales, 
con objeto de referir a ella los valores 
hallados para los animales F. R. positi- 

vos, y F. R. negativizado. En los anima- 
les normales, y expresándonos en valores 
medios, persistía circulante uii 62,26 % 
del antígeno al 2." día, un 47.04 % al 
3." día, y un 37,00 7; al 4." (fig. 9). El 
valor del cociente O/S era de 0.627, indi- 
cándonos la escasa eliminación urinaria 
del radioelemento. 

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

Fig. 8. Ultracentrifugación analítica de un suero F. R.  negativizado, diluido al 112 en 
ClNa 0.15 M., perteneciente al animal n." 10. La facción macroglobulina exhibe una 
constante de sedimentación de 19 S. Fotografías tomadas a los 24, 32, 40 y 48 min. 

igual que en los controles (fig, 91, persis- 
tiendo un 63,30 % de antígeno circulante 
al 2." día, un 47,19% al 3.", y un 
35,64 % al 4.", siendo el valor del cocien- 
te O/S 0.644. 

Por el contrario, los animales F. R. po- 
sitivos, muestran una eliminación mu- 
cho más rápida del antigeno marcado 
(fig. 9), con una persistencia de sólo un 
30,88% al 2." día, un 11,49% al 3." 
día, y un 6.27 % al 4.". La diferencia en- 
tre ambos tipos de curva es estadística- 
mente significativa (p < 0.01). El valor 
del cociente O/S fue de 23,316, mucho 
más elevado que en los controles y en los 

animales F. R. negativizado, siendo éste 
expresión indirecta de la intensa elimi- 
nación sérica existente en estos animales 
F. R. positivos del antígeno marcado. 
En la tabla V se exponen, comparativa- 
mente, los resultados del cociente O/S y 
la determiliación de proteinuria en los 
diferentes animales, durante la ejecución 
de la curva de aclaramiento antigénico. 
Se puede observar cómo no existe corre- 
lación alguna entre grado de proteinnria 
y eliminación urinaria de radiactividad. 
A la vista de estos datos, podemos ex- 
cluir el que la eliminación urinaria del 
radioelemento, venga condicionada por la 
proteinuria. El diferente grado de elimi- 
nación del antígeno marcado, se hace 
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Fig. 9. Representación 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 D E  LOS VALORES MEDIOS DEL COCLENTE - 
S 

Y PROTEINURIA EN CADA ANIMAL DURANTE LA EJECUCION DEL ESlUDIO 
DE ACLARAMIENTO D E  GAMMA GLOBULINA AUTOLOGA MARCADA CON 1131. 

Cociente 
Proteinuria 

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 
3 1 Positivo 112 mg 7.24 
31 Negativizado 85 mg 0.477 ... 
32 Negativizada 107 mg 0.678 
34 Sin respuesta F. R. 0 mg 0.415 
35 Positivo 75 mg 51.85 
35 Negativizado 45 mg 0.530 
38 

p. 
Negativizado 96 mg 0.76 

39 Positivo 78 mg 28.21 
43 Control normal O mg- 0.391 
44 Conhol normal O mg 0.363 

p. 
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especialmente ostensible si examinamos animal, durante la fase de positividad del 
la curva de aclaramiento en un mismo F. R., y tras su tiegativización (fig. 10). 

*rlomm*nio a (-gbbulirxr ~ i~ lo -  m,rod. m ,in, 

'l. &l animal 0, 31 

Fig. 10. Curva de aclaramiento 
de gamma globulina autóloga en 
el animal n .O  31 durante la  fase 
de positividad del F. R. y tras 
la negativización del mismo. 

6. Znduccidn de Artritis Experiinentnl flamatorio constituído, casi exclusiva- 

En un caso -animal n.* 10 F. R. posi- mente, por polinucleares tieutrófilos. 

tivo- se pudo observar una artritis, con 
existencia de un tejido de granulación y 
abundante infiltración, constituida por 
linfocitos y células plasmáticas (fig. 11). DISCUSI~N 
Esta artritis es comparable a la existente De los resultados obtenidos en el presente 
en las fases precoces de la A. R. humana. trabajo, se puede concluir que, tanto 
E11 el resto de los casos, tanto en los que por inmunización con antígeno bacteria- 
el examen anatomopatológico se realizó no, como con gamma globulina autóloga 
duratite la fase de positividad del F. R., desnaturalizada, se induce la producción 
como en aquellos en que se realizó tras de anticuerpos, capaces de reaccionar con 
su negativización, las cápsulas sinovia- la gamma globulina autóloga y heteró- 
les~fueron a s ide radas  histológicamente loga, y, por tanto, con la característica 
normales, salvo en el n." 17 -sin res. biológica fundamental del F. R. Estos 
pu.csta F. R.- y en el n." 33 -F. R. ne- anticuerpos en el caso de los animales in- 
gativizado-, en los que se observó una munizado~ con atitígeno estreptocócico. 
artritis ínéspecífica, con un infiltrado in- 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 absorción de los inmunosueros con 
el antígeno bacteriano. En este aspecto, 
nuestros resultados son similares a los 
obtenidos por otros autores, tales como 
Abruzzo y Christianl. y Eyquem y 
col. '. 
El F. R. experimental va ligado en nues. 
tras observaciones a la fracción IgM 19 S. 
La  producción de F. R. en las diferentes 
series de animales, la interpretamos sobre 
la base de que la molécula de gamma 
globiilina autóloga, sufriría una altera- 

Fig. '1 l .  Lesiones his- 
topatolópicas halladas 
en la cápsula sinovial 
de la  rodilla de  animal 
n.O 10. La infiltración 
celular está constituida 
por linfocitos y c6lulas 
plasmáticas. 

ción estructural que la convertiría en au- 
toantigénica, desencadenándose subsi- 
guientemente la formación de auioanti- 
cuerpos ariti garnma globulina (F. R.). 
Esta desnaturalización vendría condicio- 
nada en el caso de los animales inmuni- 
zados con antígeno bacteriano, por la 
reacción del antígeno con el anticuerpo 
antibacteriano (Ac,), según la hipótesis 
sustentada por Najjarzl; y en el caso 
de los animales inmunizados con su pro- 
pia gamma globulina, creemos al igual 
que Milgrom y Witebsky la, y Williams 
y Kunkel30, que la alteración estructural 
seria producida por la desnaturalización 
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que el simple hecho de su obtención por 
precipitación salina, y los procesos de 
congelación y descongelacióii a qur es 
sometida durante su utilización. A esta 
desnaturalización, se sumaría la produ- 
cida intencionadamente por la acción del 
calor. 

Hemos encontrado que la intensidad de 
la respuesta inmune, está en relacióii di- 
recta con el grado de desnaturalización su- 
frido por la molécula de gamma globuli- 
na, habiendo sido más intensa en aquellos 
que fueron sensibilizados con gamma 
globulina intensamente desnaturalizada 
por calentamiento a 100°C durante 112 11 
La existencia de un F. R. circulante, úni- 
camente en un caso coincidió con una ar. 
tritis equiparable a la encontrada en las 
fases precoces de la A. R. humana4. Sin 
embargo, dado que el F. R. sólo persis- 
tió circulante 6-8 semanas, negativizán- 
dose al cabo de este tiempo, no nos con- 
sideramos autorizados para deducir una 
coiiclusión en este sentido, pues cabo 
pensar que de haber persistido durante 
más tiempo, hubiese sido capaz de indu- 
cir artritis en mayor número de anima- 
les. 

La negativización del F. R., la interpre- 
tamos en base a nuestros estudios de 
aclaramiento antigénico, como producida 
por el establecimiento de un estado de 
parálisis inmunológica selectiva hacia la 
gamma globulina autóloga desnaturaliza- 
da. En efecto, hemos podido observar co- 
mo en los animales F. R. negativizado, 
la eliminación del antígeno se realizó si- 
guiendo un patrón idéntico al de los ani- 
males control, indicando que su elimina- 
ción de la circulación viene condicionada 
exclusivamente por los procesos fisioló- 
gicos de catabolismo a que está sometida 
la gamma globulina al ser un componente 
noimal de la economía. 

En los animales F. R. positivo, la eliini- 
nación de la gamma globulina autóloga 
marcada con 1'31 es mucho más rápida. 

debido a la existencia de una tasa de eli- 
minación inmunológica, por la existencia 
de anticuerpos dirigidos contra ella (F. R.) 
que condicionan su rápido aclaramiento 
de la circulación, y en consecuencia, la 
intensa eliminación del radioisótopo por 
la orina. 

El que este fenómeno de negatividad del 
F. R. no se haya presentado en trabajos 
similares, tales como los de Williams y 
Kunkel", Milgrom y Witebsky '8 y Mc- 
Cluskey 16, creemos puede ser debido a 
que en ninguno de estos experimentos, 
se llegó a administrar a ningún animal la 
dosis mínima de gamma. & : &uGna ;., autó- 
loga que ha sido necesat?" n. los nuestros 
para inducir este estadp de parálisis, y 
que ha oscilado según f8s diferentes ani- 
males entre 80 mg como mínimo, y 270 
mg como máximo. En este sentido, es 
conocida la importancia que tiene la do- 
sis del antígeno administrada, en la pro- 
ducción de un estado de tolerancia19. 

Desconocemos las razones por las que 
esta negativización del F. R. tampoco 
tuvo lugar en las experiencias de Abruzzo 
y Christian 1. \ en animales inmunizados 
con gérmenes gram negativos. Quizás sea 
debido al diferente antigeno bacteriano 
utilizado en su trabajo, y a la diferente 
pauta y vía de inmunización utilizada 
por este autor. 

El hecho tan constante en nuestras ex- 
periencias de la negativización del F. R., 
debido al posible establecimiento de una 
parálisis iiiinunológica frcntc a In gam- 
ma globulina autóloga estructuralmente 
alterada, contrasta vivamente con el de 
los enfermos de A. R., los cuales mues- 
tran títulos persistentemente elevados de 
F. R. y en los que, por tanto, no se es- 
tablece una parálisis o tolerancia inmu- 
nológica frente a su propia gamma globu- 
lina estructuralmente alterada. Esta dife- 
rencia de comportamiento ante un auto- 
antígeno entre el animal normaly el en- 
ferino de A. R., junto con el hecho de 
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