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SECCiml l. REVISION 

l. L /3ENERALJDADES 1 

Una de las enfermedades sistémicas mas frecuentes y 

de mayor capacidad invalidante es la artritis reumatoide (AR), 
la cual tiene una gran incidencia en nuestro medio y su etiolo­
gía aan no ha sido establecida. 

La enfermedad afecta del 2 al 5\ de la población y 

preferentemente a individuos mayores de 40 afios. Aunque lama­
yor incidencia se presenta en mujeres de mediana edad, se ha 
establecido que ninguna edad est4 exenta de padecerla. De acu­
erdo con Lawrence (1), la enfermedad es dos veces mas coman en 
mujeres que en hombres y la incidencia aumenta progresivamente 
con la edad hasta que, a los 65 anos o mas, es de 6\ en varones 
y 16\ en mujeres. Esto concuerda con los datos de proporci6n de 
3:1 que presentan las mujeres sobre los hombres, segQn Fye y 

cols (2). Por otro lado los estudios famHi:m.:s no han revelado, en 
forma concluyente, alguna transmisi6n gedtica de la enfermedad. 

La AR es una enfermedad inflamatoria sistlmica cr6ni· 
ca que afecta preferentemente las articulaciones, aunque no en 
forma exclusiva. Caracterfsticamente el padecimiento ataca las 
articulaciones pequeftas de las manos y los pies progresando en 
sentido centripetal y sim~trico produciendo deformaciones. Pro· 
bablemente ningdn sistema o tejido este exento de afecc16n, pe­
ro ciertas areas •uestran mayor suceptibilidad. Despues de las 
articulaciones las •reas mas co11dnmente dañadas son: las en­
voltura de los tendones, el tejido celular subcutfneo, el cora· 
z6n, los vasos pequeftos y los pulmones. La manifestaciones ex· 
traarticulares incluyen: vasculttis, atrofia de la piel y músc~ 
lo, n~dulos subcut4neos, linfadenopatfas, esplenomegslia y leu· 
cocitopenia. 
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La naturaleza sisdmica del padecimiento se manifies 
ta por la elevación de la velocidad de sedimentaci6n de los 
eritrocitos, anemia hipocr6mica y cambios característicos en 
los patrones proteicos del suero. Los sitomas incluyen fiebre 
y p6rdidi de peso. 

A pesar de los estudios sobre la enfermedad, en mu­
chos centros ;del mundo, su causa es desconocida. Definitiva­
mente no existe la descripci6n de al¡un microor¡anismo como 
a¡ente, al menos durante el curso del padecimiento; aunque el 
proceso se ha relacionado con la presencia de un virus (3), 

Por otro lado, se ha considerado seriamente 'la etiologia aut2 
inaune sin que las pruebas sean convincentes (4). Sin embar­
¡o, hoy es a•pliaaente aceptAdo que las reacciones inmunol6a! 
cas jueaan un papel iaportante -probableaente esencial- en la 
pato¡,nesis de la AR. Este fen6aeno est¡ •odiado por reaccio· 
nes consecuentes a la foraaci6n de coaplejos inmunes; pero al 
respecto a6n se plantean varias interroaantes coao: ¿Cual es 
el aaente que desencadena las reacciones inflaaatorias?, ¿Que 
factores favorecen estas r1accion1s?. ¿Cual es la etiolo11a 
de la AR?. Responder a estas pre1~nta1 serla facilitar los C! 

· ainos diri1idos hacia la prevenci6n y curaci6n de este padec! 
aiento y la bdsqueda dt tal r11pu1sta orienta hacia el estu· 
dio y coaprensi6n de los f1n6a1nos inauno16¡icos existentes 
·durante el padeciaiento. Por lo tanto en las si¡uientes sec· 
cione.s H revisan alaunos 11pectos sobre estos fen6aenos. 



1.2, tVENTOS INMUNOLÓGICOS PRESENTES EN LA ARTRITIS 

A,- COMPLEJOS INMUNES, 

Las lesiones articulares caracterfsticas del padeci· 
miento, se deben al proceso inflamatorio local. Dicha inflama­
cidn es posible por la presencia de complejos inmunes (CI). Es 
sabido que la vasculitis y los nddulos subcutáneos se deben a 
la presencia de CI. Entonces, ¿Cu41 es la génesis de los CI?, 
¿Como est4n constitufdos? 

El flufdo sinovial de pacientes con AR seropositivos, 
contienen considerables cantidades de complejos de galftllla¡lobu· 
linJ o complejos especfficos antfgeno-anticuerpo. Adn antes de 
su de•ostraci6n las evidencias circunstanciales sugerian la pr! 
sencia de CI, derivada de las siauientes observaciones: 

a), El descenso de los niveles intra•articulares de 
componentes del co11ple11ento, por el consumo de tales moUculas. 

b). La detecci6n por inaunofluorescencia de dep6sitos 
de inmunoglobulinas asociadas con coaple•ento en la membrana s! 
novial. 

c). La presencia en las efusiones articulares de cel~ 
las fa1oclticas con inclusiones citoplasm&ticas que contienen 
inmunoglobulinas y/o co•ponentes del co•plemento. 

lroder y cols.,. empleando una tfcnica de liberaci6n de 
hist .. ina en pulmdn de cobayo, para determinar la presencia de 
coaplejos antf1eno-anticuerpo, detectaron factores liberadores 
de histaaina en el fluldo sinovial y en el suero de pacientes 
con AR (5,6) , Este aaterial libérador de hista•ina, el cual 
ellos llaaaron "Factor ReU11atoide liol6aicaaente Activo", cont! 
nfa IaG y posefa las propiedades bioldaicas, bioqufmicas e inm~ 
no161icas de un coaplejo in•une 1oluble. Este a1re¡ado no era 
disociado por trat .. iento •cido y se coaportaba co•o una aacro· 
aoUcula en filtraddn por Sephadex G•ZOO y en ultracentrifua•·· 
cidn •n 1radiente d• densidad de 1acarosa; Estas caracterfsti· 
CH no fueron •odif tcadas por la reduccidn Y. la Ál~ilacion. La ª5. 



tividad de liberaci6n de histamina se encontró en 29 de ~O efu­
siones sinoviales de pacientes con AR, pero en ninguna de las 
de pacientes con padecimientos articulares degenerativos infla­
matorios no reumatoides (6). 

La primera evidencia directa de la presencia de compl! 
jos inmunes en el fluido articular fué reportada por Hannestad 
en 1967. El observ6 la formaci6n de precipitados al hacer reac­
cionar en gel el liquido sinovial de paci~n~es con AR y sueros 
con altos títulos de FR (7). Este_fenº6meno estuvo limitado a flui­
dos articulares provenien-tes de pacientes con AR activa y reac­
tiv~dad de FR en su suero, 

El producto de la reacci6n entre el FR del suero y la 
IgG del liquido sinovial se coapo~taba, en estudios de centrif~ 
gaci6n e irununoelectroforesis, igual que ga .. aglobullna G agre­
¡a~a. Sin embargo se obse~v6 diferencia en que la IgG aaregada 
por calor no se disocia a pH bajos, mientras que el complejo la 
presenta a pH de ;.6 o menos. A este pH los coaplejos se diso­
cian presentando actividad antigammaglobulfnica localizada en 
la re1i6n-IgM,cuando se hace sedimentar en 1radiente de sacaro· 
sa (8). 

Los co•plejos de ¡amaa¡lobulina del fluldo sinovial 
de pacientes co.n AR fueron cuacterizados por Winchester y aso· 
ciados '(9-11). Ellos encontraron que los coaplejos existen coao 
compuestos de alto peso aolecular y coeficientes de sediaenta­
ci6n de 9 a ~OS, Los complejos aas grandes ·se dete.ctaron por 
reacciones de precipitacidn con C1q (9) y con'FR purifica· 
do (10), aientras que los ••s pequeftos reaccionan 4nlca•ente 
con FR obtenido de pacientes con enfet11edade1 llnfoproliferati­
vas (11). Los coaplejos inmunes aislados por la preclpitacidn 
con estos reac~ivos 11 disocian f acilaente a pH Scidos o en 
urea 4 a 6 aol/f, y consisten fundaaental!11ente de IgG. No se 
han detectado antt11nos adicionales. 
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Una porción de los complejos present6 actividad anti· 
IgG similar al FR encontrado en el suero de pacientes con AR (10 

12). No existen evidencias directas de que esta actividad anti· 
gammaglobulínica esté dirigida contra un grupo ~spectfico de 
galllftlaglobulinas, ya sea nativas o desnaturalizadas, sin embargo 
esta alternativa no puede ser descartada. 

Los complejos inmunes presentes en el flu!do sinovial 
fijan complemento. Se ha observado una relaci6n directa entre 
la cantidad de complejos y el descenso de los niveles del compl! 
mento. Adem4s la fijación de Clq no requiere la presencia de 
IgM, ya que si el fluido sinovial se trata con suficiente Z·mer 
captoetanol para destruir la actividad del FR 195, no se altera 
la cantidad del material precipitado (10). 

El tamafto del complejo ganunaglobullnic~ tambien puede 
tener un papel en la fijaci~n de COJllplemento (13,14), ya que se 
ha descrito que los fluidos que contienen complejos abundantes 
y pesados, son anticoaplementarios cuando se prueban con sueros 
humanos nor111ales fresco.s a 4•c; •ientras que los flu:ldos conte• 
niendo coaplejos pequeftos reaccionan bien a 37•c, en la presen· 
cia del FR del tipo taM. Estas t .. peraturas son 111 dptiaas pa· 
ra la fijaci6n del coapleaento por anticuerpos taG 1 t1M r••P•S 
tivaaente (13), as! coao para la fijaci6n de coapl,.ento por 
I¡G a¡re¡ada y FR estudiada por Zvaifler y Schur (14). 

Por otra parte la aditidn de flufdos articulares que 
contienen coaplejos de ga .. aglobulina a suero dt pacientes con 
AR seropositivos, da por resultado el 1ua1nto dtl efecto anti· 
co•pleaentario del flufdo articular. Esto susiere que el FR pr! 
sente en el suero reacciona con el complejo de 1a .. 11lobulina 
causando un incremento en el consu110 del COlllpl~to (10). 

Posteriol'llente, Hurd (15) obtuv6 r11ultado1 1iailare1 
al incubar leucocito1 aoraales con flufdo sinovial d• paci1nt11 
con AR 1eron11ativo1 y no detecte lnclu1ion11 cltopla1a&tlca1 
por inaunofluor1sc1ncla; 1in .. baT10, sl po1terlorea1at1 11 •ft! 

/ 
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día FR del tipo IgM aislado, era posible observar, por la misma 
técnica inclusiones citoplasmáticas de IgG, IgM y C3. 

Los complejos seficos detectados y aislados con FR de 
la clase IgM monoclonal difieren en algunas características de 
aquellos encontrados en el fluido sinovial. Los complejos séri­
cos se presentan como pequeftos agregados de gammaglobulina, no 
precipitan con Clq, no muestran efectos anticomplementarios y 

no es un reactivo dominante adn cuando el FR clase IgG esté pr! 
sente (11). Posiblemente esto se deba a que los grandes comple­
jos de gammaglobulina son removidos de la articulaci6n por la 
vta linfática y no Tetornan al torrente sanguíneo, mientras que 
los agregados pequeftos salen de la articulaci6n y pueden ser d~ 
tectados en el suero (16), 

Adem4s del FR convencional, el suero y flutdo sinovi­
al de pacientes con AR a menudo contienen otras antigammaglobu­
linas (17), entre las cuales hay anticuerpos que reaccionan es· 
pecif icamente con determinantes antig~nicos ocultos en la por­
ci6n F(ab')z de la molécula de IgG,'Ya que las estructuras anti 
¡~nicas son reveladas despues del tratamiento con pepsina, estos 
anticuerpos son denominados pepsina-aglutinadores. 

La digesti6n, in vit~9, de IgG humana por proteasas 
lisosomales revelan sitios antig&nicos similares. Por otro lado,. 
el flujo sinovial de pacientes con AR contiene enzimas con esta 
capacidad por lo que posiblemente este evento suceda in vivo du 
rante el padeciaiento reumatoide (18). 

Por otra parte, Quismorio y cols. (19) produjeron una 
sinovitis cr6nica.en la articulaci6n de la rodilla de un conejo 
por repetidas inyecciones intra-articulares de fragmento F(ab')z· 
Hllos postularon que el fragmento de la ga11111aglobulina fuE reaccionando 
con los anticuerpos en forma natural en :el suero del conejo, 

• 
los cuales son an4logos a los pepsina-aglutinadores y ast se r! 
fuerza de aaneTa experimental los conceptos antes mencionados. 
Sin embargo, en humanos 4nicamente se ha podido producir sinov! 
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tis por inoculaciones intra-articulares de pequeñas cantidades 
del fragmento Fe, pero no con F(ab 1

) 2. Ambos fragmentos fueron 
preparados por digesti6n de la IgG con papaína (19,ZO). 

Se ha aislado del tejido sinovial reumatoide tanto 
los sitios antigénicos revelados por la digesti6n con pepsina 
como los complejos inmunes que contienen anticuerpos contra e! 
tos sitios antigénicos que fueron deoostrados en el fluído sinovial de 
pacientes con AR por Mellbye y Natvig (22). 

El papel de estos anticuerpos como agentes flo¡ogé­
nicos es cuestionable, ya que la adici6n de pepsina-a¡lutinad~ 
res a precipitados inmunes preformados no incrementa la canti­
dad de complemento fijado. Por otro lado los complejos de pep­
sina-aglutinadores y fragmentos F(ab')z fijan pequenas cantid! 
des de complemento humano ~n v~t~o(l8). Esto es de inter6s de­
bido a la demostraci6n de que el C3 puede ser fijado y activa­
vo por fragmentos F(ab')z por la vía clásica (23); Adem4s las 
efusiones sinoviales de pacientes con .AR pueden fijar complemento 
por la v{a alterna, como lo demuestra GOtze (24). 

8.- ANTICUERPOS ANTINUCLEARES, 

Se ha reportado la existencia de anticuerpos diri¡i­
dos contra otros antígenos tales como los antinucleares (ANA), 
los cuales se detectaron frecuentemente en el suero y en el 
fluido articular de pacientes con AR (25,26), y por lo ¡eneral 
se encuentran simult&neamente con el FR. Sin embar¡o ocasiona! 
mente, •ientras que en el fluido articular se detecta ANA, no 
ha sido posible determinar su presencia en el suero correspo~ 
diente del mismo paciente (15, 27). 

Se ha descrito que la actividad de los factores anti­
nucleares en AR se detectan mas facilmente cuando se utiliza 
co•o antl¡eno el núcleo de ¡ranulocitos que cuando se e•plean 
núcleos de linfocitos, tiroides, •ucosa 1'strica o hf¡ado de 
rata. 



-·· 
Los ANA parecen ser granulocito específicos en varios 

fluidos sinoviales estudiados (26). Regularmente se encuentran 
en los exudados articulares de pacientes con AR nucleoproteínas · 
y ácido desoxirribonucléico (ADN) probablemente liberados por 
la desintegraci6n de los granulocitos (28). Al respecto, se 
especula que los ANA y los restos de degradaci6n nuclear pue­
den ser constituyentes de las inclusiones en los granulocitos 
que están presentes en efusiones sinoviales reumatoides(25,29). 
La identificaci6n de nucleoproteínas en el citoplasma de los 
leucocitos que se encuentran en el contenido sinovial reumatoi 
de ha sido posible por inmunofluorescencia y esto confirma lo 
anterior (30). 

Zvaifler (31) presenta otra evidencia experimental 
para el mismo criterio quien encuentra ANA en células obtenidas 
de efisiones reumatoides. En varias ocasiones los ANA fueron 
demostrados en el lisado de c1elulas, aún cuando no se les en­
contr6 en el fluido sinovial correspondiente. Ninguno de estos 
hallazgos está limitado a fluidos articulares de pacientes con 
AR, ya que tambien fueron encontrados en otras formas de sino­
vitis, aunque en menor cantidad y frecuencia. 

Por otro lado, recientemente se ha reportado la exi! 
tencia de un FR policlonal que presenta reacci6n cruzada con 
antígenos del núcleo celular (32, 33). 

c.- CRIOGLOBULINAS, 

En 1971 Marcus y Townes (34, ~S) y Cracchiolo y cols. 
(36) reportaron en forma independiente que, en casi todos los 
fluidos sinoviales de pacientes .con AR existen proteínas que 
precipitan cuando se enfría la muestra a 4°C denomin'-iolas por 
esta propiedad, crioprote!nas. Rara vez se encuentran proteinas 
si•ilares en el suero de pacientes con AR, así co•o en efusi~ 
nes articulares de individuos con procesos inflaaatorios no 
r•u•atoide, es decir, parecen ser exclusivas d"t la articulacidn 
reu•atoide. 
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Estas crioproteínas est4n constituídas principalmente 
de inmunoglobulinas, con marcada predominancia de IgG e IgM, a­
demás se encuentran f ibrindgeno y productos de degradaci6n del 
mismo; pero estos pueden eliminarse por lavados repetidos (35). 

Se ha detectado ADN en la mayoría de estas crioprote! 
nas, empleando la reacci6n de la difenilamina, La identifica­
ci6n inmunoquimica del ADN se ha hecho con menor frecuencia y 

ha sido motivo de confusidn. Marcus y Townes han detectado ADN 
con poca frecuencia, ya sea empleando· suero de pacientes con l~ 

pus eritematoso diseminado como reactivo en u~ sistema de precl 
pitaci~n o trabajando con una microt6cnica de fijacidn de 
complemento. Por otro lado Cracchiolo usando suero de conejos 
ánti-ADN de una sola cadena pudo identificar en forma constante 
ADN; pero dnicamente despues de calentar las crioproteínas a 
tOOºC. 

Las propiedades biolOgicas que presentan estas prote! 
nas crioprecipitables son de gran interes. La mayorta de ellas 
presentan actividad de anti-galllJllaglobulina y d~ ANA (35-37). La 
actividad anti·gammaglobulina disminuye en forma significante 
des~ues del tratamient~ con 2-mercaptoetanol, lo que sugiere la 
presencia de proteínas de la clase IgM (37), Además, presentan 
actividad anticomplementaria (34). En este precipitado se pudo 
deterainar por actividad hemolftica la presencia de Clq y por 
inmunodifusiOn a C4, en casi la mitad de los casos, Sin embargo, 
no fue posible detel'Jlinar la presencia de C3 posiblemente por 
encontrarse en cantidades muy pequeftas ya que, los conejos inm~ 
nizados con el crioprecipitado produjeron anticuerpos contra e! 
te coaponente del co•pleaento, 

Marcus y Townes (351 seftalan que .las crioprotefoas 
pueden ser disociadas parcialmente con soluci6n de cloruro de 
sodio al JS\ y este aaterial disociado tiene la capacidad de r! 
accionar con gNA de ti•o de ternera, desnaturalizado por calor. 
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Adem4s las fracciones se estudiaron separ4ndolas por 
gradiente de densidad, haciéndolas reaccionar con DNA desnatu· 
ralizado y con complemento humano obtenido de un suero agamma­
globulinémico. Se observ6 que las fracciones mas pesadas tenian 
la máxima actividad de fijaci6n de complemento cuando se utili• 
zaba ADN desnaturalizado; pero no ocurrió fijaci6n ~uando se 
empleó ADN nativo. Estas evidencias apoyan la posibilidad de 
que exista una reacci6n específica antígeno-anticuerpo, y est4n 
basada en que el ADN pell. H no fija complemento y que cuando r~ 
acciona con gammaglobulina agregada por calor, no incrementa la 
cantidad de complemento fijada por la gammaglobulina agregada • 
sola. 

Zvaifler (37) present6 resultados. adicionales sobre 
el material crioprecipitable del fluido sinovial, los cuales d! 
fieren de los presentados por Marcus y Townes (34). Esta difere~ 
cía posiblemente se deba a que Zvaifler utiliz6 mayor namero de 
lavados y mayor tiempo de criopreci~itaci6n (72 horas). El cri~ 

precipitado obtenido se redisolvi6 completamente a 37ºC, el C3 

fué identificaao en'!orma regular; mientras que Clq fu~ detec 
i~do solament~·en algunas ocaciones. Los datos sobre los crio­
p-recipitados: se resumen en la tabla I. 

Generalemente 1 la capacidad del crioprecipitado para 
fijar complemento estuvo relacionada inversamente con la conce~ 
tracidn de complemento detectado en el flu!do sinovial del cual 
se obtuvo. indicando su posible utilizacidn intra·articular. Ad! 
m4s esta. capacidad del crioprecipitado de fijar complemento e! 
tuvo relacionada en forma directa con la cantidad de proteína 
total en el precipitado, Cantidades similares de complemento de 
cobayo y de humano fueron fijadas. observ4ndose que ocurre mejor 
fijaci6n despues de incubar toda la noche a 4°C, que a 37°C du· 
rante 45 minutos. Ambos hallazgos fueron mas consistentes cuan­
do la fijaci6n fue hecha por IgG que por IgM (38), El consumo 
de comple•ento no estuvo relacionado con la concentraci6n de IgG 
o IgM en el crioprecipitado; pero fue proporcional al cociente 
IaG/IgM (figura 1), Si esto representa un balancé entre la fij! 



' 

P R O T E 1 N A S (119%) C O M P L E M E N T O ANTICUERPOS 

PROTEINA hG' ICJM ª JgA' C1q ª C3• 1 DE (' MA•. FR• 
TOT.&t Fl.J&M '1'1'1tulo> 

100 5.0 25.0 o.o o + 9 o o 
480 31.0 31.0 1.9 o + 19 o 80 

47 7.1 8.6 o.o o + 1 t 40 

92 lfl.O 18.S 1.1 t + 55 t 

60 56.0 7.6 4.5 o + 64 + o 
35 5.4 3.0 o.o o 39 t 40 

120 47.0 49.0 1.9 + + 6 t 80 
100 32.0 6.6 1.2 o 38 + 

. 34 7.5 o.o o.o o o 45 10 
73 37.0 6.2 2.1 + + 43 o o 

366 4.5 60.0 15.S o + 69 o 160 

TABLA l. CRIOPRECIPITABLES OBTENIDOS DEL FLUIDO SINOVIAL DE PACIENTES CON ARTRITIS REUl1ATOIDE1 
1.-Deterainadae por Jnaunodifuei6n radial. 
3.• Inaunofluoreecancia, 

ª·" M•todo de Ouohterlony, 
4.- Ploculaci6n de B•ntonita. 

1 .... ..... 
• 
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FIGURA l. RELACION ENTRE LA CONCENTRACl6N DE IGG/IGM Y EL 1 DE COfitPLEMENTO FIJADO POR El 
FLUIDO SINOVIAL DE PACIENTES COH AR. 
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ci6n de complemento por IgG y su inhibici6n por el PR tipo IgM 
no esta establecido, pero los datos obtenidos son consistentes 
éon tal hip6tesis. 

Bas•ndose en sus actividades biol6gicas, su contenido 
de anti·galftlllaglobulina, su actividad antinuclear y su similutud 
con las protefna crioprecipitables s~ricas, se ha sugerido que 
los crioprecipitados del fluido sinovial son representativos de 
complejos inmunes. Esto se ve reforzado por el hallazgo de anti 
cuerpos en los crioprecipitados, los c'uales no se encuentran en 
el suero del mismo paciente~ es m4s, ni en el fluido sinovial 
del cual se obtuvo(36). No se conoce la raz6n de porqu6 estos 
anticuerpos se detectan con facilidad en los precipitados del 
fluido sinovial reumatoide, cuando no est4n presentes en el su! 
ro correspondiente. Una razón podrfa ser que la solubilidad de 
las protetnas se haya alterado ~or la acci6n de las enzimas pr! 
sentes en el exudado inflamatorio. Otra raz6n serta que estos 
anticuerpos sean sintetizados en la membrana sin~vial y reacci2 
nan con sus antígenos antes de alcanzar el torrente circulato­
rio. Por otro lado, debe enfatizarse que existe. un error al 
co•parar el fluido sinovial con el suero, ya que el fluido se 
una articulaci~n inflamada es antlogo al plasma. Por lo tanto 
es mas apro~iado comparar los crioprecipitados del flutdo sino­
vial reumatoide con los criofibrindgenos; los cuales son prote! 
nas que precipitan cuando el plasma es enfriado. Estos criopre­
cipitados plas•lticos se detectan en diversas condiciones clln! 
cas incluyendo: tumores malignos metastlsicos, enfermedades su~1 

purativas aaudas, embarazo y ocacionalmente en des6rdenes del 
tejido conectivo. 

Zvaifler report~ que 9 de 10 sujetos con AR tentan 
protelnas plas•lticas crioprecipltables (39). La cantidad de pr~ 
telna del precipitado obtenido fue un pr011edio de 0.56 •1/al. 
El aayor conetituyente del precipitado fuf fibrin~geno; se dete~ 
taron pequeftas cantidades de l1G (0.08-0.14 •1/•l), sin ellbar10 
no fu~ posible detectu ni I1M, ni t1A. A diferencia de l-os cri! 
precipitados del fl1&ldo sinovial, los crioprecipltados ·ül pl•! 
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ma no tienen actividad antinuclear y, aun~ue el FR estuvo presen 
te en 7 de las 9 muestras de plasma, 4nicamente 3 de los criopr! 
cipitados presentaron actividad anti-gammaglobulina. En este e! 
tudio no se pudo determinar la presencia de Clq y C3; tampoco 
se observ6 fijacidn de complemento despues de la incubaci6n del 
precipitado con complemento de cobayo (39), 

Característicamente las efusiones reumatoides contie­
nen grandes cantidades de fibrin6geno y productos de deg~adaci6n 
del mismo; la actividad antitrombina de estos productos podrfa 
explicar el hecho de que este Hquido coagula 111.1)' poco y lento '(40). 

Por otro lado, cabe remarcar que los complejos solu­
bles de mondmeros de fibrina y productos de degradacidn del fi­
brin6geno son marcadamente insolubles en frio (41, 42). Por lo 
tanto, es muy probable que cuando el fluido sinovial reumatoide 
se enfria .a 4ºC, la mezcla de fibrina y productos de degrada­
cidn del fibrindgeno, se hacen insolubles y precipitan. En este 
proceso se pueden atrapar mec,nicamente complejos inmunes solu· 
bles ya existentes (17, 10). Asl se deduce que los crioprecipi· 
tados del fluido sinovial pueden ser el resultado de una combi~ 
naci6n fortutta de eventos fisicoqutmicos, so~re productos crio 
precipitables de la digestidn de fibrin6geno fol'Jll4ndo$e en la 

presencia de coaplejos inmunes solubles. 

D,• COMPLEMENTO, 

En ¡eneral la actividad heaolltica total del coaple•e! 
to (C') en el suero de pacientes con AR se encuentra non1al o l! 
¡eraaente elevada (43·45). Considerando que el sistema dtl C' 
esta coapuesto por un 1rupo de protefna~ sfricas, se esperarta 
que f sta1 est•n presentes en el fluido sinovial en concentraci~ 
nes parecidas a las otras prottlnas dt taaafto siailar. Sin eab•t 
10, Hedbtrt (46, 47) y, Pekln y Zvalfler (41) reportaron, casi 
siaultaneaatntt y en fot11a independiente, que en los pacientes 
con Al la actividad ht110lftica dtl C' en el flufdo sinovial ti· 

.1 
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t4 significativamente deprimida en comparaci6n con la actividad 
del C' serico. En cambio, en padecimientos articulares no reum! 
toides la actividad del C' no se encontrd baja y fu6 proporcio· 
nal a la cantidad de leucocitos, proteínas totales y a la con· 
centracidri de gammaglobulina presentes en el fluido sinovial. 
Los niveles de C' se encontraron mas bajos en las efusiones de 
sujetos reumatoides, con nddulos, seropositividad al FR y con 
signos cltnicos caractertsticos de AR. En cambio en los pacien­
tes seronegativos los niveles de C' intra-articular fueron mas 
altos, y fueron mayores todav!a en paéientes con otros padecim! 
entos articulares inflamatorios pero no reumatoides tales como: 
gota, espondilitis anquilosante, o síndrome de Reiter. Cuando 
se realizan determinaciones repetidas en la misma articulación 
se aprecia una marcada estabilidad por meses y aón por afios. 
Estas observaciones iniciales han sido confirmadas por numerosos 
reportes (14, 25, 49-54). 

Las apreciaciones anteriores, de que los pacientes con 
AR seropositiva tienen relativamente bajos niveles de C' hemol! 
tico total en el flutdo sinovial, sirvieron para sostener la 
existencia de una activaci6n intra-articular del sistema del C'. 
Las evidencias directas presentadas incluyen: descenso de los 
niveles de los co•ponentes individuales del sistema del C' en el 

·fluido sinovial de pacientes con AR (SO, SJ); una acelerado ca­
tabolisao de las protetnas del C' tanto sistemicaaente (SS) co­
ao en el espacio intra-articular (56), y la demostracidn de los 
productos de la reacci6n secuencial del C' mediante tEcnicas fi 
sicoqulalcas, inaunoqulaicas e inaunobioldgicas (57-59). 

Coao las prottfnas del C', durante su participacidn 
en las reacciones de actlvaciGn, son aodificadas y pierden sus 
propiedades y, adea•s, son rlpld .. ente degradadas i" vivo, para 
·asentar su posible participaci611 eil el proceso del padecí• 
aiento, se puede utilizar la aedicidn de los niveles de los 
co.,onentes indivlduale1, ya sea los que intervienen en la vla 
cllsica o los de la vla alterna. Para la vla clfstca el coapo­
nente C4 parece ser un indicador sensible de ta activacl~n de 
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Cl, mientras que para la vfa alterna son de gran utilidad las 
mediciones especificas del factor B. De este modo la~·medicio· 

nes individuales de componentes del C' hechas por m~todos semi­
cuantitativos revelan una reduccidn de las concentraciones de 
Cl y C4 (60) y de ·c2 (SO), Las reducciones son proporcionales 
al decremento del C' hemolftico total. Estos hallazgos han sido 
confirmados por otros m~todos para medir los componentes indi· 
viduales tales como la irununodifusi6n radial y las titulaciones 
hemolfticas estequiom~tricas (53, 57, 61). 

La concentracidn de Cl en la mayorfa de los fluidos 
sinoviales de pacientes con AR no está reducida significativa-. 
mente aunque, ocasionalmente, en pacientes seroposi ti vos se en­
cuentran niveles muy bajos. Una posible explicaci6n es que Cl 
se disocia de la inmunoglobulina activadora por algdn fen6meno 
fisiol6gico; pero la reducción paralela de sus sustratos natu­
·rales, C4 
Cl (S~) 

Utica de 
dades por 

y C2, 

Ruddy 
C4 en 
gramo 

es una·e•idencia indirecta de la activación de 

y Austen (53) encontraron que la actividad hem2 
pacientes con AR seropositivos es de 700!200 un! 
de protefna total del fluido sinovial. La redui 

ci6n se observa si se compara con las 4,300!500 unidades encon· 
tradas en el fluido sinovial de pacientes con AR seronegativos, 
y con las 7,800!:_1,100 unidades en el flufdo sinovial de !Jacien· 
tes con artritis degenerativa no reumatoide. La actividad de C2 

en el fluido sinovial fu6 similar a la de C4, el los tres grupos 
de pacientes, aunque la reduccidn no fu~ tan marcada. 

Los niveles de C3 en el fluido sinovial decrecieron 
proporcionalmente con el C' hemolltico total cuando fueron deter 
minados por inmunodifusidn radial (59), contrainmunoelectrofor! 
sis (63), o titulacidn hemolftica (53), 

Ruddy y cols. (61) encontraron que los niveles sfri• 
cos ·de ~ estM elevados cui al doble de los nol'lllal en pacientes con 
AR, tanto seTone1ativos co•o serope1iU.vo1; sin~11bar10 1 los n! 



veles de C9 en el fluido sinovial de pacientes seronegativos 
fueron mas altos que los de pacientes seropositivos. Esto puede 
interpretarse como una evidencia adicional de la actividad intr! 
articular y terminaci6n de la secuencia de las reacciones del C' 
durante el padecimiento, preferentemente en los pacientes sero­
positivos. 

Es de todos sabido que la acci6n secuencial de Cl so­
bre C4 y C2 genera un factor con actividad enzim4tica denomina­
do C3 convertasa ( 64) . La formacidn in·traarticular de la C3 con­
vertasa apoya la idea del consumo de C3 en el espacio articular 
de .pacientes con AR. El apoyo experimental esd dado por los e! 
tudios de Weinstein y cols. (SS) y Ruddy y cols. (S6) sobre el 
metabolismo de C3 purificado y radiomarcado. 

Se ha demostrado un marcado hipercatabolismo sistEmi· 
co de C3 en pacientes con síntomas de vasculitis :reumatoide (S4) 
y adn en los pacientes que tienen limitada la enfermedad a las 
articulaciones. En seis pacientes con AR seropositivos sin vas­
culitis la velocidad del catabolismo plasm4tico. de C3 fuf de 
1.6, 1,8 y 2.6\ por hora; mientras que en personas normales los 
valores son de 0.9 a 2.~\ por hora. El ligero incremento en el 
catabolismo de C3, deaostrable en algunos pacientes, ocurre adn 
cuando los niveles sfricos de C3 sean normales. Por otro lado, 
las mediciones efectuadas en el fluido sinovial de pacientes con 
AR, despues de la inyeccidn intravenosa e intra~articular de C3 
marcado con 111 I, indican un hipercatabolismo de C3 en el esp! 
cio articular (56), 

La activacidn de C3, •ediada por la C3convertasa, es 
la responsable del incre•ento en la eficiencia.del sistema hem~ 
lttico, Ade•as se generan factores bioldgicaaente activos que 
favorecen la fagocitosis; estos tienen actividades quimiot4cti~ 
cas y anaf iJ,.otdxicas y son responsables del fen6menos de adhe­
rencia inaune. Los productos de dearadacidn de C3 pueden ser 
detectados por analtsis inaunoelectroforetico co•o protefnas que 
co•parten deter11inantes anti1•nicos con Cl, pero con •ayor •o· 



vilidad electroforetica, AGn cuando estos productos, indicadores 
de la utilizacidn de C3, se pueden detectar en fluidos sinovia·. 
les de pacientes con diversas afecciones articulares, solamente 
existe una relacidn directa con el diagn6stico de la AR, partic~ 

larmente en pacientes seropositivos (62, 63). 

La evidencia de que la secuencia de reacciones conti· 
nda está dada por la.presencia de actividad quimiotáctica en el 
flutdo sinovial. Puesto que se conoce que durante la activaci6n 
del C' se liberan productos con actividad quimiotáctica para le~ 
cocitos, •se analizaron los flufdos sinoviales provenientes de 
pacientes con AR. Aproximadamente dos tercios (38/54) de los 
fluidos sinoviales reumatoides mostraron actividad quimiot4cti· 
ca para granulocitos de conejo; esta actividad estuvo en ¡ran 
parte relacionada con el quinto (CS) y sexto (C6) componente del 
C' humano (58), Cuando las efusiones se analizaron por una comb! 
naci6n de t6cnicas inmunol6gicas y fisicoqulmicas se demostr6 la 
presencia de dos mediadores moderados de la quimiotfsis. Todos, 
menos uno, de los flufdos reumatoides examinados mostraron un 
factor quimiot•ctico de alto peso molecular: el complejo trimo· 
lecular CSb.6.7. Dos tercios de los fluidos contentan tambi~n 
un factor de bajo peso molecular, esa, identificado como un pr~ 
dueto de la ruptura de CS. Ade••s, cuando se adiciona es humano 
purificado al flutdo sinovial reumatoide1 es posible observar 
la ¡eneraci6n .itt •.itu· de un factor qui•iodctico id6ntico a esa. 

Si a la •ezcla de es y fluido sinovial rewnatoide se 
le adiciona anti·CS, la recifn iniciada actividad qui•iot4ctica 
se inhibe en un 7Z\, mientras que al a¡re1ar anti·C3 no se pre~ 
stnta efecto al1uno. 

Sandber1 y cols. en 1970 (23), reconocieron la activa· 
cidn del C' por la vfa alterna ••diada por co•plejos inaunes, la 
cual consume c011pon1nt1s del sisteaa untcaaente de la secuencia 
dt CJ a C9, produciendo sustancias biold1icaaente activas sin 
afectat 101 nivele• de C1 y C4, La activacidn del C' por 11ta 
via taabi•• •• pu .. e.lo1rar por pr1parado1 dt pared celular de 
ltY ... l'H (65) 1 por LPS de bacteriH Cr• ..... tiYU (66). 
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Estos hallazgos sobre la vía de activación del C', 
permitieron postular que los agregados de ciertas inmunoglobu· 
linas y polisacáridos que se encuentran en ~léntas y bacterias 
activan una enzima sérica distinta a las previamente descritas 
como componentes del C', la cual puede romper a C3. Los consti 
tuyentes de esta reacci6n han sido descritos en detalle por 
Gotze y Muller-Eberhard (67). 

En el suero humano existe una proteína denominada 
proactivador de C3 (C3PA), la cual puede ser activada por poli 
sacáridos de plantas o bacterias (inulina, zimosan, endotoxi· 
nas), o por agregados de ciertas clases de inrnunoglobulinas. La 
activación de C3PA dá por resultado la fragmentación de la mo• 
lécula en dos piezas menores. Una de ellas, el activador de C3 
(C3A), tiene una movilidad electroforética igual a la de una 
gammaglobulina y se asemeja a la C3 convertasa por su acción 

_,. 
enzimática sobre la molécula de C3. Puesto que este mecanismo 
activa el sistema hemolítico del e' se le ha llamado "sistema 
activador de C3" o vía al terna. 

Se han estudiado los fluidos s:incviales para determinar 
la presencia de C3A mediante la cxmversi6n de C3PA cuando se incuban 
con inulina. El promedio de concentración de C3PA en el grupo 
de pacientes con AR fu~ de 79 u~/ml¡ mientras que en pacientes 
con artritis infecci~sa fuf de 209 ug/ml y en pacientes con e! 
fermedades articulares no reumatoides fué de 201 ug/ml. La CO! 
centraci6n de C3PA estuvo correlacionada con el nivel promedio 
de C' hemolítico total en el fluído articular de los tres gru­
pos de pacientes. El C3A se determin6 en 2 de las 7 efusio· 
nes reumatoides y en 3 de los 5 flufdos articulares de pacien• 
tes con artritis infecciosa¡ pero estuvo ausente en las 8 efu· 
siones de pacientes con artritis inflamatoria no reumatoide. 
Al adicionar imlina a los fluidos reumatoides no se observa la con 
versi6n de C3PA, lo que hace suponer que los componentes del 
siste•a alterno ya han sido utilizados; mientras que fstos pa· 
recen estar intactos en los otros padecimientos_ articulares que 
han sido estudiados (24). 

1 
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Las determinaciones comparativas de C4, como indica­
dor de la activación de la vía clásica, y de C3PA, como señal! 
dor de la vía alterna, en el suero de pacientes con glomerulo­
nefritis crónica o con nefritis asociada a lupus eritematoso 
sistémico, han revelado perfiles utilizables para dilucidar la 
intervención de cada vía en la AR (66). En glomérulonefritis 
hipocomplementaria, los niveles disminuidos de C3 están corre­
lacionados con la disminución de C3PA; mientras que C4 se ene~ 
entra en concentraciones normales, lo que indica una activación 
preferente de C3 por la vía alterna.Según los resultados en la 
nefritis lúpica la activación de C3 parece ser por ambas vías. 
La activación de la vía clásica se observa por la reducción de 
los niveles séricos de C4, y la activación de la vía alterna 
se manifiesta por la disminución de los niveles de C3PA en el 
suero. 

Al comparar los niveles de C3, C4 y C3PA del fluido 
sinovial de 16 pacientes con AR seropositiva con 8 de pacientes 
con enfermedades articulares degenerativas, se observó que los 
niveles de C3 en los pacientes con AR fueron mas bajos a los 
encontrados en el otro grupo, aún cuando se aprecia una sobr~ 
posición de los datos (figura 2).Hay una gran diferencia cuan­
do se comparan los niveles de C4 en el f luído sinovial de los 
dos grupos; en cambio para C3PA no se observa diferencia sign! 
ficativa, lo cual implica que la activaci6n de C3 se lleva a 
cabo preferentemente por la vía cl4sica(68). 

Las alteraciones en los niveles de los componentes 
del C' en el fluido sinovial de pacientes con AR sugiere que 
las inmunoglobulinas alteradas en su estructura como conse­
cuencia de la uni6n con un antígeno o por otras razones, ini­
cian la activaci6n del C' • Adem&s, las molfculas de lgG agre­
gadas (7) y los complejos IgG-anti·I~G(10) .son capaces de act! 
var el c•.eor otro lado se ha demostrado actividad anti-I¡G en 
101 complejos inmunes presentes en el fluido sinovial de paci· 
entes con AR. Las alteraciones en las conc1ntracione1 de los 
componentes del C' son mas aparentes en los fluidos sinoviales 
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de pacientes con niveles elevados de Ig:~ con actividad anti·I¡G, 
la inmunoglobulina característica de pacientes seropositivos. 
Esto concuerda con los resultados que demuestran que.la I¡M es 
un ~cti~ador pote~te del C' por la vía c14sica, con poc~ o ni! 
gún efecto sobre la vía alterna (69). 

Los componentes del C' pueden detectarse por in· 
munofluorescencia tanto en la membrana sinovial como en las e! 
lulas basales de ésta, usualmente en combinación con IgG. 

Los leucocitos, presentes en el fluído sinovial de 
pacientes con AR, tienen inclusiones citoplasm4ticas de inmu· 
noglobulinas y componentes del C'. Ademfs existe una correla· 
ci6n inversa entre la concentración de C' en el fluído sinovial 
y la presencia de las inclusiones de' inmuno¡lobulinas en 
los leucocitos (57, 70, 71). Sin eabargo es notable la detec· 
ci6n frecuente de C1q, C4 y C3 en fagosomas de leucocitos pro· 
venientes de efusiones de pacientes con enfermedades articula· 
res diferentes a la AR (S?, 58). 

Los complejos de g&1111a1lobulinas de alto peso aolec~ 
lar pueden ser precipitados del fluido sinovial reumatoide y 

la cantidad de 6stos est! relacionada con el ¡rado de depre­
si6n del C' en el aismo flutdo (7, 10). Se han detectado coapl!. 
jos crioprecipitables conteniendo IgG, ADN, ANA y molfculas con 
actividad anti¡a18aglobullnica en un gran porcentaje de fluidos 
articulares de pacientes con AR seropositivos (34, 36, 37). Es· 
tos complejos crioprecipitables fijan C' (35) y su anticoaple· 
aentaridad es proporcional al descenso del C' hemol1tico total 
del fluido en el cual se han detectado (37). De este •odo hay 
evidencias de que el C' se consume en cuando aenos tres sitios 
de la articulaci6n: la aeabrana sinovial, el fluido sinovial y 
en los leucocitos presentes en la articulacidn inflaaada. 
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Si en la AR existe una depresi6n de los niveles del 
C' debido a su activaci6n y consumo y ademas, como caracteris­
tica del padecimiento hay presencia del FR, la pregunta a res· 
ponder sería: ¿es el FR el responsable del descenso de los ni· 
veles de los componentes del C' en el fluído sinovial?. 

Los hallazgos para contestar esta pregunta son conf~ 
sos. Por un lado, los titulos de FR encontrados en el suero o 
en el fluído sinovial de los pacientes artriticos tienen una 
completa correlaci6n con el descenso de la actividad hemol!ti· 
ca del C' en el fluído sinovial (63). Además, cuando se incuban 
células polimorfonucleares normales con el f luído sinovial de 
pacientes seropositivos se presentan inclusiones de Ig:.f y C3, 
que pueden ser determinadas por inmunofluorescencia, lo cual 
sugiere que los complejos de lg\f y C' existen preformados en 
tales flu!dos (15). Por otra parte, estudios por inmunofluore! 
cencia hechos en membrana sinovial y gr8Jlllocitos de articulaciones 
muestran que hay antiglobulinas clase lgG y C' formando compl! 
jos con IgG; el hallazgo de uno usualmente excluye al otro(62). 

Los estudios i" v.L.t:-to para determinar la capacidad 
del FR clase IgN o del suero con actividad anti·ga11111a1lobulí· 
nica para fijar C1 son igualmente confusos. Los primeros repo! 
tes sugieren que el FR puede inhibir la fijación de C' por par 
te de la IgG cuando ·6sta se encuentra unida a eritrocitos de 
carnero (72, 73), a partículas de lftex (74) o a mitocondrias 
(75). 

Para demostrar en forma indirecta la influencia del 
FR en las reacciones de la fijación de C' por parte de la aol! 
cula de lgG, Wiedermann (76) emple6 2·mercaptoetanol (2·ME) P! 
ra reducir las mol,culas de anticuerpos del tipo 7S o a la ¡a· 
mmaglobulina a¡re1ada. Con este tratamiento la molfcula pierde 
su capacidad de fijar C', pero mantienen su capacidad de reac· 
cionar con el FR. Ast, se contro16 la actividad de la I1G pud! 
endo deter•inarse la cantidad de C' fijada por la aolfcula del 
FR. 
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Los complejos formados de FR [IgM] y garnmaglobulina 
a¡re¡ada y reducida fijan el C' humano a 37°C; pero no a 4ºC. 
Es de hacerse notar que estos complejos no fijan el C' de cob! 
yo a nin¡una temperatura (77). Los requerimientos de e• humano 
y una teaperatura de reacci6n de 37°C han sido seftalados en 
otros estudios hechos sobre las moléculas de anticuerpos del 
tipo 195 (13, 78, 79). Ya que en este caso los primeros compo­
nentes del complemento est!n disminuídos se ha sugerido que la 
activaci6n es por la vía cl&sicá. La reducción de C2 y C3 est~ 

vo relacionada con el decremento de la actividad hemolítica 
total (77). 

La incubaci6n de irununoglobulina agregada y reduci­
da, con suero fresco normal o con suero de pacientes con AR S! 
rone¡ativos d6 por resultado la fijaci6n de una pequefta canti­
dad de coaple•ento o bien, no hay fijaci6n. Por otra parte, cu 
ando la fijación se hace con suero de pacientes seropositivos 
la fijación de C' se incrementa proporcionalmente con los tí­
tulos de FR en el suero. Sin eabar¡p, esta cantidad de C' fiJ! 
do es unicamente de la mitad a la sexta parte de la que se fi­
ja cuando se adiciona a suero nor•al huaano gallllla¡lobulina a-
1re1ada no reducida (62). 

Tesar y Schllid (10) demostraron que la uni6n del FR 
a coaplejos ant{¡eno-anticuerpo d' por resultado una fijaci6n 
adicional de complemento al ya fijado por el complejo. Ellos 
auestran que los coaplejos de albómina s'rica bovina (BSA) y 

su anticuerpo, anti·BSA, tratado con 2-ME fija cantidades pequ~ 
nas de co•ple•ento a 37•c; pero observaron un ¡ran incremento 
en la fijaci6n despues de la adici6n de FR,de la clase I¡M, al 
complejo. Sin eabar¡o, no hay fijaci6n de C' cuando la reacci6n 
se efect6a a 4•c o cuando el FR·I¡M es sustituido por FR de la 
clase IaG, previamente reducido con 2-ME. Estos resultados co~ 

· cuerdan cort las observaciones previas de que los anticuerpos 
huaanot de la clase I&M son disociados de Cl cuando se incuba 
a 4•c (71). Finalaente, el efecto del FR fu' inhibido por la 
adici6n de anti·IaM huaana, la cual habia sido tratada para de! 
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truir su capacidad de fijar e•. La explicación a este fen6meno 
es que, el FR bloquea el sitio de fijación del C' en la mol6cu· 
la de I¡G, por iapedimento est~rico¡ posiblemente debido a que 
el determinante para el FR y el sitio para la fijación del C' 
est6n localizados cerca uno del otro en la porción Fe de la mo· 
lécula de I¡G, As{ la fijación de C' observada se deba a que 
el C' se una a la molécula de FR·l¡M.· 

Tambien se ha estudiado la fijación del C' por el FR 
y gammaglobulinas no reducidas. La interacci6n del virus del 
herpes simple y su correspondiente anticuerpo, clase lgG, d6 
por resultado la for111ci6n de un co•plejo virus-anticuerpo, el 
cual mantiene su infectividad (81). Estos complejos han sido 
identificados y aislados de la san¡re de animales infectados 
cr6nicaaente. La neutralización del complejo infeccioso, virus· 
anticuerpo, ocurre cuando se adicionan los tres primeros comp~ 
nentes del C'¡ pero no con el FR-l¡M. Sin e•bar¡o, si se emple· 
an concentraciones subneutralizantes de componentes del e•, con 
la adición del FR resulta la neutralización. Parece ser que la 
neutralización es el resultado del recubrimiento de la superf! 
cie del virion por las anti-gaaaa¡lobulinas y el C' (81). 

La cantidad de e• fijado por la adición de a¡re¡ados 
de gran tamafto de moléculas de I¡G a suero normal o suero fre· 
co conteniendo FR se comparó con la cantidad fijada por el mi! 
mo suero pero con la adición de a¡re¡ados de ga••aglobulina de 
menor tamafto (38). Cuando se adicionó I¡G en pequeftos aaregados 
el suero con altos títulos de FR fij6 mas co•plemento que el 
suero normal. En contraste, cuando se utilizaron a¡re¡ados ¡rl!! 
des de l¡G s61o la •itad del coaple•ento se fijó por el suero 
con FR, co•parado con el suero nor•al. 
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1.3, EL FACTOR REUMATOIDE V LA MQLECULA DE IGG. 

En la artritis reumatoide el fen6meno inmunol6gico 
principal est' •ediado por una reacci6n antígeno-anticuerpo cu­
yas características y co•ponentes, la lgG y el FR, han sido 
aaplia•ante estudiados. 

De este aodo, para una mejor comprensi6n del fen6meno 
y hacer un planteamiento experi•ental cuyo objetivo sea la de­
tel'llinaci6n del sitio anti¡6nico que presenta la mol6cula de 
IgG en su reacción con el FR, es menester revisar algunos as­
pectos relacionados ·con tales mol6culas y sus interacciones. 

A.- EL ANTICUERPO: EL FACTOR REUMATOJDE, 

La clasificaci6n del FR co•o un anticuerpo, est' 
relacionada en for11a confusa a la identificaci6n del antígeno 
que estiaul6 su foraaci6n. Esto parece parad6jico debido a que, 
si bien la naturaleza del anticuerpo del FR es. aaplia•ante ace~ 
tada, las características estructurales de su ant{¡eno se encu­
entran. sujetas a •ucha• conjeturas. El hallaz10 de Waaler (82) 
Y, Rose y cols. (13) de que el suero de pacientes con AR causa­
ban espec{fica•ente la 11lutinaci6n de ¡16bulos rojos recubie! 
tos con 11Ma1lobulina establece prmer111ente que el and¡eno son 
las 1 ... a1lobulinas. Posteriormente este concepto fu6 ratifica­
do al observar que los preparados de 1 ... a1lobulina producen 
precipitaci6n directa cuando se adicionaban al suero provenien 
te de pacientes con AR (14). Investi1aciones posteriores (85-87) 
hin enfatizllk> sobre la i•portancia de la confi1uraci6n de la 

1 ... a1lobulina en este sisteaa. 

El Fl puede ser de la clase I1M 1 I¡G o I1A (81·104), 
y •• •ncue•tra circulando en el suero del paciente foraando 
coaplejos ZZS, con1titu{do1 por este anticuerpo e l&G coao an· 
tf1eno (12, ZO, 19). Estos cOllplejos ta•bien se encuentran en 
el fluido sinovial de los pacientes (9, 10) y pueden ser respon 
sables, total o parcialaente, de la sinovitis asociada a la AR. 
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El FR tambien reacciona con IgG de otras especies 
de mamíferos (90).Esta característica, primeramente reconocida 
por Waaler (8Z), es la base de una t6cnica para la determina· 
ci6n del FR. La prueba, denominada de Waaler-Rose se fundamen· 
ta en la reactividad de la IgG de conejo con el FR (82, 83). 
Así se observa la capacidad del suero de pacientes con AR de 
aglutinar glóbulos rojos de carnero {GRC) sensibilizados con 
el amboceptor anti-GRC obtenido en conejo. Los estudios de ab­
sorci6n usando agregados o precipitados antígeno-anticuerpo, 
conteniendo IgG humana indican que la reactividad del FR con 
la I¡G de conejo representa una reacci6n cruzada (90, 91, 9Z, 
103, 104). 

Se ha postulado un posible efecto ben6fico del FR 
en el organis•o; Golber¡ y Fudenber¡ (93) especulan que el FR 
podría tener un papel en la eliminación de complejos inmunes 
del suero, puesto que es inne¡able la capacidad que tiene el 
FR de unirse a ciertos complejos solubles y causar su precip! 
tación (IS). Asiais•o puede combinarse· con coaplejos infecci~ 
sos de herpes simple-anticuerpo y, el subsecuente tratamiento 
del coaplejo virus·anticuerpo-FR con C', d' por resultado la 
p6rdida de infectividad del virus· (95). Por otra parte, el FR 
puede inhibir la fa¡ocitosis de ciertos complejos bacteria-a~ 
ticuerpo por coabinaci6n con la I¡G ops6nica y evitar la unión 
al fa¡ocito (94), su¡iriendo esto un efecto nocivo. 

El FR precipita aejor si se hace reaccionar con IgG 
desnaturalizada o a¡re¡ada, que con la I¡G nativa¡ esta propi! 
dad se eaplea para la detección del FR al utilizar I¡G a¡re¡! 
da y/o unida a partículas (13). Aunque la reacción del FR con 
la l¡G nativa taabien ha sido deaostrada se ha reportado que 
la constante de afinidad para tal interacción es relativaaen· 
te baja (96, 97). Los estudios eapleando I¡G tanto a¡re¡ada 
coao nativa han deaostrado una clara preferencia del FR para 
unirse con la foraa a¡re¡ada (19). Sin eabar¡o, Noraansell y 

Stanworth (91, 99) han determinado que la afinidad del FR, e! 
tudiada por ellos, 11 i1ual para la to111a a¡reíada que para 
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la l¡G nativa. Ademh, se ha demostrado por estudios recientes empl! 
ando ei. Fab del FR que el s.itio activo del FR no tiene pref~ 
rencia por al¡Ón determinante anti¡6nico presente en la IgG 
a¡re¡ada, ni una mayor afinidad por 6sta, sino que la misma 
afinidad que por la I¡G nativa (102). 

Con base en lo anterior, al¡unos investi¡adores SO! 

tienen que parte de la especificidad del sitio de reacci6n del 
PR esd diri¡ida hacia deterainantes antighicos que no son 
accesibles en la mol6cula intacta y que son revelados o incr! 
aentan su afinidad cuando la aoUcula de I¡G ~s modificada 
en su estructura por a¡re¡aci6n (17, 87, 106, 107), Sin emba! 
¡o, tales estudios realizados con la t6cnica de doble difusi6n 
en ¡el (OuchterlOny), no peraiten observar la iaportante ínter 
acción polivalente ant{¡eno-anticuerpo, la cual podr{a incre­
aentar la afinidad total de la uni6n y favorecer la precipi­
tación (96, 100, 101). 

Se ha deaostrado que el PR puede reaccionar con una 
o varias subclases de I¡G huaana (108); no obstante es claro 
que pueden presentarse ciertos patrones de especificidad, por 
eje•plo: frecuente•ente se ha visto que el PR reacciona con 
l¡Gl, J¡GZ e J1G4, pero no con la J1G3 (109, 110). Bl deter­
•inante anti16nico isotlpico, deno•inado Ga, presente en el 
doainio CHZ de la I1Gl, I1G2 e J1G4 actuan, al parecer, dete! 
ainando tal especificidad (109, 111, 113). Eapero, al¡unos P! 
cientes con crio1lobulineaia del tipo I1G tienen anticuerpos 
con actividad anti·I1G3 (114). Por otro lado, ocasionalmente 
el FR puede reaccionar aas fuerte•ente con J1G de otras espe­
cies de ... ~feros, coao la del conejo, que con la J¡G huaana; 
esto 11 particularmente propio del FR deno•inado aonoclonal 
(101, 115) 

Adea&s existen anticuerpos contra I¡G, clasificados .• 
por al1uno1 autores coao FR, que pueden reaccionar con alaón 
deterainante alotlpico de la cadena L de la I1G, con deterai­
nant•• alotlpicos de la porción Fe o Fd de las cadenas H. o 



o con m&rcadores alot{picos de una subclase de IgG humana y d! 
terminantes isot{picos de otras subclases (111). Muchos de los 
sueros empleados para la identificaci6n de alotipos humanos, 
marcadores Gm, son de pacientes con AR (112, 116). 

B.- •EL ANTIGENo•: LA MOLECULA DE IGG·, 

Las inmunoglobulinas representan un grupo de proteí­
nas relacionadas estructural y funcionalmente. B'sicamente co~ 
sisten en dos pares de cadenas polipept{dicas denominadas H 
[Heavy] y L [Light], respectivamente (117-119), que se encuen­
tran unidas por medio de puentes disulfuros y fuerzas no cova­
lentes (120-122). Se han definido cinco clases de inmuno¡lobu· 
linas y pueden ser separadas del suero por medio de procedimi­
entos físicos y qu{aicos (123, 124). 

Cada cadena, tanto H como L, tiene una zona en la 
re¡i6n correspondiente al extremo N·terminal de casi 110 amin~ 
Acidos, la cual contiene secuencias variables y su principal 
funci6n es la de interacci6n específica con el antígeno. El 
resto de la mol,cula, de cada cadena, forma una región de sec~ 

• 
encias casi constantes y es ah{ donde se localizan otras funcio 
nes biol6¡icas iaportantes. Fi¡ura 3. 

La cadena pesada [cadena H], de 450 amino,cidos, es 
diferente bioquíaica y antia'nicamente para cada una de las 
clases y subclases de iDJ11uno¡lobulinas (125, 126). Estas dife­
rencias foraan la base para la clasificaci6n de las i1U1uno¡lo­
bulinas en cinco clases, y en subclases para la I¡G y r~ra la 
I¡A (127·131). La cadena li¡era [cadena L), est! constituida 
por 213 6 214 a•ino,cidos y es coaún para todas las clases de 
inauno1lobulinas, en cualquiera de sus dos variables: cadena 
Kappa (K} o cadena Lambda (A). 

Muchas evidencias indican que la síntesis de las re-
1ionH variables y constantes de lu cadenas estln controladas 
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FIGURA 3, REPRESENTACION DE LA ESTRUCTURA DE LAS CUATRO CADE• 
NAS DE LA MOLtCULA DE IGG MOSTRANDO LOS PUENTES DI• 
SULFURO INTER E INTRA CADENA, 



por diferentes ¡enes; um variable [V] y uno constante [C] (132, 133). 
De este •odo, parecen existir tres grupos principales !e genes 
V; aquellos para lu cadenas ~, aquellos para las cadenas 1e, y 
aquellos para todas las cadenas pesadas. Cada uno de los grupos 
de senes V tiene un n6aero de sub¡rupos (134-137). As{, proba­
bleaente exista un conjunto de ¡enes V que codifiquen para la 

· re¡i6n variable de la cadena H, los cuales pueden coabinarse 
con cualquier ¡en e, codificante para la región constante de 
la aisma cadena, e inte¡rar as! una cadena H completa. Un meca 
nisao similar es aplicado para las cadenas L. 

Aunque poseen estructura muy similar, existen varias 
diferencias qu{•icas entre •ol6culas de la misma clase y sub­
clase; •h a6n, los anticuerpos purificados contra un hap- _; 
teno si•ple [Anticuerpos •onoespec{ficos] constan de una pobla­
ci6n de diferentes aoUculas (131). Esta hetero¡eneidad consti· 
tuye un proble•a ya que, por ejeaplo, no es posible purificar 
las proteínas de este co•plejo y poder as{ detenainas su secue~ 
cia de aaino,cidos. Sin eabar¡o, se producen ¡randes cantidades 
de inauno¡lobulinas qui•icaaente ho•o¡6neas por ciertas c6lulas 
plasaiticas tu•orales [aielo•as) de huaanos y rat6n (119). Las 
inauno¡lobulinas, productos del aielo•a, pueden ser aisladas, 
purificadas y secuenciadas (126). 

En la I¡G una cadena pesada y una cadena li¡era se 
encuentran unidas por cuando aenos un puente disulfuro y por 
.interacciones no covalentes foraando el par H-L. A su vez, dos 
pares H·L se unen entre s{ por fuerzas no covalentes y a traves 
de 2. o: au, huta 151 ¡uentes ditulfuros localizados en las cadenas .ff 

(1~9). La aol6cula puede ser hidrolizada por •launas enziaas 
proteol{ticas (140-14~) y producir dos tipos de fra¡aentos: el 
Fe [Fra1aento cristalizable] y el Fab (Fra¡aent anti1en bird~]. 
El fra1••nto Fab, coao su noabre lo indica, contiene el sitio 

de uni6n al antt1eno (142) y consiste en la cadena L coapleta 
' . 

y la aitad aaino•terainal de la cadena H (porci6n fd). El fra¡ 
aento Fe, el cual •• un d{aero constituido por las •itades car 
boxi·ttrainal de las cadenas H, es el aediador de otras propi! 
dad•• biol61icas de la ao16cula de anticuerpo (144-141). 
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Co•o se puede observar en la fi¡ura 3, las aol,culas 
de in9uno¡lobulina contienen carbohidratos, en cantidades que 
varían de una clase a otra (149). La lgG contiene aproxi•ada· 
aente 3t de carbohidratos en forma de un oli¡osac,rido, local! 
zado en la re¡i6n Fe, probablemente unido al ¡rupo 8-carboxil 
del 'cido asp,rtico [residuo 290) (150), Se han aislado ¡luco· 
p6ptidos con secuencia similar a part~r de la I¡G de otras es· 
pecies de maa{feros (151, 152). 

Al¡unos experimentos han demostrado que el oli¡osac! 
rido se acopla a la mol6cula de IgG en el aparato de.Gol¡i, 
despues de la síntesis y el ensamble de las cadenas polipept{­
dicas; pero antes de que la mol6cula sea secretada por la c61~ 
la (153-155), De este modo se considera que la parte ¡lucos{di 

. -
ca puede ser necesaria para la secreci6n de la mol6cula, pero 
no hay evidencias de que los carbohidratos jue¡uen al¡ón papel 
en la especificidad del anticuerpo. 

Por otro lado, Edelaan y cols. (126, 156, 157) al d! 
tenainar la secuencia de a•ino,cidos de una •o16cula de I¡G 
proveniente de un aieloaa, observaron cierta periodicidad lo 
que les pel'llitio proponer que la ao16cula posee zonas llaaadas 
"Doainios", los cuales poseen estructura terciaria propia con 
características 1lobularts. Asf se deteni.na que para la I¡G 
existen tres doainios constantes en la cadena H (CHl, Ol2, 00), 
uno constante en la cadena L (CL), uno variable en la cadena H 
[VH) y otro variable en fa cadena L (VL]. La fisura 4 e1queaa· 
tiza este concepto. 

La I1G constituye del 60 al 70t de las in11Uno1lobul! 
nas presentes en el suero. Dentro de este, el porcentaje dt 
c:oaposici6n con respecto a las subclases es: I¡Gl, 61~1; ltG2, 
23+1; I¡GS, 7+4¡ I1C4, 4•2.5 (151). Las cuatro subcla1e1 fueron . . ' - -
inicialaente definidas por altodo1 iun&no161icos (127, 121). 
A•~ ae e1tablecl6 que, iadeptnditnteaentt de la 1ran anti1eni· 
el dad. cruaada, cada 1ubc1He tiene, cuando aenoa, do1 de te ni· 
nantes anti1fnico1 propio• locali1ado1 en do1 o..tre1 de lo• d~ 
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FIGURA 4, EL MODELO DE DOMINIOS COMPACTOS DE LA IGG, CADA ELI~ 
SE REPRESENTA UNA CADENA POLIPEPTIDICA COMPACTA DE 
APROXIMADAMENTE 11,000 DALTONES DE PESO MOLECULAR Y 
CONTIENE UH PUENTE DISULFURO INTRACADENA • • 



m1n1os CH (159, 160). Ciertos determinantes subclase-específi­
cos están localizados en el fragmento Fab [dominio CHl], y 

otros determinantes son compartidos por dos o tres subclases, 
pero no por las cuatro (109, 110, 161). 

En las diferentes subclases de IgG hay Wl ?Jente disul· 
fyro que une la cadena H a la cadena L, en la cisteína e-terminal 
de la cadena K o en el penúltimo residuo de la cadena A, el 
cual tambienes una cisteína (162). En la cadena H, el puente 
disulfuro H-L, se localiza en la regi6n de la bisagra [posici6n 
220] para la IgGl, mientras que para las otras subclases, la 
parte cisteínica corresponde a la posici6n 131 (126, 163-166). 
La cristalografía de rayos X indica que los residuos 130 y 220 
se encuentran muy próximos debido a la conformaci6n propia del 
dominio (167-171). Para las otras clases de inmunoglobulinas 
humanas y la IgG de conejo el puente disulfuro H-L tiene su 
origen en posiciones similares (152, 166, 172). 

Todos los puentes disulfuros, entre las cadenas pes! 
das, est&n localizados en la re¡i6n de la bisagra; sin embar¡o 
hay marcada variabilidad respecto al número de tales puentes, 
entre la subclases (126, 171-174). Existen dos puentes disulf~ 
ros H-H en la I¡Gl y en la IgG4, y cuatro en la IgG2. Mientras 
que para la IgG3 las primeras evidencias seftalaban la presencia 
de cinco puentes (111), Michaelsen (175) reporta la existencia 
de quince puentes disulfuros todos localizados en, o muy cerca 
de, la regi6n de la bisa¡ra. 

El peso •olecular de la cadena H de la IgG3 (y3) es 
de 60 000 (176, 177), esto es aproxi•adamente 10 000 daltones 
•as alto que la cadena H de la I¡Gl (Yl] lo que su¡iere la pr! 
sencia de 91 residuos adicionales en la cadena y3, ya que no 
existe diferencias en el contenido de carbohidratos. Al co•pa­
rar el taaafto •olecular de los productos de diaesti6n con pa· 
pafna y p1p1ina, Da•acco y cols. (177) proponen que 101 resi· 
duo1 ·•dicionalts de la I1Gl estan presentes en foraa extendida 
en la r11i6n de la bi1a1ra. 



.Los puentes disulfuro intracadena en cada una de las 
caderias H son similares en su disposici6n lineal a aquellos en 
las cadenas L. La presencia de un puente disulfuro por cada 110 
6'1ZO amino6cidos di la primera sugerencia que existe homología 
interna en la secuencia de la cadena polipept{dica (178). Esto 
fu6 posteriol'111ente demostrado por una comparaci6n de las secu­
encias parciales en las dos mitades del fragmento Fe de la IgG 
de conejo (179), el cual tiene dos dominios CH2 y CH3 y el ar! 
do de homolo¡!a secuencial que presentan 6stos es de casi un 
30\, Además existen muchas posiciones en las cuales se encuen­
tran presentes ¡rupos químicos ~imilares en los dos se¡mentos, 
por ejemplo: isoleucina y valina. 

Una comparación de los tres fra¡mento CH de la cade­
na H humana indica que en la secuencia de 100 residuos, cual· 
quier par de do•inios son id,nticos respecto a zg.~4 residuos 
(157). Los an,lisis estadísticos muestran que este arado de h~ 
•olo¡ia es altaaente si1nificativo. Por lo conturio, la co•P! 
raci6n de VL o de VH con CH indica un pro•edio de ho•olo¡ia 
cercano al 1St. Esto aunado a la si•ilitud de taaallo, coaposi· 
ci~n de aaino,cidos y la estructura apoyada por puentes disul· 
furos su¡iere un antecedente evolutivo co~n, pero una teapra· 
na diver¡encia de los'¡enes controladores de las re1iones V y 

c. Cuando la secuencia de aaino~cidos de diferentes proteínas 
o diferentes doainios de una cadena polipept~dica son coapara· 
das, 101 re1iduo1 de ciste{na se encuentran en la •i••a posi· 
ci~n. Por lo tanto, el ~ero de aaino6cidos que· •• encuentran 
for11ando un puente clisulfuro intracadena es una evidencia de 
h011olo1la. Esto se esqueaatiza en la. fisura 5 donde adea61 se 
111e1tr1 la di1t1ncl1 entre cada puente (110) • To•ando co•o re· 
.ferencia 101 puentes disulfuro intracadena, se aprecia una •a­
yor distancia entre los d011inio1 CHl y CH2 que la que existe 
entre CH2 y CHJ. Sitos 10 a 15 uinoiclc:los extras H encuentran 
locall1ado1 en la r11i6n de la bi1a1ra' en la I1Gl eo11prende 
. , . . . . 
lo1rHi4uo1 Uta zss. Bita re116nmHtra consideraltlt cliY•! 
1H1cl ele secuencia cuando son cmp1rada1 dos caden11·.M de dif! 
rente• clases o 1ubcla1e1, y•• la re1i~n en la cual.•• 1ltu6n 
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muchos puentes disulfuros entre cadenas pesadas; y en la IgGl 
está el residuo de cisteína por la cual la cadena H se une a la 
cadena L. Al parecer, la flexibilidad de esta regi6n es la res­
ponsable de la movilidad del fragmento Fab. Las secuencias de 
la bisagra de 1a IgG de conejo y de las cuatro subclases de IgG 
humana se representan en la figura 6. 

Al igual que los residuos de cisteína, los de prolina 
se encuentran con elevada frecuencia en la regi6n de la bisagra 
de las cadenas y humanas y del conejo. Por ejemplo, la cadena 
yl tiene cinco residuos de prolina entre las posiciones 211 y 
234. Respecto a ésto, Welscher (181) propone que la prolina le 
d' rigidez a un segmento de la región flexible de la ~isagra, 
evitando así que las secuencias adyacentes se doblen de tal m! 
nera que hagan contacto con la regi6n de la bisagra y de este 
modo queda expuesta siendo la zona mas susceptible a la prote6-
lisis. 

La fi¡ura 7 indica la secuencia conocida de amino,ci· 
dos de la re¡i6n e, de las cuatro subclases de la IgG humana y 
de la IgG de conejo. Las secuencias. que se muestran, con excep· 
ci6n de la de ~onejo, son proteínas de mieloma. El sistema de 
numeraci6n e•pleado es el propuesto por Edelman y cols. (182), 
quienes fueron los primeros en reportar la secuencia completa 
·de la cadena H, en una proteína de mieloma denominada Eu. 

Una comparaci6n de las secuencias, en la figuras 6 y 

7, indica que existe una homolo¡ía extensa entre 6stas, en las 
re¡iones CH de las cuatro subclases de IgG huaana y la I¡G de 
conejo. PinJc y cols. (183) comparan la secuencia completa del 
se¡•ento Fe de la I¡Gl e IgG4 y la I¡G de conejo y encuentran 
que, con las supresiones apropiadas, el ¡rado de homolo¡la entre 
la I1G4 y la I¡G de conejo es de 61t. Entre la I¡Gl y la l¡G de 
conejo existe 6tt de homolo¡la (114). Entre la I¡Gl y la I1G4 
hay 6nic .. ente 14 diferencias entre los 220 amino,cidos conoci· 
dos (94t de h011olo1{a); las subclases IIG2 e I¡G3 •uestran una 
h011olo¡{1 comparable entre 1t, as{ collO con I¡Gl- e l¡G4 (161, 
174, 115). 
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Sin embargo, las grandes similitudes entre las subcl! 
ses de IgG no pueden ser aplicadas a la región de la bisagra. 
El grado de homología entre dos subclases cualesquiera al nivel 
de los residuos 208 al 237 es de 60-70%, mientras que el resto 
del segmento Fe muestra valores de mas del 90%. Debido a esto, 
se ha sugerido que las mutaciones pueden ocurrir con mayor fre­
cuencia en la región de la bisagra, que en cualquier otra parte 
del fragmento Fe (186). Las mutaciones en la regi6n de la bisa­
gra pueden ser toleradas por el individuo, ya que esta regi6n 
no ~ pqsee funci6n biol6gica efe~tora; por ejemplo, fija­
ción de complemento, y además, es probabale que no interactúe 
con otros segmentos de la cadena. 

La estrecha relación en~re las secuencias de las cade 
nas H, de las cuatro subclases de IgG, sugiere que su divergen-

· .. 
cia evolutiva es un evento relativamente r~ciente, en compara­
ción con la divergencia que presenta la. IgG con la IgM ,: el cual 
sólo representa una homología, en los seg~~ntos CH, d.el. 33%. El 

" ... 1,, . 
hecho de que la IgG de conejo esd mas re~¡&cionada con la IgG 
hu•ana, que ~sta Última con la IgM huaana,' iQdica que ·1,a diver­
gencia de IgM a IgG es un evento antiguo (187). 

Por otro lado, existe una est~echa semejanza ~ntre la 
estructura tridiaensional de las cadenas polipept!dicas. de cada 
dominio. Los doainios VL y VH se enc~e,~

1

ttan en {~timo. c'ontacto, 
as{ coao los doainios CL y CHl. El dr~·~no "módulo" se :puede 
Hplea r para describir 6stos pares d~

0

-doainios. Edei•an y Gall 
(156, 157) proponen que cada dominio ~i~ne su propia función 
biol6¡ica. La principal funci6n del p~r.';d'e dominios V' o del 1116-
dulo V, aparenteaente es la especificidad_ del anticuerpo. En 
cubio, se ha sugerido que el m6dul~ que co11prende los dominios 
CL y CHl puede dar estabilidad al sitio de combinaci6n del anti 
cuerpo (156). 

Existen evidencias que el aódulo que coaprende el par 
de doainios CH2 de la I¡G (la porción N·ter•inal del Fe] estA 
involucrada en la .fijaci6n de coapleaento. Mientras que Fab o 
F(ab) 2 no fijan C' a traves de la via clisica, los íra¡aentos 
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Fe agregados tienen esta capacidad. Sin embargo, un fragmento 
de la IgG de conejo, denominado Facb; al cual le falta 6nicame~ 
te el dominio CH3 es capaz de llevar a cabo la fijaci6n de C' (188). 
Esto indica que la capacidad de fijar complemento se encuentra 
localizada en el dominio CH2. Kehoe y Fougereau (189), encuen­
tran que un fragmento del dominio CH2 de la proteína de mieloma 
IgG2 de rat6n, preparado con bromuro de cian6geno y que compre~ 
de casi 60 residuos de aminoácidos, es capaz de fijar C' cuando 
esta adsorvido en partículas de látex. Un fragmento parecido a un 
dímero de CH2, aislado de proteína de mieloma IgG humana, pre­
senta la propiedad de fijar complemento (190); la obtenci6n de 
éste se llevo a cabo por la exposici6n del fragmento Fe a pH de 
2.5 seguida por una digesti6n con tripsina, por menos de un mi· 
nuto a pH neutro. El fragmento CH3 no posee la propiedad de fi· 
jar C', sin embargo las propiedades de este segmento, sugiere 
que CH3 es el responsable de la actividad citofílica de la IgG 
humana hacia el macr6fago (191). El dímero CH3, a diferencia del 
dímero CH2, inhibe la uni6n de eritrocitos de carnero recubier­
tos con IgGl a macr6gafos de cobayo, al igual que el fragmento 
Fe y la mol~cula completa de IgG; pero no así el fragmento Fab, 

Se han localizado otras funciones efectoras en 
el fragmento Fe, aunque no definitivamente en un dominio, incl~ 

yen la c~pacidad de atravezar por la placenta,la fijaci6n a la 
piel de cobayo, el control del catabolismo y la fijación a célu· 
las cebada.s o leucocitos bas6filos como en el caso de la IgE (192). 

En base a mediciones de depuraci6n se ha determinado 
la vida media de las mol,culas de IgG (193). Esta velocidad de 
catabolis•o no est& relacionada con el tipo de cadena L, el ti· 
pode marcador gen~tico, el contenido de carbohidratos, ni con 
la car¡a neta de la proteína (194); sin e•bargo parece estar r! 
lacionada con la lonaitud de la re¡i6n de la bisagra la cual es 
el sitio principal de ataque proteolítico. As{, la I¡G3 tiene 
una vida •edia relativaaente corta debido posiblemente a que 
tiene ·la re¡i6n de la bisa¡ra aas lar1a que las otru subclases 
y •ayor tendencia a la a1re¡aci6n (195), 
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Las enzimas papaína y pepsina han sido muy utilizadas 
en estudios de la estructura de la I¡G humana, Cuando la I¡G 
normal, en cualquiera de sus subclases se trata con papaína se 
liberan los fragmentos Fab y Fe (196). Los fragmentos Fe, obte­
nidos por la digesti6n de la lgG co•pleta, son cristalizados 
con dificultad (197): pero aquellos obtenidos a partir de proteí­
nas de mieloma son cristalizados fácilmente (198). Despu6s de 
una corta dígesti6n de IgG normal con papaína se pueden encon­
trar cristales, los cuales provienen del Fe de la I¡Gl, ya que 
ésta es fácilmente digerida y está presente en mayor concentra­
ci6n en el suero normal (199). 

Se ha establecido que existen marcadas diferencias en 
tre las subclases de IgG, respecto a sus velocidades de prote6-
lisis. Por lo tanto, la medición de tales velocidades puede ª>'!! 
dar a la identificaci6n de la subclase a la cual pertenece una 
proteína de mieloma (186, 200-204). Las proteínas de mieloma de 
IgGl, y muchos mielomas de IgGl, son auy susceptibles a ladige!_ 
ti6n con papaína, a6n en ausencia de cisteina. Sin eabar¡o, al­
¡unas proteínas de la clase I¡Gl, requieren la presencia de ci! 
tetna O.OlM durante la di¡esti6n. Las protelnas de I¡G2 son re­
sistentes a la di¡esti6n aún en presencia de cisteina O.OlM, por 
lo que concentraciones altas de este a¡ente reductor se requie­
ren para tales procesos de prote61isis. Por otra parte, las dis 
tintas subclases de l¡G presentan diferentes velocidades relat! 
vas de di¡estí6n con papaína y pepsina (ZOZ, 205). La I¡Gl, que 
es susceptible a la papaína, es la aas resistente de las subcla 
ses a la di¡esti6n por pepsina; la I1G3 y la I¡G4 son auy SUScef. 
tible a la pepsina, frente a la cual la I1GZ es coapletaatnte 
resistente. Sin eabar¡o, es posible obtener los fra1••nto1, a 
partir de cualquier subclase, si las condiciones de di1e1ti6n 
son apropiadas (202). 

La papatna hidrotiza selectiv ... ntt a la IaGl en el 
enlace ptpt{dico N·ttrainal del residuo cistefnico 226 o entre 
la hi1tidina 22• y la treoaina 225. La ciste{na 226 participa 
en un puente di1ulf\lro intercadena pesada {163)~ La t1G2 •• hi· 
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drolizada inicialmente entre los residuos 230 y 231 [Pro-Ala] y 

posteriormente en una posición indeterminada en la regi6n de la 
bisaara, con la producción de Fab (186, 204) . En la IgG3, la pr.9. 
te6lisis por papaína ocurre justamente en la cisteína N·termi· 
nal 219, la cúal fol'llla un puente disulfu•/o intercadena pesada 
(166), aientras tanto, el puente disulfuro H~H en el residuo 
Cis 214 es roto probablemente por el agente reductor presente, 
resultando ~a liberaci6n del fragmento Fab. 

Por la di¡esti6n de proteínas de mieloma IgGl e IgG4 
con papaína, se pueden obtener cantidades significantes de fra¡ 
mento F(ab) 2, si las condiciones son seleccionadas cuidadosame~ 
te (206). lt.\ digesti6n d~bil de IgG normal sin cisteína lib! 
ra un producto interesante el cual comprende un fragmento Fab 
unido al fragmento Fe; esto es producido por la ruptura de una 
cadena H antes que la otra (207) y se logra principalmente a 

partir de IgGl. Se ha obtenido un producto similar por la dige! 
ti6n controlada con papaína de la IgG de conejo (208, 209). 

La pepsina a pH de 4 roape ·selectivuente a la IgGl 
huaana y a la I¡G de conejo en posi'ciones ho116lo¡as, entre los 
dos residuos de lisina en las posiciones 234 y 235 (162, ZlO). El 
sitio exacto de ruptura en las otras subclases de I¡G humana es 
incierto, y se produce el fra1aento F(ab) 2 • 

Aunque la di¡esti6n pept{dica no produce un fragmento 
Fe intacto, debido a la de¡radaci6n del do•inio CH2, se puede 
aislar un subfra1aento denoainado pFc' (211, 212). Ef fra¡mento 
pFc', el cual corresponde a un d{•ero del do•inio CH3 y con un 
peso aolecular de 25 000, se puede obtener a partir de cualqui! 

. ra de las cuatro subclases (202, 205). En la I¡G cada se¡aento 
del d{•ero co•prende desde e• residuo 335 6 336 hasta el extremo 
C·ten1in1l (213). El fra1aento pFc' es co•parado con un producto 
de la di1es~i6n de la I¡G de conejo; un se¡aento C·terainal, d! 

,noainado Pep III, que se libera de 11 re1i6n Fe por di1e1ti6n 
pepddica (214). 
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La tripsina ha sido menos utilizada que la papaína P! 
ra la digesti6n enzimática de la inmunoglobulinas. aunque el 
efecto de ambas enzimas. sobre la molécula de IgG es muy simi· 
lar. Los primeros estudios mostraron que la tripsina es capaz 
de hidrolizar preparaciones de gammaglobulina (215. 216); pero 
la caracterizaci6n de los productos fué efectuada·posteriormen· 
te (217, 218) encontrando que. durante· la digestión de IgG por 
tripsina. se producen fragmentos muy similares a los Fe y Fab 
producidos por la papaína. El sitio del ataque por tripsina en 
la proteína de mieloma Eu. la cual pertenece a la subclase IgGl. 
fué identificado por Edelman y cols. (219) y los principales 
principales productos proteoli ticos fueron designados cOl!Kl Fab(t) 
y Fc(t) con el fin de distinguirlos de aquellos producidos por 
la digesti6n con papaína. 

Al igual que las anteriores. la tripsina presenta la 
capacidad de hidrolizar a la IgG humana en la regi6n de la bis! 
gra y en la IgG rompe específicamente en el residuo Lis 222, li 
berando un fragmento Fab(~) (220). Sin embargo. la IgG de conejo 
es resistente a la tripsina bajo condiciones no desnaturalizan­
tes. posiblemente debido a que la Lis 222 en la proteína de co· 
nejo, se encuentra unida a una proiina, la cual reduce la sus· 
ceptibilidad a la enzima; pero se pueden producir fragmentos 
Fab a partir de la I¡G de conejo por digesti6n con tripsina 1 si 
la cisteina 220 primero se reduce y se trata con etilenimina P! 
ra su conversión a aminoetilcistefna, lo cual facilita el ataque 
por esta proteasa (ZlO). 

Adem's del fragmento Fe en la di¡esti6n de la I¡G hu­
aana con papaína. se encuentran concentraciones pequeftas de un 
subfra¡•ento denoainado Fe' (212, 221-226). Este fra¡aentotaibi­
en puede prepararse por una di¡esti6n posterior del fra¡mento 
Fe o del pFc' con papaina (222, 2Z4). De este modo, el fT11•e~ 
to Fe' es aas pequefto que el fr11•ento pfc'. En la I1Gl es un 
diaero de residuos que se extiende de la posici6n 342 a la 432 
(213)1 por lo que coaprende un ••1•ento de los dos dcainios Qf3, 



Por la digesti6n de IgG de conejo con papaína a pH de 
4.5 se obtiene un fragmento que ha sido designado comJ stFc por 
Utsumi (227). Este fragmento tiene un peso molecular de 25 000 
y contiene ánicamente los determinantes antigénicos e-terminal 
de la molécula y de este modo, se asemeja a los fragmentos Fe' 
y pFc' que se obtienen de la IgG humana. 
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SECC ION 2 • TRABAJO EXPER H1ENTAL, 

2.1. PLANTEAMIENTO, 

En estudios previos se ha localizado al determinante 
antigénico que presenta la molécula de IgG en su reacci6n con 
el FR en el fragmento Fe, y específicamente en el dominio CH2. 
Sin embargo, este dominio posee aproximadamente 110 aminoicidos 
y como es sabido un determinante antigénico no es tan grande. 

Las evidencias que permiten afirmar que el FR reaccio· 
na con una estructura de CH2 est&n dadas por: a) El complemento 
se fija en CH2; pero cuando se fija FR a la molécula de I¡G, le 
quita a ésta la capacidad de fijar C'. Por otro lado, si prime· 
ro se fija C', este impide la reacci6n de la IgG con el FR. b) 
Allbos sistemas, el FR y C', necesitan que se efectúe un cambio 
conformacional en la molécula de I¡G, para su reacci6n con ésta. 
Este cambio conformacional puede presentarse cuando la I¡G, co· 
mo anticuerpo, reacciona con el anti¡eno, donde la re¡i6n de la 
bisa¡ra y el dominio CH2 participan estabilizando la uni6n, o 
bi6n cuando la mol6cula de I¡G es a¡re¡ada por calentaaiento, 

Con base en lo anterior, lo que se pretende en este 
trabajo es deterainar la existencia de una estructura anti¡6ni· 
ca específica que reaccione con el FR. Las estructuras a probar 
corresponden a oli¡op6pticlos del dominio CH2 obtenidas por di· 
¡esti6n de J¡G huaana con pepsina. Se detenninar' la actividad 
biol6¡ica de los fra¡aentos obtenidos por la capacidad de inhi· 
bir la heaa¡lutinaci6n en el sisteaa Waaler·Rose. 

El conociaiento de la estructura anti¡6nica involucr! 
da podría explicar el origen del padeciaiento y as{ dar una a! 
ternativa en el trataaiento de la artritis reuaatoide. 
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2.2. MATERIALES Y ~ETODOS, 

A, 0BTENCION DE LA IGG, 

PRECIPITACION CON SALES NEUTRAS, Se utilizó suero hu­
mano total, al que se le adicion6 sulfato de amonio al 33% de 
saturaci6n (228). La suspensi6n se centrifug6 a 4 000 rpm dura~ 
te 20 minutos; el precipitado se resuspendi6 en el mínimo volú­
men se solución salina 0.15 M y se repiti6 dos veces todo el 
proceso. Esta suspensión proteíca se dializ6 contra cloruro de 
sodio 0.15 M hasta que la reacción para sulfatos, empleando clo 
ruro de bario, fu~ negativa. 

CROHATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IÓNICQ,Esencialmente se 
si¡ui6 el m6todo reportado por Fahley (229). La solución de ga-
11J1a¡lobulinas se equilibró por diálisis con solución amortigua­
dora de fosfatos 10 mM [pH•8) y se aplic6 a una columna de 2.6 
por 65 cm., empacada con DEAE-Celulosa [Merck] y calibrada con 
amortiguador de fosfatos O.OlM y con un pH de 8. Se aplic6 un 
¡radiente de elusi6n con molaridad ~reciente, manteniendo el pH 
constante, en un volumen de elusi6n total de 900 ml.Para esto, 
600 •l del aaorti1uador inicial se colocaron en una cámara mez­
cladora y se conecto mediante un sif6n a un matraz que contenía 
~00 ml de soluci6n aaorti¡uadora de fosfatos 0.20 M y pH de 8. 
Se i¡ualaron los niveles y la mezcla se llev6 a cabo mediante 
un a¡itador aagn6tico. El gradiente lineal se logr6 manteniendo 
un flujo, de la cAmara mezcladora a la columna [R2] de 80 ml/h; 
aientras que el flujo de la soluci6n concentrada a dicha cámara 
(Rl] era de 40 •l/h¡ •• decir R2•2Rl. De este modo la concentr! 
ci6n del ¡radiente a la que se eluye cada pico se determinó se-

¡6n la ecuaci6n (1): ¡\ 
et • cf ( 1·-~vºv!F)¡• Ci Ecuaci6n (1 J 



donde: Ci • Concentraci6n del amortiguador inicial. 
Cf • Concentraci6n del amorti¡uador final. 
Ct • Concentraci6n a un tiempo dado. 

t • Tiempo. 
F • R2-Rl 

Vo • Volúmen inicial en la cámara mezcladora. 

La ecuaci6n [l] es una modificaci6n de la planteada 
previamente por Lakshmanan y Lieberman (230): 

Rl 

Ct • Cf€ -l~!~l!r-1IT . 
donde Vt• volúmen existente en la cámara mezcladora en un tiempo 

dado. 

Se colectaron fracciones de 4.0 ml y a cada una se les 
midi6 su densidad 6ptica [O.O.] a 280 nm. 

INMUNOELECTROFORESIS, La l¡G obtenida se analiz6 por 
in11unoelectrofonsis para verificar su pureza. Se prepararon pl! 
cas de 8x8x0.l cm de a¡arosa al lt [Gibco Co.) en soluci6n amor 
ti¡uadora de veronal, con fuerza i6nica de o.os. Esta soluci6n 
se emple6 ta•bi6n para equilibrar por diilisis la muestra y en 
el corri•iento de la placa. Se aplicaron auestra de O.l ml, co~ 
teniendo Z •I de proteína por •ililitro. La placa se corri6 du­
~ante S horas a 100 volts.y 15 lllA. Se aplicaron los anticuerpos 
y se dejaron difundiT durante 24 horas a 4'C y en c'mara húmeda. 
Las placas se lavaron con soluci6n salina 0,85\ y se tifteron con 
.. ido ne1ro al lt, en 'cido ac6tico al 3\, durante 20 minutos. 
El exceso de colorante se eli•in6 aediante lavados con 6cido 
achico·al 3\. 

Los sueros: anti·I1G y anti-huaano poliv.alentt, 11~ 
coao ia •·l1G .. ~ue 11 eaple6 coao referencia se obtuvieron de fu•.!! 
t• coaercial [Behrin1 lnstitut), 
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B, OBTENCIÓN DE LOS P~PTIDOS DE IGG, 

DIGESTIÓN ENZIMATICA. La soluci6n de IgG se someti6 a 

prote61isis enzimática según el m~todo descrito por Nisonoff (231) 
para esto, la soluci6n prot,ica se ajust6 a una concentraci6n 
de 10 mg/ml y se equilibr6 con amortiguador de acetatos 0.1 M y 

pH de 4.5. La pepsina 1:10 000, con una actividad de 1200-2000 
unidades por m¡ [Sigma Chem. Co.], se disolvi6 en una pequeña 
cantidad de la misma soluci6n amortiguadora de acetatos y ambas 
soluciones se mezclaron en una relación enzima:sustrato 1:100 
[p/p]. La mezcla se incub6 en bafto de agua a 37ºC, con agitaci6n 
suave durante 24 horas. La di¡esti6n se suspendi6 por adici6n de 
Tris [Trishidroximetil-amino·metano] s6lido, hasta alcanzar un 
pH de a. 

SEPARACIÓN DE LOS PtPTIDOs,·.·Para separar los productos 
de la di¡esti6n enzim6tica, se si¡ui6 el procedimiento descrito 
por Natvi¡ y cols. (226). Para 6sto, la soluci6n obtenida en el 
paso anterior se filtr6 por una columna de Sephadex.G-150·120 
[SilH Chea. Co.], calibrada con soluci6n a11ort·i¡uadora Tris·HCl 
0.1 M, adicionada con NaCl 0.2M y EDTA ZllM, con un pH de 7.7, la 
cual se pas6 con un flujo de 15 al/h. Se colectaron fracciones 
de 3 al y a cada una se les deterain6 su D.O. a 280 n11. 

DESALINIZACIÓN, Para desalinizar los oli¡op6ptidos, se 
aplic6 la auestra concentrada por liofilizaci6n, en una columna 
de 1.6 x as ca, eapacada con Sephadex G-10-120 [Si¡ma Che•. Co.J 
calibrada con a1ua destilada. La auestra se eluy6 taabi6n con 
a1ua y se colectaron fracciones de 3 al, a las cuales se les d! 
terain6 su D.O. a 214 na. Los oli1op6ptidos desalinizados fueron 
concentrados por liofilizaci6n y disueltos en soluci6n aaortilU! 
dora de fosfatos, pff•7.2, para su uso en las reacciones de h••! 
11utinac:16n. 



-so-

c. PRUEBA DE JNHIBICJON DEL FACTOR REUMATOIDE, 

HEMAGLUTINACION. Para la detecci6n del FR se utiliz6 
la t6cnica de he•a1lutinaci6n de Waaler·Rose (82, 83), emplean­
do placas de •icrotitulaci6n y vol6menes de 25 µ1, 

FACTOR REUMATOIDE, Se emplearon sueros de pacientes 
con artritis reu•atoide clínicamente demostrada y con la prueba 
de látex positiva (232). Los sueros fueron absorvidos previame~ 
te con GRC para evitar hema¡lutinaci6n no especifica y descomple 
mentados por calentamiento a S6ºC durante 20 minutos. 

SENSlllLIZACION DE LOS GRC. El suero anti-¡16bulos ro 
jos de carnero (anti·GRC) se obtuvo en conejos Nueva Zelanda, 
aediante la inoculaci6n intravenosa de 1 •l de GRC al 10, 20, 
30 y 40t en foraa pro1resiva y una dosis por se•ana respectiva· 
aente. El suero hiperinmune se obtuv6 al tlraino de la sexta S! 
aana y el tltulo se deteniin6 por heaa1lutinaci6n en placas de 
aicrotitulaci6n. Los GRC sensibilizados se prepararon incubando 
los eritrocitos de carnero con suero anti-GRC en dosis 1uba¡lu· 
tinante, durante 6 ~oras a 37•c; despues se lavaron cinco veces 
centrifu¡ando a 900 1 durante 1 ainutos. Final•ente se resuspe! 
dieron en PIS ajustand6los a una concentract6n del 1 t. Ladosis 
suba¡lutinante fu6 una diluci6n 1:3 del título (233). 

INHlllCION DE LA HEMAGLUTINACION.La I1G a¡re1ada, ut! 
lizada coao inhibidor, se prepar6 por desnaturalizaci6n con 
calor coao lo indican Henney e Ishizaka (234): 20 •1 de I1G se 
disolvieron en 1 al de soluci6n aaorti1uadora de fosfatos O.OZM 
pH de 1 y se incub6 a 63°C durante ~O ainutos. El aaterial no 
a1re1ado se eliain6 pasando la soluci6n por una colu•na de 27 x 
0.7 ca conteniendo Sephadex G-200, .. pleando co•o eluyente PIS, 
pH de 7.2, y con un flujo de Z.4 •l/h, Las fracciones contenie! 
do oli16aero1 se concentr6 hasta 20 •1/•l. 

Cada uno de los fra1a1nto1 obtenido• de la l&G se aju! 
taron a una concentraci6n de 12 •1/•l en PIS. L'concentraci6n 
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de proteína se detel'Jllin6 segón el m6todo de Lowry (235), emple­
ando el reactivo de Folin, e· IgG humana como patr6n. 

Se prepararon diluciones seriadas 1:2 en las dos direc 
cienes de las placas de microtitulaci6n. En todos y cada uno de 
los pozos de la fila A se colocaron 25 µl del inhibidor o cada 
uno de los fragmentos de I¡G a probar y se diluyeron hasta la 
línea G¡ la linea H se emple6 como control negativo de inhibi­
ci6n. En el pozo 1 de cada linea se colocaron 25 ~1 del suero 
conteniendo FR y se diluy6 hasta el pozo nómero 11¡ el pozo nú­
mero 12 sirvi6 como control ne¡ativo del suero· •. Se incub6 la pl! 
ca a 4°C durante 20-24 horas, se les a¡re¡6 a cada pozo 25 µl 
de la suspensi6n de GRC sensibilizados y se continu6 la incuba­
ci6n a la misaa teaperatura 12 horas aas. 
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2.3, RESULTADOS, 

La fil\&r& 8 muestra el perfil cromato¡r,fico de elusi6n 
de 1a .. a¡lobulinas en la columna de DEAB·Celulosa. En esta grá­
fica se pueden observar variQs picos, correspondiendo el prime­
ro a I1G se¡ón al¡unos autores (2~6-238) ya que se eluye a una 
concentraci6n de fosfatos comprendida entre 0.015 y O.OZSM, Pa­
ra coaprobar lo anterior, a esta fracci6n se le deter111in6 iden­
tidad y pureza por inaunoelectToforesis en a¡arosa. A diferen­
cia de la I¡G obtenida coaercialmente·, nuestra I¡G revela únic.!. 
mente una banda de precipitaci~n cuando reacciona con anti-IgG 
o contra suero anti-humano polivalente. como se observa en la 
fi¡ura 9. 

La I¡G asl obtenida 'se someti6 a di¡esti6n enzimAtica 
e•pleando pepsina. Los productos se separaron por filtraci6n en 
una columna 4e Sephadex G-150-120 y·e1 perfil croaato¡r6fico es 
preHntado en 11 fisura 10. El priaer pico corresponde al fra¡· 
aento F(ab) 2• el 1e1undo al pFc' y el tercero a oli¡op6ptidos 
del doainlo CH2, se¡~n lo reportado·previaaente (2~9). Debido a 
'que estos fra1aentos se encuentran disueltos en Tris ·HCl o. lM 
con O.DI de NaCl, y para su eapleo en heaa¡lutinaci6n se requi! 
rea que est•n disueltoa en PBS con pH de 7.2, es necesario el 
caabio de uortt1uador. Para los dos priaeros picos, F(ab) 2 y 
pFc', el cubio de aaorUpador st, 11ev6 a e.abo por di'1isis. 
Los oli1op6ptido1 de baj~ peso llOlecular se desalinizaron por 
croaato¡rafla tn SephadeX·G-10[fiaur•11), lue¡o se liofiliza· 
ron y finalaente se. resu1penditron en PIS. ·Es preciso hacer no­
tar que el pico correspondient:e a los 01i1op~ptidos presentaron 
uli··bajo c:oeflcim. di at~ cuando H leyeron a 210 na. Por 
~ita ra16n •• con1ider~ pertinente elaborar un espectro de ab· 
1orci6n, para ~•t• fras•ento, entre 200 y 300 na. Coao se obser . . . -
va en la fiaura 12, la maestra presenta abiaos a 214, 224 y 210, 
•iendo el d,e 214 el de aayor .coeficiente de~eictlnci6n. Por este ao­
tivo en los· pasos posteriorH la detecci~n de 101 0U1op,ptido1 
ae re1li16 a 214 na. 
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Por otro lado, en el proceso de desalinizaci6n de los 
oli¡op6ptidos en la columna de Sephadex G-10 se lo¡r6 adem,s, 
la separaci6n de cuatro picos los cuales se denominaron como: I, 
II, II I y IV respectivamente, de acuerdo a su orden de aparici6n. 
Los cuatro picos; en forma separada, se desecaron por U o fil iz! 
ci6n y posteriormente se resuspendieron en PBS, hasta lo¡rar W'la 

concentraci6n de 12 m¡/al. Además s~ prepar6 una mezcla de vol~ 
menes i¡uales de los cuatro picos, lÍ cual se le llam6 CH2 fra¡ 
mentado, 

Ya ha sido demostrado que la I¡G agregada por calor 
es un inhibidor de la reacción del FR (103, 234); por lo que se 
prepar6 tal inhibidor por calentamiento de una soluci6n de I1G. 
Para verificar la a¡re¡aci6n se pas6 la soluci6n por una colu•· 
na de Sephadex G-200 y se detect6 la presencia de una fracci6n 
excluido, co•o se aprecia en la fi¡ura 13. Como es sabido, la 
I¡G con un peso •olecular de 160 000 daltones, es inclu!,da en 
éste ¡el; de esta •anera, la exclusi6n indic6 la formaci6n de 
poli.eros. 

Para obtener la dosis inhibitoria en el control posi· 
tivo, se prepar6 una curva de inhibici6n con la I¡G a¡re¡ada. 
Partiendo de una soluci6n de 20 •1/•l, se hicieron diluciones 
para detenainar el porcentaje de inhibici6n a diferentes dosis. 
Esto est' definido co•o: 

t de inhibici6n • 100 • título con inhibidor X 100 titulo sin 1ñh161dor 

Los resultados obtenidos en la inhibici6n de la h1•a-
1lutinaci6n de GRC sensibilizados, con suero FR positivo en pr! 
sencia de IJG a1re1ada, a diferentes dosis, se presentan en la 
fisura u. 

Los sueros que fueron ••pleados para probar la activ! 
dad inhibitoria de los f~a1•ento1 obtenidos de la I1G fueron: 
1 padentH adultos, 7 pacientes infantes y u.na H&cla de suero• 
de ~O ··pacientes aclultoa. Todos con AR deaostrad~ cUnicam~nte y 
con la prueba de l~tex poaitiYa. 
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Cuando los diversos fra1aento1 obtenidos de la dite•· 
ti6n enzi•6tica de la I¡G fueron probados co•o a1ente1 inhibid! 
res de la reacci6n de la I¡G con el FR, no se 1ncontr6 efecto · 
alsuno, atentras que la I1G a1r•11d1 presentó la esperada inhi· 
bici6n. Los resultados se 11Utstran el la tabla z. AunqÚe para 
cada fra1•ento y cada suero se preparó una curva de inhibici6n, 
partiendo de una concentraci6n de 12 •1/•l y haciendo diluciones 
seriadas, en la tabla 2 solaaente se aenciona la dosis a6xiaa 
probada. 
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FIGURA 8. PEltflL CltOMATOGRAFICO OITEfUDO DE LA ILUSIÓN DE 300 M DI GAMMAGLOIULINAS PRECIPIT& ~ 
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LA LllllA PUfttlADA REFIERE EL GltADIENTE OITENIDO SEGON LA ICUACIOft (1). 
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FIGURA 9, INMUNOEL.ECTROFORESJS DE LA IGG OBTENIDA POR DEAE· 
CELULOSA1 EN PLACA DE AGAROSA AL 11 EN SOLUCION 
AMORTIGUADORA DE VERONAL CON FUERZA J0NJCA IGUAL 
A 0,05, DESPUES DE LAVADA LA PLACA SE TJAO CON 
Al'llDO NEGRO 0.7: EN ACCTICO AL 71, 
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5 10 
Fr•ccion num•ro 

FIGURA 13, CROMATOGRAFIA EN SEPHADEX G-200-120 DE UNA SOLU­
CION DE IGG AGREGADA POR CALOR. TAMAAo DE LA CO­
LUMNA: 0.7 X 27 CM. ELUYENTE: PBS, PH•7,2 
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FIGURA 14, CURVA DE INHlllCION DE LA REACCldN DEL FR CON LA IGG, POR LA IGG AGREGADA POR CALOR. • 
°' TITULADA EN PLACA SEGON LA TECNICA DE WAALER-ROSE Y EMPLEANDO VOL°'1ENES DE 25 MICRO- ~ 

LITROS, EL 1 DE INHlllCldN SE DETERMINO SEGON LA ECUACION 2, 



·62· 

lNHlBZOOR. 

Su e.to unguno lgGag. Flabl 2 ,oFc' CHt~ I ll TI I IV 

'Ae.zc!a 9 s 9 9 ....... 9 9 9 9 9 

aduUo 1 1 3 1 1 7 7 1 7 7 

f 9 s 9 9 9 9 9 9 9 

3 11 1 11 11 11 11 11 11 11 

' 1 3 1 1 1 7 1 1 1 

5 • ' ' ' ' ' 1 ' 
, 

6 9 5 9 9 9 9 9 9 q 

1 10 6 , o 10 10 10 'º 1 o 1 o 

' 9 s 9 9 9 9 9 9 9 

""'411tt , 7 ' 1 1 1 1 1 1 1 

! 9 5 9 9 9 9 1 1 7 ,, 1 3 7 1 1 1 7 1 1 

' ' ' ' ' 1 1 ' 1 ' 5 IJ q 13 13 1 J 13 13 . 15 13 

' 
,, 1 11 ,, 11 11 ,, 

" 11 
1 ' ' ' • ' ' ' ' • 

TABLA 2. EFECTO INHIBIDOR DE LOS FRAGMENTOS DE JGG OBTENIDOS POR 
LA DIGESTIÓN ENZIMATICA CON PEPSINA~ EN LA REACCION DE 
LA IGG CON EL FR. EL TITULO ES EXPRESADO COMO LOG2 DEL 
INVERSO DEL TITULO, 
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2 , 4 , DJ SCUS 1 ON , 

La artritis reumatoide es uno de los padecimientos mas 
estudiados en los diferentes campos de la investigaci6n biomédi­
ca. As{, ha sido objeto de eitudio para bioquímicos, hist6logos, 
reumat61ogos, infect6logos, inmun6logos, etc. Sin embargo hasta 
la fecha no se ha podido determinar con precisi6n el o los agen­
tes causales, como tampoco se ha podido encontrar un tratamiento 
efectivo para detener el avance del padecimiento y para resolver 
los problemas causados. 

Todo parece indicar que la AR es un padecimiento con 
etiología variada y/o múltiple. Lo mismo se ha considerado que 
el agente causal es un virus, una alteraci6n en la conformaci6n 
de las proteinas s6ricas, como una alteraci6n del sistema.inmune. 
Sin embargo, las manifestaciones clínicas indican que se trata 
de una enfermedad autoinmune y los an!lisis bioquímicos e inmun~ 
16gicos seftalan que la IgG es el antígeno y el FR el anticuerpo. 
Este Último puede ser de las clases IgM, lgG e 'IgA. 

Aunque se han· efectuado muchos estudios sobre la natu­
raleza del PR, la estructura de la I¡G, y acerca de las interac­
ciones y cin6tica de la reacci6n entre estas dos mol6culas, has­
ta la fecha no se ha podido indicar con precisi6n las caracterÍ! 
ticas estructurales del deterainante antig6nico que presenta la 
•o16cula de l¡G en dicha reacci6n. Asimismo, se han hecho muchos 
intentos por aislar la secuencia reactiva empleando m6todos dif! 
rentes, tanto para obtenci6n del fra1•ento, como para la detec­
ci6n de sus propiedades biol6¡icas. 

Reportes previos indican que el sitio de reacci6n de 
la I¡G con el Fk se encuentra localizado en el fra¡•ento Fe de 

• la mo16cula de I1G (17, as, 104, 240·242), •as adn co•o se dell!!_ 
estra posteriol'llente en el do•inio CHZ (113, 242, 244). Henney y 

cols. (244), al soaeter la •o1,cu1a de I¡G a una di1esti6n con 
pepsina, durante 16 horas, obtuvieron ade•as de F(ab)z Y pFc, 
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dos fracciones pept{dicas productos de la ruptura de CH2, de los 
cuales uno de ellos, posee una pequefta capacidad inhibitoria en 
el sistema I¡G-FR. 

Con estos fundamentos, se intent6 obtener un fra¡men­
to pept{dico de CH2, poseedor de la estructura antig,nica y con 
la capacidad de inhibir la reacci6n e~ el sistema Waaler·Rose. 
Como ha sido demostrado previamente, la digesti6n de la IgG por 
pepsina, durante dos horas, produce los fragmentos Fe y F(ab)zi 
pero si en tiempo de digesti6n se prolonga, el fragmento Fe 
empieza a ser digerido dando origen al fragmento pFc y diversos 
segmentos, productos del dominio CH2, cuyo número y tamafto son 
dependientes del tiempo de di¡esti6n. D~ acuerdo con esto, al 
digerir la I¡G con pepsina, durante 24 horas, se encontraron 4 
fragmentos peptídicos de CH2 los cuales fueron separados por S! 
phadex G-10. Sin embargo, al probar la capacidad inhibitoria de 
los fragmentos obtenidos, los resultados fueron negativos para 
los oligop6ptidos de CH2 y para F(ab) 2; mientras que dicha cap! 
cid ad 

Al comparar los resultados obtenidos, con los report! 
dos por Henney y cols., se infiere que el posible factor causa~ 
te de la p6rdida de actividad de los fra¡aentos CH2, es lama· 
yor fragmentaci6n producida por el tiempo de incubación. De esta 
manera, los resultados apoyar!an la idea de que el determinante 
anti¡6nico en la AR es conforaacional, ya que tampoco la mezcla 
de los p6ptidos presenta actividad inhibitoria. Por otro lado 
tomando en cuenta el número de amino6cidos del dominio, la p6r· 
dida de una secuencia es menos probable que la p6rdida de una 
conforaaci6n. 

El no haber obtenido un fra¡aento capaz de inhibir la 
reacci6n, plantea la necesidad de utilizar otra aetodolo¡ía. Po 
sible•ente con el uso de I¡G de •ieloaa y/o FR aonoclonal se 12 
¡re identificar la fracci6n aa1 pequefta posible capaz de il'lhibir 
la reacci6n. Ta•bien es necesario probar otros si1teaa1 enzi•'· 
ticos, ya sea variando la enzi•a o las condiciones.de inaabeci&l. 
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Taiabien se deberán probar otros sistemas de inhibi· 
ci6n ya que las pruebas de detecci6n del PR se si¡uen incremen 
tando en variedad, sensibilidad, especificidad y precisi6n, in 
dicando que posiblemente la hemaglutinaci6n no sea el m6todo 
mas adecuado para el estudio de esta reacci6n. 

Al aislar el fragmento y conocer la estructura anti· 
g~nica de la reacci6n con el FR. no solamente servirla para e! 
tablecer su etiología, sino que ademas tendría uso terapeútico 
en el tratamiento de la AR. Por ser una sustancia de origen ho 
m6¡ogo no sería capaz de inducir fen6menos alérgicos, y as{ 
permitiría la administraci6n a pacientes con AR activa con el 
objeto de inhibir ~n v~vo la formaci6n de complejos IgG-FR e 
impedir de esta manera la lesi6n tisular por hipersensibilidad 
de tipo III. Adem&s se sabe que los antígenos solubles son ca· 
paces de inducir tolerancia inmunológica por activaci6n de e'· 
lulas T supresoras. De esta forma, si fuese posible la adminis· 
traci6n de un fragmento soluble, se tendría un arma terapeútica. 
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2,5, CONCLUSIONES 

El método empleado para la purificaci6n de la IgG 
fué satisfactorio, ya que se obtuv6 una muestra homogénea que 
super6 la adquirida de fuente comercial cuando se analiz6 por 
inmunoelectroforesis. 

La técnica de Waaler-Rose para la detección del FR 
es aceptable; pero posiblemente no sea satisfactoria para m~­
dir inhibición ya que, como utiliza IgG de conejo [amboceptor] 
y se pretende inhibir con fragmentos de lgG humana, el sistema 
es heterogéneo, aún cuando se haya demostrado una reacci6n cru 
zada. 

Los fragmentos de IgG, obtenidos por prote6lisis, no 
fueron capaces de inhibir la reacción del FR con la IgG en el 
sistema de Waaler-Rose, cuando se probaron cada uno por separ! 
dos o en mezcla. Por otro lado, la IgG agregada por calor de­
mostró poseer esta capacidad. 

Los resultados apoyan la hipótesis que el determina~ 
te anti¡6nico en la AR es confoJ'Jlacional ya que la estructura 
antig6nica se pierde por la fra¡aentaci6n proteolítica y la 
aezcla de los fragaentos no produce la inhibición. 
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