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SECCION 1. REVISION

1.1, GENERALIDADES,

Una de las enfermedades sistémicas mas frecuentes v
de mayor capacidad invalidante es la artritis reumatoide (AR),
la cual tiene una gran incidencia en nuestro medio y su etiolo-
gia aln no ha sido establecida.

La enfermedad afecta del 2 al 5% de la poblacién y
preferentemente a individuos mayores de 40 afios. Aunque la ma-
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 comdn en
mujeres que en hombres y la incidencia aumenta progresivamente
con la edad hasta que, a los 65 afios o mas, es de 6% en varones
y 163 en mujeres. Esto concuerda con los datos de proporcién de
3:1 que presentan las mujeres sobre los hombres, segln Fye vy
cols (2). Por otro lado los estudios familiares no han revelado, en
forma concluyente, alguna transmisifn gendética de la enfermedad,

La AR es una enfermedad inflamatoria sistémica créni-
ca que afecta preferentemente las articulacioneé, aunque no en
forma exclusiva. Caracterfsticamente el padecimiento ataca las
articulaciones pequefias de las manos y los ples progresando en
sentido centripetal y simétrico produciendo deformaciones. Pro-
bablemente ningdn sistema o tejido este exento de afeccién, pe-
ro ciertas freas muestran mayor suceptibilidad. Despues de las
articulaciones las freas mas comlnmente dafadas son: las en-
voltura de los tendones, el tejido celular subcut4neo, el cora-
z6n, los vasos pequefios y los pulmones. La manifestaciones ex-
traarticulares incluyen: vasculitis, atrofia de la piel v miscu
lo, n8dulos subcutdneos, linfadenopatfas, esplenomegalia v leu-
cocitopenia,
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' La naturaleza sistémica del padecimiento se manifies
ta por la elevacién de la velocidad de sedimentacibén de los
eritrocitos, anemia hipocrémica y cambios caracter{sticos en
los patrones protejicos del suero. Los s{tomas incluyen fiebre
y pérdida 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 dcscripcién de algun microorganismo como
agente, al menos durante el curso del padecimiento; aunque el
proceso se ha relacionado con la presencia de un virus (3).
Por otro lado, se hs considerado seriamente la etiologia auto
inmune sin que las pruebas sean convincentes (4). Sin embar-
go, hoy es ampliamente sceptado que las reacciones inmunolégi
.cas juegan un papel importante -probablemente esencial- en la
patogénesis de 1a AR. Este fenémeno estd mediado por reaccio-
' nes consecuentes a la formacién de complejos inmunes; pero al
respecto alin se plantesn varias interrogantes como: (Cual es
el agente que desencadena las reacciones inflamatorias?, (Que
factores favorecen estss reacciones?, (Cual es la etiologfa
de 1a AR?. Responder a estas preguntas serfa facilitar los ca
“minos dirigidos hacia la provonciéu y curacién de este padeci
miento y la bsqueda de tal respuesta orienta hacia el estu-
dio y comprensién de los fenbmenos inmunolégicos existentes
‘durante el padecimiento. Por lo tanto en las siguientes sec-
ciones se revisan slgunos aspectos sobre estos fenbmenos.



1.2, Eventos InmuNoLGGICOS PRESENTES EN LA ARTRITIS

A.~ COMPLEJOS |NMUNES,

Las lesiones articulares caracter{sticas del'padeci~
miento, se deben al proceso inflamatorio local. Dicha inflama-
cién es posible por la presencia de complejos inmunes (CI). Es
sabido que la vasculitis y los nédulos subcuténeos se deben a
la presencia de CI. Entonces, .iCull es la génesis de los CI?,
iComo estin constitufdos? ’

El flufdo sinovial de pacientes con AR seropositivos,
contienen considerables cantidades de complejos de gammaglobu-
lina o complejos especfficos antfgeno-anticuerpo. Adn antes de
su demostracifn las evidencias circunstanciales sugerian la pre
sencia de CI, derivada de las siguientes observaciones: 7

a). El1 descenso de 1los niveles intra-articulares de
componentes del complemento, por el consumo de tales moléculas.

. b). La deteccifn por inmunofluorescencia de depdsitos
de inmunogiobulinas asociadas con complemento en la membrana si
novial. ; : o ,
c). La presencia en las efusiones articulares de célu
las fagocfticas con inclusiones citoblasulticas que contienen
inmunoglobulinas y/o componentes del complemento.

Broder y cols., empleando una técnica de liberacidn de
histamina en pulmén de cobayo, parn'deterninar la presencia de
complejos antfgeno-anticuerpo, detectaron factores liberadores
de histamina en el flufdo sinovial y en el suero de pacientes
con AR (5,6) . Este material liberador de histamina, el cusl
ellos llamaron "Factor Reumatoide Bioldgicamente Activo", conte
nfa IgG y posefa-las propiedades biolégicas, bioquimicas e inmu
nolégicas de un complejo inmune soluble. Este agregado no ora
disociado por tratamiento fcido y se comportaba como una macro-
molécula en filtraci6n por Sephadex G-200 y en ultracentrifuga-
cifn en gradiente de densidad de sacarosa. Estas caracter{sti-
cas no fueron modificadas por ls reducciény la alquilacion. La ac



‘tividad de liberacién de histamina se encontré en 29 de 10 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 éomplg
jos inmunes en el flufdo articular fué reportada por Hannestad
en 1967. El observé la formacién de precipitados al hacer reac-
cionar en gel el liquido sinovial de pacientes con AR y sueros
con altos titulos de FR (7). Este _fenbmeno estuvo limitado a fluf-
dos articulares provenientes de pacientes con AR activa y reac-
tividad de FR en su suero.

El producto de la reaccifin entre el FR del suero y la
IgG del 1fquido sinovial se comportaba, en estudios de centrifu
gacién e inmunoelectroforesis, igual que gammaglobulina G agre-
gada. Sin embargo se observé diferencia en que la IgG agregada
'por calor no se disocia a pH bajos, mientras que el complejo la
presenta a pH de 5.6 o menos. A este pH los complejos se diso-
cian presentando actividad antigammaglobulfnica localizads en
la regifn.IgM,cuando se hace sedimentar en gradiente de sacaro-
.sa (8).

Los complejos de gammaglobulina del flufdo sinovial
de pacientes con AR fueron caracterizados por Winchester y aso-
ciados (9-11). Ellos encontraron que los complejos existen como
compuestos de alto peso molecular y coeficientes de sedimenta-
cién de 9 a 30S, Los complejos mas grandes " se detectaron por
reacciones de precipitacidn con Ciq (9) y con FR purifica-
do (10), mientras que los mas pequefios reaccionan Gnicamente
con FR obtenido de pacientes con enfermedades linfoproliferati-
vas (11). Los conp!ejds inmunes aislados por la precipitacifn
" con estos reactivos se disocian facilmente a pH dcidos p en

urea 4 a 6 mol/Y, y consisten fundamentalmente de IgG. No se
. han detectado antf{genos adicionales.
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Una porcibén de los complejos presentd 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-
gammaglobulinica esté dirigida contra un grupo especifico de
gammaglobulinas, ya sea nativas o desnaturalizadas, sin embargo
esta alternativa no puede ser descartada.

Los complejos inmunes presentes en el flufdo sinovial
fijan complemento. Se ha observado una relacién directa entre
la cantidad de complejos y el descenso de los niveles del comple
mento. Ademis la fijacién de Clq no requiere la presencia de
IgM, ya que si el flufdo sinovial se trata con suficiente Z-mer
captoetanol para destruir la actividad del FR 19S5, no se altera
la cantidad del material precipitado (10).

El tamafio del complejo gamnaglobultnicq tambien puede
tener un papel en la fijacién de complemento (13,14), ya que se
ha descrito que los flufdos que contienen complejos abundantes
y pesados, son anticomplementarios cuando se prueban con sueros
humanos normales frescos a 4°C; mientras que los flufdos conte-
niendo complejos pequefios reaccionan bien a 37°C, en la presen-
cia del FR del tipo IgM, Estas temperaturas son las Optimas pa-
ra 1a fijaci6n del complemento por anticuerpos IgG ¢ IgM respec
tivamente (13), asf como para la fijaci6n de complemento por
1gG agregada y FR estudiada por Zvaifler y Schur (14).

Por otrs parte la adicifn de flufdos articulares que
contienen complejos de gammaglobulina a suero de pacientes con
AR seropositivos, ds por resultado el aumento del efecto anti-
complementario del flufdo articular. Esto sugiere que el FR pre
sente en el suero reacciona con el complejo de gammaglobulina
causando un incremento en el consumo del complemento (10).

Posteriormente, Hurd (15) obtuv8 resultados similares
al incubar leucocitos mormales con flufdo sinovial de pacientes
con AR seronegativos y no detectd inclusiones citoplasmiticss
por inmaunofluorescencis; sin embargo, si posterioremente se afia
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dia FR del tipo IgM aislado, era posible observar, por la misma
técnica inclusiones citoplasmiticas de IgG, IgM y C3.

Los complejos seficos detectados y aislados con FR de
la clase IgM monoclonal difieren en algunas caracterfisticas de
aquellos encontrados en el fluido sinovial. Los complejos séri-
cos se presentan como pequefios agregados de gammaglobulina, no
precipitan con Clq, no muestran efectos anticomplementarios y
no es un reactivo dominante adn cuando el FR clase IgG esté pre
sente (11). Posiblemente esto se deba a que los grandes comple-
jos de gammaglobulina son removidos de la articulacién por 1la
via linfitica y no retornan al torrente sanguineo, mientras que
los agregados pequefios salen de la articulacién y pueden ser de
tectados en el suero (16).

Ademis del FR convencional, el suero y fluido sinovi-
al de pacientes con AR a menudo contienen otras antigammaglobu-
linas (17), entre las cuales hay anticuerpos que reaccionan es-
pecificamente con determinantes antigénicos ocultos en la por-
cién F(ab')zﬂde la molécula de IgG., Ya que las'estructuras anti
génicas son reveladas despues del tratamiento con pepsina, estos
anticuerpos son denominados pepsina-aglutinadores,

La digestidn, in vitag, de IgG humana por proteasas
lisosomales revelan sitios antigénicos similares. Por otro lado,.
el flujo sinovial de pacientes con AR contiene enzimas con esta
capacidad por lo que posiblemente este evento suceda {in vive du
rante el padecimiento reumagoide (18).

Por otra parte, Quismorio y'cols. (19) produjeron una
sinovitis crénica en la articulacién de la rodilla de un conejo
por repetidas inyecciones intra-articulares de fragmento F(ab'),.
Ellos postularon que el fragmento de la gammaglobulina fué reaccionando
con los anticuerpos en forma natural en el suero del conejo,
los cuales son anflogos a los pepsina-aglutinadores y asf se re
fuerza de manera experimental los conceptos antes mencionados.
Sin embargo, en humanos dnicamente se ha podido producir sinovi
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tis por inoculaciones intra-articulares de pequeiias cantidades
del fragmento Fc, pero no con F(ab')z. Ambos fragmentos fueron
preparados por digestién de la IgG con papaina (19,20).

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

El papel de estos anticuerpos como agentes flogogé-
nicos es cuestionable, ya que la adicién de pepsina-aglutinado
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')2 fijan pequefias cantida
des de complemento humano in vitro(18). Esto es de interés de-
bido a la demostracién de que el C3 puede ser fijado y activa-
vo por fragmentos F(ab'), por la via clisica (23). Ademés las
efusiones sinoviales de pacientes con AR pueden fijar complemento
por la v{a alterna, como lo demuestra Gbtze (24).

B.- ANTICUERPOS ANTINUCLEARES,

Se ha reportado la existencia de anticuerpos dirigi-
dos contra otros antfgenos tales como los antinucleares (ANA),
los cuales se detectaron frecuentemente en el suero y en el
flufdo articular de pacientes con AR (25,26}, y por lo general
se encuentran simultineamente con el FR. Sin embargo ocasional
mente, mientras que en el flufdo articular se detecta ANA, no
ha sido posible determinar su presencia en el suero correspon
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
como antigeno el nlcleo de granulocitos que cuando se emplean
nlcleos de linfocitos, tiroides, mucosa géstrica o higado de

-

rqta.



) Los ANA parecen ser granulocito especificos en varios
fluidos sinoviales estudiados (26). Regularmente se encuentran
en los exudados articulares de pacientes con AR nucleoprotefnas
y 4cido desoxirribonucléico (ADN) probablemente liberados por
la desintegracién de 1los granulocitos (28). Al respecto, se
especula que los ANA y los restos de degradacién nuclear pue-
den ser constituyentes de las inclusiones en los granulocitos
que estin presentes en efusiones sinoviales reumatoides (25,29).
La identificacién de nucleoproteinas 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 cielulas, afin cuando no se les en-
contré en el flufdo sinovial correspondiente., Ninguno de estos
hallazgos est& limitado a flufdos 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 exis
tencia de un FR policlonal que presenta reaccién cruzada con
antfgenos del nicleo celular (32, 33).

C.- CRIOGLOBULINAS,

En 1971 Marcus y Townes (34, 35) y Cracchiolo y cols.
(36) reportaron en forma independiente que, en casi todos los
flufdos sinoviales de pacientes con AR existen protefnas que
precipitan cuando se enfria la muestra a 4°C denominfndolas por
esta propiedad, crioprotefnas. Rara vez se encuentran prote{nas
similares en el suero de pacientes con AR, asf como en efusio
nes articulares de individuos con procesos inflamatorios no
reumatoide, es decir, parecen ser exclusivas d&¢ la articulacién

reumatoide.
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Estas crioprotefnas estdn constitufdas principalmente
de inmunoglobulinas, con marcada predominancia de IgG e IgM, a-
demis se encuentran fibrinégeno y productos de degradaci6n del
mismo; pero estos pueden eliminarse por lavados repetidos (35).

Se ha detectado ADN en la mayoria de estas crioprotef
nas, empleando la reaccién de la difenilamina, La identifica-
cién inmunoquimica del ADN se ha hecho con menor frecuencia y
ha sido motivo de confusién. Marcus y Townes han detectado ADN
con poca frecuencia, ya sea empleando suero de pacientes con lu
pus eritematoso diseminado como reactivo en un sistema de preci
pitaci8n o trabajando con una microtécnica de fijacién de
complemento. Por otro lado Cracchiolo usando suero de conejos
anti-ADN de una sola cadena pudo identificar en forma constante
ADN; pero Unicamente despues de calentar las crioprotefnas a
100°C.

Las propiedades bioldgicas que presentan estas protef
nas crioprecipitables son de gran interes. La mayorfa de ellas
presentan actividad de anti-gammaglobulina y de ANA (35-37). La
actividad anti-gammaglobulina disminuye en forma significante
despues del tratamiento con 2-mercaptoetanol, lo que sugiere la
presencia de protefnas de la clase IgM (37), Adem4&s, presentan
" actividad anticomplementaria (34). En este precipitado se pudo
determinar por actividad hemolftica la presencia de Clq y por
inmunodifusidn a C4, en casi la mitad de los casos, Sin embargo,
no fué posible determinar la presencia de C3 posiblemente por
encontrarse en cantidades muy pequefias ya que, los conejos inmu
nizados con el crioprecipitado produjeron anticuerpos contra es
te componente del complemento,

Marcus y Townes (35) sefialan que .las crioprotefnas
pueden ser disociadas parcialmente con solucifn de cloruro de
sodio a1 15V y este material disociado tiene la capacidad de re
accionar con DNA de timo de ternera, desnaturalizado por calor.
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Ademds las fracciones se estudiaron separédndolas por
gradiente de densidad, haciéndolas reaccionar con DNA desnatu-
ralizado y con complemento humano obtenido de un suero agamma-
globulinémico. Se observ6é que las fracciones mas pesadas tenian
la mixima actividad de fijacién de complemento cuando se utili:
zaba ADN desnaturalizado; pero no ocurrié fijacién cuando se
emple6 ADN nativo. Estas evidencias apoyan la posibilidad de
que exista una reaccién especffica antfgeno-anticuerpo, y estédn
basada en que el ADN pera s¢ no fija complemento y que cuando re
acciona con gammaglobulina agregada por calor, no incrementa la
cantidad de complemento fijada por la gammaglobulina agregada -
sola,

Zvaifler (37) present8 resultados. adicionales sobre
el material crioprecipitable del flufdo sinovial, los cuales di
fieren de los presentados por Marcus y Townes (34). Esta diferen
cia posiblemente se deba a que Zvaifler utilizé mayor ndmero de
lavados y mayor tiempo de crioprecipitacién (72 horas). El crio
precipitado obtenido se redisolvié completamente a 37°C, el C3
fué identificado en forma regular; mientras que Clq fué detec
tado solamente en algunas ocaciones., Los datos sobre los crio-
precipitados' se resumen en la tabla I.

Generalemente, la capacidad del crioprecipitado para
fijar complemento estuvo relacionada inversamente con la concen
tracién de complemento detectado en el flufdo sinovial del cual
se obtuvo, indicando su posible utilizacién intra-articular, Ade
mis esta. capacidad del crioprecipitado de fijar complemento es
tuvo relacionada en forma directa con la cantidad de protefna
total en el precipitado, Cantidades similares de complemento de
cobayo y de humano fueron fijadas, observindose que ocurre mejor
fijacién 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 fijacién fu# hecha por IgG que por IgM (38). El consumo
de complemento no estuvo relacionado con la concentracibn de IgG
o IgM en el crioprecipitado; pero fué proporcional al cociente
IgG/IgM (figura 1). Si esto representa un balance entre la fija
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ANTICUERPOS

1.~Determinadas por Inmunodifusibn radial.

3.~ Inmunoflyorescencia.

PROTEINAS (md COMPLEMENTO

PR%’;A:A IeGt | Io IeA? Gt 3 glgng‘ ANA®, '“z;l_"l,
100 5.0 25.0 0.0 0 + 9 0 0
480 31.0 31.0 1.9 0 + 19 0 80
W 7.1 8.6 0.0 0 + 7 t 40
92 41.0 18,5 1.1 * + 55 :
60 56.0 7.6 4.5 0 + 64 + 0
35 5.4 3.0 0.0 0 39 t 40
120 47.0 49.0 1.9 + + 6 % 80
100 32.0 6.6 1.2 -0 38 + '
.3y 7.5 0.0 0.0 0 0 45 10
73 37.0 6.2 2.1 + + 43 0 0
366 4.5 60.0 15.5 0 + 69 0 160

m
TABLA 1. CRIOPRECIPITABLES OBTENIDOS DEL FLUIDO SINOVIAL DE PACIENTES CON ARTRITIS REUMATOIDE.

4.~ MEtodo de Ouchterlony.
4.~ Floculacibn de Bentonita.
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FIGURA 1, RELACION ENTRE LA CONCENTRACION DE IGG/IGM Y EL X DE COMPLEMENTO FIJADO POR EL
FLUIDO SINOVIAL DE PACIENTES CON AR. '
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¢ién de complemento por IgG y su inhibicifn por el FR tipo IgM
no esta establecido, pero los datos obtenidos son consistentes
" ¢con tal hip8tesis,

Baséndose en sus actividades biolBgicas, su contenido
de anti-gammaglobulina, su actividad antinuclear y su similutud
con las protefna crioptecipitables sbricas, se ha sugerido que
los crioprecipitados del flufdo sinovial son representativos de
complejos inmunes. Esto se ve reforzado por el hallazgo de anti
cuerpos en los crioprecipitados, los cuales no se encuentran en
el suero del mismo paciente, es mds, ni en el flufdo sinovial
del cual se obtuvo(36). No se conoce la razfn de porqué estos
anticuerpos se detectan con facilidad en los precipitados del
fluido sinovial reumatoide, cuando no estin presentes en el sue
ro correspondiente. Una razén podrfa ser que la solubilidad de
las protefnas se haya alterado por la accién de las enzimas pre
sentes en el exudado inflamatorio. Otra raz8n ser{a que estos
anticuerpos sean sintetizados en la membrana sinovial y reaccip
nan con sus antfgenos antes de alcanzar el torrente circulato-
rio. Por otro lado, debe enfatizarse que existe un error al
comparar el flufdo sinovial con el suero, ya que el flufdo se
una articulacién inflamada es anflogo al plasma. Por lo tanto
es mas aproniado comparar los crioprecipitados del fluido sino-
vial reumatoide con los criofibrindgenos; los cuales son protel
nas que precipitan cuando el plasma es enfriado. Estos criopre-
cipitados plasmiticos se detectan en diversas condiciones clini
cas incluyendo: tumores malignos metastisicos, enfermedades su~

purativas agudas, embarazo y ocacionalmente en desdrdenes del
tejido conectivo.

IZvaifler report8 que 9 de 10 sujetos con AR tenfan
protefnas plasmiticas crioprecipitables (39). La cantidad de pro
tefns del precipitado obtenido fué un promedio de 0.56 mg/ml.

El mayor constituyente del precipitado fué fidrinSgeno; se detec
taron pequefias cantidades de 1gG (0.08-0,14 mg/ml), sin smbargo
no fué posible detectar ni IgM, ni IgA. A diferencia de los crip
precipitados del flufdo sinovial, los crioprecipitados 4al plas
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ma no tienen actividad antinuclear y, aunoue el FR estuvo presen
te en 7 de las 9 muestras de plasma, Gnicamente 3 de los criopre
cipitados presentaron actividad anti-gammaglobulina. En este es

tudio no se pudo determinar la presencia de C1q y C3; tampoco

se observé fijacién de complemento despues de la incubacién del

precipitado con complemento de cobayo (39),

i Caracterfsticamente las efusiones reumatoides contie-
nen grandes cantidades de fibrinégeno y productos de degradacién
del mismo; la actividad antitrombina de estos productos bodrta
explicar el hecho de que este 1fquido coagula muy poco y lento (40).

Por otro lado, cabe remarcar que los complejos solu-
bles de mondmeros de fibrina y productos de degradacién del fi-
brin8geno son marcadamente insolubles en frio (41, 42), Por lo
tanto, es muy probable que cuando el flufdo sinovial reumatoide
se enfria.a 4°C, la mezcla de fibrina y productos de degrada-
cibén del fibrinégeno, se hacen insolubles y precipitan. En este
proceso se pueden atrapar mecinicamente complejos inmunes solu-
bles ya existentes (17, 10). Asf se deduce que los crioprecipi-
tados del flufdo sinovial pueden ser el resultado de una combi-
nacién fortuita de eventos fisicoquimicos, sohre productos crio
precipitables de la digestifn de fibrinSgeno form4ndose en la
presencia de complejos inmunes solubles.

D.- COMPLEMENTO,

En general 1a actividad hemolftica total del complemen
“to (C') en el suero de pacientes con AR se encuentra normal o 1j
geramente elevada (43-45). Considerando que el sistema del C'
estd compuesto por un grupo de proteinas séricas, se esperar{a
que &stas estén presentes en el fluido sinovial en concentracip
nes parecidas a las otras protefnss de tamafio similar. Sin embar
go, Hedberg (46, 47) y, Pekin y Zvaifler (48) reportaron, casi
simulténeanente y en forma independiente, que en los pacientes
con AR 1a actividad hemolftica del C' en el flufdo sinovial es-
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td significativamente deprimida en comparacién con la actividad
del C' sérico. En cambio, en padecimientos articulares no reuma
toides la actividad del C' no se encontrd baja y fué proporcio-
nal a la cantidad de leucocitos, proteinas totales y a la con-
centracién 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 clinicos caracteristicos de AR. En cambio en los pacien-
tes seronegativos los niveles de C' intra-articular fueron mas
altos, y fueron mayores todavia en pacientes con otros padecimi
entos articulares inflamatorios pero no reumatoides tales como:
gota, espondilitis anquilosante, o sindrome de Reiter. Cuando
se realizan determinaciones repetidas en la misma articulacién
- 'se aprecia una marcada estabilidad por meses y aln 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' hemolf
tico total en el fluido sinovial, sirvieron para sostener la
existencia de una activacién intra-articular del sistema del C'.
Las evidencias directas presentadas incluyen: descenso de los
niveles de los componentes individuales del sistema del C' en el
"flufdo sinovial de pacientes con AR (50, 53); una acelerado ca-
tabolismo de las proteinas del C' tanto sistémicamente (55) co-
mo en el espacio intra-articular (56), y la demostracién de los
productos de la reaccibn secuencial del C' mediante técnicas fi
sicoquimicas, inmunoquimicas e inmunobioldgicas (57-59).

Como las protefnas del C', durante su participacién

- en las reacciones de activacidn, son modificadas y pierden sus
propiedades y, adeads, son ripidamente degradadas {m vivo, para
‘asentar su posible participacién en el proceso del padeci-
miento, se puede utilizar la medicidn de los niveles de los
componentes individuales, ya sea los que intervienen en la via
clfisica o los de 1a via alterna, Para 1a via clisica el compo-
nente C4 parece ser un indicador sensible de la activacidn de
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C1, mientras que para la via alterna son de gran utilidad las
mediciones especificas del factor B. De este modo las-medicio-
nes individuales de componentes del C' hechas por métodos semi-
cuantitativos revelan una reduccién de las concentraciones de
Cl y C4 (60) y de 'C2 (50). Las reducciones son proporcionales
al decremento del C' hemolftico total, Estos hallazgos han sido
confirmados por otros métodos para medir los componentes indi-
viduales tales como la inmunodifusién radial y las titulaciones
hemolfticas estequiométricas (53, 57, 61).

La concentracidn de C! en la mayorfa de los flufdos
sinoviales de pacientes con AR no estd reducida significativa-.
mente aunque, ocasionalmente, en pacientes seropositivos se en-
cuentran niveles muy bajos, Una posible explicacidn es que C1
se disocia de la inmunoglobulina activadora por algidn fenémeno
fisiol8gico; pero la reducciébn paralela de sus sustratos natu-
rales, C4 y C2, es una evidencia indirecta de la activacién de
C1 (S3)

“

Ruddy y Austen (53) encontraron que la actividad hemo
1ftica de C4 en pacientes con AR seropositivos es de 7004200 unji
dades por gramo de protefna total del flufdo sinovial. La redug
ci6n se observa si se compara con las 4,300+500 unidades encon-
tradas en el flufdo sinovial de pacientes con AR seronegativos,
y con las 7,80041,100 unidades en el flufdo sinovial de nacien-
tes con artritis degenerativa no reumatoide. La actividad de C2
en el flufdo sinovial fué similar a la de C4, el los tres grupos
de pacientes, aunque la reduccién no fué tan marcada,

Los niveles de C3 en el flufdo sinovial decrecieron
proporcionalmente con el C' hemolftico total cuando fueron deter
minados por inmunodifusidn radial (59), contrainmunoelectroforé
sis (63), o titulacifn hemolftica (53),

Ruddy y cols, (61) encontraron que los niveles séri-
cos .de O3 esthn elevados casi al doble de 10s normal en pacientes con
AR, tanto seronegativos como seropesitivos; sin -embargo, los ni
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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 intra
articular y terminacifén de la secuencia de las reacciones del C'
durante el padecimiento, preferentemente en los pacientes sero-
positivos,

Es de todos sabido que la accifn secuencial de C1 so-
bre C4 y C2 genera un factor con actividad enzimitica denomina-
do C3 convertasa (64). La formacifn intraarticular de la C3 con-
vertasa apoya la idea del consumo de C3 en el espacio articular
de pacientes con AR. El apoyo experimental est4d dado por los es
tudios de Weinstein y cols. (55) y Ruddy y cols. (56) sobre el
metabolismo de C3 purificado y radiomarcado,

Se ha demostrado un marcado hipercatabolismo sistémi-
co de C3 en pacientes con sfntomas de vasculitis reumatoide (54)
y aln en los pacientes que tienen limitada la enfermedad a las
articulaciones. En seis pacientes con AR seropositivos sin vas-
culitis la velocidad del catabolismo plasmitico de C3 fué de
1.6, 1,8 y 2,61 por hora; mientras que en personas normales los
valores son de 0.9 a 2.2% por hora. El ligero incremento en el
catabolismo de C3, demostrable en algunos pacientes, ocurre adn
‘cuando los niveles séricos de C3 sean normales. Por otro lado,
" las mediciones efectuadas en el fluldo sinovial de pacientes con
AR, despues de la inyeccifn intravenosa e intra-articular de C3
marcado con '?* I, indican un hipercatabolismo de C3 en el espa
cio articular (56).

La activacifn de C3, mediada por 1a C3convertasa, es

- 1a responsable del incremento en la eficiencia del sistema hemo
1ftico. Ademas se generan factores biolégicamente activos que
favorecen la fagocitosis; estos tienen actividades quimiotdcti-
cas y anafilot6xicas y son responsables del fenfmenos de adhe-
rencia inmune. Los productos de degradacifn de C3 pueden ser
detectados por andlisis inmunoelectroforético como protefnas que
comparten determinantes antigénicos con C3, pero con mayor mo-
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vilidad electroforética, Aln cuando estos productos, indicadores
de la utilizacién de C3, se pueden detectar en flufdos sinovia-
les de pacientes con diversas afecciones articulares, solamente
existe una relacidn directa con el diagnfstico de la AR, particu
larmente en pacientes seropositivos (62, 63).

La evidencia de que la secuencia de reacciones conti-
nda est4 dada por la presencia de actividad quimiotdctica en el
filufdo sinovial., Puesto que se conoce que durante la activacién
del C' se liberan productos con actividad quimiotictica para leu
cocitos, 'se analizaron los flufdos sinoviales provenientes de
pacientes con AR. Aproximadamente dos tercios (38/54) de los
flufdos sinoviales reumatoides mostraron actividad quimiotfcti-
ca para granulocitos de conejo; esta actividad estuvo.en gran
parte relacionada con el quinto (C5) y sexto (C6) componente del
C' humano (58). Cuando las efusiones se analizaron por una combi
nacién de técnicas inmunolégicas y fisicoquimicas se demostrf la
presencia de dos mediadores moderados de la quimiot&sis. Todos,
menos uno, de los flufdos reumatoides examinados mostraron un
factor quimiotfctico de alto peso molecular: el complejo trimo-
lecular C5b.6.7. Dos tercios de los flufdos contenfan también
un.factor de bajo peso molecular, CS&. identificado como un pro
ducto de la ruptura de CS5. Ademfs, cuando se adiciona C5 humano
purificado al flufdo sinovial reumatoide; es posible observar
la generaci6n {n 4{tu de un factor quimiotéctico idéntico a CSa.

Si a la mezcla de C5 y flufdo sinovial reumatoide se
le adiciona anti-C5, la recién iniciada actividad quimiotictica
se inhibe en un 724, mientras que al agregar anti-C3 no se pre-
senta efecto alguno.

Sandberg y cols. en 1970 (23), reconocieron la activa-
cién del C' por la vis alterna mediada por complejos inmunes, 1a
cual consume componentes del sistema unicamente de )a secuencia
de C3 a C9, produciendo sustancias biol6gicamente activas sin
afectar 10s niveles de C1 y C4. La activacién del C' por esta
via tambien se puede lograr por preparados de patred celular de
levaduras (65) y por LPS de bacterias Gram-negativas (66).
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Estos hallazgos sobre la via de activaci6n del C',
permitieron postular que los agregados de ciertas inmunoglobu-
linas y polisaciridos que se encuentran en plantas 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 reaccién han sido descritos en detalle por
Gotze y Muller-Eberhard (67).

En el suero humano existe una proteina denominada
proactivador de C3 (C3PA), la cual puede ser activada por poli
sacdridos de plantas o bacterias (inulina, zimosan, endotoxi-
nas), o por agregados de ciertas clases de inmunoglobulinas. La
activacién de C3PA did por resultado la fragmentacién 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 accién
enzimitica sobre la molécula de C3. Puesto que este mecanismo
activa el sistema hemolitico del C' se le ha llamado "sistema
activador de C3" o vfa alterna.

Se han estudiado los fluidos sincviales para determinar
la presencia de C3A mediante la conversién de C3PA cuando se incuban
con inulina. El promedio de concentraci6n de C3PA en el grupo
de pacientes con AR fué de 79 ug/ml; mientras que en pacientes
con artritis infecciosa fué de 209 ug/ml y en pacientes con en
fermedades articulares no reumatoides fué de 201 ug/ml. La con
centracién de C3PA estuvo correlacionada con el nivel promedio
de C' hemolftico total en el flufdo articular de los tres gru-
pos de pacientes. E1 C3A se determiné 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 inulina a los flujdos reumatoides no se observa la con
versién de C3PA, lo que hace suponer que los componentes del
sistema alterno ya han sido utilizados; mientras que &stos pa-
recen estar intactos en los otros padecimientos articulares que
han sido estudiados (24).
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Las determinaciones comparativas de C4, como indica-
dor de la activacién de la via cldsica, y de C3PA, como sefiala
dor de la via alterna, en el suero de pacientes con glomerulo-
nefritis crénica o con nefritis asociada a lupus eritematoso
sistémico, han revelado perfiles utilizables para dilucidar la
intervencién de cada via en la AR (66). En glomérulonefritis
hipocomplementaria, los niveles disminufdos de C3 estdn corre-
lacionados con la disminuci6én de C3PA; mientras que C4 se encu
entra en concentraciones normales, lo que indica una activacién
preferente de C3 por la via alterna.Segin los resultados en la
nefritis ldpica la activacién de C3 parece ser .por ambas vias.
La activacidén de la via cldsica se observa por la reduccibn de
los niveles séricos de C4, y la activacién de la via alterna
se manifiesta por la disminucién de los niveles de C3PA en el
suero.

Al comparar los niveles de C3, C4 y C3PA del flufdo
sinovial de 16 pacientes con AR seropositiva con 8 de pacientes
con enfermedades articulares degenerativas, se observé'que los
niveles de C3 en los pacientes con AR fueron mas bajos a los
encontrados en el otro grupo, aGn cuando se aprecia una sobre
posicién de los datos (figura 2).Hay una gran diferencia cuan-
do se comparan los niveles de C4 en el flufdo sinovial de los
dos grupos; en cambio para C3PA no se observa diferencia signi
ficativa, lo cual implica que la activacién de C3 se lleva a
cabo preferentemente por la via clésica(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 unifn con un antigeno o por otras razones, ini-
cian la activaci6én del C' . Ademds, las moléculas de IgG agre-
gadas (7) y los complejos IgG-anti-IgG(10) son capaces de acti
var el C'.Bor otro lado se ha demostrado actividad anti-IgG en
los complejos inmunes presentes en el flufdo sinovial de paci-
entes con AR. Las alteraciones en las concentraciones de los
componentes del C' son mas aparentes en los flufdos sinoviales
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de pacientes con niveles elevados de IgM con actividad anti-IgG,
la inmunoglobulina caracterfstica de pacientes seropositivos.
Esto concuerda con los resultados que demuestran que la IgM es
un activador potente del C' por la vfa clisica, con poco o nin
gln efecto sobre la via alterna (69).

Los componentes del C' pueden detectarse por in-
munofluorescencia tanto en la membrana sinovial como en las c§
lulas basales de ésta, usualmente en combinacién con IgG.

Los leucocitos, presentes en el flufdo sinovial de
pacientes con AR, tienen inclusiones citoplasmiticas de inmu-
noglobulinas y componentes del C', Ademis existe una correla-
cién inversa entre la concentracidn de C' en el flufdo sinovial
y la presencia de las inclusiones de° inmunoglobulinas en
los leucocitos (57, 70, 71). Sin embargo es notable la detec-
cién frecuente de C1q, C4 y C3 en fagosomas de leucocitos pro-
venientes de efusiones de pacientes con enfermedades articula-
res diferentes a la AR (57, 58).

Los complejos de gammaglobulinas de alto peso molecu
lar pueden ser precipitados del flufdo sinovial reumatoide y
la cantidad de éstos estf relacionada con el grado de depre-
sién del C' en el mismo flufdo (7, 10). Se han detectado comple
jos crioprecipitables conteniendo IgG, ADN, ANA y moléculas con
actividad antigammaglobulfnica en un gran porcentaje de fluidos
articulares de pacientes con AR seropositivos (34, 36, 37). Es-
tos complejos crioprecipitables fijan C' (35) y su anticomple-
mentaridad es proporcional al descenso del C' hemolitico total
del flufdo en el cual se han detectado (37). De este modo hay
evidencias de que el C' se consume en cuando menos tres sitios
de la articulacién: la membrana sinovial, el flufdo sinovial y
en los leucocitos presentes en la articulacién inflamada.
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Si en la AR existe una depresi6n de los niveles del
C' debido a su activacién y consumo y ademas, como caracteris-
tica del padecimiento hay presencia del FR, la pregunta a res-
ponder serfa: jes el FR el responsable del descenso de los ni-
veles de los componentes del C' en el flufdo sinovial?

Los hallazgos para contestar esta pregunta son confu
sos. Por un lado, los titulos de FR encontrados en el suero o
en el flufdo sinovial de los pacientes artriticos tienen una
completa correlacién con el descenso de la actividad hemolfti-
ca del C' en el flufdo sinovial (63). Ademis, cuando se incuban
células polimorfonucleares normales con el fluido sinovial de
pacientes seropositivos se presentan inclusiones de Igd y C3,
que pueden ser determinadas por inmunofluorescencia, lo cual
sugiere que los complejos de IgM y C' existen preformados en
tales flufdos (15). Por otra parte, estudios por inmunofluores
cencia hechos en membrana sinovial y gramulocitos de articulaciones
muestran que hay antiglobulinas clase IgG y C' formando comple
jos con IgG; el hallazgo de uno usualmente excluye al otro(62).

Los estudios {m vitro para determinar la capacidad
del FR clase IgM o del suero con actividad anti-gammaglobulf-
nica para fijar C' son igualmente confusos. Los primeros repor
tes sugieren que el FR puede inhibir la fijacién de C' por par
te de la IgG cuando -ésta se encuentra unida a eritrocitos de
carnero (72, 73), a partfculas de litex (74) o a mitocondrias
(75).

Para demostrar en forma indirecta la influencia del

FR en las reacciones de la fijacién de C' por parte de la molé
cula de IgG, Wiedermann (76) empleS 2-mercaptoetanol (2-ME) pa
ra reducir las moléculas de anticuerpos del tipo 7S o a la ga-
mmaglobulina agregada. Con este tratamiento la molécula pierde
su capacidad de fijar C', pero mantienen su capacidad de reac-
cionar con el FR. Asf, se controlé la actividad de la 1gG pudi
endo determinarse la cantidad de C' fijada por la molécula del
FR. ‘ -
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Los complejos formados de FR [IgM] y gammaglobulina
agregada y reducida fijan el C' humano a 37°C; pero no a 4°C.
Es de hacerse notar que estos complejos no fijan el C' de coba
yo a ninguna temperatura (77). Los requerimientos de C' humano
y una temperatura de reaccién de 37°C han sido sefialados 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 estén disminufdos se ha sugerido que la
activacibn es por la via clésica. La reduccién de C2 y C3 estu
vo relacionada con el decremento de la actividad hemolftica
total (77). B

La incubacién de inmunoglobulina agregada y reduci-
da, con suero fresco normal o con suero de pacientes con AR se
ronegativos dé por resultado la fijacién de una pequefia canti-
dad de complemento o bien, no hay fijacibén. Por otra parte, cu
ando la fijacién se hace con suero de pacientes seropositivos
la fijacién de C' se incrementa proporcionalmente con los tf-
tulos de FR en el suero. Sin embargo, esta cantidad de C' fija -
do es unicamente de la mitad a la sexta parte de la que se fi-
ja cuando se adiciona a suero normal humano gammaglobulina a-
grdzada no reducida (62).

Tesar y Schmid (80) demostraron que la uni6n del FR
a complejos antf{geno-anticuerpo d& por resultado una fijacién
adicional de complemento al ya fijado por el complejo. Ellos
muestran que los complejos de albGmina sérica bovina (BSA) y
su anticuerpo, anti-BSA, tratado con 2-ME fija cantidades peque
nas de complemento a 37°C; pero observaron un gran incremento
en la fijacibn despues de 1a adicién de FR,de la clase IgM, al
complejo. Sin embargo, no hay fijacién de C' cuando la reaccibn
se efectfia a 4°C o cuando el FR-IgM es sustitufdo por FR de la
clase IgG, previamente reducido con 2-ME. Estos resultados con
“ cuerdan corf 1as observaciones previas de que los anticuerpos
humanos de la clase IgM son disociados de Cl1 cuando se incuba
a 4°C (78). Finalmente, el efecto del FR fué inhibido por la
sdicibn de anti-IgM humana, 1a cual habia sido tratada para des
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truir su capacidad de fijar C'. La explicacién a este fenbmeno
es que, el FR bloquea el sitio de fijacibén del C' en la molécu-
la de IgG, por impedimento estérico; posiblemente debido a que
el determinante para el FR y el sitio para la fijacién del C'
estén localizados cerca uno del otro en la porcién Fc de la mo-
1écula de IgG. Asf la fijacién de C' observada se deba a que

el C' se una a 1a molécula dé FR-IgM,.

Tambien se ha estudiado 1a fijacién del C' por el FR
y gammaglobulinas no reducidas. La interaccién del virus del
herpes simple y su correspondiente anticuerpo, clase IgG, d§
por resultado la formacién de un complejo virus-anticuerpo, el
cual mantiene su infectividad (81). Estos complejos han sido
identificados y aislados de la sangre de animales infectados
crénicamente. La neutralizacién del complejo infeccioso, virus-
anticuerpo, ocurre cuando se adicionan los tres primeros compo
nentes del C'; pero no con el FR-IgM. Sin embargo, si se emple-
an concentraciones subneutralizantes de componentes del C', con
la adicién del FR resulta la neutralizacién. Parece ser que la
neutralizacién es el resultado del recubrimiento de la superfi
cie del virion por las anti-gammaglobulinas y el C' (81).

La cantidad de C' fijado por la adicién de agregados
de gran tamsfio de moléculas de IgG a suero normal o suero fre-
co conteniendo FR se comparé con la cantidad fijada por el mis
mo suero pero con la adicién de agregados de gammaglobulina de
menor tamafio (38). Cuando se adicioné IgG en pequefios agregados
el suero con altos t{tulos de FR fijé mas complemento que el
suero normal. En contraste, cuando se utilizaron agregados gran
des de IgG sélo la mitad del complemento se fijé por el suero
con FR, comparado con el suero normal.
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1.3, EL FACTOR REUMATOIDE Y LA MOLECULA DE GG,

En la artritis reumatoide el fenbémeno inmunolégico
principal esté mediado por una reaccién antfgeno-anticuerpo cu-
yas caracter{sticas y componentes, la IgG y el FR, han sido
ampliamante estudiados.

De este modo, para una mejor comprensién del fenémeno
y hacer un planteamiento experimental cuyo objetivo sea la de-
terminacién del sitio antigénico que presenta la molécula de
IgG en su reaccién con el FR, es menester revisar algunos as-
pectos relacionados .con tales moléculas y sus interacciones.

A.- EL ANTICUERPO: EL FACTOR REUMATOIDE.

La clasificacién del FR como un anticuerpo, esté
relacionada en forma confusa a la identificacién del antf{geno
que estimuld su formacién. Esto parece paradbjico debido a que,
si bien la naturaleza del anticuerpo del FR es. ampliamante acep
tada, las caracter(sticns estructurales de su antfgeno se encu-
entran sujetas a muchas conjeturas. El hallazgo de Waaler (82)

y. Rose y cols. (83) de que el suero de pacientes con AR causa-
" ban cspec(ficalonte 1a aglutinacién de glébulos rojos recubier
tos con gammaglobulina establece primeramente que el ant{geno son
las gammaglobulinas. Posteriormente este concepto fué ratifica-
do al observar que los preparados de gammaglobulina producen
precipitacibn directa cuando se adicionsban al suero provenien
te de pacientes con AR (84). Investigaciones posteriores (85-87)
han enfatizado sobre la importancia de la configuracién de 1a
gammaglobulina en este sistema.

El FR puede ser de la clase IgM, IgG o IgA (88-104),
y se encuentra circulando en el suero del paciente formando
complejos 22S, constitufdos por este anticuerpo e IgG como an-
t(lono (12, 20, 89). Estos complejos tambien se encuentran en
) flu(do sinovial de los pacientes (9, 10) y pueden ser respon
sables, total o parcialmente, de la sinovitis asociada a la AR.
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El FR tambien reacciona con IgG de otras especies
de mamiferos (90).Esta caracteri{stica, primeramente reconocida
por Waaler (82), es la base de una técnica para la determina-
cién del FR, La prueba, denominada de Waaler-Rose se fundamen-
ta en la reactividad de la IgG de conejo con el FR (82, 83).
As{ se observa la capacidad del suero de pacientes con AR de
aglutinar glébulos rojos de carnero (GRC) sensibilizados con
el amboceptor anti-GRC obtenido en conejo. Los estudios de ab-
sorcién usando agregados o precipitados antigeno-anticuerpo,
conteniendo IgG humana indican que la reactividad del FR con
la IgG de conejo representa una reaccién cruzada (90, 91, 92,
103, 104),

Se ha postulado un posible efecto benéfico del FR
en el organismo; Golberg y Fudenberg (93) especulan que el FR
podrfa tener un papel en la eliminacifén de complejos inmunes
del suero, puesto que es innegable la capacidad que tiene el
FR de unirse s ciertos complejos solubles y causar su precipi
tacién (85). Asimismo puede combinarse con complejos infeccio
sos de herpes simple-anticuerpo y, el subsecuente tratamiento
del complejo virus-anticuerpo-FR con C', d§ por resultado la
pérdida de infectividad del virus (95). Por otra parte, el FR
puede inhibir la fagocitosis de ciertos complejos bacteria-an
ticuerpo por combinacién con la IgG opsénica y evitar la unién
al fagocito (94), sugiriendo esto un efecto nocivo.

El1 FR precipita mejor si se hace reaccionar con IgG
desnaturalizada o agregada, que con la IgG nativa; esta propie
dad se emplea para la deteccién del FR al utilizar IgG agrega
da y/o unida a part{culas (83). Aunque la reaccién del FR con
1z 1gG nativa tambien ha sido demostrads se ha reportado que
1a constante de afinidad para tal interaccién es relativamen-
te baja (96, 97). Los estudios empleando IgG tanto agregada
como nativs han demostrado una clara preferencia del FR para
unirse con 1a forma agregada (89). Sin embargo, Normansell y
Stanworth (98, 99) han determinado que la afinidad del FR, es
tudiada por ellos, es igual para la forms agregada que para
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la IgG nativa. Ademés, se ha demostrado por estudios recientes emple
ando el Fab del FR que el sitio activo del FR no tiene prefe
rencia por alghn determinante antigénico presente en la IgG
agrezida. ni una mayor afinidad por ésta, sino que la misma
afinidad que por la IgG nativa (102).

Con base en lo anterior, algunos investigadores sos
tienen que parte de la especificidad del sitio de reaccién del
FR estf dirigida hacia determinantes antigénicos que no son
accesibles en la molécula intacta y que son revelados o incre
mentan su afinidad cuando 1s molécula de IgG es modificada
en su estructura por agregacién (17, 87, 106, 107), Sin embar
go, tales estudios realizados con la técnica de doble difusién
en gel (Ouchterldny), no permiten observar la importante inter
lcciﬁn polivalente antfgeno-anticuerpo, la cual podrfa incre-
mentar la afinidad total de la unién y favorecer la precipi-
tacién (96, 100, 101). '

Se ha demostrado que el FR puede reaccionar con una
o varias subclases de IgG humana (108); no obstante es claro
que pueden presentarse ciertos patrones de especificidad, por
ejemplo: frecuentemente se ha visto que el FR reacciona con
1gG1, 1gG2 e 1gG4, pero no con la IgG3 (109, 110). El deter-
minante antigénico isot{pico, denominado Ga, presente en el
dominio CH2 de 1a IgGl, IgG2 e IgG4 actuan, al parecer, deter
minando tal especificidad (109, 111, 113), Empero, algunos pa
cientes con crioglobulinemis del tipo IgG tienen anticuerpos
~ con actividad anti-IgG3 (114). Por otro lado, ocasionalmente
el FR puede reaccionar mas fuertemente con IgG de otras espe-
cies de -ll(foros. como la del conejo, que con la IgGC humana;

. esto es particularmente propio del FR denominado monoclonal

(108, 115)

Adenfs existen anticuerpos contra IgG, clasificados
. por algunos sutores como FR, que pueden reaccionar con algln
determinante llotiplco de 1a cadena L de la 1gG, con determi-
nantes alot{picos de 1a porcién Fc o Fd de las cadenas H, o
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o con msrcadores alotipicos de una subclase de IgG humana y de
terminantes isotfpicos de otras subclases (111). Muchos de los
sueros empleados para la identificacién de alotipos humanos,
marcadores Gm, son de pacientes con AR (112, 116).

B.- "EL ANTIGENO": LA MOLECULA DE I6G:

Las inmunoglobulinas representan un grupo de protei-
nas relacionadas estructural y funcionalmente. Bisicamente con
sisten en dos pares de cadenas polipeptfdicas 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 inmunoglobu-
linas y pueden ser separadas del suero por medio de procedimi-
entos fisicos y quimicos (123, 124).

Cada cadena, tanto H como L, tiene una zona en la
regién correspondiente al extremo N-terminal de casi 110 aming
fcidos, la cual contiene secuencias variables y su principal
funcibn es la de interaccién especifica con el antfgeno. El
resto de 1a molécula, de cada cadena, forma una regién de secu
encias casi constantes y es ahf donde se localizan otras funcio
nes biolégicas importantes. Figura 3.

La cadena pesada [cadena H], de 450 amino4cidos, es
diferente bioquimica y antigénicamente para cada una de las
clases y subclases de inmunoglobulinas (125, 126). Estas dife-
rencias forman la base para la clasificacién de las inmunoglo-
bulinas en cinco clases, y en subclases para la IgG y para la
IgA (127-131). La cadena ligera [cadena L), estf constitufda
por 213 6 214 aminokcidos y es comln para todas las clases de
inmunoglobulinas, en cualquiera de sus dos variables: cadena
Kappa (x) o cadena Lambda (1).

Muchas evidencias indican que 1a s{ntesis de las re-
giones variables y constantes de las cadenas estdn controladas
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por diferentes genes; uno variable [V] y uno constante [C] (132, 133),
De este modo, parecen existir tres grupos principales le genes
V; aquellos para las cadenas A, aquellos para las cadenas ¢, ¥y
‘aquellos para todas las cadenas pesadas., Cada uno de los grupos
de genes V tiene un nlmero de subgrupos (134-137), As{, proba-
~ blemente exista un conjunto de genes V que codifiquen para la
‘regibn variable de la cadena H, los cuales pueden combinarse
con cualquier gen C, codificante para la regibn constante de
la misma cadena, e integrar as{ una cadena H completa. Un meca
nismo similar es aplicado para las cadenas L.

Aunque poseen estructura muy similar, existen varias
diferencias qufmicas entre moléculas de la misma clase y sub-
clase; nmfs aGn, los anticuerpos purificados contra un hap- .
teno simple [Anticuerpos monoespecfficos] constan de una pobla-
cién de diferentes moléculas (138). Esta heterogeneidad consti-
tuye un problema ya que, por ejemplo, no es posible purificar
las protéinas de este complejo y poder as{ determinas su secuen
cia de aminoécidos. Sin embargo, se producen grandes cantidades
‘de inmunoglobulinas quimicamente homogéneas por ciertas células
plasmfiticas tUIOIIIOS‘[IiOIODIS] de humanos y ratén (119). Las
inmunoglobulinas, productos del mieloma, pueden ser aisladas,
purificadas y secuenciadas (126).

En la IgG una cadena pesada y una cadena ligera se
encuentran unidas por cuando menos un puente disulfuro y por
interacciones no covalentes formando 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:mas, hasta 15, puentes disulfuros localizados en las cadenas H
(139). La molécula puede ser hidrolizada por algunas enzimas
proteolfticas (140-143) y producir dos tipos de fragmentos: el
Fc [Fragmento cristalizable] y el Fab [Fragment antigen binding].

El fri:-onto Fab, como su nombre lo indica, contiene el sitio
de unién sl antfgeno (142) y consiste en la cadena L completa
-y la mitad amino-terminal de la cadena H [porcién Fd]. El1 frag
mento Fc, el cual es un df{mero constituf{do por las mitades car
boxi-terminal de las cadenas H, es el mediador de otras propie
- dades biolégicas de la molécula de anticuerpo (144-148).

3
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Como $e puede observar en la figura 3, las moléculas
de inmunoglobulina contienen carbohidratos, en cantidades que
varfan de una clase a otra (149). La IgG contiene aproximada-
mente 3% de carbohidratos en forma de un oligosachrido, locali
zado en la regién Fc, probablemente unido al grupo 8-carboxil
del fcido aspfirtico [residuo 290} (150). Se han aislado gluco-
péptidos con secuencia similar a partir de la IgG de otras es-
pecies de mam{feros (151, 152),

Algunos experimentos han demostrado que el olizosnc!
rido se acopla a la molécula de IgG en el aparato de .Golgi,
despues de 1a sfntesis y el ensamble de las cadenas polipept{-
dicas; pero antes de que la molécula sea secretada por la célu
la (153-155). De este modo se considera que la parte glucos{di
ca puede ser necesaria para la secrecién de la molécula, pero
no hay evidencias de que los carbohidratos jueguen algdn papel
en la especificidad del anticuerpo.

Por otro lado, Edelman y cols. (126, 156, 157) al de
terminar 1a secuencia de aminokcidos de una molécula de IgG
proveniente de un mieloma, observaron cierta periodicidad lo
que les permitio proponer que la qolécull posee zonas 1llamadas
"Dominios", los cuales poseen estructura terciaria propia con
caracteristicas globulares. As{ se determina que para la IgG
existen tres dominios constantes en la cadena H {CH1, CH2, O3],
uno constante en la cadena L [CL], uno variable en la cadena H
[VH] y otro variable en 1a cadena L [VL]. La figura 4 esquema-

tiza este concepto.
&

La IgG constituye del 60 al 70% de las inwunoglobuli
nas presentes en el suero. Dentro de este, el porcentaje de
co-posicién con respecto a las subclases es: IgGl, 61+8; IgG2,
23¢8; IgG3, 7¢4; IgG4, 4+2.5 (158). Las cuatro subclases fueron
inicialmente definidas por métodos inmunolégicos (127, 128).
As{ se establecié que, independientemente de la gran sntigeni-
cidad cruzada, cade subclase tiene, cuando menos, dos determi-
nantes antigénicos propios locslizados en dos o tres de los do
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FIGURA 4, EL MODELO DE DOMINIOS COMPACTOS DE LA 1GG. CADA ELIP
SE REPRESENTA UNA CADENA POLIPEPTIDICA COMPACTA DE
APROXIMADAMENTE 11,000 DALTONES DE PESO MOLECULAR Y
CONTIENE UN PUENTE DISULFURO INTRACADENA,
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minios CH (159, 160). Ciertos determinantes subclase-especffi-
. cos estén localizados en el fragmento Fab [dominio CH1), 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 un puente disul-
furo que une la cadena H a 1a cadena L, en la cistefna C-terminal
de la cadena K o en el penlltimo residuo de la cadena A, el
cual tambien es una cisteina (162). En la cadena H, el puente
disulfuro H-L, se localiza en la regién de la bisagra [posicién
220) para la IgGl, mientras que para las otras subclases, la
parte cistefnica corresponde a la posicién 131 (126, 163-166).
La cristalograffa de rayos X indica que los residuos 130 y 220
se encuentran muy préximos debido a la conformacién propia del
dominio (167-171). Para las otras clases de inmunoglobulinas
humanas y 1a IgG de conejo el puente disulfuro H-L tiene su
origen en posiciones similares (152, 166, 172).

Todos los puentes disulfuros, entre las cadenas pesa
das, estén localizados en 1a regifn de la bisagra; sin embargo
hay marcada variabilidad respecto al nGmero de tales puentes,
entre la subclases (126, 171-174). Existen dos puentes disulfu
ros H-H en la IgGl y en l1a IgG4, y cuatro en la IgG2. Mientras
que para la IgG3 las primeras evidencias seflalaban la presencia
de cinco puentes (171), Michaelsen (175) reporta la existencia
de quince puentes disulfuros todos localizados en, 0 muy cerca
de, la regibn de 1la bisagra.

El peso molecular de la cadena H de la IgG3 [y3] es
de 60 000 (176, 177), esto es aproximadamente 10 000 daltones
mas alto que la cadena H de la IgGl [vl] lo que sugiere la pre
sencia de 91 residuos adicionales en 1a cadena y3, ya que no
existe diferencias en el contenido de carbohidratos. Al compa-
rar el tamaflo molecular de los productos de digestién con pa-
plinl y pepsina, Damacco y cols. (177) proponen que los resi-
duos adicionales de la IgG3 estan presentes en forma extendida
en la regién de la bisagra. -
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.Los puentes disulfuro intracadena en cada una de las
cadenas H son similares en su disposicifn lineal a aquellos en
las cadenas L. La presencia de un puente disulfuro por cada 110
6120 auinoﬁcidos dé la primera sugerencia que existe homologfa
interna en la secuencia de la cadena polipeptidica (178). Esto
fué posteriormente demostrado por una comphraci6n de las secu-
encias parciales en las dos mitades del fragmento Fc de la IgG .
de conejo (179), el cual tiene dos dominios CH2 y CH3 y el gra
do-de homologfa secuencial que presentan éstos es de casi un
30%. AdemAs existen muchas posiciones en las cuales se encuen-
tran presentes grupos quimicos similares en los dos segmentos,
por ejemplo: isoleucina y valina.

Una comparacién de los tres fragmento CH de la cade-
na H humana indica que en la secuencia de 100 residuos, cual-
quier par de dominios son idénticos respecto a 29-34 residuos
(157). Los anlisis estad{sticos muestran que este grado de ho
uoloiia es altamente significativo. Por lo contrario, la comps
racién de VL o de VH con CH indica un promedio de homologfa
cercano sl 15%. Esto aunado a la similitud de tamafio, composi-
.ci6n de aminoficidos y la estructura apoyada por puentes disul-
" furos sugiere un antecedente evolutivo colﬁn. pero una tempra-
na divor;encinvde lbs’genos controladores de las regiones V y
+ €. Cuando 1a secuencia de aminofcidos de diferentes protefnas
"o diferentes dominios de una cadena polipeptidica son compara-
das, los residuos de cisteins se encuentran en la misma posi-
cién. Por 1o tanto, el nGmero de aminofcidos que se encuentran
formando un puente disulfuro intracadena es una evidencia de
homologfa. Esto se esquematiza en 1a figura 5 donde ademfs se
‘muestra la distancis entre cadas puente (180) . Tomando como re-
ferencia los puentes disulfuro intracadens, se aprecis una ma-
yor distancia eatre los dominios CH1 y CH2 que 1a que existe
entre CH2 y CHS. Estos 10 1715 llinolctdos extras se encuentran
loc.lizldol on 1a regién de 1a btsalrn. en la I1gG1 comprende
103 residuos 221 a 233. Esta roglén suestra considersble diver

sidad de secuencis cuando son comparadas dos cadenas H de dife
~ rentes clases o subclases, y es la regién en 1a cual se situin



CADENA H 22| 7222 49221 52322 | 6026 59 45 57 |21

—5——8— —5—5 —

CADENA L [22] 67¢3 | 45 [ se-s9 |29
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muchos puentes disulfuros entre cadenas pesadas; y en la IgGl
estd el residuo de cisteina por la cual la cadena H se une a la
cadena L. Al parecer, la flexibilidad de esta regién 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 cistefna, los de prolina
se encuentran con elevada frecuencia en la regién 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
d4 rigidez a un segmento de la regién flexible de la bisagra,
evitando as{ que las secuencias adyacentes se doblen de tal ma
nera que hagan contacto con la regibn de la bisagra y de este
modo queda expuesta siendo la zona mas susceptible a la proteé-
lisis.

La figura 7 indica la secuencia conocida de aminohci-
dos de la regibn C, de las cuatro subclases de la IgG humana y
de la IgG de conejo. Las secuencias que se¢ muestran, con excep-
cién de la de conejo, son proteinas de mieloma. El sistema de
numeracién empleado es el propuesto por Edelman y cols, (182),
quienes fueron los primeros en reportar la secuencia completa
‘de la cadena H, en una proteina de mieloma denominada Eu.

Una comparacién de las secuencias, en la figuras 6 y
7, indica que existe una homologfa extensa entre éstas, en las
regiones CH de las cuatro subclases de IgG humana y la IgG de
conejo. Pink y cols. (183) comparan la secuencia completa del
segmento Fc de la IgGl e IgG4 y la IgG de conejo y encuentran
que, con las supresiones apropiadas, el grado de homologfa entre
la IgG4 y la IgG de conejo es de 68%. Entre la IgGl y la IgG de
conejo existe 69% de homologfa (184). Entre 1a IgGl y la IgG4
hay Gnicamente 14 diferencias entre los 220 aminofcidos conoci-
dos [94% de homologfa): las subclases IgG2 e IgG3 muestran una
homologfa comparable entre s{, as{ como con 1§61 e IgG4 (168,
174, 1895).
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Sin embargo, las grandes similitudes entre las subcla
ses de IgG no pueden ser aplicadas a la regién de la bisagra.
El grado de homologfa entre dos subclases cualesquiera al nivel
de los residuos 208 al 237 es de 60-70%, mientras que el resto
del segmento Fc muestra valores de mas del 90%. Debido a esto,
se ha sugerido que las mutaciones pueden ocurrir con mayor fre-
cuencia en la regifn de la bisagra, que en cualquier otra parte
del fragmento Fc (186). Las mutaciones en la regibn de la bisa-
gra pueden ser toleradas por el individuo, ya que esta regién

o - posee funcibn biolbgica efectora; por ejemplo, fija-
cibén de complemento, y ademis, es probabale que no interactfe
con otros segmentos de la cadena.

La estrecha relacién entre las secuencias de las cade
nas H, de las cuatro subclases de IgG, sugxere que su divergen-
Cia evolutiva es un evento relativamente reciente, en. compara-
cibén con la divergencia que presenta la IgG con la IgM. el cual
sélo representa una homologia, en los segmentos CH, del 33%. El
hecho de que la IgG de conejo esté mas relac1onada con la I1gG
humana, que ésta Gltima con la IgM hunana, indica que 'la diver-
gencia de IgM a IgG es un evento antiguo (187).

Por otro lado, existe una eStfecha senejanza‘entre la
estructura tridimensional de las cadenas polipeptidlcas de cada
dominio. Los dominios VL y VH se encuentran en 1nt1no contacto.
asf{ como los dominios CL y CH1. El tér-ino "médulo” se ‘puede
emplear para describir éstos pares. de donxnios Edelman y Gall
(156, 157) proponen que cada dominio tiene su propia funcién
biol6gica. La principal func16n del par de dom1n1os V o del mb-
dulo V, aparentemente es la espec1f1cidad del lntxcuerpo. En
cambio, se ha sugerido que el médulo qpe comprende lo0s dominios
CL y CHl puede dar estabilidad al sitio de combinacién del anti
cuerpo (156).

Existen evidencias que el médulo que comprende el par
de dominios CH2 de la I1gG [la porcién N-terminal del Fc] estd
involucrada en 1la fijacién de complemento. Mientras que Fab o
F(ab), no fijan C' a traves de 1a via clésica, los fragmentos
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Fc agregados tienen esta capacidad. Sin embargo, un fragmento
de la IgG de conejo, denominado Facb, al cual le falta Gnicamen
te el dominio CH3 es capaz de llevar a cabo la fijacibn 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 proteina de mieloma
IgG2 de ratbén, preparado con bromuro de cianbgeno y que compren
de casi 60 residuos de aminolcidos, es capaz de fijar C' cuando
esta. adsorvido en particulas de 14tex. Un fragmento parecido a un
dfmero de CH2, aislado de proteina de mieloma IgG humana, pre-
senta la propiedad de fijar complemento (190); la obtencién de
éste se llevo a cabo por la exposicién del fragmento Fc a pH de
2.5 seguida por una digestién con tripsina, por menos de un mi-
nuto a pH neutro. E1 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 citof{lica de 1a 1gG
humana hacia el macr6fago (191). E1 dimero CH3, a diferencia del
dfmero CH2, inhibe la unibén de eritrocitos de carnero recubier-
tos con IgGl a macrégafos de cobayo, al igual que el fragmento
Fc y la molécula completa de IgG; pero no asi el fragmento Fab,

Se han 1localizado otras funciones efectoras en
el fragmento Fc, aunque no definitivamente en un dominio, inclu
yen la capacidad de atravezar por la placenta,la fijacibn a la
piel de cobayo, el control del catabolismo y la fijacién a célu-
las cebadas o leucocitos basbéfilos como en el caso de la IgE (192).

En base a mediciones de depuracién se ha determinado
la vida media de las moléculas de IgG (193). Esta velocidad de
catabolismo no est4 relacionada con el tipo de cadena L, el ti-
po de marcador genético, el contenido de carbohidratos, ni con
la carga neta de la protefna (194); sin embargo parece estar re
lacionada con 1a longitud de 1a regibn de la bisagra la cual es
el sitio principal de ataque proteolftico. As{, 1la IgG3 tiene
una vids media relativamente corta debido posiblemente a que
tiene . 1a regifn de la bisagra mas larga que las otras subclases
y mayor tendencia a la agregacibn (195). -
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Las enzimas papafina y pepsina han sido muy utilizadas
en estudios de la estructura de la IgG humana, Cuando la IgG
normal, en cualquiera de sus subclases se trata con papaina se
liberan los fragmentos Fab y Fc¢ (196). Los fragmentos Fc, obte-
nidos por la digestién de la IgG completa, son cristalizados
con dificultad (197); pero aquellos obtenidos a partir de protef-
nas de mieloma son cristalizados fécilmente (198). Después de
una corta digestibén de IgG normal con papaina se pueden encon-
trar cristales, los cuales provienen del Fc de la IgGl, ya que
ésta es facilmente digerida y esté presente en mayor concentra-
cibn en el suero normal (199).

Se ha establecido que existen marcadas diferencias en
tre las subclases de IgG, respecto a sus velocidades de proteé-
lisis. Por lo tanto, la medicién de tales velocidades puede ayu
dar a la identificacién de la subclase a la cual pertenece una
proteina de mieloma (186, 200-204), Las protefnas de mieloma de
1gG3, y muchos mielomas de IgGl, son muy susceptibles a la diges
tién con papaina, alin en ausencia de cistef{na., Sin embargo, sl-
gunas proteinas de la clase IgGl, requieren la presencia de cis
tefna 0.01M durante la digestién. Las protefnas de IgG2 son re-
sistentes a la digestién alin en presencia de cistefna 0.01M, por
lo que concentraciones altas de este agente reductor se requie-
ren para tales procesos de proteblisis. Por otra parte, las dis
tintas subclases de IgG presentan diferentes velocidades relati
vas de digestibn con papafna y pepsina (202, 205). La IgGl, que
es susceptible a la papafna, es l1a mas resistente de las subcla
ses a la digestién por pepsina; la IgG3 y 1s IgG4 son muy suscep
tible a 1a pepsina, frente a la cual 1a IgG2 es completamente
resistente. Sin embargo, es posible obtener los fragmentos, s
partir de cualquier subclase, si las condiciones de digestién
son apropiadas (202).

La papalun hidrofiza selectivamente a 1a IgGl en el
enlace pept{dico N-terminal del residuo cistefnico 226 o entre
1a histidina 224 y 1a treonina 225. La cistef{na 226 participa
en un puente disulfuro intercsdens pessda (163)" La 1gG2 es hi-
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drolizada iniciaimente entre los residuos 230 y 231 {Pro-Ala] y
_ posteriormente en una posicibén indeterminada en la regién de la
- bisagra, con la produccién de Fab (186, 204). En 1a IgG3, la pro
te6lisis por papafna ocurre justamente en la cistefna N-termi-
nal 219, la cual forma un puente disulfuyo intercadena pesada
k(166). mientras tanto, el puente disulfuro H-H en el residuo
Cis 214 es roto probablemente por el agente reductor presente,
resultando la liberacibn del fragmento Fab.

Por la digestién de protefnas de mieloma IgGl e IgG4
con papafna, se pueden obtener cantidades significantes de frag
mento F(ab)z. si las condiciones son seleccionadas cuidadosamen
te (206). | 4 digesti6én débil de IgG normal sin cistefna libe
ra un producto interesante el cual comprende un fragmento Fab
unido al fragmento Fc; 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 diges
tién controlada con papafna de la I1gG de conejo (208, 209).

La pepsina a pH de 4 rompe selectivamente a la IgGl
humana y a la IgGC de conejo en posiciones homblogas, entre los
dos residuos de lisina en las posiciones 234 y 235 (162, 210), El
sitio exacto de ruptura en las otras subclases de IgGC humana es
incierto, y se produce el fragmento F(ab)z.

Aunque 1s digestifn peptfdica no produce un fragmento
Fc intacto, debido a 1a degradacibn del dominio CHZ, se puede
aislar un subfragmento denominado pFc' (211, 212). E1 fragmento
pFc', el cual corresponde a un d{mero del dominio CH3 y con un
peso molecular de 25 000, se puede obtener a partir de cualquie
. ra de las cuatro subclases (202, 205). En 1s IgG cada segmento
del d{mero comprende desde el residuo 335 6 336 hasta el extremo
C-terminal (213). E1 fragmento pFc' es comparado con un producto
' de 1a digestién de 1a IgG de conejo; un segmento C-terminal, de
-nominado Pep III, que se libers de la regién Fc por digestién
peptidica (214). '
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La tripsina ha sido menos utilizada que la papafna pa
ra la digestién enzimitica 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 caracterizacién de los productos fué efectuada posteriormen-
te (217, 218) encontrando que, durante la digestibn de IgG por
tripsina, se producen ffagmentos muy similares a los Fc y Fab
producidos por la papai{na. El1 sitio del ataque por tripsina en
la protefna de mieloma Eu, la cual pertenece a la subclase IgGl,
fué identificado por Edelman y cols. (219) y los principales
principales productos proteoliticos fueron designados como Fab(t)
y Fc(t) con el fin de distinguirlos de aquellos producidos por
la digestién con papafna.

Al igual que las anteriores, la tripsina presenta la
capacidad de hidrolizar a la IgG humana en la regién de la bisa
gra y en la IgG rompe especificamente en el residuo Lis 222, 1i
berando un fragmento Fab(t) (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 protefna de co-
nejo, se encuentra unida a una prolina, la cual reduce la sus-
ceptibilidad a 1a enzima; pero se pueden producir fragmentos
Fab a partir de la IgG de conejo por digestién con tripsina, si
la cistefna 220 primero se reduce y se trata con etilenimina pa
ra su conversifén a aminoetilciste{na, lo cual facilita el ataqe
por esta proteasa (210).

Ademis del fragmento Fc en la digestién de la IgG hu-
mana con papafna, se encuentran concentraciones pequefias de un
subfragmento denominado Fc' (212, 221-226). Este fragmento tawbi-
en puede prepararse por una digestibn posterior del fragmento
Fc o del pFc' con papafna (222, 224). De este modo, el fragmen
to Fc' es mas pequefio que el fragmento pFc'. En la IgGl es un
dfmero de residuos que se extiende de la posicibn 342 a 1s 432
(213), por lo que comprende un segmento de los dos dominios GH3,
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Por la digestién de IgG de conejo con papaina a pH de
4.5 se obtiene un fragmento que ha sido designado com. stFc por
Utsumi (227). Este fragmento tiene un pesoc molecular de 25 000
y contiene ﬁnicamente los determinantes antigénicos C-terminal
de la molécula y de este modo, se asemeja a los fragmentos Fc'
y pFc' que se obtienen de la IgG humana.
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SECCION 2, TRABAJO EXPERIMENTAL.,

2.1, PLANTEAMIENTO.

En estudios previos se ha localizado al deterﬁinante
antigénico que presenta la molécula de IgG en su reaccibn con
el FR en el fragmento Fc, y especi{ficamente en el dominio CH2.
Sin embargo, este dominio posee aproximadamente 110 aminofcidos
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 estén dadas por: a) El complemento
se fija en CH2; pero cuando se fija FR a 1a molécula de IgG, le
quita a ésta la capacidad de fijar C'. Por otro lado, si prime-
ro se fija C', este impide la reaccibén de la IgG con el FR, b)
Ambos sistemas, el FR y C', necesitan que se efectfie un cambio
conformacional en la molécula de IgG, para su reaccién con €sta.
Este cambio conformacional puede presentarse cuando la IgG, co-
mo anticuerpo, reacciona con el antigeno, donde la regién de la
bisagra y el dominio CH2 participan estabilizando 1la unién, o
bién cuando la molécula de IgG es agregada por calentamiento,

Con base en lo anterior, lo que se pretende en este
trabasjo es determinar la existencia de una estructura antigéni-
ca especifica que reaccione con el FR, Las estructuras a probar
corresponden a oligopéptidos del dominio CH2 obtenidas por di-
gestifén de IgG humana con pepsina. Se determinarf la actividad
biolégica de los fragmentos obtenidos por la capacidad de inhi-
bir 1a hemaglutinacibébn en el sistema Waaler-Rose.

El conocimiento de la estructura antigénica involucra
da podr{a explicar el origen del padecimiento y as{ dar una al
ternativa en el tratamiento de la artritis reumatoide.
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2.2. MATERIALES Y METODOS,

A. OBTENCION DE LA lGG,

PRECIPITACION CON SALES NEUTRAS, Se utilizé suero hu-
mano total, al que se le adicionb sulfato de amonio al 33% de
saturacién (228). La suspensibn se centrifugé a 4 000 rpm duran
te 20 minutos; el precipitado se resuspendié en el minimo voli-
men se solucién salina 0.15 M y se repitibé dos veces todo el
proceso. Esta suspensién protefca se dializé contra cloruro de
sodio 0.15 M hasta que la reaccién para sulfatos, empleando clo
ruro de bario, fué negativa. ‘

CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO.Esencialmente se
siguib el método reportado por Fahley (229). La solucibn de ga-
mmaglobulinas se equilibré por didlisis con solucién amortigua-
dora de fosfatos 10 mM [pH=8) y se aplicd a una columna de 2.6
por 65 cm., empacada con DEAE-Celulosa [Merck] y calibrada con
amortiguador de fosfatos 0.01M y con un pH de 8. Se aplic6 un
gradiente de elusibn con molaridad éreciente, manteniendo el pH
constante, en un volumen de elusién total de 900 ml.Para esto,
600 m1 del amortiguador inicial se colocaron en una cémara mez-
cladora y se conecto mediante un sifén a un matraz que contenfa
300 m1 de solucién amortiguadora de fosfatos 0.20 M y pH de 8.
Se igualaron los niveles y la mezcla se llevé a cabo mediante
un agitador magnético. E1 gradiente lineal se logré manteniendo
un flujo, de 1la cémara mezcladora a la columna [R2] de 80 ml/h;
mientras que el flujo de la solucién concentrada a dicha cémara
[R1] era de 40 m1/h; es decir R2=2R1. De este modo la concentra
cién del gradiente a la que se eluye cada pico se determinb se-
ghn la ecuacién [1]:

Ct = Cf(l'-(-v—"%g))f ci Ecuacién (1)
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donde: Ci = Concentracién del amortiguador inicial,
Cf = Concentracién del amortiguador final.
Ct = Concentracién a un tiempo dado.
t = Tiempo.
F = R2-R1
Vo = Voldmen inicial en la cédmara mezcladora.

La ecuacibn [1] es una modificacién de la planteada
previamente por Lakshmanan y Lieberman (230):

R1
RZ-RT

Vt

Ct = Cf(l -QV—A)

donde Vt= voldmen existente en la cémara mezcladora en un tiempo
dado,

Se colectaron fracciones de 4.0 ml y a cada una se les
midié su densidad éptica [D.0.] a 280 nm,

INMUNOELECTROFORESIS., La IgG obtenida se analizé por
inmunoelectroforesis para verificar su pureza. Se prepararon pla
cas de 8x8x0.1 cm de agarosa al 1% [Gibco Co.] en solucibn amor
tiguadora de veronal, con fuerza ibnica de 0.05. Esta solucién
se empleb también para equilibrar por diflisis la muestra y en
el corrimiento de la placa. Se aplicaron muestra de 0.1 ml, con
teniendo 2 mg de protefna por mililitro. La placa se corrié du-
rante 5 horas a 100 volts y 15 mA, Se aplicaron los anticuerpos
y se dejaron difundir durante 24 horas a 4°C y en cémara hémeda.
Las placas se lavaron con solucién salina 0.85% y se tifieron con
amido negro al 1%, en 4cido acético al 3%, durante 20 minutos.
El exceso de colorante se eliminé mediante lavados con §cido
acbtico -al 3%.

Los sueros: anti-IgG y anti-humano polivalente, nsi
como 1a-IgG- que se empled como referencis se obtuvieron de fuen

te comercial [Behring Institut].
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B, OBTENCION DE LOS PEPTIDOS DE IGG.

DIGESTION ENZIMATICA. La solucibn de IgG se sometib a
proteblisis enzimitica seglin el método descrito por Nisonoff (231)
para esto, la solucibn protéica se ajusté a una concentracibn
de 10 mg/ml y se equilibré 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 mg [Sigma Chem. Co.}, se disolvibé en una pequefia
cantidad de 1a misma solucién amortiguadora de acetatos y ambas
soluciones se mezclaron en una relacién enzima:sustrato 1:100
{p/p]. La mezcla se incubé en bafio de agua a 37°C, con agitacibn
suave durante 24 horas. La digestibén se suspendibé por adicién de
Tris [Trishidroximetil-amino-metano) sélido, hasta alcanzar un
pH de 8.

SEPARACION DE LOS PEPTIDOS, Para separar los productos
de la digestibén enzimfitica, se siguié el procedimiento descrito
por Natvig y cols. (226). Para ésto, la solucién obtenida en el
paso anterior se filtré por una columna de Sephadex.G-150-120
[Sigma Chem. Co.], calibrada con solucién amortiguadora Tris-HCl
0.1 M, adicionada con NaCl 0.2M y EDTA 2mM, con un pH de 7.7, la
cual se pasd con un flujo de 15 ml/h. Se colectaron fracciones
de 3 ml y a cada una se les determind su D.0. a 280 nm.

DESALINIZACION., Para desalinizar los oligopéptidos, se
aplicé 1a muestra concentrada por liofilizacién, en una columna
de 1.6 x 85 cm, empacada con Sephadex G-10-120 [Sigma Chem. Co.]
cslibrada con agua destilada. La muestra se eluyé también con
agua y se colectaron fracciones de 3 ml, a las cuales se les de
terminé su D.0. s 214 nm. Los oligopéptidos desalinizados fueron
concentrados por liofilizacién y disueltos en solucién amortigua
dora de fosfatos, pH=7.2, para su uso en las reacciones de hema
glutinacién.
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C. PRUEBA DE lNHiBlClON DEL FACTOR REUMATOIDE,

HEMAGLUTINACION. Para 1a deteccién del FR se utilizé
1a técnica de hemaglutinacién de Waaler-Rose (82, 83), emplean-
do placas de microtitulacién y volGmenes de 25 ul,

FACTOR REUMATOIDE, Se emplearon sueros de pacientes
con artritis reumatoide clfnicamente demostrada y con la prueba
de litex positiva (232). Los sueros fueron absorvidos previamen
te con GRC para evitar hemaglutinacién no espec{fica y descomple
mentados por calentamiento a 56°C durante 20 minutos.

SENSIBILIZACION DE LOoS GRC, El suero anti-gl6ébulos rg
jos de carnero [anti-GRC] se obtuvo en conejos Nueva Zelanda,
mediante la inoculacibén intravenosa de 1 ml de GRC al 10, 20,
30 y 40% en forma progresiva y una dosis por semana respectiva-
mente. El suero hiperinmune se obtuvé al término de 1a sexta se
mana y el tftulo se determiné por hemaglutinacién en placas de
microtitulacién. Los GRC sensibilizados se prepararon incubando
los eritrocitos de carnero con suero anti-GRC en dosis subaglu-
tinante, durante 6 horas a 37°C; despues se lavaron cinco veces
centrifugando s 900 g durante 8 minutos. Finalmente se resuspen
dieron en PBS ajustandSlos a una concentracién del 1 §. Ladosis
subaglutinante fué una dilucién l:j del tftulo (233).

INMIBICION DE LA HEMAGLUTINACION.La IgG sgregada, uti
lizada como inhibidor, se preparé por desnaturalizacién con
calor como 1o indican Henney e Ishizaka (234): 20 mg de IgG se
disolvieron en 1 ml de solucién amortiguadora de fosfatos 0.02M
pH de 8 y se incubb a 63°C durante 30 minutos. E1 material no
agregado se eliminé pasando la soluci6n por una columns de 27 x
0.7 cm conteniendo Sephadex G-200, empleando como eluyente PBS,
pH de 7.2, y con un flujo de 2.4 ml/h. Las fracciones contenien
do oligbmeros se concentr$ hasta 20 mg/aml.

Cada uno de los fragmentos obtenidos de la I1gG se ajus
taron a una concentracién de 12 mg/ml en PBS. L& concentracién
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de protefna se determiné segin el método de Lowry (235), emple-
ando el reactivo de Folin, e IgG humana como patrén,

Se prepararon diluciones seriadas 1:2 en las dos direc
ciones de las placas de microtitulacién. En todos y cada uno de
los pozos de la fila A se colocaron 25 ul del inhibidor o cada
uno de los fragmentos de IgG a probar y se diluyeron hasta la
1{nea G; la lfnea H se emple6 como control negativo de inhibi-
cibn. En el pozo 1 de cada 1fnea se colocaron 25 Ml del suero
conteniendo FR y se diluy6 hasta el pozo ndmero 11; el pozo nid-
mero 12 sirvié como control negativo del suero. Se incubé la pla
ca a 4°C durante 20-24 horas, se les agregd a cada pozo 25 ul
de la suspensibén de GRC sensibilizados y se continué la incuba-
cifn a la misma temperatura 12 horas mas.
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2.3, RESULTADOS.

La figura 8 muestra el perfil cromatogrifico de elusién
de gammaglobulinas en la columna de DEAE-Celulosa. En esta gré-
fica se pueden observar varios picos, correspondiendo el prime-
ro a 1gG segln algunos autores (236-238) ya que se eluye a una
concentracién de fosfatos comprendida entre 0.015 y 0.025M, Pa-
ra comprobar lo anterior, a esta fraccién se le determiné iden-
tidad y pureza por inmunoelectroforesis en agarosa. A diferen-
cia de 1a IgG obtenida comercialmente, nuestra IgG revela Gnica
mente una banda de precipitacién cuando reacciona con anti-IgG
o contra suero anti-humano polivalente, como se observa en la
figura 9

La IgG as{ obtenida 'se sometié a digestién enzimftica
empleando pepsins. Los productos se separaron por filtracién en
una columns de Sephadex G-150-120 y el perfil cromatogréfico es
- presentado en 1ls fiiura 10. El1 primer pico corresponde al frag-
mento F(ab)z, el segundo al pFc' y el tercero a oligopéptidos
del dominio CH2, scgﬁn lo reportado’ previamente (239). Debido a
' ‘que estos fragmentos se encuentran disueltos en Tris-HC1 0,1M
_con 0.2M de NaCl, y para su empleo en hemaglutinacién se requie

ren que estén disueltos en PBS con pH de 7.2, es necesario el
calbio de anortlguador. Para los dos primeros picos, F(ab) 4
pFc', ol cambio de smortiguador se 1llevé a cabo por diilisis
Los oligopéptidos de bajo peso -blocullr se desalinizaron por
cromatograffs en Sephsdex- G-10 (figurs 11], luego se liofiliza-
ron y finalmente se resuspendieron en PBS. ‘Es preciso hacer no-
_tar que el pico corrospondiepti :klos oli:op@ptidos presentaron
" usi-bajo cosficients de extincifn cuando se leyeron s 280 nm. Por
esta razbn se consideré pertinente elaborsr un espectro de sb-
"sorcibn, pars este fragmento, entre 200 y 300 na. Como se obser
va en la figurs 12, la muestra presenta méximos a 214, 224 y 280,
“siendo el de 214 el de mayor coeficiente de'extincifn Por este mo-
tivo en los pasos posteriores 1a deteccibén de los oligopéptidos
se realizl a 214 nm.
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Por otro lado, en el proceso de desalinizacién de los
ol1gop6pt1dos en la columna de Sephadex G-10 se logré ademis,
la separacién de cuatro picos los cuales se denominaron como: I,
II, III y IV respectivamente, de acuerdo a su orden de aparicién.
Los cuatro picos, en forma separada, se desecaron por liofiliza
cibn y posteriormente se resuspendieron en PBS, hasta lograr una
concentracibn de 12 mg/ml. Ademis se preparé una mezcla de vold
menes iguales de los cuatro picos, la cual se le 1lamb CH2 frag
mentado.

Ya ha sido demostrado que la IgG agregada por calor
es un inhibidor de la reaccibén del FR (103, 234); por lo que se
prepar6 tal inhibidor por calentamiento de una solucién de IgG.
Para verificar la agregacifn se pasé la solucién por una colum-
na de Sephadex G-200 y se detect6 la presencia de una fraccién
exclufdo, como se aprecia en la figura 13. Como es sabido, la
IgG con un peso molecular de 160 000 daltones, es inclufda en
este gel; de esta manera, la exclusién indicé la formacién de
polimeros. V

Para obtener la dosis inhibitoria en el control posi-
tivo, se preparf una curva de inhiﬁicién con la IgG agregada.
Partiendo de una solucién de 20 mg/ml, se hicieron diluciones
para determinar ol porcentaje de inhibicién a diferentes dosis.
Esto esth definido como: '

t de inhibicién = 100 - {ftulo con imhibidor y g

ulo sin

Los resultados obtenidos en la inhibicién de la hema-
|lutinuc16h de GRC sensibilizados, con suero FR positivo en pre
sencia de IgG agregada, a diferentes dosis, se presentan en la
figura 14,

Los sueros que fueron empleados para probar la activi
dad inhibitoria de los fragmentos obtenidos de la IgG fueron:
] plc{dntbs adultos, 7 pacientes infantes y una mezcla de sueros
de 30 pacientes adultos. Todos con AR demostrada cl{nicamente ¥
con 1s prueba de 1ftex positiva.
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Cuando los diversos fragmentos obtenidos de ls diges-
tién enzimfitics de la IgG fueron probados como agentes inmhibido
res de 1a reaccién de 1a IgG con el FR, no se oncon;rG efecto
alguno, mientras que la IgG sgregada presenté la esperads inhi-
bicién. Los resultados se muestran el 1a tabla 2. Aunque para
cada fragmento y cada suero se prepard una curva de inhibicién,
partiendo de una concentracibn de 12 mg/ml y haciendo diluciones
seriadas, en la tabla 2 solamente se menciona la dosis afxima

probada.
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FIGURA 9. INMUNOELECTROFORESIS DE LA IGG OBTENIDA POR DEAE-
CELULOSA, EN PLACA DE AGAROSA AL 1% EN SOLUCION
AMORTIGUADORA DE VERONAL CON FUERZA IONICA IGUAL
A 0.05. DESPUES DE LAVADA LA PLACA SE TINO CON

AMIDO NEGRO 0.7% EN ACETICO AL 7%.
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FiGurA 11. ESPECTRO DE ABSORCION DE LOS OLIGOPEPTIDOS CORRESPONDIENTES A CH2
DE 166 HUMANA [TERCER PICO DE LA FIGURA 10) EN EL INTERVALO I:
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F1GURA 13. CROMATOGRAFIA EN SEPHADEX G-200-120 DE UNA SOLU-
CI6N DE 166G AGREGADA POR CALOR. TAMANO DE LA CO-
LUMNA: 0.7 X 27 cM, ELUYENTE: PBS, PH=7.2
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FIGURA 14, CURVA DE INWIBICION DE LA REACCION DEL FR CON LA 16G, POR LA 16G AGREGADA POR CALOR.

o
TITULADA EN PLACA SEGON LA TECNICA DE WAALER-ROSE Y EMPLEANDO VOLOMENES DE 25 MICRO- %
LITROS. EL X DE INHIBICION SE DETERMING SEGON LA ECUACION 2,
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TABLA 2. EFECTO INHIBIDOR DE LOS FRAGMENTOS DE IGG OBTENIDOS POR

LA DIGESTION ENZIMATICA CON PEPSINA, EN LA REACCION DE

LA I6G con eL FR. EL TITULO ES EXPRESADO COMO L062 DEL

INVERSO DEL TITuLO,
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2.4, DISCUSION.

La artritis reumatoide es uno de los padecimientos mas
estudiados en los diferentes campos de la investigacién biomédi-
ca. As{, ha sido objeto de estudio para bioquimicos, histélogos,
reumatblogos, infectbélogos, inmunblogos, etc. Sin embargo hasta
la fecha no se ha podido determinar con precisibn 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
etiologia variada y/o miltiple. Lo mismo se ha considerado que
el agente causal es un virus, una alteracibén en la conformacién
de las protefnas séricas, como una alteracién del sistema. inmune.
Sin embargo, las manifestaciones cl{nicas indican que se trata
de una enfermedad autoinmune y los anélisis bioquimicos e inmuno
16gicos sefialan que la IgG es el antigeno y el FR el anticuerpo.
Este iltimo puede ser de las clases IgM, IgG e IgA.

Aunque se han efectuado muchos estudios sobre la natu-
raleza del FR, la estructura de la IgG, y acerca de las interac-
ciones y cinética de 1a reaccibn entre estas dos moléculas, has-
ta la fecha no se ha podido indicar con precisién las caracteris
ticas estructurales del determinante antigénico que presenta la
molécula de IgG en dicha reaccibn. Asimismo, se han hecho muchos
intentos por aislar la secuencia reactiva empleando métodos dife
rentes, tanto para obtencibn del fragmento, como para la detec-
cién de sus propiedades biolégicas.

Reportes previos indican que el sitio de reaccién de
1a 1gG con el FR se encuentra localizado en el fragmento Fc de
1a molécula de IgG (17, 85, 104, 240-242), mas aln como se demu
estra posteriormente en el dominio CH2 (113, 242, 244). Henney y
cols. (244), al someter la molécula de IgG a una digestién con
pepsina, durante 16 horas, obtuvieron ademas de F(ab)2 y pFc,
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dos fracciones peptfdicas productos de la ruptura de CH2, de los
cuales uno de ellos, posee una pequefia capacidad inhibitoria en
el sistema IgG-FR,

Con estos fundamentos, se intenté obtener un fragmen-
to peptidico de CH2, poseedor de la estructura antigénica y con
la capacidad de inhibir la reaccibn en el sistema Waaler-Rose,
Como ha sido demostrado previamente, la digestién de la IgG por
pepsina, durante dos horas, produce los fragmentos Fc y F(ab)z;
pero si en tiempo de digestién se prolonga, el fragmento Fc
empieza a ser digerido dando origen al fragmento pFc y diversos
segmentos, productos del dominio CH2, cuyo nlmero y tamafio son
dependientes del tiempo de digestién. De acuerdo con esto, al
digerir la IgG con pepsina, durante 24 horas, se encontraron ¢
fragmentos peptfdicos de CH2 los cuales fueron separados por Se
phadex G-10. Sin embargo, al probar la capacidad inhibitoria de
los fragmentos obtenidos, los resultados fueron negativos para
los oligopéptidos de CH2 y para F(ab)z; mientras que dicha capa
cidad o : -

Al comparar los resultados obtenidos, con los reporta
dos por Henney y cols., se infiere que el posible factor causan
te de la pérdida de actividad de los fragmentos CH2, es la ma-
yor fragmentacién producida por el tiempo de incubacién. De esta
manera, los resultados apoyarfan la idea de que el determinante
antigénico en la AR es conformacional, ya que tampoco la mezcla
de los péptidos presenta actividad inhibitoria. Por otro lado
tomando en cuenta el nlimero de aminofcidos del dominio, la pér-
dida de una secuencia es menos probable que la pérdida de una
conformacién,

El no haber obtenido un fragmento capaz de inhibir la
reaccién, plantea 1a necesidad de utilizar otra metodologfa. Po
siblemente con el uso de IgG de mieloma y/o FR monoclonal se lo
gre identificar 1a fraccién mas pequefia posible capaz de inhibir
la reaccién. Tambien es necesario probar otros sistemas enzimé-
ticos, ya sea variando la enzima o las condiciomes de incubscién.
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Tambien se deberin probar otros sistemas de inhibi-
cién ya que las pruebas de deteccién del IR se siguen incremen
tando en variedad, sensibilidad, especificidad y precisién, in
dicando que posiblemente la hemaglutinacibén no sea el método
mas adecuado para el estudio de esta reaccién,

Al aislar el fragmento y conocer la estructura anti-
génica de la reaccién con el FR, no solamente servirfa para es
tablecer su etiologfa, sino que ademas tendria uso terapeltico
en el tratamiento de la AR. Por ser una sustancia de origen ho
mblogo no seria capaz de inducir fenbmenos alérgicos, y as{
permitiria la administracibén a pacientes con AR activa con el
objeto de inhibir 4{n vivo la formacibébn de complejos IgG-FR e
impedir de esta manera la lesién tisular por hipersensibilidad
de tipo III. Ademis se sabe que los antfgenos solubles son ca-
paces de inducir tolerancia inmunolégica por activacibén de cé-
lulas T supresoras. De esta forma, si fuese posible la adminis-
tracién de un fragmento soluble, se tendrfa un arma terapeitica.
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2.5, CONCLUSIONES

El método empleado para la purificacién de la IgG
fué satisfactorio, ya que se obtuvé una muestra homogénea que
superb la adquirida de fuente comercial cuando se analizé por
inmunoelectroforesis.

La técnica de Waaler-Rose para la deteccidn del FR
es .aceptable; pero posiblemente no sea satisfactoria para me-
dir inhibicién ya que, como utiliza IgG de conejo [amboceptor]
y se pretende inhibir con fragmentos de IgG humana, el sistema
es heterogéneo, alin cuando se haya demostrado una reaccién cru
zada.

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

Los resultados apoyan la hipbtesis que el determinan
te antigénico en la AR es conformacional ya que la estructura
antigénica se pierde por la fragmentacién proteolitica y 1a
mezcla de los fragmentos no produce la inhibicién.
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