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INTRODUCCION

l. FISIÜPATÜLÜGIA DE LA INFLAMACIÜN REUMATÜIDE

1.1 ARTRITIS REUMATÜIDE

La investigación de las enfermedades reumáticas ha des­
pertado en los últimos años un creciente interés, basado en
su importancia social comopatologías invalidantes, y en los
avances producidos en el conocimiento de los procesos auto­
inmunes. Aun cuando su etiología continúa siendo desconocida,
se han realizado considerables progresos en la comprensión
clínica, en la clasificación y en los métodos de diagnóstico
de estas enfermedades. Junto con la artrosis, la enfermedad
articular másFrecuente es la poliartritis crónica progresiva
o artritis reumatoide (AR) .

La ARes una enfermedad sistémica del tejido conectivo,
de etiología desconocida, naturaleza inflamatoria y curso
habitualmente crónico, caracterizada fundalmentalmente por
sinovitis y la presencia de autoanticuerpos. Su desarrollo
involucra un númerovariado de articulaciones; la inflamación
articular es a veces remitente, pero si continúa, resulta geé
neralmente en una progresiva destrucción de la articulación,
con producción de deformidades, llevando finalmente a distin­
tos grados de incapacidad e invalidez. Frecuentemente se pro­
ducen eventos extra-articulares, comola formación de nódulos
reumatoideos,arteritis, neuropatías, escleritis, pericardi­
tis, linfoadenopatías y esplenomegalia,resaltando su natura­
leza sistémica.



La ARtiene una distribución uniForme en el mundo, invo­

lucrando a todos los grupos étnicos y raciales, sin vincula­
ción con diferencias geográFicas o climáticas. Predomina en
el sexo Femenino, siendo de 2 a 4 veces más Frecuente en las

mujeres que en los hombres; si bien puede observarse a cual­
quier edad, su incidencia aumenta con ella, presentando un pi­
co de mayor Frecuencia entre los 40 y 60 años. Algunas esta­
dísticas indican que la ARaFecta a un 4 % de la población.

1.2 TEJIDO CÜNECTIUÜ

1.2.1 Características estructurales

El tejido conectivo es el que soporta y ensambla los
elementos eSpecializados del cuerpo en unidades anatómicas y
Funcionales. Está presente en todos los órganos internos,
dermis y vasos sanguíneos, y Forma la base estructural del es­
queleto óseo y sus adherencias, comocartílago, ligamentos y
tendones. Su Función primordial es la de proveer un soporte
mecánico y mantener la integridad estructural.

Está constituído por células y Fibras proteicas extrace­
lulares, con una sustancia amorFa Fundamental ocupando el es­
pacio intercelular e interFibrilar. Se han descripto tres ti­
pos de Fibras: colágeno, elastina y reticulina .

El metabolismo de los componentes Fibrosos y de la sustan­
cia Fundamental está gobernado por las células intrínsecas del
tejido conectivo, que comprendenlos Fibroblastos y otras célu
las más diFerenciadas como los condrocitos y osteoblastos, y
por las células extrínsecas comolos linFocitos, monocitos y
polimorFonucleares. En respuesta a varios estímulos , estas



células intrínsecas puedensintetizar activamente distintas
macromoléculas, dependiendo de las condiciones del medio y
de las sustancias liberadas por las células extrinsecas (lin­
Foquinas, monoquinas, etc.) (Rodman G.P. y col.,1983 ) .
Las caracteristicas estructurales del tejido conectivo depen­
den de la proporción y propiedades de los elementos celulares
y extracelulares. Las Fibras pueden influenciar las pr0pieda­
des Físicas del tejido conectivo por su proporción relativa,
grado de entrecruzamiento, diámetro, densidad y orientación.
También influencian sus propiedades la composición de los pro­
teoglicanos presentes en el liquido intersticial.

En las enfermedades reumáticas, los eventos críticos se
producen no solo en la sinovial sino en todo el tejido conecti­
vo, cuyas propiedades son Fundamentales para el desarrollo de
la inflamación. La interacción entre los componentes primarios
del tejido conectivo (Fibroblastos,Fibras y sustancia Fundamen­
tal) y las células inflamatorias (macrófagos, linfocitos y poli­
morFonucleares) es crucial para la patogénesis de estas afeccio­
nes .

1.2.2 Colágeno

El término colágeno describe una Familia de moléculas
especializadas con caracteristicas estructurales comunes;
representan más del 20 %del total de proteínas del cuerpo.
Se distinguen por una singular composición de aminoácidos, con
un 30 % de glicina y un 20 % de prolina e hidroxiprolina.

La caracteristica más importante de la molécula de colá­
geno es la Formación de una triple hélice (Drockop 0.3. y col,



1979 ; Eyre D.R., 1980). Esta conformación proteica única es
el resultado de un arrollamiento de las tres cadenas polipep­
tídicas de la molécula de colágeno (cadenas d.) alrededor una
de otra en dos niveles de organización . Cada cadena es enro­
llada un una hélice levógira con alrededor de tres aminoácidos
por vuelta. Las tres cadenas son enrolladas cada una sobre la
otra en una superhélice dextrógira para formar una estructura
rígida similar a un segmento de una soga. Esta conformación es
posible debido a la secuencia particular de aminoácidos en las
cadenas d . Con excepción de cortas secuencias en los extremos
de las cadenas, de cada tres aminoácidos uno es glicina, la
que es suficientemente pequeña para ocupar el espacio en el
cual las cadenas a helicoidales se agrupan en el centro de la
triple hélice. Los residuos de prolina e hidroxiprolina impo­
nen restricciones a la conformación de las cadenas d_, forta­
leciendo la triple hélice y dando rigidez a la molécula de
colágeno.

Los residuos de la región helicoidal de las cadenas d se

pueden representar entonces como (XY-Gli)333 , donde X e Y son
diferentes de la glicina; en general, alrededor de lÜÜ X son
residuos de prolina y lÜÜ Y de hidroxiprolina . La secuencia
de aminoácidos de las posiciones X e Y remanentes difieren de
un colágeno a otro.

Cada cadena posee en los extremos secuencias no helicoida­
les, sin glicina, de alrededor de 12 aminoácidos, remanentes de
la conversión de procolágeno en colágeno. Estas regiones con­
tienen residuos de lisina e hidroxilisina que son transformados
en aldehidos precursores de los enlaces cruzados. Estos pueden



intramoleculares, entre dos residuos aldehido de cadenas
vecinas dentro de la misma molécula de colágeno, o intermo­
leculares, entre residuos aldehido de una molécula y grupos
E-amino de lisina o hidroxilisina de otra.

Existen diferentes tipos de colágeno, caracterizados en
base a sus cadenas polipeptidicas, y que pueden ser clasifica­
dos de acuerdo a sus localizaciones y Funciones como a) colá­
geno Fibrilar , b) colágeno no Fibroso , y c) colágeno perice­
lular.

El colágeno Fibrilar corresponde a los tipos I, II y III .
El tipo I consiste en dos cadenas idénticas d1(I) y una distin­

ta d2(I); comprende alrededor del 90 % del colágeno del cuer­
po, y es el principal componente en hueso,tendón, córnea y piel.
El tipo II está compuesto por tres cadenas idénticas, represen­

tado como <%l(II)3 ; es el único colágeno presente en cartílago.
El tipo III , Cil(III), está presente en la mayoria de los teji­
dos que contienen colágeno tipo I, excepto hueso y tendón.

El colágeno no Fibroso es el reSponsable de la integridad
de las membranasbasales,y constituye el tipo IV . Finalmente,
el colágeno pericelular, tipo V, rodea a los Fibroblastos.

En la AR, el mecanismode destrucción articular involucra
la degradación de proteoglicanos y la producción eSpecíFica de
colagenasa por la sinovial reumatoide. La colagenasa, también
presente en los leucocitos polimorFonucleares, es capaz de di­
gerir el cartílago, representando un importante mecanismode
destrucción articular. La ruptura específica en dos Fragmentos
hace susceptible al colágeno a la acción menos específica de
otras proteasas que completan SU degradación .



La destrucción del cartílago puede producir material anti­
génico capaz de perpetuar una reacción inmune en la sinovial,
habiéndose encontrado anticuerpos anti-colágeno en alrededor
del 50 % de los pacientes de AR .

Para el estudio del metabolismo del colágeno se utiliza
Frecuentemente la determinación de hidroxiprolina en orina y
sangre. La valoración de la excreción urinaria es de gran uti­
lidad, dado que la mayor Fuente de la hidroxiprolina en orina
es la matriz del colágeno óseo .

1.2.3 Elastina

Las Fibras elásticas, principal componentede los liga­
mentos y algunas paredes vasculares, estan compuestas Fundamen­
talmente por elastina. Esta es un polímero de subunidades de
tropoelastina, cada una de 850 aminoácidos y PM72.000 , y
constituye el corazón de las Fibras elásticas.

La elastina es degradada, a pH neutro, por la elastasa,
presente en los macróFagos y leucocitos polimorFonucleares.

1.2.4 Proteoglicanos

Los proteoglicanos son macromoléculas que se encuentran
en la sustancia Fundamental del tejido conectivo, a lo largo de
todo el organismo. Consisten en un corazón polipeptídico, con
múltiples cadenas laterales de polisacáridos. La subunidad
básica de la cadena lateral es un disacárido, usualmente un
ácido hexurónico (glucurónico, idurónico) unido a una hexosami­
na (glucosamina o galactosamina) . Son sintetizados por Fibro­
blastos y condrocitos, y juegan un importante rol en el mante­



nimiento de la estructura del tejido conectivo.
Por su alto contenido en grupos carboxilo y sulfato, son

polianiones, con una alta densidad de carga negativa ,por lo
que, por repulsión, tienden a estar completamente extendidos
sobre el cartílago, junto con un gran volumen de agua ; ésto
contribuye a la resistencia a la compresión por el cartílago.
Pero, por otra parte, los hace muysusceptibles a la acción de
enzimas proteoliticas derivadas de las células inflamatorias.

1.3 BIOLOGIA DE LA ARTICULACIÜN

1.3.1 MembranaSinovial

La sinovial representa una condensación del tejido co­
nectivo que cubre la superficie interna de la cápsula Fibrosa
y Formaun saco encerrando la cavidad articular. La sinovial
también cubre tendones que pasan a través de la articulación,
asi comolos márgenes libres de estructuras intraarticulares
como ligamentos y meniscos. Se proyecta en dobleces que rodean
los bordes del cartílago articular, pero no cubre la superficie
de soporte de carga del cartílago. Normalmentela cavidad sino­
vial contiene una pequeña cantidad de liquido altamente viscoso
que lubrica las superficies articulares. Los pliegues de la
sinovial permiten que este tejido sea extendido en los movimien­
tos articulares sin daño tisular.

La porción íntima de la sinovial consiste en una capa de
células eSpecializadas denominadassinoviocitos. Debajo de esta
cubierta, normalmente de l a 3 células de eSpesor, hay una red
difusa de tejido areolar o conectivo Fibroso. Las células que



revisten la cavidad sinovial semejan células de otros tejidos
conectivos, pero difieren de los Fibroblastos ordinarios en
sus características ultraestructurales y actividades metabólica

1.3.2 Células Sinoviales

Hay dos principales tipos de sinoviooitos : tipo A , más
numerosos, caracterizados por su rica colección de organelas
citoplasmáticas, incluyendo lisosomas, vacuolas y vesículas;
son activos en Fagocitosis y secreción ; tipo B : poseen abun­
dante reticuloendopláSmico y relativamente pocas vacuolas y
vesículas; sintetizan el ácido hialurónico del liquido sinovial
Hay un tipo C intermedio de células, que combinan caracteristi­
cas de los tipos A y B, sugiriendo que éstas representan dife­
rentes Fases Funcionales de la misma célula básica (Eduards J.
C.U. y col., 1982) .

1.3.3 Liguido sinovial

El liquido sinovial es un Fluido altamente viscoso que
ayuda a la lubricación de las articulaciones y sirve como Fuen­
te de nutrición del cartílago articular. Normalmentees claro,
incoloro o ligeramente amarillento, y no coagula. Su caracte­
ristica alta viscosidad se relaciona con la presencia del ácido
hialurónico sintetizado por los sinoviooitos (Suann D.A. y col,
1974). El ácido hialurónico es un glicosaminoglicano de alto
peso molecular, compuesto por unidades alternativas de glucosa­
mina y ácido glucurónico. Se supone que el liquido sinovial es
un trasudado del plasma, al cual las células tipo B añaden el
ácido hialurónico. Normalmentecontiene menos de 200 células

3 . ., . .por mm. La 1nFlamac1on que afecta a la Sinov1al altera su com­



posición, características Físicas y contenido celular.

1.3.4 Cartílago articular

El cartílago articular es la superFicie de "soporte de
peso" de la articulación, y se distingue por una relativamente
baja concentración de células y preponderancia de materiales
intercelulares. La matriz del cartílago articular consiste en
colágeno tipo II y proteoglicanos, sintetizados localmente por
los condrocitos. Las Fibras de colágeno, que representan más de
la mitad del peso seco, juegan un rol principal en mantener la
integridad del tejido; el resto son proteoglicanos.

1.4 ETIÜLÜGIA

A pesar de muchos años de intensas investigaciones, la etio
logía de la ARpermanece desconocida. Se han analizado diversos
Factores endócrinos, metabólicos, nutricionales e inmunológicos
así comovariables geográFicas, ocupacionales y psicosociales,
y aunque probablemente inFluencien el curso de la enFermedad,
ninguno pudo ser involucrado claramente comoagente causal.

Recientes estudios de asociación con ciertos alelos del
complejo mayor de histocompatibilidad (HLA), sugieren que los
Factores genéticos pueden inFluenciar la expresión de la enFer­
medad, posiblemente a través de su relación con la regulación
de la reSpuesta inmunológica que desempeña un importante papel
en su patogénesis. (Stastny P.,1977; 1980; Harvey J. y col, 198

La aparición de poliartritis durante diversas enFermedades
bacterianas y virales, y la semejanza con ciertos desórdenes
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causados en animales por distintos microorganismos, llevó a
plantear algún tipo de infección comouna hipótesis atractiva
para la etiología de la AR, si bien no pudo demostrarse ningu­
na evidencia directa.

1.5 DATÜGENESIS

En la ARya establecida, la sinovial aparece Fuertemente
edematosa y se proyecta en la cavidad articular como proyeccio­
nes vellosas delgadas. El examenmicroscópico revela hiperpla­
sia e hipertrofia de las capas de células sinoviales, las que
pueden alcanzar un eSpesor de 6 a lÜ células. La hiperplasia de
los sinoviocitos resulta de un aumento de ambos tipos de célu­
las A (Fagocíticas) y B (de síntesis de ácido hialurónico) .

Frecuentemente se observa distensión venosa, obstrucción
de capilares, infiltración de la pared arterial por leucocitos
polimorFonucleares (PMN), y áreas de trombosis y hemorragias.
El estroma subsinovial, normalmentesin células, se halla inva­
dido por células mononucleares, algunas Formandoagregados o
folículos particularmente alrededor de los vasos sanguíneos
pequeños. Los linfocitos predominan en estos Polículos, con un
manto de células plasmáticas en su periferia. Las áreas de tran­
sición muestran una mezcla de macróFagos, linfocitos y células
plasmáticas; aproximadamente2/3 de las células son blastos,
sugiriendo que anticuerpos y productos de macróFagos y linfoci­
tos activados son producidos en esa región. (Ishikaua H. y col,
1976) (Fig. l)

La extensión del proceso inflamatorio sinovial a las estruc­
turas articulares vecinas es el hecho Fundamental de la enFer­
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Figura l. Representación esquemática del proceso
inflamatorio en la articulación reumatoide.

(Bluhm 8.8.,1982).
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medad; la ARcrónica se caracteriza por destrucción del cartí­
lago articular, ligamentos, tendones y hueso subcondral, que
resultan invadidos por prOpagación a partir de la membranasi­
novial. El elemento destructivo más importante, que conduce a
la disminución de la Función articular, es el pannus reumatoi­
deo, que consiste en una lámina de tejido que invade la Super­
Ficie del cartílago y está compuestopor Fibroblastos prolife­
rantes, pequeños vasos sanguíneos y células inflamatorias.

En el cartílago normal distante del margen de avance de la
membranasinovial proliferante, se produce la pérdida de pro­
teoglicanos por acción de proteasas neutras y ácidas. Esto es
insuficiente para provocar daños irreversibles, ya que el esque­
leto estructural del cartílago esta dado por el colágeno, el
cual, en Función de su configuración helicoidal, resiste la
acción de proteasas inespecíFicas. Pero la colagenasa producida
por los PMNy las células sinoviales puede cortar las cadenas
polipeptídicas del colágeno en dos Fragmentos, exponiéndolo a
nuevas digestiones proteolíticas.

La producción de esta colagenasa, que se libera en Forma
inactiva, es estimulada por los linfocitos y macróFagos (Krane
S.M., 1981) . Los sinoviocitos producen el activador del plas­
minógeno, el cual convierte el plasminógeno en plasmina, la
cual es capaz de activar la colagenasa latente unida a las Fi­
brillas de colágeno.

En la enfermedad crónica, el tejido granuloso Forma adhesio­
nes; superficies articulares Opuestas se hacen adherentes, cau­
sando anquilosis Fibrosa si se involucran superficies grandes.
La metaplasia del tejido granuloso puede resultar en la anquilo­
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sis cartilaginosa u ósea. Las adhesiones entre estructuras
periarticulares y el debilitamiento de ligamentos alteran la
estructura y Función articular. La suma de estos cambios pato­
lógicos en conjunción con las Fuerzas mecánicas de peso y
músculos, producen las clásicas deformaciones de la AR.

1.6 HIPÜTESIS PATÜGENICAS

En Función de los hallazgos histológicos, se han postulado
dos mecanismos patogénicos principales para la AR.

La hipótesis de enFermedad por complejos inmunes (CI) extra­
vascular, propone una interacción de antígenos (Ag) y anticuer­
pos (Ac) en tejidos y líquido sinovial (ZvaiFler N.J.,l973) .
En general, los Ac serían producidos localmente, Formando com­
plejos IgG-anti IgC. Otros CI potencialmente importantes son
aquellos en que los Agson constituyentes de tejidos articulares
o productos del proceso inFlamatorio, comocolágeno, cartílago,
Fibrinógeno o Fibrina, DNAy nucleoproteínas.

La reacción de Ag y Ac en el tejido articular involucra a
la secuencia del complemento, causando una disminución de sus
niveles en el líquido sinovial, aumento de la permeabilidad ca­
pilar y acumulación de elementos celulares sanguíneos.

Leucocitos PMN,atraídos por Factores quimiotácticos deriva­
dos del complemento, Fagocitan los complejos con la subsecuente
liberación de grandes cantidades de enzimas hidrolíticas, radi­
cales libres derivados del oxígeno y metabolitos del ácido ara­
quidónico, los cuales son responsables de muchos de los daños
tisulares inFlamatorios (Fig 2).
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Figura 2. Secuencia de la injuria tisular en AR
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Ütra hipótesis postula a la enfermedad reumatoide como
resultado de una hipersensibilidad celular. La acumulación de
linfocitos T activados en la sinovial reumatoide, la demostra­
ción de Factores solubles (linfoquinas) derivados de los lin­
focitos T, la mejoría de pacientes por drenaje del ducto
torácico, y la observación de artritis en pacientes agamma­
globulinémicos, son comprobaciones citadas comoevidencias
de un rol de la reacción inmune celular en la sinovitis reu­

matoide (Pearson C.M. y col, 1975; Harris E.D., 1981) .

1.7 MODELOS EXPERIMENTALES DE INFLAMACIÜN

No existe un modelo de artritis en animales de laboratorio

que refleje completamente la enfermedad humana. A pesar de ello,
numerosos estudios se han efectuado utilizando una variedad de

modelos en animales con uno o más de los componentes inflama­
torios fundamentales.

El modelo más ampliamente utilizado, sobre todo para la
evaluación de drogas antirreumáticas, es el de la artritis in­
ducida en ratas por administración de Micobacterium butiricum
en aceite mineral (artritis adjuvante). Esta presenta varias
caracteristicas en comúncon la ARy el sindrome de Reiter,
incluyendo la inflamación aguda y recurrente que afecta las
articulaciones periféricas, deformacióncrónica, destrucción
articular, sinovitis subaguda y formación de pannus (Leuis A.J.
y col, 1982) . Existen evidencias de que el desarrollo de las
lesiones artriticas involucran mecanismosinmunes; se supone
que la responsable de la enfermedad es una respuesta de
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hipersensibilidad retardada a un antígeno del microorganismo
administrado con el adjuvante, si bien no se ha demostrado la
participación de anticuerpos.

Ütro modelo de artritis en ratas se ha desarrollado usando

colágeno tipo II comoantígeno; éste se emulciona con adjuvan­
te de Freund y se inyecta intradermicamente. Se desarrolla una
poliartritis en Formasimilar a la artritis adjuvante, pero
con producción de anticuerpos anti-colágeno; se produce una
infiltración de células mononuclearesen el tejido sinovial,
y la sinovitis resultante conducea erosiones articulares con
progresiva destrucción del cartílago y hueso en Formasimilar
a la AR (Stuart J.M. y col, 1979) .

2. MEDIADÜRES DE LA INFLAMACIÜN REUMATÜIDE

El desarrollo de la reacción inflamatoria involucra una
compleja interacción de sistemas humorales y celulares; varios
tipos de mediadores solubles participan inFluenciando la acti­
vidad celular. Funciones comola vasodilatación, permeabilidad
capilar, quimiotaxis, proliferación celular, Fagocitosis y
otras, pueden ser modificadas por un número variado de estos
agentes. Entre estos mediadores de la inflamación pueden men­
cionarse la histamina, prostaglandinas, enzimas proteoliticas,
radicales del oxigeno, y cuatro sistemas de proteinas plasmáti­
cas: complemento,coagulación, Fibrinolisis y quininas.
En la ARcontribuye a este proceso con un rol Fisiopatológico
central, el Factor reumatoide (FR) y sus complejos inmunes
con la IgG .
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2.1 FACTORES REUMATÜIDES Y CUMPLEJÜS INMUNES

Los Factores reumatoides (FR) son autoanticuerpos dirigidos
contra determinantes antigénicos sobre el Fragmento Fc de la
molécula de IgG. La observación de que la aglutinación de eri­
trocitos de carnero por anticuerpos eSpeciFicos de conejo se
incrementaba con suero de AR (Uaaler E.,1940), Fue una de las

primeras que indicó que ésta era una enfermedad autoinmune.
Los FR se han encontrado en las tres clases principales de

inmunoglobulinas IgC, IgM e IgA .

Los distintos tipos de determinantes antigénicos ubicados
en los dominios CH2 y CH3 del Fragmento Fc con los que reaccio­

nan los FR comprenden

a) antígenos de reacción cruzada compartidos por IgG humana y
de animales .

b) antígenos especificos de IgG humana
c) antígenos especificos de algunas subclases de IgG humana
d) aloantígenos de tipo Gm
e) neoantigenos expresados en IgG desnaturalizada o agregada

El aspecto de mayor importancia es el hecho de que los FR
reaccionan con múltiples determinantes antigénicos de la IgG
autóloga, lo cual refleja asimismo la policlonalidad de las
moléculas de anticuerpo.

Las constantes de asociación para los FR IgM e IgG se ha­
llan en el orden de l x lÜ4 a 5 x lÜ5 litros/mol (Uager Ü. y
col,1978), valores que son lO a lÜÜ veces menores que las cons­
tantes de afinidad de los heteroanticuerpos comunesproducidos
por una inmunización exógena.
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A pesar de su baja afinidad por el antígeno, los FR pueden

producir complejos estables con la IgG bajo condiciones apro­
piadas. Para los FR-IgM,multivalentes, esto ocurre cuando la
IgG se encuentra agregada (Fig. 3) . Cada unión individual
Ag-ACes de energía insuficiente para dar un complejo de
larga vida, pero la suma de múltiples interacciones puede pro­
ducir una estructura estable del complejo (Metzger H.,1974).

Los FR-IgG poseen una propiedad que los diferencia de to­
dos los demás hetero o autoanticuerpos, y es que los antígenos
con los que reacciona residen en la misma molécula de anticuer­
po; por lo tanto, los FR-IgG pueden autoasociarse Formando com­

plejos inmunes en ausencia de Ag exógeno (Uinchester R.J. y
col.,197Ü). Esta capacidad de autoasociarse Favorece la Forma­
ción de complejos inmunes por Ac de menor afinidad que la reque­

rida para un sistema heterólogo Ag-Ac.
La capacidad de los FR-IgG de Formar CI de alto peso mole­

cular dependerá de la concentración y afinidad del Ac, y de la
relación FR-IgG a IgG normal (Carson D.A.,1981)

La mayoría del FR-IgG en la sinovial reumatoide es produ­
cido "in situ" más que depositado de la circulación. En los
sitios de producción de FR-IgG la concentración local de Ac es
alta mientras que la concentración de IgG normal es baja, lo
cual permite la Formación de complejos de gran tamaño (Fig.4)
(POpe R.M. y col.,1974) . Cuando los CI escapan a la circula­
ción, donde la concentración de IgG normal es alta, pueden di­
sociarse en dimeros o trímeros; CI solubles con menos de tres
o cuatro moléculas de IgG son incapaces de Fijar complemento.

Los CI de IgG grandes Formados en la sinovial reumatoide,
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Figura 3. Interacción del Factor reumatoide IgM con
IgG monomérica y agregada



-20­

FR-IgG IgG normal

2:3 . Tejido sinovial

2;: t (IgG normal)l
(FR-Igc) Í\_——.—..r

complejos grandes

Esgacio intravas

a (IgGnormal)Ï
(FR-Igc) l

complejos pequeños

Figura 4. Mecanismos propuestos para la Formación de CI
por el Factor reumatoide IgG en el tejido sino­
Vial y en suero



-21­

fijan complemento y se unen a FR-IgM. Los FR-IgM estabilizan

y aumentan la precipitación de los CI, favoreciendo además
la unión a receptores de Fc y complemento de macrófagos y

DMN;o sea que en general los FR-IgM amplifican los efectos

biológicos de los CI formados por los FR-IgG (SchmidIF.R. y
col.,l97Ü). Por otra parte los FR-IgMfijan complemento por
si mismos .

Se han propuesto varias hipótesis para explicar comola
IgG podría hacerse inmunogénica.
l) La formación de polímeros de IgG o su participación en com­
plejos Ag-Ac induce cambios en su conformación, de forma que
se expondrían nuevos determinantes antigénicos, previamente
Ocultos

2) Una anomalía estructural de la IgG de pacientes reumáticos
podría volverla inmunogénica. Estudios por espectrOpolarime­
tría sugieren que habría un defecto en la región de bisagra de
la IgG reumatoidea, lo que aumentaría la afinidad de unión a
receptores Fc celulares (Johnson D.M. y col.,1974) .

3) Un defecto en las células T supresoras podría llevar a los
linfocitos B a producir autoanticuerpos contra ciertos deter­
minantes de la IgG (Allison A.C.,l973) .

4) Unaampliación de la hipótesis anterior sería la existencia
de un control anormal de la función anti-idiotipo. Los idioti­
pos son determinantes antigénicos sobre los anticuerpos locali­
zados en las membranas de linfocitos, los que no se combinan
con antígeno exógeno sino que permiten al linfooito ser reco­
nocido por sitios de combinación de anticuerpos anti-idiotipo
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Se postula que en los linfocitos B existen miles de sitios de
combinación de anticuerpos, con un número igual de idiotipos
acompañantes;las reacciones idiotipozanti-idiotipo estarian
bajo el control de los linfocitos T supresores. La existencia
de idiotipos sin su correspondiente anti-idiotipo representa­
ria una alteración de este sistema, a través de la cual se
generaría la respuesta normal de anticuerpos (Cazenave P.A,
1977). Un clon de células B con sitios de combinación para un
antígeno particular podria proliferar porque no hay anti-idio­
tipos contra los determinantes de su superficie. La pérdida de
supresión de anti-idiotipos resultaría en la formación de com­
plejos idiotipo:anti-idiotipo, Igfizanti'IgG en este caso.

Existen numerosas evidencias que sustentan el rol biológi­
co desempeñado por los FR en la inflamación reumatoidea.
Algunas de ellas son las siguientes
a) En general se ha observado que los pacientes con pruebas
positivas para FR-IgMdesarrollan una enfermedad más severa
y con diversas complicaciones .
b) Los FR-IgM y la IgG autoasociada son capaces de activar el
sistema complementopor la via clásica.
c) Usando un ensayo de células formadoras de placas, se obser­
vó que la aparición de células productoras de anti-IgG coinci­
de con la aparición de la actividad de la enfermedad (Vaughn
J.H.,1975).
d) Complejos inmunes conteniendo FR y fragmentos del complemen­
to han sido localizados por inmunofluorescencia en el tejido
sinovial y en PMNaislados del liquido sinovial (Zvaifler N.J.,
1973) .
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e) La existencia de niveles altos de IgG-anti IgG ha sido
asociada con una mayor Frecuencia de la presencia de nódulos
subcutáneos, vasculitis, eritrosedimentación elevada, niveles
de complemento disminuidos y número de articulaciónes involu­
cradas.
f) La administración experimental de FRaislado de un paciente
de ARen la articulación del mismo, produjo una marcada res­
puesta inflamatoria, lo que no se observó con la inyección de
IgG normal .

2.2 SISTEMA CÜMPLEMENTÜ

El Sistema complemento consiste en un grupo de proteinas
que interactúan secuencialmente para mediar un gran número de
efectos inflamatorios. Sus acciones pueden dividirse en forma
general en dos categorías: las involucradas en diSparar la ac­
tivación del sistema, para lo cual hay dos caminos o vías prin­
cipales, y las involucradas en efectuar la respuesta, a través
de un camino final común.

La vía clásica requiere para su activación de la presencia
de complejos inmunes formados por combinación de anticuerpos
IgG o IgMcon su correSpondiente antígeno. Por el contrario,
la vía alternativa no requiere de anticuerpos para ser activa­
da, sino que puede serlo por polisacáridos u otras estructuras
poliméricas. La activación de ambas vías involucra la conver­
sión de precursores inactivos en enzimas proteoliticas, con
acción sobre los otros componentes .

En la via clásica, el precursor Cl sufre una proteolisis
interna que produce el C1 activado; el Cl es un complejo
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Formado, a través del Ca++, por tres componentes : Clq, Clr y

Cls. La unión del Clq a las regiones Fc de las inmunoglobuli­
nas de los CI resulta en la activación del Cls, que actúa
sobre sus sustratos C4 y C2. Los Fragmentos mayores de C4 y

C2 se combinan en presencia de Mg++para Formar un complejo

bimolecular C42, con nueva actividad enzimática (C3 convertasa),
capaz de Fragmentar a C3 y continuar la secuencia del comple­
mento (Fig. Sa).

En Forma semejante, a través de la activación de la vía
alternativa, se Formaun complejo bimolecular dependiente de
Mg++, por unión de dos Fragmentos C3b y Bb (Fig. 5b). El Frag­

mento Bb es el producto principal de la acción del Factor D
sobre el Factor B. La enzima C3bBbes estabilizada por la pro­

perdina, dando C3bBbD(Fearon D.T. y col.,1980).
Las acciones de C42 y C3bBbPson idénticas, actuando en el

mismo sitio de 1a molécula de C3. La activación de este Fragmen­
to comienza una serie de reacciones con considerable signiFica­
do biológico. A partir de C3 se Forman C3a, una anaFilotoxina
que puede liberar histamina de los mastocitos, y C3b que esti­
mula la adherencia y Fagocitosis de los CI.

La activación de C5 conduce a la Formación del Fragmento
C5a con actividad de anaFilotoxina y propiedades quimiotácticas
para los PMN;C5 participa en la Formación de un complejo tri­
molecular C567, el cual es también un potente agente quimiotác­
tico. La interacción de C567 con C8 y C9 sobre la superFicie
celular lleva al daño de la membranay lisis celular, como
última consecuencia de la activación del complemento.

En los líquidos sinoviales reumatoides los niveles de
complemento hemolítico total y de C4, C2 y C3 son menores que
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en los de pacientes con otras enfermedades articulares (Ruddy
S. y col.,1974). La depresión más marcada se observa en los
liquidos con complejos IgG:anti-IgG, existiendo una relación
directa entre la cantidad de estos complejos y la disminución
del complemento.

La demostración por inmunoFluorescencia de la presencia de
inmunoglobulinas y de los componentes Clq, C4 y C3 dentro de
los DMNaislados de liquido sinovial de pacientes reumatoideos,
es consistente con la hipótesis de que CI IgG:anti-IgG han acti­
vado el complemento, y que Fragmentos de C3b ,como parte de

este CI, han estimulado la Fagocitosis por los PMN.
Una de las consecuencias más importantes del consumo intra­

articular del complementoes la Formación de productos biológi­
camente activos (Fig. 6)

Existe una interacción entre el sistema complemento y los
PMN;los lisosomas de los DMNpresentan actividad enzimática
capaz de generar C5a a partir de C5 purificado o suero Fresco.
A su vez, C53, además de ser el principal Factor quimiotáctico,
puede mediar la liberación de enzimas lisosomales por los PMN
(Goldstein I.M. y col.,1974; Goetzl E.J., 1981) .

por otra parte, la alteración de membranaso del colágeno
por las enzimas lisosomales, puede conducir a la activación
del Factor Hageman,el cual inicia las secuencias de los siste­
mas de coagulación, Fibrinolisis y quininas; la Formación de
plasmina lleva a la activación del Cls
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2.3 SISTEMA DE ÜUININAS

Dos importantes mediadores primarios de la inFlamación
generada en el líquido sinovial son la bradiquinina y la ca­
lidina. La bradiquinina es un nonapéptido, y la calidina un
decapéptido (lisil-bradiquinina). Poseen una potente activi­
dad productora de vasodilatación local y aumento de la permea­
bilidad capilar; además, estimulan la liberación de histamina
por los mastocitos y la sintesis de prostaglandinas por los
tejidos.

La bradiquinina resulta de una serie de reacciones protec­
líticas iniciadas por la activación del Factor Hageman(F XII)
por superFicies cargadas negativamente. El Factor Hagemanac­
tivado actúa sobre la precalicreína transFormándola en cali­
creína activa, la que a su vez conduce a la Formación de bra­
diquinina a partir de la Fragmentación de quininógenos precur­
sores (Fig. 7) ; los CI Igczanti-IgG son también capaces de
activar el quininógeno. La calicreina produce además la activa­
ción del plasminógeno a plasmina, la cual actúa en el sistema
Fibrinolítico y en la activación del componente Cls del comple­
mento. Tanto la calicreína como la plasmina son capaces a su
vez de activar el Factor Hageman.

2.4 FORMACIONDE FIBRINA Y FIBRINÜLISIS

La acumulación de Fibrina, producto Final de la activación
del sistema de la coagulación, es uno de los eventos patológi­
cos más importantes de la sinovitis reumatoide. La Fibrina se
acumula sobre la superFicie de la sinovial y del cartílago y
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en el liquido sinovial. Los Fibrinopéptidos Formadosa partir
del Fibrinógeno por la trombina producen un aumento de la
permeabilidad capilar. La secuencia de la coagulación se ori­
ginaria con la activación del Factor Hagemanpor la plasmina
o el colágeno. La presencia de Fibrina en la sinovial y el car­
tílago puede impedir la normal nutrición de estos tejidos,am­
plificando las condiciones que llevan a la hipoxia y acidosis
en el líquido sinovial. Por otra parte, además de ser atrapa­
dos en la matriz del colágeno, los CI pueden serlo en los
coágulos de Fibrina, lo que contribuiria a mantener y perpetuar
el proceso inflamatorio y proliferativo.

2.5 DRÜSTAGLANDINAS

Las prostaglandinas (PCs) son un grupo de compuestos deri­
vados de ácidos grasos no saturados de C Las más importan­20 '
tes son las de la serie 2, derivadas del ácido araquidónico,
con dos dobles ligaduras en sus cadenas laterales.

Otro grupo de compuestos muy relacionados con las PGs son
los productos de reacciones catalizadas por la lipooxigenasa;
también son productos de la reacción del oxígeno molecular con
el ácido araquidónico.

Las PCs y los productos de la lipooxigenasa no se mantienen
en la célula, sino que son sintetizados en reSpuesta a una va­
riedad de estímulos. Los ácidos grasos precursores de las PGs
se mantienen en los lípidos de la membranacelular, primaria­
mente FosFolipidos, y son liberados por acción de FosFolipasas.
La ciclooxigenasa convierte al ácido araquidónico libre en DGH

2

por reacciones con oxigeno molecular y reordenamientos molecu­
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lares. Las isomerasas transforman a este endoperóxido interme­

diario en PCs y tromboxano A2 ; la distribución de isomerasas
en los tejidos determina el tipo de PGa ser sintetizada ; el
tejido sinovial reumatoide produce principalmente PGE
(Robinson D.R.,y col., 1979)

2

Las PCs tienen potentes efectos Fisiológicos sobre muchas
células y tejidos, pero difieren ampliamente según el compues­

to. Así, PGE2y DGI son vasodilatadoras, mientras que el trom­
boxano A2 y PGde sin vasoconstrictores . Muchos de los efec­
tos de las DCSpodrían ser mediados a través de los nucleótidos

ciclicos; así, las PGE2y DGI2activan la adenilciclasa elevan­
do los niveles de AMDcíclico. El tromboxano A2 inhibe la ac­
tivación de la adenilciclasa, y la PGF estimula la guanilato2a
ciclasa.

Existen diversas evidencias que comprometen a las DGs ,

especialmente DGE2y PCI como mediadores de la inflamación2 y

(Trang L.E., 1980) ; están presentes en cantidades elevadas en
los exudados inflamatorios, causan vasodilatación potenciando
el edemacausado por otros agentes, actúan sinergisticamente
con la bradiquinina e histamina, y ciertos productos de la
acción de la lipooxigenasa son quimiotácticos. Por otra parte
la síntesis de DCSgenera radicales libres derivados del oxí­
geno, como superóxido e hidroxilo (Rodnan G.P. y col., 1983).
Los diversos compuestosantiinflamatorios no esteroideos uti­
lizados para el tratamiento de la ARposeen la capacidad de
inhibir la síntesis de PCs, a través de una acción directa
sobre la Ciclooxigenasa



3. COMPONENTES CELULARES DE LA INFLAMACIÜN REUMATÜIDE

3.1 CELULAS SINÜVIALES

Cuandolas células sinoviales se observan en cultivo de

monocapasemejan Fibroblastos, si bien no deben ser considera­
dos como tales desde el punto de vista Funcional. Su capacidad
de producción de ácido hialurónico se expresa en los cultivos
a través de numerosos pasajes (Hasselbacher P., 1981) .

Las células sinoviales reaccionan con un número elevado

de estímulos, con producción de grandes cantidades de colagena­
sa y PCs, partiCularmente PGE (Harris E.D.,1982).. El empleo
de estos estímulos "in Vitro"2produce cambios morfológicos si­
milares a los de las células dendríticas encontradas en culti­
vos de células sinoviales reumatoides. Esta apariencia dendrí­
tica reflejaría alteraciones de la membranacelular inducidas
por el proceso inflamatorio crónico. Este tipo de células ha
sido observado también en la sinovial de pacientes con otras
enfermedades comola artritis psoriásica y la ARjuvenil.

Una muyalta proporción de las proteínas segregadas por
las células sinoviales está dada por la colagenasa, producida
en Forma latente y activada por la plasmina ; también se libe­
ran gelatinasa y proteoglicanasa. La colagenasa se encuentra
en altas concentraciones en las extensiones dendríticas de
estas células, siendo liberada al espacio extracelular desde
estas prolongaciones celulares (Uoolley D.E. y col.,l979).

Las células sinoviales estudiadas en cultivo y obtenidas
de sinoviales reumatoides, presentan ademásotras características
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diferentes de las obtenidas de tejido normal (Harris E¡D., 1981)
a) presentan mayor velocidad de crecimiento que las células de
sinovitis no inflamatorias, alcanzando una mayor densidad final
de saturación.
b) Producen ácido hialurónico de menor peso molecular.
c) Presentan un marcado incremento en la velooidad de utiliza­
ción de la glucosa y producción de lactato.
d) Droducen grandes cantidades de enzimas lisosómicas.
e) Son resistentes a ciertos efectos de los corticoides .

3.2 MACRÜFAGÜS

El macrófago es la célula característica de la respuesta
inflamatoria. La activación de estas células en la sinovial
reumatoide puede producirse por diversos estímulos ; así ,
productos liberados por los linfocitos T activan a los macró­
fagos para liberar una serie de mediadores que actúan sobre
otros sistemas ; por otra parte, la unión de CI a receptores
del macrófago estimulan la liberación selectiva de enzimas
lisosómicas, la cual también se produce por acción de compo­
nentes del complemento .

Una vez activados en el tejido sinovial, los productos de
los macrófagos pueden tener múltiples roles en la producción y
perpetuación de la inflamación reumatoide. Una enzima liberada
por los macrófagos, el activador del plasminógeno, puede ser
de singular importancia dado que es liberada en estado activo;
en presencia de plasminógeno se origina la plasmina, la que
puede iniciar la fibrinolisis y activar los sistemas de coagu­
lación, quininas y complemento (Uerb Z. y col., B77) .
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Los macrófagos activados inducen la proliferación vascular
en el tejido conectivo, la cual es fundamental para el desarro­
llo celular. por otra parte, juegan un importante rol en la
modulación de la respuesta de los linfocitos a la estimulación
antigénica.

El interferón y poliaminas oxidasas liberados por los ma­
crófagos suprimen la respuesta inmune de los linfocitos, mien­
tras que las proteinasasy DCStienen un efecto estimulatorio
(Denman M.,1979) .

3.3 LINFÜCITÜS

Los estudios efectuados sobre los linfocitos de la sino­

vial reumatoide, y en sangre y liquido sinovial de pacientes
con AR, han generado numerosas evidencias de que estas células
serian un blanco fundamental para el agente etiológico de la
enfermedad. Durante la proliferación de las células sinoviales
y la amplificación de la superficie de la membranasinovial,
los linfocitos se acumulan en las capas profundas, alrededor
de los vasos sanguíneos, llegando a constituir las células
predominantes en esas zonas.

La mayoría de los linfocitos en la membranasinovial son

linfocitos T (LT) ; esta predominancia de los LT no se observa
en sangre periférica. Los LT , activados por productos liberados
por los macrófagos o por el Ag procesado por los mismos, poseen
la capacidad de mediar una serie de procesos a través de la
secreción de productos solubles activos (linfoquinas) y de las
funciones auxiliares o supresoras, determinando la eSpecifici­
dad y magnitud de la respuesta inmune por las células plasmáticas.



Algunas de las acciones de las linfoquinas incluyen un aumento
de la permeabilidad capilar, quimiotaxis para PMNy macrófagos,
y activación de macrófagos y células sinoviales. Las células
plasmáticas sintetizan y liberan inmunoglobulinas en la sino­
vial, produciendo cantidades significativas de FR .

Otra función de los linfocitos a considerar en el contexto
de la sinovitis reumatoide es la citotoxicidad. Una forma de
citotoxicidad de los linfocitos sobre otras células es la me­
diada por Ac ; esta citotoxicidad celular dependiente de Ac
(CCDA)se produce cuando el Ac se une a la célula efectora a

través de SU receptor para Fc, y a la célula blanco a través
de su determinante antigénico.

Dado que las inmunoglobulinas son producidas por las célu­
las plasmáticas en la sinovial reumatoide, y como hay un gran
númerode linfocitos con receptores para Fc en los tejidos si­
noviales, los mecanismos efectores de la CCDAse hallan presen­
tes. Sin embargo, el cuadro histológico de la sinovial reumatoi­
de es de proliferación extrema y no se ha observado una respues­
ta inmunoespecífica de los linfocitos a la misma. La hipótesis
planteada es que los mecanismos normales de la CCDAen la AR

podrían estar inhibidos por un exceso de Ag (IgG) o por los
complejos Ag-Ac. La CCDA,que normalmente inhibiría la prolife­
ración celular, podría estar bloqueada en la ARpor los CI ,
desarrollandose esa proliferación sin oposición (Harris E.D.,
1981) .

El rol primario planteado para los linfocitos en la ARse
halla sustentado también por el hecho de que su eliminación y
el drenaje del conducto torácico producen una mejoría de la
enfermedad.



3.4 LEUCÜCITÜS PÜLIMÜRFÜNUCLEARES

Una caracteristica comúnde la mayoría de las injurias
tisulares agudas inducidas inmunologicamente, es la acumulación
de leucocitos PMNen el sitio de reacción, habiéndose demostra­
do que desempeñan un rol activo en la mediación de estos eventos
(Perez H.D. y col.,l981) .

Los PMNson células particularmente bien desarrolladas para
el reconocimiento eSpecíFico, internalización y destrucción del
material particulado ; a través de la Fagocitosis los PMNtrans­
portan este material del medio externo a las vacuolas delimita­
das por la membrana celular. Este es un proceso muy complejo
que se lleva a cabo en Fases sucesivas. Inicialmente se produce
un reconocimiento del material Fagocitable, que se expresa en
una respuesta quimiotáctica del Fagocito; luego hay otra Forma
de reconocimiento, la adhesión, eSpeciFica o inespecíFica.
Después de la adhesión se produce la emisión de pseudópodos y
la Fase de englobamiento propiamente dicha.

Los gránulos de los PMNcontienen un conjunto de enzimas
hidrolíticas y oxidativas, así comootros Factores que median
la actividad microbicida y la degradación de partículas ; su
liberación al medio extracelular puede contribuir a la inFlama­
ción y al daño de los órganos adyacentes.

Por otra parte, durante la Fagocitosis se produce un gran
estímulo del metabolismo oxidativo de la célula, que conduce a
la producción de radicales libres derivados del oxígeno, poten­
cialmente tóxicos.

La actividad de los PMNestá sujeta a una compleja serie de
controles que regulan la generación y expresión de los estímulos
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y modulan la respuesta de los leucocitos. El balance entre la
magnitud de la reacción del PMNy la efectividad de los meca­
nismos regulatorios locales determinará en cada instancia si
los PMNcontribuirán predominantemente a la deFensa del orga­
nismo o llevarán al daño de los tejidos prOpios.

3.4.1 Papel de la membranacelular en la Función Fagocitica

La Función Fagocítica de los PMNestá regulada por la

membranacelular, cuyo papel puede resumirse esquematicamente
como un sistema de tres componentes o Fases .

a) Un sistema de reconocimiento, a través del cual se captan
señales que provienen del medio ambiente, como por ejemplo
mediadores Farmacológicos, Factores quimiotácticos y superFi­
cies celulares. En algunos casos el reconocimiento es especiFi­
co, basado en la presencia de receptores (para complemento ,
FragmentoFc, histamina, etc.) . En otras situaciones el siste­
ma de reconocimiento parece ser inespecíFico, como en el caso
de particulas no opsonizadas, que puede hacerse en base a las
relaciones de hidroFobicidad o de carga que existen entre la
superFicie de la partícula y del Fagocito.
b) Una modiFicación molecular de la membranacelular a partir
de la cual se generan señales que se trasmiten al interior de
la célula.
c) Los blancos intracelulares sobre los que actúan estas seña­
les y que son los responsables de las distintas respuestas ,
comola activación metabólica, el movimiento celular, las al­
teraciones del tránsito intracelular,la endo y exocitosis.
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3.4.2 Üuimiotaxis

La capacidad que poseen los leucocitos DMNpara eFectuar

movimientos de desplazamiento activos como respuesta a estímu­
los de las sustancias quimiotácticas,y por lo tanto, su capaci­
dad de acumularse en los Focos de inFlamación, constituye un
elemento Fundamental para el desarrollo del proceso inFlamatorio.

La magnitud y composición de la reSpuesta quimiotáctica por
los PMNestá regulada especiFicamente a varios niveles Funcio­
nales (Goetzl 5.3., 1981) .

El evento inicial en la estimulación de la quimiotaxis in­
volucra la generación de Factores quimiotácticos especíFicos
Así, la activación del Factor Hagemanpor su interacción con
membranasalteradas o colágeno, lleva a la generación de cali­
creina y activador del plasminógeno con actividad quimiotáctica.
La activación por CI de la vía clásica del complemento lleva a
la Formación de productos quimiotácticos como C3a y CSa y el

complejo C567.

Un segundo nivel de regulación de la quimiotaxis está dado
por la potencia y especiFicidad de cada Factor quimiotáctico.

Los inhibidores o inactivadores de estos Factores constitu­
yen un tercer nivel de modulación. El inhibidor del primer com­

ponente del complemento, ClINH y la ¿XZ-macroglobulina suprimen
la actividad quimiotáctica de la calicreína.

El cuarto nivel de control incluye Factores que actúan in­
Fluenciando la sensibilidad de las células, independientemente
del estímulo. El ascorbato y el glutation producen un incremen­
to de la migración, mientras que la colchicina la inhibe por
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acción sobre los microtúbulos.

Además de esta regulación de la movilidad de los PMNpor
Factores solubles, la respuesta quimiotáctica puede ser modi­
Ficada por numerosos estados patológicos.

Aunque los DMNestan involucrados en el proceso inflamato­
rio de la articulación reumatoide, existen evidencias de que
en pacientes de ARlos leucocitos circulantes son deficientes
en sus capacidades de Fagocitosis y quimiotaxis (Mouat A.G.-y
col.,197l ; Turner R.A. y col.,l973) . Este defecto se atribuye
a la ingestión previa de CI y a los cambios metabólicos de las
células.

3.4.3 Constituyentes lisosomales

Los lisosomas contienen una variedad de enzimas hidróli­

ticas capaces de digerir macromoléculasintra y extracelulares.
Estas enzimas, junto con otras sustancias no enzimáticas, pro­
veen a los PMNde la maquinaria necesaria para provocar diversos
aspectos de la respuesta inflamatoria.

Los gránulos lisosómicos son organelas subcelulares de 0,5.
a l,Ü u de diámetro, limitadas por membranas semipermeables ,
dentro de las cuales se encuentran numerosas enzimas en estado

latente. Lás células contienen una población heterogénea de
estos gránulos, que Formansu sistema vacuolar o de digestión
interna.

Los lisosomas que no han participado en actos de digestión
se denominan primarios, como los gránulos especificos de los
PMN.Cuando el material extraño entra a la célula por endocitosis



o pinocitosis, es encerrado por una vacuola que se Forma por
invaginación de la membranacelular, denominada Fagosoma, hacia
la cual se vuelcan las enzimas lisosómicas por Fusión del Fa­
gosomacon un lisosoma primario. La estructura resultante
recibe el nombre de Fagolisosoma o lisosoma secundario, el
cual contiene las enzimas hidrolíticas y el sustrato.

En los PMNse identifican dos tipos de gránulos: azuróFi­
los y específicos. Los gránulos azuróFilos aparecen en el es­
tado promielocítico de desarrollo; contienen peroxidasas y
otras hidrolasas. Los específicos aparecen en el estado mielo­
cítico de la maduración, y contienen predominantemente FosFata­
sa alcalina y proteasas básicas.

Los PMNcuentan con cuatro proteinasas principales para
producir el ataque sobre las estructuras extracelulares : co­
lagenasa, elastasa, catepsina G y catepsina D. Con la excep­
ción de esta última, el pH óptimo de estas enzimas está próxi­
moa la neutralidad o en el rango ligeramente alcalino.
Colagenasa: es una metaloenzima de DM70-76.ÜÜÜ ; posee la ca­

pacidad de actuar sobre el tejido conectivo de la articulación.
Está presente en los gránulos específicos de los PMN(junto con
la lisozima, lactoFerrina y FosFatasa alcalina), y no en los
azuróFilos. Ataca preferentemente al colágeno tipo I, predomi­
nante en hueso, tendón y cartílago.
Elastasa: glucoproteína con un PMde 35.000 daltons, presente
en los gránulos azuróFilos; sus potenciales sustratos son los
proteoglicanos y la Fracción de elastina de los ligamentos y
cartílago.
Catepsina G: proteinasa neutra, asociada a los gránulos azuró­



Filos de los PMN,con un PMde 28.000 . Ataca a los proteoglica­
nos del cartílago, produciendo productos de degradación de ma­
yor tamaño que la elastasa.
Catepsina D: es una proteasa ácida, con un pH óptimo de 3,5 ;

de PM42.000, puede degradar los proteoglicanos del cartílago
a pH=S,0 o

3.4.4 Mecanismosde liberación de enzimas lisosómicas

Existen cuatro caminos por los que los constituyentes
lisosomales son liberados de la célula accediendo a sus sustra­
tos especiFicos (Fig. 8) .
a) Muerte celular: si la membrana del PMNes dañada por una
toxina, todo el material intracelular es liberado por la célu­
la, incluyendo el de origen lisosómico. En la artritis séptica
la liberación de enzimas lisosomales se produce, por lo menos
en parte, por esta ruptura no específica de la membranacelular
por toxinas bacterianas.

b) Hipótesis suicida (perforación desde el interior): la entra­
da de materiales extraños al interior del sistema vacuolar de
la célula sin causar daño de la membranacelular, pero dañando
luego la membranalisosomal, produce la liberación de enzimas
lisosomales en el citoplasma, causando la muerte celular.
La perforación desde el interior del sistema lisosomal resulta
entonces en la destrucción del PMNcon liberación de las enzimas
lisosomales. El evento inicial de este mecanismoes una interac­
ción del material ingerido con la superficie interna del liso­
soma,y como consecuencia de la injuria de la membrana lisosomal



la célula es destruida. De esta Formaactúan ciertas sustancias

cristalinas comoel urato monosódico (Ueissman G. y col.,1972).

c) Regurgitación durante la ingestión: cuando el PMNingiere
CI u otras partículas, se Forma una vacuola que se Funde por
su borde interno a los lisosomas primarios. Cuando la Fusión
de la membrana vacuolar no ha sido completa o cuando los cana­
les de endocitosis persisten, las hidrolasas lisosomales y
otros materiales inflamatorios que son liberados en la vacuola
pueden regurgitar hacia los tejidos circundantes (Ueissman G.
y col.,1972,1980) . En este caso no se produce daño de la cé­
lula ni liberación de enzimas oitoplasmáticas. Los PMNreaccio­
nan con los CI a través de sus receptores para C3b y Fc, produ­
ciendose su Fagocitosis y la consecuente liberación enzimática
por este mecanismo.

d) Endocitosis reversa: este proceso de liberación de enzimas
lisosomales se produce cuando los DMNinteraccionan con CI o

agregados de inmunoglobulinas adheridos a superficies sólidas
no Fagocitables (Haukins D.,l97l). Luego de la unión de membra­
nas lisosomales y plasmática, los constituyentes lisosomales
son descargados directamente al exterior, sin injuria celular.
En este caso no se tiene una Fagocitosis verdadera, por lo que
este proceso ha sido también denominado "Fagocitosis Frustrada",
y tampoco se altera la viabilidad de las células. Este mecanis­
mo se relaciona con el daño a tejidos en enfermedades en las que
los CI son depositados sobre superficies celulares o estructu­
ras extracelulares comolas membranasbasales vasculares .
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Figura 8. Representación de la liberación de enzimas lisosomales
por el mecanismode regurgitación durante la ingestión
(A) y por la endocitosis reversa (B) .



3.4.5 Interacción entre c0nstituyentes lisosomales y otros
mediadores de la inFlamación

Diversos constituyentes lisosomales, que no aFectan di­
rectamente a los tejidos, pueden interactuar con otros siste­
mas mediadores de inFlamación a través de su acción sobre

sustratos circulantes (Fig. 9). Através de estas interaccio­
nes se produce una propagación y ampliFicación de la respues­
ta inFlamatoria.

El potencial de interacción entre los PMNy el sistema
complemento es de gran importancia para el desarrollo del pro­
ceso. Lisados lisosomales de PMNcontienen actividad enzimáti­

ca capaz de generar CSa en suero Fresco por activación de la
vía alternativa; por otra parte, una proteinasa de los PMN
activa a pH neutro, es capaz de actuar sobre C5 puriFicado
produciendo C5a. Este, además de ser el principal Factor qui­
miotáctico, posee la capacidad de mediar la liberación de en­
zimas lisosomales por los DMNen ausencia de partículas o CI.

También se ha observado que proteasas ácidas asociadas a
la Fracción granular de los PMNson capaces de activar la ge­
neración de quininas y de actuar sobre la Fibrina, conjunta­
mente con el plasminógeno y el activador del plasminógeno
(Goldstein I.m.,1973; Harris E.D.,1981).

3.4.6 Inhibidores de las proteasas lisosomales

La actividad de varias de las proteasas lisosomales de
los PMNestá regulada por inhibidores que Forman parte de las
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Figura 9. Interacción de los leucocitos DMNcon otros
sistemas mediadores de la inflamación .
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d-globulinas. Los principales son la (X-antitripsina y la

qz-macroglobulina, las que se encuentra: en altas concentra­
ciones en los líquidos extracelulares durante los estados
inFlamatorios.

La y1-antitripsina, cuantitativamente predominante sobre
la (Xz-macroglobulina, constituye el inhibidor de mayor impor­
tancia. Es una cadena polipeptídica única, de PM54.000, capaz
de inhibir proteasas neutras, elastasa y colagenasa. La inhibi­
ción se asocia con la Formación de complejos en una relación
enzimazinhibidor de 1:1 .

En la ARse ha demostrado que la concentración de (X1-anti­
tripsina se halla elevada tanto en suero comoen liquido sino­
vial (Suedlung H.A. y col.,1974), posiblemente comorespuesta
a la liberación de enzimas lisosomales.

3.4.7 Modulación Farmacológica de la liberación enzimática

La citocalasina B interfiere reversiblemente con la Fun­
ción de los microFilamentos citoplasmáticos e inhibe el trans­
porte por membrana de azúcares y nucleótidos. Los PMNtratados
con citocalasina B son incapaces de ingerir partículas, pero
no obstante son capaces de segregar enzimas lisosómicas cuando
partículas u otros estímulos apropiados toman contacto con su
superficie; por lo tanto, la citocalasina B convierte a los
PMNde células Fagocíticas en células secretorias. Los DMN
tratados con citocalasina B y expuestos a CSa han sido utiliza­
dos como modelo experimental para el estudio de efectos Farma­
cológicos de diversas drogas .



Se han estudiado tres tipos de compuestos en este siStema
los que influencian los niveles de nucleótidos cíclicos intra­
celulares, los que afectan el estado y Función de los microtú­
bulos, y los que estabilizan biomembranas.

Tanto el AMPc(más teofilina) como los agentes que elevan

su concentración intracelular (DGE1,isoproterenol) reducen la
liberación de enzimas lisosomales por los DMN,mientras que el
GMPcexógeno y los agentes que incrementan su concentración
intracelular (carbamilcolina, Forbol miristato acetato) aumen­
tan dicha liberación.

De la misma manera, agentes que promueven la despolimeri­
zación de los microtúbulos intracitOplasmáticos (colchicina,
vinblastina) reducen la liberación enzimática lisosomal, y los
que promueven la polimerización de los microtóbulos (óxido de
deuterio) la estimulan. Por otra parte, células con altos ni­
veles de AMPcpresentan menos microtúbulos, y el GMPcaumenta

el ensamblado de los mismos. Los efectos reciprocos del AMPc
(inhibición) y del GMPc(estimulo) sobre la liberación enzimá­
tica lisosomal correlacionan entonces con el desaCOple y aco­
ple de los microtúbulos

3.4.8 METABOLISMO ÜXIDATIUÜ. PRODUCCION DE RADICALES SUPERÜXIDO

Cuando los leucocitos DMNson expuestos a una variedad
de estímulos, como CI o componentes del complemento, bacterias
o cristales, desarrollan una serie de cambios metabólicos oxi­
dativos, con un aumento del consumo de oxigeno y un incremento

de la oxidación de la glucosa por la via de hexosa monoFosFato.
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La utilización del oxígeno por estas células activadas se
produce a través de pasos de reducción de un electrón, generan­

dose como producto inicial anión superóxido (02 ) (Babior B.M.
y col.,1973) .

NADDH NADD+

02+e ‘Üz

Esta reacción está oatalizada por una NADPHoxidasa localizada
a nivel de la membrana celular (Babior B.M. y col.,1976 ;
McPhail L.C. y col.,1983) ; esta actividad enzimática, no detec­
table en células en reposo, aumenta enormemente cuando son es­
timuladas durante la Fagocitosis. Algunas evidencias sugieren
que esta actividad de NADPHoxidasa podria ser un sistema de
tranSporte de electrones con multicomponentes, comprendiendo
una Flavoproteína, citocromo b y ubiquinona (Segal A.U. y col.,
1983; Crawford D.R. y col.,1982; Gabig T.G.,1983) .

Dos moléculas de 02T pueden interactuar en una reacción de
dismutaoión, resultando la Formación de H202

+

2 02 2 H ———______+ H202 + 02

Aunque esta reacción se produce en Forma eSpontánea, es catali­
zada por una enzima intracelular, la superdxido dismutasa (SUD)
(Fridovich I.,1978)‘

Varias especies reactivas derivadas del 0 se pueden gene­
2

rar durante la activación respiratoria; por interacción de
.- . . r . 3

HZÜ2y 02 en presenCia de trazas de iones metalicos (Fe+ )
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se origina el radical oxhidrilo (Kellogg E.U. y col.,1977;
Rosen H. y col.,1979)

La suma de las dos reacciones puede escribirse como

Ü T H Ü -————————+ Ü + ÜH_ + ÜH
2 2 2 2

conocida como reacción de Haber-Ueiss .

El oxígeno Formado en esta reacción puede encontrarse par­
cialmente en un estado electronicamente excitado denominado

oxígeno singulete lÜ2 . Concomitantemente con la activación
del metabolismo del oxígeno, los leucocitos PMNemiten luz en
un Fenómenodenominado quimioluminiscencia(üL); ésta podría

estar basada en la generación del 102 y del ÜH" ,0 de grupos
carbonilo excitados, los que decaen con emisión de luz. Se
ha demostrado que la adición de SÜDproduce la reducción de
la producción de QL por los leucocitos (Allen R.C. y 001,1972;
Foote G.8. y col.,l9BÜ).

Estos mecanismos dependientes del oxigeno son Fundamentales

para la actividad bactericida de los leucocitos; HZÜ2y D2T
poseen actividad tóxica sobre los microorganismos, la cual
se incrementa en presencia de la mieloperoxidasa a través de
la Formación de ácido hipocloroso (Fig. lÜ).

Las células Fagocíticas son entonces capaces de convertir



02

NADPH

m HMP OXIDASA

NADP+

_ ‘02

r 05

H202 Fe+3 OH.

c 102_ |' ‘
Clo ‘ MÏELOPEROXIDASA H202

lunlllul““"

La NADPHoxidasa reduce el 02 a 02T usando NADDHcomo donor
de electrones. Se produce la Formación de H por dismuta­202

ción espontánea, y de la interacción entre HZÜ2y 02
La mieloperoxidasa,

puede

re8ultar la generación de ÜHy 102 .

usando HZÜ2y Cl_ como sustratos, puede generar hipoclorito
y Subsecuentemente 102 .

Figura lÜ. Generación de agentes tóxicos derivados del 02
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el oxigeno en eSpecies potencialmente tóxicas, al liberarse
al medio extracelular, para las células y tejidos circundan­
tes. La tipica depolimerización del ácido hialurónico y la
degradación del líquido sinovial observadas en la AR, podría
ser causada por los radicales superóxido; se ha observado que
la SÜDy la catalasa protegen al liquido sinovial contra esta
degradación (Munthe E. y col.,l982)

La activación reSpiratoria se inicia a nivel de la membra­
na celular, ya sea a través de receptores o por varios mecanisu
mas independientes de ellos. Existe una batería heterogénea de
estímulos particulados y solubles capaces de producirla, plane
teando la posibilidad de que exista más de un mecanismo para
producir la activación del sistema oxidasa.

Algunos de estos agentes (quimioatractantes, ionóforo
A 23187, complejos inmunes) inducen un aumento en los niveles
de AMPcintracelular, el cual podría actuar de intermediario
a través de la activación de una proteinquinasa involucrada en
la regulación de la actividad respiratoria (Simchouitz L. y col.
1980; SmolenJ.E. y col.,1980). Por otra parte, varios estímu­
los producen la liberación por los PMNde ácido araquidónico
de los FosFolipidos de membrana; ciertos productos derivados
de éste, comoel leucotriene 84 y el ácido lZ-L-hidroxi-eicosa­
tetranoico, son capaces de disparar la activación reSpiratoria
(Serhan C.N. y col.,1982). Por su parte el Ca,en presencia de
los ionóForos A 23187 y X 537, es capaz de producir la activa­
ción a través de la calmodulina o de la proteinquinasa C.

Existen numerosas evidencias de que no todos los estímulos
poseen el mismocamino transduccional para la activación



reSpiratoria. Algunos (el péptido quimioatractante Formil­
metionina-leucina-Fenilalanina, F-MLD;concanavalina A) de­
muestran una marcada dependencia del Ca extracelular, mien­

tras que otros no (Forbol miristato acetato, PMA;CI)(Smith
R.J. y col., 1980) ; la activación del metabolismo oxidativo
por F-MLPy CSa es aumentada por la citocalasina B, mientras

que no afecta al PMA;productos inhibidores del metabolismo
del ácido araquidónico decrecen la acción estimulante del
F-MLDy zymosan, pero no afectan la del PMAe inmunoglobuli­

nas (Stocker R. y col.,l982)
Estas observaciones indicarían entonces la existencia de

múltiples mecanismospara la estimulación respiratoria.

4. COMPUESTOS DE ORD

4.1 TRATAMIENTO DE LA AR

Si bien el desconocimiento de la etiología de la ARhace
que se carezca de una terapia especifica que conduzca a su
curación, existe actualmente un amplio espectro de drogas y
procedimientos eficaces para su tratamiento. Los principales
objetivos de su empleo son: a) el alivio del dolor, b) la re­
ducción o supresión de la inflamación , c) la minimización de
efectos colaterales indeseables, d) la preservación de la Fun­
ción articular y muscular,y e) el retorno a una vida normal,
previniendo y corrigiendo deformidades articulares.



Se considera que existen cinco etapas o estados para el
desarrollo del tratamiento de la AR(Huskisson E.C., 1983) :
l- La primer etapa se relaciona con el diagnóstico, evalua­
ción, planificación del tratamiento y educación del pacientel
2- En este estado se intenta controlar los síntomas del pa­
ciente mediante el empleo de drogas antiinflamatorias no es­
teroideas, analgésicos y otras medidas comoel reposo e in­
yecciones locales de corticoides.
3- A este nivel se utilizan los compuestos modificantes de la
enfermedad para tratar de controlar el proceso inflamatorio y
disminuir la velocidad de su progresión.
4- El paciente bajo tratamiento recibe la supervisión y el
control de su enfermedad y de la terapia implantada.
5- Esta etapa correSponde a la instrumentación de un proceso
de rehabilitación, dada la discapacidad que se produce inevi­
tablemente en algunos pacientes (Fig. ll) .

El hecho de utilizar drogas no eSpecíficas o sintomáticas
en forma previa al empleo de compuestos con control de la AR

se basa en dos considerandos: a) con las drogas no específi­
cas existe menor toxicidad y menor riesgo, eSpecialmente en
pacientes con una enfermedad menos severa y no progresiva, y
b) las drogas más específicas actúan más lentamente, por lo
que la terapia sintomática se requiere por lo menos durante
algunos meses. Usualmente se esperan seis meses desde el ini­
cio de la enfermedad para ingresar en la tercera etapa, dado
que en este período es dificil predecir el desarrollo de la AR.

Las drogas utilizadas para el tratamiento de la ARse pue­
den clasificar en dos grandes grupos:
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Figura ll. Pirámide del tratamiento para la AR.
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a) Conacción analgésica y/o antiinflamatoria
b) Con acción sobre el curso de la enfermedad

Dentro de este segundo grupo existen tres diferentes cla­
ses de compuestos capaces de alterar el desarrollo de la en­
fermedad (Fig. 12)
l) antimaláricos (hidroxicloroquina)
2) inmunosupresores (ciclofosfamida,azatioprina)
3) compuestos de oro y penicilamina

Las drogas modificantes de la enfermedad son más efecti­
vas, y al mismo tiempo más tóxicas y de efectos más lentos,
que las antiinflamatorias, y estas propiedades determinan su
posición en la escala terapéutica. Los compuestos incluídos
en este grupo tienen en común la obtención de una supresión
gradual de los síntomas y signos de la enfermedad, acompañado
de una mejoría de ciertas manifestaciones extraarticulares y
una reducción en los títulos de factor reumatoide. Algunas,
comola azatioprina y la penicilamina, retardan la progresión
de la erosión ósea; los compuestos de oro son algo menos efec­
tivos en este aspecto, y la hidroxicloroquina no la influencia.
En términos generales de parámetros clínicos, la eficacia es
comparable para todos ellos.

La mayor deficiencia de estas drogas se refiere a su toxi­
cidad. La penicilamina causa numerosos efectos colaterales,
la hidroxicloroquina puede presentar toxicidad ocular, y los
compuestos de oro de administración parenteral pueden provocar
erupciones cutáneas y afecciones renales.
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4.2 FARMACÜLÜGIA MOLECULAR DE LÜS COMPUESTOS DE ÜRÜ

El oro pertenece al grupo Ib de la tabla periódica, entre
los metales de transición; en función de su configuración
electrónica puede existir en diferentes estados de oxidación;
de éstos, los más comunes son Au(Ü), Au(I) y Au(III) .

El Au(I) es el que ha recibido mayor atención desde el
punto de Vista de su actividad biológica, siendo extensamente
usado en diferentes compuestos, y mostrando ser de valor te­
rapéutico.

Las sales simples son inestables, pero el Au(I) puede ser
estabilizado por formación de complejos con ligandos comotio­
latos y fosfinas.

En el año 1890 Koch comprobó que el aurocianuro de potasio
inhibía "in vitro" el crecimiento de los bacilos de la tuber­
culosis. Este descubrimiento fue el origen para numerosos en­
sayos terapéuticos basados en las sales de oro, que Fueron
utilizadas al principio en el tratamiento de la tuberculosis.

La búsqueda de compuestos de oro estables que fueran me­
nos tóxicos que el cianuro empleado inicialmente, llevó a la
obtención de una gran variedad de sustancias que han sido uti­
lizadas terapeuticamente (Tabla 1).

En 1927 Feldt informó sobre la utilización de aurotioglu­
sa en ensayos terapéuticos en animales con tuberculosis. Los
buenos resultados obtenidos llevaron a introducir las sales
de oro en otras enfermedades infecciosas; en 1927 Landé des­
cribió el tratamiento de infecciones febriles con manifestacio­
nes poliartríticas con sales de oro.
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COMPUESTO Z DE Au FORMULA

CH2COÜNaAurotiomalato de sodio 50,5 l
Au—-S—-CHCÜÜNa

CHZÜS/ SAu

Aurotioglucosa 50,3 Ha UH >

ÜH

Aurotiosulfato de sodio 40,2 (8203)2Na3Au

Aurotioglicolato de calcio 64,1 (AuSCHZCÜÜ)2Ca

// N SAU

2-aurotiobenzimidazol-4- 47,1 l \fl,/
, Ncarboxilato sodico \\

CÜÜNa

ÜH

3-aurotio-2—h1drox1propano- 52,9 AUsCHZCHCHZSÜSNasulfonato sódico

9

CH20CCH3

2,3,4,6-tetra-Ü-acetil-l- Ü SAU.P(82HS)
. . Ü

tio-{3-D-glucop1ranosato-S- 29,1 H CCDDECHS
tiretilFosFina-oro a

ÜECH3
Ü

Tabla l . Compuestos de oro con actividad biológica
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Forestier, considerado el padre de la auroterapia moderna,
reportó en 1929 resultados positivos en pacientes con eSpon­
dilitis anquilosante luego del tratamiento con compuestos de
oro. Y ya en 1934 presentó un informe con más de SÜÜ casos

de poliartritis, de los que un 7D a 80 % había mejorado gra­
cias al tratamiento con sales de oro. Forestier utilizó el
aurotiomalato de sodio, la combinación más utilizada actual­
mente.

Recién en 1960, el subcomité del "Empire Rheumatism Council"

efectuó un estudio controlado a doble ciego con ZÜÜpacientes
de AR, estableciendo a través de estudios clínicos y de labo­
ratorio, la efectividad del oro para el tratamiento de la AR.

Numerosasobservaciones confirmaron y extendieron este
estudio, sugiriendo que los compuestos de oro constituyen el
único tipo de droga capaz de llevar a la remisión de la enfer­
medad.

Sin embargo, a pesar de estos SO años de uso empírico de
la auroterapia, el único avance hasta muyrecientemente, fue
el desarrollo de un regimen óptimo de dosificación; el meca­
nismo por el cual actúan estos agentes continúa sin conocerse.

Los compuestos de oro clásicos actualmente en uso son
complejos de Au(I) con diferentes ligandos conteniendo S, como
ácido tiomálico, tioglucosa y tiosulfato de sodio, cuyo empleo
requiere la administración parenteral a intervalos semanales
(Tabla 1). Más recientemente, se desarrolló un nuevo compuesto,
auranofin (AF) el cual es un complejo de coordinación en el
que el estado de oxidación del oro es estabilizado por unión
a dos ligandos : un grupo fosfina (trietilfosfina) y un grupo
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tio (tetraacetiltioglucopiranosa). Adiferencia de los ante­
riores, este compuesto es absorbido cuando se lo administra
por vía oral (Ualz D.T. y col.,1976;1983; SuttOn B.M. y col.
1983)

La mayor parte de los estudios clínicos y de laboratorio
han sido efectuados empleando el aurotiomalato de sodio (ATMS)
y la aurotioglugosa (ATC), y en los últimos años el AF .

El AF difiere del ATMSy de la ATB en una serie de aSpec—

tos: (Leuis A.J. y col.,1982)
a) el AF es efectivo cuando se administra oralmente en la AR,

mientras que el ATMSy la ATCrequieren ser aplicados por vía
parenteral.
b) existen diferencias en la Farmacocinética, absorción y excre­
ción.

c) los perfiles biológicos de los compuestos son marcadamente
diferentes.

Estas discrepancias podrían basarse en diferencias estruc­
turales de estas drogas .

l- Tamaño molecular: el ATMSy la ATBson ejemplos de comple­

jos de Au(I) en los que el estado de oxidación es estabilizado
por coordinación con ligandos tiolatos o tioglucosa. La Fórmu­
la usual de estos compuestos muestra al Au(I) en un estado
Formal de coordinación de 1, pero ésto no representa exactamen­
te su estado molecular, dado que el Au(I) debe tener un número
de coordinación de por lo menos 2 .

Estudios efectuados en los últimos años permitieron deter­
minar que estos compuestos existen como polímeros, tanto en
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estado sólido como en solución, con el átomo de Au unido a

dos átomos de S (Fig. 13) (Shau C.F., 1979; Mazid M.A. y col.,

1980; Isaab A.A. y col.,l981; Sadler P.J.,1982) . El número
de unidades varía de 6 a 20 ; el ATMSen solución acuosa se

presenta como hexamérico, proponiendose una estructura de
anillo. Este gran tamaño molecular dado por la estructura
polimérica, contribuiría a la pobre absorción mostrada por
estos compuestos, lo que lleva a su administración parenteral.

A diferencia de los anteriores, el AFexiste comoeSpecie
monomérica, tanto en estado sólido como en solución,como se
demostró por cristalografia de rayos X (Hill D.T. y col.,1980;
Sutton B.M. y col., 1983); los ligandos trietilfosfina y tetra­
acetiltioglucosa estabilizan el estado de oxidación del Au(I)
resultando una especie monomolecular.

2- Solubilidad: tanto el ATMScomo la ATCson muy solubles en

agua, pero no en solventes orgánicos. El AF por el contrario,
de muy baja solubilidad en agua, es muy lipoFílico debido a
la presencia de los ligandos tiolato y Fosfina, siendo muyso­
luble en una variedad de solventes orgánicos. Así, el coefi­
ciente de partición octanolzagua para el AF es 45 a pH=7,4
(Sutton B.M. y col.,1983), mientras que es practicamente cero
para los otros compuestos.

3- Carga: a diferencia del ATMS,con carga iónica en solución,
el AFpresenta una muyligera carga neta, lo cual Facilitaría
su tranSporte a través de membranas (Lorber A. y col.,l981).

Estas diferencias netas en las prOpiedades Fisicoquímicas
de estos compuestos, provocadas por cambios en la estructura
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por los diferentes ligandos del Au, pueden reflejarse en el
perfil biológico de las drogas, con el Au en el mismo estado
de oxidación (Tabla 2).

4.3 ABSÜRCIÜN Y NIVELES DE ÜRÜ EN SANGRE

Normalmente se encuentra en suero menos de 5 pg Au/ml

Al iniciarse la auroterapia los niveles de oro en suero aumen­
tan progresivamente durante las 6-8 semanas iniciales para la
administración parenteral, y durante 12 semanas para la vía
oral, antes de alcanzar un estado estacionario.

Dentro de las dos horas de la administración intramuscular

de ATMS(50 mg) se alcanzan picos de 7 ug Au/ml en suero, los

que se mantienen por varias horas y luego declinan hasta al­
canzar valores de 3 ug/ml a los 7 dias. Con dosis de 25 y 150

mg/semana los niveles de oro en suero son de 1,65 y 10,0 ug/ml
respectivamente, una semana después de la administración
(Sharp J.T. y col.,1977; Furst D. y col.,l977). Cuandose ad­
ministra 50 mg de ATMScada 3-4 semanas, los valores en suero

son del orden de 0,75 a 1,25 ug Au/ml.
En estudios efectuados con 195Au-ATMS,se obtuvieron picos

dentro de las dos horas de aplicada la inyección, con niveles
próximos al 2 % de la dosis administrada por lÜÜ ml de suero

(Gottlieb N.L. y col.,1974). El 195AuFue detectable en sangre
hasta 12 semanas después de la inyección, pero en concentra­
ciones muybajas (0,02 % de la actividad administrada). En
otros trabajos (Gerber R.C. y col.,1974) se observó que la
desaparición del oro sérico sigue una redistribución multi­



Estructura polimérica propuesta
para el ATMS y la ATG

Auranofin

Figura 13. Diferencias en el tamaño molecular de los
compuestos de oro



Característica

% de Au

Solubilidad

Esp. molecular

Carga iónica

Absorción oral

Concentración en

sangre

Distribución en
sangre:
a- eritrocitos
b- proteínas séricas

Rutas de eliminación
a- Fecal
b- renal
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Muy soluble en
agua;insoluble
en solv. organ.

Polímero

Si

l %

3-7 ug Au/ml

(50 mg/sem.)

l %

99 %

30 %

70 %

BE

29

Lig. soluble en
agua;muy soluble
en solv. orgánicos

Monómero

No

25 %

0,6-Ü,7 ug Au/ml

(6 mg/día)

40%
60%

es %

15 %

Tabla 2. Características Fisicoquímicas y Farmacocinéticas
del ATMS y del AF
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compartamental, con una vida media inicial (t ) de 6 dias,1/2oc
y una vida media terminal de lÜ a 35 días. Estudios similares

con 6 mg de l95Au-AF mostraron que el t1/ZM es mucho más corto,
de alrededor de 4 horas, aunque la vida media terminal Fue si­

milar, con un rango de 17-25 días (Blocka K. y c01., 1982, 1983)
95AU-AFpor vía oral se obtuvie­Con la administración de

ron picos de la concentración sérica dentro de las dos horas
( 7 % de la dosis administrada/ 100 ml de suero), detectandose
la radioactividad en muestras de sangre por alrededor de 83
días (Blocka K. y col.,1982).

La administración continuada de AF provee niveles de oro
en sangre relativamente constantes; en general se obtiene una
cierta proporcionalidad entre la dosis oral y los niveles en
el estado estacionario. La concentración sérica media aumenta

aproximadamente 0,1 ug/ml por cada incremento de l mg en la
dosis diaria de AF (Blodgett R.C. y col.,l984). Cuando la do­
sis se expresa en términos de mg/Kg/día, se observa una corre­
lación altamente signiFicativa con los niveles séricos (Cham­
pion G.0. y col., 1982) .

Se ha propuesto un esquema de tres compartimientos rever­
sibles para el metabolismo del oro (Lorber A. y col.,1973,l979).
Inicialmente el oro sería absorbido en el compartimiento cen­
tral (suero y células sanguíneas), del cual es eliminado rapi­
damente por excreción y transporte al compartimiento periférico
(líquido sinovial, membranasglomerulares, túbulos renales y
membranasplasmáticas). Finalmente el oro se localizaria en un
compartimiento periférico profundo en el que se mantendría por
varios días; éste estaría constituido por el tejido inmuno­
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competente y organelas intracelulares, que abarcarian más del
75 % del oro presente en el cuerpo 40 días después de su ad­
ministración.Dado que la respuesta clínica al ATMSes lenta,
se asocia este compartimiento periférico profundo con el si­
tio de acción del oro.

Luego de algunas horas de la administración del ATMS,se
alcanza un equilibrio suerozlíquido sinovial para el oro; en
general, los niveles de éste en el liquido sinovial represen­
tan alrededor del SÜ% de la concentración sérica. Con la ad­
ministración oral de AFse observó una relación suerozlíquido
sinovial similar a la de la terapia parenteral, aunque las
concentraciones absolutas Fueron muchomenores (Gottlieb N.L.,
1982) ; los niveles de oro en líquido sinovial se hallaron en
el rango de 0,05-Ü,45 ug/ml, con valores simultáneos en suero
de Ü,1-Ü,7 ug/ml

4.4 EXCRECIÜN

Los estudios de excreción del oro durante la administra­

ción de ATMSmuestran que aproximadamente un 40 % de la dosis

suministrada es eliminada,con un rango de 30 a 53 % . De esta
cantidad el 7Ü % es excretado por orina (50-85 %) y el 30 %

en las heces (lS-SÜ %). El contenido urinario es mayor el día
de la inyección, y luego va disminuyendo en los días sucesivos
al declinar la concentración sérica.

El metabolismo del AFes más dificil de definir, dado que
por su administración oral el contenido en oro de las heces
puede representar la Fracción no absorbida o la excretada, o



ambas. En pacientes de AR, se estimó que el 24 % de la dosis

administrada de 195Au-AFFue absorbida (Blocka K. y col.,1981).
En otros estudios (Gottlieb N.L. y col.,1979, 1982) se demos­
tró que el oro recuperado era mucho mayor con la terapia oral
que con la parenteral, en Forma dependiente de la dosis. En
pacientes con una dosis de 6 mg/día de AF, el 73 % de la dosis

Fue recuperada en orina y materia Fecal; con una dosis de 2
mg/dia se obtuvo el lÜÜ % . La excreción Fue para el AF de un

95 % por materia Fecal y un S % por orina .

4.5 DISTRIBUCION Y RETENCIÜN

La distribución cuantitativa del oro en tejidos durante
la terapia parenteral con ATMSha sido objeto de numerosos es­
tudios. Las mayores concentraciones se encuentran en nódulos
linfáticos, glándulas adrenales, hígado, riñón, médula y bazo
(Gottlieb N.L., 1972,1981).

En general el oro se encuentra distribuido ampliamente en
todo el cuerpo, con concentraciones que van desde menos de
l ug Au/gr de tejido (cristalino del ojo,pelo) a más de 200
ug Au/gr (nódulos linfáticos, adrenales) (Gottlieb N.L. y col.,
1982). En la articulación la mayor concentración se encuentra
en la sinovial, con cantidades menores en cartílago, hueso cor­
tical y músculo. Se considera que la acumulación de oro, dada
principalmente en las células de tipo A y macróFagos, juega
un rol importante en su acción terapéutica (Nakamura H. y col.,
1977; Leuis A.J. y col.,1982)

En ratas tratadas durante un año con AF (6,7 mg Au/Kg/dia)
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o ATMS(6,06 mg Au/Kg/día) se comparó el contenido de oro

en hígado, riñón y bazo (Ualz D.T. y col.,1979) . Los resul­
tados mostraron muysignificativamente los mayores niveles
de oro obtenidos con el tratamiento parenteral:

Tejido ug Au/gr tejido
AF ATMS

Hígado 5 175
Riñón ll 365

Bazo S 368

Los niveles de oro en piel durante la terapia inyectable
aumentan progresivamente con el tiempo de tratamiento y se
correlacionan con la dosis acumulada. Con tratamientos prolon­
gados, de varios años, se hallaron concentraciones del orden
de 96 ug Au/gr al cabo de 20 meses después de la última inyec­
ción. Para el AF los niveles encontrados en piel son mucho
más bajos (Gottlieb N.L.,1982) . En hígado y sinovial de pa­
cientes de ARse detectan niveles de oro luego de muchos años
de abandonar el tratamiento.

La distribución intracelular del oro Fue analizada en ratas
(Penneys N.S. y col.,l976); en riñón el oro se concentra pri­
mordialmente en las mitocondrias de las células del túbulo
proximal, mientras que en hígado predomina en la Fracción li­
sosomal.

La retención de oro en los tejidos Fue estudiada también
con técnicas radioisotópicas. Luegode una inyección intrave­
nosa de 195Au-ATMS, pacientes con AR retuvieron un 43 % del

oro a los 60 dias, y un 25 % a los 250 días (Gerber R.C. y col.,
1974). La administración de una dosis de 6 mg de 195Au-AF



presentó un 16 % de retención luego de 9 días, y un l % des­

pués de 6 meses. Un 76 % de la dosis administrada Fue recupe­

rada en orina (3 %) y materia Fecal (73 %) dentro de los lÜ

días siguientes a su administración (Blocka K. y col.,l982).
Luego de 20 semanas de tratamiento, las concentraciones de

oro retenidas son de 300 mg para el ATMS(50 mg/semana) y de

60 mg para el AF (6 mg/día).

4.6 UNION A PRUTEINAS Y CELULAS SANGUINEAS

Durante la administración del ATMSel oro en suero se

encuentra Fundamentalmente unido a la albúmina (80-90 %) y
en menor proporción a las globulinas (lO-20 %) (Danpure C.J.
y col.,1979). También se ha observado que se une a Fibrinógeno
y al complemento. Además el oro se encuentra en compuestos de

bajo PM, posiblemente unido a cisteína y glutation, los que
podrían representar un rol en el transporte activo para su
distribución tisular.

Los estudios sobre la distribución en las células sanguí­
neas presentan resultados conflictivos para el ATMS(Herrlinger
J.D. y col.,1982); se lo ha hallado en los eritrocitos del
3D % de los pacientes bajo tratamiento (Van de Stadt R.J. y col.
1980), estimándose que un 16 % del total del oro circulante
se halla unido a estas células (Moller-Pedersen S. y 001.,1980).
por otra parte se observó que el Fumar se correlaciona con la
presencia de oro en los eritrocitos, suponiendose que el tio­
cianato y el CNHserían los responsables de este aumento del
contenido de oro en las células (ChampionG.0. y col.,l9Bl).



5. OBJETIVOS

A pesar de que la auroterapia es una de las pocas Formas

de tratamiento eFicaz para la AR, el mecanismo por el cual los
compuestos de oro modiFican el desarrollo de la enfermedad no
ha sido todavia aclarado.

Dado el lugar relevante que ocupan dentro del modelo Fisio­
patológico de la AR los leucocitos DMNy la respuesta inmune

a través de la producción de autoanticuerpos y complejos inmu­
nes, se plantea el estudio de la acción "in vitro" e "in vivo"
de esos agentes sobre estos componentes, analizando

1) la acción sobre las dos principales Funciones de los leuco­
citos PMNinvolucradas en el desarrollo del proceso inFla­
matorio : quimiotaxis y Fagocitosis

2) la acción sobre la liberación por los DMNal medio extrace­
lular de sustancias potencialmente tóxicas : enzimas liso­
somales y radicales superóxido.

3) la acción sobre la citotoxicidad dependiente de anticuerpo,
actividad linFocitica vinculada con los receptores para Fc.

4) la acción sobre la degradación del colágeno óseo en ratas
con artritis adjuvante

5) la distribución del oro en relación a las proteinas séricas
y los eritrocitos

6) la acción sobre la producción de Factores reumatoides y com­
plejos inmunes, en Función de la dosis y niveles de oro
sanguíneos



MATERIALES Y METODOS

OBTENCION DE LEUCÜCITÜS PULIMÜRFÜNUCLEARES

Los leucocitos DMNhumanos Fueron obtenidos a partir de
sangre heparinizada (10 unidades de heparina/ml) obtenida de
donantes normales o de pacientes con AR. Por cada 20 ml de

sangre, recogida en tubos plásticos, se añadieron 2 ml de dex­
tran (PM 250.000) 3 % en solución Fisiológica (ClNa 0,15 M)

y 2 ml de glucosa 3 % en solución Fisiológica, mezclando sua­
vemente y dejando sedimentar los eritrocitos a temperatura
ambiente durante 9D minutos. El sobrenadante rico en leucoci­

tos Fue recogido con pipetas de plástico, diluido 1:2 con
buFFer FosFato-salina (PESO 0,1 M pH 7,2 , y centriFugado so­

bre un gradiente de Ficoll-Hypaque (densidad 1,076-1,Ü77 ,
24 partes de Ficoll 9 % más 1D partes de Hypaque 34 %) por

25 minutos a 400 g a temperatura ambiente. Los PMNFueron ob­

tenidos en el Fondo del tubo, separandose el sobrenadante ;
los eritrocitos contaminantes Fueron eliminados por lisis con

una solución de ClNH4 0,83 % en buFFer C0 HNa 0,01 M, EDTA3

0,1 mMpH 7,2 , incubando 1D minutos a 379€.
Los leucocitos Fueron lavados tres veces con solución de

Hanks pH 7,4 , y resuspendidos en 2 ml para eFectuar el conteo
celular en cámara de Neubauer.

La viabilidad de las células se evaluó por exclusión de
azul tripán; 0,1 ml de la su5pensión celular se incubó con
0,1 ml de una solución de azul tripán 0,16 % en solución Fisio­
lógica, por S minutos a temperatura ambiente; determinandose
por examen al microscopio el porcentaje de PMNno coloreados.
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FAGÜCITÜSIS DE ERITRÜCITÜS ÜPSÜNIZADÜS

Para estudiar el efecto de los compuestos de oro sobre la
fagocitosis de los leucocitos PMN,se empleó un sistema de
eritrofagocitosis utilizando eritrocitos opsonizados (Greendyke
R.M. y 001.,1963) .

Los eritrocitos se obtuvieron de donantes normales grupo A;
la sangre, recogida sobre heparina (10 U/ml), se centrifugó
por 10 minutos a 1.000 rpm, descartándose el plasma sobrenadan­
te; luego los eritrocitos se lavaron tres veces con solución
fisiológica y se resuspendieron en ésta a una concentración
del 2 % (V/V). A 0,2 ml de esta suspensión se añadió 0,2 ml

de suero anti-A diluido 1;15 en solución fisiológica, incuban­
dose por 30 minutos a 3790 : luego de centrifugar, las células
se resuspendieron en 0,2 ml de PBS 0,1 M pH 7,2 .

La fagocitosis se efectuó incubando 0,2 ml de la suspensión
de eritrocitos sensibilizados, 0,2 ml de una suspensión de leu­
cocitos DMN(107 células/ml), y 0,2 ml de los compuestos de oro
en diferentes concentraciones, por 60 minutos a 3790. Los tubos
Fueron luego centrifugados a 1.000 rpm por 10 minutos, descar­
tándose el sobrenadante. Con cada uno de los sedimentos celula­

res se efectuó un extendido que se coloreó con May Grünuald­
Biemsa. Se contaron 600 células al microscopio, determinandose
el porcentaje de eritrofagocitosis con.los PMNque fagocitaron
uno o más eritrocitos

QUIMIÜTAXIS DE LEUCÜCITÜS PMN

Leucocitos PMN,obtenidos de donantes normales o pacientes



de AR, Fueron suspendidos en solución de Hanks suplementada

con glucosa (1 mg/ml) y albúmina bovina (1 mg/ml) a una con­

centración de 2 x 106 células/ml. Para los experimentos "in
Vitro" las células Fueron preincubadas por 30 minutos con so­
luciones de los compuestos de oro en diferentes concentraciones.
Los PMN(en alícuotas de 0,2 ml) Fueron depositados sobre Fil­

tros Millipore de 3 u de poro y 13 mmde diámetro por medio

de una citocentríFuga. El Filtro se colocó luego en una cámara
de quimiotaxis, separando los dos compartimientos. El comparti­
miento superior Fue llenado con solución de Hanks, y el inFerior
con una mezcla de dos partes de caseína (5 mg/ml) y una parte

de suero humano AB, en unas experiencias, y con F-MLP 10-8 m en

otras. Luego de incubar por 3 hs a 379€, los Filtros Fueron
removidos y tratados sucesivamente con metanol, hematoxilina,

alcohol-ácido, CD HNa 0,2 %, 804Mg 2 %, alcohol 70 %, 95 % y3

absoluto, y Finalmente clariFicados con xileno. Se registró el
número de células en 1D campos de cada lado del Filtro, deter­
minandose el indice quimiotáctico como el número de células
migrantes/ número de células no migrantes x 1.000 .

OBTENCION DE CDMPLEJÜS INMUNES IgG:FR-IgM

Inmunoglobulina G humana puriFicada Fue disuelta en una
concentración de 10 mg/ml en solución Fisiológica, y luego agre­
gada por calentamiento a 539€ durante 20 minutos. Al cabo de
este período se enFrió en baño de hielo, y se centriFugó a 49€
por 10 minutos a 2.000 rpm .

DiFerentes sueros obtenidos de pacientes de ARcon alto



titulo de Factor reumatoide IgM, Fueron mezclados, Filtrados
y centriFugados a 49€ por 30 minutos a 3.000 rpm. A cada 5 ml

de esta mezcla de sueros se añadió 1 ml de la solución de IgG

agregada, incubando a 49€ por 48 hs (Ueissmann B. y col.,1971)
Luego de centriFugar 1D minutos a 1.000 rpm, el precipitado
obtenido Fue lavado tres veces con solución Fisiológica a 49€,
resuspendiendose Finalmente en 1 ml de solución de Hanks. Se

determinó la concentración de proteínas con el reactivo de
Folin-Ciocalteau (Loury Ü.H. y col.,1951) , ajustándose luego
a S mg/ml .

SISTEMA DE LIBERACION DE ENZIMAS LISÜSÜMALES

A- Fagocitosis de complejos inmunes

A 0,1 ml de la suspensión de leucocitos PMNconteniendo 3-4

x 106 células, se añadió 0,1 ml de la SUSpensión de CI (SÜÜug),

y 0,3 ml de solución de Hanks suplementada con glucosa (1 mg/ml)

y albúmina bovina (1 mg/ml) , pH 7,4 . Se incubó por 120 minu­

tos a 379€, centriFugando luego a 200 g por 5 minutos, y sepa­
rando los sobrenadantes para analizar la liberación enzimática.
Para estudiar el eFecto de los compuestos de oro, alicuotas de
la suspensión de DMN(0,1 ml) Fueron incubadas con igual volu­
men de las drogas en diFerentes concentraciones, por 30 minu­
tos a 379€

B- Fagocitosis Frustrada

Filtros Millipore, de 1D mmde diámetro y 0,22 u de poro,
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Fueron embebidos con PBS 0,1 M pH 7,2 durante 18 horas. Al

cabo de este tiempo, los Filtros Fueron retirados del buFFer y
colocados en el Fondo de microcámaras de plástico; 600 ug de
CI en 0,1 ml de PBS Fueron depositados sobre cada Filtro, de­
jándose secar a temperatura ambiente. Luego se añadió a cada
cámara 0,25 ml de una su5pensión de PMN(2 x 106/ml) y 0,25 ml

de solución de Hanks suplementada, incubandose por 120 minutos
a 3790. El sobrenadante se separó por aSpiración y se centri­
Fugó a 200 g por 10 minutos, para ser luego analizado en su
contenido enzimático. Con el empleo de CI obtenidos con 190

humanaagregada marcada con isotiocianato de Fluoresceina,se
observó por microscopía de Fluorescencia la ausencia de Fago­
citosis de los CI por los PMN

/5-GLUCUR0NIDASA (EC 3.2.1.31)

La actividad de la [s-glucuronidasa se determinó por el
método de Fishman U.H. y col.,1967 , modiFicado; la ¡g-glucu­
ronidasa actúa sobre un sustrato de ácido FenolFtalein-mono­

[Z-glucurónico, liberando FenolFtaleina. La actividad de la
enzima es proporcional al color resultante en medio alcalino
y medido a 550 nm.

En tubos de Kahn se colocaron 0,3 ml de buFFer acetato de

sodio 0,2 MpH 4,5 y 0,1 ml de sustrato (ácido FenolFtalein­
[s-glucurónico 0,03 Men buFFer acetato de sodio 0,2 MpH 4,5).
A cada tubo se añadió 0,1 ml de la muestra correSpondiente, in­
cubando a 569€ por 1 hora. La reacción se detuvo por agregado

de 2,5 ml de buFFer AMD(2-amino-2-metil-1-propanol 0,1 M



pH 11,0 con 0,2 % de dodecil sulFato de sodio). Se determinó
la absorbancia a 550 nm en un espectroFotómetro Beckman DU
Frente a blanco de reactivos.

La curva de calibración, abarcando un rango de concentra­
ción de la enzima de 0 a 180 U/ml, se efectuó con diluciones

de una solución patrón de FenolFtaleína de 1 mg/ml en etanol;
comodiluyente se utilizó una mezcla de 3,6 ml de buffer ace­

tato de sodio 0,2 M pH 4,5, 2,4 ml de agua destilada y 30 ml

de buFFer AMP 0,1 M pH 11,0 .

LISÜZIMA (EC 3.2.1.17)

La determinación de la actividad de la lisozima se realizó

evaluando la clarificación por la muestra de una suspensión de
Micrococus lisodeicticus (Lituack 0.,1955; DrockopD.J. y col,
1964). El sustrato se preparó por suspensión de 10 mg de Micro­
cocus lisodeiticus (células desecadas,Sigma) en 100 ml de PBS

0,06 M pH 6,2 . En una cubeta del eSpectroFotómetro se colocó
3 ml del sustrato; a tiempo cero se añadió 0,3 ml de la muestra,
eFectuandose lecturas a los 30 y 180 segundos a 550 nm. Se cons­
truyó la curva de calibración empleando lisozima de huevo, a
partir de una solución madre de 40 pg de lisozima/ml. Los re­
sultados se expresan comopg de lisozima/ml

FÜSFATASAACIDA (EC 3.1.3.2)

La FosFatasa ácida se determinó empleando como sustrato el
p-nitroFenilFosFato de sodio y evaluando colorimetricamente el
p-nitroFenol liberado (Andersch M. y col.,1947).
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A 1 ml de sustrato (p-nitroFenilFosFato de sodio 5,5 mm

en buffer citrato de sodio 50 mMpH 4,8) se agregó 0,2 ml de
la muestra, incubando por 30 minutos a 3790. La reacción se

detuvo por añadido de 10 m1 de Na0H 0,02 N, leyendo la absor­
bancia a 405 nm contra blanco de reactivos. La curva de cali­

bración se efectuó con una solución patrón de p-nitrofenol.

LACTICÜDEHIDRÜGENASA (EC 1.1.1.27)

La lacticodehidrogenasa (LDH)se determinó por la reducción
de piruvato a lactato en presencia de NADH; el piruvato rema­
nente reacciona con la 2,4-dinitroFenilhidracina para Formar
la Fenilhidrazona correSpondiente. A 0,1 ml de la muestra se
añadió 0,1 ml de NADH(1 mg/ml) incubando 15 minutos a 3790;

luego se agregó 1 ml de ácido pirúvico 0,2 mg/ml en buffer
FosFato de sodio 0,1 M pH 7,8 , incubando otros 30 minutos.

Al cabo de este período se añadió 1 ml de una solución de

2,4-dinitroFenilhidracina 0,2 mg/ml, dejando 20 minutos en re­
poso a temperatura ambiente, y luego 10 m1 de Na0H 0,4 N ; a
los 10 minutos se determinó la absorbancia a 505 nm. La curva

de calibración se efectuó a partir de una solución madre de
ácido pirúvico de 0,2 mg/ml. (Cabaud 0.0. y col.,1958).

DETERMINACION DE LA PRODUCCION DE RADICALES SUPERÜXIDÜ POR

REDUCCION DE FERRICITÜCRÜMÜ C

A- Fagocitosis de CI

Leucocitos DMN(2-3 x 106) Fueron preincubados por 30
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minutos con solución de Hanks conteniendo AF o ATMSen diferen­

tes concentraciones. Las células Fueron luego centriFugadas,
lavadas dos veces y resuspendidas en 0,25 ml de solución de

Hanks. En algunos experimentos los compuestos de oro permane­
cieron en la mezcla de reacción durante todo el proceso de Fa­
gocitosis. A cada alícuota de los leucocitos se añadió 0,25 ml
de la suspensión de CI (500 pg), 0,25 ml de Ferricitocromo c
4 mg/ml (0,08 mMFinal) y 0,25 ml de medio. Se incubó a 3790

por 30 minutos, al cabo de los cuales los tubos se colocaron
en un baño de hielo. Se centriFugó a 800 g por 10 minutos a

490, separando el sobrenadante; 0,2 ml de éste se agregaron
a 2,8 ml de buffer FosFato de sodio 0,1 M pH 7,4, determinando

la absorbancia a 550 nm (Babior B.M. y 001.,1973) .
La producción de 0 se expresó como nanomoles de Ferrici­

tocromo c reducido por2106 células, con un coeficiente de ex"
tinción de 21,1 ml"I-llcm_1.

La adición de 10 ug/ml de superóxido dismutasa a la mezcla
de reacción resultó en una inhibición mayor del 90 % de la re­
ducción del Ferricitocromo c, indicando que la reacción Fue

2

En ausencia de PMN,los compuestos ensayados no produjeron

especíFica para el 0

reducción espontánea del Ferricitocromo c, ni tampoco interfi­
rieron con la capacidad de éste de ser reducido. Esto se evaluó

por dos métodos de generación de 02 independientemente de las
células
1- un sistema de hipoxantina-xantina oxidasa; hipoxantina 0,22
mMFue incubada con 0,15 U/ml de xantina oxidasa en presencia

de Ferricitocromo c y de las drogas estudiadas (Fridovich I.,1970
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2- por reacción de riboFlavina Fotoreducida y Ü Se incuba­2.
ron 20 ul de riboFlaVina 0,1 mM,100 ul de Ferricitocromo c

4 mg/ml, 70 ul de EDTA0,1 M , 250 ul del compuesto de oro

y 560 ul de solución de Hanks, por 5 minutos a temperatura
ambiente Frente a tubos Fluorescentes de 14 U (Uinterbourn C.
C. y col.,1975)

B- Fagocitosis Frustrada

Alícuotas de 0,25 ml (5 x 106 células) de la SUSpensión
de leucocitos PMN,preincubadas con distintas concentraciones
de AF y ATMS,centriFugadas y lavadas, Fueron colocadas sobre

Filtros Millipore conteniendo 600 ug de CI adsorbidos, en pre­
sencia de 0,25 ml de Ferricitocromo c (4 mg/ml) y 0,5 ml de

medio. Se incubó por 60 minutos a 379€, procediendo luego en

igual Forma que para el sistema de Fagocitosis de CI.

DETERMINACION DE LA PRODUCCION DE RADICALES SUPERÜXIDÜ PUR

REDUCCION DEL NITRÜAZUL DE TETRAZÜLIÜ

La determinación de la reducción del nitroazul de tetrazolio
(NBT) por los radicales superóxido se efectuó de acuerdo al mé­
todo de Baehner R.L. y col.,1968.

A 0,1 ml de la SUSpensión de PMN(2,5 x 106) preincubados

con o sin las drogas, se añadió 0,4 ml de NBT1 % en solución

Fisiológica, 0,1 ml de CNK10 mM, 0,05 ml de la suspensión de

CI (500 ug) y 0,35 ml de solución de Hanks, incubando por 30

minutos a 379€. La reacción se detuvo por agregado de 5 ml de

ClH 1 N, centriFugando a 1.000 g por 15 minutos a 49€
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Luego de separar el sobrenadante, se extrajo el Formazán
producido por tratamiento del sedimento celular con 2 ml de
piridina, incubando en baño maria por 10 minutos.
Se centriFugó a 500 g por 10 minutos, y se repitió la extrac­
ción con otros 2 ml de piridina.

Los extractos se mezolaron, y se determinó la absorbancia
a 515 nm contra blanco de piridina .

Comocontrol se utilizaron tubos incubados por 10 segundos
antes del agregado de ClH, y tubos sin CI.

QUIMIÜLUMINISCENCIA

La quimioluminiscencia producida por los leucocitos DMN
se determinó empleando un luminómetro Lumac 3M .

A 1 ml de una suspensión de PMN(1 x 105 células/ml) en

PBS, se añadieron 10 ul de luminol (2 mg/ml) en dimetilsulFóxi­

do, y 1ÜÜpl de PMA10-7 M, midiendose la quimioluminiscencia

a los 1D y 20 minutos de incubación a 379€ (Foote C. y 001,1980)
El efecto de los compuestos de oro se evaluó preincubando

las células por 30 minutos a 379€ con diferentes concentracio­
nes de los mismos, antes de producir el estimulo con la solu­
ción de PMA
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CITÜTÜXICIDAD CELULAR DEPENDIENTE DE ANTICUERPÜ (CCDA)

La CCDAFue estudiada con el método de Derlmann D. y col.,

(1970), utilizando el sistema de eritrocitos de pollo (ED) ­
anti EP .

El medio empleado Fue el TC 199 suplementado con 100 U/ml de

penicilina, 100 ug/ml de estreptomicina y 2,5 É de suero bovi­
no Fetal inactivado por calor .
Células eFectoras: sangre venosa de donantes normales y de pa­
cientes de AR, Fue desFibrinada por agitación con perlas de
vidrio, y diluída 1:3 con PBS pH 7,2 ,EDTA0,01 M , centriFu­

gandose sobre gradientes de Ficoll-Hypaque por 20 minutos a
400 g a temperatura ambiente . Los linFocitos Fueron separados
de la interFase, transFeridos a otro tubo y lavados dos veces
con medio, centriFugando 20 minutos a 400 g. Los eritrocitos
contaminantes Fueron lisados por tratamiento con una solución

de C1NH4 0,83 %, C03HNa 0,01 M, EDTA 0,1 mm pH 7,2 .
La preparación de linFocitos reSUItante (95-98 %de linFocitos)
Fue resuspendida en 3 ml de medio para el conteo celular en
cámara. La viabilidad se controló por exclusión del colorante
azul tripan

Células blanco: se sangraron pollos de la vena del ala, obte­
niendose 3 ml de sangre en heparina y diluyéndose 1;20 con
solución de Hanks (200 x 10 eritrocitos/m1). Luego se mezcla­

ron 0,1 ml de esta dilución con 0,1 ml de 51CrÜANa2 (SO-100 uC)
en solución Fisiológica, incubando por 1 hora a 379€ con agi­
tación intermitente. A continuación Fueron lavados tres veces
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con medio, contados en cámara, y divididos en dos alícuotas;
a una de ellas se añadió 1 ml de Suero de cOnejo anti-pollo
1:10.000 , incubando a 379€ por 30 minutos, lavando luego nue­
vamente, y conservando sin resu5pender hasta su uso.
El antisuero anti-globulos rojos de pollo Fue obtenido por
inmunización de conejos durante 4 semanas con 10 inyecciones
intravenosas de 2 ml de una suspensión al 10 % de glóbulos
lavados y resuspendidos en solución Fisiológica. Los animales
Fueron sangrados 7 días después de la última inyección; el an­
tisuero Fue inactivado y diluido en medio
Los EDsensibilizados y sin sensibilizar Fueron resuspendidos
en 2 ml de medio inmediatamente antes de su empleo.

Los ensayos citotóxicos se eFectuaron incubando 2,5 x 106
linFocitos con 2 x 105 S1Cr-ED sensibilizados , en 1,5 ml de
medio. En los tubos controles se utilizó 51Cr-EP sin sensibi­

lizar . Luego de 18 hs de incubación a 379€, los tubos Fueron

centriFugados por 30 minutos a 1000 rpm, y 1 ml del sobrena­
dante separado Fue transFerido a otro tubo.
La actividad del sobrenadante y de las células residuales se
midió en un contador U automático,calculándose el porcentaje
de 51Cr liberado, como medida de la citotoxicidad, de acuerdo a
-% 51Cr liberado: (A sobrenadante/ A total) x 1,5 x 100
Este valor Fue corregido restándole el porcentaje de 51Cr li­
berado en tubos controles en ausencia de anticuerpo (2-7 %)
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ARTRITIS ADJUVANTE EN RATAS

La artritis adjuvante Fue inducida por la administración
intradérmica de 0,1 ml de una Suspensión de 0,75 mg de Mico­
bacterium butiricum en aceite mineral, en la almohadilla de
la pata iunierda trasera de ratas Uistar de un peso promedio
de 17D g . A los tres días se observó la inflamación de la pa­
ta inyectada (lesión primaria) . El volumen de las patas no
inyectadas se incrementó luego de 2 a 3 semanas de la inocula­
ción; esta inflamación (lesión secundaria) se obtuvo en el
95 % de las ratas inyectadas (Ualz D.T. y col.,1976).

HIDRÜXIPRÜLINA URINARIA

Los niveles de hidroxiprolina urinaria se determinaron
por el método de Kiviriko K.I. y col. (1967) .
Alícuotas de 1 ml de orina, adicionadas con 1 ml de ClH con­

centrado, Fueron inoubadas por 12 horas en un baño de arena
a 105i5 9C. Luego de enfriar, se agregó a cada tubo 1,2 ml de

KÜH10 N, llevando a 15 ml con agua destilada y Filtrando. Se
tomó 1 ml del Filtrado, al que se añadieron 3 ml de agua desti­
lada y una gota de Fenolftaleína 1 % en etanol, llevando a
aproximadamente pH 8,2 con KÜH1 N. Se procedió de igual Forma

con 1 ml de una solución patrón de hidroxiprolina de 4 ug/ml.
Luego se agregó un exceso de ClK, 1 ml de buffer borato

pH 8,7 y 0,5 ml de d -alanina 10 %, agitando y dejando en re­
poso por 30 minutos . Posteriormente se añadió 1 ml de clora­
mina T 0,2 Men metil celosolve, agitando en sentido vartical,
y dejando otros 30 minutos en reposo.
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A continuación se agregaron 3 ml de tiosulFato de sodio
3,5 M, agitando, y luego 5 ml de tolueno, agitando 100 veces
en sentido vertical. Se separó el tolueno por aspiración, co­
locando los tubos en baño de agua hirviente por 30 minutos;
luego de enfriar, se extrajo nuevamente con otros 5 ml de to­
lueno, agitando 200 veces en igual Forma.

Se transfirieron a otro tubo 2,5 ml del sobrenadante, aña­
diendo 1 ml del reactivo de Erlichs (p-dimetilaminobenzaldehido

15 % en etanol absoluto, SÜAH 6,85 % v/v) ; a los 20 minutos2
se determinó la absorbancia a 550 nm

CREATININA URINARIA

La creatinina urinaria se determinó por la reacción de
JaFFe con ácido picrico. A 20 ul de orina diluída 1:50, se
agregaron 2,5 ml de agua destilada, 3,5 m1 de ácido pícrico
0,043 M , y 1 ml de buFFer glicina 1 M pH 12,4 ; luego de in­

cubar por 20 minutos a temperatura ambiente, se determinó la
absorbancia a 510 nm, utilizando como testigo una solución
patrón de 20 mg de creatinina/ml (Tausky H.,1954)

FDSFATASA ALCALINA OSEA

La FosFatasa alcalina se determinó incubando el suero con
un sustrato de FenilFosFato de sodio, y haciendo reaccionar el
Fenol liberado con un reactivo diazo. La Fracción intestinal

se inhibió con Fenilalanina 10 mM (Dosen S. y 001.,1977) .
A 3 m1 de sustrato (FenilFosFato de sodio 3,32 mM, Fenil­

alanina 10 mM,en buFFer carbonato pH 9,0) se añadió 20 ul de



suero, incubando por 30 minutos a 37 QC. La reacción se detuvo

por agregado de 5 ml de inhibidor (borax 2 g, formol 4,8 ml,

l-tartrato disódico 850 g, etanol 12 ml, agua destilada c5p
100 ml) y 2 ml de reactivo diazo (naftalen 1,5-disulfonato
de la sal de diazonio del S-nitro-Z-aminoanisol 0,1 g/100 ml
en agua destilada). Luego de 5 minutos, se determinó la absor­
bancia a 490 nm, empleando como testigo una solución patrón

de fenol (1 mg/ml) .

DETERMINACION DE ORO EN SANGRE Y ÜRINA

Los niveles de oro en sangre y orina se determinaron por
espectrofotometría de absorción atómica, de acuerdo al méto­
do de Lorber A. y col. (1968) . Estas mediciones fueron rea­
lizadas por el Dr. Donald T. Ualz, de Filadelfia, Estados
Unidos .

ELECTRÜFÜRESIS PREDARATIVA EN ACETATÜ DE CELULÜSA

Para estudiar la unión del oro a las proteínas séricas,
se efectuó una electroforesis separativa en un "block" de
acetato de celulosa. Se utilizaron tiras de 6 x 17 x 0,25 cm
(Cellogel), las cuales se embebieron durante 18 horas en
buffer veronal-veronal sódico-tris, p:0,05 pH9,2
Luego se colocaron sobre una placa de vidrio (10 x 17 cm),
efectuando a 3 cm del extremo catódico una canaleta de 4,5 cm

de largo y 1,5 mmde profundidad; la Conexión con los compar­
timientos electródicos se efectuó con papel de filtro doble.



Luego de depositar 0,5 ml de suero en la canaleta, se realizó
la electroforesis aplicando 140 V, 25 mApor S horas a tempe­
ratura ambiente.

Al concluir la corrida, se cubrió por 5 minutos con una
tira de acetato de celulosa de 5,7 x 14 cm para obtener la
impresión del Fraccionamiento, coloreando con Negro Amido 1GB .
El block se cortó en segmentos segun la ubicación de las Frac­
ciones, exprimiendose con agua destilada en jeringas de acero.
Las muestras se conservaron a -709C para la determinación del
contenido en oro por activación neutrónica.

ERITRÜSEDIMENTACIÜN

Se utilizó el método de Uestergren con sangre obtenida
sobre citrato de sodio 3,8 g/1ÜÜ ml .

ELECTRÜFÜRESIS DE PRÜTEINAS SERICAS EN ACETATÜ DE CELULUSA

Las tiras de acetato de celulosa (Cellogel) Fueron embe­
bidas en buFFer veronal sódico 8,24 g/lt pH 9,2 por 30 minutos,
eliminando luego el exceso de buFFer con papel de Filtro .
Una vez colocadas en la cuba electroForética, se aplicaron las
muestras de suero (3 ul) a 1 cm del extremo catódico, reali­
zando la electroforesis a 200 V durante 55 minutos. Las tiras

se colorearon con Negro Amido 10 B 0,5 % en metanolzacético:
agua (45:10:45) durante 5 minutos, decolorando con esta mezcla
de solventes . La elución de las Fracciones se eFectuó en áci­

do acético 80 %, determinando la absorbancia a 600 nm .
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Las proteínas totales se determinaron por el método del biuret.

DETERMINACION DE PRÜTEINAS POR INMUNÜDIFUSIÜN RADIAL

Para la determinación de proteínas por inmunodifusión
radial (Mancini G. y 001.,1965) se utilizaron placas comer­
ciales M-Partigen (Boheringuerke) para la proteína C reacti­

va y la d1-antitripsina, y placas Hyland para IgG, IgM, IgA
y C3 . Se depositó en cada orificio de las placas 5 pl de
suero, determinándose el diámetro del anillo de difusión a
las 48 horas. Los valores obtenidos se interpolaron en curvas
efectuadas con patrones de cada tipo de proteína estudiada.

DETERMINACION DE FACTOR REUMATÜIDE Igfl

En una serie de 10 tubos se colocó 1,9 ml de buffer glici­
na 0,1 M pH 8,2 al primero y 1 ml a los restantes. Se añadió

0,1 ml de suero al primer tubo , efectuando luego una dilución
seriada por transferencia de 1 ml de la dilución al tubo si­
guiente, y así sucesivamente, descartando 1 ml del último tubo.
Luego se añadió a cada tubo 1 ml de una solución conteniendo
IgG humana (25 mg/100 ml) agregada por calentamiento a 639€

por 1D minutos, y látex (0,01 %, Difco) de 0,81 u de diámetro,
en el buffer glioina. Los tubos se incubaron a 569D por dos
horas, al cabo de las cuales se centrifugó a 2.300 rpm por
3 minutos, se agitó y se efectuó la lectura para determinar
el título de máximaaglutinación (Singer J.M. y col.,1956) ,
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DETERMINACION DE FACTOR REUMATÜIDE IgG

El FR-IgG se determinó por inmunoadsorción sobre IgG hu­

mana geliFicada. En S ml de buffer Fosfato 0,1 M pH 7,2 se

disolvieron 250 mg de IgG humana purificada, calentando luego
la solución a 639D por 20 minutos. Luego de enfriar, se añadió
gota a gota y agitando, 1 ml de glutaraldehido 2,5 %, incuban­
do por 2 horas a temperatura ambiente. El gel resultante se
homogeneizó con buffer glicina-ClH 0,1 MpH 2,5 . Se centrífu­

gó a 1.000 g por 10 minutos, lavando tres veces con S ml de
buffer FosFato .

Para la adsorción de los anticuerpos anti-IgG, a 20 mg de
adsorbente se añadió 1 ml de buffer FosFato y 0,5 ml de suero,
incubando 2 horas a temperatura ambiente y luego 18 horas a
49€. Posteriormente se centriFugó, lavando el gel cuatro veces
con buffer FosFato. La elución de los anticuerpos adsocbidos
se efectuó con 0,5 ml de buffer glicina-ClH 0,1 M pH 2,5 du­
rante 1 hora a temperatura ambiente; luego se centriFugó, se­
parandose el sobrenadante y neutralizando con NaÜH0,5 N.
En los eluídos se determinó el nivel de IgG por inmunodifusión
radial de bajo nivel (Torrigiani G. y col.,1967) .

DETERMINACION DE CÜMPLÉJÜS INMUNES

Para el estudio de los CI circulantes en los pacientes bajo
tratamiento, se utilizó un método basado en su propiedad de
unirse al componente C1q del complemento (Zubler R.H. y col.,
1975)



El C1q Fue obtenido a partir de suero humano normal por

precipitación con DNA(Agnello V. y col.,1970). Para ello, un
litro de suero obtenido de donantes normales, Fue dializado
contra buffer veronal 0,025 M, EDTA0,01 M, pH 8,6 a 49€ por

18 hs, con varios cambios del mismo. Luego se centriFugó a

1000 g por 30 minutos a 49€, descartando el precipitado; al
sobrenadante se añadió una solución de DNAde 1,5 mg/ml en

buffer veronal, para una concentración Final de 25 ug DNA/ml

de suero, agitando por una hora a temperatura ambiente y luego
24 horas a 49€. Al cabo de este periodo se centriFugó a 1000 g

por 30 minutos, lavando cuatro veces el precipitado con buffer
FosFato 0,05 MpH 6,9 . El precipitado se resuspendió en dos

veces su volumen con buffer, y se añadió Cl Mg para una concen­2

tración Final de 0,003 M, y 0,1 ml de una solución de DNasa I

(1 mg/ml en buffer FosFato 0,05 M, Cl Mg 0,003 M, pH 6,9) .

Se incubó por 1 hora a 3790 con aÉitación, dializando lue­
go contra buffer hasta solubilizar el precipitado. Luegode
centriFugar a 100.000 g por 30 minutos, el sobrenadante se a­
plicó a una columna de Sephadex G-200 (5 x 100 cm) eluyendo con

buFFer FosFato 0,3 M pH 5,3 . El C1q se precipitó con sulfato

de amonio 28 %, dializando luego contra buffer FosFato 0,1 M
pH 7,0. Luego de centriFugar a 100.000 g por 30 minutos, la
solución se analizó para determinar su contenido proteico,
controlando la pureza por inmunoelectroforesis con anti-C1q.

La marcación del componente se efectuó con 125INa y lacto­
peroxidasa (Heusser C. y col.,1973). Se utilizaron 50 pl de
C1q (10 mg/ml), 50 pl de buffer veronal 0,01 M pH 7,4, 50 pl
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1de 25INa (10 mCi/ml), 200 ul de lactoperoxidasa (45 U/ml) y

200 pl de H 02 (sol. 30 % diluída 1:105 inmediatamente antes de
su uso). La2proteína se separó del 1251 libre por columna de
Sephadex 0-100 (1 x 30 cm) (act. esp. 0,5 uC /ug) , mantenien­

dose a - 7090 en buFFer veronal en una concentración de 100 ug/
ml; para su uso se diluyó 1:50 en buffer veronal con albúmina
bovina 1 %

Comocontrol positivo se utilizó IgG agregada por calor,
diluída en suero humano normal. Una solución de IgG de 25 mg/ml

en solución Fisiológica, se calentó a 6390 por 12 minutos, se­
parandose luego la IgG agregada por una columna de Sepharosa 60

en tris-ClH 0,1 M, ClNa 0,2 M, pH 8,5 .

El estudio de los sueros se efectuó partiendo de 50 ul de
cada uno de ellos; se añadieron 100 ul de EDTA0,2 M pH 7,5,

incubando a 379€ por 30 minutos. Luego de esta incubación los
tubos se colocaron en un baño de hielo,y se agregaron 50 ul de
125I-C'Iq y 1 ml de polietilenglicol 6.000 (3 % en ácido bórico
0,1 M, tetraborato disódico 0,025 M, ClNa 0,075 M, pH 8,3)

La mezcla se mantuvo en hielo por 60 minutos, centriFugando lue­
go a 1500 g por 20 minutos a 490. Se descartaron los sobrenadan­
tes y se midió la radioactividad de los precipitados en un con­
tador 6 automático. Se determinó el porcentaje de 125I-C1q
precipitado respecto a un tubo control con 100 ul de suero nor­
mal y 50 ul de 125I-C1q, al que se agregó 1 ml de ácido triclo­
roacético 20 % .
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PACIENTES DE ARTRITIS REUMATÜIDE

Los pacientes estudiados en este trabajo Fueron selecciona­
dos con diagnóstico clínico de AR, confirmada según los crite­
rios de la Asociación Americana de Reumatismo (ARA, USA) , y
abarcando los cuatro estados Funcionales reconocidos en su evo­

lución. El BÜ% correspondió al sexo Femenino, con un rango de

edades entre 27 y 62 años, y un promedio de duración de la en­
Fermedad de 6 años .

La inclusión en el estudio implicó la ausencia de afeccio­

nes cardiovasculares, hepáticas, renales y gastrointestinales,
asi como de un tratamiento previo con compuestos de oro o inmu­
nosupresores.

Los pacientes Fueron tratados y controlados clínicamente en
el Instituto Nacional de Reumatología de Montevideo, Uruguay,
por los Dres. A.E. Finkelstein, M. Mizraji y U. Batista.

ANALISIS ESTADISTICÜ

Para la evaluación estadística de los resultados obtenidos
se utilizaron el test "t" de Student para muestras independien­
tes y apareadas, el análisis de la varianza (ANÜUA)y el método
de regresión lineal
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REACTIVÜS

Las drogas y solventes de uso general Fueron de grado
analítico, y las específicas las siguientes

Behringuerke AG (Alemania)

— M partigen (para QL1—AT y PCR)

Chemetron(Italia)
- Cellogel

Dtio (USA)
- Aceite mineral

- Bacto Látex 0,81 u
- Medio TC 199

- Micobacterium butiricum

Hyland (USA)

- Immuno-plate Radial ImmunodiFFusion (para IgG,IgM,IgA y 03)

Millipore Int. Inc. (USA)
- Membranas de 10 mm, 0,22 p

Pharmacia Fine Chemicals Co (Suecia)

- Sephadex 0-100 , 0-200

— Sepharosa 68

Sigma Chemicals C0 (USA)
- Albúmina bovina
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Dextran (DM250.000)
DNasa I

Ferricitocromo o
Forbol-12-miristato-13-acetato
Hidroxiprolina
Hipoxantina
Inmunoglobulina G humana
Micrococus lisodeiticus
Nitroazul de tetrazolio
N-Formil-metionil-leucil-Fenilalanina
RiboFlaVina

Superóxido dismutasa
Xantino oxidasa

Uhorthington Bioch. Co (USA)
Lisozima

DNA

Compuestos de oro

—Aurotiomalato de sodio (ATMS)

- AuranoFin (AF) (Ridaura, Smith, Kline & French,

(Myochrysine, Merck, Sharp
& Dohme,USA); se disolvió en solución de Hanks .

USA) ;

Fue disuelto en etanol absoluto (10 mg/ml) y luego diluido
en solución de Hanks. Para su administración oral se utili­

zaron tabletas de 1 mg y 3 mg
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RESULTADOS

I. ESTUDIOS "IN VITRÜ”

l. ACCION SOBRE LA FAGÜCITÜSIS

Con el objeto de estudiar el efecto de los compuestos de
oro sobre la capacidad fagocitica de los leucocitos SMN,se
analizó su acción sobre un sistema "in vitro" de fagocitosis
de eritrocitos opsonizados.

Alícuotas de una su5pensión de PMN(lO7 células/ml) se in­
cubaron con volúmenes iguales de soluciones de los compuestos
de oro en diferentes concentraciones, por 30 minutos a 379€.
Luego Fueron expuestos a eritrocitos humanos grupo A opsoniza­
dos con Suero anti-A en dosis subaglutinante, por otros 30
minutos a 379€. Al cabo de este período se centrifugó por lÜ
minutos a 400 g, separando el sobrenadante; con las células
se efectuaron extendidos que fueron coloreados con MayGrünuald­
Giemsa. El porcentaje de eritrofagocitosis se cuantificó micros­
copicamente por observación de 600 PMN(Fig. 14); las experien­
cias fueron realizadas por duplicado, con leucocitos proveni n­
tes de 13 donantes normales distintos.

En la Fig. 15 se observa que el AF presentó una acción inhi­
bitoria de la eritrofagocitosis; niveles de 0,5 y 1,0 pg Au/ml,
similares a los hallados en los pacientes bajo tratamiento,
produjeron una inhibición del 43 y 90 % respectivamente, lle­
gándose al LÜÜ% de inhibición con una concentración de 1,5

pg Au/ml (7,5 pM). El ATMSpresentó una acción mucho más
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Figura 14. Fagocitosis de eritrocitos opsonizados por
leucocitos DMN
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Figura 15. Efecto del AF y del ATMSsobre la Fagocitosis
por leucocitos DMNde eritrocitos Opsonizados
+: p< 0,05 9:p< 0,01 *: p <o,001
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reducida, requiriendo una concentración de lÜ ug Au/ml para
producir un lS % de inhibición.

2. ACCION SOBRE LA QUIMIÜTAXIS

La capacidad que poseen los leucocitos PMNpara efectuar
movimientos de dQSplazamienta activos como respuesta a los
estímulos de diversas sustancias quimiotácticas, constituye
una caracteristica fundamental para el proceso inflamatorio.
Esta propiedad es la base de su capacidad para acumularse en
los focos de inflamación y participar en los eventos inmuno­
patológicos.

Los métodos más utilizados para estudiar la quimiotaxis
"in Vitro" se basan en la técnica de migración leucocitaria
a través de membranas desarrollada por Boyden, que permite
analizar en forma reproducible la acción de drogas sobre las
células. Los leucocitos migran desde una cámara superior a
través de los poros de la membranapor acción de las sustan­
cias quimiotácticas ubicadas en el compartimiento inferior;
luego de fijar y colorear, se cuentan al microscopio las cé­
lulas migrantes.

Para estudiar el efecto de los compuestos de oro, se uti­
lizó la modificación de Baum, que permite el uso de menor can­
tidad de células. Comoagentes quimioatractantes se utiliza­
ron dos tipos de productos: una me2cla de caseina con suero
humano, y el tripéptido f-MLP .

En la tabla 3 se observan los resultados obtenidos al
analizar el efecto de diferentes concentraciones de AF y ATMS
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Indice quimiotáctico
ug Au/ml Caseína F-MLP

Control basal dBSilS 320126

AuranoFin 0,5 349i46 a 190i21

+ d '1,0 218-23 102t9

+ d +5,0 50-0 6-1

Aurotiomalato

de sodio 0,5 427i10 Kb 304i12

1,0 364i32 ° 224118

5,0 315133 ° 170i20

10,0 230i22 d 125i11

a: p < 0,050 c: p < 0,010

b: p < 0,020 d: p < 0,001

Tabla 3. Acción del AF y del ATMSsobre la quimiotaxis
de leucocitos PMN"in vitro"



sobre la quimiotaxis de PMN.Con ambos compuestos se obervó

una significativa disminución de los índices quimiotácticos.
El AF mostró una mayor capacidad inhibidora (55 % de inhibición

con 1,0 ug Au/ml) que el ATMS(50,9 % de inhibición con una

concentración de 10,0 ug Au/ml) . por otra parte, la respues­
ta al F-MLPdemostró ser más sensible a la acción del AF que
el sistema con caseína

3. ACCION SOBRE LA LIBERACION DE ENZIMAS LISÜSÜMALES PUR

LEUCÜCITÜS PMN .

3.1 Sistema de Fagocitosis de complejos inmunes

Con el Fin de evaluar el efecto del AF y del ATMSsobre

la liberación de enzimas lisosomales por los leucocitos PMN,
se utilizó un sistema "in vitro" de Fagocitosis de CI.
para ello, leucocitos PMNobtenidos de donantes normales Fue­
ron expuestos a CI del tipo IgczFR-Igm , obtenidos a partir
de sueros de pacientes de ARcomo se describe en Métodos.

Este sistema representa en Forma experimental uno de los
mecanismos relacionados con el desarrollo de la inflamación
reumatoide. Comomarcadores lisosomales se utilizaron los ni­
veles de /5 -glucuronidasa, FosFatasa ácida y lisozima, deter­
minandose la actividad de la lactioodehidrogenasa (LDH)como
marcador citoplasmático indicador de citotoxicidad celular.

Para obtener una óptima liberación enzimática lisosomal,
se analizaron las condiciones del sistema para diferentes
concentraciones de CI y distintos tiempos de incubación.
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En la Fig. 16 puede observarse que la liberación enzimá­
tica se incrementa en Función de la concentración de CI a la

que son expuestos los leucocitos PMN,siendo máxima para va­
lores de 500 a 1000 ug de CI/ml .

La cinética del proceso de liberación de enzimas lisosoma­
les se presenta en la Fig. 17, donde se observan los niveles
extracelulares de las enzimas en Función del tiempo de incuba­
ción de los leucocitos PMNcon una concentración constante de
CI. Los niveles de máxima liberación se alcanzan a los 120

minutos de incubación. La ausencia de una liberación signifi­
cativa de la LDH,asi comolos controles de viabilidad efec­
tuados con azul tripán, revelan la inexistencia de lisis ce­
lular.

Con el objeto de analizar el eFecto de los compuestos de
oro sobre el proceso de liberación de enzimas lisosomales ,
alicuotas (0,1 ml) de la suspensión de leucocitos DMN,conte­
niendo 5 x 106 células, Fueron incubadas por 30 minutos a 379

C con igual volumen de las soluciones de AF y ATMSen diferen­
tes concentraciones; los niveles estudiados de estos compues­
tos se hallaron en un rango de 0,1 a 40 ug Au/ml (0,5 a 200 um).

El AF, con concentraciones de 0,5 a 1,0 ug Au/ml, produjo
una marcada reducción en los niveles de los marcadores liso­

somales (Tablas 4, S y 6 ). No se observó una liberación sig­
nificativa de la LDH,indicando la ausencia de un eFecto cito­
tóxico de la droga sobre las células (Tabla 7).

El ATMS,con niveles de oro similares, no mostró una acti­
vidad inhibitoria significativa en este sistema, obteniendose
un ligero efecto con concentraciones mayores de 100 uM .
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durante 120 minutos a 379€.
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Figura 17. Liberación de enzimas lisosomales por leucocitos
PMNexpuestos a CI (SÜÜ pg) en Función del tiempo
de incubación.
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ug Mm um w 20223212222222“

Control basal 42,313,6 19,811,7

AuranoFin 0,2 1,0 42,SÍS,6 19,8Ï2,7

0,3 1,5 42,2i5,9 19,012,7

0,5 2,5 20,2i3,3 13,2i1,6

0,7 3,5 17,1i2,5 0,011,2

0,9 4,5 9,0t2,5 4,2t1,1

1,0 5,0 0 0

Aurotiomalato

de sodio 2 10 41,0i5,5 19,6Ï2,6

5 25 39,0i6,0 10,722,e

10 50 37,0i4,1 17,311,9

20 100 33,4i5,2 15,7i2,5

40 200 29,0t3,0 13,611,4

Tabla 4. Acción de los compuestos de oro sobre la liberación
de fl -glucur0nidasa en un sistema de Fagocitosis de CI.
Actividad total liberada por tratamiento con Triton
x-100 0,2 % z 213,3t20,4 U/ml

a: p < 0,05 b: p < 0,001
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ug Au/ml uM pg/ml % de la actividad
total liberada

Control basal 8,8Ï0,8 40,2i3,5

AuranoFin 0,2 1,0 8,0i0,9 40,214,0

0,3 1,5 8,1i1,1 37,015,1

0,5 2,5 6,6Ï0,4 a 30,1t4,4

0,7 3,5 5,3Ï0,6 b 24,0i3,0

0,9 4,5 3,6i0,2 c 16,4i0,9

1,0 5,0 1,0i0,2 c 8,2i1,0

1,4 7,0 0 0

Aurotiomalato
de sodio 2 10 8,8Ï1,0 40,2i4,0

5 25 8,6Ï0,7 39,3i3,3

10 50 7,9i0,6 36,112,9

20 100 7,1i0,9 32,414,1

40 200 6,9ÏÜ,S 31,5i2,3

Tabla 5. Acción de los compuestos de oro sobre la liberación de
lisozima en un sistema de Fagocitosis de CI.
Actividad total liberada por tratamiento con Triton
X-100 0,2 % : 21,9i0,7 pg/ml

p< 0,05 b: p (0,01 c:a: p (0,001
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ug Au/ml pM mU/ml % de la actividac
total liberada

Control basal - - 1,6i0,1 8,2i0,6

AuranoFin 0,2 1,0 1,6Ï0,1 8,2i0,6

0,3 1,5 1,3i0,1 6,9i0,7

0,5 2,5 1,0i0,2 5,2i1,0

0,7 3,5 0,7i0,1 3,6i0,7

0,9 4,5 0,3i0,2 1,7i1,2

1,0 5,0 0,2i0,1 1,0:0,5

1,4 7,0 0 0

Aurotiomalato

de sodio 2 10 1,010,2 9,4i0,6

5 25 1,6i0,1 0,210,4

10 50 1,5i0,2 7,8:0,5

20 100 1,210,2 6,2i0,5

40 200 0,6i0,2 3,1i0,5

Tabla 6. Acción de los compuestos de oro sobre la liberación
de FosFatasa ácida en un sistema de Fagocitosis de CI.
Actividad total liberada por tratamiento con Triton
X-100 0,2 % : 19,2i0,9 mU/ml .

c:p<’0,001a: p< 0,05 b:p< 0,01
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pg Au/ml uM mU/ml % de la actividad
total liberada

Control basal 1,710,2 Ü,9iÜ,1

AuranoFin 0,2 1,0 1,710,2 0,9i0,1

0,3 1,5 1,9i0,2 1,0i0,1

0,5 2,5 1,9i0,2 1,0Ï0,1

0,7 3,5 1,7i0,1 0,9t0,1

0,9 4,5 1,710,3 0,910,1

1,0 5,0 2,0i0,2 1,5i0,2

1,4 7,0 1,710,2 0,9i0,1

Aurotiomalato
de sodio 2 10 1,5i0,2 0,0Í0,2

5 25 1,7i0,1 0,9i0,1

10 50 1,8i0,1 0,9i0,1

20 100 1,0i0,1 0,9i0,1

40 200 1,0i0,1 0,9t0,1

Tabla 7. Niveles extracelulares de lacticodehidrogenasa
en un sistema de Fagocitosis de CI en presencia
de diferentes concentraciones de los compuestos
de oro.

Actividad total liberada por tratamiento con Triton

x—100 0,2 % : 193,5Ï2,0 mU/ml .



Esta acción se correSponde con una inhibición directa de la
actividad enzimática por el ATMSque tiene lugar a estas con­
centaciones .

La acción del AFsobre la liberación de las enzimas liso­

somales, se mantuvo cuando los leucocitos Fueron centriFugados
y lavados luego del tratamiento con el compuesto ; el ATMSen

cambio, no presentó ninguna actividad en estas condiciones,
aun con niveles Superiores a lÜÜ uM

3.2 Sistema de Fagocitosis "Frustrada"

Con el objeto de analizar la acción del AF y del ATMSsobre
la liberación de enzimas lisosomales en ausencia del proceso
de Fagocitosis, se utilizó un sistema experimental de Fagocito­
sis Frustrada, por exposición de los leucocitos PMNa CI del
tipo IgczFR-IgMFijados a superficies no Fagocitables. Este
sistema representa uno de los mecanismos Fisiopatológicos des­
criptos para el desarrollo del proceso inflamatorio en la AR.

La Fig. 18 muestra la cinética del proceso de liberación
enzimática para diferentes cantidades de CI adsorbidas sobre
Filtros Millipore, en Función de los niveles extracelulares de
/Z-glucuronidasa. La mayor liberación se alcanza a los 60-120

minutos de incubación con niveles de 300 a 600 ug de CI.
Para estudiar el efecto de los compuestos de oro en este

sistema, los leucocitos PMN(en alicuotas de 0,1 ml contenien­
do S x 106 células) Fueron previamente incubados con solucio­
nes de AF y ATMSpor 30 minutos a 379€, y luego depositados
sobre Filtros Millipore colocados en microcámaras de poliesti­
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Figura 18. Liberación de /5—glucuronidasa por leucocitos
DMNexpuestos a diferentes cantidades de CI
Fijados a una superficie no Fagocitable
(Fagocitosis Frustrada) en Función del tiempo
de incubación .



reno, a los que previamente se Fijaron 500 pg de CI.
La preincubación de los PMNcon AF mostró la acción inhi­

bitoria del compuestosobre la liberación enzimática lisosomal,
en ausencia de un proceso de Fagocitosis verdadera (Tabla 8).
Con valores entre 0,5 y 1,0 ug Au/ml (2,5-5,0 uM) se obtuvo
un decrecimiento significativo de los niveles extracelulares
de los tres marcadores analizados. En este rango, se observó
una inhibición del 33-79 %en los niveles de la-glucuronidasa,
30-60 % para la lisozima, y 38-88 % para la FosFatasa ácida;
concentraciones superiores a 1,2 ug Au/ml presentaron un 100 %
de inhibición. Por su parte, el ATMSno demostró efectos sig­
nificativos a estos niveles, sino a concentraciones mayores de
40 ug Au/ml

4. ACCION SOBRE LA GENERACION DE RADICALES SUPERÜXIDÜ POR

LEUCÜCITÜS DMN

Los radicales superóxido producidos por las células Fago­
cíticas son considerados importantes mediadores de la inflama­
ción reumatoide. El efecto de los compuestos de oro sobre su
producción por leucocitos DMNse estudió empleando los dos mo­
delos experimentales de Fagocitosis de CI y Fagocitosis Frus­

2

ducción del Ferricitocromo c y del nitroazul de tetrazolio (NBT).
trada. La generación de 0 se analizó por los métodos de re­

El sistema de Fagocitosis de CI Fue similar al empleado
para el estudio de la liberación enzimática lisosomal, pero en
presencia de Ferricitocromo c 0,08 mM.La exposición de los

leucocitos DMNa los CI produce la generación de radicales 02T
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%de la actividad total liberada
pg Au/ml 0M fl-glucur. lisozima rosf. ácida

Control basal - - 22,711,7 45,6i3,2 10,4iÜ,9

AuranoFin 0,2 1,0 23,4i2,1 45,3i2,6 10,2iÜ,8

0,3 1,5 22,5i2,0 40,512,5 0,5i0,4

0,5 2,5 17,3i1,5a 36,3i1,4 a 5,0i0,4 b

0,7 3,5 13,5i0,9b 32,0i1,7 b 5,5i0,5 b

0,9 4,5 7,0i0,5° 22,5i1,6 ° 3,0i0,2 °

1,0 5,0 4,4i0,2° 17,5i1,0 ° 2,1i0,1_°

1,4 7,0 0 0 0

Aurotiomalato

de sodio 10 50 20,313,2 45,514,0 10,3i0,9

20 100 18,2i1,8 43,312,9 8,2ÏO,8

40 200 14,5Ï1,6 34,3i2,3 5,1i0,5

Tabla 8. Acción de los compuestos de oro sobre la liberación
de enzimas lisosomales por leucocitos DMNexpuestos
a CI adheridos a una superficie no Fagocitable.
a:p<’Ü,ÜS b:p<Ü,Ü1 c:p<’Ü,ÜÜ1
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con la consecuente reducción del ferricitocromo c determinada

por los cambios en la absorbancia a SSÜ nm (Fig. 19). La ge­

neración de 02' se expresa como nanomoles de ferricitocromo c
6 Ireducido por lÜ celulas. El agregado a tubos controles de

lÜ pg/ml de superóxido dismutasa, llevó a una inhibición del

2

La interferencia de las drogas analizadas en la reducción
9B % en la producción de Ü

del ferricitocromo c fue descartada empleando un sistema inde­
pendiente de las células, de hipoxantina-xantina oxidasa ;
diferentes concentraciones de los compuestos de oro no mostra­
ron efectos sobre la reacción.

Los leucocitos DMNFueron incubados en medio con AF o ATMS

en diferentes concentraciones, por 30 minutos a 379€, previa­
mente a su exposición a SÜÜug de CI por otros 3D minutos.

En la Tabla 9 se observa que el AF presentó una potente

acción inhibidora; niveles de 1,0 pg Au/ml, similares a los
valores sanguíneos de los pacientes tratados con el compuesto,

produjeron un 70 % de inhibición sobre la producción de 027.
En forma similar que con la liberación enzimática, el ATMSno
presentó efectos inhibitorios a estas concentraciones, requi­
riendose niveles de lÜÜum para producir un l7 % de inhibición.

El efecto sobre la producción de 02T del AFno fue reverti­
do por el lavado de las células luego del tratamiento con el
compuesto. Cuando los PMN, luego de la exposición al AF, fueron
centrifugados y lavados por tres veces, resuspendidos en medio
fresco y luego adicionados a los CI, la acción inhibitoria

2 se conservó (Fig. 20).sobre la producción de Ü
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Ferrícitocromo c reducido

nanomoles por ,
A I . . . .ug u/ml pM 106 celulas % 1nh1blclon

Control basal 7,83ÏÜ,17

AuranoFin 0,25 1,25 5,50i0,32 c 29,7

0,5 2,5 3,6ÜÏO,29 c 54,0

1,0 5,0 2,34t0,2e c 70,1

2,0 10,0 1,25i0,45 c 83,9

5,0 25,0 0 100,0

Aurotiomalato
de sodio 1,0 5,0 7,75:0,3e

5,0 25,0 7,6010,1é

10,0 50,0 7,51r0,20 3,0

20,0 100,0 5,50i0,22 17,0

Tabla 9. Acción del AF y del ATMSsobre la producción de

radicales superóxido durante la Fagocitosis de CI
por leucocitos DMN.Compuestos de oro presentes
durante el proceso de Fagocitosis.
c: p (0,001
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Ütro método utilizado para la determinación de la genera­

ción de radicales 02: se basó en la reducción del nitroazul
de tetrazolio (NBT)a formazán, el que se detecta en los ex­
tractos piridínicos de las células. La reducción del NBT
mostró ser igualmente sensible a la acción del AF(Fig. 21).
con un 77 % de inhibición para una concentración de l,Ü pg Au/ml

La exposición de los DMNa CI fijados a superficies no fa­

2

se produzca una fagocitosis verdadera (Fig. 22). Cuando las
gccitables, da lugar a la generación de radicales 0 sin que

células fueron incubadas con diferentes concentraciones de AF,
se observó nuevamente la acción inhibitoria sobre la producción

de 027, en forma independiente del proceso de fagocitosis
(4B % de inhibición con l ug Au/ml) (Tabla 10) .

La presencia en el medio de incubación de ditiotreitol(DTT)
10-3 M, produjo un bloqueo total de la acción inhibitoria del

AF sobre la producción de 02T (Fig 23); el DTTsolo no afectó
2 en tubos controles.la generación de Ü

Con el objeto de analizar si la acción del AFera especifi­
ca sobre la estimulación por CI, a través de los receptores
para Fc, o involucraba también otro tipo de estímulos, se estu­
dió su efecto sobre PMNexpuestos a dos diferentes agentes in­

ductores de la producción de radicales 02T .Se utilizaron el
tripéptido f-MLP, producto quimiotáctico con capacidad de in­
ducir la liberación de enzimas lisosomales y la generación de

Üzry el acetato de forbol miristato (PMA); se ha demostrado
que estos compuestos producen su acción a través de receptores
diferentes (Lehrer R.I. y col., 1981)



NBTREDUCIDÜ

AAbsxlÜ3

Figura 21.

BÜ

60

40

20

A

a) 55 AF presente

b) E] AF removido

control 0,2 0,3 0,5 0,7

AF ug Au/ml

Acción inhibitoria del AFsobre la reducción

del NBTdurante la Fagocitosis de CI
a) Los PMNFueron incubados en medio con o sin

AF por 30 minutos,y luego expuestos a CI en

presencia de NBT.

b) Luego de incubar con AF, las células Fueron

lavadas previo al agregado de los CI.

#2 p (0,02 *: p< 0,001



FERRICITÜCROMÜCREDUCIDÜ

nmoles/lÜ6células

Figura 22.

90

TIEMPO (minutos)

Producción de radicales superóxido por leucocitos
PMNexpuestos por diferentes tiempos a 500 pg de
CI Fijados a un Filtro Millipore (Fagocitosis
Frustrada)
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Ferrioitocromo c reducido

nan moles por . . . .,
ug Au/ml um 108 Células % 1nh1blolon

Control basal 4,2010,30

AuranoFin 0,25 1,25 3,50Ï0,36 16,7

0,5 2,5 2,80i0,23 a 33.1

1,0 5,0 2,1810,30 b 48,1

2,0 10,0 1,5410,32 b 63,3

5,0 25,0 0 100,0

Aurotiomalato
de sodio 1,0 5,0 4,27Ï0,46 0

5,0 25,0 4,2010,32 0

10,0 50,0 4,10i0,62 2,3

20,0 100,0 3,71Ï0,28 11,7

Tabla 10. Acción del AF y del ATMSsobre la producción de

radicales superóxido por leucocitos PMNexpuestos
a CI Fijados a una superficie no Fagocitable.
a: o<<0,05 b: p<'0,01
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El AF actuó inhibiendo la respuesta de los DMNa los dos
diferentes estímulos (Fig. 24), obteniendose un 56 %de inhi­
bición con concentraciones de 0,12 ug Au/ml para el sistema
con f-MLP, y 0,9 pg Au/ml para la estimulación con PMA.

Paralelamente a la activación del metabolismo del oxígeno,
los DMNgeneran quimioluminiscencia (UL), probablemente a tra­
vés de la generación de oxígeno singulete, radicales hidroxi­
lo y grupos carbonilo . Estas señales pueden ser amplificadas
en presencia de luminol, pudiendo cuantificarse la QLproduci­
da comorespuesta al estímulo que origina la activación.
Empleando PMA,considerado como el más potente agente estimu­

lador de la 0L, se estudió la acción del AF sobre su produc­
el AF

2 - 9

produjo una depresión de la QL (Fig. 25), obteniendose un 80 %

ción; en forma similar que con la generación de Ü

de inhibición con 1,5 ug Au/ml

5. ACCION SOBRE LA CITÜTÜXICIDAD CELULAR DEPENDIENTE DE

ANTICUERPÜ (CCDA)

En este estudio se evaluó el efecto "in vitro" que ejercen
los compuestos de oro sobre la capacidad citotóxica de los
linfocitos humanosenfrentados con un sistema blanco de eritro­
citos de pollo sensibilizados con anticuerpos anti-eritrocitos
de pollo. Los linfocitos, obtenidos de donantes normales por
centrifugación en gradientes de Ficcol-Hypaque, fueron incuba­
dos por 30 minutos a 379€ con distintas concentraciones de AF
y ATMS,previamente al ensayo de citotoxicidad; se utilizaron
2,5 x 106 linfocitos por tubo, con un volumen final de reacción
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de 1,5 ml; todas las experiencias se efectuaron con duplicados.
El efecto de diferentes concentraciones de AF y ATMSsobre

la CCDAse observa en la Tabla 11. Niveles superiores a 0,3

ug Au/ml de AF producen una significativa inhibición de la
CCDA,en forma dependiente de la dosis, llegando al 100 % con

un nivel de 2,0 ug Au/ml (10 UM). Sin embargo, concentraciones

menores de 0,2 ug Au/ml presentaron un efecto estimulante de
la acción tóxica, sin afectar la liberación inespecífica de
51Cr. Los resultados fueron similares cuando los linfocitos,
luego de la preincubación con la droga, fueron lavados tres
veces con medio antes de su adición al sistema de CCDA.

El ATMS,estudiado aún a mayores concentraciones (100 pM),
no afectó significativamente la acción citotóxica de los lin­
focitos .
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% del
ug Au/ml pm % CCDA control

Control basal 29,8i0,6 100

Auranofin 0,1 0,5 34,0i0,9 b 114

0,2 1,0 33,0i0,9 a 111

0,3 1,5 26,311,0 a 88

0,5 2,5 18,8i1,6 c 63

1,0 5,0 8,1i1,1 C 27

2,0 10,0 0 0

Aurotiómalato

de sodio 1,0 5,0 31,011,2 104

5,0 25,0 30,612,3 103

10,0 50,0 28,7i1,7 96

20,0 100,0 29,9Í1,3 100

Tabla 11. Acción de los compuestos de oro sobre la
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo
a: p<0,02 b: p<0,01 c: p<0,001



II. ESTUDIÜS "IN VIVO"

6. ACCION SOBRE EL METABOLISMO DEL CÜLAGENO EN RATAS CÜN

ARTRITIS ADJUVANTE (AA)

El metabolismo del tejido conectivo incluye, bajo condicio­
nes Fisiológicas, procesos de Formación y reabsorción de colá­
geno. Este sistema metabólico, generalmente muy reducido, se
torna muyactivo en ciertas condiciones patológicas. Asi, la
invasión por la sinovial de tendón, cartílago y hueso que se
produce en la AR, está acompañada por un incremento del meta­
bolismo del colágeno, un indice del cual es la excreción uri­
naria de hidroxiprolina. Se ha demostrado que los incrementos
de la excreción urinaria de hidroxiprolina en la Fase aguda de
la artritis adjuvante se deben a una mayor degradación del co­
lágeno.

Para estudiar la aCCiónde la auroterapia sobre el metabolis­
model colágeno,se analizó el eFecto de su aplicación en ratas
con artritis adjuvante(AA), evaluando los niveles de hidroxi­
prolina urinaria (ÜHDroU) y de la FosFatasa alcalina ósea.

La AAFue inducida por la administración intradérmica de
0,1 ml de una su5pensión de Micobacterium butiricum en aceite
mineral, en la almohadilla de la pata izquierda trasera (Fig. 26)
Los compuestos de oro Fueron administrados en dosis de 0,5 mg/
Kg/dia ; el AF Fue disuelto en tragacanto 0,5 % y administrado
en dosis de 0,2 ml en Forma oral con una cánula plástica ; el
ATMSen dosis de 0,1 m1 en solución Fisiológica, Fue inyectado
intramuscularmente en el muslo derecho trasero .
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Figura 26. Ratas con artritis adjuvante (lesión secundaria)



Las drogas Fueron administradas diariamente durante cuatro
semanas, comenzando el día 14 luego de la inyección del ad­
juvante, durante la lesión secundaria de la afección.

Los animales Fueron colocados por períodos de 24 hs una
vez por semana en jaulas metabólicas individuales; durante
este tiempo, las ratas se mantuvieron en ayunas, recibiendo
agua "ad libitum". Se colectaron muestras de orina de 24 hs
para las determinaciones de hidroxiprolina y creatinina, y de
suero para la FosFatasa alcalina ósea. Los resultados de
ÜHDro U se expresan como mg ÜHDro por g de creatinina, para

evitar distorsiones debidas a pérdidas parciales del volumen
de orina o diferencias de peso entre los animales

Las ratas, con un peso promedio de 160 g, Fueron divididas
en tres grupos de ocho animales cada uno : grupo 1: ratas con
AAsin tratamiento , grupo 2: ratas con AAtratadas con AF ,y

grupo 3: ratas con AAtratadas con ATMS
La administración tanto de AF como de ATMSa las ratas con

AA, provocó una significativa reducción en la excreción de
ÜHProurinaria respecto al grupo control ; este efecto se obser­
vó a partir de la primer semana de tratamiento (Fig. 27)

De igual Forma, el incremento de la FosFatasa alcalina ósea
que se produce en la AAdurante la lesión secundaria, Fue inhi­
bido por las dos drogas ; la disminución Fue significativa a
partir de la 3Q semana . El eFecto de ambos compuestos Fue de
similar nivel, tanto sobre la excreción de hidroxiprolina como
en los niveles de Fosfatasa alcalina ósea (Fig. 28).
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(pre_AA) SE A AS

Figura 27. Excreción urinaria de hidroxiprolina en ratas
con AA tratadas con AF o ATMSdurante cuatro

semanas a partir del dia 14 luego de la
inducción de la artritis.

p<'Ü,OÜ19; p< 0,01 *: reapecto al grupo
control .
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H
CONTROL

SEMANAS

Niveles de FosFatasa alcalina ósea en ratas
con AA tratadas con AF o ATMSdurante cuatro

semanas a partir del dia 14 luego de la
inducción de la artritis.
9: p'(0,01 reSpecto del grupo ccntrol
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7. ACCION SÜBRE LA RESPUESTA INMUNE EN LA ARTRITIS REUMATÜIDE

Con el objeto de estudiar el efecto de los compuestos de
oro sobre algunos aspectos centrales de la respuesta inmune
humoral y celular involucrados en la fisiopatología de la in­
flamación reumatoide, se encaró el análisis de la evolución de
los parámetros relacionados con esa reSpuesta en pacientes ba­
jo tratamiento.

Los análisis de la inmunidad humoral y de las Funciones
celulares se efectuaron en 28 pacientes de ARtratados con AF.
Fueron divididos en cuatro grupos de 7 pacientes cada uno ,
administrandose diferentes dosis grupo A: 2 mg/día , grupo B:
4 mg/día, grupo C: 6 mg/día , y grupo D: 9 mg/día , por un

periodo de tres meses. Durante el tratamiento se evaluó sema­
nalmente la evolución de los parámetros clínicos y humorales,
así comolas características de absorción y excreción del oro.

7.1 NIVELES DE ÜRÜ EN SANGRE Y URINA

Los niveles de oro en sangre, determinados por espectrofo­
tometría de absorción atómica, mostraron un incremento en fun­
ción del tiempo de administración del compuesto (Fig. 29), en
forma proporcional a la dosis suministrada. La continuidad
del tratamiento no provoca nuevos incrementos en los niveles
de oro sanguíneos, los que a partir del tercer mes permanecen
en un estado estacionario.

En forma similar se comportaron los valores de oro en orina,
(Fig. 30) ; esta excreción urinaria del oro tuvo lugar en corre­
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Figura 29 . Niveles de oro en sangre durante la administración
de diferentes dosis de AF a pacientes de AR.
Cada punto representa el valor medio de cada grupo.
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Figura 30. Excreción urinaria del oro durante la adminis­
tración de diferentes dosis de AFa pacientes
de AR
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lación con los niveles obtenidos en sangre (Fig. 31).
Los valores medios de oro en sangre a los tres meses de

tratamiento se hallaron entre Ü,AÜiÜ,ÜBpg Au/ml para el gru­

po A (2 mg/día) y 1,Ü1ÏÜ,14 ug Au/ml para el grupo D (9 mg/día);
estos niveles son inferiores a los obtenidos usualmente con la

administración de ATMS,con el que se alcanzan concentraciones
de 3 a 4 ug Au/ml con una dosis de 50 mg/semana luego de dos
meses de tratamiento.

7.2 DISTRIBUCION DEL ÜRÜ EN SANGRE

7.2.1 Asociación a eritrocitos

Un aSpecto de importancia a evaluar en la Farmacodinamia
de los compuestos de oro es la distribución del mismo con res­
pecto a los elementos sanguíneos. Para el ATMS,varios estudios
han determinado que el oro se une en muy pequeña cantidad a los
eritrocitos y leucocitos, siendo los niveles de oro en sangre
aproximadamente igual a la mitad de los niveles en suero
(Smith D.M. y col.,1973; Gottlieb N.L. y col.,l980; Ualz D.T.
y col., 1980; Pendersen S.M. y col., 1980) .

En Función de las diferentes propiedades del AF, se analizó
la distribución del Au en sangre durante Su administración a
pacientes de ARpara distintas dosis y tiempos de tratamiento.

Para ello se estudiaron los grupos con dosis de 4 y 6 mg/
día de AF, a los que se continuó su administración por el tér­
mino de un año, determinandose los niveles de oro en sangre y
en suero, así comoel hematocrito correspondiente
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Figura 31.
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Dosis (mg/d)
D 2

oop
kDCJ\J-\

I . I

100 200

Au en ÜRINA (ug/24 hs)

Ü,Ü744+0,0046 x

0,96 p< 0,001
y:
I‘:

Correlación entre los niveles de oro en sangre
y orina durante la administración de diferentes
dosis de AF a pacientes de AR .
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El porcentaje de oro asociado a los eritrocitos se calculó
como % Au unido: 100 -(Au suero/Au sangre)(1ÜÜ-Hto) . En la

Fig. 32 se presentan los niveles de nro en suero y en sangre
para los dos grupos de pacientes, en función del tiempo de
administración; a diferencia con el ATMS,los niveles de oro
en sangre fueron mayores o iguales que en suero.

Los porcentajes de oro asociado mostraron valores promedio
de 51,9i1,0 % para el grupo de 4 mg/dia, y 52,1i1,5 % para el

de 6 mg/dia. Nose observaron diferencias significativas en
los porcentajes de asociación en función del tiempo de admi­
nistración a lo largo del año de tratamiento, ni por la dosis
suministrada (Tabla 12) .

7.2.2 Asociación a proteinas

Para evaluar la distribución del oro en las proteínas
séricas durante la administración de AF, se analizaron las
diferentes fracciones separadas por electroforesis en block
de acetato de celulosa. Se utilizaron tres sueros provenientes
de pacientes con niveles de 1,2 a 1,5 ug Au/ml.

Los resultados obtenidos (Tabla 13) indican un esquema de
unión similar al encontrado para el ATMS(Lorber A. y col.,
1972; Danpure C.J. y col.,l979), con un transporte preponde­
rante por la albúmina.

7.3 PARÁMETROS CLINICOS E INFLAMATÜRIÜS

Durante el periodo de tratamiento los pacientes fueron
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Figura 32. Niveles de oro en sangre y en suero de pacientes
de ARbajo tratamiento con AF durante un año.

A: 6 mg/día B: 4 mg/dia



% de Au asociado

Dosis

Mes 4 mg/día 6 mg/día

2 54,7i2,a 55,313,e

4 50,516,4 53,515,2

6 49,5i4,3 52,3i3,8

B 55,4i4,7 45,5i4,6

10 51,811,7 50,3i3,2

12 49,8*4,4 55,7i7,3

Tabla 12. Porcentaje de oro asociado a los eritrocitos
en pacientes de ARbajo tratamiento con AF
durante un año .
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Fracción Concentración ug Au por Distribución

Proteica (9/100 ml) mg proteína del Au (%)

Albúmina 2,86 0,0T7 81,8

d1-globulina 0,36 0,008 4,8

dz-globulina 0,83 0,005 6,9

fl+'í—globulinas 1,95 0,002 6,5

Tabla 13. Distribución del oro "in vivo" en las distintas
Fracciones proteicas del suero durante la admi­
nistración de AF .
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evaluados clínica y humoralmente cada semana. La mejoría clí­
nica se manifestó al primer mes de tratamiento, con un decre­
cimiento en el número de articulaciones inFlamadas y dolorosas
así comoen la duración del entumecimiento matinal. Esta mejo­
ría Fue más significativa en los grupos C y D, en los que tam­
bién se observaron los mayores cambios a nivel humoral (Fig. 33)

Los marcadores generales de inflamación presentaron una
caída significativa reSpecto de sus valores previos al trata­
miento. En la Fig. 34 se observan los descensos en los valores
de la velocidad de eritrosedimentación y de la proteína C reac­
tiva, para los cuatro grupos de pacientes, reflejando la dismi­
nución del proceso inflamatorio.

Cambiosmuysignificativos se observaron en el análisis de

las proteínas séricas; las 0<2- y Z'-globulinas presentaron
un marcado descenso al cabo del tratamiento. Así, para los
grupos C y D, partiendo de valores iniciales de U’-globulina
de 2,27Ï0,17 g/100 ml y 2,11i0,16 9/100 ml, se obtuvo una dis­
minución a concentraciones de 1,66i0,05 g/100 ml y 1,58i0,11
g/100 ml respectivamente, valores éstos que se hallan dentro
del rango normal (Tabla 14). En Forma similar, se produjo una

normalización de los niveles de la NZ-globulina (inicial: 1,02
i0,13 g/100 ml y 1,01i0,08 g/100 ml, Final: 0,67i0,06 g/100 ml
y 0,74Ï0,09 g/100 ml, para los grupos C y D respectivamente)
(Tabla 15) . En la Fig. 35 puede observarse la variación de
estos parámetros respecto a su valor inicial, en Función del
tiempo de tratamiento, destacandose los grupos C y D por una

reSpuesta más temprana y significativa. Paralelamente se obtu­
vo un incremento en los niveles de la albúmina, con la consi­
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ï-globulina 9/100 ml
Grupo

Semana A B C D

2 mg/d 4 mg/d 6 mg/d 9 mg/d

0 2,09Ï0,24 ¿2,16Ï0,13 2,27Ï0,17 2,11Ï0,16

1 1,99i0,24 2,06i0,14 2,2410,16 2,0110,18

2 2,0110,20 2,07i0,12 2,05i0,14 1,94i0,20

3 1,9710,22 1,9910,11 1,87i0,12 1,88i0,18

5 2,0010,20 1,94i0,12 1,8710,10 1,79i0,17

7 2,01i0,19 1,89i0,10 1,79i0,12 1,7110,17

9 1,9910,24 1,8610,14 -1,6810,09 1,7010,19

12 1,94i0,19 1,8510,17 1,66i0,05 1,58i0,11
b b C

Tabla 14. Niveles de Í-globulina durante la administración
de diferentes dosis de AF a pacientes con AR.
Rango normal 0,90-1,60 9/100 ml

b: p< 0,005 c: p (0,001
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q2—globulina 9/100 ml
Grupo

A B c DSemana

2 mg/d 4 mg/d 6 mg/d 9 mg/d

0 0,9610,06 '0,82i0,04 1,02i0,13 1,01i0,oa

1 0,90io,06 0,8110,05 1,02i0,12 1¡o1io,10

2 0,9410,07 0,8110,05 0,96t0,13 0,89:0,05

3 0,93io,06 0,76i0,07 0,83Ï0,10 0,8210,05

s 0,91io,05 0,74io,06 0,82i0,07 0,7et0,05

7 0,89Ï0,04 0,69Ï0,05 0,71Ï0,08 0,93i0,05

9 0,91i0,o7 0,74io,05 0,59i0,06 0,82i0,06

12 0,87i0,08 0,7410,03 0,67i0,06 0,7410,09
a a

Tabla 15. Niveles de 0(2-globulina durante la administración
de diferentes dosis de AF a pacientes con AR .

0,40—0,7o 9/100 mlRango normal

a: p< 0,05
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guiente normalización de la relación albúmina/globulinas
(A/G) (Tabla 16)

7.4 NIVELES DE INMUNÜGLÜBULINAS Y CÜMPLEMENTÜ

Las tablas 17, 18 y 19 presentan los valores medios de
las concentraciones de IgG, IgMe IgA para los diferentes
grupcs antes y durante el tratamiento con AF, determinados
por inmunodiFusión radial en agar. El mayor efecto de la ad­
ministración del compuesto se observó sobre la IgG, registran­
dose un descenso signi°icativo respecto de su valor inicial
en los grupos B,C y D . Con las dosis de 6 y 9 mg/día se

obtuvo un 26 % de disminución reapectp a los valores basales
(Fig. 36) . Con estas mismas dosis, la IgA presentó a su vez

un descenso del 14 % . Para la IgM no se encontraron cambios

significativos, si bien los valores medios iniciales se halla­
ron dentro del rango normal.

Los niveles séricos del componente C3 del complemento
mostraron una disminución con el tratamiento con AF, la que
Fue significativa en los cuatro grupos de pacientes (Tabla 20).

7.5 FACTORES REUMATÜIDES Y COMPLEJÜS INMUNES

El Factor reumatoide IgM Fue uno de los parámetros más

sensible a la terapia con AF, presentando una reducción signi­
Ficativa en todos los grupos, en un rango del 36 al 53 % con
respecto al valor inicial (Fig. 37).

El estudio del FR-IgG por inmunoadsorción sobre IgG geli­
Ficada reveló también un importante descenso para los grupos
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Relación A/G

Grupo

Semana A B C D

2 mg/d 4 mg/d 6 mg/d 9 mg/d

Ü 1,ÜÜiO,15 0,96i0,06 0,72iÜ,11 0,69i0,06

1 0,97ÏÜ,11 1,03ÏÜ,06 Ü,71ÏÜ,11 0,74iÜ,04

2 1,00i0,1Ü 1,0110,06 0,7BÍÜ,1Ü 0,83i0,05

3 0,97iÜ,Ü9 1,04i0,07 0,83i0,11 0,94iÜ,D7

5 0,88iÜ,OS 1,09i0,07 0,91i0,08 0,96ÍÜ,1Ü

7 Ü,85*Ü,04 1.13iÜ,08 1.02*0,09 0,89tÜ,Ü7

9 0,91i0,08 1,11iÜ,ÜB 1,ÜSÏÜ,13 0,9330,Ü7

12 Ü,98*Ü,13 1,Ü7*Ü,Ü7 1,02*Ü,1Ü 1,07i0,08
b C

Tabla 16. Relación Albúmina/Globulinas (A/G) durante la
administración de diferentes dosis de
cientes
b: p<0,o1

con AR

c: p< 0,001

AF a pa­
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IgG (mg/100 ml)

Semana GrUpÚ
A B C D

2 mg/d 4 mg/d 6 mg/d 9 mg/d

Ü 1849i109 1609*43 19521197 1813*133

1 1851i124 1574138 1947Ï187 1737Ï13Ü

2 18271111 1623i46 17901133 1543192

3 18361130 1607144 1597Ï1ÜÜ 1483Í106

5 1804:98 1554Ï4B 1517:72 1430:99

7 1817*93 1511151 1637*94 1432197

9 1BÜ7Ï11Ü 1484:67 1545i84 1378:97

12 16391156 1429*45 1383*50 1383*68
b b a

Tabla 17 . Niveles de IgG durante la administración de di­

Rango normal

;3< 0,02

Ferentes dosis de AF a pacientes con AR.

1400-1700 mg/1ÜÜ ml

b: p< 0,01
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IgM (mg/1DG ml)

Grupo

Semana A B C D

2 mg/d 4 mg/d 6 mg/d 9 mg/d

o 160i22 200128 138116 168115

1 163Ï22 197i23 145120 172i17

2 168i22 211i34 141t22 161i12

3 160123 184i25 141115 148i12

5 165124 201i30 135117 165116

7 163Ï25 173i1e 155i23 135i31

9 160124 188i27 141i16 166i25

12 154Ï26 187i25 162i1a 151i22

Tabla 18. Niveles de IgMdurante la administración de di­
Ferentes dosis de AF a pacientes con AR.
Rango normal: 50-350 mg/1ÜÜ ml
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IgA (mg/100 ml)

Grupo

Semana A B C D

2 mg/d 4 mg/d 6 mg/d 9 mg/d

o 507t35 474i26 297i42 289i24

1 512i34 469i24 286148 277i28

2 503i35 487i29 284i51 305i22

3 503i35 472124 310is1 299130

5 492134 471i25 299150 297125

7 481i35 463i23 281151 282i28

9 499t41 460*23 291i41 281i25

12 452146 446122 244i40 259t20
á b

Tabla 19. Niveles de IgA durante la administración de dife­
rentes dosis de AF a pacientes de AR

Rango normal : 60-400 mg/100 ml

a: p (0,02 b: p< 0,01
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03 (mg/100 ml)
Grupo

Semana A B C D

2 mg/d 4 mg/d 6 mg/d 9 mg/d

o 183Ï9 185Ï13 162Ï10 198Ï6

1 182ÏB 183Ï13 160i15 190i8

2 176i9 176i13 157110 182i7

3 167Ï13 151Ï14 147Ï11 14516

5 154i11 14519 141Ï13 159i?

7 149i8 148111 135i10 150i?

9 15119 145i9 130i10 138i11

12 14319 139i9 11Si8 138i13
b b C c

Tabla 20. Niveles del Fragmento C del complemento durante3
la administración de diferentes dosis de AFa
pacientes con AR .

Rango normal: 60-200 mg/100 ml

b: p <0,01 c: p( 0,001
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B, C y D, con una disminución del 30, 26 y 49 % respectivamen­

te, de sus valores iniciales(Fig. 38) .
Dado el papel relevante que desempeñan los CI IgG:FR

en el desarrollo del proceso inflamatorio, se analizó la
evolución de sus niveles circulantes durante el período de
tratamiento; para ello se utilizó su capacidad de unión a la
Fracción C1q del complemento. Con las dosis mayores, de 6 y
9 mg/día, se alcanzó con la administración del AF, un descen­
so del SÜ% respecto a los niveles basales previos al trata­
miento (Fig. 39) .

7.6 0l1-ANTITRIPSINA

La actividad de varias de las proteasas de los PMN,inclu­
yendo las contenidas en los gránulos lisosomales, está regula­

da por N-globulinas inhibidores, principalmente la 0(1-anti­
tripsina ( M1-AT) y la d —macroglobulina. La o(1-AT es un2

inhibidor crítico de estas enzimas, que incluyen las proteasas
neutras, elastasa y colagenasa, desempeñandoun rol regulato­
rio central de su actividad.

Se ha observado (Svendlung H.A.y col.,1974) que la o(1«AT
se halla significativamente aumentada en suero y liquido sino­
vial de pacientes con AR. Este incremento de su concentración,
que acompaña al proceso inflamatorio, se originaria comores­
puesta a la liberación de enzimas lisosomales.

Para analizar el eFecto de la administración de AFen pa­

cientes de ARsobre la <Y1-AT,se determinaron sus niveles por
inmunodiFusión radial, antes y durante el periodo de tratamiento.
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a basal
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Dosis (mg/día)

Figura 38. Efecto de la administración de AFen distintas
dosis, sobre los niveles de FR-IgG .
#z p< 0,02 9: p<’Ü,Ü1



CUMPLEJÜSINMUNES(ugeq.IgGag/ml)

Figura 39.

-155­

Dosis (mg/d)

o0¡.0 omb

¡041:

*

MESES

Efecto de la administración de AFen diferentes

dosis sobre los niveles de complejos inmunes
circulantes determinados por unión a C1q .
# : p< 0,025 9
V.N.

p< 0,05 * p< 0,001

hasta 50 pg eq. IgG ag./ml



El valor medio inicial para estos pacientes Fue de 337i23
mg/100 ml, significativamente elevado (p‘<Ü,ÜÜ1) respecto a
un valor medio de 205i16 obtenido en un grupo control de 20

individuos normales (Fig. 40) . Luego de la administración

de AF por un periodo de tres meses, los valores de la d1-AT
descendieron significativamente a niveles comparables a los
del grupo control normal (Tabla 21) .

7.7 ACCION DEL AF Y NIVELES DE 0R0 EN SANGRE

Los descensos de los distintos parámetros estudiados Fue­
ron analizados en Función de sus correspondientes niveles de
oro en sangre. Para ello se emplearon las determinaciones
realizadas semanalmente para cada uno de los pacientes, inde­
pendientemente de la dosis suministrada.

De esta Forma se observó una correlación altamente signi­
Ficativa entre los niveles de oro en sangre y el decrecimien­
to respecto de sus valores iniciales para varios de los compo­
nentes inflamatorios : eritrosedimentación (r: 0,27, p (0,001),

Mz-globulina (r: 0,47, p< 0,001), relación A/G (r: 0,79 ,
p (0,001), IgC (r: 0,60, p< 0,001), FR-IgM(r: 0,44, p< 0,001),

y «%-AT (r: 0,34, p-<0,05) .

7.8 QUIMIÜTAXIS Y FAGÜCITÜSIS. ACCIÜN "IN VIVÜ"

Dado el papel relevante que desempeñan en el proceso in­
Flamatorio los leucocitos PMN,en Función de su capacidad de
quimiotaxis y Fagocitosis, se analizó el efecto del AFsobre
estas actividades en pacientes bajo tratamiento.
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Figura 40 . Niveles de (11-antitripsina en los pacientes
de AR y en un grupo control normal
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41-antitripsina (mg/100ml)
Grupo

S m
e ana A B C

2 mg/d 4 mg/d 6 mg/d

Ü 319128 297Ï13 396i23

4 298138 254Ï14 392i15

B 242138 233123 315124

12 245i35 214i19 269i3Ü
a b c

Tabla 21. Efecto de la administración de AFsobre los

niveles de la «'1-antitripsina en pacientes
de AR

a: p<Ü,ÜS b: p<Ü,Ü1 c: p<Ü,ÜÜ1
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El grupo estudiado comprendió 10 pacientes , con una dosis
de 6 mg/día por tres meses. Las Funciones de quimiotaxis y
Fagocitosis se analizaron con la misma metodología empleada
para los estudios "in vitro", utilizando la mezcla de caseina
y suero comoagente quimioatractante, y eritrocitos opsoniza­
dos para la inducción de eritroFagocitosis.

El indice quimiotáctico determinado para el grupo de pa­
cientes de AR Fue de 220i12, Frente a un valor de 320i20 ob­

tenido con los controles normales (p (0,001) (Fig. 41). La
administración de AFprodujo un incremento de la actividad
quimiotáctica, encuadrandose dentro de los valores normales
a partir del 29 mes de tratamiento.

Por otra parte, el estudio de la actividad Fagocitica no
presentó diferencias significativas en los pacientes de AR
con reSpecto al grupo control normal (Fig. 42). Sin embargo,
el tratamiento con AFindujo una inhibición de los porcentajes
de eritroFagocitosis al cabo de los tres meses de administra­
ción del compuesto .

7.9 CITÜTÜXICIDAD CELULAR DEPENDIENTE DE ANTICUERPÜ. ACCION

"IN VIVO"

Ha sido descripto previamente (Isturiz M.A. y col.,1976),
que la CCDAse halla deprimida en los pacientes con AR, pos­
tulándose el bloqueo de los receptores para Fc por los CI cir­
culantes, comoel origen de esta disminución.

En Función de los resultados observados "in vitro" con el

AF, y de la disminución de los niveles de CI circulantes



-160—

400­

% 3001 É? * TL -L
É í
(3 d ¿3 200 //a í
a ¿

1OO- //
%á

CÜNTRÜL BASAL _1 2 34

NORMAL AR MESES (AF)

Figura 41. Actividad quimiotáctica de los DMNde pacientes
de ARantes y durante la administración de AF.
*: p< 0,001 reapecto al grupo control normal
9: p< 0,01 reapecto al valor basal
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Figura 42. Acción del AFsobre la capacidad Fagocítica de
PMNde pacientes de AR

9: p<.Ü,02



provocada por la administración del compuesto, se analizó la
acción "in vivo" del AF sobre la CCDAen AR.

El estudio se efectuó en el grupo de 10 pacientes que re­
cibieron 6 mg/día de AFdurante tres meses; los linfocitos
Fueron obtenidos y procesados en Forma similar que para los
estudios "in vitro". En Forma paralela se analizó un grupo de
10 donantes normales.

Los valores de la CCDAobtenidos en los pacientes de AR

confirman que ésta se halla por debajo de los valores norma­
les (Fig. 43), con un valor medio de 19,711,9 % Frente a
35,0i3,1 % del grupo control (p< 0,001) .

La administración de AFprodujo un significativo incre­
mento de los valores de la CCDAhacia los niveles normales;

esta normalización de la CCDAse produjo al primer mes de tra­
tamiento, conservándose a los tres meses del mismo .
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DISCUSION

La iniciación del proceso inflamatorio involucra una com­
pleja serie de sistemas humorales y celulares interactuantes,
que puede ser disparada inmunologica y no inmunologicamente;
en ambos casos numerosos mediadores comunes juegan un rol crí­
tico en el desarrollo de estas reacciones.

En la AR, los procesos inmunológicos desempeñan un impor­
tante papel en la patogénesis y mantenimiento de la inflama­
ción crónica de las estructuras sinoviales.

De los numerosos tratamientos utilizados para la ARen los
últimos años, la auroterapia ha obtenido un lugar preponderan­
te por su acción eficaz comoagentes remititivos. El desarro­
llo más reciente de un compuesto capaz de ser administrado en
forma oral, contribuyó a proveer un perfil farmacocinético
más controlable.

Se acepta en general que la inhibición de la inflamación
reumatoide por diversas drogas se debe a un sinergismo de nu­
merosos y distintos componentes de acción, y no a una simple
prOpiedad básica de los agentes antirreumáticos.

El mecanismo de acción por el cual los compuestos de oro
producen los efectos antiinflamatorios, antirreumáticos e in­
munorreguladores, permanece aun sin clarificarse. Este hecho
es en parte el resultado de la naturaleza compleja e indefini­
da de las enfermedades asociadas con disfunciones del sistema

inmune, como es el caso de la AR . Las evidencias experimenta­
les indican que esa acción se ejercería a través de diferentes
mecanismos efectores, inmunes y no inmunes, que participan en
la iniciación y perpetuación del preceso inflamatorio .
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El importante rol desempeñado por los leucocitos PMNen
la iniciación de las reacciones inflamatorias y en la respues­
ta inmune, sugiere la posibilidad de que parte de la efectivi­
dad terapéutica de los compuestos de oro en la ARpueda resul­
tar de su capacidad de interferir con las Funciones de estas
células.

El papel de los PMNen la patogénesis de la ARdepende de

la acumulación de las células en el sitio de la lesión poten­
cial, de la descarga selectiva de enzimas lisosomales, y de
la activación del metabolismo oxidativo con producción de mo­
léculas altamente reactivas. Estos productos pueden dañar los
tejidos circundantes y amplificar las reacciones inflamatorias
a través de interacciones con otros sistemas mediadores de la
inflamación.

El efecto de los compuestos de oro podría estar entonces
relacionado en parte, con la reducción del número de DMNque
infiltran los tejidos, y con el decrecimiento de la liberación
de esas sustancias, evitando su acción tóxica tisular.

Comose señaló anteriormente, una función fundamental de
los DMNes la fagocitosis y la digestión de material extraño.
Aunqueesencialmente una función benéfica, en los pacientes
con ARla fagocitosis de CI puede llevar a la liberación de
materiales tóxicos, con el consecuente daño a los tejidos.

Con el fin de evaluar la influencia de los compuestos de
oro sobre la actividad fagocítica de estas células, se analizó
su efecto sobre un sistema "in vitro" de eritrofagooitosis;
de esta forma se observó una neta acción inhibitoria sobre
esta función .



En el caso del AF este efecto se obtuvo con concentracio­

nes similares a las obtenidas en sangre durante su administra­
ción por vía oral. La acción del ATMSFue más reducida, requi­

riendo mayoresniveles para ser signiFicativa; esta diferen­
cia, que se obtuvo también al estudiar otras Funciones de los
PMN,estaría dada por las distintas características estructu­
rales de estos compuestos, Fundamentalmente en lo que se re­
Fiere a liposolubilidad y carga iónica.

Al analizar su efecto en pacientes bajo tratamiento (Fig.
42), el AF indujo también una disminución de la capacidad Fa­
gocitica. Estos resultados se hallan en concordancia con los
observados por otros autores con el ATMS(Jessop 3.0. y col.,
1973, Vernon-Roberts 8.,1979 ),analizando la Fagocitosis de
PMNy macróFagos en ARpor la técnica de la "ventanilla cutá­
nea" con partículas de carbón; en estos trabajos se observó
una reducción de la Fagocitosis por ambos tipos de células
luego de la administración de ATMSpor varias semanas.

Comola incorporación de CI por las células Fagocíticas
representa un Factor primordial en la iniciación de los episo­
dios de inflamación articular en la AR, la supresión de la
Fagocitosis por los compuestos de oro representaría una pro­
piedad muy importante de estas sustancias .

Otra Función relevante de los PMNen su participación
comocélulas inflamatorias, es la quimiotaxis. Esta propiedad
involucra la migración activa y direccional de las células
con actividad inflamatoria hacia un gradiente de sustancias
que las atraen al sitio de inflamación .



En la articulación artritica, estos quimioatractantes pueden
comprender uno o más componentes del complemento, productos

de los sistemas de quininas y coagulación, productos de degra­
dación de tejidos o metabolitos del ácido araquidónico.

Mouat A.G. y col. (1971) determinaron la existencia de
una deficiencia en la quimiotaxis de PMNobtenidos de pacien­
tes con AR, si bien este defecto no se hallaba en correlación
con la actividad de la enfermedad . Comoun mecanismo respon­

sable de este déficit de la quimiotaxis se propuso una inges­
tión previa de CI por las células, con una consecuente dismi­
nución de las fuentes de energía requerida para la actividad
metabólica y la respuesta al estimulo quimiotáctico.

Por otra parte, esta disminución de las Funciones de los
PMNpodria ser la base de la alta incidencia de infecciones
observada en pacientes de AR.

Algunos trabajos sobre la acción del ATMSsobre esta fun­
ción leucocitaria han reportado tanto la ausencia de un efecto
significativo (Baum3.,1975) como la reducción de los índices
quimiotácticos en concentraciones de 1 a 100 pg Au/ml (Ho P.P.
K., y col.,l978) .

En el estudio de la acción "in vitro" sobre los PMN,se

observó que ambos compuestos ensayados (AF y ATMS)produjeron
una inhibición significativa de la actividad quimiotáctica.
Este efecto inhibitorio se alcanzó con concentraciones de Au
comprendidas dentro del rango terapéutico obtenido en sangre
con su administración (Ü,5-1,Ü ug Au/ml para el AF, Ü,S-5,Ü
pg Au/ml para el ATMS).Esta inhibición de la quimiotaxis
podría conducir a una reducción en la velocidad de eliminación
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de los CI y la subsecuente liberación de Factores tóxicos.
El análisis de esta Función en pacientes de ARconFirmó

que la quimiotaxis se halla disminuida en esta patología
(Fig. 41). Al estudiar el eFecto de la administración de AF
pudo observarse un incremento de sus valores hasta alcanzar
el rango normal.

Esta normalización de la quimiotaxis podría deberse a la
disminución de la concentración de CI, como consecuencia de
una inhibición de la producción de Factores reumatoides.
Por otra parte, puede postularse una acción inhibitoria di­
recta de los compuestos a nivel del líquido sinovial, con una
mayor disponibilidad y tiempo de exposición al oro allí lo­
calizado .

Comose señaló previamente, el papel central que desempe­
ñan los leucocitos PMNen la iniciación y mantenimiento de
las reacciones inFlamatorias crónicas, se basa Fundamentalmen­
te en su capacidad de secretar un número de materiales biolo­
gicamente activos, Funcionando comopotentes células eFectoras
en estas reSpuestas. Las consecuencias de esta secreción de­
penden de las propiedades biológicas de los distintos Factores
y del sitio donde éstos se vierten.

Si su liberación se eFectúa en el interior del Fagosoma,
destruyen eFicazmente bacterias y virus, digiriendo el mate­
rial Fagocitado. Si en cambio se vierten al medio extracelular,
durante la Fagocitosis o en otras circunstancias, pueden ser
respOnsables de daños al tejido y de una ampliFicación del
proceso inFlamatorio . Por otra parte,BXiste una serie de



-169—

interacciones entre los Factores liberados y otros sistemas
plasmáticos y tiSUlares de gran importancia biológica, como
los de complemento y quininas, con Formación de productos
quimiotácticos e inflamatorios.

Los estímulos inmunológicos capaces de producir la descar­
ga selectiva al medioextracelular de los constituyentes liso­
somales de los PMN,actúan a través del reconocimiento por
parte de éstos de las regiones Fc de la IgG combinada con un
antígeno o agregada por calor, y de los Fragmentos C3b y CSa
del complemento .

Los CI preparados haciendo reaccionar IgG humana agregada
por calor con FR-IgM, ya sea en suspensión o depositados sobre
superficies no Fagocitables, son capaces de provocar la des­
carga selectiva de los constituyentes lisosomales de los DMN,
mediante la regurgitación durante la ingestión o la endocito­
sis reversa (Ueissmann C. y col.,1975; Zurier R.B. y col.,l973)
Una respuesta similar se obtiene con PMNexpuestos a Fragmentos
de C3b Fijados a partículas de Sefarosa .

En la exocitosis que se produce luego de la estimulación
de tipo inmune se hallan implicados ambos tipos de gránulos,
primarios o azurófilos y secundarios o específicos; de esta
Forma, las hidrolasas ácidas comola ls-glucuronidasa (proce­
dentes de los azuróFilos) y la lisozima (procedente de los
específicos) pueden detectarse en el medio extracelular.
Algunos otros estímulos, como el PMAy el ionóforo A 23187,
provocan solo la liberación de los gránulos específicos.
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Con el Fin de analizar el efecto de los compuestos de oro
sobre la liberación enzimática lisosomal, se utilizaron dos
sistemas experimentales que representan "in vitro" las condi­
ciones patológicas presentes en la inflamación reumatoide,
empleando CI de IngFR-IgM como estimulo.

Una vez definidas las condiciones de tiempo de incubación
y concentración de CI para la obtención de una óptima libera­
ción enzimática (Fig. 16 y 17), se estudió el eFecto del AF y
del ATMSsobre este proceso, durante la Fagocitosis de CI y
en un sistema de Fagocitosis Frustrada (Fig. 18).

En ambos casos pudo determinarse una acción inhibitoria
de la liberación enzimática lisosomal por el AF, representada
por una disminución de los niveles extracelulares de los mar­
cadores enzimáticos en Función de la concentración del com­

puesto (Tablas 4,5,6 y 8); los valores de la LDH,utilizada
comocontrol citoplasmático de citotoxicidad, no presentaron
variaciones (Tabla 7).

En los dos sistemas se obtuvo un 50 % de inhibición de la
liberación enzimática con concentraciones de AFentre 3 y 4
UM. El efecto inhibitorio durante la endocitosis reversa, en
ausencia de Fagocitosis, indica que esta acción no se basa so­
lamente en una depresión de la actividad Fagocitica.

El ATMSno afectó significativamente el proceso de libera­
ción lisosomal; en concentraciones mayores (200 um) se observó
su acción directa sobre la actividad de las enzimas liberadas,
confirmando estudios previos (Ennis R.S.,l968; Perper R.J. y
col.,1974; Leuis A.J. y col., 1982). El ATMSes capaz también



de inhibir otras enzimas comola /9-glucosaminidasa y la hia­
luronidasa (Burkhardt D. y col.,1978); en un estudio reciente
(Spalding D.M. y col, 1986) se observó que el ATMSpuede dis­

minuir significativamente la producción de colagenasa por ma­
cróFagos en cultivo.
Por su parte, el AF no presentó una acción directa sobre la
actividad de las enzimas estudiadas.

La administración de AF a pacientes de ARindujo una dis­

minución de los valores séricos de la d1-antitripsina, que se
hallaban elevados; comoesta globulina representa el principal
inhibidor de las proteasas de origen lisosomal, jugando un rol
regulador en el proceso inflamatorio, SUdisminución podria
reflejar una reducción de la liberación enzimática por los PMN.

En un modelo experimental "in vivo" de inducción de la li­
beración de /5-glucuronidasa en ratas con artritis adjuvante
por administración de dextran,se observó que el AFes capaz
de bloquear este incremento en los niveles de la enzima
(Finkelstein A.E. y col.,1982) .

Un importante componente de la capacidad bactericida de
los PMNes el resultado de la generación de agentes reactivos
Formadosa partir de la reducción del oxigeno. Centrales en
este esquema son los radicales superóxido, y sus productos de

reacción, H202 , OH- y 102 . Aunque importantes en los meca­
nismos de defensa del organismo, estos productos constituyen
una Fuente potencial de eventos patológicos.

Varias sustancias que poseen la capacidad de activar a los

PMNpara generar 02' aparecen como relevantes en el proceso



inflamatorio; éstas incluyen el Factor quimiotáctico CSa ,
IgG agregada, CI, cristales Fagocitados (Simchouitz L. y col.
1979). Por otra parte, la superóxido dismutasa, que elimina

el 02T tiene un efecto positivo sobre varios tipos de inFla­
mación, incluyendo la AR (McCord J.M. y col.,1980)

Los CI representan una importante Fuente de estimulación

para la producción de 02T ; DMNinoubados con CI incrementan

su consumo de 02 , coincidentemente con la generación de 02T
y HZÜ2 (Johnston R.B. y col.,1976; Ueissmann B. y col.,1980).
Trabajos "in Vitro" han demostrado que estas células pueden

utilizar 02?, y SUSproductos de conversión, para produ­H202
cir la destrucción de una variedad de poblaciones celulares
(Ueiss 8.3. y col.,1981; 1982); estudios "in vivo" mostraron
que la generación de estos metabolitos del oxígeno juegan un
rol en el desarrollo del daño tisular (Johnson K.D. y col.,
1981 ; McCornick J.R. y col.,1981).

De esta Forma, los PMNexpuestos a CI pueden mediar la

destrucción tisular por un mecanismodependiente tanto de la
liberacion de constituyentes lisosomales comopor la genera­
ción de metabolitos tóxicos del oxigeno. Esta estimulación
por los CI, dependiente de su concentración y composición,
estaría dada a través de los receptores para Fc; así, CI

conteniendo F(ab')2 resultan ineficaces para causar la activa­
ción de las células (Ueiss 5.3. y col., 1982 b)

En los sistemas experimentales utilizados, comparables
con las condiciones "in vivo" de la inflamación reumatoide,

se analizó la producción de 02’ por los DMNexpuestos a CI



en suspensión y fijados a superficies no fagocitables, obte­
niendose una significativa reducción del ferricitocromo c
(Fig. 19 y 22) . Esta reacción fue totalmente inhibida con
el añadido al medio de superóxido dismutasa.

Los compuestos de oro fueron previamente analizados sobre

un sistema de generación de 027 independiente de las células,
demostrando la ausencia de una interferencia directa sobre
este mecanismo.

La preincubación de los PMNcon diferentes concentraciones
de AFmostró una significativa inhibición en la generación de

02T por las mismas, tanto durante la fagocitosis de CI como
en la endocitosis reversa (Tablas 9 y 10) . Se obtuvo un 50 %
de inhibición con niveles de AF de 2,5 uM (0,5 ug Au/ml)

La acción inhibitoria del compuesto se mantuvo cuando las
células Fueron lavadas luego de la incubación con el mismo,
y resuspendidas en medio fresco previamente a su exposición
a los CI (Fig. 20).

La reducción del NBT, índice de la liberación de 02T a
nivel intra y extracelular, fue igualmente sensible a la ac­
ción inhibitoria del AF (Fig. 21).

La adición de DTTprevino completamente el efecto del AF,

sugiriendo la participación de grupos SH—sobre la membrana
celular. Una acción similar del DTTfue observada sobre el

efecto del AF en la formación de AMPcpor estimulación con

PGE1(Lamprecht S.T. y col.,1981) y la agregación plaquetaria
inducida por ADD(Nathan I. y col.,1982) . (Fig. 23)

La estimulación de los DMNpor otros agentes no inmunoló­

gicos, como el péptido quimiotáctico f-MLDy el DMA,llevó
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en Forma similar, a la generación de 02T y la consecuente
reducción del Ferricitocromo c . Con ambos estímulos pudo
observarse la acción inhibitoria del AF, siendo el F-MLPel
más sensible (50 í de inhibición con 0,12 ug Au/ml) (Fig. 24).

El ATMSno presentó un eFecto signiFicativo sobre la pro­

ducción de 02T en estos sistemas, aun en concentraciones de
SO a 100 uM .

Aunqueel origen de la quimioluminiscencia no está total­
mente aclarado, se acepta que su producción involucra la gene­
ración de especies comoel oxigeno singulete y otras, que de­
caen con emisión de luz. La inhibición observada con el AF

(Fig. 25) indica la capacidad de aFectar no solo la producción

de 02T sino también de estas otras Formas activas generadas
por los PMN .

Comohemos visto, el receptor para Fc no es el único me­
canismo por el cual los leucocitos pueden ser estimulados pa­

ra producir 02T . Distintos Factores con actividad quimiotác­
tica (85a, F-MLP), Fragmento C3b del complemento, FosFolipasa
C, PMAy FNa son capaces de producir este estimulo. Numerosos
trabajos presentan evidencias que sugieren la existencia de
múltiples mecanismos involucrados en el proceso de activación
de este sistema (Ueening R.S. y col.,1976; Harvat L. y col.,
1977; Mthail L.C. y col.,l981).

Lehmeyer J.E. y col. (1979) observaron que los DMNpreincu­

2

estimulados con F-MLD, pero no con PMA.por otra parte, la pre­
bados con citocalasina B responden con generación de O al ser

sencia de Ca++ aumenta la respuesta al F-MLDpero no tiene



eFecto cuando se usa el PMAcomo estímulo oxidativo.

Los DMNexpuestos a péptidos quimiotácticos y luego estimula­

dos con DMAo FNa presentan un aumento en la producción de 027,
el cual no se produce con digitoxina o zymosan (English D. y
col.,1981; Gay J.C. y col.,1984 ). El PMArequiere para produ­
cir su estimulación de glucosa extracelular, pero no de Ca++,
mientras que el FNa requiere Ca++ pero no glucosa

Empleandoácido p-diazo-bencensulFónico se inhibió la produc­

ción de 02- por concanavalina A y F-MLD, pero_no se observó
efecto sobre la estimulación con FNa , DMAo A 23187 (Mcphail

L.C. y col.,1981)

Hantrüm I. y col. (1984) observaron en estudios por mi­
croscopía electrónica, que el AFen concentraciones de 4 pg/ml
produce un decrecimiento en el número de microtúbulos asociados
al centriolo; por otra parte, se determinó también una dismi­
nución de la carga negativa de la célula y una depolarización
del potencial de membrana.

El decrecimiento de la carga de superFicie y la inhibición
del ensamblado de los microtúbulos, pueden contribuir a los
efectos modulatorios sobre la afinidad de los estímulos por
los receptores.

El mecanismo por el cual el AF afecta la carga es descono­
cido; como no posee carga iónica, no puede explicarse por unión
a Sitios negativos; este efecto podría ser quizás consecuencia
de una posible interacción de la molécula lipoFílica del AFcon
FosFolípidos de membranaque modulan la expresion de sitios
cargados en la superficie celular



El AF inhibe varias respuestas de los PMNa estímulos

como el f-MLP, tales como la polimerización de los microtúbu­
los, cambios en el potencial de membrana, el metabolismo oxi­
dativo y la afinidad de los receptores.

La incapacidad de estos agentes de inducir la polimeriza­
ción de los microtúbulos en presencia del AF, podria ser uno
de los orígenes de su efecto inhibitorio sobre la quimiotaxis
y la secreción enzimática, dado que aquellos son Fundamentales
para estas Funciones (Hoffstein S. y col.,1977) . Sin embargo,
el efecto del AF no puede ser explicado solamente por su acción
sobre el ensamblado de los microtúbulos, ya que otros productos
antitubulínicos comola colchicina, solo suprimen parcialmente
la quimiotaxis y la liberación enzimática, y no afectan la pro­
ducción de radicales superóxido (Curnutte J.T. y col.,1975).
Por otra parte, la liberación de enzimas lisosomales y la pro­

ducción de 02- generados por el ionóforo A 23187, no son inhi­
bidas por el AF aun cuando se inhibe la polimerización de los
microtúbulos

Puede entonces postularse que el AFafectaría directamente
la membranacelular o influenciaría un camino comúnen la acti­

vación del receptor por el ligando, siendo el efecto sobre los
microtúbulos secundario a esta interacción.

La inhibición por el AF de un nuevo decrecimiento de carga
por el estímulo podría ser de importancia para explicar su
efecto sobre la quimiotaxis y la degranulación,asociadas ambas
con una disminución de la carga de superficie (Gallin 3.1.,19803
Coates T.D. y col., 1983)



Es de destacar que los efectos inhibitorios del AFno son
superados por elevación de la concentración de los estimulan­
tes, son ejercidos directa y rapidamente sobre las células, y
persisten luego de su remoción del medio

El AFmodula la respuesta a distintos tipos de agentes
(CI, f-MLP, DMA),cuya acción estimulatoria es mediada a través

de receptores diferentes (Mcphail L.C. y col.,1981; Seligman
B.E. y 001., 1983); este compuesto podría actuar entonces ya
sea a través de la modificación de cada uno de estos receptores,
o bien inhibiendo un paso común en el camino de activación ,
como ser los cambios en el potencial de membrana. Coates T.D.

y col. (1983) estudiando la acción del AF sobre DMNestimula­
dos con f-MLD, demostraron su capacidad de bloquear los cambios

de movilidad electroforética, comoreflejo de la carga de su­
perficie celular, y de producir un decrecimiento en el número
de receptores y en su afinidad por el ligando

Comose ha mencionado, los CI circulantes tienen la capa­
cidad de unirse a receptores para Fc de IgG (RFc) presentes en
las membranasde diferentes células. Estos receptores han sido
Señaledos en linfocitos T, B y K, monocitos, PMNy plaquetas.
La CCDA,la fagocitosis y la liberación de linfoquinas ,son
funciones que dependen de estos RFc; además, la sintesis de
anticuerpos, la transformación blástica y la respuesta inmune
a eritrocitos ovinos, son por lo menos en parte, funciones de­
pendientes de estos receptores (MorganE. y col.,1981; Isturiz
M.A. y col.,1983 )



Para evaluar los RFc en las membranas celulares, puede
estudiarse la adhesión de eritrocitos sensibilizadas con anti­
cuerpos IgG a la superficie de la célula con los receptores;
esto lleva a la Formación de rosetas, representando una medi­
da estática, no Funcional, de los RFC.

Una medición de la Funcionalidad de los RFc se obtiene a

través de una reacción biológica en la cual la participación
de los mismos sea imprescindible, como es el caso de la CCDA.
Esta consiste en la incubación de células mononucleares huma­

nas con células blanco sensibilizadas con anticuerpos de clase
IgC, lo que conduce a la lisis de las mismas (Cerottini J.C. y
col.,1974). Si las células efectoras se colocan en presencia
de CI antes de tener contacto con las células sensibilizadas,
la reacción citótóxica se inhibe por el bloqueo de los RFc
de aquellas (Isturiz M.A. y col.,1983).

El estudio de la acción "in vitro" de los compuestos de
oro sobre la CCDApresentó para el AF una acción biFásica ,
dependiente de la concentración. Así, niveles é 1 uMproduje­
ron un efecto estimulante de la citotoxicidad, revelado por
un incremento del porcentaje de 51Cr liberado por la lisis de
las células blanco; por otra parte, concentraciones de AF
mayores de 1,5 uMmostraron una significativa acción inhibito­
ria, con un 100 % de inhibición a 10 uM (Tabla 11).

Los pacientes de ARestudiados presentaron niveles de
CCDAdeprimidos con respecto a los valores normales, en con­
cordancia con lo reportado previamente (Isturiz M.A. y col.,
1976)
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Con la administración de AFa estos pacientes, se produjo un
incremento de la CCDA,la que se ubicó dentro de los valores

normales (Fig. 43)
Si bien en los tejidos sinoviales reumatoideos los meca­

nismos efectores de la CCDAse encuentran presentes, el cuadro
observado es de proliferación extrema, sin una respuesta inmu­
noespecífica a la misma. Esta inhibición de la acción citotóxi­
ca, que podría disminuir la actividad proliferativa, estaría
dada por la presencia de los CI y su bloqueo de los RFc.

La normalización de la CCDAobservada con la administra­

ción de AF podría entonces deberse, ya sea a una acción direc­
ta sobre las células efectoras (linfocitos), o más bien a un
efecto indirecto de "desbloqueo" motivado por la reducción de
la formación de CI y factores reumatoides.

La acción inhibitoria "in vitro" observada a mayores con­
centraciones de oro,podria entenderse, comocon las otras fun­
ciones celulares estudiadas, en base a una acción más profunda
sobre la membranay/o receptores celulares .

En varios estudios sobre la auroterapia se ha observado
que la administración de ATMSa pacientes de ARfue efectiva
en prevenir la progresiva destrucción articular, con una dis­
minución de la erosión ósea. La AAen ratas constituye un buen
modelo para el análisis de este proceso, ya que la invasión
por la sinovial de cartílago y hueso, se acompaña de un incre­
mento en el catabolismo del colágeno, evidenciado por un aumen­
to de la excreción urinaria de hidroxiprolina.



Los resultados obtenidos con la administración de AF y
ATMSa ratas c0n AA, muestran que la auroterapia es capaz de

disminuir la excreción urinaria de Hidroxiprolina, simultanea­
mente con un decrecimiento de los valores elevados de la Fos­

Fatasa alcalina ósea (Fig. 27 y 28). De esta Forma, los com­
puestos de oro serían capaces de antagonizar los procesos des­
tructivos óseos asociados a la reacción inflamatoria, inhibien­
do la degradación del colágeno óseo.

Por otra parte, Goldberg R.G. y col. (1980) demostraron
que el ATMSproduce una inhibición de la proliferación de célu­
las sinoviales humanasen cultivo, asi comode la sintesis de
colágeno tipo III a expensas del tipo I. Esta alteración de la
relación del colágeno tipo I al III puede ser de relevancia
para la detención del componente proliFerativo de la lesión
reumatoide.

Un aspecto de importancia a evaluar en el análisis del
mecanismo de acción de los compuestos de oro, es la distribu­
ción con respecto a las células sanguíneas y a las proteinas
plasmáticas.

Si bien existen resultados discordantes, se ha observado
en general para el ATMSque el oro se une en muy pequeñas can­
tidades a los eritrocitos, indicando una casi nula asociación.
En los pacientes a los que se administró AF se obtuvo en cambio

que alrededor de un 50 % del oro sanguíneo se halla asociado
a los eritrocitos; a diferencia del tratamiento con ATMS,donde
las concentraciones de oro en sangre son aproximadamente la
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mitad que las de suero, indicando una Falta de asociación a
las células sanguíneas, con el AFse observa que los niveles
de oro en sangre y en Suero Fueron equivalentes ; el porcenta­
je de asociación Fue independiente de la dosis y del tiempo
de administración (Fig. 32; Tabla 12)

El estudio de la relación del AFcon las proteínas séricas
indicó un esquema similar al encontrado para el ATMS,con un

98 % del oro unido a las mismas, a expensas principalmente de
la albúmina (Tabla 13)

La aparente discrepancia entre la actividad "in vitro" e
"in vivo" observada sobre algunas Funciones celulares, puede
basarse entonces en las diferencias del empleo de la molécula
inalterada del compuesto y el metabolismo del mismo. Su inte­
racción con las proteinas séricas y las células no relacionadas
con el sistema inmune, lleva a que solo bajas concentraciones
de oro libre sean accesibles "in vivo" a las células vinculadas
con el proceso inflamatorio.

Dor otra parte, el caracter altamente lipoFílico del AF
comparado con el ATMS,puede ser responsable por la gran afini­
dad por las membranas celulares, la mayor velocidad de capta­
ción por las células accesorias e inmunocompetentes, y la dis­
tribución en compartimientos subcelulares. Estas diferencias
puedenexplicar las distintas cinéticas de interacción droga­
célula, eFicacia y selectividad de la célula blanco, observa­
das "in vitro" e "in vivo" con el AF y el ATMS.
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Los niveles de oro en sangre y orina durante el tratamien­
to con AFse hallaron en correlación con las dosis administra­

das (Fig. 29, 30 y 31) . Las dosis mayores, de 5 y 9 mg/día,

Fueron las que presentaron una mayor respuesta clinica y humo­
ral (Fig. 33 y 34). Los valores de eritrosadimentación, pro­

teína C reactiva, (12 y Ï/—globulinas presentaron descensos
signiFicativos comoreFlejo de una disminución del proceso
inFlamatorio (Tablas 14 y 15; Fig. 35)

De igual Forma, los niveles de inmunoglobulinas, en espe­
cial la IgG, y de C3, mostraron una signiFicativa disminución
con el tratamiento (Tablas 17,1B,19 y 20;Fig. 35)

La respuesta inmune eSpecíFica, evaluada a través de los
Factores reumatoides IgG e IgM, y de los complejos inmunes cir­
culantes, evidenció una neta acción inhibitoria, con descensos
entre el 25 y el SÜ% respecto a sus valores basales (Fig. 37,
38 y 39) . El decrecimiento de varios de estos parámetros mostró
una correlación altamente signiFicativa con los niveles de oro
en sangre alcanzados con el tratamiento.

En pacientes tratados con ATMSse ha observado también una

gradual disminución de los niveles aumentados de las inmunoglo­
bulinas y de los títulos de FRngM (Gottlieb N.L. y col.,1975;
Lorber A. y col., 1981, 1982), requiriendose en general un pe­
riodo mayor de tiempo (6 meses)

En estudios "in vitro", la producción de inmunoglobulinas
inducida por DUMy la respuesta proliFerativa de linFocitos T
a diFerentes mitógenos y antígenos eSpeciFicos, Fueron sensi­
bles a la acción inhibitoria de los compuestos de oro (Salmeron
G. y col.,1982)



La supresión de la respuesta de los linfocitos T por el
ATMSestá mediada primariamente por la interferencia con la

función de los macrófagos comocélulas accesorias, ya que la
respuesta puede ser restaurada con el añadido de macrófagos
frescos (Lipsky D.E. y col.,1977). Además, macrófagos preincu­
bados con ATMSfueron deficientes en su capacidad de contribuir
a la proliferación de los linfocitos T estimulados con mitóge­
nos. La exposición de células eSplénicas al AFprodujo la inhi­
bición de la mitogénesis de linfocitos T y la activación de los
NK; pero, la adición de macrófagos frescos no reconstituyó la
respuesta, sugiriendo que el AFpuede interferir directamente
con la estimulación del linfocito (Hanna N. y col., 1983) .

En un trabajo reciente (Grisuold D.E. y col.,1985), se ana­
lizó el efecto del AFsobre la presentación antigénica y la

producción de interleuquina 1 (IL1) e interleuquina 2 (IL2) ,
así como sobre la inducción de células T colaboradoras (TH) y

supresoras (TS) . Los resultados obtenidos indican que "in
vitro" el AFpuede inhibir preferencialmente la reSpuesta de

macrófagos y TH, sin comprometer la inducción de T específicas.S

En concentraciones del orden de 2 UM,se inhibió la presenta­
ción antigénica por macrófagos esplénicos a células de nódulos
linfáticos sensibilizados a DNFB,así como la producción de

IL1 e IL por macrófagos y linfocitos respectivamente. La mi­2

togénesis inducida por concanavalina A fue inhibida por el AF

sin afectar las funciones de los TS
Al administrarse a ratones, no se observó alteración de la
presentación antigénica, de la sensibilidad al DNFBo de la
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mitogénesis inducida por concanavalina A. Sin embargo, concen­
traciones altas de la droga aplicadas en forma tópica, inhibie­

ron la reSpuesta inmune local y aumentaron la inducción de TS .

Estos estudios sugieren que en las reSpuestas inmunes esti­
muladas por antígenos o mitógenos, el AFinhibe preferencial­

mente la proliferación de las células TH, sin afectar la di­
ferenciación de las TS . El AFpodría afectar selectivamente
subpoblaciones de macrófagos o eventos que se requieren para
la inducción de la respuesta proliferativa, distintos de los
involucrados en el desarrollo de la actividad supresora.

La inhibición de la presentación antigénica facilita la

generación de TS especificas y no de TH (Kobayashi K. y col.,
1982) . La acción del AF sobre ésta no seria solo debida a la

inhibición de la producción de IL pues el agregado de IL111

exógena restaura parcialmente la respuesta proliferativa, de­
biendo afectar otros pasos involucrados en la presentación
antigénica.

Estos efectos del AFserian de importancia en su capacidad
inductora de remisión de la AR, ya que en ésta se encuentran
niveles deprimidos de células supresores, con una relación

TH/ TS anormalmente alta.

Algunas evidencias indican que la potencia "in vivo" de
los compuestos correlaciona con los niveles de oro unido a es­
pecies de bajo DMmás que con el oro total o asociado a las
proteinas (Lorber A. y col.,1983)



La acumulación de una concentración crítica de especies
activas de oro requiere de la administración crónica del com­
puesto; esta acumulación seria efectiva en regular la respues­
ta inmune local. Así, la administración epicutánea de AFen
alta concentración, seguida de la aplicación del antígeno, pro­
duce una inhibición de la reacción de hipersensibilidad al mis­
mo.

las
que

prometer las requeridas para la inducción de T
taria en la normalización de la respuesta inmune,
secuente disminución de la actividad de los PMNy

Estos resultados sugieren que, siguiendo la terapia crónica
estos compuestos, la acumulación de especies activas del
en el sitio de inflamación puede llevar a la inhibición de
actividades de los DMNy de las Funciones de los macróFagos

contribuyen a la reSpuesta de los linFocitos TH sin com­
S . Esto resul­

con una con­

por lo tanto,
de la destrucción tisular .



Conclusiones

Los resultados obtenidos indican que los compuestos de oro
inFluencian la actividad de los leucocitos PMNy de las células
de la respuesta inmune, señalando que la inhibición de estas
Funciones puede constituir uno de los aspectos centrales de su
mecanismo de acción.

Las observaciOnes eFectuadas pueden resumirse de la siguien­
te Forma :

1) El ATMSy el AF presentan una serie de diFerencias en sus
eFectos sobre las Funciones celulares analizadas, probable­
mente comoconsecuencia de sus características estructurales,
que conducen a una distinta aFinidad por las membranas de
las células.

2) El AF actúa "in Vitro" sobre los PMN,produciendo una signi­
Ficativa inhibición de sus Funciones inFlamatorias estimula­

das por complejos inmunes IgczFR : a) Fagocitosis , b) qui­
miotaxis , c) liberación de enzimas lisosomales , y d) gene­
ración de radicales tóxicos derivados del oxigeno .
Esta acción inhibitoria se observó también con la estimula­
ción por otros agentes a través de distintos receptores,
indicando una interFerencia común, como serian los cambios
en el potencial de membrana.
El ATMSes también un inhibidor de las dos primeras activi­
dades señaladas, pero no aFecta los procesos de secreción.

3) Los eFectos inhibitorios no se eliminan por elevación de la
concentración del estimulante, se ejercen directa y rápida­
mente sobre las células, y persisten luego de la remoción
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6)

7)

8)

9)

de los compuestos del medio.

La CCDA,función linfocitaria dependiente de los receptores
para Fc, es estimulada "in vitro” por bajas concentraciones
de AF, e inhibida por niveles mayores .

La administración de AF a pacientes con ARinduce una depre­

sión de la capacidad fagocítica de los PMN,así como un in­

cremento en la quimiotaxis, que se encuentra disminuida, y

un descenso en los niveles de la x1-antitripsina . De igual
forma, los valores deprimidos de la CCDAevolucionan hacia
el rango normal.

Amboscompuestos de oro disminuyen la excreción urinaria de
hidroxiprolina y el aumentode la fosfatasa alcalina ósea
en ratas con AA, señalando una interferencia con la degra­
dación del colágeno óseo.

A diferencia con el ATMS,el AF produce niveles de oro en

sangre del orden de 1 ug Au/ml, en correlación con la dosis
suministrada y 1a excreción urinaria; un 50 % del contenido
sanguíneo se halla asociado a los eritrocitos, mientras que
la distribución en las proteinas séricas es similar para
ambos compuestos .

Los pacientes en tratamiento presentan, simultaneamente con
un descenso de los parámetros clinicos e inflamatorios de la
enfermedad, una significativa reducción de los niveles de
factores reumatoides y complejos inmunes .

Estos resultados sugieren que el oro actuaría inhibiendo las
actividades de los DMNy las funciones de macrófagos relacio­
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nadas con la respuesta de los linfocitos TH, sin comprometer
a los TS, llevando a una normalización de la respuesta inmune,
con una consecuente mayor disminución de la actividad de los

DMNy del daño tisular. El conocimiento más profundo del
mecanismo de acción de estos compuestos, dependerá eviden­
temente de la identificación del agente etiológico de la
enfermedad
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