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INTRODUCCION

1. FISIOPATOLOGIA DE LA INFLAMACION REUMATOIDE

1.1 ARTRITIS REUMATOIDE

La investigacidn de las enfermedades reumaticas ha des-
pertado en los Ultimos afios un creciente interés, basado en
su importancia social como patologias invalidantes, y en los
avances producidos en el conocimiento de los procesos auto-
inmunes. Aun cuando su etiologia continda siendo desconocida,
se han realizado considerables progresos en la comprensidn
clinica, en la clasificacidn y en los métodos de diagndstico
de estas enfermedades. Junto con la artrosis, la enfermedad
articular mds frecuente es la poliartritis crdnica progresiva
o artritis reumatoide (AR) .

La AR es una enfermedad sistémica del tejido conectivo,
de etiologia desconocida, naturaleza inflamatoria y curso
habitualmente crénico, caracterizada fundalmentalmente por
sinovitis y la presencia de autoanticuerpos. Su desarrollo
involucra un ndmero variado de articulaciones; la inflamacidn
articular es a veces remitente, pero si continla, resulta ge-
neralmente en una progresiva destruccidén de la articulacidn,
con produccidn de deformidades, llevando finalmente a distin-
tos grados de incapacidad e invalidez. fFrecuentemente se pro-
ducen eventos extra-articulares, como la formacidn de nddulos
reumatoideos, arteritis, neuropatias, escleritis, pericardi-
tis, linfoadenopatias y esplenomegalia,resaltando su natura-

leza sistémica.



La AR tiene una distribucidén uniforme en el mundo, invo-
lucrando a todos los grupos étnicos y raciales, sin vincula-
cidn con diferencias geogrédficas o climaticas. Predomina en
el sexo femenino, siendo de 2 a 4 veces mas 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 afios. Algunas esta-

disticas indican que la AR afecta a un 4 % de la poblacidn.

1.2 TEJIDO CONECTIVO

1.2.1 Caracteristicas estructurales

El tejido conectivo es el que soporta y ensambla los
elementos especializados del cuerpo en unidades anatdmicas vy
funcionales. Estéd presente en todos los drganos internos,
dermis y vasos sanguineos, y forma la base estructural del es-
queleto éseo y sus adherencias, como cartilago, ligamentos y
tendones. Su funcidn primordial es la de proveer un soporte
mecdnico y mantener la integridad estructural.

Estd constituido 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: coldgeno, elastina y reticulina .

El metabolismo de los componentes fibrosos y de la sustan-
cia fundamental estéd gobernado por las células intrinsecas del
tejido conectivo, que comprenden los fibroblastos y otras célu
las mas diferenciadas como los condrocitos y osteoblastos, y
por las células extrinsecas como los linfocitos, monocitos y

polimorfonucleares. En respuesta a varios estimulos , estas



células intrinsecas pueden sintetizar activamente distintas
macromoléculas, dependiando de las condiciones del medio vy

de las sustancias liberadas por las células extrinsecas (lin-
foquinas, monoquinas, etc.) (Rodman G.P. y co0l.,1983 ) .

Las caracteristicas estructurales del tejido conectivo depen-
den de la proporcidn y propiedades de los elementos celularss
y extracelulares. lLas fibras pueden influenciar las propieda-
des fisicas del tejido conectivo por su proporcidn relativa,
grado de entrecruzamiento, didmetro, densidad y orientacidn.
También influencian sus propiedades la composicidn de los pro-
teoglicanos presentes en el liquido intersticial.

En las enfermedades reumaticas, los eventos criticos se
producen no solo en la sinovial sino en todo el tejido conecti-
vo, cuyas propiedades son fundamentales para el desarrollo de
la inflamacidén. La interaccidn entre los componentes primarios
del tejido conectivo (fibroblastos,fibras y sustancia fundamen-
tal) y las células inflamatorias (macréfagos, linfocitos y poli-
morfonucleares) es crucial para la patogénesis de estas afeccio-

nes .

1.2.2 Coléageno

£E1 término coldgeno describe una familia de moléculas
especializadas con caracteristicas estructurales comunes ;
representan mds del 20 % del total de proteinas del cuerpo.
Se distinguen por una singular composicidn de aminodcidos, con
un 30 % de glicina y un 20 % de prolina e hidroxiprolina.
La caracteristica mas importante de la molécula de cola-

geno es la formacidn de una triple hélice (Prockop D.J. y col,



1979 ; Eyre D.R., 1980). Esta conformacidn proteica dnica es
el resultado de un arrollamiento de las tres cadenas polipep-
tidicas de la molécula de coldgeno (cadenas O ) alrededor una
de otra en dos niveles de organizacidn . Cada cadena es enro-
llada e¢n una hélice levdgira con alrededor de tres aminoacidos
por vuelta. Las tres cadenas son enrolladas cada una sobre la
otra en una superhélice dextrdgira para formar una estructura
rigida similar a un segmento de una soga. Esta conformacidn es
posible debido a la secuencia particular de aminodcidos en las
cadenas ol . Con excepcidn de cortas secuencias en los extremos
de las cadenas, de cada tres aminodcidos uno es glicina, la
que es suficientemente pequefia para ocupar el espacio en el
cual las cadenas o/ helicoidales se agrupan en el centro de la
triple hélice. Los residuos de prolina e hidroxiprolina impo-
nen restricciones a la conformacidén de las cadenas o« , forta-
leciendo la triple hélice y dando rigidez a la molécula de
colédgeno.

Los residuos de la regidn helicoidal de las cadenas &« se
pueden representar entonces como (XY-Gli)333 , donde X e Y son
diferentes de la glicina; en general, alrededor de 100 X son
residuos de prolinz y 100 Y de hidroxiprolina . La secuencia
de aminodcidos de las posiciones X e Y remanentes difieren de
un coldgeno a otro.

Cada cadena posee en los =2xtremos secuencias no helicoida-
les, sin glicine, de alrededor de 12 aminodcidos, remanentes de
la conversidn de procoldgsno en coldgeno. 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 coldgeno, o intermo-
leculares, entre residuos aldehido de una molécula y grupos
€ -amino de lisina o hidroxilisina de otra.

Existen diferentes tipos de coldgeno, caracterizados en
base a sus cadenas polipeptidicas, y que pueden ser clasifica-
dos de acuerdo a sus localizaciones y funciones como a) coléd-
geno fibrilar , b) coldgeno no fibroso , y c) coldgeno perice-
lular.

£l coldageno fibrilar corresponde a los tipos I, II y III .
El tipo I consiste en dos cadenas idénticas o;(I) y una distin-
ta 0,(I); comprende alrededor del 90 % del coldgeno del cuer-
po, y es el principal componente en hueso,tenddn, cdrnea y piel.
€1 tipo II estda compuesto por tres cadenas idénticas, represen-
tado como <%l(II)3 : es el Unico colageno presente en cartilago,
£l tipo IIT , oy(IIl), estd presente en la mayoria de los teji-
dos que contienen coldgeno tipo I, excepto hueso y tenddn.

£1 coldgeno no fibroso es el responsable de la integridad
de las membranas basales,y constituye el tipo IV . Finalmente,
el colageno pericelular, tipo V, rodea a los fibroblastos.

En la AR, el mnecanismo de destruccidn articular involucra
la degradacidn de proteoglicanos y la produccidén especifica de
colagenasa por la sinovial reumatoide. La colagenasa, también
presente en los leucocitos polimorfonucleares, es capaz de di-
gerir el cartilago, representando un importante mecanismo de
destruccidn articular. La ruptura especifica en dos fragmentos
hace susceptible al coldgeno a la accidén menos especifica de

otras proteasas que completan su degradacidn



La destruccidn del cartilago puede producir material anti-
génico capaz de perpetuar una reaccidén inmune en la sinovial,
habiéndose encontrado anticuerpos anti-coldgeno en alrededor
del 60 % de los pacientes de AR .

Para el estudio del metabolismo del coldgeno se utiliza
frecuentemente la determinacidn de hidroxiprolina en orina y
sangre. La valoracidn de la excrecidn urinaria es de gran uti-
lidad, dado que la mayor fuente de la hidroxiprolina en orina

es la matriz del coldgeno dseo .

1.2.3 Elastina

Las fibras eldsticas, principal componente de los liga-
mentos y algunas paredes vasculares, estan compuestas fundamen-
talmente por elastina. Esta es un polimero de subunidades de
tropoelastina, cada una de 850 aminoacidos y PM 72.000 , vy
constituye el corazdn de las fibras elédsticas.

La elastina es degradada, a pH neutro, por la elastasa,

presente en los macrdfagos 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 corazdn polipeptidico, con
miltiples cadenas laterales de polisacdridos. La subunidad
bdsica de la cadena lateral es un disacdrido, usualmente un
dcido hexurdnico (glucurdnico, idurdnico) 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 contenidoc en grupos carboxilo y sulfato, son
polianiones, con una alta densidad de carga negativa ,por 1lo
que, por repulsidn, tienden a estar completamente extendidos
sobre el cartilago, junto con un gran volumen de agua ; €sto
contribuye a la resistencia a la compresidén por el cartilago.
Pero, por otra parte, los hace muy susceptibles a la accidn de

enzimas proteoliticas derivadas de las células inflamatorias.,

1.3 BIOLOGIA DE LA ARTICULACION

1.3.1 Membrana Sinovial

La sinovial representa una condensacidn del tejido co-

nectivo que cubre la superficie interna de la cdpsula fibrosa
y forma un saco encerrando la cavidad articular. La sinovial
también cubre tendones que pasan a través de la articulacidn,
asi como los margenes libres de estructuras intraarticulares
como ligamentos y meniscos. Se proyecta en dobleces que rodean
los bordes del car:ilago articular, pero no cubre la superficie
de soporte de carga del cartilago. Normalmente la cavidad sino-
vial contiene una pequefia 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 dafio tisular.

La porcidn intima de la sinovial consiste en una capa de
células especializadas denominadas sinoviocitos. Deba jo de esta
cubierta, normalmente de 1 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 caracteristicas ultraestructurales y actividades metabdlica

1.3.2 Células Sinoviales

Hay dos principales tipos de sinoviocitos : tipo A , mas
numerosos, caracterizados por su rica coleccidn de aorganelas
citoplasmaticas, incluyendo lisosomas, vacuolas y vesiculas;
son activos en fagocitosis y secrecidn ; tipo B : poseen abun-
dante reticuloendopldsmico y relativamente pocas vacuolas vy
vesiculas; sintetizan el dcido hialurdnico 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 bdsica (Edwards J.

C.W. y col., 1982) .

1.3.3 Liquido sinovial

£l liquido sinovial es un fluido altamente viscoso que
ayuda a la lubricacidén de las articulaciones y sirve como fuen-
te de nutricidén del cartilago articular. Normalmente es claro,
incoloro o ligeramente amarillento, y no coagula. Su caracte-
ristica alta viscosidad se relaciona con la presencia del &dcido
hialurdnico sintetizado por los sinoviocitos (Swann D.A. y col,
1974). E1 acido hialurénico es un glicosaminoglicano de alto
peso molecular, compuesto por unidades alternativas de glucosa-
mina y dcido glucurdnico. Se supone que el liquido sinovial es
un trasudado del plasma, al cual las células tipo B afaden el
dcido hialurdénico. Normalmente contiene menos de 200 células

3 . . . . .
por mm~, La inflamacidn que afecta a la sinovial altera su com-



posicidn, caracteristicas fisicas y contenido celular.

1.3.4 Cartilago articular

El cartilago articular es la superficie de "soporte de
peso" de la articulacidn, y se distingue por una relativamente
baja concentracidn de células y preponderancia de materiales
intercelulares. La matriz del cartilago articular consiste en
colageno tipo II y protecoglicanos, sintetizados localmente por
los condrocitos. Las fibras de coldgeno, que representan mas de
la mitad del peso seco, juegan un rol principal en mantener la

integridad del tejido; el resto son proteoglicanos.

1.4 ETIOLOGIA

A pesar de muchos afios de intensas investigaciones, la etio
logia de la AR permanece desconocida. Se han analizado diversos
factores enddcrinos, metabdlicos, nutricionales e inmunoldgicos
asi como variables geogréaficas, ocupacionales y psicosociales,
y aunque probablemente influencien el curso de la enfermedad,
ninguno pudo ser involucrado claramente como agente causal.

Recientes estudios de asociacién con ciertos alelos del
comple jo mayor de histocompatibilidad (HLA), sugieren que los
factores genéticos pueden influenciar la expresidn de la enfer-
medad, posiblemente a través de su relacidn con la regulacidn
de la respuesta inmunoldgica que desempefia un importante papel
en su patogénesis. (Stastny P.,1977; 1980; Harvey J. y col, 198

La aparicidn de poliartritis durante diversas enfermedades

bacterianas y virales, y la semejanza con ciertos desdrdenes



-10-

causados en animales por distintos microorganismos, llevd a
plantear algun tipo de infeccidn como una hipdtesis atractiva
para la etiologia de la AR, si bien no pudo demostrarse ningu-

na evidencia directa.

1.5 PATOGENESIS

En la AR ya establecida, la sinovial aparece fuertemente
edematosa y se proyecta en la cavidad articular como proyeccio-
nes vellosas delgadas. E1 examen microscdpico revela hiperpla-
sia e hipertrofia de las capas de células sinoviales, las que
pueden alcanzar un espesor de 6 a 10 células. La hiperplasia de
los sinoviocitos resulta de un aumento de ambos tipos de célu-
las A (fagociticas) y B (de sintesis de dacido hialurdnico) .

Frecuentemente se observa distensidn venosa, obstruccidn
de capilares, infiltracidn de la pared arterial por leucocitos
polimorfonucleares (PMN), y dreas de trombosis y hemorragias.
El1 estroma subsinovial, normalmente sin células, se halla inva-
dido por células mononucleares, algunas formando agregados o
foliculos particularmente alrededor de los vasos sanguineos
pequefios. Los linfocitos predominan en estos foliculos, con un
manto de células plasmaticas en su periferia. Las dreas de tran-
sicién muestran una mezcla de macrdfagos, linfocitos y células
plasmidticas; aproximadamente 2/3 de las células son blastos,
sugiriendo que anticuerpos y productos de macrdfagos y linfoci-
tos activados son producidos en esa regidn. (Ishikawa H. y col,
1976) (Fig. 1) .

La extensidén del proceso inflamatorio sinovial a las estruc-

turas articulares vecinas es el hecho fundamental de la enfer-
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medad; la AR crdnica se caracteriza por destruccidn del carti-
lago articular, ligamentos, tendones y hueso subcondral, que
resultan invadidos por propagacidn a partir de la membrana si-
novial. El1 elemento destructivo mdas importante, que conduce a
la disminucidén de la funcidn articular, es el pannus reumatoi-
deo, que consiste en una lamina de tejido que invade la super-
ficie del cartilago y estda compuesto por fibroblastos prolife-
rantes, pequefios vasos sanguineos y células inflamatorias.

En el cartilago normal distante del margen de avance de la
membrana sinovial proliferante, se produce la pérdida de pro-
teoglicanos por accidén de proteasas neutras y acidas. Esto es
insuficiente para provocar dafios irreversibles, ya que el esque-
leto estructural del cartilago esta dado por el coldgeno, el
cual, en funcidén de su configuracidn helicoidal, resiste la
accidén de proteasas inespecificas. Pero la colagenasa producida
por los PMN y las células sinoviales puede cortar las cadenas
polipeptidicas del coldgeno en dos fragmentos, exponiéndolo a
nuevas digestiones proteoliticas.

La produccidn de esta colagenasa, que se libera en forma
inactiva, es estimulada por los linfociteos y macrdéfagos (Krane
S.M., 1981) . Los sinoviocitos producen el activador del plas-
mindgeno, el cual convierte el plasmindgenc en plasmina, la
cual es capaz de activar la colagenasa latente unida a las fi-
brillas de coléageno.

En la enfermedad crdnica, 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 dsea. Las adhesiones entre estructuras
periarticulares y el debilitamiento de ligamentos alteran la
estructura y funcidn articular. La suma de estos cambios pato-
ldgicos en conjuncidn con las fuerzas mecdnicas de peso y

misculos, producen las cldsicas deformaciones de la AR .

1.6 HIPOTESIS PATOGENICAS

En funcidn de los hallazgos histoldgicos, se han postulado
dos mecanismos patogénicos principales para la AR,

La hipdtesis de enfermedad por complejos inmunes (CI) extra-
vascular, propone una interaccidn de antigenos (Ag) y anticuer-
pos (Ac) en tejidos y liquido sinovial (Zvaifler N.J.,1973) .

En general, los Ac serian producidos localmente, formando com-
plejos IgG-anti IgG. Otros CI potencialmente impaortantes son
aquellos en que los Ag son constituyentes de tejidos articulares
o productos del proceso inflamatorio, como coldgeno, cartilago,
fibrindgeno o fibrina, DNA y nucleoproteinas.

La reaccidn de Ag y Ac en el tejido articular involucra a
la secuencia del complemento, causando una disminucidén de sus
niveles en el liquido sinovial, aumento de la permeabilidad ca-
pilar y acumulacidén de elementos celulares sanguineos.

Leucocitos PMN, atraidos por factores quimiotdcticos deriva-
dos del complemento, fagocitan los complejos con la subsecuente
liberacidén de grandes cantidades de enzimas hidroliticas, radi-
cales libres derivados del oxigeno y metabolitos del &acido ara-
quiddénico, los cuales son responsables de muchos de los dafios

tisulares inflamatorios (Fig 2).
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Otra hipdtesis postula a la enfermedad reumatoide como
resultado de una hipersensibilidad celular. La acumulacidn de
linfocitos T activados en la sinovial reumatoide, la demostra-
cidn de factores solubles (linfoquinas) derivados de los lin-
focitos T, la mejoria de pacientes por drenaje del ducto
tordcico, y la observacidn de artritis en pacientes agamma-
globulinémicos, son comprobaciones citadas como evidencias
de un rol de la reaccidn inmune celular en la sinovitis reu-

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

1.7 MODELOS EXPERIMENTALES DE INFLAMACION

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 mas de los componentes inflama-
torios fundamentales.

£l modelo mas ampliamente utilizado, sobre todo para la
evaluacidn de drogas antirreumdticas, es el de la artritis in-
ducida en ratas por administracidn de Micobacterium butiricum
en aceite mineral (artritis adjuvante). Esta presenta varias
caracteristicas en comin con la AR y el sindrome de Reiter,
incluyendo la inflamacidn aguda y recurrente que afecta las
articulaciones periféricas, deformacidén crdnica, destruccidn
articular, sinovitis subaguda y formacidn de pannus (Lewis A.J.
y col, 1982) . Existen evidencias de que el desarrollo de las
lesiones artriticas involucran mecanismos inmunes; se supone

gque la responsable de la enfermedad es una respuesta de
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hipersensibilidad retardada a un antigeno del microorganismo
administrado con el adjuvante, si bien no se ha demostrado la
participacidn de anticuerpos.

Otro modelo de artritis en ratas se ha desarrollado usando
coldgeno tipo II como antigeno; éste se emulciona con adjuvan-
te de fFreund y se inyecta intradermicamente. Se desarrolla una
poliartritis en forma similar a la artritis adjuvante, pero
con produccidn de anticuerpos anti-colageno; se produce una
infiltracidn de células mononucleares en el tejido sinovial,

y la sinovitis resultante conduce a erosiones articulares con
progresiva destruccidn del cartilago y hueso en forma similar

a la AR (Stuart J.M. y col, 1979) .

2. MEDIADORES DE LA INFLAMACION REUMATOIDE

E1 desarrollo de la reaccién inflamatoria involucra una
compleja interaccidn de sistemas humorales y celulares; varios
tipos de mediadores solubles participan influenciando la acti-
vidad celular. Funciones como la vasodilatacidn, permeabilidad
capilar, quimiotaxis, proliferacidn celular, fagocitosis vy
otras, pueden ser modificadas por un nimero variado de estos
agentes. Entre estos mediadores de la inflamacidén pueden men-
cionarse la histamina, prostaglandinas, enzimas proteoliticas,
radicales del oxigeno, y cuatro sistemas de proteinas plasmati-
cas: complemento, coagulacidn, fibrinolisis y quininas.

En la AR contribuye a este proceso con un rol fisiopatoldgico
central, el factor reumatoide (FR) y sus complejos inmunes

con la IgG .
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2.1 FACTORES REUMATOIDES Y COMPLEJOS INMUNES

Los factores reumatoides (FR) son autoanticuerpos dirigidos
contra determinantes antigénicos sobre el fragmento Fc de la
molécula de IgG. La observacidén de que la aglutinacidn de eri-
trocitos de carnero por anticuerpos especificos de conejo se
incrementaba con suero de AR (Waaler E.,1940), fue una de las
primeras que indicdé que ésta era una enfermedad autoinmune.

Los FR se han encontrado en las tres clases principales de
inmunoglobulinas IgG, 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) antigenos de reaccid6n cruzada compartidos por IgG humana y

de animales
b) antigenos especificos de IgG humana
c) antigenos especificos de algunas subclases de IgG humana
d) aloantigenos de tipo Gm
e) neoantigenos expresados en IgGC desnaturalizada o agregada

El aspecto de mayor importancia es el hecho de que los FR
reaccionan con miltiples determinantes antigénicos de la 1gG
autdloga, lo cual refleja asimismo la policlonalidad de las
moléculas de anticuerpo.

Las constantes de asociacidn para los FR IgM e IgG se ha-
llan en el orden de 1 x lD4 a5 x 105 litros/mol (Wager 0. vy
col,1978), valores que son 10 a 100 veces menores que las cons-
tantes de afinidad de los heterocanticuerpos comunes producidos

por una inmunizacidn exdgena.
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A pesar de su baja afinidad por el antigeno, los FR pueden
producir comple jos estables con la IgG bajo condiciones apro-
piadas., Para los FR-IgM, multivalentes, esto ocurre cuando la
IgG se encuentra agregada (Fig. 3) . Cada unidn individual
Ag-Ac es de energia insuficiente para dar un complejo de
larga vida, pero la suma de mUltiples 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 demas hetero o autoanticuerpos, y es que los antigenos
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 exdgeno (Winchester R.J. y
col.,1970). Esta capacidad de autoasociarse favorece la forma-
cién de complejos inmunes por Ac de menor afinidad que la reque-
rida para un sistema heterdlogo Ag-Ac.

La capacidad de los FR-IgG de formar CI de alto peso mole-
cular dependerd de la concentracidn y afinidad del Ac, y de la
relacidn FR-IgG a IgG normal (Carson D.A.,1981)

La mayoria del FR-IgQG en la sinovial reumatoide es produ-
cido "in situ" mds que depositado de la circulacidn. En los
sitios de produccidn de FR-IgG la concentracidn local de Ac es
alta mientras que la concentracidn de IgG normal es baja, lo
cual permite la formacidn de complejos de gran tamafio (Fig.4)
(Pope R.M. y c0l.,1974) . Cuando los CI escapan a la circula-
cidn, donde la concentracidén de IgG normal es alta, pueden di-
sociarse en dimeros o trimeros; CI solubles con menos de tres
0 cuatro moléculas de IgC son incapaces de fijar complemento.

Los CI de IgG grandes formados en la sinovial reumatoide,
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fijan complemento y se unen a FR-IgM. Los FR-IgM estabilizan
y aumentan la precipitacidn de los CI, favoreciendo ademas
la unidn a receptores de Fc y complemento de macrdfagos vy
PMN; o sea que en general los fFR-IgM amplifican los efectos
bioldgicos de los CI formados por los FR-IgG (Schmid:F.R. y
col.,1970). Por otra parte los FR-IgM fijan complemento por

si mismos .

Se han propuesto varias hipdlesis para explicar como la
IgG podria hacerse inmunogénica.
1) La formacidén de polimeros de IgG o su participacidn en com-
plejos Ag-Ac induce cambios en su conformacidn, de forma que
se expondrian nuevos determinantes antigénicos, previamente

ocultos

2) Una anomalia estructural de la IgG de pacientes reumaticos
podria volverla inmunugénica. Estudios por espectropolarime-
tria sugieren que habria un defecto en la regidn de biscgra de
la I1gGC reumatoidea, lo que aumentaria la afinidad de unidn a

receptores fc celulares (Johnson P.M. y col.,1974) .

3) Un defecto en las células T supresoras podria llevar a los
linfocitos B a producir autoanticuerpos contra ciertos deter-

minantes de la IgG (Allison A.C.,1973) .

4) Una ampljacidn de la hipdtesis anterior seria la existencia
de un control anormal de la funcidn anti-idiotipo. Los idioti-
pos son determinantes antigénicos sobre los anticuerpos locali-
zados en las membranas de linfocitos, los que no se combinan
con antigeno exdgeno sino que permiten al linfocito ser reco-

nocido por sitios de combinacidén de anticuerpos anti-idiotipo
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Se postula que en los linfocitos B existen miles de sitios de
combinacidén de anticuerpos, con un numero igual de idiotipos
acompafiantes; las reacciones idiotipo:anti-idiotipo estarian
bajo el control de los linfocitos T supresores. La existencia
de idiotipos sin su correspondiente anti-idiotipo representa-
ria una alteracidén de este sistema, a través de la cual se
generaria la respuesta normal de anticuerpos (Cazenave P.A,
1977). Un clon de células B con sitios de combinacidn para un
antigeno particular podria proliferar porque no hay anti-idio-
tipos contra los determinantes de su superficie. La pérdida de
supresidn de anti-idiotipos resultaria en la formacidn de com-

plejos idiotipo:anti-idiotipo, IgG:anti -IgC en este caso.

Existen numerosas evidencias que sustentan el rol bioldgi-
co desempefiado por los FR en la inflamacidén reumatoidea.
Algunas de ellas son las siguientes
a) En general se ha observado que los pacientes con pruebas
positivas para FR-IgM desarrollan una enfermedad mas severa
y con diversas complicaciones .

b) Los FR-IgM y la IgG autoasociada son capaces de activar el
sistema complemento por la via cldsica.

c) Usando un ensayo de células formadoras de placas, se obser-
vO que la aparicidn de células productoras de anti-IgG coinci-
de con la aparicidn 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 &n PMN aislados 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 ndédulos
subcutdneos, vasculitis, eritrosedimentacidn elevada, niveles
de complemento disminuidos y nimero de articulaciones involu-
cradas.

f) La administracidén experimental de FR aislado de un paciente
de AR en la articulacidn del mismo, produjo una marcada res-
puesta inflamatoria, lo que no se observd con la inyeccidn de

IgG normal .

2.2 SISTEMA COMPLEMENTO

El sistema complemento consiste en un grupo de proteinas
que interactldan secuencialmente para mediar un gran nimero de
efectos inflamatorios. Sus acciones pueden dividirse en forma
gereral en dos categorias: las involucradas en disparar la ac-
tivacidén del sistema, para lo cual hay dos caminos o vias prin-
cipales, y las involucradas en efectuar la respuesta, a través
de un camino final comdn.

La via cldsica requiere para su activacidn de la presencia
de comple jos inmunes formados por combinacidn de anticuerpos
IgGC o IgM con su correspondiente antigeno. Por el contrario,
la via alternativa no requiere de anticuerpos para ser activa-
da, sino que puede serlo por polisacaridos u otras estructuras
poliméricas. La activacidén de ambas vias involucra la conver-
sidn de precursores inactivos en enzimas proteoliticas, con
accidn sobre los otros componentes .

En la via cldsica, el precursor Cl sufre una proteolisis

interna que produce el Cl activado; el Cl es un complejo
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formado, a través del Ca++, por tres componentes : Clqg, Clr vy
Cls. La unidn del Clq a las regiones Fc de las inmunoglobuli-
nas de los CI resulta en la activacidn del Cls, que actda

sobre sus sustratos C4 y C2. Los fragmentos mayores de C4 vy

C2 se combinan en presencia de Ng++ para formar un complejo
bimolecular C42, con nueva actividad enzimdtica (C3 convertasa),
capaz de fragmentar a C3 y continuar la secuencia del comple-
mento (Fig. Sa).

En forma semejante, a través de la activacidn de la via
alternativa, se forma un complejo bimolecular dependiente de
Ng++, por unidn de dos fragmentos C3b y Bb (Fig. Sb). El frag-
mento Bb es el producto principal de la accidn del factor D
sobre el factor B. La enzima C3bBb es estabilizada por la pro-
perdina, dando C3bBbP (Fearon D.T. y col.,1980).

Las acciones de C42 y C3bBbP son idénticas, actuando en el
mismo sitio de la molécula de C3. La activacidon de este fragmen-
to comienza una serie de reacciones con considerable significa-
do bioldégico. 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 activacidn de CS conduce a la formacidn del fragmento
CS5a con actividad de anafilotoxina y propiedades quimiotdcticas
para los PMN; CS participa en la formacidn de un complejo tri-
molecular C567, el cual es también un potente agente quimiotdc-
tico. La interaccidn de CS67 con C8 y C9 sobre la superficie
celular lleva al dafio de la membrana y lisis celular, como
Ultima consecuencia de la activacidn del complemento.

En los ligquidos sinoviales reumatoides los niveles de

complemento hemolitico 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 depresién mas marcada se observa en los
liquidos con complejos IgG:anti-IgG, existiendo una relacidn
directa entre la cantidad de estos complejos y la disminucidn
del complemento.

La demostracidn por inmunofluorescencia de la presencia de
inmunoglobulinas y de los componentes Clgq, C4 y C3 dentro de
los PMN aislados de liquido sinovial de pacientes reumatoideos,
es consistente con la hipdtesis 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 mas importantes del consumo intra-
articular del complemento es la formacidn de productos bioldgi-
camente activos (Fig. 6)

Existe una interaccidn entre el sistema complemento y los
PMN; los lisosomas de los PMN presentan actividad enzimatica
capaz de generar (5a a partir de CS5 purificado o suero fresco.
A su vez, C5a, ademas de ser el principal factor quimiotdctico,
puede mediar la liberacidén de enzimas lisosomales por los PMN
(Goldstein I.M. y col.,1974; Goetzl £.J., 1981) .

Por otra parte, la alteracidn de membranas o del coldgeno
por las enzimas lisosomales, puede conducir a la activacidn
del factor Hageman, el cual inicia las secuencias de los siste-
mas de coagulacidn, fibrinolisis y quininas; la formacidn de

plasmina lleva a la activacidn del Cls



Activacidn por

C3a

C3/c3b

la via cldsica
o alternativa

C8 C9

————
inmunoadh.

fagocitosis

CS

| anafilotoxina

anafil
h\-~ C5a toxina
quimio
C36 taxis
Cé6
!
€56

C567 «

citolisis «

———— v
quimiotaxis

- C7

Figura 6. Mecanismos de reaccidén y productos de la

secuencia terminal del complemento .



-28-

2.3 SISTEMA DE QUININAS

Dos importantes mediadores primarios de la inflamacidn
generada en el liquido 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 vasodilatacidn local y aumento de la permea-
bilidad capilar; ademds, estimulan la liberacidén de histamina
por los mastocitos y la sintesis de prostaglandinas por 1los
tejidos.

La bradiquinina resulta de una serie de reacciones proteo-
liticas iniciadas por la activacidén del factor Hageman (F XII)
por superficies cargadas negativamente. E1 factor Hageman ac-
tivado actla sobre la precalicreina transformandola en cali-
creina activa, la que a su vez conduce a la formacién de bra-
diquinina a partir de la fragmentacidn de quinindgenos precur-
sores (Fig. 7) ; los CI IgG:anti-IgG son también capaces de
activar el quinindgeno. La calicreina produce ademds la activa-
cidén del plasmindgeno a plasmina, la cual actula en el sistema
fibrinolitico y en la activacidn del componente Cls del comple-
mento. Tanto la calicreina como la plasmins son capaces a su

vez de activar el factor Hageman.

2.4 FORMACION DE FIBRINA Y FIBRINOLISIS

La acumulacidn de fibrina, producto final de la activacidn
del sistema de la coagulacidn, es uno de los eventos patoldgi-
cos mas importantes de la sinovitis reumatoide. La fibrina se

acumula sobre la superficie de la sinovial y del cartilago y
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en el'liquido sinovial. Los fibrinopéptidos formados a partir
del fibrindgeno por la trombinma producen un aumento de la
permeabilidad capilar. La secuencia de la coagulacidn se ori-
ginaria con la activacidn del factor Hageman por la plasmina

o el coldgeno. La presencia de fibrina en la sinovial y el car-
tilago puede impedir la normal nutricidn de estos tejidos,am-
plificando las condiciones que llevan a la hipoxia y acidosis
en el liquido sinovial. Por otra parte, ademdas de ser atrapa-
dos en la matriz del colageno, los CI pueden serlo en los
codgulos de fibrina, lo que contribuiria a mantener y perpetuar

el proceso inflamatorio y proliferativo.

2.5 PROSTAGLANDINAS

Las prostaglandinas (PGs) son un grupo de compuestos deri-

vados de &acidos grasos no saturados de C Las mads importan-

20 °
tes son las de la serie 2, derivadas del acido araquiddnico,
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 reaccidén del oxigeno molecular con
el dacido araquiddnico.

Las PGs y los productos de la lipooxigemasa no se mantienen
en la célula, sino que son sintetizados en respuesta a una va-
riedad de estimulos. Los acidos grasos precursores de las PGs
se mantienen en los lipidos de la membrana celular, primaria-
mente fosfolipidos, y son liberados por accidn de fosfolipasas.
La ciclooxigenasa convierte al acido araquiddnico libre en PGH

2
por reacciones con oxigeno molecular y reordenamientos molecu-
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lares. Las isomerasas transforman a este endoperdxido interme-

diario en PGs y tromboxano A la distribucidn de isomerasas

5 b
en los tejidos determina el tipo de PG a ser sintetizada ; el
tejido sinovial reumatoide produce principalmente PGE

(Robinson D.R.,y col., 1979)

2

Las PGs tienen potentes efectos fisioldgicos sobre muchas
células y tejidos, pero difieren ampliamente segun el compues-

to. Asi, PGE2 y PGI, son vasodilatadoras, mientras que el trom-

2

boxano A2 y PGF o SO vasoconstrictores . Muchos de los efec-

2
tos de las PGs podrian ser mediados a través de los nucledtidos
ciclicos; asi, las DGE2 y PGI2 activan la adenilciclasa elevan-

do los niveles de AMP ciclico. El1 tromboxano A2 inhibe la ac-

tivacidén de la adenilciclasa, y la PGF » estimula la guanilato

2
ciclasa.
Existen diversas evidencias que comprometen a las PGs ,

especialmente DGE2 y PCGI como mediadores de la inflamacidn

2
(Trang L.E., 1980) ; estdn presentes en cantidades elevadas en
los exudados inflamatorios, causan vasodilatacidn potenciando
el edema causado por otros agentes, actidan sinergisticamente
con la bradiquinina e histamina, y ciertos productos de la
accidén de la lipooxigenasa son quimiotdcticos. Por otra parte
la sintesis de PGs genera radicales libres derivados del oxi-
geno, como superdxido e hidroxilo (Rodnman G.P. y col., 1983).
Los diversos compuestos antiinflamatorios no esteroideos uti-
lizados para el tratamiento de la AR poseen la capacidad de

inhibir la sintesis de PGs, a través de una accidn directa

sobre la ciclooxigenasa



3. COMPONENTES CELULARES DE LA INFLAMACION REUMATOIDE

3.1 CELULAS SINOVIALES

Cuando las células sinoviales se observan en cultivo de
monocapa semejan fibroblastos, si bien no deben ser considera-
dos como tales desde el punto de vista funcional. Su capacidad
de produccidn de acido hialurdnico se expresa en los cultivos
a través de numerosos pasajes (Hasselbacher P., 1981) .

Las células sinoviales reaccionan con un nimero elevado
de estimulos, con produccidn de grandes cantidades de colagena-

sa y PGs, particularmente PGE (Harris €£.0.,1982).. E1 empleo

de estos estimulos "in vitro"zproduce cambios morfoldgicos si-
milares a los de las células dendriticas encontradas en culti-
vos de células sinoviales reumatoides. Esta apariencia dendri-
tica reflejaria alteraciones de la membrana celular inducidas
por el proceso inflamatorio crdnico. Este tipo de células ha
sido observado también en la sinovial de pacientes con otras
enfermedades como la artritis psoridsica y la AR juvenil,

Una muy alta proporcidn de las proteinas segregadas por
las células sinoviales estd 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 dendriticas de
estas células, siendo liberada al espacio extracelular desde
estas prolongaciones celulares (Woolley D.E. y col.,1979).

Las células sinoviales estudiadas en cultivo y obtenidas

de sinoviales reumatoides, presentan ademds otras caracteristicas
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diferentas 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 saturacidn.

b) Producen acido hialurdnico de menor peso molecular.

c) Presentan un marcado incremento en la velocidad de utiliza-
cidn de la glucosa y produccidn de lactato.

d) Producen grandes cantidades de enzimas lisosdmicas.

e) Son resistentes a ciertos efectos de los corticoides .

3.2 MACROFAGOS

£1 macréfago es la célula caracteristica de la respuesta
irnflamatoria. La activacidn de estas células en la sinovial
rezmatoide puede producirse por diversos estimulos ; asi ,
productos liberados por los linfocitos T activan a los macrd-
fagos para liberar una series de mediadores que actldan sobre
otros sistemas ; por otra parte, la unidn de CI a receptores
del macréfago estimulan la liberacidn selectiva de enzimas
lisosdmicas, la cual también se produce por accidén de compo-
nentes del complemento .

Una vez activados en el tejido sinovial, los productos de
los macréfagos pueden tener miltiples roles en la produccidn y
perpetuacidn de la inflamacidn reumatoide. Una enzima liberada
por los macrdfagos, el activador del plasmindgeno, puede ser
de singular importancia dado que es liberada en estado activo;
en presencia de plasmindgeno se origina la plasmina, la que
puede iniciar la fibrinolisis y activar los sistemas de coagu-

lacidn, quininas y complemento (Werb Z. y col., 877) .
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Los macrofagos activados inducen la proliferacidn vascular
en el tejido conectivo, la cual es fundamental para el desarro-
llo celular. Por otra parte, juegan un importante rol en la
modulacidn de la respuesta de los linfocitos a la estimulacidn
antigénica.

£l interferdn y poliaminas oxidasas liberados por los ma-
cr6fagos suprimen la respuesta inmune de los linfocitos, mien-
tras que las proteinasssy PGs tienen un efecto estimulatorio

(Denman M.,1979) .

3.3 LINFOCITOS

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 etioldgico de la
enfermedad. Durante la proliferacién de las células sinoviales
y la amplificacidn de la superficie de la membrana sinovial,
los linfocitos se acumulan en las capas profundas, alrededor
de los vasos sanguineos, llegando a constituir las células
predominantes en esas zonas.

La mayoria de los linfocitos en la membrana sinovial son
linfocitos T (LT) ; esta predominancia de los LT no se observa
en sangre periférica. Los LT , activados por productos liberados
por los macrdfagos o por el Ag procesado por los mismos, poseen
la capacidad de mediar una serie de procesos a través de la
secrecidn 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 plasmdticas.



Algunas de las acciones de las linfoquinas incluyen un aumento
de la permeabilidad capilar, quimiotaxis para PMN y macrdéfagos,
y activacidn de macrdfagos y células sinoviales. Las células
plasmaticas sintetizan y liberan inmunoglobulinas en la sino-
vial, produciendo cantidades significativas de fR .

Otra funcidn 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
(CCOA) 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 plasmaticas en la sinovial reumatoide, y como hay un gran
nimero de linfocitos con receptores para fFc en los tejidos si-
noviales, los mecanismos efectores de la CCDA se hallan presen-
tes. Sin embargo, el cuadro histoldgico de la sinovial reumatoi-
de es de proliferacidn extrema y no se ha observado una respues-
ta inmunoespecifica de los linfocitos a la misma. La hipdtesis
planteada es que los mecanismos normales de la CCDA en la AR
podrian estar inhibidos por un exceso de Ag (IgG) o por los
comple jos Ag-Ac. La CCDA, que normalmente inhibiria la prclife-
racidn celular, podria estar bloqueada en la AR por los CI ,
desarrollaﬁdose esa proliferacidén sin oposicidn (Harris E.D.,
1981) .

£l rol primario planteado para los linfocitos en la AR se
halla sustentado también por el hecho de que su eliminacidn y
el drenaje del conducto toracico producen una mejoria de la

enfermedad.



3.4 LEUCOCITOS POLIMORFONUCLEARES

Una caracteristica comin de la mayoria de las injurias
tisulares agudas inducidas inmunologicamente, es la acumulacidn
de leucocitos PMN en el sitio de reaccidn, habiéndose demostra-
do que desempefian un rol activo en la mediacidén de estos eventos
(Perez H.D. y col.,1981) .

Los PMN son células particularmente bien desarrolladas para
el reconocimiento especifico, intermalizacidn y destruccidn del
material particulado ; a través de la fagocitosis los PMN trans-
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 guimiotdctica del fagocito; luego hay otra forma
de reconocimiento, la adhesidn, especifica o inespecifica.
Después de la adhesidn se produce la emisidn de pseuddpodos vy
la fase de englobamiento propiamente dicha.

Los grdanulos de los PMN contienen un conjunto de enzimas
hidroliticas y oxidativas, asi como otros factores que median
la actividad microbicida y la degradacidn de particulas ; su
liberacidn al medio extracelular puede contribuir a la inflama-
ciédn y al dafio de los drganos adyacentes.

Por otra parte, durante la fagocitosis se produce un gran
estimulo del metabolismo oxidativo de la célula, que conduce a
la produccidén de radicales libres derivados del oxigeno, poten-
cialmente tdxicos.

La actividad de los PMN esta sujeta a una compleja serie de

controles que regulan la generacidn y expresién de los estimulos
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y modulan la respuesta de los leucocitos. El balance entre la
magnitud de la reaccidn del PMN y la efectividad de los meca-
nismos regulatorios locales determinaréd en cada instancia si
los PMN contribuirdn predominantemente a la defensa del orga-

nismo o llevaréan al dafio de los tejidos propios.

3.4.1 Papel de la membrana celular en la funcidn fagocitica

La funcidn fagocitica de los PMN estd regulada por la
membrana celular, cuyo papel puede resumirse esquematicamente
como un sistema de tres componentes o fases .

a) Un sistema de reconocimiento, a través del cual se captan
sefiales que provienen del medio ambiente, como por ejemplo
mediadores farmacoldgicos, factores quimiotdcticos y superfi-
cies celulares. En algunos casos el reconocimiento es especifi-
co, basado en la presencia de receptores (para complemento ,
fragmento Fc, histamina, etc.) . En otras situaciones el siste-
ma de reconocimiento parece ser inespecifico, 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 particula y del fagocito.

b) Una modificacién molecular de la membrana celular a partir
de la cual se generan sefiales gue se trasmiten al interior de
la célula.

c) Los blancos intracelulares sobre los que actlan estas sefia-
les y que son los responsables de las distintas respuestas ,
como la activacidn metabdlica, el movimiento celular, las al-

teraciones del trdnsito intracelular,la endo y exocitosis.
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3.4.2 Quimiotaxis

La capacidad que poseen los leucocitos PMN para efectuar
movimientos de desplazamiento activos como respuesta a estimu-
los de las sustancias quimiotacticas,y por lo tanto, su capaci-
dad de acumularse en los focos de inflamacidn, constituye un
elemento fundamental para el desarrollo del proceso inflamatorio.

La magnitud y composicidn de la respuesta quimiotdctica por
los PMN estd regulada especificamente a varios niveles funcio-
nales (Goetzl E.J., 1981) .

£l evento inicial en la estimulacidn de la quimiotaxis in-
volucra la generacidn de factores quimiotdcticos especificos
Asi, la activacidn del factor Hageman por su interaccidn con
membranas alteradas o coldgeno, lleva a la generacidn de cali-
creina y activador del plasmindgeno con actividad quimiotéctica.
La activacidon por CI de la via cldasica del complemento lleva a
la formacidn de productos quimiotdcticos como C3a y CS5a y el
comple jo C567.

Un segundo nivel de regulacidn de la quimiotaxis estd dado
por la potencia y especificidad de cada factor quimiotdctico.

Los inhibidores o inactivadores de estos factores constitu-
yen un tercer nivel de modulacidn. El inhibidor del primer com-
ponente del complemento, ClINH y la ¢12~macroglobulina suprimen
la actividad quimiotdctica de la calicreina.

El cuarto nivel de control incluye factores que actuan in-
fluenciando la sensibilidad de las células, independientemente
del estimulo. El ascorbato y el glutation producen un incremen-

to de la migracidén, mientras que la colchicina la inhibe por
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accién sobre los microtdbulos.

Ademds de esta regulacidn de la movilidad de los PMN por
factores solubles, la respuesta quimiotactica puede ser modi-
ficada por numerosos estados patoldgicos.

Aunque los PMN estan involucrados en el proceso inflamato-
rio de la articulacidén reumatoide, existen evidencias de que
en pacientes de AR los leucocitos circulantes son deficientes
en sus capacidades de fagocitosis y quimiotaxis (Mowat A.G. -y
col.,1971 ; Turner R.A. y co0l.,1973) . Este defecto se atribuye
a la ingestidn previa de CI y a los cambios metabdlicos de las

células.

3.4.3 Constituyentes lisosomales

Los lisosomas contienen una variedad de enzimas hidroli-
ticas capaces de digerir macromoléculas intra y extracelulares.
Estas enzimas, junto con otras sustancias no enzimdticas, pro-
veen a los PMN de la maquinaria necesaria para provocar diversos
aspectos de la respuesta inflamatoria.

Los granulos lisosdmicos son organelas subcelulares de 0,5.
a 1,0 u de didmetro, limitadas por membranas semipermeables ,
dentro de las cuales se encuentran numerosas enzimas en estado
latente. Las células contienen una poblacidn heterogénea de
estos grédnulos, que forman su sistema vacuolar o de digestidn
interna.

Los lisosomas que no han participado en actos de digestidn
se denominan primarios, como los gradnulos especificos de los

PMN. Cuando el material extrafio entra a la célula por endocitosis



o pinocitosis, es encerrado por una vacuola que se forma por
invaginacidn de la membrana celular, denominada fagosoma, hacia
la cual se vuelcan las enzimas lisosdmicas por fusidén del fa-
gosoma con un lisosoma primario. La estructura resultante
recibe el nombre de fagolisosoma o lisosoma secundario, el

cual contiene las enzimas hidroliticas y el sustrato.

En los PMN se identifican dos tipos de grdnulos: azurdéfi-
los y especificos. Los grdnulos azurdfilos aparecen en el es-
tado promielocitico de desarrollo; contienen peroxidasas vy
otras hidrolasas. Los especificos aparecen en el estado mielo-
citico de la maduracidn, y contienen predominantemente fosfata-
sa alcalina y proteasas bésicas.

Los PMN cuentan con cuatro proteinasas principales para

producir el ataque sobre las estructuras extracelulares : co-
lagenasa, elastasa, catepsina G y catepsina D. Con la excep-
cién de esta Ultima, el pH Optimo de estas enzimas estd préxi-
mo a la neutralidad o en el rango ligeramente alcalino.
Colagenasa: es una metaloenzima de PM 70-76.000 ; posee la ca-
pacidad de actuar sobre el tejido conectivo de la articulacidn.
Estd presente en los granulos especificos de los PMN (junto con
la lisozima, lactoferrina y fosfatasa alcalina), y no en los
azuréfilos. Ataca preferentemente al coldgeno tipo I, predomi-
nante en hueso, tenddn y cartilago.
Elastasa: glucoproteina con un PM de 35.000 daltons, presente
en los grdnulos azurdfilos; sus potenciales sustratos son los
proteoglicanos y la fraccidn de elastina de los ligamentos y
cartilago.

Catepsina G: proteinasa neutra, asociada a los granulos azurod-



filos de los PMN, con un PM de 28.000 . Ataca a los proteoglica-
nos del cartilago, produciendo productos de degradacidén de ma-
yor tamafio que la elastasa.

Catepsina D: es una proteasa acida, con un pH dptimo de 3,5 ;
de PM 42,000, puede degradar los proteoglicanos del cartilago
a pH=5,0 .

3.4.4 Mecanismos de liberacidn de enzimas lisosdmicas

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 PMN es dafiada por una
toxina, todo el material intracelular es liberado por la célu-
la, incluyendo el de origen lisosdmico. En la artritis séptica
la liberacidn de enzimas lisosomales se produce, por lo menos
en parte, por esta ruptura no especifica de la membrana celular

por toxinas bacterianas.

b) Hipdtesis suicida (perforacidén desde el interior): la entra-
da de materiales extrafios al interior del sistema vacuolar de

la célula sin causar dafio de la membrana celular, pero dafiando
luego la membrana lisosomal, produce la liberacidn de enzimas
lisoscmales en el citoplasma, causando la muerte celular.

La perforacidon desde el interior del sistema lisosomal resulta
entonces en la destruccidén del PMN con liberacidn de las enzimas
lisosamales. El evento inicial de este mecanismo es una interac-
cidn 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 forma actlan ciertas sustancias

cristalinas como el urato monosddico (Weissman G. y col.,1972).

c) Regurgitacidn durante la ingestidén: cuando el PMN ingiere

CI u otras particulas, se forma una vacuola que se funde por

su borde interno a los lisosomas primarios. Cuando la fusidn

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 (Weissman G.

y col.,1972,1980) . En este caso no se produce dafio de la cé-
lula ni liberacidn de enzimas titoplasmdticas. Los PMN reaccio-
nan con los CI a través de sus receptores para C3b y fFc, produ-
ciendose su fagocitosis y la consecuente liberacidn enzimdtica

por este mecanismo.

d) Endocitosis reversa: este proceso de liberacidn de enzimas
lisosomales se produce cuando los PMN interaccionan con CI o
agregados de inmunoglobulinas adheridos a superficies sdlidas

no fagocitables (Hawkins D.,1971). Luego de la unién de membra-
nas lisosomales y plasmdtica, 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 dafio a tejidos en enfermedades en las que
los CI son depositados sobre superficies celulares o estructu-

ras extracelulares como las membranas basales vasculares .
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Figura 8. Representacidn de la liberacidn de enzimas lisosomales
por el mecanismo de regurgitacidn durante la ingestidn

(A) y por la endocitosis reversa (B) .



3.4.5 Interaccién entre constituyentes lisosomales y otros

mediadores de la inflamacidn

Diversos constituyentes lisosomales, que no afectan di-
rectamente a los tejidos, pueden interactuar con otros siste-
mas mediadores de inflamacidn a través de su accidn sobre
sustratos circulantes (Fi3. 9). A través de estas interaccio-
nes se produce una propagacidn y amplificacidn de la respues-
ta inflamatoria.

£l potencial de interaccidn entre los PMN y el sistema
complemento es de gran importancia para el desarrollo del pro-
ceso. Lisados lisosomales de PMN contienen actividad enzimati-
ca capaz de generar C5a en suero fresco por activacidn de la
via alternativa; por otra parte, una proteinasa de los PMN
activa a pH neutro, es capaz de actuar sobre C5 purificado
produciendo CS5a. Este, ademds de ser el principal factor qui-
miotdctico, posee la capacidad de mediar la liberacidn de en-
zimas lisosomales por los PMN en ausencia de particulas o CI.

También se ha observado que proteasas acidas asociadas a
la fraccidén granular de los PMN son capaces de activar la ge-
neracidén de quininas y de actuar sobre la fibrina, conjunta-
mente con el plasmindgeno y el activador del plasmindgeno

(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 PMN estd regulada por inhibidores que forman parte de las
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®-globulinas. Los principales son la ch-antitripsina y la
qz-macroglobulina, las que se encuentran en altas concentra-
ciones en los liquidos extracelulares durante los estados
inflamatorios.

La N1-antitripsina, cuantitativamente predominante sobre
la cxz-macroglobulina, constituye el inhibidor de mayor impor-
tancia. E£s una cadena polipeptidica Unica, de PM 54.000, capaz
de inhibir proteasas neutras, elastasa y colagenasa., La inhibi-
cidn se asocia con la formacidn de complejos en una relacidn
enzima:inhibidor de 1:1 .

En la AR se ha demostrado que la concentracidn de (X1-anti-
tripsina se halla elevada tanto en suero como en liquido sino-

vial (Swedlung H.A. y col.,1974), posiblemente como respuesta

a la liberacidn de enzimas lisosomales.

3.4,7 Modulacidn farmacoldgica de la liberacidn enzimatica

La citocalasina B interfiere reversiblemente con la fun-
cidén de los microfilamentos citoplasmaticos e inhibe el trans-
porte por membrana de azucares y nucledtidos. Los PMN tratados
con citocalasina B son incapaces de ingerir particulas, pero
no obstante son capaces de segregar enzimas lisosdmicas cuando
particulas u otros estimulos apropiados toman contacto con su
superficie; por lo tanto, la citocalasina B convierte a los
PMN de células fagociticas en células secretorias. Los PMN
tratados con citocalasina B y expuestos a C5a han sido utiliza-
dos como modelo experimental para el estudio de efectos farma-

coldgicos de diversas drogas



Se han estudiado tres tipos de compuestos en este sistema
los que influencian los niveles de nucledtidos ciclicos intra-
celulares, los que afectan el estado y funcidn de los microtu-
bulos, y los que estabilizan biomembranas.

Tanto el AMPc (mds teofilina) como los agentes que elevan
su concentracidn intracelular (DGE1,isoproterenol) reducen la
liberacidn de enzimas lisosomales por los PMN, mientras que el
GMPc exdgeno y los agentes que incrementan su concentracidn
intracelular (carbamilcolina, forbol miristato acetato) aumen-
tan dicha liberacidn.

De la misma manera, agentes que promueven la despolimeri-
zacidn de los microtibulos intracitoplasmdticos (colchicina,
vinblastina) reducen la liberacidn enzimdtica lisosomal, y los
que promueven la polimerizacidn de los microtdbulos (dxido de
deuterio) la estimulan. Por otra parte, células con altos ni-
veles de AMPc presentan menos microtiUbulos, y el GMPc aumenta
el ensamblado de los mismos. Los efectos reciprocos del AMPc
(inhibicidn) y del GMPc (estimulo) sobre la liberacidn enziméd-
tica lisosomal correlacionan entonces con el desacople y aco-

ple de los microtdbulos

3.4.8 METABOLISMO OXIDATIVO. PRODUCCION DE RADICALES SUPEROXIDO

Cuando los leucocitos PMN son expuestos a una variedad
de estimulos, como CI o componentes del complemento, bacterias
o cristales, desarrollan una serie de cambios metabdlicos oxi-
dativos, con un aumento del consumo de oxigeno y un incremento

de la oxidacidén de la glucosa por la via de hexosa monofosfato.
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La utilizacidn del oxigeno por estas células activadas se
produce a través de pasos de reduccidn de un electrdn, generan-
dose como producto inicial anidn superdxido (027) (Babior B.M.

y col.,1973) .

NADPH NADP ™

0. + e- ~ 7 > 0.7

2 2

Esta reaccidn estd catalizada por una NADPH oxidasa localizada
a nivel de la membrana celular (Babior B.M. y col.,1976 ;
McPhail L.C. y co0l.,1983) ; esta actividad enzimatica, no detec-
table en células en reposo, aumenta enormemente cuando son es-
timuladas durante la fagocitosis. Algunas evidencias sugieren
que esta actividad de NADPH oxidasa podria ser un sistema de
transporte de electrones con multicomponentes, comprendiendo
una flavoproteina, citocromo b y ubiquinona (Segal A.W. y col.,
1983; Crawford D.R. y col.,1982; Gabig T.G.,1983) .

Dos moléculas de 02T pueden interactuar en una reacciodn de

dismutacidn, resultando la formacidn de H202

+
2 02 2 H — H202 + 02

Aunque esta reaccidén se produce en forma espontdnea, es catali-
zada por una enzima intracelular, la superoxido dismutasa (s0oD)
(Fridovich 1.,1978).

Varias especies reactivas derivadas del 02 se pueden gene-

rar durante la activacidn respiratoria; por interaccidn de
- . « , . 3
H202 y 02 en presencia de trazas de iones metdlicos (Fe'™)



-49-

se origina el radical oxhidrilo (Kellogg E£.W. y co0l.,1977;
Rosen H. y col.,1979)

La suma de las dos reacciones puede escribirse como

0.~ H.0, ———— 5 0 + OH + OH

2 22 2

conocida como reaccidén de Haber-Weiss .

El oxigeno formado en esta reaccidn puede encontrarse par-
cialmente en un estado electronicamente excitado denominado
oxigeno singulete l02 . Concomitantemente con la activacidn
del metabolismo del oxigeno, los leucocitos PMN emiten luz en
un fendmeno denominado quimioluminiscencia(QL); €sta podria
estar basada en la generaciodn del 102 y del OH™ ,o0 de grupos
carbonilo excitados, los que decaen con emisidén de luz. Se
ha demostrado que la adicidn de SOD produce la reduccidn de
la produccidn de QL por los leucocitos (Allen R.C., y col,1972;
Foote C.S. y col.,1980).

Estos mecanismos dependientes del oxigeno son fundamentales
para la actividad bactericida de los leucocitos; H202 y 02T
poseen actividad tdéxica sobre los microorganismos, la cual
se incrementa en presencia de la mieloperoxidasa a través de

la formacidén de dcido hipocloroso (Fig. 10).

Las células fagociticas son entonces capaces de convertir



OXIDASA

ClO « Cl

" MIELOPEROX IDASA

La NADPH oxidasa reduce el 02 a 02T usando NADPH como donor

de electrones. Se produce la formacidn de H por dismuta-

292
02 y O

cidén espontanea, y de la interaccidn entre H puede

2 2
resultar la generacidn de OH vy 102 . La mieloperoxidasa,
usando H202 y Cl como sustratos, puede generar hipoclorito

1
y subsecuentemente 0, .

2

Figura 10. Generacidn de agentes tdxicos derivados del 02 .
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el oxigeno en especies potencialmente tdxicas, al liberarse
al medio extracelular, para las células y tejidos circundan-
tes. La tipica depolimerizacidn del dcido hialurdnico y la
degradacidn del liquido sinovial observadas en la AR, podria
ser causada por los radicales superdxido; se ha observado que
la SOD y la catalasa protegen al liquido sinovial contra esta
degradacidén (Munthe E. y col.,1982) .

La activacidn respiratoria se inicia a nivel de la membra-
na celular, ya sea a través de reczptores o por varios mecanis-
mas independientes de ellos. Existe una bateria heterogénea de
estimulos particulados y solubles capaces de producirla, plan-
teando la posibilidad de que exista mas de un mecanismo para
producir la activacidn del sistema oxidasa.

Algunos de estos agentes (quimioatractantes, ionéforo
A 23187, complejos inmunes) inducen un aumento en los niveles
de AMPc intracelular, el cual podria actuar de intermediario
a través de la activacidn de una proteinquinasa involucrada en
la requlacidén de la actividad respiratoria (Simchowitz L. y col.
1980; Smolen J.E. y col.,1980). Por otra parte, varios estimu-
los producen la liberacidén por los PMN de dcido araquiddnico
de los fosfolipidos de membrana; ciertos productos derivados
de éste, como el leucotriene B4 y el dcido 12-L-hidroxi-eicosa-
tetranoico, son capaces de disparar la activacidn respiratoria
(Serhan C.N. y col.,1982). Por su parte el Ca,en presencia de
los iondéforos A 23187 y X 537, es capaz de producir la activa-
cidn a través de la calmodulina o de la proteinquinasa C.

Existen numerosas evidencias de que no todos los estimulos

poseen el mismo camino transduccional para la activacidn



respiratoria. Algunos (el péptido quimioatractante formil-
metionina-leucina-fenilalanina, f-MLP; concanavalina A) de-
muestran una marcada dependencia del Ca extracelular, mien-
tras que otros no (forbol miristato acetato, PMA; CI)(Smith
R.3J. y col., 1980) ; la activacidn del metabolismo oxidativo
por f-MLP y CS5a es aumentada for la citocalasina B, mientras
que no afecta al PMA; productos inhibidores del metabolismo
del dcido araquiddénico decrecen la accidn estimulante del
f-MLP y zymosan, pero no afectan la del PMA e inmunoglobuli-
nas (Stocker R. y col.,1932)

Estas observaciones indicarian entonces la existencia de

miltiples mecanismos para la estimulacidn respiratoria.

4., COMPUESTOS DE ORO

4.1 TRATAMIENTO DE LA AR

Si bien el desconocimiento de la etiologia de la AR hace
que se carezca de una terapia especifica que conduzca a su
curacidn, 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-
duccidn o supresidn de la inflamacidén , c) la minimizacidn de
efectos colaterales indeseables, d) la preservacidn de la fun-
cidn 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) :
l1- La primer etapa se relaciona con el diagndstico, evalua-
cién, planificacidn del tratamiento y educacidn del paciente’
2- En este estado se intenta controlar los sintomas del pa-
ciente mediante el empleo de drogas antiinflamatorias no es-
teroideas, analgésicos y otras medidas como el 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 progresidn.

4- E1 paciente bajo tratamiento recibe la supervisidn y el
control de su enfermedad y de la terapia implantada.

S- Esta etapa corresponde a la instrumentacidn de un proceso
de rehabilitacidn, dada la discapacidad que se produce inevi-
tablemente en algunos pacientes (Fig. 1l1) .

El hecho de utilizar drogas no especificas o sintomdticas
en forma previa al empleo de compuestos con control de la AR
se basa en dos considerandos: a) con las drogas no especifi-
cas existe menor toxicidad y menor riesgo, especialmente en
pacientes con una enfermedad menos severa y no progresiva, vy
b) las drogas mds especificas actldan mds lentamente, por lo
que la terapia sintomdtica 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 periodo es dificil predecir el desarrollo de la AR,

Las drogas utilizadas para el tratamiento de la AR se pue-

den clasificar en dos grandes grupos:



Drogas Experimentales

4
& \QQ')
E’ Penicilamina - Esteroides <%
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Educacidén - Reposo - Ejercicio - Servicios Sociales

Figura 1l1. Pirdmide del tratamiento para la AR.
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a) Con accidn analgésica y/o antiinflamatoria

b) Con accidn 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)

1) antimaldricos (hidroxicloroquina)
2) inmunosupresores (ciclofosfamida,azatioprina)

3) compuestos de oro y penicilamina

Las drogas modificantes de la enfermedad son mds efecti-
vas, y al mismo tiempo mads tdxicas y de efectos mas lentos,
que las antiinflamatorias, y estas propiedades determinan su
posicidn en la escala terapéutica. Los compuestos incluidos
en este grupo tienen en comin la obtencidn de una supresién
gradual de los sintomas y signos de la enfermedad, acompafiado
de una me joria de ciertas manifestaciones extraarticulares y
una reduccidn en los titulos de factor reumatoide. Algunas,
como la azatioprina y la penicilamina, retardan la progresidn
de la erosidn dsea; los compuestos de oro son algo menos efec-
tivos en este aspecto, y la hidroxicloroquina no la influencia.
En términos generales de pardmetros clinicos, 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 1los
compuestos de oro de administracidn parenteral pueden provocar

erupciones cutdneas y afecciones renales.
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4.2 FARMACOLOGIA MOLECULAR DE LOS COMPUESTOS DE ORO

El oro pertenece al grupo Ib de la tabla periddica, entre
los metales de transicidn; en funcidn de su configuracidn
electrdnica puede existir en diferentes estados de oxidacidn;
de éstos, los mds comunes son Au(0), Au(I) y Au(III) .

E1 Au(I) es el que ha recibido mayor atencidn desde el
punto de vista de cu actividad bioldgica, siendo extensamente
usado en difera2ntes compuestos, y mostrando ser de valor te-
rapéutico.

Las sales simples son inestables, pero el Au(I) puede ser
estabilizado por formacidn de comple jos con ligandos como tio-
latos y fosfinas.

En el afio 1890 Koch comprobd que el aurocianuro de potasio
inhibia "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 busqueda de compuestos de oro estables que fueran me-
nos tdoxicos que el cianuro empleado inicialmente, llevd a 1la
obtencidn de una gran variedad de sustancias que han sido uti-
lizadas terapeuticamente (Tabla 1).

En 1927 Feldt informd sobre la utilizacidn 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-
cribidé el tratamiento de infecciones febriles con manifestacio-

nes poliartriticas con sales de oro.
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COMPUESTO % DE Au FORMULA
CH2CDONa
Aurotiomalato de sodio 50,5

Au— S — CHCOONa

CHZOE
/ SAu
Aurotioglucosa 50,3 Ha OH Y
OH
Aurotiosulfato de sodio 40,2 (8203)2Na3Au
Aurotioglicolato de calcio 64,1 (AUSCH2CDU)2 Ca
// N SAu
2-aurotiobenzimidazol-4- 47,1 I \n/’
. ‘s N
carboxilato sddico NS
COONa
?H
J-aurotio-2-hidroxipropano- 52,9 AuSCHZCHCHZSOSNa
sulfonato sddico
l:HZOCCH:3
2,3,4,6-tetra-0-acetil-1- 0 SAU-p(EQHS)
. . 0
tlo—/3-D-glucop1ranosato—8- 29,1 OECH
. . . H,CCO 3
tiretilfosfina-oro 3 8
DECH3
0

Tabla 1 . Compuestos de oro con actividad bioldgica
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Forestier, considerado el padre de la auroterapia moderna,
reportd en 1929 resultados positivos en pacientes con espon-
dilitis anquilosante luego del tratamiento con compuestos de
oro. Y ya en 1934 presentd un informe con mas de 500 casos
de poliartritis, de los que un 70 a 80 % habia mejorado gra-
cias al tratamiento con sales de oro. fForestier utilizd el
aurotiomalato de sodio, la combinacidén mds utilizada actual-
mente.

Recién en 1960, el subcomité del "Empire Rheumatism Council"
efectud un estudio controlado a doble ciego con 200 pacientes
de AR, estableciendo a través de estudios clinicos y de labo-
ratorio, la efectividad del oro para‘el tratamiento de la AR.

Numerosas observaciones confirmaron y extendieron este
estudio, sugiriendo que los compuestos de oro constituyen el
Unico tipo de droga capaz de llevar a la remisidn de la enfer-
medad.

Sin embargo, a pesar de estos 50 afios de uso empirico de
la auroterapia, el Unico avance hasta muy recientemente, fue
el desarrollo de un regimen dptimo de dosificacidn; el meca-
nismo por el cual actlan estos agentes continda sin conocerse.

Los compuestos de oro clasicos actualmente en uso son
complejos de Au(I) con diferentes ligandos conteniendo S, como
dcido tiomdlico, tioglucosa y tiosulfato de sodio, cuyo empleo
requiere la administracidn parenteral a intervalos semanales
(Tabla'1). Mds recientemente, se desarrolld un nuevo compuesto,
auranofin (AF) el cual es un complejo de coordinacidn en el
que el estado de oxidacidn del oro es estabilizado por unidn

a dos ligandos : un grupo fosfina (trietilfosfima) y un grupo
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tio (tetraacetiltioglucopiranosa). A diferencia de los ante-
riores, este compuesto es absorbido cuando se lo administra
por via oral (Walz D.T. y c0l.,1976,1983; Sutton B.M. y col.
1983)

La mayor parte de los estudios clinicos y de laboratorio
han sido efectuados empleando el aurotiomalato de sodio (ATMS)
y la aurotioglugosa (ATG), y en los Ultimos afios el AF

El AF difiere del ATMS y de la ATG en una serie de aspec-
tos: (Lewis A.J. y col.,1982)

a) el AF es efectivo cuando se administra oralmente en la AR,
mientras que el ATMS y la ATG requieren ser aplicados por via
parenteral.

b) existen diferencias en la farmacocinética, absorcidn y excre-
cién.

c) los perfiles bioldgicos de los compuestos son marcadamente

diferentes.

Estas discrepancias podrian basarse en diferencias estruc-

turales de estas drogas .

l- Tamafio molecular: el ATMS y la ATG son ejemplos de comple-
jos de Au(I) en los que el estado de oxidacidn es estabilizado
por coordinacidén con ligandos tiolatos o tioglucosa. La fdrmu-
la usual de estos compuestos muestra al Au(I) en un estado
formal de coordinacidn de 1, pero ésto no representa exactamen-
te su estado molecular, dado que el Au(I) debe tener un ndmero
de coordinacidn de por lo menos 2 .

Estudios efectuados en los Ultimos afios permitieron deter-

minar que estos compuestos existen como polimeros, tanto en
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estado sdlido como en solucidén, con el atomo de Au unido a
dos dtomos de S (Fig. 13) (Shaw C.F., 1979; Mazid M.A. y col.,
1980; Isaab A.A. y col.,1981; Sadler P.J.,1982) . El1 ndmero
de unidades varia de 6 a 20 ; el ATMS en solucidn acuosa se
presenta como hexamérico, proponiendose una estructura de
anillo. Este gran tamafio molecular dado por la estructura
polimérica, contribuiria a la pobre absorcidén mostrada por
estos compuestos, lo que lleva a su administracién parenteral.
A diferencia de los anteriores, el AF existe como especie
monomérica, tanto en estado sdélido como en solucidn,como se
demostrd 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 oxidacidn del Au(I)

resultando una especie monomolecular.

2- Solubilidad: tanto el ATMS como la ATG son muy solubles en
agua, pero no en solventes organicos. E1 AF por el contrario,
de muy baja solubilidad en agua, es muy lipofilico debido a

la presencia de los ligandos tiolato y fosfina, sisndo muy so-
luble en una variedad de solventes orgdnicos. Asi, el coefi-
ciente de particidn octanol:aqua para el AF es 45 a pH=7,4
(Sutton B.M. y co0l.,1983), mientras que es practicamente cero

para los otros compuestos.

3- Carga: a diferencia del ATMS, con carga idnica en solucidn,

el AF presenta una muy ligera carga neta, lo cual facilitaria

su transporte a través de membranas (lLorber A. y col.,1981).
Estas diferencias netas en las propiedades fisicoquimicas

de estos compuestos, provocadas por cambios en la estructura
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por los diferentes ligandos del Au, pueden reflejarse en el
perfil bioldgico de las drogas, con el Au en el mismo estado

de oxidacidn (Tabla 2).

4.3 ABSORCION Y NIVELES DE ORO 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
administracidén parenteral, y durante 12 semanas para la via
oral, antes de alcanzar un estado estacionario.

Dentro de las dos horas de la administracidn 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 administracidn
(Sharp J.T. y col.,1977; Furst D. y col.,1977). Cuando se ad-
ministra 50 mg de ATMS cada 3-4 semanas, los valores en suero
son del orden de 0,75 a 1,25 ug Au/ml.

En estudios efectuados con lgSAu-ATMS, se obtuvieron picos
dentro de las dos horas de aplicada la inyecciodn, con niveles
proximos al 2 % de la dosis administrada por 100 ml de suero
(Gottlieb N.L. y col.,1974). E1 lgsl-\u fue detectable en sangre
hasta 12 semanas después de la inyeccidn, pero en concentra-
ciones muy bajas (0,02 % de la actividad administrada). En
otros trabajos (Gerber R.C. y co0l.,1974) se observd que la

desaparicién del oro sérico sigue una redistribucidn multi-
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Caracteristica

% de Au

Solubilidad

Esp. molecular

Carga idnica

Absorcidn oral

Concentracidn en

sangre

Distribucidn en
sangre:

a- eritrocitos

b- proteinas séricas

Rutas de eliminacidn

a- fecal

b- renal
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Muy soluble en
agua;insoluble
en solv., oragan.

Polimero

Si

1%

3-7 ug Au/ml
(50 mg/sem.)

1%
99 %

30 %
70 %

AF

29

Lig. soluble en
aguaj;muy soluble
en solv., orgdnicos

Mondmero

No

25 %

0,6-0,7 ug Au/ml
(6 mg/dia)

40 %
60 %

85 %
15 %

Tabla 2. Caracteristicas fisicoquimicas y farmacocinéticas

del ATMS y del AF
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compartamental, con una vida media inicial (t1/2m:) de 6 dias,
y una vida media terminal de 10 a 35 dias. Estudios similares
con 6 mg de lgSAu—AF mostraron que el t es mucho mds corto,

1/2«
de alrededor de 4 horas, aunque la vida media terminal fue si-

milar, con un rango de 17-25 dias (Blocka K. y col., 1982, 1983)

195Au-AF por via oral se obtuvie-

Con la administracidn de
ron picos de la concentracidn 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
dias (Blocka K. y col.,1982).

La administracidn 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 concentracidn sérica media aumenta
aproximadamente 0,1 ug/ml por cada incremento de 1 mg en la
dosis diaria de AF (Blodgett R.C. y col.,1984). Cuando la do-
sis se expresa en términos de mg/Kg/dia, se observa una corre-

lacién altamente significativa con los niveles séricos (Cham-

pion G.D. y col., 1982)

Se ha propusesto un esquema de tres compartimientos rever-
sibles para el metabolismo del oro (Lorber A. y col.,1973,1979).
Inicialmente el oro seria absorbido en el compartimiento cen-
tral (suero y células sanguineas), del cual es eliminado rapi-
damente por excrecidén y transporte al compartimiento periférico
(liquido sinovial, membranas glomerulares, tUbulos renales y
membranas plasmdticas). Finalmente el oro se localizaria en un
compartimiento periférico profundo en el que se mantendria por

varios dias; éste estaria constituido por el tejido inmuno-
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competente y organelas intracelulares, que abarcarian mas del
75 % del oro presente en el cuerpo 40 dias después de su ad-
ministracidn.Dado que la respuesta clinica al ATMS es lenta,
se asocia este compartimiento periférico profundo con el si-

tio de accidn del oro.

Luego de algunas horas de la administracidén del ATMS, se
alcanza un equilibrio suero:liquido sinovial para el oro; en
general, los niveles de éste en el liquido sinovial represen-
tan alrededor del 50 % de la concentracidn sérica. Con la ad-
ministracidn oral de AF se observd una relacidn suero:liquido
sinovial similar a la de la terapia parenteral, aunque las
concentraciones absolutas fueron mucho menores (Gottlieb N.L.,
1982) ; los niveles de oro en liquido sinovial se hallaron en
el rango de 0,05-0,45 ug/ml, con valores simultdneos en suero

de 0,1-0,7 ug/ml

4.4 EXCRECION

Los estudios de excrecidn del oro durante la administra-
cién de ATMS muestran que aproximadamente un 40 % de la dosis
suministrada es eliminada,con un rango de 30 a 53 % . De esta
cantidad el 70 % es excretado por orina (50-85 %) y el 30 %
en las heces (15-50 %). El1 contenido urinario es mayor el dia
de la inyeccidn, y luego va disminuyendo en los dias sucesivos
al declinar la concentracidn sérica.

El metabolismo del AF es mds dificil de definir, dado que
por su administracién oral el contenido en oro de las heces

puede representar la fraccidn no absorbida o la excretada, o



ambas. En pacientes de AR, se estimd que el 24 % de la dosis
administrada de lgsAu-AF fue absorbida (Blocka K. y col.,1981).
En otros estudios (Gottlieb N.L. y col.,1979, 1982) se demos-
tré 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/dia de AF, el 73 % de la dosis
fue recuperada en orina y materia fecal; con una dosis de 2

mg/dia se obtuvo el 100 % . La excrecidn fue para el AF de un

95 % por materia fecal y un 5 % por orina

4.5 DISTRIBUCION Y RETENCION

La distribucidn cuantitativa del oro en tejidos durante
la terapia parenteral con ATMS ha sido objeto de numerosos es-
tudios. Las mayores concentraciones se encuentran en nddulos
linfaticos, gldndulas adrenales, higado, rifién, 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
1 ug Au/gr de tejido (cristalino del ojo,pelo) a mds de 200
ug Au/gr (ndédulos linfdticos, adrenales) (Gottlieb N.L. y col.,
1982). En la articulacidén la mayor concentracidén se encuentra
en la sinovial, con cantidades menores en cartilago, hueso cor-
tical y misculo. Se considera que la acumulacidn de oro, dada
principalmente en las células de tipo A y macrdfagos, juega
un rol importante en su accién terapéutica (Nakamura H. y col.,
1977; Lewis A.J. y co0l.,1982)

En ratas tratadas durante un afio con AF (6,7 mg Au/Kg/dia)
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o ATMS (6,06 mg Au/Kg/dia) se compard el contenido de oro
en higado, rifién y bazo (Walz D.T. y co0l.,1979) . Los resul-
tados mostraron muy significativamente los mayores niveles

de oro obtenidos con el tratamiento parenteral:

Tejido ug Au/gr tejido
AF ATMS
Higado 5 175
Rifidn 11 365
Bazo 5 368

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 afios, se hallaron concentraciones del orden
de 96 ug Au/gr al cabo de 20 meses después de la dltima inyec-
cidn. Para el AF los niveles encontrados en piel son mucho
mds bajos (Gottlieb N.L.,1982) . En higado y sinovial de pa-
cientes de AR se detectan niveles de oro luego de muchos afios
de abandonar el tratamiento.

La distribucidén intracelular del oro fue analizada en ratas
(Penneys N.S. y co0l.,1976); en rifién el oro se concentra pri-
mordialmente en las mitocondrias de las células del tdbulo
proximal, mientras que en higado predomina en la fraccidn li-
sosomal.

La retencidén de oro en los tejidos fue estudiada también
con técnicas radioisotdpicas. Luego de una inyeccidn intrave-
nosa de lgSAu—ATNS , pacientes con AR retuvieron un 43 % del
oro a los 60 dias, y un 25 % a los 250 dias (Gerber R.C. y col.,

1974). La administracidn de una dosis de 6 mg de 195Au-AF



presentd un 16 % de retencidén luego de 9 dias, y un 1 % des-
pués de 6 meses. Un 76 % de la dosis administrada fue recupe-
rada en orina (3 %) y materia fecal (73 %) dentro de los 10
dias siguientes a su administracidén (Blocka K. y col.,1982).
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/dia).

4,6 UNION A PROTEINAS Y CELULAS SANGUINEAS

Durante la administracidén del ATMS el oro en suero se
encuentra fundamentalmente unido a la albdmina (80-90 %) y
en menor proporcidén a las globulinas (10-20 %) (Danpure C.3J.

y c0l.,1979). También se ha observado que se une a fibrindgeno
y al complemento. Ademds el oro se encuentra en compuestos de
bajo PM, posiblemente unido a cisteina y glutation, los que
podrian representar un rol en el transporte activo para su
distribucidn tisular.

Los estudios sobre la distribucidn en las células sangui-
neas presentan resultados conflictivos para el ATMS (Herrlinger
J.D. y col.,1982); se lo ha hallado en los eritrocitos del
30 % de los pacientes bajo tratamiento (Van de Stadt R.J. y col.
1980), estimdndose que un 16 % del total del oro circulante
se halla unido a estas células (Moller-Pedersen S. y col.,1980).
Por otra parte se observd que el fumar se correlaciona con la
presencia de oro en los eritrocitos, suponiendose que el tio-
cianato y el CNH serian los responsables de este aumento del

contenido de oro en las células (Champion G.D. y col.,1981).



5. O0BJETIVOS

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-
patoldgico de la AR los leucocitos PMN y la respuesta inmune
a través de la produccidn de autoanticuerpos y complejos inmu-
nes, se plantea el estudio de la accidén "in vitro" e "in vivo"

de esos agentes sobre estos componentes, analizando :

1) la accidn sobre las dos principales funciones de los leuco-
citos PMN involucradas en el desarrollo del proceso infla-

matorio : quimiotaxis y fagocitosis .

2) la accidén sobre la liberacidn por los PMN al medio extrace-
lular de sustancias potencialmente tdxicas : enzimas liso-

somales y radicales superdxido.

3) la accidén sobre la citotoxicidad dependiente de anticuerpo,

actividad linfocitica vinculada con los receptores para fc.

4) la accién sobre la degradacidén del coldgeno éseo en ratas

con artritis adjuvante .

5) la distribucidn del oro en relacidén a las proteinas séricas

y los eritrocitos .

6) la accidn sobre la produccién de factores reumatoides y com-
plejos inmunes, en funcidn de la dosis y niveles de oro

sanguineos .



MATERIALES Y METODOS

OBTENCION DE LEUCOCITOS POLIMORFONUCLEARES

Los leucocitos PMN humanos 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 plasticos, se afiadieron 2 ml de dex-
tran (PM 250.000) 3 % en solucidn fisioldgica (ClNa 0,15 M)

y 2 ml de glucosa 3 % en solucidén fisioldgica, mezclando sua-
vemente y dejando sedimentar los eritrocitos a temperatura
ambiente durante 90 minutos. El sobrenadante rico en leucoci-
tos fue recogido con pipetas de plastico, diluido 1:2 con
buffer fosfato-salina (PBS) 0,1 M pH 7,2 , y centrifugado so-
bre un gradiente de Ficoll-Hypaque (densidad 1,076-1,077 ,

24 partes de Ficoll 9 % mas 10 partes de Hypaque 34 %) por

25 minutos a 400 g a temperatura ambiente. Los PMN fueron ob-
tenidos en el fondo del tubo, separandose el sobrenadante ;
los eritrocitos contaminantes fueron eliminados por lisis con

una solucidn de ClNH4 0,83 % en buffer CO,HNa 0,01 M, EDTA

3
0,1 mM pH 7,2 , incubando 10 minutos a 37°9C.

Los leucocitos fueron lavados tres veces con solucidn de
Hanks pH 7,4 , y resuspendidos en 2 ml para efectuar el conteo
celular en camara de Neubauer.

La viabilidad de las células se evalud por exclusidn de
azul tripan; 0,1 ml de la suspensidn celular se incubd con
0,1 ml de una solucidn de azul tripdn 0,16 % en solucidén fisio-

ldgica, por 5 minutos a temperatura ambiente; déterminandose

por examen al microscopio el porcentaje de PMN no coloreados.
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FAGOCITOSIS DE ERITROCITOS OPSONIZADOS

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

Los eritrocitos se obtuvieron de donantes normales grupo A;
la sangre, recogida sobre heparina (10 U/ml), se centrifugé
por 10 minutos a 1.000 rpm, descartandose el plasma sobrenadan-
te; luego los eritrocitos se lavaron tres veces con solucidn
fisioldgica y se resuspendieron en ésta a una concentracidn
del 2 % (v/v). A 0,2 ml de esta suspensidén se afiadié 0,2 ml
de suero anti-A diluido 1;15 en solucidn fisioldgica, incuban-
dose por 30 minutos a 3792C : luego de centrifugar, las células
se resuspendieron en 0,2 ml de PBS 0,1 M pH 7,2 .

La fagocitosis se efectud incubando 0,2 ml de la suspensidn
de eritrocitos sensibilizados, 0,2 ml de una suspensidén de leu-
cocitos PMN (107 células/ml), y 0,2 ml de los compuestos de oro
en diferentes concentraciones, por 60 minutos a 372C. Los tubos
fueron luego centrifugados a 1.000 rpm por 10 minutos, descar-
tandose el sobrenadante. Con cada uno de los sedimentuss celula-
res se efectud un extendido que se colored con May Grinwald-
Giemsa. Se contaron 600 células al microscopio, determinandose
el porcentaje de eritrofagocitosis con .los PMN que fagocitaron

uno o0 mas eritrocitos

QUIMIOTAXIS DE LEUCGOCITOS PMN

Leucocitos PMN, obtenidos de donantes normal2s o pacientes



de AR, fueron suspendidos en solucidn de Hanks suplementada

con glucosa (1 mg/ml) y albdmina bovina (1 mg/ml) a una con-
centracion 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 alicuotas de 0,2 ml) fueron depositados sobre fil-
tros Millipore de 3 u de poro y 13 mm de didmetro por medio

de una citocentrifuga. E1 filtro se colocd luego en una camara
de quimiotaxis, separando los dos compartimientos. El1 comparti-
miento superior fue llenado con solucidn de Hanks, y el inferior
con una nezcla de dos partes de caseina (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 372C, los filtros fueron
removidos y tratados sucesivamente con metanol, hematoxilina,
alcohol-4cido, CO3HNa 0,2 %, SDAMg 2 %, alcohol 70 %, 95 % vy
absoluto, y finalmente clarificados con xileno. Se registrd el
admaro de células en 10 campos de cada lado del filtro, deter-
minandose el indice quimiotdctico como el ndmero de células

migrantes/ ndmero de células no migrantes x 1.000 .

OBTENCION DE COMPLZJOS INMUNES IgG:FR-IgM

Inmunoglobulina G humana purificada fue disuelta en una
concentracidén de 10 mg/ml en solucidn fisioldgica, y luego agre-
gada por calentamiento a 539C durante 20 minutos. Al cabo de
este periodo se enfrid en bafio de hielo, y se centrifuqgd a 4°C
por 10 minutos a 2.000 rpm

Diferentes sueros obtenidos de paciantes de AR con alto



titulo de factor reumatoide IgM, fueron mezclados, filtrados

y centrifugados a 49C por 30 minutos a 3.000 rpm. A cada 5 ml
de esta mezcla de sueros se afiadié 1 ml de la solucidn de IgG
agregada, incubando a 42C por 48 hs (Weissmann G. y col.,1971)
Luego de centrifugar 10 minutos a 1.000 rpm, el precipitado
obtenido fue lavado tres veces con solucidn fisioldgica a 4°9C,
resuspendiendose finalmente en 1 ml de solucidn de Hanks. Se
determind la concentracidn de proteinas cnn el reactivo de
Folin-Ciocalteau (Lowry 0O.H. y col.,1951) , ajustdndose luesgo

a5 mg/ml .

SISTEMA DE LIBERACION DE ENZIMAS LISOSOMALES

A- Fagocitosis de compl=2jos inmunes

A 0,1 ml de la suspensidon de leucocitos PMN conteniendo 3-4
x 106 células, se afiadidé 0,1 ml de la suspensidén de CI (500 pg),
y 0,3 ml de solucidén de Hanks suplementada con glucosa (1 mg/ml)
y albimina bovina (1 mg/ml) , pH 7,4 . Se incubd por 120 minu-
tos a 379C, centrifugando lueqgo a 200 g por 5 minutos, y sepa-
rando los sobrenadantes para analizar la liberacidn enzimatica.
Para estudiar el efecto de los compuestos de oro, alicuotas de
la suspensidén de PMN (0,1 ml) fueron incubadas con igual volu-
men de las drogas en diferentes concentraciones, por 30 minu-

tos a 37¢9C

B- Fagocitosis frustrada

Filtros Millipore, de 10 mm de didmetro 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
coiocados en el fondo de microcamaras de plastico; 600 pg de
CI en 0,1 ml de PBS fueron depositados sobre cada filtro, de-
jadndose secar a temperatura ambiente. Luego se affadid a cada
cdmara 0,25 ml de una suspensidn de PMN (2 x 106/ml) y 0,25 ml
de solucidn de Hanks suplementada, incubandose por 120 minutos
a 379C. E1 sobrenadante se separd por aspiracidn y se centri-
fugé a 200 g por 10 minutos, para ser luego analizado en su
contenido enzimdtico. Con el empleo de CI obtenidos con IgG
humana agregada marcada con isotiocianato de fluoresceina,se
observé por microscopia de fluorescencia la ausencia de Fago-

citosis de los CI por los PMN

/ﬁ-CLUCURONIDASA (FC 3.2.1.31)

La actividad de la /S-glucuronidasa se determind por el
método de Fishman W.H. y co0l.,1367 , modificado; la /g-glucu-
ronidasa actla sobre un sustrato de acido fenolftalein-mono-

A -glucurénico, 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 M pH 4,5 y 0,1 ml de sustrato (dcido fenolftalein-
/2-glucurénico 0,03 M en buffer acetato de sodio 0,2 M pH 4,5).
A cada tubo se afiadidé 0,1 ml de la muestra correspondiente, in-

cubando a 569C por 1 hora. La reaccidn se detuvo por agregado

de 2,5 ml de buffer AMP (2-amino-2-metil-1-propanol 0,1 M



pH 11,0 con 0,2 % de dodecil sulfato de sodio). Se determing
la absorbancia a 550 nm en un espectrofotdmetro Beckman DU
frente a blanco de reactivos.

La curva de calibracidn, abarcando un rango de concentra-
cidén de la enzima de 0 a 180 U/ml, se efectud con diluciones
de una solucidn patrdn de fenolftaleina de 1 mg/ml en etanol;
como diluyente se utilizd 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

LISOZIMA (EC 3.2.1.17)

La determinacidén de la actividad de la lisozima se realizd
evaluando la clarificacidn por la muestra de una suspensidn de
Micrococus lisodeicticus (Litwack G.,1955; Prockop D.J. y col,
1964). E£1 sustrato se prepard por suspensidén 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 espectrofotdmetro se colocd
3 ml del sustrato; a tiempo cero se afadid 0,3 ml de la muestra,
efectuandose lecturas a los 30 y 180 segundos a 550 nm. Se cons-
truyd la curva de calibracidn empleando lisozima de huevo, a
partir de una solucidn madre de 40 pg de lisozima/ml. Los re-

sultados se expresan como pg de lisozima/ml

FOSFATASA ACIDA (€EC 3.1.3.2)

La fosfatasa acida se determind 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 mM pH 4,8) se agregd 0,2 ml de
la muestra, incubando por 30 minutos a 379C. La reaccidn se
detuvo por afiadido de 10 ml de NaOH 0,02 N, leyendo la absor-
bancia a 405 nm contra blanco de reactivos. La curva de cali-

bracidén se efectud con una solucidn patrdn de p-nitrofenol.

LACTICODEHIDROGENASA (EC 1.1.1.27)

La lacticodehidrogenasa (LDH) se determind por la reduccidn
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
afiadié 0,1 ml de NADH (1 mg/ml) incubando 15 minutos a 37¢9C;
luego se agregé 1 ml de acido pirdvico 0,2 mg/ml en buffer
fosfato de sodio 0,7 M pH 7,8 , incubando otros 30 minutos.

Al cabo de este periodo se afiadié 1 ml de una solucidn de
2,4-dinitrofenilhidracina 0,2 mg/ml, dejando 20 minutos en re-
poso a temperatura ambiente, y luego 10 ml de NaOH 0,4 N ; a
los 10 minutos se determindé la absorbancia a 505 nm. La curva
de calibracidén se efectud a partir de una solucidn madre de

dcido pirdvico de 0,2 mg/ml. (Cabaud P.G. y col.,1958).

DETERMINACION DE LA PRODUCCION DE RADICALES SUPEROXIDO POR
REDUCCIGON DE FERRICITOCROMO C

A- Fagocitosis de CI

Leucocitos PMN (2-3 x 106) fueron preincubados por 30



-78-

minutos con solucidén de Hanks conteniendo AF o ATMS en diferen-
tes concentraciones. Las células fueron luego centrifugadas,
lavadas dos veces y resuspendidas en 0,25 ml de solucidn de
Hanks. En alqunos experimentos los compuestos de oro permane-
cieron en la mezcla de reaccidn durante todo 1 proceso de fa-
gocitosis. A cada alicuota de los leucocitos se afadid 0,25 ml
de la suspensién de CI (500 pg), 0,25 ml de ferricitocromo c

4 mg/ml (0,08 mM final) y 0,25 ml de medio. Se incubd a 379C
por 30 minutos, al cabo de los cuales ios tubos se colocaron
en un bafio de hielo. Se centrifugdé a 800 g por 10 minutos a
49C, 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 8.M. y col.,1973) .

La produccidn de O se expresd como nanomoles de ferrici-

2
. 6 . .
tocromo c reducido por 10 <ceélulas, con un coeficiente de ex-

, - -1
tincion de 21,1 mM 1cm

La adicidn de 10 ug/ml de superdéxido dismutasa a la mezcla
de reaccidn resultd en una inhibicidn mayor del 90 % de la re-

duccidn del ferricitocromo ¢, indicando que la reaccidn fue

2
En ausencia de PMN, los compuestos ensayados no produjeron

especifica para el O

reduccidn espontdnea del ferricitocromo ¢, ni tampoco interfi-

rieron con la capacidad de éste de ser reducido. Esto se evalud

por dos métodos de generacidn de 02

independientemente de las
células

1- un sistema de hipoxantina-xantina oxidasa; hipoxantina 0,22
mM fue incubada con 0,15 U/ml de xantina oxidasa en presencia

de ferricitocromo c y de las drogas estudiadas (Fridovich I1.,1970



-79-

2- por reaccidn de riboflavina fotoreducida y O Se incuba-

2 .
ron 20 pl de riboflavina 0,1 mM, 100 ul de ferricitocromo c
4 mg/ml, 70 pl de EDTA 0,17 M , 250 pl del compuesto de oro
y 560 pl de solucidn de Hanks, por 5 minutos a temperatura

ambiente frente a tubos fluorescentes de 14 W (Winterbourn C.

C. y col.,1975)

B- Fagocitosis frustrada

Alicuotas de 0,25 ml (5 x 106 células) de la suspensidn
de leucocitos PMN, preincubadas con distintas concentraciones
de AF y ATMS, centrifugadas y lavadas, fueron colocadas sobre
filtros Millipore conteniendo 600 pg de CI adsorbidos, en pre-
sencia de 0,25 ml de ferricitocromo c¢ (4 mg/ml) y 0,5 ml de
medio. Se incubd por 60 minutos a 372C, procediendo luego en

igual forma que para el sistema de fagocitosis de CI.

DETERMINACION DE LA PRODUCCION DE RADICALES SUPEROXIDB POR
REDUCCION DEL NITROAZUL DE TETRAZOLIO

La determinacidn de la reduccidén del nitroazul de tetrazolio
(NBT) por los radicales superdxido se efectud de acuerdo al mé-
todo de Baehner R.L. y col., 1968,

A 0,1 ml de la suspensién de PMN (2,5 x 106) preincubados
con o sin las drogas, se afiadid 0,4 ml de NBT 1 % en solucidn
fisioldgica, 0,1 ml de CNK 10 mM, 0,05 ml de la suspensidn de
CI (500 wg) y 0,35 ml de solucidn de Hanks, incubando por 30
minutos a 372C. La reaccidén se detuvo por agregado de 5 ml de

ClH 1 N, centrifugando a 1,000 g por 15 minutos a 4¢9C .
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Luego de separar el sobrenadante, se extrajo el formazan
producido por tratamiento del sedimento celular con 2 ml de
piridina, incubando en bafio maria por 10 minutos.

Se centrifugd a 500 g por 10 minutos, y se repitid la extrac-
cidén con otros 2 ml de piridina.

Los extractos se mezclaron, y se determind la absorbancia
a 515 nm contra blanco de piridina

Como control se utilizaron tubos incubados por 10 segundos

antes del agregado de ClH, y tubos sin CI.

QUIMIOLUMINISCENCIA

La quimioluminiscencia producida por los leucocitos PMN
se determind empleando un lumindmetro Lumac 3M .
A 1 ml de una suspensidn de PMN (1 x 105 células/ml) en
PBS, se afiadieron 10 ul de luminol (2 mg/ml) en dimetilsulféxi-
do, y 100 pl de PMA 10-7 M, midiendose la quimioluminiscencia
a los 10 y 20 minutos de incubacidén a 37°C (Foote C. y col,1980)
El efecto de los compuestos de oro se evalud preincubando
las células por 30 minutos a 372C con diferentes concentracio-
nes de los mismos, antes de producir el estimulo con la solu-

cidn de PMA
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CITOTOXICIDAD CELULAR DEPENDIENTE DE ANTICUERPO (CCDA)

La CCDA fue estudiada con el método de Perlmann P. y col.,
(1970), utilizando el sistema de eritrocitos de pollo (EP) -
anti EP
£l medio empleado fue el TC 199 suplementado con 100 U/ml de
penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina y 2,5 % de suero bovi-
no fetal inactivado por calor .

Células efectoras: sangre venosa de donantes normales y de pa-
cientes de AR , fue desfibrinada por agitacidn con perlas de
vidrio, y diluida 1:3 con PBS pH 7,2 ,EDTA 0,01 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 solucidn
de c1NH4 0,83 %, COSHNa 0,01 M, EDTA 0,1 mM pH 7,2

La preparacidn de linfocitos resultante (95-98 % de linfocitos)
fue resuspendida en 3 ml de medio para el conteo celular en
cdmara. lLa viabilidad se controldé por exclusidn 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
solucién de Hanks (200 x 106 eritrocitos/ml). Luego se mezcla-
ron 0,17 ml de esta dilucidén con 0,1 ml de 51Cr04N32 (50-100 uC)
en solucién fisiolégica, incubando por 1 hora a 37°C con agi-

tacién intermitente. A continuacién fueron lavados tres veces
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con medio, contados en cdmara, y divididos en dos alicuotas;

a una de ellas se afiadid 1 ml de suero de conejo anti-pollo
1:10.000 , incubando a 37°C por 30 minutos, lavando luego nue-
vamente, y conservando sin resuspender hasta su uso.

£l antisuero anti-globulos rojos de pollo fue obtenido por
inmunizacidén de conejos durante 4 semanas con 10 inyecciones
intravenosas de 2 ml de una suspensidn al 10 % de gldbulos
lavados y resuspendidos en solucién fisioldgica. Los animales
fueron sangrados 7 dias después de la Ultima inyeccidn; el an-
tisuero fue inactivado y diluido en medio

Los EP sensibilizados y sin sensibilizar fueron resuspendidos
en 2 ml de medio inmediatamente antes de su empleo.

Iy . 6
Los ensayos citotoxicos se efectuaron incubando 2,5 x 10

linfocitos con 2 x 105 51Cr—ED sensibilizados , en 1,5 ml de
medio. En los tubos controles se utilizé 51Cr-ED sin sensibi-
lizar . Luego de 18 hs de incubacidn a 379C, 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

midiéd en un contador ¥ automdtico,calculdndose el porcentaje
de 51Cr liberado, como medida de la citotoxicidad, de acuerdo
% °'cr liberado: (A sobrenadante/ A total) x 1,5 x 100

Este valor fue corregido restandole el porcentaje de 51Cr li-

berado en tubos controles en ausencia de anticuerpo (2-7 %)

a
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ARTRITIS ADJUVANTE EN RATAS

La artritis adjuvante fue inducida por la administracidn
intradérmica de 0,1 ml de una suspensidén de 0,75 mg de Mico-
bacterium butiricum en aceite mineral, en la almohadilla de
la pata izquierda trasera de ratas Wistar de un peso promedio
de 170 g . A los tres dias se observd la inflamacidn de la pa-
ta inyectada (lesidén primaria) . £1 volumen de las patas no
inyectadas se incrementd luego de 2 a 3 semanas de la inocula-
cidén; esta inflamacidn (lesidn secundaria) se obtuvo en el

95 % de las ratas inyectadas (Walz D.T. y col.,1376).

HIDROXIPROLINA URINARIA

Los niveles de hidroxiprolina urinaria se determinaron
por el método de Kiviriko K.I. y col. (1967)
Alicuotas de 1 ml de orina, adicionadas con 1 ml de ClH con-
centrado, fueron incubadas por 12 horas en un bafio de arena
a 105%5 9oC. Luego de enfriar, se agregd a cada tubo 1,2 ml de
KOH 10 N, llevando a2 15 ml con agua destilada y filtrando. Se
tomé 1 ml del filtrado, al que se afiadieron 3 ml de agua desti-
lada y una gota de fenolftaleina 1 % en etanol, llevando a
aproximadamente pH 8,2 con KOH 1 N. Se procedid de igual forma
con 1 ml de una solucidén patrdén de hidroxiprolina de 4 ug/ml.
Luego se agregd un exceso de ClK, 1 ml de buffer borato
pH 8,7 y 0,5 ml de o -alanina 10 %, agitando y dejando en re-
poso por 30 minutos . Posteriormente se afiadié 1 ml de clora-
mina T 0,2 M en metil celosolve, agitando en sentido vartical,

y dejando otros 30 minutos en reposo.
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A continuacidn 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 separd el tolueno por aspiracién, co-
locando los tubos en bafio de agua hirviente por 30 minutos;
luego de enfriar, se extrajo nuevamente con otros S ml de to-
lueno, agitando 200 veces en igual forma.

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

15 %4 en etanol absoluto, 504H 65,85 % v/v) ; a los 20 minutos

2
se determind la absorbancia a 5600 nm

CREATININA URINARTA

La creatinina urinaria se determindé por la reaccidn de
Jaffe con dcido picrico. A 20 pl de orina diluida 1:50, se
agregaron 2,5 ml de agua destilada, 3,5 ml de dcido picrico
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 determind la
absorbancia a 510 nm, utilizando como testigo una solucidn

patrén de 20 mg de creatinina/ml (Tausky H.,1954)

FOSFATASA ALCALINA DOSEA

La fosfatasa alcalina se determind incubando el suero con
un sustrato de fenilfosfato de sodio, y haciendo reaccionar el
fenol liberado con un reactivo diazo. La fraccidn intestinal
se inhibid con fenilalanina 10 mM (Posen S. y co0l.,1377) .

A 3 ml de sustrato (fenilfosfato de sodio 3,32 mM, fenil-

alanina 10 mM, en buffer carbonato pH 9,8) se afiadid 20 pl de



suero, incubando por 30 minutos a 37 29C. La reaccidn se detuvo
por agregado de S5 ml de inhibidor (borax 2 g, formol 4,8 ml,
l-tartrato disédico 850 g, etanol 12 ml, agua destilada csp
100 ml) y 2 ml de reactivo diazo (naftalen 1,5-disulfonato
de la sal de diazonio del 5-nitro-2-aminocanisol 0,1 g/100 ml
en agua destilada). Luego de 5 minutos, se determind la absor-
bancia a 490 nm, empleando como testigo una solucidn patrdn

de fenol (1 mg/ml) .

DETERMINACION DE ORO EN SANGRE Y ORINA

Los niveles de oro en sangre y orina se determinaron por
espectrofotometria de absorcién atémica, de acuerdo al méto-
do de Lorber A. y col. (1968) . Estas mediciones fueron rea-
lizadas por el DOr. Donald T. Walz, de Filadelfia, Estados

Unidos .

ELECTROFORESIS PREPARATIVA EN ACETATO DE CELULOSA

Para estudiar la unidn del oro a las proteinas séricas,
se efectud 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 sddico-tris, p:0,05 pH 9,2
Luego se colocaron sobre una placa de pidrio (10 x 17 cm),
efectuando a 3 cm del extremo catddico una canaleta de 4,5 cm
de largo y 1,5 mm de profundidad; la conexidn con los compar-

timientos electrddicos se efectud con papel de filtro doble.



Luego de depositar 0,5 ml de suero en la canaleta, se realizd
la electroforesis aplicando 140 V, 25 mA por 5 horas a tempe-
ratura ambiente.

Al concluir la corrida, se cubrid por S minutos con una
tira de acetato de celulosa de 5,7 x 14 cm para obtener la
impresidn del fraccionamiento, coloreando con Negro Amido 10B .
El block se cortd en segmentos segun la ubicacidn de las frac-
ciones, exprimiendose con agua destilada en jeringas de acero.
Las muestras se conservaron a -7092C para la determinacidn del

contenido en oro por activacidn neutrdnica.

ERITROSEDIMENTACION

Se utilizd el método de Westergren con sangre obtenida

sobre citrato de sodio 3,8 g/100 ml .

ELECTROFORESIS DE PROTEINAS SERICAS EN ACETATO DE CELULOSA

Las tiras de acetato de celulosa (Cellogel) fueron embe-
bidas en buffer veronal sédico 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 catddico, reali-
zando la electroforesis a 200 V durante 55 minutos. Las tiras
se colorearon con Negro Amido 10 B 0,5 % en metanol:acético:
agua (45:10:45) durante S minutos, decolorando con esta mezcla
de solventes . La elucidn de las fracciones se efectud en dci-

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

DETERMINACION DE PROTEINAS POR INMUNODIFUSION RADIAL

Para la determinacidn de proteinas por inmunodifusidn
radial (Mancini G. y c0l.,1965) se utilizaron placas comer-
ciales M-Partigen (Boheringwerke) para la proteina C reacti-
va y la d1-antitripsina, y placas Hyland para IgG, IgM, IgA
y C3 . Se depositd en cada orificio de las placas S5 pl de
suero, determinandose el didmetro del anillo de difusidn a
las 48 horas. Los valores obtenidos se interpolaron en curvas

efectuadas con patrones de cada tipo de proteina estudiada.

DETERMINACION DE FACTOR REUMATOIDE IgM

En una serie de 10 tubos se colocd 1,9 ml de buffer glici-
na 0,1 M pH 8,2 al primero y 1 ml a los restantes. Se afiadid
0,1 ml de suero al primer tubo , efectuando luego una dilucidn
seriada por transferencia de 1 ml de la dilucidn al tubo si-
guiente, y asi sucesivamente, descartando 1 ml del Ultimo tubo.
Luego se afiadid a cada tubo 1 ml de una solucidn conteniendo
IgG humana (25 mg/100 ml) agregada por calentamiento a 63°C
por 10 minutos, y latex (0,01 %, Difco) de 0,81 p de diametro,
en el buffer glicina. Los tubos se incubaron a 562C por dos
horas, al cabo de las cuales se centrifugdé a 2.300 rpm por
3 minutos, se agitd y se efectud la lectura para determinar

el titulo de mdxima aglutinacidén (Singer J.M. y col.,1956) .
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DETERMINACION DE FACTOR REUMATOIDE IqgG

El1 FR-IgG se determind por inmunoadsorcidn 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 solucién a 632C por 20 minutos. Luego de enfriar, se afiadid
gota a gota y agitando, 1 ml de glutaraldehido 2,5 %, incuban-
do por 2 horas a temperatura ambiente. E1l gel resultante se
homogeneizd con buffer glicina-ClH 0,1 M pH 2,5 . Se centrifu-
gé a 1.000 g por 10 minutos, lavando tres veces con S ml de
buffer fosfato .

Para la adsorcidn de los anticuerpos anti-IgG, a 20 mg de
adsorbente se afiadid 1 ml de buffer fosfato y 0,5 ml de suero,
incubando 2 horas a temperatura ambiente y luego 18 horas a
49C, Posteriormente se centrifugd, lavando el gel cuatro veces
con buffer fosfato. La elucidn de los anticuerpos adsorbidos
se efectud con 0,5 ml de buffer glicinma-ClH 0,1 M pH 2,5 du-
rante 1 hora a temperatura ambiente; luego se centrifugd, se-
parandose el sobrenadante y neutralizando con NaOH 0,5 N.

En los eluidos se determind el nivel de IgG por inmunodifusidn

radial de bajo nivel (Torrigiani G. y co0l.,1967) .

DETERMINACION DE COMPLEJOS TINMUNES

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

1975)



£1 C1q fue obtenido a partir de suero humano normal por
precipitacién 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, EOTA 0,01 M, pH 8,6 a 49C por
18 hs, con varios cambios del mismo. Luego se centrifugd a
1000 g por 30 minutos a 49C, descartando el precipitado; al
sobrenadante se afiadié una solucidén de DNA de 1,5 mg/ml en
buffer veronal, para una concentracidén final de 25 pg DNA/ml
de suero, agitando por una hora a temperatura ambiente y lusgo
24 horas a 49C, Al cabo de este periodo se centrifugdé a 1000 g
por 30 minutos, lavando cuatro veces el precipitado con buffer
fosfato 0,05 M pH 6,9 . E1 precipitado se resuspendid en dos

veces su volumen con buffer, y se afadid Cl.Mg para una concen-

2
tracién final de 0,003 M, y 0,1 ml de una solucidén de DNasa I

(1 mg/ml en buffer fosfato 0,05 M, Cl_Mg 0,003 M, pH 6,9) .

Se incubd por 1 hora a 372C con azitacién, dializando lue-
go contra buffer hasta solubilizar el precipitado. Luego de
centrifugar a 100.000 g por 30 minutos, el sobrenadante se a-
plicé a una columna de Sephadex G-200 (5 x 100 cm) eluyendo con
buffer fosfato 0,3 M pH 5,3 . E1 C1q se precipitd 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
solucidn se analizd para determinar su contenido proteico,
controlando la pureza por inmunoelectroforesis con anti-Ciq.

La marcacidén del componente se efectud con 125INa y lacto-

peroxidasa (Heusser C. y col.,1973). Se utilizaron S0 pl de

C1q (10 mg/ml), 50 pl de buffer veronal 0,01 M pH 7,4, 50 pl
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1
de 2 1na (10 mCi/ml), 200 pl de lactoperoxidasa (45 U/ml) vy

200 pl de H 02 (sol. 30 % diluida 1:105 inmediatamente antes de

su uso). Lazproteina se separd del 1251 libre por columna de
Sephadex G-100 (1 x 30 cm) (act. esp. 0,5 uC /ug) , mantenien-
dose a - 709C en buffer veronal en una concentracidén de 100 ug/
ml; para su uso se diluyd 1:50 en buffer veronal con albdmina
bovina 1 %

Como control positivo se utilizé IgG agregada por calor,
diluida en suero humano normal. Una solucidén de IgG de 25 mg/ml
en solucidn fisiolégica, se calentd a 632C por 12 minutos, se-
parandose luego la IgG agregada por una columna de Sepharosa 6B
en tris-C1lH 0,1 M, ClNa 0,2 M, pH 8,5

£l estudio de los sueros se efectud partiendo de 50 ul de
cada uno de ellos; se afiadieron 100 pl de EDTA 0,2 M pH 7,5,
incubando a 379C por 30 minutos. Luego de esta incubacidn los
tubos se colocaron en un bafio de hielo,y se agregaron 50 ul de
1251—C1q y 1 ml de polietilenglicol 6.000 (3 % en acido bdrico
0,17 M, tetraborato disdédico 0,025 M, ClNa 0,075 M, pH B8,3)

La mezcla se mantuvo en hielo por 60 minutos, centrifugando lue-
go a 1500 g por 20 minutos a 49C. Se descartaron los sobrenadan-
tes y se midid la radioactividad de los precipitados en un con-
tador g automatico. Se determind el porcentaje de 12SI-C‘lq
precipitado respecto a un tubo control con 100 pl de suero nor-

1 p P .
mal y 50 pl de 25I-C‘lq, al que se agrego 1 ml de acido triclo-

roacético 20 % .
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PACIENTES DE ARTRITIS REUMATOIDE

Los pacientes estudiados en este trabajo fueron selecciona-
dos con diagnéstico clinico de AR, confirmada segin los crite-
rios de la Asociacidn Americana de Reumatismo (ARA, USA) , vy
abarcando los cuatro estados funcionales reconocidos en su evo-
lucidn. F1 B0 % correspondid al sexo femenino, con un rango de
edades entre 27 y 62 afios, y un promedio de duracidn de la en-
fermedad de 6 afios .

La inclusién en el estudio implicd la ausencia de afeccio-
nes cardiovasculares, hgpéticas, renales y gastrointestinales,
asi como de un tratamiento previo con compuestos de oro o inmu-
nosupresores.

Los pacientes fueron tratados y controlados clinicamente en
el Instituto Nacional de Reumatologia de Montevideo, Uruguay,

por los Dres. A.E. Finkelstein, M. Mizraji y V. Batista.

ANALISIS ESTADISTICO

Para la evaluacidn estadistica de los resultados obtenidos
se utilizaron el test "t" de Student para muestras independien-
tes y apareadas, el andlisis de la varianza (ANOVA) y el método

de regresidn lineal
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REACTIVOS

Las drogas y solventes de uso general fueron de grado

analitico, y las especificas las siguientes

Behringuwerke AG (Alemania)

- M Partigen (para oL -AT y PCR)

Chemetron (Italia)

- Cellogel

Difco (USA)

- Aceite mineral

- Bacto Latex 0,81 u
- Medio TC 199

- Micobacterium butiricum

Hyland (USA)
- Immuno-plate Radial Immunodiffusion (para IgG,IgM,IgA y C3)

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

Pharmacia Fine Chemicals Co (Suecia)
- Sephadex G-100 , G-200
- Sepharosa 68

Sigma Chemicals Co (USA)

- Albdmina bovina
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- Dextran (PM 250.000)

- DNasa I

- Ferricitocromo c

- Forbol-12-miristato-13-acetato
- Hidroxiprolina

- Hipoxantina

- Inmunoglobulina G humana

- Micrococus lisodeiticus

- Nitroazul de tetrazolio

- N-formil-metionil-leucil-fenilalanina
- Riboflavina

- Superdxido dismutasa

- Xantino oxidasa

Whorthington Bioch. Co (USA)
- Lisozima

- DNA

Compuestos de oro

- Aurotiomalato de sodio (ATMS) (Myochrysine, Merck, Sharp

& Dohme,USA); se disolvid en solucién de Hanks .

- Auranofin (AF) (Ridaura, Smith, Kline & French, USA) ;
fue disuelto en etanol absoluto (10 mg/ml) y luego diluido
en solucidn de Hanks. Para su administracidén oral se utili-

zaron tabletas de 1 mg y 3 mg
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RESULTADOS

I. ESTUDIOS "IN VITRO"

1. ACCION SOBRE LA FAGOCITOSIS

Con el objeto de estudiar el efecto de los compuestos de
oro sobre la capacidad fagocitirca de los leucocitoc PMN, se
analizd su accidn sobre un sistema "in vitro" de fagocitosis
de eritrocitos opsonizados.

Alicuotas de una suspensién de PMN (10'7 células/ml) se in-
cubaron con volimenes iguales de soluciones de los compuestos
de oro en diferentes concentraciones, por 30 minutos a 379C.
Luego fueron expuestos a eritrocitos humanos grupo A opsoniza-
dos con suero anti-A en dosis subaglutinante, por otros 30
minutos a 372C. Al cabo de este periodo se centrifugd por 10
minutos a 400 g, separando el sobrenadante; con las células
se efectuaron extendidos que fueron coloreados con May Grinwald-
Giemsa., E1 porcentaje de eritrofagocitosis se cuantificdé micros-
copicamente por observacidén de 600 PMN (Fig. 14); las experien-
cias fueron realizadas por duplicado, con leucocitos proveni n-
tes de 1] donantes normales distintos.

En la Fig. 15 se observa que el AF presentd una accidn inhi-
bitoria de la eritrofagqgocitosis; niveles de 0,5 y 1,0 pg Au/ml,
similares a los hallados en los pacientes bajo tratamiento,
produjeron una inhibicidén del 43 y 90 % respectivamente, lle-
gdndose al 100 % de inhibicidén con una concentracidn de 1,5

ng Au/ml (7,5 pM). E1 ATMS presentd una accidén mucho mas
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Figura 14, Fagocitosis de eritrocitos opsonizados por

leucocitos PMN .
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*

[1

i
control 0,3 0,5 o,7 1,0 10 20 40
AF pg Au/ml ATMS pg Au/ml
Figura 15. Efecto del AF y del ATMS sobre la fagocitosis

por leucocitos PMN de eritrocitos opsonizados

+: p<0,05 9:p< 0,01

¥: p<0,001
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reducida, requiriendo una concentracidn de 10 pg Au/ml para

producir un 15 % de inhibicidn.

2. ACCION SOBRE LA QUIMIOTAXIS

La capacidad que poseen los leucocitos PMN para efectuar
movimientas de desplazamiento activos como vespuesta a los
estimulos de diversas sustancias quimiotdcticas, constituye
una caracteristica fundamental para el proceso inflamatorio.
Esta propiedad es la base de su capacidad para acumularse en
los focos de inflamacidn y participar en los eventos inmuno-
patoldgicos.

Los métodos mas utilizados para estudiar la quimiotaxis
"in vitro" se basan en la técnica de migracidn leucocitaria
a través de membranas desarrollada por Boyden, que permite
analizar en forma reproducible la accidn de drogas sobre las
células. Los leucocitos migran desde una camara superior a
través de los poros de la membrana por accidn de las sustan-
cias quimiotdcticas 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-
lizé la modificacidn de Baum, que permite el uso de menor can-
tidad de células. Como agentes quimioatractantes se utiliza-
ron dos tipos de productos: una mezcla 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 quimiotdctico
ug Au/ml Caseina f-MLP
Control basal 485%15 320%26
Auranofin 0,5 349%t46 ° 198%21
+ d -
1,0 218=23 102x9
4 d +
5,0 58=8 6%f1
Aurotiomalato
de sodio 0,5 427%10 b 30412
1,0 364%32 °© 224%18
5,0 315433 °© 170%20
10,0 23822 d 125%11
a: p < 0,050 c: p < 0,010
b: p < 0,020 d: p < 0,001

Tabla 3. Accidn del AF y del ATMS sobre la quimiotaxis

de leucocitos PMN "in vitro"




sobre la quimiotaxis de PMN. Con ambos compuestos se obervd

una significativa disminucidn de los indices quimiotacticos.

E1 AF mostrd una mayor capacidad inhibidora (55 % de inhibicidn
con 1,0 pg Au/ml) que el ATMS (50,9 % de inhibicidn con una
concentracidén de 10,0 pg Au/ml) . Por otra parte, la respues-
ta al f-MLP demostrd ser mds sensible a la accidn del AF que

el sistema con caseina

3. ACCION SOBRE LA LIBERACION DE ENZIMAS LISOSOMALES POR
LEUCOCITOS PMN

3.1 Sistema de fagocitosis de complejos inmunes

Con el fin de evaluar el efecto del Af y del ATMS sobre
la liberacidn de enzimas lisosomales por los leucocitos PMN,
se utilizd un sistema "in vitro" de fagocitosis de CI.

Para ello, leucocitos PMN obtenidos de donantes normales fue-
ron expuestos a CI del tipo IgG:FR-IgM , obtenidos a partir
de sueros de pacientes de AR como se describe en Métodos.

Este sistema representa en forma experimental uno de 1los
mecanismos relacionados con el desarrollo de la inflamacidn
reumatoide. Como marcadores lisosomales se utilizaron los ni-
veles de /5 -glucuronidasa, fosfatasa dcida y lisozima, deter-
minandose la actividad de la lacticodehidrogenasa (LDH) como
marcador citoplasmatico indicador de citotoxicidad celular.

Para obtener una dptima liberacidén enzimdtica lisosomal,
se analizaron las condiciones del sistema para diferentes

concentraciones de CI y distintos tiempos de incubaciodn.
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En la fig. 16 puede observarse que la liberacidn enzim3a-
tica se incrementa en funcidn de la concentracidén de CI a la
que son expuestos los leucocitos PMN, siendo mdxima para va-
lores de 500 a 1000 pg de CI/ml .

La cinética del proceso de liberacidén de enzimas lisosoma-
les se presenta en la fFig. 17, donde se observan los niveles
extracelulares de las enzimas en funcidn del tiempo de incuba-
cidén de los leucocitos PMN con una concentracidn constante de
CI. Los niveles de méaxima liberacidn se alcanzan a los 120
minutos de incubacidn. La ausencia de una liberacidn signifi-
cativa de la LDH, asi como los controles de viabilidad efec-
tuados con azul tripdn, revelan la inexistencia de lisis ce-
lular.

Con el objeto de analizar el efecto de los compuestos de
oro sobre el proceso de liberacidn de enzimas lisosomales ,
alicuotas (0,1 ml) de la suspensidn de leucocitos PMN, conte-
niendo S x 106 celulas, fueron incubadas por 30 minutos a 379
C con igual volumen de las soluciones de AF y ATMS en diferen-
tes concentraciones; los niveles estudiados de estos compues-
tos se hallaron en un rango de 0,1 a 40 pg Au/ml (0,5 a 200 pM).

El AF, con concentraciones de 0,5 a 1,0 pg Au/ml, produjo
una marcada reduccidn en los niveles de los marcadores liso-
somales (Tablas 4, 5 y 6 ). No se observd una liberacidn sig-
nificativa de la LDH, indicando la ausencia de un efecto cito-
téxico de la droga sobre las células (Tabla 7).

El ATMS, con niveles de oro similares, no mostrd una acti-
vidad inhibitoria significativa en este sistema, obteniendose

un ligero efecto con concentraciones mayores de 100 pM .
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/3-glucur0nidasa
Lisozima

Fosfatasa dcida
Lacticodehidrogenasa

® 0Ob O

COMPLEJOS INMUNES (pg/ml)

Figura 16. Liberacidn de enzimas lisosomales por leucocitos

PMN expuestos a diferentes concentraciones de CI

durante 120 minutos a 379(C.
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V& -glucuronidasa
Lisozima

Fosfatasa dcida
Lacticodehidrogenasa

"o e

TIEMPO (minutos)

fFigura 17. Liberacidn de enzimas lisosomales por leucocitos

PMN expuestos a CI (500 pg) en funcidén del tiempo

de incubacidn.
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% de la actividad

o Au/m1 wi u/ml total liberada
Control basal 42,3%3,6 19,8%1,7
Auranofin 0,2 1,0 42,5%5,6 19,8%2,7
0,3 1,5 42,2%*5,9 19,8%2,7
0,5 2,5 28,2%3,3 13,2%1,6
0,7 3,5 17,1%¥2,5 8,0%1,2
0,9 4,5 9,0%2,5 4,2%1,1
1,0 5,0 0 0
Aurotiomalato
de sodio 2 10 41,8%5,5 19,6%2,6
5 25 39,8%6,0 18,7+2,8
10 50 37,0%4,1 17,3%1,9
20 100 33,4%5,2 15,7%2,5
40 200 29,0%3,0 13,6%1,4

Tabla 4. Accidn de los compuestos de oro sobre la liberacidn

de /3 -glucuronidasa en un sistema de fagocitosis de CI.

Actividad total liberada por tratamiento con Triton

X-100 0,2 % : 213,3%20,4 U/ml .

a: p < 0,05 b:

p < 0,001
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pg Au/ml uM pg/ml % de la actividad
total liberada

Control basal 8,8%0,8 40,2%*3,5

Auranofin ' 0,2 1,0 8,810,9 40,2%4,0
0,3 1,5 8,1%1,1 37,0%5,1
0,5 2,5 6,60,4 a 30,1%4,4
0,7 3,5 5,3%0,6 b 24,0%3,0
0,9 4,5 3,6%0,2 ¢ 16,4%0,9
1,0 5,0 1,8%0,2 ¢ 8,2%1,0
1,4 7,0 0 0

Aurotiomalato

de sodio 2 10 8,8%1,0 40,2%4,0
5 25 8,620,7 39,3%3,3

10 50 7,9%0,6 36,1%2,9

20 100 7,1%0,9 32,4%4,1

40 200 6,9%0,5 31,5%2,3

Tabla 5. Accidn de los compuestos de oro sobre la liberacidn de
lisozima en un sistema de fagocitosis de CI.
Actividad total liberada por tratamiento con Triton
Xx-100 0,2 % : 21,9%*0,7 pg/ml .
a: p¢0,05 b: p<0,01 c: p<0,001
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.
ug Au/ml pmM muU/ml % de la actividad
total liberada
Control basal - - 1,6%0,1 8,2%0,6
Auranofin 0,2 1,0 1,6%0,1 8,2%0,6
0,3 1,5 1,3%0,1 6,9%0,7
0,5 2,5 1,0%0,2 5,2%1,0
0,7 3,5 0,7%0,1 ¢ 3,6%0,7
0,9 4,5 0,3%*0,2 ¢ 1,7%1,2
1,0 5,0 0,2%¢0,1 ¢ 1,0%0,5
1,4 7,0 0 0
Aurotiomalato
de sodio 2 10 1,8%0,2 9,4%0,6
5 25 1,6%0,1 8,2%0,4
10 50 1,5%0,2 7,8%0,5
20 100 1,2%0,2 6,2%0,5
40 200 0,6%*0,2 b 3,1%0,5

Tabla 6.

Accidn de los compuestos de oro sobre la liberacidn

de fosfatasa acida en un sistema de fagocitosis de CI.
Actividad total liberada por tratamiento con Triton
X-100 0,2 % : 19,2%0,9 mU/ml .

a: p<0,05 b:p< 0,01 c:p< 0,001
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pg Au/ml  pM mU/ml % de la actividad
total liberada
Control basal 1,7%0,2 0,9%0,1
Auranofin 0,2 1,0 1,7%0,2 0,9%0,1
0,3 1,5 1,9%0,2 1,0%0,1
0,5 2,5 1,9%0,2 1,020,1
0,7 3,5 1,7%0,1 0,9%0,1
0,9 4,5 1,7%0,3 0,9%0,1
1,0 5,0 2,0%0,2 1,5%0,2
1,4 7,0 1,7%0,2 0,9%0,1
Aurotiomalato
de sodio 2 10 1,6%0,2 0,8%0,2
5 25 1,7%0,1 0,9%0,1
10 50 1,8%0,1 0,9%0,1
20 100 1,8%0,1 0,930,1
40 200 1,8%0,1 0,9%0,1

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 % : 193,5%2 8 mu/ml




Esta accidn se corresponde con una inhibicidn directa de 1la
actividad enzimatica por el ATMS que tiene lugar a estas con-
centaciones .

La accidn del AF sobre la liberacidn de las enzimas liso-
somales, se mantuvo cuando los leucocitos fueron centrifugados
y lavados luego del tratamiento con el compuesto ; el ATMS en
cambio, no presentd ninguna actividad en estas condiciones,

aun con niveles superiores a 100 pM

3.2 Sistema de fagocitosis "frustrada"

Con el objeto de analizar la accidén del AF y del ATMS sobre
la liberacidén de enzimas lisosomales en ausencia del proceso
de fagocitosis, se utilizd un sistema experimental de fagocito-
sis frustrada, por exposicidn de los leucocitos PMN a CI del
tipo IgG:FR-IgM fijados a superficies no fagocitables. Este
sistema representa uno de los mecanismos fisiopatoldgicos des-
criptos para el desarrollo del proceso inflamatorio en la AR.

La Fig. 18 muestra la cinética del proceso de liberacidn
enzimdtica para diferentes cantidades de CI adsorbidas sobre
filtros Millipore, en funcidn de los niveles extracelulares de
/g—glucuronidasa. La mayor liberacidn se alcanza a los 60-120
minutos de incubacidn con niveles de 300 a 600 pg 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 5 x 106 células) fueron previamente incubados con solucio-
nes de AF y ATMS por 30 minutos a 379C, y luego depositados

sobre filtros Millipore colocados en microcdmaras de poliesti-
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Figura 18, Liberacidn de /5-glucuronidasa por leucocitos
PMN expuestos a diferentes cantidades de CI
fijados a una superficie no fagocitable
(fagocitosis frustrada) en funcidn del tiempo

de incubacidén .



reno, a los que previamente se fijaron 500 pg de CI.

La preincubacidn de los PMN con AF mostrd la accidn inhi-
bitoria del compuesto sobre la liberacidn enzimatica lisosomal,
en ausencia de un proceso de fagocitosis verdadera (Tabla 8).
Con valores entre 0,5 y 1,0 pg 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 observd
una inhibicidn del 33-79 % en los niveles de /9-glucuronidasa,
30-60 % para la lisozima, y 38-88 % para la fosfatasa dcida;
concentraciones superiores a 1,2 ug Au/ml presentaron un 100 %
de inhibicidn. Por su parte, el ATMS no demostrd efectos sig-
nificativos a estos niveles, sino a concentraciones mayores de

40 pg Au/ml

4. ACCION SOBRE LA GENERACION DE RADICALES SUPEROXIDO POR

LEUCOCITOS PMN

Los radicales superdxido producidos por las células fago-
citicas son considerados importantes mediadores de la inflama-
cidén reumatoide. El1 efecto de los compuestos de oro sobre su
produccidén por leucocitos PMN se estudid empleando los dos mo-

delos experimentales de fagocitosis de CI y fagocitosis frus-

2
duccidn del ferricitocromo c y del nitroazul de tetrazolio (NBT).

trada. La generacidn de O se analizd por los métodos de re-
El sistema de fagocitosis de CI fue similar al empleado

para el estudio de la liberacidn enzimdtica lisosomal, pero en

presencia de ferricitocromo c 0,08 mM. La exposicidn de los

leucocitos PMN a los CI produce la generacidn de radicales 02T
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% de la actividad total liberada

pg Au/ml M [ pg-glucur. [lisozima fosf. dcida
Control basal - - 22,7%1,7 |45,6%3,2 10,4%*0,9
Auranofin 0,2 1,0 23,4%2,1 |45,3%2,6 10,2%0,8
0,3 1,5 22,5%2,0 |40,622,5 8,5%0,4
0,5 2,5 17,3%1,54a|36,3%1,4 6,8%0,4 b
0,7 3,5 13,5%*0,9932,0%1,7 5,5t0,5 °
0,9 4,5 7,8%*0,6 ¢|22,6%1,6 3,8%0,2 °©
1,0 5,0 4,4%*0,2°17,6%1,0 2,1%0,1.°¢
1,4 7,0 0 0 0
Aurotiomalato
de sodio 10 50 20,3%3,2 |46,6%4,0 10,3%0,9
20 100 18,2%1,8 |43,3%2,9 8,2%0,8
40 200 14,5%1,6 |34,3%2,3 5,1%0,5

Tabla 8.

Accidn de los compuestos de oro sobre la liberacidn

de enzimas lisosomales por leucocitos PMN expuestos

a CI adheridos a una superficie no fagocitable.

a:p<0,05

b:p<0,01

c:p< 0,001
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con la consecuente reduccidn del ferricitocromo c determinada
por los cambios en la absorbancia a 550 nm (Fig. 19). La ge-

neracidn de 02' se expresa como nanomoles de ferricitocromo c

6 .
reducido por 10 <celulas. £l agregado a tubos controles de

10 pg/ml de superdéxido dismutasa, llevd a una inhibicidn del

2
La interferencia de las drogas analizadas en la reduccidn

98 % en la produccidn de O

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 reaccidn.

Los leucocitos PMN fueron incubados en medio con AF o ATMS
en diferentes concentraciones, por 30 minutos a 37¢C, previa-
mente a su exposicidn a 500 ug de CI por otros 30 minutos,

En la Tabla 9 se observa que el AF presentd una potente
accidén inhibidora; niveles de 1,0 pg Au/ml, similares a los

valores sanquineos de los pacientes tratados con el compuesto,
2 .
En forma similar que con la liberacidén enzimatica, el ATMS no

produjeron un 70 % de inhibicidén sobre la produccidn de O

presentd efectos inhibitorios a estas concentraciones, requi-

riendose niveles de 100 uM para producir un 17 % de inhibicidn.
2
do por el lavado de las células luego del tratamiento con el

£l efecto sobre la produccidn de O del AF no fue reverti-

compuesto. Cuando los PMN, luego de la exposicidén al AF, fueron
centrifugados y lavados por tres veces, resuspendidos en medio

fresco y luego adicionados a los CI, la accidn inhibitoria

,  se conservd (Fig. 20).

sobre la produccidén de O
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Figura 19. Generacidn de radicales superdxido por leucocitos
PMN durante la fagocitosis de CI . Las células
fueron incubadas durante distintos tiempos con
diferentes concentraciones de CI, en presencia

de ferricitocromo c 0,08 mM .
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Ferricitocromo c reducido

nanomoles por

A ’
He u/ml wr 106 celulas

% inhibicidn

Control basal 7,83%0,17

Auranofin 0,25 1,25 5,50%0,32 c 29,7
0,5 2,5 3,60%0,29 ¢ 54,0
1,0 5,0 2,34%0,28 ¢ 70,1
2,0 10,0 1,26%0,46 ¢ 83,9
5,0 25,0 0 100,0

Aurotiomalato

de sodio 1,0 5,0 ?7,76%*0,38
5,6 25,0 7,80%0,19

10,0 50,0 7,61%0,20 3,0

20,0 100,0 6,50%0, 22 17,0

Tabla 9. Accidn del AF y del ATMS sobre la produccidn de
radicales superdxido durante la fagocitosis de CI
por leucocitos PMN. Compuestos de oro presentes
durante el proceso de fagocitosis.

c: p<0,001
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Figura 20. Inhibicién por el AF de la reduccidn del
ferricitocromo c durante la fagocitosis de
CI.. Los leucocitos fueron incubados por 30
minutos en medio con o sin droga,y luego la-
vados tres veces y resuspendidos en medio

fresco,antes del agregado de los CI.

2: p<0,01 *: p<0,001
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Otro método utilizado para la determinacidn de la genera-
cidén de radicales 027 se basd en la reduccidn del nitroazul
de tetrazolio (NBT) a formazdan, el que se detecta en los ex-
tractos piridinicos de las células. La reduccidn del N8BT

mostrd ser igualmente sensible a la accidn del AF(Fig. 21).

con un 77 % de inhibicidn para una concentracidn de 1,0 pg Au/ml

La exposicidn de los PMN a CI fijados a superficies no fa-

2
se produzca una fagocitosis verdadera (Fig. 22). Cuando las

gocitables, da lugar a la generacidn de radicales O sin que
células fueron incubadas con diferentes concentraciones de AF,
se observd nuevamente la accidn inhibitoria sobre la produccidn
de 027, en forma independiente del proceso de fagocitosis
(48 % de inhibicién con 1 pg Au/ml) (Tabla 10) .

La presencia en el medio de incubacidn de ditiotreitol(DTT)

10_3 M, produjo un blogueo total de la accidén inhibitoria del

AF sobre la produccidn de 02T (Fig 23); el DTT solo no afectd

5 en tubos controles.

la generacidn de O

Con el objeto de analizar si la accidn del AF era especifi-
ca sobre la estimulacidn por CI, a través de los receptores
para Fc, o involucraba también otro tipo de estimulos, se estu-
did su efecto sobre PMN expuestos a dos diferentes agentes in-
ductores de la produccidn de radicales 027 .Se utilizaron el
tripéptido f-MLP, producto quimiotdctico con capacidad de in-
ducir la liberacién de enzimas lisosomales y la generacidn de
027y el acetato de forbol miristato (PMA); se ha demostrado

que estos compuestos producen su accidn a través de receptores

diferentes (Lehrer R.I. y col., 1981)
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Figura 21. Accidn inhibitoria del AF sobre la reduccidn
del NBT durante la fagocitosis de CI
a) Los PMN fueron 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.

#: p<o,02 *: p< 0,001
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Produccidn de radicales superdxido por leucocitos
PMN expuestos por diferentes tiempos a 500 ug de
CI fijados a un filtro Millipore (fagocitosis

frustrada)
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Ferricitocromo c¢ reducido
nangmoles por . e s s
pug Au/ml  pM 108 células % inhibicidn
Control basal 4,20%0,30
Auranofin 0,25 1,25 3,50%0,36 16,7
0,5 2,5 2,80%0,23 33.1
1,0 5,0 2,18%0,30 48,1
2,0 10,0 1,54%0,32 63,3
5,0 25,0 0 100,0
Aurotiomalato
de sodio 1,0 5,0 4,27%0,46 0
5,0 25,0 4,20%0,32 0
10,0 50,0 4,10%0,62 2,3
20,0 100,0 3,71%0,28 11,7

Tabla 10. Accidn del AF y del ATMS sobre la produccidn de

radicales superdxido por leucocitos PMN expuestos

a CI fijados a una superficie no fagocitable.

a: p<0,0S b: p«<0,01
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Figura 23.

Efecto blogueante del ditiotreitol sobre la

accidn inhibitoria del AF
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£1 AF actud inhibiendo la respuesta de los PMN a los dos
diferentes estimulos (Fig. 24), obteniendose un 56 % de inhi-
bicidn con concentraciones de 0,12 pg Au/ml para el sistema

con f-MLP, y 0,9 pg Au/ml para la estimulacidn con PMA .

Paralelamente a la activacidn del metabolismo del oxigsno,
los PMN generan quimioluminiscencia (QL), probablemente a tra-
vés de la generacidn de oxigeno singulete, radicales hidroxi-
lo y grupos carbonilo . Estas sefiales pueden ser amplificadas
en presencia de luminol, pudiendo cuantificarse la QL produci-
da como respuesta al estimulo que origina la activacidn.
Empleando PMA, considerado como el mas potente agente estimu-
lador de la QL, se estudidé la accidén del AF sobre su produc-

, el AF

2
produjo una depresidén de la QL (Fig. 25), obteniendose un 80 %

« 7/ I3 . . 7
cidén; en forma similar que con la generacion de O

de inhibicidén con 1,5 pg Au/ml

5. ACCION SOBRE LA CITOTOXICIDAD CELULAR DEPENDIENTE DE

ANTICUERPO (CCDA)

En este estudio se evalud el efecto "in vitro" gue ejercen
los compuestos de oro sobre la capacidad citotdxica de 1los
linfocitos humanos enfrentados con un sistema blanco de eritro-
citos de pollo sensibilizados con anticuerpos anti-eritrocitos
de pollo., Los linfocitos, obtenidos de donantes normales por
centrifugacidén en gradientes de Ficcol-Hypaque, fueron incuba-
dos por 30 minutos a 379C 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 reaccidn
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Figura 24. Accidn inhibitoria del AF sobre la produccidn de

radicales superdxido por leucocitos PMN estimulados

con f-MLP y PMA .
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Figura 25. Accidn inhibitoria del AF sobre la generacidn
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de 1,5 ml; todas las experiencias se efectuaron con duplicados.

El efecto de diferentes concentraciones de AF y ATMS sobre
la CCDA se observa en la Tabla 11. Niveles superiores a 0,3
pug Au/ml de AF producen una significativa inhibicidn de 1a
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 pg Au/ml presentaron un efecto estimulante de
la accién tdxica, sin afectar la liberacidn inespecifica de
51Cr. Los resultados fueron similares cuando los linfocitos,
luego de la preincubacidén con la droga, fueron lavados tres
veces con medio antes de su adicidn al sistema de CCDA.

E1 ATMS, estudiado aln a mayores concentraciones (100 uM),
no afectd significativamente la accidn citotdxica de los lin-

focitos .
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% del
pug Au/ml  pMm % CCDA ~ontrol
Control basal 29,8%0,6 100
Auranofin 0,1 0,5 34,0¥0,9 b 114
0,2 1,0 33,0%£0,9 a 111
0,3 1,5 26,3%1,0 a 88
0,5 2,5 18,8%1,6 c 63
1,0 5,0 8,1%1,1 ¢ 27
2,0 10,0 0 0
Aurotiomalato
de sodio 1,0 5,0 31,0%1,2 104
5,0 25,0 30,6%2,3 103
10,0 50,0 28,7%1,7 96
20,0 100,0 29,9%1,3 100

Tabla 11. Accidén de los compuestos de oro sobre la
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo

a: p<0,02 b: p<0,D0 c: p<0,001



II. ESTUDIOS "IN VIvVO"

6. ACCION SOBRE EL METABOLISMO DEL COLAGENO EN RATAS CON
ARTRITIS ADJUVANTE (AA)

£l metabolismo del tejido conectivo incluye, bajo condicio-
nes fisioldgicas, procesos de formacién y reabsorcidn de cold-
geno. Este sistema metabdlico, generalmente muy reducido, se
torna muy activo en ciertas condiciones patoldgicas. Asi, la
invasidn por la sinovial de tenddn, cartilago y hueso que se
produce en la AR, esta acompafiada por un incremento del meta-
bolismo del coldgeno, un indice del cual es la excrecidn uri-
naria de hidroxiprolina. Se ha demostrado que los incrementos
de la excrecidn urinaria de hidroxiprolina en la fase aguda de
la artritis adjuvante se deben a una mayor degradacidn del co-
ldageno.

Para estudiar la a¢cidn de la auroterapia sobre el metabolis-
mo del coldgeno,se analizd el efecto de su aplicacidn en ratas
con artritis adjuvante(AA), evaluando los niveles de hidroxi-
prolina urinaria (OHPro U) y de la fosfatasa alcalina dsea.

La AA fue inducida por la administracidn intradérmica de
0,1 ml de una suspensidn 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 canula pldstica ; el
ATMS en dosis de 0,1 ml en solucidén fisioldgica, fue inyectado

intramuscularmente en el muslo derecho trasero .
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Figura 26. Ratas con artritis adjuvante (lesidn secundaria)




Las drogas fueron administradas diariamente durante cuatro
semanas, comenzando el dia 14 luego de la inyeccidn del ad-
juvante, durante la lesidn secundaria de la afeccidn.

Los animales fueron colocados por periodos de 24 hs una
vez por semana en jaulas metabdlicas 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 dsea. Los resultados de
OHPro U se expresan como mg OHPro por g de creatinina, para
evitar distorseiones 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
AA sin tratamiento , grupo 2: ratas con AA tratadas con Af ,y
grupo 3: ratas con AA tratadas con ATMS

La administracidn tanto de AFf como de ATMS a las ratas con
AA, provocd una significativa reduccidén en la excrecidn de
OHPro urinaria respecto al grupo control ; este efecto se obser-
v6 a partir de la primer semana de tratamiento (Fig. 27) .

De igual forma, el incremento de la fosfatasa alcalina Osea
que se produce en la AA durante la lesidén secundaria, fue inhi-
bido por las dos drogas ; la disminucidn fue significativa a
partir de la 39 semana . £l efecto de ambos compuestos fue de
similar nivel, tanto sobre la excrecidén de hidroxiprolina como

en los niveles de fosfatasa alcalina désea (Fig. 28).
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(pre-Aa) SEMANAS
Figura 27. Excrecidén urinaria de hidroxiprolina en ratas

con AA tratadas con AF o ATMS durante cuatro
semanas a partir del dia 14 luego de la
induccidn de la artritis.

9: p< 0,01 *: p<0,001 respecto al grupo

control .
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—
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(pre-AA)

Figura 28.

basal 1 2 3 4
AR SEMANAS

Niveles de fosfatasa alcalinma dsea en ratas
con AA tratadas con AF o ATMS durante cuatro
semanas a partir del dia 14 luego de la
induccidn de la artritis.

9: p<0,01 respecto del grupo control
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7. ACCION SOBRE LA RESPUESTA INMUNE EN LA ARTRITIS REUMATOIDE

Con el objeto de estudiar el efecto de los compuestos de
oro sobre algunos aspectos centralaes de la respuesta inmune
humoral y celular involucrados en la fisiopatologia de la in-
flamacidn reumatoide, se encard el andalisis de la evolucidn de
los parametros relacionados con esa respuesta en pacientes ba-
jo tratamiento.

Los analisis de la inmunidad humoral y de las funciones
celulares se efectuaron en 28 pacientes de AR tratados con AF.
Fueron divididos en cuatro grupos de 7 pacientes cada uno ,
administrandose difzrentes dosis grupo A: 2 mg/dia , grupo B:
4 mg/dia, grupo C: 6 mg/dia , y grupo D: 9 mg/dia , por un
periodo de tres meses. Durante el tratamiento se evalud sema-
nalmente la evolucidén de los pardmetros clinicos y humorales,

asi como las caracteristicas de absorcidn y excrecidn del oro.

7.1 NIVELES DE ORO EN SANGRE Y ORINA

Los niveles de oro en sangre, determinados por espectrofo-
tometria de absorcidn atdmica, mostraron un incremento en fun-
cidén del tiempo de administracidn del compuesto (Fig. 29), en
forma proporcional a la dosis suministrada. La continuidad
del tratamiznto no provoca nuevos incrementos en los niveles
de oro sanguineos, 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 excrecidn urinaria del oro tuvo lugar en corre-
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Figura 29 . Niveles de oro en sangre durante la administracidn
de diferentes dosis de AF a pacientes de AR.

Cada punto representa el valor medio de cada grupo.
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Figura 30. Excrecidn urinaria del oro durante la adminis-

tracidn de diferentes dosis de AF a pacientes

de AR
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lacién con los niveles obtenidos en sangre (Fig. 31).

Los valores medios de oro en sangre a los tres meses de
tratamiento se hallaron entre 0,40%*0,08 pg Au/ml para el gru-
po A (2 mg/dia) y 1,0120,14 pg Au/ml para el grupo D (9 mg/dia);
estos niveles son inferiores a los obtenidos usualmente con la
administracidén de ATMS, con el que se alcanzan concentraciones
de 3 a 4 pg Au/ml con una dosis de 50 mg/semana luego de dos

meses de tratamiento.

7.2 DISTRIBUCION DEL ORO EN SANGRE

7.2.1 Asociacidn a eritrocitos

Un aspecto de importancia a evaluar en la farmacodinamia
de los compuestos de oro es la distribucidén del mismo con res-
pecto a los elementos sanguineos. Para el ATMS, varios estudios
han determinado que el oro se une en muy pequefia cantidad a los
eritrocitos y leucocitos, siendo los niveles de oro en sangre
aproximadamente igual a la mitad de los niveles en suero
(Smith P.M. y co0l.,1973; GCottlieb N.L. y col.,1980; walz D.T.

y col., 1980; Pendersen S.M. y col., 1980) .
En funcidn de las diferentes propiedades del AF, se analizd
la distribucidn del Au en sangre durante Su administracidn a
pacientes de AR para distintas dosis y tiempos de tratamiento.
Para ello se estudiaron los grupos con dosis de 4 y 6 mg/
dia de AF, a los que se continud su administracidén por el tér-
mino de un afio, determinandose los niveles de oro en sangre y

en suero, asi como el hematocrito correspondiente
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Figura 31. Correlacidn entre los niveles de oro en sangre
y orina durante la administracidn de diferentes

dosis de Af a pacientes de AR .
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El porcentaje de oro asociado a los eritrocitos se calculd
como % Au unido= 100 -{Au suero/Au sangre)(100-Hto) . En la
Fig. 32 se presentan los niveles de oro en suero y en sangre
para los dos grupos de pacientes, en funcidn del tiempo de
administracidn; a diferencia con el ATMS, los nivelzs de oro
en sangre fueron mayores o0 iguales que en suero.

Los porcentajes de oro asociado mostraron valores promedio
de 51,9%1,0 % para el grupo de 4 mg/dia, y 52,1%¥1,5 % para el
de 6 mg/dia. No se observaron diferencias significativas en
los porcentajes de asociacidn en funcidn del tiempo de admi-
nistracidn a lo largo del afio de tratamiento, ni por la dosis

suministrada (Tabla 12) .

7.2.2 Asociacidén a proteinas

Para evaluar la distribucidn del oro en las proteinas
séricas durante la administracidn 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 pg Au/ml.

Los resultados obtenidos (Tabla 13) indican un esquema de
unidn similar al encontrado para el ATMS (Lorber A. y col.,
1972; Danpure C.J. y c0l.,1979), con un transporte preponde-

rante por la albuimina.

7.3 PARAMETROS CLINICOS E INFLAMATORIOS

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 AR bajo tratamiento con AF durante un afio.

A: 6 mg/dia B: 4 mg/dia



% de Au asociado
Dosis
Mes 4 mg/dia 6 mg/dia
2 54,7%2,8 55,3%3,8
4 50,56, 4 53,5%5,2
6 49,5%4,3 52,3%3,8
2 55,4%4,7 45,5%4,6
10 51,8%1,7 50,3%3,2
12 49,8%4,4 55,7+7,3
Tabla 12, Porcentaje de oro asociado a los eritrocitos

en pacientes de AR bajo tratamiento con AF

durante un afo .



-138-

Fraccidn Concentracidn ug Au por Distribucidn
Proteica (g/100 ml) mg proteina del Au (%)
Albdmina 2,86 0,017 81,8
d1—globulina 0,36 0,008 4,8
dz—globulina 0,83 0,005 6,9

f+ ¥-globulinas 1,95 0,002 6,5
Tabla 13. Distribucidn del oro "in vivo" en las distintas

fracciones proteicas del suero durante la admi-

nistracidon de AF .
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evaluados clinica y humoralmente cada semana. La mejoria cli-
nica se manifestd al primer mes de tratamiento, con un decre-
cimiento en el nimero de articulaciones inflamadas y dolorosas
asi como en la duracidn del entumecimiento matinal. Esta mejo-
ria fue méds 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 inflamacidn presentaron una
caida significativa respecto de sus valores previos al trata-
mianto. En la Fig. 34 se observan los descensos en los valores
de la velocidad de eritrosedimentacidn y de la proteina C reac-
tiva, para los cuatro grupos de pacientes, reflejando la dismi-
nucidn del proceso inflamatorio.

Cambios muy significativos se observaron en el andlisis de
las proteinas séricas; las & 0™ Y ¥ -globulinas presentaron
un marcado descenso al cabo del tratamiento. Asi, para los
grupos C y D, partiendo de valorzs iniciales de ¥ -globulina
de 2,27%*0,17 g/100 ml y 2,11%*0,16 g/100 ml, se obtuvo una dis-
minucidn a concentraciones de 1,66%0,05 g/100 ml y 1,58%0,11
g/100 ml respectivamente, valores éstos que se hallan dentro
del rango normal (Tabla 14). En forma similar, se produjo una
normalizacidn de los niveles de la Nz—globulina (inicial: 1,02
*0,13 g/100 ml y 1,01%0,08 /100 ml, final: 0,67%0,06 g/100 ml
y 0,74%0,09 g/100 ml, para los grupos C y D respectivamente)
(Tabla 15) . En la Fig. 35 puede observarse la variacidn de
estos pérémetros respecto a su valor inicial, en funcidn del
tiempo de tratamiento, destacandose los grupos C y D por una
raspuesta mas temprana y significativa. Paralelamente se obtu-

vo un incremento en los niveles de la albumina, con la consi-
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Figura 33. Efecto de la administracidn de distintas dosis de

AF sobre los indices clinicos de la enfermedad.
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¥ -globulina g/100 ml
Grupo
Semana A 3 C D
2 mg/d 4 mg/d 6 mg/d 9 mg/d
8] 2,09%p,24 .2,16%0,13 2,27:0,17 2,1110,16
1 1,99%0,24 2,06%0,14 2,24%0,16 2,01%0,18
2 2,01%0,20 2,07%0,12 2,050,114 1,94%0,20
3 1,97%0,22 1,99%0,11 1,87%0,12 1,88%0,18
S 2,000,290 1,94%0,12 1,87x0,10 1,790,117
7 2,01%0,19 1,89%0,10 1,7920,12 1,710,117
9 1,99%0,24 1,86%0,14 -1,68%0,N9 1,700,119
12 1,94%0,19 1,85£0,17 1,66%0,05 1,58%0,11
b b c
Tabla 14. Niveles de U-globulina durante la administracidn

de diferentes dosis de AF a pacientes con AR.

0,90-1,60 g/100 ml

Rango normal

b: p<0,005

c: p<0,001
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qz-globulina g/1DD ml
Grupo
Semana A B ¢ D
2 mg/d 4 mg/d 6 mg/d 9 mg/d

0 0,96%0,06 "0,82%0,04 1,02%0,13 1,01%0,08
1 0,90%0,06 0,812%0,05 1,02%0,12 1,01%0,10
2 0,94%0,07 0,81%0,05 0,96%*0,13 0,89%0,05
3 0,93%0,06 0,76%0,07 0,83%0,10 0,82%0,05
5 0,91%0,05 0,74%*0,06 0,82%0,07 0,78%0,05
7 0,89%0,04 0,69%0,05 0,71%*0,08 0,83%0,05
9 0,91%0,07 0,74%*0,05 0,59%0,06 0,82%0,06
12 0,87%0,08 0,74*0,03 0,67:0,06 0,74%0,09

a a

Tabla 15.

Niveles de 0(2-globulina durante la administracidn

de diferentes dosis de AF a pacientes con AR .

0,40-0,70 g9/100 ml

Rango normal

a: p<G0,05
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guiente normalizacidn de la relacidn albimina/globulinas

(A/G) (Tabla 16)

7.4 NIVELES DE TNMUNOGLOBULINAS Y COMPLEMENTO

Las tablas 17, 18 y 19 presentan los valor=s medios de
las concentraciones de IgG, IgM e IgA para los diferentes
grupcs antes y durant=z el tratamiento con AF, determinados
por inmunodifusidn radial en agar. El1 mayor efecto de la ad-
ministracidn del compuesto se observd sobre la IgG, registran-
dose un descenso signiicativo respecto de su valor inicial
en los grupos B,C y D . Con las dosis de 6 y 9 mg/dia se
obtuvo un 26 % de disminucidn respecto a los valores basales
(Fig. 36) . Con estas mismas dosis, la TIgA presentd a su ve:z
un descenso del 14 % . Para la IgM no se encontraron cambios
significativos, si bien los valnres medios iniciales se halla-
ron dentro del rango normal.

Los niveles séricos del componente C3 del complemento
mostraron una disminucidn con el tratamiento con AF, la que

fue significativa en los cuatro grupos de pacientes (Tabla 20).

7.5 FACTORES REUMATOIDES Y COMPLEJOS INMUNES

£l factor reumatoide IgM fue uno de los pardametros més
sensible a la terapia con Af, presentando una reduccidn signi-
ficativa en todos los grupos, en un rango del 36 al 53 % con
respecto al valor inicial (Fig. 37).

£l estudio del FR-IgG por inmunoadsorzidn sobre IgG geli-

ficada reveld también un importante descenso para los grupos
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Relacidén A/G
Grupo
Semana A 8 c b
2 mg/d 4 mg/d 6 mg/d 9 mg/d
0 1,00£0,15 0,96%0,06 0,72x0,11 0,69x0,06
1 0,97%0,11 1,03%0,06 0,71%0,11 0,74%*0,04
2 1,00%0,10 1,01%0,06 0,78%0,10 0,83%0,05
3 0,97%0,09 1,04%0,07 0,830,111 0,94x0,07
S 0,88%*0,05 1,09%0,07 0,91%0,08 0,96%0,10
7 0,85%0,04 1.13%0,08 1.02%0,009 0,89+0,07
9 0,91%*0,08 1,11%0,08 1,05%0,13 0,93%*0,07
12 0,98x0,13 1,07+£0,07 1,02%x0,10 1,07+0,08
b c

Tabla 16. Relacidn Albdmina/Globulinas (A/G) durante la
administracidn de diferentes dosis de AF a pa-
cientes con AR

b: p< 0,01 c: p<0,001
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Igc (mg/100 ml)
Semana Grupo
A B C D
2 mg/d 4 mg/d 6 mg/d 9 mg/d
0 1849109 1609%43 1952%197 1813%£133
1 1851%124 157438 1947187 1737%130
2 1827111 1623%46 1790133 1543192
3 1836%130 160744 1597%100 14832106
5 1804198 1554248 1517272 1430299
7 1817£93 1511%51 1637%94 143297
9 1807%110 1484%67 1545184 1378297
12 1639156 1429245 1383%£50 1383+68
b b a
Tabla 17 Niveles de IgG durante la administracidn de di-

ferentes dosis de AF a pacientes con AR.

Rango normal

a.

p<0,02

1400-1700 mg/100 ml
b: p< 0,01
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IgMh (mg/100 ml)
Grupo
Semana A 8 C D

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

0 160%22 200%28 138%16 16815
1 163222 197123 145%20 172%17
2 168%22 211334 141122 161%12
3 160%23 184%25 141215 148112
5 16524 201%30 135%17 165%16
7 163225 173218 155223 135131
9 16024 188127 141216 166125
12 154226 187125 16218 151222

Tabla 18, Niveles de IgM durante la administracidn de di-
ferentes dosis de AF a pacientes con AR.

Rango normal: 50-350 mg/100 ml
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IgA (mg/100 ml)
Grupo
Semana A 8 C 0
2 mg/d 4 mg/d 6 mg/d 9 mg/d
0 507%35 474%26 297142 289124
1 512%34 469%24 286%48 277%28
2 503%35 487%249 284151 305%22
3 503%35 472224 310151 299130
5 492134 471%25 299150 297%25
7 481%35 463%23 28151 282%28
9 499441 46023 29141 281425
12 452%46 446122 244+40 259%20
a b

Tabla 19. Niveles de IgA durante la administracidén 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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Figura 36. Efecto de la administracidn de diferentes dosis

de AF sobre la IgG sérica
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C3 (mg/100 ml)
Grupo
Semana A 8 C D
2 mg/d 4 mg/d 6 mg/d 9 mg/d
0 18319 185%13 162210 1982%6
1 18218 183%13 160%15 190%8
2 176%9 176%13 15710 18217
3 167213 151214 147%11 145%6
5 154%11 145%9 141213 159%7
7 149%8 148211 135210 150%7
9 15149 145%9 13010 138%11
12 14349 139%9 11548 138%13
b b c c

Tabla 29. Niveles del fragmento C, del complemento durante

3
la administracidn de diferentes dosis de AF a
pacientes con AR .

Rango normal: 60-200 mg/100 ml

b: p<0,01 c: p< 0,001
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Figura 37. Efecto de la administracién de diferentes dosis

de AF sobre el FR-IgM .
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B, C y D, con una disminucidén del 30, 26 y 49 % respectivamen-
te, de sus valores iniciales (Fig. 38) .

Dado el papel relevante que desempefian los CI IgG:FR
en el desarrollo del proceso inflamatorio, se analizd la
evolucidn de sus niveles circulantas durante el periodo de
tratamiento; para ello se utilizd su capacidad de unidén a la
fraccidn C1q del complemento. Con las dosis mayores, de 6 y
9 mg/dia, se alcanzd con la administracidn del AF, un descen-
so del S0 % respecto a los niveles basales previos al trata-

miento (Fig. 39) .

7.6 0(1—ANTITRIPSINA

La actividad de varias de las proteasas de los PMN, inclu-
yendo las contenidas en los granulos lisosomales, estd regula-
da por ® -globulinas inhibidoras, principalmente la 0(1—anti-

tripsina ( M1—AT) y la ol_-macroglobulina. La ® ,-AT es un

2
inhibidor critico de estas enzimas, que incluyen las proteasas
neutras, elastasa y colagenasz, desempefiando un roi regulato-
rio central de su actividad.,.

Se ha observado (Svendlung H.A.y col.,1974) que la 0(1~AT
se halla significativamente aumentada en suero y liquido sino-
vial de pacientes con AR. Este incremento de su concentracidn,
que acompafia al proceso inflamatorio, se originaria como res-
puesta a la liberacidn de esnzimas lisosomales.

Para analizar el efecto de la administracidn de AF en pa-

cientes de AR sobre la <¥1-AT, se determinaron sus niveles por

inmunodifusidén radial, antes y durante el periodo de tratamiento.
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Figura 38. Efecto de la administracidn de AF en distintas

dosis, sobre los niveles de FR-IgG .

#: p<o0,02 °2: p< 0,01
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Efecto de la administracidén de AF en diferentes
dosis sobre los niveles de complejos inmunes
circulantes determinados por unidn a Cl1q .

# : p<0,025 9 : p<0,05 * : p< 0,001
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£l valor medio inicial para estos pacientes fue de 337123
mg/100 ml, significativamente elevado (p < 0,001) respecto a
un valor medio de 205%16 obtenido en un grupo control de 20
individuos normales (Fig. 40) . Luego de la administracidn
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 ORO EN SANGRE

Los descensos de los distintos pardmetros estudiados fue-
ron analizados en funcidn 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 observd una correlacidn 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 : eritrosedimentacidén (r: 0,27, p < 0,001),
Nz-globulina (r: 0,47, p<0,001), relacidén A/G (r: 0,79 ,
p<G0,001), IgG (r: 0,60, p<0,001), FR-IgM (r: 0,44, p<0,001),
y N}—AT (r: 0,34, p<0,05) .

7.8 QUIMIOTAXIS Y FAGOCITOSIS. ACCION "IN VIVO"

Dado el papel relevante que desempefian en el proceso in-
flamatorio los leucocitos PMN, en funcidn de su capacidad de
quimiotaxis y fagocitosis, se analizd el efecto del AF sobre

estas actividades en pacientes bajo tratamiento.
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o ,-antitripsina (mg/100 ml)
Grupo
S

emana A B c
2 mg/d 4 mg/d 6 mg/d
0 31928 297%13 396123
4 298%38 254%14 392%15
8 242+38 233%23 315%24
12 245+£35 214%19 269%30

a b [

Tabla 21. Efecto de la administracidén de AF sobre los
niveles de la N’1—antitripsina en pacientes
de AR .
a: p<0,05 b: p<0,01 c: p<0,001



-159-

£l grupo estudiado comprendid 10 pacientes , con una dosis

de 6 mg/dia por tres meses. Las funciones de quimiotaxis y
fagocitosis se analizaron con la misma metodologia empleada
para los estudios "in vitro", utilizando la mezcla de caseina
y suero como agente quimioatractante, y eritrocitos opsoniza-
dos para la induccidn de eritrofagocitosis.

El indice quimiotdctico determinado para el grupo de pa-
cientes de AR fue de 220%*12, frente a un valor de 320%f20 ob-
tenido con los controles normales (p <0,001) (Fig. 41). La
administracidn de AF produjo un incremento de la actividad
quimiotdctica, encuadrandose dentro de los valores normales
a partir del 22 mes de tratamiento.

Por otra parte, el estudio de la actividad fagocitica no
presentd diferencias significativas en los pacientes de AR
con respecto al grupo control normal (Fig. 42). Sin embargo,
el tratamiento con AF indujo una inhibicidn de los porcentajes
de eritrofagocitosis al cabo de los tres meses de administra-

cidén del compuesto .

7.9 CITOTOXICIDAD CELULAR DEPENDIENTE DE ANTICUERPO. ACCION
"IN vIvO"©

Ha sido descripto previamente (Isturiz M.A. y col.,1976),
que la CCDA se halla deprimida en los pacientes con AR, pos-
tulandose el bloqueo de los receptores para fc por los CI cir-
culantes, como el origen de esta disminucidn.

En funcidén de los resuliados observados "in vitro" con el

AF, y de la disminucidn de los niveles de CI circulantes
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provocada por la administracidén del compuesto, se analizd la
accidén "in vivo" del AF sobre la CCDA en AR.

El estudio se efectud en el grupo de 10 pacientes que re-
cibieron 6 mg/dia de AF durante tres meses; los linfocitos
fueron obtenidos y procesados en forma similar que para los
estudios "in vitro". En forma paralela se analizd un grupo de
10 donantes normales.

Los valores de la CCDA obtenidos en los pacientes de AR
confirman que ésta se halla por debajo de los valores norma-
les (Fig. 43), con un valor medio de 19,7%1,9 % frente a
35,0%3,1 % del grupo control (p< 0,001) .

La administracidn de AF produjo un significativo incre-
mento de los valores de la CCDA hacia los niveles normales;
esta normalizacidén de la CCDA se produjo al primer mes de tra-

tamiento, conservdndose a los tres meses del mismo .
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DISCUSION

La iniciacidn 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 cri-
tico en el desarrollo de estas reacciones.

En la AR, los procesos inmunoldgicos desempefian un impor-
tante papel en la patogénesis y mantenimiento de la inflama-
cidén crdnica de las estructuras sinoviales.

De los numerosos tratamientos utilizados para la AR en los
Gltimos afios, la auroterapia ha obtenido un lugar preponderan-
te por su accidn eficaz como agentes remititivos. El desarro-
llo mds reciente de un compuesto capaz de ser administrado en
forma oral, contribuyd a proveer un perfil farmacocinético
mds controlable.

Se acepta en general que la inhibicidn de la inflamacidn
reumatoide por diversas drogas se debe a un sinergismo de nu-
merosos y distintos componentes de accidén, y no a una simple
propiedad bédsica de los agentes antirreumdticos.

El mecanismo de accidn por el cual los compuestos de oro
producen los efectos antiinflamatorios, antirreumdticos 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 accidn se ejerceria a través de diferentes
mecanismos efectores, inmunes y no inmunes, que participan en

la iniciacidn y perpetuacidn del proceso inflamatorio .



-165-

£l importante rol desempefiado por los leucocitos PMN en
la iniciacidn de las reacciones inflamatorias y en la respuss-
ta inmune, sugiere la posibilidad de que parte de la efectivi-
dad terapéutica de los compuestos de oro en la AR pueda resul-
tar de su capacidad de interferir con las funciones de estas
células.

€1 papel de los PMN en la patogénesis de la AR depende de
la acumulacidn de las células en el sitio de la lesidn poten-
cial, de la descarga selectiva de enzimas lisosomales, y de
la activacidn del metabolismo oxidativo con produccidén de mo-
léculas altamente reactivas. Estos productos pueden dafiar los
tejidos circundantes y amplificar las reacciones inflamatorias
a través de interacciones con otros sistemas mediadores de la
inflamacidn.

£l efecto de los compuestos de oro podria estar entonces
relacionado en parte, con la reduccidn del ndmero de PMN que
infiltran los tejidos, y con el decrecimiento de la liberacidn
de esas sustancias, evitando su accidn tdxica tisular.

Como se sefiald anteriormente, una funcidn fundamental de
los PMN es la Fagocitosis y la digestidn de material extrafio.
Aunque esencialmente una funcidn benéfica, en los pacientes
con AR la fagocitosis de CI puede llevar a la liberacidn de
materiales téxicos, con el consecuente dafio a los tejidos.

Con el fin de evaluar la influencia de los compuestos de
oro sobre la actividad fagocitica de estas células, se analizd
su efecto sobre un sistema "in vitro" de eritrofagocitosis;
de esta forma se observd una neta accidn inhibitoria sobre

esta funcidn .



En el caso del AF este efecto se obtuvo con concentracio-
nes similares a las obtenidas en sangre durante su administra-
cidn por via oral. La accidn del ATMS fue mds reducida, requi-
riendo mayores niveles para ser significativa; esta diferen-
cia, que se obtuvo también al estudiar otras funciones de los
PMN, estaria dada por las distintas caracteristicas estructu-
rales de estos compuestos, fundamentalmente en lo que se re-
fiere a liposolubilidad y carga idnica.

Al analizar su efecto en pacientes bajo tratamiento (Fig.
42), el AF indujo también una disminucidén de la capacidad fa-
gocitica. Estos resultados se hallan en concordancia con los
observados por otros autores con el ATMS (Jessop J.D. y col.,
1973, Vernon-Roberts B.,1979 ), analizando la fagocitosis de
PMN y macréfagos en AR por la técnica de la "ventanilla cutd-
nea” con particulas de carbdn; en estos trabajos se observd
una reduccidn de la fagocitosis por ambos tipos de células
luego de la administracidn de ATMS por varias semanas.

Como la incorporacidn de CI por las células fagociticas
representa un factor primordial en la iniciacidn de los episo-
dios de inFlamaciénvarticular en la AR, la supresidn de la
fagocitosis por los compuestos de oro representaria una pro-

piedad muy importante de estas sustancias .

Otra funcidn relevante de los PMN en su participacidn
como células inflamatorias, es la quimiotaxis. Esta propiedad
involucra la migracidn activa y direccional de las células
con actividad inflamatoria hacia un gradiente de sustancias

que las atraen al sitio de inflamacidn



En la articulacidn artritica, estos quimiocatractantes pueden
comprender uno o mas componentes del complemento, productos

de los sistemas de quininas y coagulacidn, productos de degra-
dacidn de tejidos o metabolitos del dcido araquiddnico.

Mowat A.G. y col. (1971) determinaron la existencia de
una deficiencia en la quimiotaxis de PMN obtenidos de pacien-
tes con AR, si bien este defecto no se hallaba en correlacidn
con la actividad de la enfermedad . Como un mecanismo respon-
sable de este déficit de la quimiotaxis se propuso una inges-
tidn previa de CI por las células, con una consecuente dismi-
nucidn de las fuentes de energia requerida para la actividad
metabdlica y la respuesta al estimulo quimiotdctico.

Por otra parte, esta disminucidn de las funciones de los
PMN podria ser la base de la alta incidencia de infecciones
observada en pacientes de AR.

Algunos trabajos sobre la accidén del ATMS sobre esta fun-
cidn leucocitaria han reportado tanto la ausencia de un efecto
significativo (Baum J.,1975) como la reduccidén de los indices
quimiotdcticos en concentraciones de 1 a 100 pg Au/ml (Ho P.P.
K., y col.,1978) .

En el estudio de la accidn "in vitro" sobre los PMN, se
observé que ambos compuestos ensayados (AF y ATMS) produjeron
una inhibicidn significativa de la actividad quimiotdctica.
Este efecto inhibitorio se alcanzd con concentraciones de Au
comprendidas dentro del rango terapéutico obtenido en sangre
con su administracién (0,5-1,0 pg Au/ml para el AF, 0,5-5,0
pg Au/ml para el ATMS). Esta inhibicidn de la quimiotaxis

podria conducir a una reduccidn en la velocidad de eliminacidn
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de los CI y la subsecuente liberacidn de factores tdxicos.

£l andlisis de esta funcidn en pacientes de AR confirmd
que la quimiotaxis se halla disminuida en esta patologia
(Fig. 41). Al estudiar el efecto de la administracidn de AF
pudo observarse un incremento de sus valores hasta alcanzar
el rango normal.

Esta normalizacidn de la quimiotaxis podria deberse a la
disminucidén de la concentracidén de CI, como consecuencia de
una inhibicidén de la produccidn de factores reumatoides.

Por otra parte, puede postularse una accidn inhibitoria di-
recta de los compuestos a nivel del liquido sinovial, con una
mayor disponibilidad y tiempo de exposicidn al oro alli lo-

calizado .

Como se sefiald previamente, el papel central que desempe-
fian los leucocitos PMN en la iniciacidn y mantenimiento de
las reacciones inflamatorias crdnicas, se basa fundamentalmen-
te en su capacidad de secretar un nUmero de materiales biolo-
gicamente activos, funcionando como potentes células efectoras
en estas respuestas. Las consecuencias de esta secrecidn de-
penden de las propiedades bioldgicas de los distintos factores
y del sitio donde éstos se vierten.

Si su liberacidn se efectda 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 dafios al tejido y de una amplificacidn del

proceso inflamatorio . Por otra parte,existe una serie de
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interacciones entre los factores liberados y otros sistemas
plasmaticos y tisulares de gran importancia bioldgica, como
los de complemento y quininas, con formacidn de productos

quimiotdcticos e inflamatorios.

Los estimulos inmunoldgicos capaces de producir la descar-
ga selectiva al medio extracelular de los constituyentes liso-
somales de los PMN, actlan a través del reconocimiento por
parte de éstos de las regiones Fc de la IgG combinada con un
antigeno o agregada por calor, y de los fragmentos C3b y CS5a
del complemento .

Los CI preparados haciendo reaccionar IgG humana agregada
por calor con FR-IgM, ya sea en suspensidén o depositados sobre
superficies no fagocitables, son capaces de provocar la des-
carga selectiva de los constituyentes lisosomales de los PMN,
mediante la requrgitacidn durante la ingestidn o la endocito-
sis reversa (Weissmann G. y co0l.,1975; Zurier R.B. y col.,1973)
Una respuesta similar se obtiene con PMN expuestos a fragmentos
de C3b fijados a particulas de Sefarosa .

En la exocitosis que se produce luego de la estimulacidn
de tipo inmune se hallan implicados ambos tipos de granulos,
primarios o azurdéfilos y secundarios o especificos; de esta
forma, las hidrolasas dcidas como la /5-glucuronidasa (proce-
dentes de los azurdfilos) y la lisozima (procedente de los
especificos) pueden detectarse en el medio extracelular.
Algunos otros estimulos, como el PMA y el iondéforo A 23187,

provocan solo la liberacidn de los grédnulos especificos.
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Con el fin de analizar el efecto de los compuestos de oro
sobre la liberacidén enzimdtica lisosomal, se utilizaron dos
sistemas experimentales que representan "in vitro" las condi-
ciones patoldgicas presentes en la inflamacidn reumatoide,
empleando CI de IgG:FR-IgM como estimulo.

Una vez definidas las condiciones de tiempo de incubacidn
y concentracidn de CI para la obtencidén de una dptima libera-
cidén enzimatica (Fig. 16 y 17), se estudid el efecto del AF y
del ATMS sobre este proceso, durante la fagocitosis de CI vy
en un sistema de fagocitosis frustrada (Fig. 18).

En ambos casos pudo determinarse una accidn inhibitoria
de la liberacidn enzimdtica lisosomal por el AF, representada
por una disminucidn de los niveles extracelulares de los mar-
cadores enzimdticos en funcidn de la concentracidén del com-
puesto (Tablas 4,5,6 y B); los valores de la LDH, utilizada
como control citoplasmdtico de citotoxicidad, no presentaron
variaciones (Tabla 7).

En los dos sistemas se obtuvo un 50 % de inhibicidn de la
liberacidn enzimd@tica con concentraciones de AF entre 3 y 4
uM . El efecto inhibitorio durante la endocitosis reversa, en
ausencia de fagocitosis, indica que esta accidn no se basa so-
lamente en una depresidn de la actividad fagocitica.

E1 ATMS no afectd significativamente el proceso de libera-
cidén lisosomal; en concentraciones mayores (200 puM) se observd
su accidn directa sobre la actividad de las enzimas liberadas,
confirmando estudios previos (Ennis R.S.,1968; Perper R.J. y

col.,1974; Lewis A.J. y col., 1982). E1 ATMS es capaz también



de inhibir otras enzimas como la /3-glucosaminidasa y la hia-
luronidasa (Burkhardt D. y c0l.,1978); en un estudio reciente
(Spalding D.M. y col, 1986) se observdé que el ATMS puede dis-
minuir significativamente la produccidén de colagenasa por ma-
créfagos en cultivo,

Por su parte, el AF no presentd una accidn directa sobre la
actividad de las enzimas estudiadas.

La administracidn de AF a pacientes de AR indujo una dis-
minucidn de los valores séricos de la d1-antitripsina, que se
hallaban elevados; como esta globulina representa el principal
inhibidor de las proteasas de origen lisosomal, jugando un rol
regulador en el proceso inflamatorio, su disminucidn podria
reflejar una reduccidn de la liberacidn enzimatica por los PMN.

En un modelo experimental "in vivo" de induccidn de la li-
beracidn de lé-glucuronidasa en ratas con artritis adjuvante
por administracidén de dextran,se observdé que el AF es 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 PMN es el resultado de la generacidn de agentes reactivos
formados a partir de la reduccidn del oxigeno. Centrales en
este esquema son los radicales superdxido, y sus productos de
reaccidn, H202 ’ OH y 102 . Aunque importantes en los meca-
nismos de defensa del organismo, estos productos constituyen
una fuente potencial de eventos patoldgicos.

Varias sustancias que poseen la capacidad de activar a los

PMN para generar 02’ aparecen como relevantes en el proceso



inflamatorio; éstas incluyen el factor quimiotdctico CSa ,
IgC agregada, CI, cristales fagocitados (Simchowitz L. y col.
1979). Por otra parte, la superdxido dismutasa, que elimina
el 02T tiene un efecto positivo sobre varios tipos de infla-
macidén, incluyendo la AR (McCord J.M. y col.,1980)

Los CI representan una importante fuente de estimulacidn
para la produccién de 0.  ; PMN incubados con CI incrementan

2
su consumo de 02 , coincidentemente con la generacidn de 0_°

2
y H202 (Johnston R.B. y co0l.,1976; Weissmann G. y col.,1980).
Trabajos "in vitro" han demostrado que estas células pueden

utilizar 02?, y sus productos de conversidn, para produ-

"2"2
cir la destruccidn de una variedad de poblaciones celulares
(Weiss S.J. y c0l.,1981; 1982); estudios "in vivo" mostraron
que la generacidn de estos metabolitos del oxigeno juegan un
rol en el desarrollo del dafio tisular (Johnson K.D. y col.,
1981 ; McCornick J.R. y co0l.,1981).

De esta forma, los PMN expuestos a CI pueden mediar la
destruccidn tisular por un mecanismo dependiente tanto de la
liberacion de constituyentes lisosomales como por la genera-
cidén de metabolitos tdxicos del oxigeno. Esta estimulaciédn
por los CI, dependiente de su concentracidén y composiciédn,
estaria dada a través de los receptores para fcj; asi, CI
conteniendo F(ab')2 resultan ineficaces para causar la activa-
cién de las células (Weiss S.J. y col., 1982 b)

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

se analizd la produccidn de 02' por los PMN expuestos a CI



en suspensidn y fijados a superficies no fagocitables, obte-
niendose una significativa reduccidén del ferricitocromo c
(Fig. 19 y 22) . Esta reaccidn fue totalmente inhibida con
el afadido al medio de superdxido dismutasa.

Los compuestos de oro fueron previamente analizados sobre

2
demostrando la ausencia de una interferencia directa sobre

un sistema de generacidn de O independiente de las células,
este mecanismo.

La preincubacidn de los PMN con diferentes concentraciones
de AF mostrd una significativa inhibicidén en la generacidn de

02' por las mismas, tanto durante la fagocitosis de CI como
en la endocitosis reversa (Tablas 9 y 10) . Se obtuvo un S50 %
de inhibicidn con niveles de AF de 2,5 pMm (0,5 pg Au/ml)

La accidn inhibitoria del compuesto se mantuvo cuando las
células fueron lavadas luego de la incubacidn con el mismo,

y resuspendidas en medio fresco previamente a su exposicidn

a los CI (Fig. 20).

La reduccidn del NBT, indice de la liberacidn de 027 a
nivel intra y extracelular, fue igualmente sensible a la ac-
cidén inhibitoria del AF (Fig. 21).

La adicidén de DTT previno completamente el efecto del AF,
sugiriendo la participacidn de grupos SH™ sobre la membrana
celular. Una accidn similar del DTT fue observada sobre el
efecto del AF en la formacidén de AMPc por estimulacidn con
DGE1 (Lamprecht S.T. y co0l.,1981) y la agregacidn plaquetaria
inducida por ADP (Nathan I. y col.,1982) . (Fig. 23)

La estimulacidn de los PMN por otros agentes no inmunold-

gicos, como el péptido quimiotdctico f-MLP y el PMA, llevd
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en forma similar, a la generacidn de 02' y la consecuente
reduccidn del ferricitocromo ¢ . Con ambos estimulos pudo
observarse la accidn inhibitoria del AF, siendo el f-MLP el
mads sensible (50 % de inhibicidén con 0,12 ug Au/ml) (Fig. 24).

E1 ATMS no presentd un efecto significativo sobre la pro-
duccidn de 02T en estos sistemas, aun en concentraciones de
50 a 100 uM .

Aunque el origen de la quimioluminiscencia no esta total-
mente aclarado, se acepta que su produccidn involucra la gene-
racién de especies como el oxigeno singulete y otras, que de-
caen con emisidén de luz. La inhibicidn observada con el AF
(Fig. 25) indica la capacidad de afectar no solo la produccidn
de 02T sino también de estas otras formas activas generadas
por los PMN .

Como hemos visto, el receptor para fFc no es el dnico me-

canismo por el cual los leucocitos pueden ser estimulados pa-

2
tica (C5a, f-MLP), fragmento C3b del complemento, fosfolipasa

ra producir O Distintos factores con actividad quimiotdc-
C, PMA y FNa son capaces de producir este estimulo. Numerosos
traba jos presentan evidencias que sugieren la existencia de
miltiples mecanismos involucrados en el proceso de activacidn
de este sistema (Weening R.S. y col.,1976; Harvat L. y col.,
19773 McPhail L.C. y col.,1981).

Lehmeyer J.E. y col. (1979) observaron que los PMN preincu-

2
estimulados con fF-MLP, pero no con PMA. Por otra parte, la pre-

bados con citocalasina B responden con generacidn de O al ser

sencia de Ca' = aumenta la respuesta al f-MLP pero no tiene



efecto cuando se usa el PMA como estimulo oxidativo.

Los PMN expuestos a péptidos quimiotdcticos y luego estimula-
dos con PMA o FNa presentan un aumento en la produccidn de 027,
el cual no se produce con digitoxina o zymosan (English D. y
col.,1981; Gay J.C. y co0l.,1984 ). E1 PMA requiere para produ-
cir su estimulacidn de glucosa extracelular, pero no de Ca++,
mientras que el FNa requiere ca’’ pero no glucosa

Empleando dcido p-diazo-bencensulfdnico se inhibid la produc-
cién de 02_ por concanavalina A y f-MLP, pero no se observod
efecto sobre la estimulacidén con FNa , PMA o A 23187 (McPhail

L.C. y col.,1981)

Hafstrém I, y col. (1984) observaron en estudios por mi-
croscopia electrdénica, que el AF en concentraciones de 4 pg/ml
produce un decrecimiento en el nimero de microtubulos asociados
al centriolo; por otra parte, se determind también una dismi-
nucidn de la carga negativa de la célula y una depolarizacidn
del potencial de membrana.

£l decrecimiento de la carga de superficie y la inhibicidn
del ensamblado de los microtubulos, pueden contribuir a los
efectos modulatorios sobre la afinidad de los estimulos por
los receptores.

El mecanismo por el cual el Af afecta la carga es descono-
cido; como no posee carga idnica, no puede explicarse por unidn
a si1t10s negativos; este efecto podria ser quizds consecuencia
de una posible interaccidn de la molécula lipofilica del AF con
fosfolipidos de membrana que modulan la expresion de sitios

cargados en la superficie celular



El1 AF inhibe varias respuestas de los PMN a estimulos
como el f-MLP, tales como la polimerizacidn de los microtubu-
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-
cidén de los microtdbulos en presencia del AF, podria ser uno
de los origenes de su efecto inhibitorio sobre la quimiotaxis
y la secrecidén enzimdtica, dado que aquellos son fundamentales
para estas funciones (Hoffstein S. y co0l.,1977) . Sin embargo,
el efecto del AF no puede ser explicado solamente por su accion
sobre el ensamblado de los microtubulos, ya que otros productos
antitubulinicos como la colchicina, solo suprimen parcialmente
la quimiotaxis y la liberacidén enzimdtica, y no afectan la pro-
duccidn de radicales superdxido (Curnutte J.T. y col.,1975).
Por otra parte, la liberacidn de enzimas lisosomales y la pro-
duccidn de 02_ generados por el iondforo A 23187, no son inhi-
bidas por el AF aun cuando se inhibe la polimerizacidén de los
microtdbulos .

Puede entonces postularse que el AfF afectaria directamente
la membrana celular o influenciaria un camino comdn en la acti-
vacién del receptor por el ligando, siendo el efecto sobre los
microtdibulos secundario a esta interaccidn.

La inhibicidn por el AF de un nuevo decrecimiento de carga
por el estimulo podria ser de importancia para explicar su
efecto sobre la quimiotaxis y la degranulacidn,asociadas ambas
con una disminucidén de la carga de superficie (Gallin J.1.,1980}

Coates T.D. y col., 1983)



Es de destacar que los efectos inhibitorios del AF no son
superados por elevacidn de la concentracidén de los estimulan-
tes, son ejercidos directa y rapidamente sobre las células, y
persisten luego de su remocidn del medio

Fl AF modula la respuesta a distintos tipos de agentes
(C1, f-MLP, PMA), cuya accidn estimulatoria es mediada a través
de receptores diferentes (McPhail L.C. y co0l.,1981; Seligman
B.E. y col., 1983); este compuesto podria actuar entonces ya
sea a través de la modificacidén de cada uno de estos receptores,
o bien inhibiendo un paso comin en el camino de activacidn ,
como ser los cambios en el potencial de membrana. Coates T.D.

y col. (1983) estudiando la accién del AF sobre PMN estimula-
dos con f-MLP, demostraron su capacidad de bloquear los cambios
de movilidad electroforética, como reflejo de la carga de su-
perficie celular, y de producir un decrecimiento en el ndmero

de receptores y en su afinidad por el ligando

Como se ha mencionado, los CI circulantes tienen la capa-
cidad de unirse a receptores para fFc de IgG (RFc) presentes en
las membranas de diferentes células. Estos receptores han sido
sefialados en linfocitos T, B y K, monocitos, PMN y plaquetas.
La CCDA, la fagocitosis y la liberacidn de linfoquinas ,son
funciones que dependen de estos RFc; ademds, la sintesis de
anticuerpos, la transformacidn bldstica y la respuesta inmune
a eritrocitos ovinos, son por lo menos en parte, funciones de-
pendientes de estos receptores (Morgan €. y co0l.,1981; Isturiz

M.A. y co0l.,1983 )



Para evaluar los RFc en las membranas celulares, puede
estudiarse la adhesidn de eritrocitos sensibilizados con anti-
cuerpos IgGC a la superficie de la célula con los receptores;
esto lleva a la formacidén de rosetas, representando una medi-
da estatica, no funcional, de los RFfc.

Una medicidn de la funcionalidad de los RFc se obtiene a
través de una reaccidn bioldgica en la cual la participacidn
de los mismos sea imprescindible, como es el caso de la CCDA.
Esta consiste en la incubacidén de células mononucleares huma-
nas con células blanco sensibilizadas con anticuerpos de clase
IgG, 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 reaccidn citotdéxica se inhibe por el bloqueo de los RFfc
de aquellas (Isturiz M.A. y col.,1983).

€1 estudio de la accidn "in vitro" de los compuestos de
oro sobre la CCDA presentd para el AF una accidén biféasica ,
dependiente de la concentracidén. Asi, niveles % 1 uM produje-
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 uM mostraron una significativa accidn inhibito-
ria, con un 100 % de inhibicién a 10 uMm (Tabla 11).

Los pacientes de AR estudiados presentaron niveles de
CCDA deprimidos 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 administracidon de AF a estos pacientes, se produjo un
incremento de la CCDA, la que se ubicd dentro de los valores
normales (Fig. 43)

Si bien en los tejidos sinoviales reumatoideos los meca-
nismos efectores de la CCDA se encuentran presentes, el cuadro
observado es de proliferacidn extrema, sin una respuesta inmu-
noespecifica a la misma. Esta inhibicién de la accidén citotdxi-
ca, que podria disminuir la actividad proliferativa, estaria
dada por la presencia de los CI y su bloqueo de los Rfc.

La normalizacidn de la CCDA observada con la administra-
cidén de AF podria entonces deberse, ya sea a una accidn direc-
ta sobre las células efectoras (linfocitos), o mds bien a un
efecto indirecto de "desbloqueo" motivado por la reduccidn de
la formacidén de CI y factores reumatoides.

La accidn inhibitoria "in vitro" observada a mayores con-
centraciones de oro,podria entenderse, como con las otras fun-
ciones celulares estudiadas, en base a una accidén mas profunda

sobre la membrana y/o receptores celulares .

£n varios estudios sobre la auroterapia se ha observado
que la administracidn de ATMS a pacientes de AR fue efectiva
en prevenir la progresiva destruccidn articular, con una dis-
minucidén de la erosidén dsea. La AA en ratas constituye un buen
modelo para el andlisis de este proceso, ya que la invasidn
por la sinovial de cartilago y hueso, se acompafia de un incre-
mento en el catabolismo del colédgeno, evidenciado por un aumen-

to de la excrecidn urinaria de hidroxiprolina.



Los resultados obtenidos con la administracidn de AF vy
ATMS a ratas con AA, muestran que la auroterapia es capaz de
disminuir la excrecidn urinaria de "idroxiprolina, simultanea-
mente con un decrecimiento de los valores elevados de la fos-
fatasa alcalina dsea (Fig. 27 y 28). De esta forma, los com-
puestos de oro serian capaces de antagonizar los procesos des-
tructivos dseos asociados a la reaccidén inflamatoria, inhibien-
do la degradacién del colageno dseo.

Por otra parte, Goldberg R.G. y col. (1980) demostraron
que el ATMS produce una inhibicidn de la proliferacidn de célu-
las sinoviales humanas en cultivo, asi como de la sintesis de
colageno tipo III1 a expensas del tipo I. Esta alteracidn de la
relacidn del coldgeno tipo I al III puede ser de relevancia
para la detencidn del componente proliferativo de la lesidn

reumatoide.

Un aspecto de importancia a evaluar en el andlisis del
mecanismo de accidn de los compuestos de oro, es la distribu-
cidn con respecto a las células sanguineas y a las proteinas
plasmaticas.

Si bien existen resultados discordantes, se ha observado
en general para el ATMS que el oro se une en muy pequefias can-
tidades a los eritrocitos, indicando una casi nula asociaciodn.
Fn los pacientes a los que se administrd AF se obtuvo en cambio
que alrededor de un 50 % del oro sanguineo 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 asociacidn a
las celulas sanquineas, con el AF se observa que los niveles
de oro en sangre y en suero fueron equivalentes ; el porcenta-
je de asociacidn fue independiente de la dosis y del tiempo
de administracidén (Fig. 32; Tabla 12)

£l estudio de la relacidn del A4F con las proteinas séricas
indicd un esquema similar al encontrado para el ATMS, con un
98 9% del oro unido a las mismas, a expensas principalmente de

la albdmina (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-
raccidn 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.

Por otra parte, el caracter altamente lipofilico del AF
comparado con el ATMS, puede ser responsable por la gran afini-
dad por las membranas celulares, la mayor velocidad de capta-
cidn por las células accesorias e inmunocompetentes, y la dis-
tribucidén en compartimientos subcelulares. FEstas diferencias
pueden explicar las distintas cinéticas de interaccidn 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 AF se hallaron en correlacidén con las dosis administra-
das (Fig. 29, 30 y 31) . Las dosis mayores, de 5 y 9 mg/dia,
fueron las que presentaron una mayor respuesta clinica y humo-
ral (Fig. 33 y 34). Los valores de eritrosedimentacién, pro-
teina C reactiva, <¥2 y ¥ -globulinas presentaron descensos
significativos como reflejo de una disminucidn del proceso
inflamatorio (Tablas 14 y 15; Fig. 35)

De igqual forma, los niveles de inmunoglobulinas, en espe-
cial la IgG, y de C3, mostraron una significativa disminucidn
con el tratamiento (Tablas 17,18,19 y 20;Fig. 35)

La respuesta inmune especifica, evaluada a través de los
factores reumatoides IgC e IgM, y de los complejos inmunes cir-
culantes, evidencid una neta accidn inhibitoria, con descensos
entre el 25 y el 50 % respecto a sus valores basales (Fig. 37,
38 y 39) . E1l decrecimiento de varios de estos pardmetros mostrd
una correlacidn altamente significativa con los niveles de oro
en sangre alcanzados con el tratamiento.

£En pacientes tratados con ATMS se ha observado también una
gradual disminucidn de los niveles aumentados de las inmunoglo-
bulinas y de los titulos de FR:IgM (Cottlieb N.L. y co0l.,1975;
Lorber A. y col., 1981, 1982), requiriendose en general un pe-
riodo mayor de tiempo (6 meses)

Fn estudios "in vitro", la produccidn de inmunoglobulinas
inducida por PWM y la respuesta proliferativa de linfocitos T
a diferentes mitdgenos y antigenos especificos, fueron sensi-
bles a la accidn inhibitoria de los compuestos de oro (Salmeron

G. y col.,1982)



La supresidn de la respuesta de los linfocites T por el
ATMS estéd mediada primariamente por la interferencia con la
funcidn de los macrdfagos como células accesorias, ya que la
respuesta puede ser restaurada con el afiadido de macrdfagos
frescos (Lipsky P.E. y c0l.,1977). Ademds, macréfagos preincu-
bados con ATMS fueron deficientes en su capacidad de contribuir
a la proliferacidn de los linfocitos T estimulados con mitdge-
nos. La exposicidn de células esplénicas al AF produjo la inhi-
bicidén de la mitogénesis de linfocitos T y la activacidn de los
NK; pero, la adicidn de macréfagos frescos no reconstituyd la
respuesta, sugiriendo que el AF puede interferir directamente

con la estimulacién del linfocito (Hamna N. y col., 1983) .

En un trabajo reciente (Griswold D.E. y col.,1985), se ana-
1lizé el efecto del AF sobre la presentacidn antigénica y la
produccién de interleuquina 1 (IL1) e interleuquina 2 (IL2) ,
asi como sobre la induccién de células T colaboradoras (T,) vy
supresoras (TS) . Los resultados obtenidos indican que "in
vitro" el AF puede inhibir preferencialmente la respuesta de
especificas.

macréfagos y T sin comprometer la induccidn de T

H’ S
£fn concentraciones del orden de 2 uM, se inhibid la presenta-

cidn antigénica por macrdéfagos esplénicos a células de ndédulos
linfaticos sensibilizados a DNFB, asi como la produccidn de

IL1 e IL por macrdofagos y linfocitos respectivamente. La mi-

2
togénesis inducida por concanavalina A fue inhibida por el AF
sin afectar las funciones de los TS

Al administrarse a ratones, no se observd alteracidn de la

presentacidn antigénica, de la sensibilidad al DNFB o de la
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mitogénesis inducida por concanavalina A. Sin embargo, concen-
traciones altas de la droga aplicadas en forma tdpica, inhibie-
ron la respuesta inmune local y aumentaron la induccidn de TS .
Estos estudios sugieren que en las respuestas inmunes esti-
muladas por antigenos o mitdgenos, el AF inhibe preferencial-
mente la proliferacidn de las células TH , 8in afectar la di-
ferenciacidén de las TS . E1 AF podria afectar selectivamente
subpoblaciones de macrdfagos o eventos que se requieren para
la induccidn de la respuesta proliferativa, distintos de los
involucrados en el desarrollo de la actividad supresora.
La inhibicidn de la presentacidén antigénica facilita la

generacidn de T_ especificas y no de TH (Kobayashi K. y col.,

1982) . La accign del AF sobre ésta no seria solo debida a la
inhibicidn de la produccidn de IL1, pues el agregado de IL1
exdgena restaura parcialmente la respuesta proliferativa, de-
biendo afectar otros pasos involucrados en la presentacidn
antigénica.

Estos efectos del AF serian de importancia en su capacidad
inductora de remisidén de la AR, ya que en ésta se encuentran

niveles deprimidos de células supresoras, con una relacidn

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 PM mas que con el oro total o asociado a las

proteinas (Lorber A. y col.,1983)



La acumulacidn de una concentracidén critica de especies

activas de oro requiere de la administracidén crdnica del com-

puesto; esta acumulacidn seria efectiva en regular la respues-

ta inmune local. Asi, la administracidén epicutdnea de AF en

alta concentracidn, seguida de la aplicacidén del antigeno, pro-

duce una inhibicidn de la reaccidn de hipersensibilidad al mis-

mo.

con
oro
las

que

prometer las requeridas para la induccidn de T

Estos resultados sugieren que, siguiendo la terapia crénica
estos compuestos, la acumulacidén de especies activas del
en el sitio de inflamacidn puede llevar a la inhibicidn de
actividades de los PMN y de las funciones de los macrdéfagos
contribuyen a la respuesta de los linfocitos T sin com-

H

g - Esto resul-

taria en la normalizacidén de la respuesta inmune, con una con-

secuente disminucidn de la actividad de los PMN y por lo tanto,

de la destruccidn tisular .



Conclusiones

Los resultados obtenidos indican que los compuestos de oro
influencian la actividad de los leucocitos PMN y de las células
de la respuesta inmune, sefialando que la inhibicidén de estas
funciones puede constituir uno de los aspectos centrales de su
mecanismo de accidn.

Las observaciones efectuadas pueden resumirse de la siguien-

te forma :

1) E1 ATMS y el AF presentan una serie de diferencias en sus
efectos sobre las funciones celulares analizadas, probable-
mente como consecuencia de sus caracteristicas estructurales,
que conducen a una distinta afinidad por las membranas de

las células.

2) E1 AF actda "in vitro" sobre los PMN, produciendo una signi-
ficativa inhibicién de sus funciones inflamatorias estimula-
das por complejos inmunes IgG:FR : a) fagocitosis , b) qui-
miotaxis , c) liberacidén de enzimas lisosomales , y d) gene-
racidén de radicales tdxicos derivados del oxigeno .

Esta accidn inhibitoria se observd también con la estimula-
cidén por otros agentes a través de distintos receptores,
indicando una interferencia comdn, como serian los cambios
en el potencial de membrana.

El1 ATMS es también un inhibidor de las dos primeras activi-

dades sefialadas, pero no afecta los procesos de secrecidn.

3) Los efectos inhibitorios no se eliminan por elevacidn de la
concentracidn del estimulante, se ejercen directa y répida-

mente sobre las células, y persisten luego de la remocidn
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de los compuestos del medio.

La CCDA, funcidn linfocitaria dependiente de los receptores
para fFc, es estimulada "in vitro" por bajas concentraciones

de AF, e inhibida por niveles mayores .

La administracidén de AF a pacientes con AR induce una depre-
sidn de la capacidad fagocitica de los PMN, asi como un in-
cremento en la quimiotaxis, que se encuentra disminuida, vy
un descenso en los niveles de la x1-antitripsina . De igual
forma, los valores deprimidos de la CCDA evolucionan hacia

el rango normal.

Ambos compuestos de oro disminuyen la excrecién urinaria de
hidroxiprolina y el aumento de la fosfatasa alcalina Jsea
en ratas con AA, sefialando una interferencia con la degra-

dacidén del coldgeno dseo.

A diferencia con el ATMS, el AF produce niveles de oro en
sangre del orden de 1 ug Au/ml, en correlacién con la dosis
suministrada y la excrecidén urinaria; un 50 % del contenido
sanguineo se halla asociado a los eritrocitos, mientras que
la distribucidn en las proteinas séricas es similar para

ambos compuestos .

Los pacientes en tratamiento presentan, simultaneamente con
un descenso de los parametros clinicos e inflamatorios de la
enfermedad, una significativa reduccidén de los niveles de

factores reumatoides y comple jos inmunes .

Estos resultados sugieren que el oro actuaria inhibiendo las

actividades de los PMN y las funciones de macrdfagos relacio-
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nadas con la respuesta de los linfocitos TH’ sin comprometer

a los T llevando a una normalizacion de la respuesta inmune,

’
con unasconsecuente mayor disminucidén de la actividad de los
PMN y del dafio tisular. El1 conocimiento mds profundo del
mecanismo de accidén de estos compuestos, dependerd eviden-
temente de la identificacidn del agente etioldgico de la

enfermedad .
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