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8. DETERMINACIÓ DE PARÀMETRES HEMATOLOGICS

8.1. PROTEINOGRAMA I PROTEINEMIA

La determinació de la quantitat relativa de cada
fracció proteica del sèrum s'ha realitzat mitjançant l'elec-
troforesi sobre cel.logel. La concentració total de proteï-
nes sèriques s'ha determinat mitjançant un refractómetre ’
Erma Optical Worns L.T.D., Tokyo.

L'electroforesi es basa en la migració de partíeu-
les carregades en un solvent conductor sota la influència
d'un camp elèctric. Les proteïnes sèriques o plasmàtiques,
a pH 8.6 tenen càrrega negativa neta, de manera que en un

camp elèctric migren cap al ànode i es separen segons la
quantitat de càrrega en albúmina, alfa-globulines, beta-glo
bulines i gamma-glòbulines.

El refractòmetre es basa en la mesura de l'índex de

refracció d'un sèrum o plasma. En termes generals, si s'afe-
geix un solut a una solució, l'índex de refracció augmenta

proporcionalment a la concentració de solut.

8.1.1. Material i mètodes

Per a la realització del proteïnograma s'han utilit- .

zat els següents reactius:
- Solució amortidora de barbital pH 8.6 (21.7 g de barbital

+ NaOH 10 N = 4.068 g i H 0 fins a 2 1),
- Colorant: Vermell Ponceau S, utilitzat al
àcid tricloroacètic 5 %,

- Decolorant del Vermell Ponceau S: solució d'àcid acètic al

5 %,
- Solució transparentadora preparada amb aigua, metanol, àcid

0.5 % P/V en
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acètic i alcohol dicetona en les proporcions de volum
500:350:70:80, respectivament.

La tècnica d'electroforesi de les proteïnes sèri-
ques s'ha realitzat sobre Cel.logel® amb una cubeta electró-
forètica Atom AC/5 i una font d'alimentació Pharmacia ECPS

2000/300. El protocol utilitzat es resumeix a continuació:

Es submergeixen les tires en la solució amortidora
de barbital pH 8.6 durant uns 10 minuts. S'absorbeix l'excés
de la solució amortidora entre dos fulls de paper’de filtre
i es monten les tires sobre el pont, amb la cara absorbent
cap amunt.

Amb un aplicador individual semi-micro s'efectua
l'aplicació a 1 cm de la vora catòdica i es deixa migrar 1
hora a 200 V.

Es coloren les tires submergint-les en la solució
de Vermell Ponceau S durant 20 minuts i seguidament es deco-
loren amb 3 o 4 banys de decolorant, agitant-les fins a ob-
tenir un fons completament blanc.

Posteriorment es submergeixen les tires en la solu-
ció transparentadora i es deixen 15 minuts, després dels

quals es disposen sobre plaques de vidre i es porten a 80 °C
fins a la total transparència.

La lectura dels proteïnogrames s'ha realitzat mit-

jançant un fotodensitòmetre automàtic Atom 429, Digiscan.
Els resultats s'han expressat com a percentatge relatiu de
cada fracció proteica.

La determinació de les proteïnes totals mitjançant
el refractòmetre consisteix en col·locar una gota de sèrum
entre dos prismes i fer passar un raig de llum. Prèviament
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L'ocular dóna dil'aparell es calibra amb aigua destil·lada,
rectàment la concentració proteica de la mostra.

8.1.2. Resultats

L'artritis adjuvant indueix profunds canvis en el
proteïnograma,. tal com es pot observar a la figura 20, on es
mostra el perfil proteic d'una rata control i el correspo-
nent a una rata artrítica el dia 14 de la inducció.

Les modificacions produïdes a causa de la patologia
són una disminució dels nivells d'albúmina i un increment en

els valors de les globulines motivat, principalment, per les
fraccions alfa i beta. A la figura 21 es representen les con

centracions relatives de cada fracció proteica i també el
quocient albúmina/globulines corresponents a la sèrie III,
mentre que a la taula XX es troben resumits aquests valors.

Els nivells d'albúmina determinats en els animals ar

trítics són significativament més baixos que els dels ani-
-9

mals control durant tot el període estudiat (p < 10 ), de
manera que el nivell estimat per al grup artrític és de 38.24
(límits fiducials = 36.41 - 40.08) i el corresponent al grup

56.67) .control és de 54.78 (límits fiducials = 52.98

Els valors observats per a la fracció alfa estan sic[
nificativament elevats durant tot el període de l'estudi
(p < 10-5) , si bé és el dia 14 quan són més elevats i des-
prés disminueixen lentament. Els valors estimats i els lí-
mits fiducials al llarg de l'estudi corresponents als dos

grups considerats són:
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FIGURA 20: Perfil del proteïnograma d'un animal control i
d'un animal artrltic

A = 56.84 %

o = 22.42 %

8 = 11.27 %

y = 10.73 %

CONTROL

A = 18.29 %

a = 39.60 %

8 = 25.88 %

Y = 15.34 %

ARTRITIS
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GRUP CONTROLGROP ARTRÍTIC

estimacions lím. fiducials lím. fiducialsestimacions

(20.21 - 23.08)

(20.77 - 23.13)

(20.99 - 23.52)

(20.92 - 24.20)

(20.72 - 25.02)

(35.03 - 39.25)

(33.44 - 36.41)

(31.53 - 33.89)

(29.08 - 31.90)

(26.27 - 30.28)

21.6437.14

34.92

dia 14

dia 21

dia 28

dia 35

dia 42

21.95

22.2532.71

30.49

28.27

22.56

22.87

Pel que fa a la concentració de beta-globulines, a la
sèrie III s'han trobat valors significativament elevats en el

-15
grup artrític durant tot el període considerat (p < 10
de manera que l'estimació del valor corresponent a un animal
artrític des del dia 14 al 42 és de 18.34 (17.70 - 18.97) i

) ,

per a un animal control és de 12.76 (12.14 - 13.38).

Els nivells de gamma-globulines quantificats en els
animals artrítics són significativament més alts que els cor-

-4
responents als animals control, durant tot l'estudi (p < 10 ).

Mitjançant l'anàlisi de la variança de models lineals s'ha es

timat el valor corresponent al grup artrític en 10.89 (10.31-
11.47) i el valor del grup control en 9.13 (8.57 - 9.68).

El quocient albúmina/globulines (A/G) reflecteix les
variacions observades en les quatre fraccions proteiques con-

siderades. Els seus valors estan, per tant, significativament
reduïts a causa de la patologia (p < 10 ), i varien segons

el dia de l'estudi. Les estimacions calcul.ades han estat les

següents:
GRUP ARTRÍTIC GRJP CONTROL

lím. fiducialslím. fiducials estimacionsestimacions

dia 14

dia 21

dia 28

(0.503 - 0.630)

(0.551 - 0.654)

(0.591 - 0.686)

(0.621 - 0.728)

(0.644 - 0.777)

1.316 (1.262 - 1.369)

(1.232 - 1.327)

(1.193 - 1.295)

(1.145 - 1.271)

(1.092 - 1.251)

0.567

0.603 1.280

1.2440.639

dia 35

dia 42

1.2070.674

0.710 1.172
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Fins aquí, només s'han tractat els resultats obtin-
guts en una sèrie experimental (sèrie III), però el proteïno-
grama també s'ha determinat a les sèries II, V i VII. Els re-
sultats obtinguts en aquestes sèries es troben a les taules
XXI, XXII i XXIII respectivament. A la sèrie II i a les feme-
lles de la sèrie V, les alteracions indicades per a la sèrie
III es repeteixen, és a dir, la concentració d'albúmina dismi-

_3
nueix significativament (p < 10 ),

_3
globulines estan significativament augmentats (p < 10 ), els
valors de les beta-globulines són significativament més alts

_ g
(p < 10 ) i el quocient A/G està significativament reduït
(p < 10 ). Pel que fa als resultas corresponents a les gam-

ma-globulines, aquesta fracció no varia en el cas de la sèrie
V i augmenta significativament a la sèrie II (p <10

els nivells de les alfa-

-8
) .

Els resultats obtinguts a la sèrie experimental V per

meten comparar les alteracions produïdes a causa de la patolo
gia en femelles i en mascles. S'ha observat que els efectes
de l'artritis no son iguals en ambdós sexes pel que fa als

percentatges d'albúmina i alfa-globulines i al quocient A/G.
Així, mentre l'albúmina disminueix el seu percentatge en un

27.35 (31.13 - 23.34) en les femelles artrítiques, només es

redueix en un 16.27 (20.09 12.45) en els mascles; la dife-
rència que hi ha entre els dos sexes, estimada en 5.48 (8.18-
2.78), és significativa (p < 10-3). De manera anàloga, els nò.
vells d'alfa-globulines augmenten en un 18.96 (15.22 - 22.71)
en les femelles del grup artrític i en un 12.76 (9.01- 16.50)
en els mascles, i la diferència estimada entre ambdós sexes

és de 3.10 (0.48 - 5.72) amb un nivell de significació
p < 0.05. En el quocient A/G queden paleses les desigualtats
entre ambdós sexes: les femelles artrítiques redueixen els va

'lors de A/G en 0.8905 (1.0209 - 0.7600) mentre que els mas-

eles artrítics ho fan en 0.5643 (0.6948 - 0.4339); la diferèn
cia entre femelles i mascles és significativa (p < 10-3) i
s'ha estimat en 0.1631 (0.2543 - 0.0718). A la taula XII tam-

bé es poden observar els resultats corresponents a un grup
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control al qual s'ha donat la mateixa quantitat d'aliment que
la ingerida pel grup artrític.

A la taula XXIII s'expressen els resultats de la sè-
rie VII, sèrie que estudia la primera fase de la patologia.
L'evolució de les diferents fraccions proteiques es pot obser
var a la figura. 22. Les alteracions del proteïnograma ja es

manifesten el tercer dia de la inducció, així, l'albúmina es

), les fraccions al-
-8

troba significativament reduïda (p <10
fa i beta augmenten significativament (p < 10 ) mentre que

les gamma-globulines romanen- inalterades. El quocient A/G tam
-11

bé està significativament reduït el tercer dia (p < 10 ) .

Cal esmentar que el temps, és a dir, els primers 14
dies després de la inducció, ha estat una causa significativa
en els resultats d'albúmina i alfa i beta-globulines

(p < 0.005). Les estimacions i els límits fiducials de les
concentracions de cada fracció proteica i del quocient A/G al

llarg de l'estudi són els següents:

ALBÚMINA

GRUP PREARTRÍTIC GRUP CONTROL

estimacions lím. fiducials lím. fiducialsestimacions

dia 3

dia 6

dia 9

dia 13

42.30

39.80

37.31

33.98

(39.69 - 44.92)

(37.69 - 41.92)

(35.24 - 39.37)

(31.28 - 36.68)

57.44

54.94

(54.23 - 60.65)

(52.02 - 57.87)

(49.45 - 55.44)

(45.54 - 52.70)

52.45

49.12

ALFA-GLOBULINES

dia 3

dia 6

dia 9

dia 13

(20.94 - 25.43)

(24.53 - 28.15)

(27.40 - 31.58)

(30.50 - 36.89)

23.18

26.34

(17.47 - 22.58)

(17.55 - 22.49)

(17.13 - 22.90)

(16.07 - 23.94)

20.03

20.02

29.49 20.01

33.69 20.00
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BETA-GLOBULINES

GECJP CONTROLGHJP PREARTRITIC

lím. fiducialslím. fiducials estimacionsestimacions

(15.32 - 17.51)

(15.05 - 17.16)

(14.56 - 17.03)

(13.70 - 17.07)

(17.81 - 19.74)

(20.05 - 21.60)

(21.99 - 23.77)

(24.25 - 26.99)

16.4218.77dia 3

16.1120.83dia 6

15.8022.88dia 9

15.39-25.62dia 13

QUOCIENT A/G

(1.206 - 1.396)

(1.118 - 1.294)

(1.019 - 1.203)

(0.874 - 1.095)

(0.719 - 0.873)

(0.639 - 0.763)

(0.546 - 0.667)

(0.400 - 0.559)

1.301dia 3 0.796

1.206dia 6

dia 9

0.701

1.1110.606

0.984dia 13 0.480

Els resultats del proteïnograma de les sèries II,
III, V i VII es correlacionen significativament amb molts
dels paràmetres considerats anteriorment. A la taula XXIV es

troben els coeficients de correlació i els nivells de signifi.
cació obtinguts.

L'artritis adjuvant no indueix cap canvi en la concen

tració proteica sèrica total. A la taula XXV es troben resu-

mits els valors corresponents a la sèrie II.

8.2. GRUPS SULFHIDRIL SERICS

La determinació dels grups sulfhidril del sèrum o

plasma tant humà com de rata es basa en la reacció colorimè-
trica amb un compost aromàtic descrita per primera vegada per

Ellman (1959). Els grups sulfhidril de les proteïnes reacció-
nen amb l'àcid 5,5'-ditiobis(2-nitrobenzoic) (DTNB) i allibe-

ren un compost acolorat que es pot mesurar espectrofotomètri-
cament. Aquesta reacció comprèn l'intercanvi entre els grups
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TAULA XXV; Evolució de la concentració sèrica de

proteïnes (g/dl)

PROTEÏNES SÈRIQUES TOTALS
DIA

ARTRITISCONTROL

14 6.537
0.0869

6.250
0.1118

m

e

7 6n

6.900
0.2878

21 m

e

7n

6.657
0.1065

6.687
0.1432

28 m

e

78n

6.543
0.1601

35 m

e

7n

6.328
0.1128

6.557
0.1232

42 m

e

77n



sulfhidril proteics i el grup disulfur del DTNB i es pot re-
presentar per:

R— SH *

COOH COOH

DTNBPROTEÏNA

+

COOHCOOH

TNB

L'àcid 5-tio-2-nitrobenzoic (TNB) produït té un color
estable als 10 o 15 minuts d'afegir el DTNB a la solució
(Butler i col., 1969).

8.2.1. Material i mètodes

S'han utilitzat els següents reactius:
- Solució amortidora a base de fosfats potàssics (0.1 M, pH

7.4) ,

- Àcid 5,5'-ditiobis(2-nitrobenzoic) (DTNB), Fluka. S'utilitza

una solució 2 mM, preparada al mateix moment de la reacció
amb solució amortidora,

- Glutatió reduït, Merck.

La determinació s'ha de realitzar amb sèrum fresc, ja
que l'emmagatzematge en nevera o la congelació disminueixen
els valors mesurats (Butler i col., 1969).

Es prepara una dilució 1/13 del sèrum i es barregen
1.5 ml d'aquesta amb 0.3 ml de la solució 2 mM de DTNB. La

barreja es manté aleshores 15 minuts en un bany a 37 °C, des
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pres dels quals es llegeix espectrofotomètricament a 440 nm
(Spectronic 100, Bausch & Lomb).

Per a cada mostra es va realitzar un blanc barrejant
1.5 ml de la dilució 1/13 del sèrum amb 0.3 ml de la solució
amortidora.

En cada experiment es va realitzar una corba estan-
dard a partir d'una solució al 0.01 % (162.69 ymol/1) de glu-
tatió reduït en solució amortidora de fosfats. D'aquesta ma-

nera els resultats es van expresar com a ymol/1 de glutatió.
L'estudi de la millor regressió de la corba estàndard es va

realitzar amb un programa de l'ordinador Sharp MZ-80 B. A la
figura 23 es pot observar la corba estàndard i l'estudi de
les regressions corresponent a un experiment. En totes les
determinacions es va utilitzar la regressió lineal i es van

interpolar els resultats obtinguts amb el mateix programa de
1'ordinador.

8.2.2. Resultats

La determinació dels grups sulfhidril sèries (-SH)
es va realitzar en quatre sèries experimentals: III, IV, V i
VII. A la figura 24 es pot observar l'evolució dels nivells
de -SH quantificats a la sèrie III. A la taula XXVI es resu-

meixen els valors numèrics d'aquests nivells, i a les taules
XXVI i XXVII es poden observar les mitjanes i els errors es-

tàndard determinats a les sèries IV i V.

A totes les sèries, l'artritis adjuvant ha produït
una forta disminució en la concentració dels grups -SH sè-
rics, disminució que varia amb el temps, però que sempre és
significativa (p < 0.005). Els resultats obtinguts a la sè-
rie V permeten observar les diferències entre mascles i fe-
melles tant en el grup control com en el grup artrític, aixï
com la manca d'influència de la ingesta. A continuació es de
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FIGURA 24: Evolució dels nivells de grups

sulfhidril sèries (SÈRIE III)
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TAULA XXVI; Evolució de la concentració de grups sulfhidril
sèries (ymol/1)

SÈRIE IVSÈRIE III
DIA

CONTROL ARTRITIS CONTROL ARTRITIS

0 429.09
7.74

315.93
6.77

m

e

8 8n

14 405.92
4.04

147.57
10.48

318.08
7.72

123.43
4.50

m

e

7 8 8 6n

363.96
12.72

164.76
17.55

339.52
4.17

182.63
22.84

21 m

e

78 7 8n

347.64
10.34

400.98
6.25

211.14
33.99

176.31
29.47

28 m

e

78 88n

422.40
13.26

35 257.55
24.33

m

e

128n

42 414.74
9.96

235.98
34.84

m

e

8 12n



TAULA XXVII: Evolució, de la concentració de grups

sulfhidril sèries (ymol/1) (SÈRIE IV)

GRUPS SULFHIDRIL
DIA

MASCLES FEMELLES

CONTROL

327.01
6.72

373.79
12.95

21 m

e

5 4n

ARTRITIS

21 243.69
8.63

226.04
10.72

m

e

8 8n

CONTROL-INGESTA

341.36
10.83

21 378.15
5.04

m

e

8 8n



tallen les estimacions de les diferències entre el grup ar-

trític i el grup control al llarg del període estudiat, i tam
bé s'assenyalen les diferències entre mascles i femèlles:

SÈRIE III
límits fiducialsestimacions

(259.23 - 193.00)226.11dia 14

(226.42 - 177.81)

155.14)

202.12

178.12

dia 21

(201.11dia 28

(184.28 - 123.97)

88.48)

154.12

130.13

dia 35

dia 42 (171.78

SERIE IV

(226.80 - 177.54)202.17dia 14

(190.75 - 154.39)

115.27)

172.56dia 21

dia 28 (170.65142.96

SÈRIE V

Diferència entre grup artrític i control. Femelles:

(177.22 - 130.56)153.89

Diferència entre grup artrític i control. Mascles:

(111.68 67.36)89.52

Diferència entre femelles i mascles artrítics:

( 48.0132.18 16.36)

En aquestes tres sèries, la primera determinació
correspon al dia 14, un cop establerta la patologia. Els re-

sultats de la sèrie VII, esquematitzats a la figura 25, mos-

tren l'evolució de la concentració de grups -SH durant la fa-
se prèvia al dia 14. Els valors numèrics es troben resumits

a la taula XXVIII. Aplicant l'anàlisi de la variança de mo-
dels lineals a aquests resultats, es troba que la inducció de
la patologia implica una disminució significativa en la con-

centració de grups -SH ja al tercer dia (p < 10
-11

). L'estima
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FIGURA 25: Evolució dels nivells de grups sulfhidril
- sèries (SÈRIE VII)



TAULA XXVIII: Evolució de la concentració de grups

sulfhidril sèries (ymol/1) (SÈRIE VII)

GRUPS SULFHIDRIL

396.46
7.69

CONTROL m

e

14n

DIA 3 260.29
6.21

PREARTRITIS m

e •

6n

DIA 6 271.15
15.03

PREARTRITIS m

e

7n

DIA 9 294.60
12.75

PREARTRITIS m

e

8n

DIA 13 186.43
9.95

PREARTRITIS m

e

8n



ció de la diferència entre el grup artrltic i el grup control
és de 138.59 amb uns límits fiducials de 167.52 i 109.66.

A la taula XXIX es pot observar l'estudi de les cor-

relacions entre els nivells de grups -SH sèries i els ante-
riors paràmetres estudiats, corresponents a les quatre sèries
considerades.
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TAULA XXIX: Correlacions entre els nivells de

sèries i diferents paràmetres
grups sulhidril

sèrie III
(v = 74)

sèrie IV
(v = 60)

sèrie VII
(v = 20)

sèrie V

(v = 17)

0.7182

p < 0.01
0.5271

p < 0.01
N.S.INCREMENT DE

PES (%)
N.S.

PES FETGE (%) -0.6916

p < 0.01
N.S. N.S.

PES MELSA (%) -0.7144

p < 0.01
-0.7738

p < 0.01

PES TIMUS (%) N.S.N.S.

PES GLÀNDULES
ADRENALS (%)

N.S.

PES RONYONS (%) -0.5914

p < 0.01

-0.8815

p < 0.01
-0.8914

p < 0.01
-0.7648

p < 0.01
-0.6919

p < 0.01
EXTREMITAT
IPSHATERAL (ml)

-0.5735

p < 0.01
-0.7561

p < 0.01
-0.5912

p < 0.01
-0.6470

p < 0.01
EXTREMITAT
CONTRALATERAL (ml)

ALBÚMINA (%) 0.8409

p < 0.01
0.7788

p < 0.01
0.8892

p < 0.01

a-GLOBULINES (%) -0.7779

p <'0.01-
-0.7885
p < 0.01

-0.7514

p < 0.01

B-GLOBULINES (%) -0.7307

p < 0.01
-0.8059

p < 0.01
-0.8100

p < 0.01

Y-GLOBULINES (%) N.S. N.S.N.S.

QUOCIENT A/G 0.8575

p < 0.01
0.7456

p < 0.01
0.8920

p < 0.01



9. DETERMINACIONS IMMUNOLÒGIQUES

9.1. ACTIVITAT COMPLEMENTÀRIA TOTAL SÈRICA

Una de les nombroses vies per a estimar la funcionali
tat del sistema del complement és la determinació de l'activi
tat hemolítica total. Aquest resultat representa la suma de
tots els components del. sistema.

Si es posa en contacte sèrum amb complement i hema-
ties de moltó sensibilitzades amb anticossos, es produeix la
lisi de les hematies, la qual es pot mesurar per l'allibera-
ment d'hemoglobina.

En les tècniques d'immunodifusió radial es col·loca
el sèrum problema en un pou de dimensions precises i es deixa
difondre a través del gel d'agarosa que conté eritròcits de
moltó estandaritzats i sensibilitzats amb hemolisina. Si to-

tes les proteïnes del complement estan presents en quantitats
suficients, es lisaran les hematies incorporades a l'agarosa
i es formarà un anell molt clar. Amb una concentració conegu-

da de complement es pot realitzar una corba estàndard.

9.1.1. Material i mètodes

Per a l'anàlisi del complement total s'han utilitzat
els reactius Quantiplate
- Plaques d'immunodifusió amb 2.4 ml d'una barreja d'agarosa-
solució salina amortidora, pH 6.9, i amb un 0.2 % d'hema-
ties de moltó sensibilitzades amb hemolisina,

- Sèrum de referència, preparat a partir de sèrum de coni-
llets d'índies, amb una concentració indicada per a cada
lot.

® de "Kallestad Laboratories, Inc.":
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La tècnica es pot resumir com segueix:

Es deixen atemperar les plaques i el sèrum de referèn
cia. Es reconstitueix aquest i es preparen diferents dilu-
cions amb sèrum fisiològic. S'afegeixen 5 yl de cada dilució
de sèrum de referència i de cada sèrum problema sense diluir,
als corresponents pous. Es tapen les plaques, es deixen 5 mi-
nuts perquè el sèrum difongui i s'incuben invertides durant 6
hores a 37 °C.

La lectura es realitza mesurant el diàmetre de l'anell.

A la figura 26 es pot observar l'estudi de les regresi

sions i de la corba estàndard realitzada segons la regressió

corresponent a un dels experiments. Els diàmetres me-

surats de les mostres problema s'han interpolat sempre a par-

tir de la regressió lineal.

lineal,

9.1.2. Resultats

A la sèrie experimental II s'ha determinat l'activi-
tat complementària sèrica total. A la figura 27 es troben re-

presentats els corresponents nivells al llarg de l'estudi i a

la taula XXX es resumeixen aquests valors.

Mitjançant l'anàlisi de la variança de models line-
als s'ha trobat que els nivells d'activitat complementària to
tal determinats en els animals artrítics són significativa-
ment més baixos que els corresponents als animals control

-4
(p < 10 ). S'ha pogut estimar que el valor mig representant
del grup artrític és de 49.38, amb uns límits fiducials de
45.55 i 53.23, mentre que el valor mig del grup control s'ha
estimat en 65.52, amb uns límits fiducials de 59.18 i 71.87.

No s'ha trobat cap correlació significativa entre els
nivells d'activitat complementària i els anteriors resultats

exposats per a la sèrie II.
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TAULA XXX: Evolució de l'activitat complementà-
ria sèrica total (U/ml)

ACTIVITAT COMPLEMENTARIA TOTAL
DIA

CONTROL ARTRITIS

14 73.78
3.424

53.15
8.040

m

e

8 6n

40.13
6.497

21 m

e

7n

65.86
1.677

63.10
9.279

28 m

e

77n

56.67
6.071

35 m

e

7n

46.56
4.745

55.75
3'.674

42 m

e

77n



9.2. ANTICOSSOS ANTINUCLEARS

L'anàlisi dels anticossos antinuclears (ANA) es rea-

litza principalment en sèrums de pacients amb diferents malai
ties del teixit conjuntiu i principalment amb lupus eritema-
tos sistèmic. En l'artritis reumatoide s'han trobat ANA en el

35 - 39 % de pacients seropositius i en el 10 % de malalts se

ronegatius, quasi sempre a baixes titulacions (Aitcheson,
1980).

La tècnica d'immunofluorescència és la més utilitzada

per detectar aquests autoanticossos, que pertanyen principal-
ment a la classe IgG, encara que també se'n han descrit del

tipus IgM. Aquesta tècnica es basa en la propietat dels anti-
cossos ANA de no ser específics d'òrgans o d'espècies. Així,
a la primera fase de la prova es fan reaccionar els anticòs-
sos antinuclears amb l'antigen nuclear situat sobre un porta-

objectes. Després d'un procés de rentat, es revela el resul-
tat amb anticossos antiimmunoglobulines de rata marcats amb
fluoresceína i posteriorment al rentat del conjugat, es vi-
sualitza la reacció amb un microscopi adient per a fluorescèn
cia.

9.2.1. Material i mètodes

En aquesta tècnica el material utilitzat ha estat el
següent:
- Portaobjectes amb el substrat (cèl·lules'de ronyó de rato-

lí), de Quantafluor®, Kallestad,
- Conjugat antiimmunoglobulines de rata/FITC (Dako, F-234),
- Conjugat antiimmunoglobulines humanes/FITC de Quantafluor ®,
Kallestad,

- Control positiu humà de Quantafluor®, Kallestad,
- Control negatiu humà de Quantafluor®, Kallestad,
- Solució salina amortidora preparada a base de fosfats (PBS),

pH 7.2.
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La tècnica de determinació d'ANA es pot resumir:1.- Es descongela el nombre apropiat de portaobjectes .i esdei
xen atemperar,2.- Es col·loca el portaobjectes en una cambra humida i s'a-
fegeixen 25 yl dels controls positiu i negatiu i dels sè-
rums problema diluïts 1/10 i 1/20,3.- S'incuba 30 minuts a temperatura ambient i a la foscor,4.- Rentat: amb PBS, primer amb ajuda d'una pipeta Pasteur,
i tenint en compte de no aplicar-lo directament sobre la
mostra; després es submergeix el portaobjectes en un reci
pient amb la solució i es deixa 15 minuts, canviant el
PBS entre mig,5.- Es treu el portaobjectes i s'asseca l'excés de PBS,6.- Es col·loca en una cambra humida i es posa una gota de
l'antisèrum corresponent conjugat amb fluoresceïna: anti-
sèrum antihumà/FITC sobre els controls, i antisèrum anti-

rata/FITC sobre els sèrums problema. També s'afegeix anti
sèrum antirata/FITC sobre els controls humans,7.- S'incuba a temperatura ambient durant 30 minuts a la fos-
cor,8.- Es repeteix el rentat,9.- Es monta el cubreobjectes i s'observa en un microscopi es;

pecial per a fluorescència (Leitz Dialux, provist de dis-
positiu de fluorescència per a llum incident Ploemopak
2.3) .

9.2.2. Resultats

S'han estudiat diferents sèrums d'animals artrítics

de la sèrie experimental II i no s'han observat anticossos
antinuclears. Aquests sèrums eren representatius dels dife-
rents estadis de la malaltia i s'han analitzat conjuntament
amb sèrums control. La possibilitat d'un resultat negatiu a

causa d'un dèficit per part del conjugat s'ha de rebutjar pel
fet d'observar fluorescència en el control humà positiu; mal-
grat la diferent especificitat del conjugat.
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9.3. ANTICOSSOS ANTIIMMUNOGLOBULINES

9.3.1. Metodologia preparativa: fraccionament salí

Les diferents classes d1immunoglobulines difereixen en

tre si, i d'altres proteïnes sèriques, per la seva solubilitat
en les solucions aquoses, la seva mida molecular, la seva den-
sitat electrostàtica i pel punt isoelèctric.

En augmentar la concentració salina del medi, es pro-

dueix una interferència en la interacció de les molècules d'ai.

gua amb els grups polars de les molècules proteiques, s'origi-
na una interacció hidrofòbica més gran entre les molècules i
s'insolubilitzen. La concentració salina a la qual cada proteï
na precipita és diferent, però entre molècules estretament re-

lacionades, com les immunoglobulines, la diferència no és sufi
cient com per donar un alt grau de puresa. Aquest procediment,

però, serveix per a separar l'albúmina, que queda en solució,
mentre precipiten les immunoglobulines.

La precipitació mijançant sulfat amònic és la tècnica
més utilitzada.

9.3.1.1. Material i mètodes

Els reactius necessaris per al fraccionament salí són:
- Solució saturada de sulfat amònic, (NH4)2S04. Es prepara dis
solvent el sulfat amònic en aigua en proporció 1 kg/l 1,
s'ha d'agitar i escalfar. Un cop la solució és transparent
es deixa refredar tota la nit a temperatura ambient i poste-
riorment es filtra. S'ajusta el pH de la solució saturada a

7.2,
- Solució salina amortidora a base de fosfats (PBS), pH 7.2,
0.15 M.
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La tècnica es pot resumir en les següents fases:

Es dissol el sèrum 1/2 amb sèrum fisiològic. Se li afe

geix la solució saturada de la sal fins que quedi al 45 % V/V.
L'addició ha de ser amb agitació i molt lenta.

Es deixa en agitació contínua durant 30 minuts a la
temperatura ambient i després es centrifuga a 1,000 g durant
15 minuts a 4 °C.

El precipitat es renta amb una solució de (NH4)2S04 al
45 % i posteriorment es redissol en un volum de PBS igual al
del sèrum inicial.

Es centrifuga per eliminar qualsevol material insolu-
ble i es precipiten de nou les gamma-globulines utilitzant una

concentració final de sulfat amónic del 40 % V/V.

Es centrifuga i es renta el precipitat amb (NH4)2S04
al 40 %. El precipitat així obtingut es redissol en un volum
mínim de PBS. El concentrat d'immunoglobulines resultant es

dialitza contra PBS per eliminar l'excés de sal. Es deixa 48
72 hores i es canvia diverses vegades la solució amortidora.

La concentració proteica de la mostra resultant es me-
sura espectrofotomètricament a 280 nm (Espectrofotòmetre Beck-
man DB-G).

9.3.2. Tècnica d'aglutinació del làtex

Una de les tècniques més utilitzades en el diagnòstic
de rutina per a la detecció de factor reumatoide en el sèrum
de pacients amb artritis reumatoide és la tècnica d'aglutina-
ció del làtex. Aquesta tècnica es basa en 1'aglutinació exper_i
mentada per partícules de làtex sensibilitzades amb IgG humana,
en presència d'un sèrum que conté FR (antilgG) (Hudson i col.,
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1979). A la figura 28 es pot veure un esquema d'aquesta tècni-
ca.

Per tal d'investigar la presència de FR o d'algun ti-
pus d'anticòs antiimmunoglobulina (antilg) en el sèrum dels
animals artrítics, vam sensibilitzar partícules de làtex amb

immunoglobulines de rata i les vam enfrontar al sèrum artrític
i al control, estudiant la possible aglutinació.

9.3.2.1. Reactius

- Partícules de làtex de poliestirè, de 0.8 ym de diàmetre i
un 20 % de pes sec, subministrades gentilment pel Dr. G.
Solé Nolla (Derypol, Les Franqueses del Vallès, Barcelona),

- Solució salina amortidora de glicina (GBS), de pH 8.2 i pre-

parada a partir de glicina 0.1 M i NaCl 0.17 M. S'utilitza
per realitzar les dilucions del làtex,

- Solució salina amortidora de fosfats (PBS), de pH 7.2, 0.15 M.
S'utilitza per realitzar les dilucions de les mostres,

- Antisèrum antilgG de rata obtingut en conill (Miles-Yeda)
amb una concentració de 4.0 mg/ml,

- Immunoglobulines de rata obtingudes a partir d'una barreja
de sèrum de rates Sprague-Dawley control a través de la tèc-
nica del fraccionament salí (apartat 9.3.1.).

9.3.2.2. Metodologia general

Preparació de làtex sensibilitzat: A una suspensió de
làtex en GBS s'afegeix, lentament i amb agitació, una solució

d'immunoglobulines de rata en GBS. Després d'incubar 1 hora a

temperatura ambient i d'agitar, s'ajusta el pH a 8.2 i es dei-
xa tota la nit a 4 °C. El dia següent, un cop atemperat el là-
tex sensibilitzat es mira de nou el pH.

L'estudi de la presència d'anticossos antiimmunoglobu-
lines es va realitzar en portaobjectes. Per això, es barreja-
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FIGURA 28: Esquema de la tècnica d’aglutinació
del làtex

O
PARTÍCULES DE LÀTEX

+ IgG humana

1 ►

FR (-)

SÈRUM

FR ( + )PARTÍCULES DE LATEX

SENSIBILITZADES AMB IgG



ven 25 yl de la preparació de làtex amb 25 yl de la mostra i
s'observava la formació d'aglutinat durant 5 minuts, sense dei.
xar d'agitar la mostra amb un suau moviment de vaivé.

En el cas d'un resultat positiu es procedia a la dilu-
ció de la mostra fins que no aglutinés. Els resultats s'han ex

pressat com la inversa de l'última dilució que dóna una agluti
nació positiva i se'ls ha anomenat títols de làtex.

La sensibilitat de cada preparació de làtex es va valo
rar enfrontant aquesta a dilucions seriades de l'antisèrum an-

tilgG de rata utilitzat com a referència en tots els experi-<
mènts.

9.3.2.3. Ajust de les condicions experimentals

L'objectiu de la tècnica va ser trobar una preparació
de làtex capaç de ser aglutinada pels sèrums procedents dels
animals artrítics, i de donar reacció negativa davant dels sè-
runjs control i les solucions amortidores.

Es va partir d'una suspensió 1/6 del làtex i es va sen

sibilitzar, al llarg de diferents experiments, amb concentra-
cions d'immunoglobulines de rata entre 7.143 mg/ml i 44.64
yg/ml. Les preparacions de làtex obtingudes s-1 enfrontaven a di
ferents sèrums artrítics, a sèrums control i a les solucions

amortidores, i a més es valoraven amb l'antisèrum antilgG.

Els resultats obtinguts en els primers experiments van

ser negatius per a ambdós tipus de sèrums i dèbilment positius
per a 1'antisèrum. Es va observar que la positivitat augmenta-
va a mida que disminuïa la concentració d'immunoglobulines que

sensibilitzaven les partícules de làtex (taula XXXI).

S'ha observat que l'addició d'albúmina estabilitza les
preparacions de làtex (Nieto, 1982). Aleshores vàrem fer dilu-
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cions de làtex amb una barreja de sèrums control que consti-
tuïa la font de proteïnes. Aquesta barreja de sèrums control
es va utilitzar a dilucions 1/50 i 1/100 en GBS. Les prepara-

cions de làtex realitzades amb aquests sèrums se'ls anomenava

làtex amb protecció 1/50 o 1/100. A la taula XXXII es poden

comparar els resultats obtinguts per a una preparació de làtex
sensibilitzada amb igual concentració d'immunoglobulines, però
preparada amb protecció i sense.

La preparació de làtex òptima per a l'estudi de la pre
sència d'anticossos antiimmunoglobulines (antilg) va ser la
suspensió resultant de barrejar en igual proporció una prepara

ció amb 178.57 yg d'immunoglobulines de rata sense protecció i
la mateixa preparació amb protecció 1/100. El reactiu així for
mat era, de tots els assajats, el que millor discriminava un

sèrum artrític d'un control, encara que la seva titulació amb
l'antisèrum no fos gaire elevada.

9.3.2.4. Resultats

A les figures 29 i 30 es poden observar els títols in-
dividuals dels animals artrítics i control corresponents a les
sèries II i III respectivament. El títol màxim determinat en

el grup control és d'l, i per això s'ha considerat com a títol
positiu aquell que és superior a la unitat. Aplicat aquest cri
teri, els percentatges de resultats positius en els animals ar

trítics han estat de 100 %, 86 %, 86 %, 29 % i 29 % els dies

14, 21, 28, 35 i 42 respectivament, per a la serie II; i per a

la sèrie III han estat de 83 %, 50 %, 88 %, 75 % i 42 % els

dies 14, 21, 28, 35 i 42 respectivament.

Mitjançant l'anàlisi de la variança de models lineals,
s'ha trobat que hi ha diferència significativa entre els
lors obtinguts en els animals artrítics i els corresponents
als animals control en ambdues sèries experimentals (p < 10-7).

va-
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L'estudi de les correlacions dels resultats de la pro

va del làtex amb els anteriors paràmetres determinats s'ha re

alitzat mitjançant el test d'Spearman. En ar±>dues sèries expe

rimentals s'ha observat una correlació significativa entre
els títols de làtex i l'increment de volum de l'extremitat

contralateral, els percentatges d'albúmina i alfa i beta-globu
lines i el quocient A/G. A la taula XXXIII es poden observar
els coeficients d'Spearman i els nivells de significació de
les correlacions estudiades.

9.3.3. Tècniques d'ELISA

Al 1971/ Engvall i Perlmann van descriure per primera

vegada una tècnica d'enzimoimmuno assaig en la qual la subs-
tància que es volia detectar reaccionava o bé amb un antigen
o bé amb un anticòs, units a una superfície sòlida. Van anome

nar aquesta tècnica "enzyme-linked immunosorbent assay"
(ELISA), i des de llavors s'han anat desenvolupant una gran

quantitat d'aplicacions analítiques.

En aquest treball s'han utilitzat diferents variants
d'ELISA per a la detecció i quantificació d'antiimmunoglobuli
nes totals, d'antilg de la classe IgG i d'immunoglobulina G.

En general les tècniques d'ELISA es basen en la detec
ció d'un antigen o d'un anticòs mitjançant la reacció d'aquests
amb l'anticòs o antigen específics, respectivament, units a

la fase sòlida, i la unió posterior d'un antigen o un anticòs
marcats amb un enzim per a revelar la substància problema fi-
xada.

Segons la naturalesa immunològica de la substància
problema i segons el reactiu marcat enzimàticament, les tècni
ques d'ELISA es divideixen en:

- ELISA competitiu, en el qual una quantitat d'antigen que es
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TÀULA XXXIII: Correlacions entre els títols de làtex

i diferents paràmetres (correlació
d'Spearman)

sèrie II
(v = 56)

sèrie III
(v = 104)

0.4514
p <0.01

0.6031

p < 0.01
EXTREMITAT
CONTRALATERAL (ml)

ALBÚMINA (%) -0.5582
p <0.01

-0.5644

p < 0.01

a-GLOBULINES (%) 0.5818
p < 0.01

0.5051
p < 0.01

6-GLÒBULINES (%) 0.5654
p < 0.01

0.5439
p < 0.01

QUOCIENT A/G -0.5582
p < 0.01

-0.5809
p < 0.01

GRUPS
SULFHIDRIL (ymol/1) 0.5-674

p < 0.01



vol determinar competeix amb una concentració coneguda de
'l'antigen marcat enzimàticament per l'anticòs unit a la fa-
se sòlida,

- ELISA no competitiu, que a la vegada es divideix en:

ELISA indirecte, utilitzat per a la detecció i mesura
d'anticossos,

ELISA sandvitx de doble anticòs, sistema de detecció
i quantificació d'antígens.

En aquest treball s'ha aplicat un ELISA competitiu
per a la quantificació d'anticossos i també els dos mètodes
d'ELISA no competitiu. De més a més s'han fet assaigs d'ELISA
amplificat, tècnica amb la qual es pot obtenir encara més sen

sibilitat.

ELISA competitiu per a la detecció d'anticossos

(fig 31)

Basat en la tècnica d'Engvall i col.
aquest assaig s'absorbeix a la fase sòlida l'antigen especí-
fic per a l'anticòs problema. Després de rentar l'antigen no

unit, s'afegeix, al mateix temps, la solució problema que con

té l'anticòs i una quantitat coneguda del mateix anticòs mar-

cat amb un enzim. Després d'incubar i de rentar s'afegeix un

substrat enzimàtic que en degradar-se canvia de color. La

quantitat de color es pot mesurar i és inversament proporcio-
nal a la concentració d'anticòs de la mostra.

(1971), en

ELISA no competitiu: ELISA indirecte (fig 31)

En aquesta tècnica no competitiva per a la detecció
d'anticossos, que es basa en la descrita per Engvall i col.
(1972), s'uneix l'antigen específic a la fase sòlida; després
de rentar la fracció no absorbida, s'afegeix el sèrum pròble-
ma diluït i s'incuba. Posteriorment a un nou rentat, s'addi-
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ciona antiimmunoglobulina marcada enzimàticament (anticòs pro

duït en una espècie animal diferent de la del anticòs lligat),
es deixa reaccionar i es renta; Per últim s'afegeix el subs-
trat enzimàtic. La quantitat de color és proporcional a la
concentració d'anticòs en el sèrum problema.

ELISA no competitiu: ELISA sandvitx de doble anticòs

(fig 32)

S'anomena així perquè l'antigen problema és atrapat
entre dos anticossos diferents, un dels quals conté l'enzim.
Es basa en la tècnica de Clark i col. (1977) .

En aquest assaig s'uneixen a la fase sòlida immunoglo
bulines que contenen l'anticòs específic per a l'antigen que

s'ha de determinar o bé l'anticòs específic purificat. Des-

prés de rentar s'incuba la solució problema que es creu que

conté l'antigen. Posteriorment al rentat s'addiciona un anti-
còs específic marcat amb un enzim, es deixa reaccionar, es

renta i s'afegeix un substrat enzimàtic. La quantitat de co-

lor desenvolupada és proporcional a la concentració d'anti-

gen.

ELISA amplificat (fig 32)

Aquesta tècnica va ser utilitzada per primera vegada
per Butler i col. (1978) per detectar anticossos en el sèrum
de rata.

L'assaig és idèntic a 1'ELISA indirecte fins a l'ad-
dició del conjugat enzimàtic. A 1'ELISA amplificat s'addició-
na antiimmunoglobulina marcada o no amb un enzim i després
d'incubar i rentar, s'afegeix un nou anticòs obtingut contra

'1'antiimmunoglobulina. Aquest nou anticòs ha d'estar marcat
enzimàticament. La unió d'un anticòs sobre l'altre produeix
una amplificació de la resposta obtinguda en un ELISA indirec
te.
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9.3.3.1. Material

- Plaques microELISA de 96 pous, Dynatech® M-129-B (esterilit
zades amb cobalt),

- Solució salina amortidora de fosfats (PBS), pH 7.2, 0.15 M,
- Tween 20, Merck,
- Albúmina bovina sèrica (BSA), Merck,
- Solució amortidora carbonat/bicarbonat, 0.1 M pH 9.6 prepa-

rada a partir de Na2C03 i NaHC03,-
- Solució amortidora de fosfats, 0.1 M pH 7, preparada a par-

tir de KH2P04 i Na2HP04,
- Solució 2 M d'àcid sulfúric,
- Solució 180 mM d'àcid dimetilbenzoic (DMAB) pK 7, en solu-
ció amortidora de fosfats, pH 7. La concentració de la solu
ció un cop preparada s'estableix llegint 1'absorbància d'u-
na dilució 1/120 a 305 nm i ha d'ésser de 1.287,

- Solució 1.8 mM de 3-metil-2-benzotiazolinona hidrazona

(MBTH) pH 6.5, en solució amortidora de fosfat pH 7. L'ab-
sorbància d'una dilució 1/10 a 285 nm ha de ser de 0.930,

- Immunoglobulina humana, obtinguda a partir del fracciona-
ment salí d'una barreja de sèrums humans control procedent
de l'Hospital Clínic i Provincial de Barcelona. Es conserva

en alíquotes a -20 °C,
- Immunoglobulines de ratolí (Ig-ratolí), obtingudes a partir
del fraccionament salí d'una barreja de sèrums de ratolins.
Es conserven a -20 °C en alíquotes,

- Sèrum de referència de rates Sprague-Dawley i Wistar
(Miles) amb 131.0 mg/dl d'IgM; 24.3 mg/dl d'IgA i 1,320

mg/dl d'IgG.
- Sèrum de ratolí i conill per neutralitzar les reaccions
creuades,

- Antisèrum antilgG de rata obtingut en conill (Miles). Es va

realitzar el fraccionament salí d'aquest antisèrum per tre-
ballar amb la fracció globulínica i evitar així reaccions
inespecífiques (antilgG rata),

- Antisèrum antiimmunoglobulines de rata obtingut en conill,
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marcat amb peroxidasa (Dako) (antilg rata-PO),
- Antisèrum antilgG de rata obtingut en conill marcat amb per

oxidasa (Miles) (antilgG rata-PO),
- Antisèrum antiimmunoglobulines de ratolí obtingut en conill
marcat amb peroxidasa (Miles) (antilg ratolí-PO),

- Antisèrum antiimmunoglobulines de conill obtingut en cabra,
marcat amb peroxidasa (Nòrdic) (antilg conill-PO).

9.3.3.2. Metodologia general

Tots els assaigs realitzats han estat tècniques de mi
croELISA, fets en plaques de poliestirè de 96 pous. L'addició
dels reactius comuns per a tota la placa s'ha efectuat amb
una pipeta de 8 canals (Titertek 7785900) .

1) Adsorció a la fase sòlida:

L'adsorció de proteïnes a la placa segueix la isoter-
ma de Langmuir (Langmuir, 1918), i es forma així una monocapa

de proteïna unida hidrofòbicament a un nombre limitat de
llocs actius del plàstic. S'ha de determinar la concentració
de proteïna capaç de saturar una certa superfície, que és di-
ferent per a cada proteïna. L'ús de concentracions superiors

pot donar lloc a una interacció proteïna-proteïna que produi-
rà l'alliberament de part de la proteïna fixada durant els
rentats.

Es prepara la dilució adient d'antigen o d'anticòs en

solució amortidora de carbonat pH 9.6. S'afegeixen 100 yl d'a-
questa solució a cada pou i s'incuba a temperatura ambient i
cambra humida tota una nit.

2) Bloqueig:

Un cop adsorbida la proteïna, és convenient el blo-
queig de la fase sòlida per tal d'evitar fixacions inespecífi
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ques posteriors. Aquest bloqueig generalment es realitza amb
proteïnes inerts de baix pes molecular.

D'aquesta manera, després de tota la nit d'incubació,
es buida la placa i s'afegeixen 200 yl d'una solució de BSA
a l'l % en PBS. Es deixa una hora en cambra humida i es renta.

3)Rentat:

Es realitza amb solució amortidora de fosfats pH 7.2
i un detergent no iònic, que en el nostre cas ha estat el
Tween-20, afegit en un 0.5 % V/V (Voller i col., 1977). La so

lució de rentat utilitzada s'ha designat com a PBS-T.

Es realitzen tres rentats successius amb 200 yl de

PBS-T i posteriorment, només un amb PBS. En aquestes condi-
cions les plaques es poden mantenir a -20 °C fins la seva uti
lització.4)Reacció amb 1'antigen o anticòs problema:

El sèrum problema es dilueix amb una solució de PBS-
T a la qual s'ha afegit un 1 % de BSA (PBS-T-B). El detergent
d'aquesta solució evitarà en certa part les reaccions inespe-

cífiques i l'albúmina en excés competirà amb la proteïna que

es vol quantificar pels possibles llocs actius del plàstic
que hagin quedat lliures durant el rentat.

S'addicionen 100 yl de la dilució problema a cada pou

i es deixen reaccionar tres hores a temperatura ambient, en

cambra humida. Després d'aquest temps es procedeix al rentat
(fase 3) .5)Reacció amb el conjugat enzimàtic:

Tots els conjugats utilitzats s'han mantingut conge-
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lats en alíquotes amb el fi de no perdre activitat enzimàtica.
Un cop descongelats es dilueixen en PBS-T-B, per les mateixes
raons exposades. S'afegeixen 100 yl de la dilució de conjugat
a cada pou i es deixen incubar tota la nit a 4 °C en cambra hu
mida.

Després d'aquest període es renta (fase 3). En el cas

de 1'ELISA amplificat, després del rentat s'afegeix el segon

conjugat diluït en PBS-T-B i es torna a incubar tota la nit a

4 °C en cambra humida. De manera anàloga, després es renta.

6) Addició del substrat enzimàtic:

(1980), van descriure com a substrat elNgo i col.
sistema MBTH-DMAB, que en presència de peròxid d'hidrogen i

peroxidasa dóna lloc a una indamina catiònica de color púrpu-
ra que presenta un màxim d'absorció a 590 nm (fig 33).

Les solucions que constitueixen el substrat es guar-

den per separat a -20 °C i en el moment del revelat es prepa-

ra aquest segons les proporcions: 4.7 ml de DMAB 180 mM, 9.3
ml de MBTH 1.8 mM, 7 ml de solució amortidora de fosfats pH
7 i 5 yl de H202 al 30 %.

S'afegeixen 200 yl del substrat a cada pou i es deixen
en agitació (Agitador rotatiu Atom 85). Als 20 minuts s'atura
la reacció addicionant 50 yl de H2S04 2 M.

Les lectures dels assaigs realitzats en aquest tre-
ball s'han dut a terme en un lector Titertek Multiskan amb lec

tura simultània de 8 pous i sortida impressa dels resultats.

L'aparell utilitzat ha estat el del Servei d'Immunologia de

l'Hospital Clínic i Provincial de Barcelona. S'ha d'assenya-
lar que aquest aparell s'ha pogut utilitzar gràcies a la col
laboració i gentilesa de l'esmentat Servei Hospitalari.
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9.3.3.3. Ajust de les condicions experimentals

Mitjançant la tècnica semiquantitativa d1aglutinació
del làtex es van detectar anticossos antilg en el sèrum d'ani.
mals artrítics. Amb la finalitat de quantificar els esmentats
anticossos i d'obtenir més sensibilitat es va posar a punt
una tècnica de microELISA.

La posta a punt d'aquesta tècnica va'ser un procés la
boriós en el qual es van probar tota una sèrie de condicions
i variants. Es van fer estudis de 1'ELISA indirecte, de

1'ELISA competitiu i de 1'ELISA amplificat, fins a trobar les
condicions idònies per treballar amb un ELISA indirecte. En ge

neral a la fase sòlida s'unien IgG o immunoglobulines, que ac

tuaven com a antigen de l'anticòs que es volia detectar i de^
prés d'incubar el sèrum problema s'afegia el conjugat consti-
tuït per antiimmunoglobulines de rata marcades amb peroxidasa
(fig 34) .

Per realitzar les proves es va fer una barreja de sè-
rums control, que donessin la prova del làtex negativa (des-
signada com a sèrum negatiu), i una barreja de sèrums artrí-
tics corresponents als títols més alts d'aglutinació del là-
tex (dessignada com a sèrum positiu). Cada prova consistia en

la unió a la fase sòlida d'una quantitat fixa d'antigen (IgG
o immunoglobulines totals), la incubació de diferents dilu-
cions d'ambdues barreges de .sèrum i l'addició de diverses con

centracions de conjugat. Aleshores s'estudiaven les diferèn-
cies entre els sèrums positiu i els negatiu;
trobar una bona diferència (es va considerar un increment en

en el cas de

1'absorbància d'un 0.2) es fixava la concentració de conju-
gat que s'havia d'utilitzar i s'estudiaven diferents dilu¬
cions de 1'antigen per tal d'obtenir la màxima sensibilitat.

Els assaigs realitzats s'han resumit a continuació:
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FIGURA 34: Disseny general de 1'ELISA per a la determinació

d'antiimmunoglobulines

Immunoglobulines
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9.3.3.3.1. Assaig amb immunoglobulines humanes

Basant-se en la capacitat del factor reumatoide per a

reaccionar enfront d'antígens (IgG) de diferents espècies, es

van fixar immunoglobulines humanes a la placa. Per a una con-

centració de 10 iig/ml d'immunoglobulines humanes, es van pro-

bar el sèrum positiu i el sèrum negatiu a dilucions compreses

entre 1/1 i 1/1024. Posteriorment es va afegir el conjugat en

zimàtic antilg rata-PO diluït des de 1/100 a 1/2000.

Amb aquestes condicions no es va observar reacció en-

tre el sèrum de rata i les immunoglobulines humanes: l'absor-
bància va ser molt baixa per a tota la placa i no hi havia di
ferència entre positius i negatius.

9.3.3.3.2. Assaig amb immunoglobulines de ratolí

Estudis previs realitzats per nosaltres, van indicar

que el sèrum procedent de rates artrítiques aglutinava partí-
cules de làtex sensibilitzades amb immunoglobulines de ratolí
(Ig-ratolí). Per això, es va realitzar un ELISA indirecte uti
litzant Ig-ratolí com a antigen unit a la fase sòlida. Les

condicions emprades van ser: 10 yg/ml d'Ig-ratolí; dilucions
de sèrum positiu i negatiu compreses entre 1/1 i 1/1024, i
conjugat antilg rata-PO a dilucions de 1/100, 1/200, 1/400 i
1/800. A les solucions del conjugat enzimàtic, s'hi van afegir
dilucions de sèrum de ratolí (1/20, 1/40, 1/80 i 1/160, res-

pectivament) per adsorbir la reacció creuada entre les Ig-ra
tolí i el conjugat a conseqüència de la proximitat filogenè-
tica.

Els resultats obtinguts van mostrar diferències entre
el sèrum positiu i el negatiu a dilucions de 1/1 fins a 1/32,
utilitzant conjugat diluït 1/200. Per a les dilucions 1/400 i
1/800 d'antilg rata-PO no es van observar diferències mentre
que a dilució 1/100 la diferència es va observar només fins a
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la dilució sèrica de 1/8.

Establertes aquestes condicions que mostraven ja la
presència d'anticossos antiimmunoglobulines en el sèrum dels
animals artrítics, es va intentar millorar la sensibilitat de

l'assaig i així es van realitzar proves d'ELISA competitiu i
d'ELISA amplificat.

9.3.3.3.3. ELISA competitiu

En aquesta tècnica s'utilitza un estàndard d'immuno-

globulines de ratolí de concentració coneguda, per saber la di
lució d'estàndard capaç d'inhibir en un 50 % la unió del conju-
gat antilg ratolí-PO amb 1'antigen en fase sòlida.

A la placa es van unir concentracions d'Ig-ratolí com

preses entre 0.1 i 5 yg/ml.* Es van estudiar dilucions de sè-
rums entre 1/2 i 1/32 i l'estàndard es va utilitzar en concen

tracions compreses entre 1 i 500 yg/ml. El conjugat antilg
ratolí-PO es va diluir a 1/200, 1/400 i 1/800 i se li va afe-

gir sèrum de rata a diferents concentracions (1/125, 1/250 i
1/500, respectivament) per evitar la reacció creuada amb el
sèrum problema.

En aquest assaig el problema o l'estàndard es barre-
gen amb el conjugat enzimàtic just abans de la seva addició
a la fase sòlida.

Els resultats d'aquest assaig no van fer palès cap ti.
pus de competència per part dels sèrums estudiats, ni tan
sols a dilucions de 1/2. El FR de l'artritis humana té una dè
bil afinitat per a l'antigen (Wagner i col., 1978), per això
es va creure que els autoanticossos desenvolupats per les ra-

tes artrítiques podien tenir també aquesta propietat i no ser

capaços de competir amb el conjugat enzimàtic.
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9.3.3.3.4. ELISA amplificat

Les condicions estudiades en aquest assaig es poden
resumir en el següent esquema:

Bloqueig BSA a l'I %, al 2 %, al 4 % i al
6 %

6 h o tota la nit a 4 °CTemps de bloqueig per a

cada concentració de BSA

1 h,

1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128,

1/256, 1/512

Dilucions de sèrum

positiu assajades

1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128,

1/256, 1/512

Dilucions de sèrum

negatiu assajades

1/100, 1/200, 1/400, 1/800, 1/1600Dilucions de conjugat

antilg rata-PO estudiades

Quantitat de sèrum neutralitzant

(sèrum de ratolí) afegit

0.5, 1 i 2 vegades el volum de con-

jugat sense diluir

1/100, 1/200, 1/400, 1/800, 1/1600,

1/3200

Dilucions de conjugat

antilg conill-PO assajades

Quantitat de sèrum neutralitzant

(sèrum de ratolí) afegit

0.5, 1 i 2 vegades el volum de con-

jugat sense diluir

En tots els assaigs es va observar un gran color de
fons a conseqüència de la reacció creuada entre el conjugat
antilg rata-PO i les Ig-ratolí de la fase sòlida, amplificat
per l'addició del segon conjugat. Aquest color de fons va

constituir el principal problema de la tècnica, que per altra
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banda va permetre observar de nou diferències entre sèrums
artrítics i no artrítics.

Alguns dels resultats observats es poden veure a la
figura 35.

9.3.3.4. Optimització de l'assaig amb IgG de ratolí

Els estudis•realitzats amb 1'ELISA competitiu i
1'ELISA amplificat no van suposar cap millora en la tècnica
indirecta prèviament desenvolupada.

Amb 1'ELISA indirecte es van observar diferències en-

tre el sèrum procedent de rates artrítiques i el sèrum proce-

dent de rates control utilitzant Ig-ratolí a una concentració
de 10 yg/ml; dilucions de sèrum fins a 1/32 i conjugat antilg
rata-PO a dilució 1/200. Aleshores es van provar diferents
concentracions d'Ig-ratolí per estudiar quina d'elles repre-

sentava més sensibilitat a la tècnica. Les concentracions es-

tudiades i els resultats obtinguts es poden observar a la fi-
gura 36.

La concentració de 2 Ug/ml d'Ig-ratolí va ser la que

millors resultats va donar ja que a més de proporcionar més
pendent a la recta de regressió, lés diferències s'hi mante-
nien fins a dilucions de sèrum de 1/64.

9.3.3.5. Corba estàndard i expressió dels resultats

Es va utilitzar com a estàndard una barreja de sèrums
procedents d'animals artrítics. A aquest estàndard es van as-

signar unes unitats arbitràries d'antilg (200 U/ml) i a cada
placa realitzada es van afegir quatre dilucions d'aquest
(1/32, 1/64, 1/128 i 1/256). D'aquesta manera els sèrums pro-

blema analitzats a la resta de la placa es referien sempre a
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la seva corba estàndard.

A la figura 37 es pot observar l'estudi de les regrej.

sions i la corba estàndard corresponents a diferents plaques.

Cada sèrum problema es va assajar, per triplicat, a

dilucions 1/32 i 1/64. Les absorbàncies de les dues dilucions

s'interpolaven en la corba estàndard i la mijana d'ambdós re-

sultàts era el nivell d'antilg del sèrum estudiat. Es van tro
bar sèrums que, a causa d'una afinitat pel substrat més eleva
da que l'estàndard, tenien desiguals els resultats de les
dues dilucions. En aquests casos es va procedir a fer dilu-
cions seriades del sèrum problema fins que les dilucions do-
nessin resultats del mateix ordre.

que les dues dilucions assajades per a

cada sèrum tinguessin una absorbància superior a la de l'es-
tàndard, es feien dilucions superiors.

En el cas

9.3.3.6. Resultats

A la figura 38 es poden observar èls valors indivi-
duals i les mitjanes corresponents al grup artrític i al grup
control de la sèrie experimental II. A les taules XXXV-XXXVIII
es troben resumits els resultats d'antilg de les sèries II,
III, IV i VII.

A cada sèrie experimental' s'ha considerat qvie els va-

lors normals estan compresos dins de l'interval definit per
la mitjana del grup control més dues desviacions estàndard.
D'aquesta manera, s'han considerat com a resultats negatius
els que estaven per sota de 81 U/ml a la sèrie II, de 61 U/ml
a la sèrie III, de 72 U/ml a la sèrie IV i de 64 U/ml a la sè
rie VII. A les taules XXXV - XXXVIII també es pot observar
l'evolució dels percentatges de resultats positius al llarg de
1'estudi.
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FIGURA 38: Evolució de la concentració d’antilg totals
(SÈRIE II)
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Aplicant l'anàlisi de la variança de models lineals,
es demostra que la patologia augmenta significativament els
nivells d1antiimmunoglobulines (p < 10-4), la presència de
les quals és ja significativa el dia 3 de la inducció, com ho
demostren els resultats obtinguts a la sèrie VII (taula
XXXVII). A la sèrie IV, però, s'observa una disminució gra-

dual del nivell d'antilg i, el dia 28 de la inducció, no hi
ha diferència entre els resultats del grup artrític i els del
grup control.

Les diferències estimades entre els nivells d'antilg
dels dos grups estudiats a les sèries experimentals II, III i
VII han estat, respectivament, 63.69 (32.99 - 94.39), 62.48
(38.08

mació del dia 14 és de 42.31 (22.83 - 61.79) i el dia 21 és

de 23.75 (8.31

140.50). A la sèrie IV l'es-86.88) i 99.43 (58.36

39.19) .

Els resultats d'antilg es correlacionen amb alguns
dels paràmetres estudiats fins ara. A la taula XXXXV es poden
observar els coeficients de correlació i els graus de signifi
cació obtinguts.

9.3.4. Anticossos antiimmunoglobulines de

la classe IgG

Un cop detectades les antilg totals es va determinar
la proporció d'aquestes que pertanyien a la fracció IgG. El
mètode es basa, a l'iguàl que l'utilitzat per a la detecció
d'antilg totals, en la reacció del sèrum problema amb immuno-
globulines de ratolí unides a la fase sòlida. Posteriorment

s'afegeix conjugat amb especificitat per a l'anticòs IgG mar-

cat amb peroxidasa (antilgG rata-PO).
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TAULA XXXIV: Correlacions entre els nivells d'antilg totals
i diferents paràmetres

sèrie VII

(v = 20)
sèrie IV

(v = 60)
sèrie II
(v = 33)

sèrie III
(v = 74)

-0.3643

p < 0.05
INCREMENT DE
PES (%)

-0.4137
p <0.01

N.S. N. S .

PES FETGE (%) 0.2420

p < 0.05
N.S.N.S.

PES MELSA (%) 0.3079

p < 0.01
N.S.

PES TÜMJS (%) N.S. N.S .

PES RONYONS (%) 0.2600

p < 0.05

0.4138

p < 0.05
0.2522

p < 0.05
EXTREMITAT
IPSHATERAL (ml)

N.S. N.S.

0.4391

p < 0.05
N.S.N.S.EXTREMITAT

CONTRALATERAL (ml)
N.S.

ALBÚMINA (%) -0.4630

p < 0.05
-0.3506

p < 0.01
-0.4996

p < 0.01

a-GLOBULINES (%) 0.4549

p < 0.01
N.S.N.S.

B-GLOEULINES (%) 0.2945

p < 0.05
0.5041

p < 0.05
0.5588

p < 0.01

y-GLOBULINES (%) N.S.N.S.N.S.

-0.34'39
p <0.01

-0.5015

p < 0.05
-0.4776

p < 0.01
(XJOCIENT A/G

GRUPS SULFHIDRIL
SERICS (ymol/1)

-0.3959

p < 0.01
-0.4005

p < 0.01
N.S.

ACT. COMPLEMENTÀRIA
TOTAL (U/ml)

N.S.

TÍTOLS LÀTEX
(Coef. Spearman)

0.2350

p < 0.01
0.4316

p < 0.01



9.3.4.1. Ajust de les condicions experimentals

Es van provar concentracions de 2 i 4 yg/ml d'Ig-rato
lí amb sèrum diluït des de 1/8 a 1/64, i conjugat a dilucions
de 1/100, 1/200, 1/400, 1/800 i 1/1600. A aquest conjugat es

va afegir sèrum de ratolí per neutralitzar la reacció creua-

da.

Els resultats es poden veure a la figura 39. Les mi-
llors condicions van ser de 2 yg/ml d'Ig-ratolí, sèrum diluït
1/16 i conjugat a dilució 1/800 al qual prèviament s'addició-
nava sèrum de ratolí fins a obtenir una dilució 1/80.

A l'igual que en la determinació d'antilg, conjunta-
ment amb els problemes, es va realitzar a cada placa una cor-

ba estàndard amb una barreja de sèrums artrítics, a la qual
es van assignar unes unitats arbitràries d'autoanticòs (200
U/ml) i que va permetre l'extrapolació de tots els problemes.
L'estudi de les regressions corresponent als diferents as-

saigs realitzats es pot observar a la figura 40.

9.3.4.2. Resultats

A la figura 41 es troba representada l'evolució dels
valors individuals i de les mitjanes corresponents al grup ar-

sèrie II. A lestrític i al grup control, determinada a la
taules XXXV - XXXVIII es poden observar els resultats d'anti
Ig IgG corresponents a les sèries II, III, IV i VII.

A l'igual que en el cas de les antilg totals, s'ha
considerat com a resultat positiu aquell que superava el va-
lor mig de la mitjana dels controls més dues desviacions es-

tàndard. Aquest nivell ha estat de 58 U/ml per a la sèrie II,
de 37 U/ml per a la sèrie III, de 25 U/ml per a la sèrie IV i
de 43 U/ml per a la sèrie VII. L'evolució dels percentatges
de resultats positius de les antilg de la classe IgG, per a
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FIGURA 39; Ajust de les condicions experimentals

línia contínua = sèrum positiu
línia discontínua = sèrum negatiu
línia puntejada = blanc
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FIGURA 41: Evolució de la concentració d'antilg IgG
(SÈRIE II)
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TAULA XXXV: Evolució de la concentració d'antilg i 1

d'antilg IgG (U/ml) (SÈRIE II)

ANTIINMJNCGLOBULINES • AOTIIMMUNOGLOEULINES IgG
DIA

CONTROL ARTRITISARTRITIS CONTROL%

14 43.80
6.499

32.49
2.761

44.45
2.718

151.18
41.358

m

e

8 45 7n

% positius 60.0 0

21 96.94
31.311

32.32m

e

6 1n

% positius 50.0 0

28 46.92
7.109

40.83
6.875

107.14
32.389

43.73
5.650

m

e

7 5 55n

20.057.0% positius

35 96.86
34.588

69.00
14.063

m

e

77n

57.1% positius 28.6

42 97.74
20.180

39.80
3.226

70.20
13.127

43.11
8.458

m

e

6 67 6n

50.0% positius 50.0



TAULA XXXVI; Evolució de la concentració d'antilg i

d'antilg IgG (U/ml) (SÈRIE III)

ANTIIMMUNOGLOBULINES IgGAOTIIMMUNOGLOBULINES
DIA

CONTROL ARTRITISARTRITIS CONTROL

0 25.78
4.361

14.96
1.330

m

e

78n

14 36.40
4.369

37.55
3.926

52.78
4.190

19.02
1.570

m

e

7 87 8n

50.0% positius 25.0

123.70
27.434

26.83
3.791

41.11
3.459

183.68
48.922

21 m

e

8 88 8n

87.5 100.0% positius

20.58
1.063

29.11
3.049

28 42.71
4.464

76.22
15.178

m

e

887 8n

25.050.0% positius

35 20.50
1.316

36.24
10.542

40.60
7.367

72.20
12.670

m

e

124 812n

25.050.0% positius

42 31.48
2.934

20.20
2.219

104.60
25.458

32.09
4.181

m

e

75 1111n

18.8% positius 72.7



TAULA XXXVII; Evolució de la concentració d'antilg i

d'antilg IgG (U/ml) (SÈRIE IV)

ANTIIMMUNOGLOBULIIIES ANTIIMMUNOGLOBUIINES IgG
DIA

CONTROL ARTRITIS CONTROL ARTRITIS

0 36.9
5.889

19.24
1 . 040

m

e

8 6n

% positius

36.00
7.584

95.96
17.751

49.73
16.804

14 20.20
1 .005

m

e

8 7 6 7n

71 .4 71 .4% positius

18.40
0.829

21 63.29
4.306

32.60
6.430

20.96
1 .651

m

e

77 7 7n

28.6 14.3% positius

28 - 45.58
6.724

21.16
1.232

41.4
0. 183

19.42
1 . 41 4

m

e

84 7 7n

14.3 14.3% positius
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cada sèrie estudiada s'indica a la taules XXXV - XXXVIII.

Les antilg de la classe IgG estan significativament
elevades un cop establerta la patologia. A la sèrie II, l'in-
crement presentat pels animals artrítics augmenta progressiva
ment amb el temps i els valors corresponents als dies 14, 21,
28, 35 i 42 s'han estimat en 9.45 (3.69 - 15.20), 14.17

38.01) i

45.61), respectivament. A la sèrie III, els ni
vells d'antilg IgG observats en el grup artrític es mantenen
elevats durant tot l'estudi, i s'ha estimat que l'increment

correspon a 25.01 (12.50 - 37.51). A la sèrie IV, els títols
d'antilg IgG dels animals artrítics disminueixen progressiva-
ment i el dia 28 ja no són significatius respecte al grup con

trol. Les estimacions d'aquesta sèrie els dies 14 i 21 de la
33.09) i 11.02

17.61). Les mostres procedents dels animals artrítics
de la sèrie VII, que correspon als 14 primers dies de la in-
ducció, no presenten increments significatius d'antilg IgG.

(5.52 - 22.81), 18.89 (7.38 - 30.41), 23.62 (9.22

28.34 (11.07

inducció són respectivament, 22.59 (12.10
(4.43

Pel que fa a les correlacions entre aquest paràmetre i
els considerats anteriorment, a les quatres sèries
lors d'antilg de la classe IgG es correlacionen significativa
ment amb els resultats obtinguts per a les antilg totals
(sèrie II: r = 0.3903, p < 0.05; sèrie III: r = 0.6691,
p < 0.01; èerie IV: r = 0.6551, p < 0.01 i sèrie VII: r =

0.7000, p < 0.01). A més, a la sèrie III, les antilg IgG pre-

senten una correlació significativa amb els percentatges d'al
búmina (r = -0.3233, p < 0.01) i de beta-globulines (r =

0.2295, p < 0.05) així com amb el quocient A/G (r = -0.3012,
p < 0.05). A la sèrie III i a la sèrie IV els resultats d'an-

tilg IgG es correlacionen amb els nivells de grups sulfhidril
sèries (r = -0.4061, p < 0.01 i r = -0.2856, p < 0.05, respec

tivament).

els va-
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9.4. DETERMINACIÓ D'IgG

L’elevació observada en la fracció gairtma-globulínica
per a les sèries experimentals II i III, i el fet de trobar
autoanticossos pertanyents a la classe IgG en el sèrum d'ani-
mals artrítics, ens va portar a la determinació de la IgG to-
tal, experiment que només es va fer en aquestes dues sèries.

La tècnica utilitzada va ser un ELISA sandvitx de do-

ble anticòs (fonament a l'apartat 9.3.3.). Els dos anticossos
eren antilgG dé rata obtinguda en conill i antilgG de rata-PO

obtinguda també en conill. Els resultats d'absorbància es van

poder expressar en mg/ml en disposar d'un sèrum comercial
(Miles) del qual es coneixia la seva concentració en IgG
(1,320 mg/dl).

9.4.1. Ajust de les condicions experimentals

L'antisèrum comercial, antilgG de rata, es va sotme-
tre prèviament a un fraccionament salí (apartat 9.3.1.) per

treballar amb la fracció globulínica i evitar reaccions ines-
pecífiques. Es van estudiar concentracions entre 1 i 20 yg/ml
d'aquest anticòs.

10Els sèrums es van diluir fins a 1/10

qüència de l'elevada concentració d'IgG al sèrum de rata. Les
dilucions de conjugat provades estaven entre 1/200 i 1/3200,
i se'ls va afegir sèrum de conill per evitar una reacció
creuada.

com a conse-

A la figura 42 es poden observar els resultats obtin-

guts per a diferents concentracions d'antilgG fixada a la fase
sòlida i per a una barreja de sèrums a tres dilucions dife-
rents. Es va treballar amb 10 yg/ml d'antilgG i els sèrums es

van provar a dilucions de 1/105 i l/5xl05. La dilució òptima
de conjugat va ser de 1/1600.
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Com a estàndard de la prova es va utilitzar una barre

ja de sèrums control en la qual s'havia determinat anterior-
ment la concentració d'IgG mitjançant el sèrum estàndard co-
mercial. Els resultats dels problemes es van referir a la cor

ba estàndard de cada placa. A la figura 43 es pot observar
l'estudi de les regressions i la corba estàndard corresponent
a diferents plaques.

9.4.2. Resultats

A la taula XXXIX es poden observar els nivells d'immu
noglobulina G determinats a les sèries experimentals II i
III.

La patologia artrítica no indueix canvis significa-
tius pel que fa a la concentració d'IgG. S'ha trobat, però,
que els resultats de la sèrie II es correlacionen significati.
vament amb els nivells d'antilg (r = 0.4213, p < 0.05) i d'an
tilg de la classe IgG (r = 0.3958, p < 0.05). També s'ha ob-
servat una correlació significativa entre la concentració
d'IgG corresponent a la sèrie II i els percentatges d'albúmi-
na (r = -0.3642, p < 0.05) i de gamma-globulines (r = 0.3988,

p < 0.05) així com amb el quoficient A/G (r = -0.3692,

p < 0.05).
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10. INFLUÈNCIES TERAPÈUTIQUES

S'ha estudiat l'efecte de tres agents antiinflamato-
ris sobre l'artritis adjuvant: la indometacina, el benoxapro
fè i la superòxid dismutasa.

En termes generals els agents antiinflamatoris no es

teroïdals, als quals pertanyen la indometacina i el benoxa-

profè,.exerceixen la seva acció inhibint la síntesi de pros-

taglandines. D'aquesta manera redueixen la inflamació però
no l'eliminen completament, ja que, com es pot deduir de la
part teòrica del treball, les prostaglandines només són res-

ponsables parcials del procés inflamatori. Els agents antiin
flamatoris no esteroïdals realitzen la seva intervenció prin

cipalment a nivell de la formació de PGG2 a partir de l'àcid
araquidònic via prostaglandin sintetasa (Ford i col., 1984).

La majoria dels agents antiinflamatoris no esteroï-
naturalesa acídica, i s'acumulen a les àrees

corporals amb un pH àcid, com succeeix a l'estómac, als ro-

nyons i al teixit inflamat (Hamor, 1981) . En aquestes àrees
és on aquestes substàncies produeixen els seus efectes tera-

pèutics o els seus efectes adversos.

dals són de

10.1. TRACTAMENT CURATIU AMB INDOMETACINA

És l'àcid 1-(4-clorobenzoil)-5-metoxi-2-metil-lH-in-
dol-3-acètic.

ch2cooh
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S'ha gtilitzat en el tractament de l'artritis reuraa-

toide, 1'osteoartritis, 1'espondilitis anquilosant, la gota
i la bursitis aguda o tendonitis (Turner, 1984) .

És un potent agent antiinflamatori (Calabro, 1975) i
a més té acció antipirètica i un cert poder analgèsic. És un

fàrmac que inhibeix la síntesi de prostaglandines, disminueix
la quimiotàxia i la mobilitat dels PMN i pot afectar la fun-
cionalitat dels limfòcits T i B. També s'ha observat que a

dosis elevades inhibeix l'alliberament d'enzims lisosomals

1982) i també inhibeix el metabolisme de l'à-

cid araquidènic via lipoxigenasa (Bragt i col., 1980).

(Damas i col • 9

S'absorbeix ràpidament i completament al tracte gas-

trointestinal i arriba a les màximes concentracions plasmàti.
ques entre 30 minuts i 2 hores. La indometacina en sang cir-
cula en un 98 % unida a l'albúmina (Bhat i col., 1980; Ekman
i col., 1980). És matabolitzada al fetge i al ronyó i és ex-

cretada per l'orina, principalment com a glucurònid. Té una

vida mitjana plasmàtica de 13.7 ± 6.9 hores, existint una

gran variació entre individus, fet atribuïble al cicle ente-

ro-hepàtic que té el fàrmac (Fredj i col., 1982).

Els principals efectes adversos observats durant l'ad
ministració perllongada d'indometacina, són cefalees, vertí-
gens i alteracions gastrointestinals. També es poden obser-
var depressions, somnolència, confusió, edema i guany de pes,

erupcions cutànies, etc. (Roe, 1977; Martindale, 1982).

En aquest treball el tractament amb indometacina (Là
bex S.A.) s'ha realitzat en la sèrie experimental IV. La do-
si utilitzada ha estat d'l mg/kg/dia, administrada en forma
de suspensió extemporània en carboximetilcel.lulosa i Tween-
80, per via oral mitjançant una sonda gàstrica metal.lica.
El tractament es va iniciar al dia 14 de la inducció, en and.
mals prèviament seleccionats com a artrïtics. Les administra
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cions van ser diàries i es van perllongar fins al dia 28. Simul
tàniament es va administrar la mateixa dosi a un grup control.

També es va estudiar, Qnicament en un grup artrític,
la dosi de 3 mg/kg/dia. Aquest tractament va durar només una

setmana, donat l'elevat índex de mortalitat presentat pels
animals tractats (62.5 %) .

10.1.1. Efecte sobre les determinacions somatomètriques

El tractament amb indometacina a dosis d'1 mg/kg/dia
exerceix en efecte curatiu sobre la inflamació mesurada en les

extremitats ipsilateral i contralateral. A la taula XL es po-

den observar els resultats de l'increment de volum d'ambdues

extremitats obtinguts després d'una setmana de tractament con

juntament amb els valors dels animals control i artrítics sen

se tractar. L'administració amb indometacina provoca una re-

ducció significativa en l'increment de volum de l'extremitat
-11 ) que s'ha estimat en 1.20 (0.92-1.49)

al dia 21 i en 1.38 (1.02 - 1.72) al dia 28. Aquesta disminu-

contralateral (p < 10

ció a causa del tractament fa que no existeixin diferències
significatives entre els animals control i els artrítics trac

tats després d'una setmana de tractament.

Anàlogament, en els animals artrítics tractats es

redueix significativament la inflor desenrotllada a l'extremi
), i aquest decrement s'ha estimat

2.94) al dia

28. Malgrat això, els valors d'increment de volum de l'extre-
mitat ipsilateral en els animals artrítics tractats són enca-

ra, significativament més elevats que els del grup control
(p < 10-3 el dia 28).

-11tat ipsilateral (p < 10
en 1.86 (1.51 - 2.21) al dia 21 i 2.47 (2.01

La indometacina a dosis de 3 mg/kg/dia produeix un

efecte curatiu molt marcat sobre els increments de volum de
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de les extremitats (taula XL). Després d'una setmana de trac-

tament, els animals administrats presentaven una disminució,
de l'increment de volum de l'extremitat contralateral estima-

da en 1.49, amb uns límits fiducials de 1.08 i 1.91, i una

reducció de l'increment de volum de l'extremitat ipsilateral
estimada en 2.40, amb uns límits fiducials de 1.84 i 2.96.

Aquest efecte curatiu comporta que no hagin diferències signi
ficatives entre el grup tractat i el grup control.

10.1.2. Efecte sobre els paràmetres hematològics

També s'ha pogut observar l'efecte curatiu de la in-
dometacina a dosis d'1 mg/kg/dia, sobre la concentració de

grups sulfhidril sèries. A la taula XL es resumeixen els va-

lors obtinguts a partir dels animals tractats i dels animals
no tractats, els dies 21 i 28 de la patologia. Després d'una
setmana de tractament els valors dels -SH dels animals artrí

tics tractats han augmentat significativament (p < 0.005) i
14.16) .presenten un increment de l'ordre de 38.99 (63.81

A la segona setmana del tractament, la normalització de la
concentració de grups -SH sèries és més gran: s'ha estimat

que l'increment és de 87.30 (114 - 60.07) i la significació
és de p < 10”. Malgrat aquest efecte de la indometacina,
els nivells de -SH en els animals artrítics tractats encara

estan significativament reduïts respecte als animals control
el dia 28 de l'estudi (p < 10”3).

Els animals artrítics tractats amb 3 mg/kg/dia d'indo
metacina no han mostrat diferències significatives pel que fa
als nivells de -SH respecte al grup artrític no tractat.

10.1.3. Efecte sobre les determinacions immuriólògiques

A la sèrie IV també s'han estudiat els nivell's d'anti-

Ig i d'antilg de la classe IgG, els quals estaven significati-
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vament elevats en el grup artrïtic els dies 14 i 21 (apartats
9.3.3.5. i 9.3.4.2.). El tractament amb indometacina, a les

dues dosis esmentades no modifica l'evolució dels nivells

d'antilg ni antilg IgG (taula XLI) .

10.2. TRACTAMENT CURATIU AMB BENOXAPROFÈ

És l'àcid 2- [2- (4-clorofenil) benzoxazol-5]] -propiònic.
CH.

I
HOOC— CH

Té accions analgèsiques, antiinflamatòries i antipi-
rètiques. S'ha utilitzat en el tractament de l'artritis reu-

matoide i de 1’osteoartritis, pero avui dia està retirat del
mercat per causa de l'elevada incidència dels seus efectes
secundaris.

A diferència dels altres agents antiinflamatoris no

esteroïdals, el benoxaprofè actua sobre l'enzim que catalitza
la síntesi de prostaglandines, i també inhibeix la lipoxigesa
(Walker i col., 1979). També s'ha descrit que el benoxaprofè
inhibeix "in vitro" la mobilitat de cèl·lules mononuclears

humanes, de rata i de conillet.d'índies (Meacock i col., 1982)
i la dels PMN, tant "in vitro" com "in vivo" (Anderson i col.
1984).

S'absorbeix bé al tracte gastrointestinal, arribant
entre 2 i 6 hores a les màximes concentracions plasmàtiques.
Es troba lligat a les proteïnes plasmàtiques en un 99 %, i
té una vida mitjana de 30 a 35 hores. S'excreta sobretot per
orina en forma de glucurònid.
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Els efectes secundaris provocats pel benoxaprofè
inclouen erupcions cutànies, reaccions de fotosensibilitat,
onicòlisi i alteracions gastrointestinals (Martindale , 1982).

En aquest estudi s'ha administrat benoxaprofè (Lilly
S.A.) a dosis de 5 mg/kg/dia per via oral, em suspensió en

carboximetilcel.lulosa i Tween-80. El tractament es va ini-

ciar el dia 14 de la inducció i es va donar diàriament fins

àl dia 42 en la sèrie II i fins al dia 21 en la sèrie III. En

aquesta última sèrie es-va administrar simultàniament a un

grup control la mateixa dosi.

10.2.1. Efecte, sobre les determinacions somatomètriques

A la sèrie II, s'ha observat que el benoxaprofè dismi-
nueix significativament les inflamacions de les extremitats

ipsilateral i contralateral en els animals artrítics (p < 10-4).
A la taula XLII es troben resumits els resultats d'ambdues ex-

tremitats corresponents als animals control, artrítics i trac-
tats. La disminució de l'increment de volum de l'extremitat

contralateral s'ha estimat en 0.75, amb uns límits fiducials

de 0.43 i 1.08. Aquest decrement, que és manté durant tot el
període, no és suficient per aconseguir normalitzar els va-

lors. Pel que fa a l'extremitat ipsilateral, després d'una
setmana de tractament, s'observa uns disminució significativa

-10
en el volum d'aquest paràmetre (p < 10
tre els animals.artrítics

). La diferència en-

no tractats i els tractats va aug-

tant progressivament i s'ha estimat en 0.87 (0.64 - 1.09) el
dia 21 de la inducció, i en 1.74 (1.29 - 2.19) el dia 42. Mal

grat aquesta recuperació progressiva, al dia 42 el grup trac-
tat encara presenta un diferència significativa amb el grup

control (p < 10-6).

El tractament amb benoxaprofè durant 7 dies en els
animals artrítics de la sèrie III, disminueix significativa-
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ment els resultats del volum de les extremitats ipsilateral
i contralateral (p < 0.01), encara que aquests resultats no

arriben als nivells control, (taula XLIII) .

En la sèrie III es van observar modificacions en el

pes de melsa, timus i ronyons induïdes per la patologia, i
el tractament amb benoxaprofè no ha exercit cap efecte cura-

tiu sobre aquests paràmetres després d'una setmana de tracta
ment. A la taula XLIII es poden veure aquests resultats.

10.2.2. Efecte sobre els paràmetres hematològics

Pel que fa a les alteracions induïdes per l'artritis
sobre el proteïnograma, a la sèrie II, el fàrmac considerat
té efecte sobre les quatre fraccions proteïques i sobre el
quocient A/G. Ala taula XLIV es poden observar els resultats
obtinguts en els animals tractats així com en el grup artrí-
tic i en el control d'aquesta sèrie. El benoxaprofè eleva siç[
nificativament els reduïts nivells d'albúmina a causa de la

-15
), fet que ja és palès el dia 21. L'increpatologia (p <10

ment proporcionat pel tractament és de 16.01 amb uns límits
fiducials de 18.97 i 13.06. La recuperació dels valors nor-
mals d'albúmina en els animals tractats és progressiva, de
manera que el dia 42, després de 4 setmanes de tractament, no

presenten diferències amb els nivells control.

El benoxaprofè disminueix significativament els va-

lors elevats d'alfa i beta-globulines (p < 0.001). La diferèn .

cia entre els animals artrítics i els tractats, significativa
ja el dia 21, s'ha estimat en 9.06 (6.40 - 11.73) per a la
fracció alfa; per a la fracció beta aquesta diferència ha va-

riat amb el temps i s'ha estimat en 1.20 (0.58 - 1.81) el dia
21, en 1.59 (0.78 - 2.41) el dia 28, en 1.99 (0.97 - 3.01) el
dia 35 i en 2.39 (1.17 - 3.62) el dia 42 . El dia 35 i el dia
42 de l'estudi els valors d'alfa i beta-globulines del grup

-234-



-H|
cn X04 3-H CQ

+cn
rH

oo
ro cm

co co
cn o
h

r* o
ro »H

<T\ ro
ro o

LO LO
■h r~
rr '—1
CM O

r~ r-
ro lo
r~ cm
00 o

■P Cn
Cd H
•P Eh*rl H flOh HO0Jg P3 0003 O O 00 O O 00.0) EhP ca-p <.x

. (U

cn
<u
rH

H
CU H
T3 H

g w
■ o H

cn
H o oo

<r\ r-
in ro

00 HJ<
ON LO
CT\ CM

in cn
cm ro
O i-H

o

r- r-
r-~ rH
o CM
CM O

O ■"tf
vd oo
<y\ ro
co o

Eh
H
car—) ca Eh Lf) O .—i CM O rH0 'H

> cn ca ■=* O O 00 o o co O O 00<
cu
"d co

c
-P cd
tí tr>
cu p
g /o

P T)

X,(U. 2
mü

oo r-
o ^
<y\ i—i

ro ro
CN LO
ÜO o

o vo
O CD

rH
CM O

CM CM
rH LO
•5T rH
CM O

in oc
LO rH

in cm
r- o

+C cn
•H cu PIa. oH ps O O 00 O O 00I—1
'0) 0) Eh O O 00 o o oo O O 00

2P OrQ <U
O P
cn XI

U

0
cn

X
2 -H
CQ

rH pi H <T\
o
o o

in o
co
r- o

ro
r» <J3
C0 «H

CM O

cm r-»
ro

CO rH
CM O

O ^
m r»
LO H
r~ o

cd/<U OPm ca<Do Eh-PP 2 rH O CM O O CM
& fO O ro ro o O oo o o co o o ooiHid ucd
O H

-pc,
<u
XI 0

ü
rH
<D "H g CU G g cu c g <u c g cu G g CU GTS

rH
tdcu
p-p
cuo rH-pcu gcdm rH

w 1-1 g CN>
PI

s
• •

o\o cfPH PI cnH Eh <
< ca
Eh W
H Eh
2 C ■

0 PI
ca h
Eh Ui
X 04
ca h

EH W
C Eh

2H < Ui OP Eh <
H P

cn 2 >HX P 2 2
2 S M H O< w 2 caEHp ca EH
EH 2
X O
H U

2 cn cn cn< w 2 WEh 04 04 04



TAULA XLIV: Efecte del benoxaprofè (BNX) sobre el proteïno
grama (SÈRIE II)

DIA ARTRITIS ARTRITIS + BNXCONTROL

21 19 .14
1.044

32.98
2.038

m

e

6 7n

28 48.34
1.422

21.73
1.929 .

43.88
2.783

m

e

ALBÚMINA 8 7 7n

35 29.22
2.542

45.96
1.023

m

e

7 6n

42 47.88
1.454

29.20
2.651

42.27
2.407

m

e

8 7 7n

21 43.91
1.745

37.04
1.605

m

e

7 7n

28 26.58
0.717

44.12
0.774

28.30
2.461

m

e

8a-GLOBULINES 6 7n

35 34.20
2.347

28.28
2.776

m

e

7 6n

42 26.92
0.510

35.97
1.764

30.34
2.033

m

e

8 7 7n

21 21.00
0.335

20.55
0.836

m

e

6 7n

28 13.88
0.523

18.82
0.813

17.83
0.620

m

e

8-GLOBULINES 8 7 7n

35 17.14
0.509

16.15
0.604

m

e

6 6n

42 13.95
0.721

18.08
0.956

14.33
0.498

m

e

8 7 6n



TAULA XLIV: Continuació.

DIA • CONTROL ARTRITIS ARTRITIS + BNX

21 13.76
0.803

12.38
0.360

m

e

7 6n

28 11.30
0.800

16.69
1.000

11.74
0.460

m

e

8 7 7n
y-GLOBULINES

35 19..15
0.977

13.76
1.574

m

e

7 6n

42 12.51
0.543

17.82
0.924

12.58
0.939

m

e

7 7 7n

21 0.238
0.0155

0.500
0.0450

m

e

6 7n

28 0.946
0.0536

0.283
0.0334

0.809
0.0926

m

e

8 7 7n
QUOCIENT A/G

35 0.424
0.0513

0.871
0.0814

m

e

7 7n

42 0.930
0.0561

0.425
0.0577

0.751
0.0729

m

e

8 7 7n



tractat, respectivament, no presenten diferència significa-
tiva amb els del grup control.

L'increment de la fracció gamma en els animals artrí-
tics de la sèrie II és reduït significativament a conseqüèn-
cia del tractament (p < 10“^). La diferència entre el grup
artritic i el grup tractat, el dia 21, s'ha estimat en 2.90
amb uns límits fiducials de 1.98 i 3.82. Els valors dè gamma

globulines dels animals artrítics després d'una setmana de
tractament no es diferencien significativament dels del grup
control.

L'efecte del tractament sobre el quocient A/G és un
-13 ) estimat en 0.3825 amb unsincrement significatiu (p < 10

límits fiducials de 0.4656 i 0.2994, i al dia 42 la diferèn-
cia entre els valors del grup control i els del grup tractat
no és significativa.

Aquests efectes descrits corresponen a la sèrie II,
el tractament de la qual es va realitzar des del dia 14 fins
al dia 42. Com ja s'ha dit, a la sèrie III es va estudiar tam
bé l'efecte del benoxaprofè després d'una setmana d'administra
ció diària (des del dia 14 al 21). A la taula XLV es poden
observar els resultats del proteinograma, que corresponen a

una influència significativaaquesta sèrie. El fàrmac no té
sobre les nivells d'albümina ni sobre els valors de beta-glo-
bulines. En canvi, s'ha observat que el tractament és capaç

de reduir significativament els elevats percentatges d'alfa-
globulines (p < 10-5), reducció que s'ha estimat en 8.04
(4.68 - 11.39), però que és insuficient per a arribar als va-

lors normals. L'administració de benoxaprofè redueix signifi-
cativament els valors de les gamma-globulines (p < 0.001) en

2.10 (0.90 - 3.30), i el grup tractat no presenta diferències
amb el grup control. Per últim, a la sèrie III s'ha observat
que després d'una setmana de tractament, els animals artrí-
tics augmentaven significativament els valors del quocient
A/G (p < 0.001), increment estimat en 0.1866 (0.2850 - 0.0882)
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però no normalitzaven els resultats (diferència amb el grup
- 3

control, p < 10 ).

El segon paràmetre hematològic considerat en aquest
treball és la concentració sèrica de grups sulfhidril, que

està reduïda en els animals artrítics. S'ha observat, a la

sèrie III, que el benoxaprofè recupera significativament els
nivells dels grups -SH (p < 0.01), però no arriba a normalit
zar-los. L'increment detectat per efecte del fàrmac s'ha es-

timat en 52.3, amb uns límits fiducials de 44.2 i 60.4. A la

taula XLVII es poden observar aquests resultats.

10.2.3. Efecte sobre les determinacions immunològiques

A la sèrie II es van trobar en els animals artrítics,

els valors d'activitat complementària total significativament
reduïts. El tractament amb benoxaprofè durant 4 setmanes no

modifica d'una manera significativa aquests resultats (taula
XLVI).

Pel que fa a la determinació d'antiimmunoglobulines
mitjançant la tècnica d'aglutinació del làtex, a la sèrie II
s'ha observat que el tractament redueix significativament
els títols obtinguts (p < 0.001) de manera i que el dia 21
aquests valors ja són normals. A la figura 44 es poden obser
var els títols de làtex obtinguts en els animals artrítics,
en els tractats i en els control.

Per últim s'ha vist que els nivells d'antiimmunoglobu
lines detectats en el grup artrític tant en la sèrie II com

en la sèrie III, no es modifiquen amb l'administració de beno
xaprofè. El mateix succeeix amb els valors d'antiimmunoglobu-
lines de la classe IgG de la sèrie II i de la sèrie III. A
les taules XLVI i XLVII es pot observar l'efecte del tracta-
ment sobre les antilg d'ambdues sèries experimentals.
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TAULA XLVI: Efecte del benoxaprofè (BNX) sobre l'activitat com
plementària sèrica total i sobre els nivells d'an-
tiimmunoglobulines (SÈRIE II)

DIA CONTROL ARTRITIS ARTRITIS + BNX

21 48.40
3.367

40.13
6.497

m

e

77n

28 65.85
1.677

44.60
1.994

63.10
9.279

m
ACTIVITAT

COMPLEMENTÀRIA
TOTAL (U/ml)

e

7 7 6n

35 40.28
4.523

56.67
6.071

m

e

7 6n

42 55.75
3.674

50.24
5.197

46.56
4.745

m

e

7 7 7n

21 84.42
8.523

96.44
31.311

m

e

76n

% positius 50.0 57.1

28 46.92
7.109

107.14
32.389

69.86
11.330

m

e

5 7 7n

ANTIIMMUNOGLOBULINES

(U/ml)

% positius 42.957.0

35 65.38
9.197

96.86
34.588

m

e

7 6n

33.3% positius 28.6

42 43.11
8.458

97.74
20.280

51.01
17.843

m

e

7 6 7: n
% positius 14.350.0

21 32.32 37.31
3.576

m

e

71n

% positius 0 0

28 43.73
5.650

40.83
6.875

52.75
8.202

m

e

5 5 6n

aotiimmunoglobulines

IgG (u/ml)

% positius 20.0 33.3

35 40.25
8.400

69.00
14.063

m

e

7 6n

% positius 57.1 16.7

42 39.80
3.226

70.20
13.127

46.99
14.340

m

e

6 6 7n

%ïpositius 50.0i 14.3
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10.3. TRACTAMENT CURATIU AMB SUPEROXID DISMUTASA

Les superòxid dismutases són un grup de metal.loen^
zims que es troben a baixes concentracions en bacteris, lle-

vats, plantes i mamífers. Els eucariotes contenen general-
ment l'enzim amb coure i zinc (SOD-CuZn) i els procariotes
tenen l'enzim amb ferro i manganès (SOD-FeMn) (Arrigoni-Mar-
telli, 1980). Les SOD catalitzen el pas de 02* a H202i 02
(apartat 3.7. de la part teòrica), aquesta reacció implicarà
la reducció i reoxidació alternatives de l'enzim (Klug, 1972).

L'enzim aïllat a partir de fetge i eritròcits bovins
és una SOD-CuZn que s'ha anomenat orgoteïna. L'orgoteïna es-

tà formada per dues subunitats idèntiques, cadascuna d'elles
formada per 151 aminoàcids amb un pont disulfur entre les
cisteïnes en posicions 55 i 144, i té un pes molecular de
32,600.

SH
I 10

Ac·Ala-Thr·Lys·Ala·Vai-Cy·Val-L·u·Lys·Gly-Asp-

Gly-Pro·Vai-GIn-Gly-Thr-lle-His-Phe-Glu-AIa-Lys-
Gly-Asp-Thr-Val·Val-Vai-Thr-Gly-Sar-lle-Thr-GIy-

40

Lau-Thr-Glu-Gly-Asp-His·GIy-Phe-Hií-Val-His-GIn-
so i

Pha-GIy-Asp-Asn-Thr-Gln-Gly-Cy-Thr-Sar-Ala-Gly-
70

Pro-Hij-Phe-Asn-Pro·L«u-Sar-Lys-Lys-Hij-Gly-Gly·
so

Pro-Lys-Asp-Glu-Giu-Arg-H is-Vai -Gly-Asp-Leu -Gly -
90

Asn·Val·Thr·Ala·Asp-Lys·Asn-Gly·Val·Ala-lle·Vai· S
100

AsF-lle·Vai·Asp-Pro-Laii·lle·Ser·Leu-Ser·Gly-Glu·

Tyr-S·r-He-ll·-Gly-Arg-Thr-Met-Val-Vai-His-GIu- í i
; 120

Lys-Pro-Asp·Asp·Leu·Gly·Arg-Gly-Gly-Asn·Glu·GIu-
140

Sar-Th r-Lys-Thr-Gly -Asn -Ala-Gly -Sa r-Arg-Leu -Al a-
ISO

Cy-Gly-Val-1 la-Gly-l la-Al a-Lys

60

130

I

La SOD-CuZn té, selectivament, activitat antiin-
flamatòria. Administrada exògenament, l'orgoteïna no és ca-

paç de travessar la membrana cel·lular, per això es creu
que actua a nivell extracel.lular i que el seu efecte antin
flamatori està associat a la degradació de l'aniò radical
superòxid, alliberat de les cèl·lules fagocítiques (McCord
i col., 1980). Un altre mecanisme d'acció proposat és l'es-
tabilització de cèl·lules o orgànuls cel·lulars implicats
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ja que s'ha observat que la SOD ex-en el procés inflamatori
tracel.lular protegeix els granulòcits de la seva lisi (Arri-
goni-Martelli, 1980) .

Després de l'administració intravenosa, l'orgoteïna
és ràpidament inactivada en el ronyó. La vida mitjana en ra-

tes i gossos és de 6-15 minuts. Després de l'administració
i s.c., -l'activitat enzimàtica arriba al. màxim ai.p

la sang en 1-2 hores i després disminueix gradualment, de ma-

i.m.• 1

nera que a les 6-8 hores no és detectable (Beauchamp i col.,
1971) .

En aquest treball s'ha
dues fonts, el fetge i els eritròcits bovins (Sigma). Els re-

sultats d'ambdós tipus han estat els mateixos i, per això, es

parlarà només d'una substància, la SOD. Es va administrar la
dosi de 5 mg/kg/dia per via parenteral i el vehicle va ser

solució salina amortidora de fosfats, 0.01 M, pH 7.4. A l'i-
gual que els altres fàrmacs, el tractament va ser diari i es

va iniciar el dia 14, un cop establerta la malaltia i selec-
cionats els animals artrítics, i es va prolongar fins el dia 21;
al mateix temps es va administrar SOD a la mateixa dosi a un

grup control, i també es va administrar el vehicle per via

parenteral al grup control i al grup artrític sacrificats el
dia 21. Els resultats presentats en aquest tractament corres

ponen a la sèrie III.

utilitzat SOD procedent de

10.3.1. Efecte sobre les determinacions somatomètriques

La SOD comporta una disminució significativa de la in-
flamació desenvolupada en l'extremitat contralateral dels ani-
mals artrítics (p < 0.01), que s'ha estimat en 0.92, amb uns

límits ficucials de 0.24 i 1.60.

D'altra banda la superòxid dismutasa no indueix canvis
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en la mesura d'increment de volum de l'extremitat ipsilateral.
A la taula XLVIII es poden observar els resultats dels grups

tractats pel que fa als increments de les dues extremitats.

La influència de la SOD sobre els diversos pesos d'or-
gans determinats no és tampoc significativa. Aquesta substàn-
cia no és capaç de disminuir el pes relatiu de la melsa ni
dels ronyons, ni de normalitzar el pes del timus (taula
XLVIII).

10.3.2. Efecte sobre els paràmetres hematologies

Els efectes de la SOD sobre les diferents fraccions

del proteïnograma es centren únicament sobre la fracció alfa.
A la taula XLIV es poden observar els resultats del proteïno
grama que corresponen al grup artrític, al grup control i al
grup tractat, el dia 21 de la patologia. L'enzim indueix una

reducció significativa sobre les alfa-globulines (p < 0.005),
de manera que els animals artrítics tractats presenten uns

percentatges d'aquest paràmetre normals. La reducció produï-
da per la SOD s'ha estimat en 1.30, amb uns límits ficucials
de 4.73 i 2.12.

L'administració de superòxid dismutasa no té una in-
fluència significativa sobre la concentració sèrica de grups

sulfhidril dels animals artrítics (taula L).

10.3.3. Efecte sobre les determinacions immunològiques

No s'ha observat cap modificació significativa en els
títols de làtex dels animals artrítics tractats amb SOD. A la

figura 45 es poden observar aquests resultats.

El tractament amb SOD no normalitza els valors d'anti-

Ig totals ni d'antilg IgG després d'una setmana de tractament
(taula L).
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FIGURA 45 : Efecte de la SOD sobre els títols

de làtex
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DISCUSSIÓ



L'artritis adjuvant és una patologia induïda en ra-

ta mitjançant l'administració, via intradèrmica, d'adjuvant
complet de Freund. Stoerk, al 1954, i Pearson, al 1956, van

ser els que primer van induir aquesta patologia que ha estat

àmpliament utilitzada per a l'estudi de fàrmacs antiinflama-
toris. L'artritis adjuvant es manifesta com una poliartritis

subaguda o aguda que afecta a turmells, canells i petites
de les extremitats, incloent bastant sovint,

articulacions interfalàngiques terminals. Es presenta com una

sinovitits seguida de periartritis, peritendinitis, periosti-

tis, formació de pannus, destrucció del cartílag i de l'os, i
finalment anquilosi fibrosa (Pearson i col., 1961).

articulacions

L'artritis adjuvant es pot dividir en quatre fases
(De Castro Costa i col., 1981): una fase preclínica (des del
dia 1 al 10) en la qual hi ha absència de símptomes clínics
sistèmics; una fase aguda (del dia 10 fins al 30) en la qual
s'observen els signes de la inflamació: vermellor, edema i ca

lor, localitzats principalment a les potes posteriors i a la
base de la cua; una fase postaguda (des del dia 30 fins al
50) en la qual els signes de la inflamació estan més reduïts,
i una fase tardana (a partir del dia 50) en la qual s'obser-
ven senyals de recuperació clínica.

S'ha induït la patologia en rates Sprague-Dawley, si
bé altres soques, com Wistar, Lewis, Holtzman, Charles River,

1976). El que s'haetc., són també susceptibles.(Mohr i col
vist és que diferents ventrades tenen diferent susceptibili-
tat (Waksman i col., 1960), fet que pot explicar la variació

• /

entre la incidència de l'artritis observada en aquest tre-
ball. Hi ha autors que no troben diferències entre sexes

(Glenn i col., 1965; Rosenthale, 1970), però en aquest treball
s'ha observat que a les femelles la incidència és més gran i
també la gravetat de la patologia, fet que coincideix amb els
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treballs de Berczi i col. (1984).

L'artritis es pot induir mitjançant diferents espè-
cies de micobacteris com Mycobacterium phlei, Mycobacterium

butyricum i Mycobacterium tuberculosis, sense cap diferència
ni avantatge (Pearson i col., 1959) encara que les espècies
més utilitzades són les dues últimes. En aquest treball s'ha
utilitzat M. butyricum al- 0.5 %, homogeneïtzat en vaselina
líquida i injectat via intradèrmica.

La inoculació via intradèrmica és la més efectiva so

bretot si l'administració es realitza a l'extremitat postes ■

1960) . La via subcutània és

la segona via d'elecció, mentre que injeccions intraperito-
neals o intramusculars són menys efectives (Owen, 1980) .

rior o a la cua (Waksman i col • 9

Durant la primera setmana després de la inducció,
s'observa una inflamació a l'extremitat inoculada. Més tard,
entre els dies 10 i 14 s'inflamen les altres articulacions,
fet manifest sobretot a l'extremitat posterior no injectada. .

Les extremitats anteriors i la cua estan menys afectades que

les posteriors, on s'observa que el turmell és l'articulació
més alterada (Pearson i col 1959); els genolls, els malucs
i les espatlles rarament s'afecten (Pearson i col., 1963).
S'ha vist que el grau de precocitat de la inflamació és pro-

porcional a la intensitat del procés posterior (Waksman i col

• 9

• /

1960) .

En cada sèrie experimental realitzada s'ha utilitzat
un criteri de selecció dels animals artrítics. Aquest criteri,
aplicat el dia 14, es basa en el càlcul de l'interval de va-

lors normals del volum de l'extremitat contralateral (mitjana
dels animals control més-menys dues desviacions estàndard). Hi
ha autors que també estableixen un nivell per seleccionar els
animals artrítics, però no ho fan calculant els marges de nor

1983), mentremalitat (Benslay i col., 1982; Francis i col
que d'altres no fan cap tipus de selecció (Toivonen i col., 1982

.• 9
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Rosenbaum i col 1983; Taurog i col., 1983).• /

El valor del volum de l'extremitat contralateral s'ha

près com a indicatiu de l'artritis, ja que reflecteix la impl_i
cació sistèmica de la patologia induïda. Aquest paràmetre
s'ha mantingut elevat en totes les sèries estudiades i no s'han
observat fluctuacions ni remissions com descriuen alguns autors

1981).(Pearson i col 1961; De Castro Costa i col• / • 9

En els animals artrítics hem observat una disminució

en el pes corporal durant els primers dies i posteriorment un

retard a la corba ponderal en comparació als animals control.
Cap al dia 50 de la inducció l'increment de pes dels animals
artrítics s'iguala al dels controls. L'evolució d'aquest parà
metre durant la patologia està d'acord amb les descrites per

1968;

1981). Hem pogut observar
que la disminució en el creixement dels animals artrítics està
associada a una disminució en la quantitat d'aliment ingerida,
fet que podria ser conseqüència del dolor que acompanya a la
inflamació, com ha postulat Colpaert i col. (1982). Hem compro

vat, però, que aquesta reducció de la ingesta no produeix "per
se" les alteracions observades en els paràmetres mesurats.

altres autors (Pearson i col., 1959; Currey i col
Chang, 1976; De Castro Costa i col

• /

• 9

La patologia artrítica està associada a una sèrie de
manifestacions extraarticulars Com són lesions nodulars en

orelles, superfície de la cua, prepuci i peus, lesions cutà-
•

nies i oculars, lesions genitourinàries, diarrea (Pearson i
col., 1961; Mohr i col 1976; Owen, 1980), granulomes en pul
mons, fetge i nòduls limfàtics (Pearson, 1961), etc. S'ha vist

• 9

també que hi ha un augment en els nòduls limfàtics que drenen
al lloc d'inoculació (Rosenthale, 1970), en la melsa (Glenn i

col., 1965) i en les glàndules suprarenals (Persellin i col.,
1972). També s'ha descrit una disminució en el pes del timus,
però no de la tiroides, dels ronyons, del fetge ni del cor
(Piliero i col 1966) . En aquest sentit, les determinacions
dels pesos d'òrgans realitzades en aquest treball indiquen un

• 9
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augment en el pes relatiu de melsa i de glàndules adrenals, i
una disminució en el del timus. Aquestes alteracions en el
pes de melsa i timus es manifesten ja tres dies després de la
■'inducció . Aquests canvis són, probablement, reaccions no es

pecífiques a causa de la inflamació i/o l'stress (Owen, 1980).
Hem trobat també que el pes dels ronyons està incrementat a

conseqüència de l'artritis, fet que podria ser degut al desen
volupament d'una glomerulonefritis mitjançada per immunocom-
plexos, de manera similar a la que es produeix en ratolins
MRL/1 autoimmunes, que presenten manifestacions artrítiques
associades a la malaltia del lupus eritematós sitèmic

1984) .(Tarkowski i col • 9

Pel que fa a l'estudi dels paràmetres locomotors,
s'ha de considerar que en animals amb artritis adjuvant
s'han observat canvis en la seva conducta. De Castro Costa i

col. (1981) descriuen que en les rates artrítiques augmenta
un comportament que anomenen "freezing" que consisteix en es

tar immòbil, mirant fixament i amb els ulls ben oberts, i
també s'observa un increment en l'acció de gratar-se. Aquest
autor troba també una disminució de la mobilitat dels animals

artrítics,- mesura que fa mitjançant l'observació directa
dels animals. Aquesta reducció, conjuntament amb les altera-
cions de la conducta, l'atribueix al dolor experimentat pels
animals. D'altra- banda s'ha observat que l'artritis adjuvant
provoca una disminució del llindar del dolor (Okuyama i col. ,

1984) i s'ha proposat aquesta patologia com un model animal
de dolor crònic (Colpaert i col., 1980; 1982).

En aquest treball hem observat que la inducció de l'ar
tritis produeix una disminució en l'activitat motora total dels
animals i una reducció del contingut de potència de 1'harmònic
circadiari amb una variació de l'acrofase i una disminució en l'am

plitud del moviment, Totes aquestes alteracions van associades
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al procés artrític ja que no es manifesten fins als dies 10 -

14 i es correlacionen amb la inflamació sistèmica, és a dir,
amb la mesura de l'extremitat contralateral. La reducció de

l'activitat motora total del contingut de potència de l'harmò
nic circadiari i de l'amplitud es pot considerar com a resul-
tat del dolor experimentat pels animals, ja que segueix la mà
teixa evolució que aquest, quantificat en rates amb artritis

adjuvant mitjançant la tècnica de "vocalització"
1975) per Colpaert i col. (1982). La variació de l'acrofase
s'ha descrit a la bibliografia tant en models animals com a

l'home, com a conseqüència d'una depressió psíquica (Kripke i
col., 1978; Wehr i col., 1979; Lloyd, 1980; Reite i col
1982). A l'artritis adjuvant aquesta depressió podria ésser
causada, probablement, per la cronicitat del dolor i de
l'stress, donat que estudis realitzats en situacions d'stress

agut no mostren modificacions en l'acrofase (Díez-Noguera i
col., 1985) .

(Pircio,

• /

Respecte als canvis hematologies, s'ha descrit que
en animals amb artritis adjuvant la velocitat de sedimentació

1966), el volumglobular està incrementada (Piliero i col
globular i el nombre total d'eritròcits estan reduïts (Glenn

• 9

1965), la concentració de mucoproteïnes i gluco-proi col • 9

teïnes està elevada, els nivells de fibrinogen, alfa^,
i beta-globulines estan augmentats i la concentració d'albúmi
na, així com el quocient d'albúmina/globulines estan dismi-

1965; Piliero i col 1966; Ishizuki inuíts (Glenn i col

col., 1984). D'acord amb aquests resultats, en aquest treball
s'ha observat que la concentració d'albúmina esta reduïda,
mentre els nivells d'alfa i beta-globulines estan augmentats.
Aquests canvis s'han trobat ja el dia 3 de la inducció, de

• 9• 9

manera anàloga a les dades descrites per Owen (1980) i
són similars als canvis proteics observats a l'artritis reu-

1971; Owen, 1980). Pel que famatoide (Ballantyne i col;,
als nivells de gamma-globulines, mentre que nosaltres hem tro
bat nivells elevats en dues de les quatre sèries considerades,
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hi ha autors que descriuen concentracions lleugerament més
baixes (Glenn i col., 1965) i d'altres troben valors normals

1966) . La concentració proteica total deter-
minada en aquest estudi no manifesta cap variació a conseqüèn
(Piliero i col • r

cia de l'artritis, tal com assenyalen altres autors (Oweh,
1980) , encara que Glenn i col. (1965) observen una lleugera
disminució. S'ha vist, però, que les alteracions descrites en

el proteïnograma poden tenir lloc en altres patologies dife-
rents a l'artritis i semblen estar realcionades amb processos

inflamatoris inespecífics (Glenn i col., 1965; Owen, 1980).
S'ha observat també que a la inflamació aguda disminueix la
síntesi hepàtica d'algunes proteïnes com l'albúmina (Jamieson
i col., 1973; Princen i col., 1981; Schreiber i col., 1982) i

s'ha suggerit que aquesta disminució pot ser deguda al fet

que el fetge té una capacitat de síntesi proteica limitada,
de manera que a la inflamació augmenta la síntesi de proteí-
nes de fase aguda i disminueix la d'albúmina (Mahu i col.,
1984).

Un altre paràmetre hematològic mesurat en aquest tre
ball ha estat la concentració sèrica de grups sulfhidril.

Aquests valors s'han trobat significativament reduïts de ma-

nera anàloga a altres estudis d'artritis adjuvant (Glenn i
col., 1965; Butler i col., 1959; Barbier i col., 1984) i tam

bé tal com s'ha descrit a l'artritis reumatoide humana (Gri-

maldi, 1980; Pickup i col., 1980; Di Simplicio, 1983; Sitton
i col., 1983): Aquesta disminució apareix ja el dia 3 de la
inducció, encara que no s'observen canvis en la patologia
articular sistèmica fins als dies 10 - 14. Aquest fet fa pen

sar que la modificació dels grups sulfhidirl sèries pot for-
mar part dels esdeveniments primaris que són fonamentals en

el desenvolupament del procés articular crònic. Així, els
radicals oxidants alliberats pels fagòcits durant la inflama
ció en els primers estadis poden ser responsables d'un con-

sum de grups sulfhidril (reductors). A l'artritis adjuvant
s'han descrit alteracions hepàtiques (Ishizuki i col., 1983)
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que podrien implicar un menor recanvi ("turnover") de grups
reductors i així no podrien solventar el consum d'aquests.

En condicions normals, s'ha descrit que la majoria
de grups sulfhidril sèries detectats pertanyen a l'albúmina
(Di Simplicio, 1983). Aleshores es podria postular que la
reducció de -SH és un reflex de la disminució d'albúmina en

el plasma, però els nostres resultats mostren que el decre-
ment observat en la concentració de -SH és superior al del
percentatge d'albúmina. Així, per exemple, en la sèrie III
s'ha trobat el dia 14 ’de la inducció, que la reducció de
l'albúmina a causa de la patologia és del 46 %, mentre que

la dels grups -SH és del 64 %. De la mateixa manera, el dia
21 els percentatges de disminució són 23 % i 39 % respectiva
ment. Per tant, s'ha de considerar l'existència d'un factor

addicional que condiciona en part la reducció de grups sul-
fhidril sèries.

A l'artritis reumatoide, Gerber (1964) ha suggerit

que els baixos nivells de -SH detectats poden estar associats
a una alteració de la reacció d'intercanvi sulfhidril-disul-

fur. Aquest fet pot implicar l'agregació de proteïnes sèri-

ques, particularment d'IgG amb l'exposició de nous llocs
antigènics i la subseqüent producció d'autoanticossos (fac-
tor reumatoide). Com a model d'aquesta hipòtesi, s'ha vist

l'agregació de la IgG a causa de la calor és parcial-que

ment dependent de grups sulfhidril i es pot inhibir per ac-

ció d'agents que contenen -SH com l'aurotiomalat i la D-peni.
cil.lamina (Gerber, 1964) o la cisteïna i el glutatió (Que-

1 982) .ralt i col • /

En aquest treball els grups sulfhidril sèries mesu-

rats es correlacionen amb la inflamació sistèmica determina-

da a través de l'increment de volum de l'extremitat contrala

teral i també amb les diferents proteïnes sèriques i amb el
quocient A/G. Els tractaments amb indometacina . (1 mg/kg/dia) i
benoxaprofè (5 mg/kg/dia) a partir del dia 14, incrementen els
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valors de grups -SH. Anàlogament, en pacients amb artritis
reumatoide sjha vist que el tractament amb diferents antiin
flamatoris recupera els valors plasmàtics de -SH (Grimaldi,
1 980) .

Aquests resultats indiquen que la determinació dels
grups sulfhidril sèries podria ésser utilitzada com a una pro

va objectiva de la patologia i així constituir un paràmetre
útil per a l'estudi de l'eficàcia terapèutica, paral·lela-
ment a altres índex com les proteïnes de fase aguda, que do-
nen idea de diferents aspectes del procés. S'ha d'esmentar,
a més, que la determinació de -SH és ràpida i senzilla i, ja
que en el procés preartrític experimental s'ha detectat en
fases primerenques, constitueix un marcador precoç de la pa-

tologia.

En relació alè. paràmetres immunologies estudiats per

nosaltres ens hem de referir ineludiblement al principal grup
d’autoanticossos detectats a l'artritis reumatoide, els fac-

tors reumatoides. Aquests són autoanticossos que reconei-
determinants antigènics situats sobre els fragments Fc de

la IgG (Pasquali i col., 1982). S'han descrit FR de les classes

IgM, IgG, IgA i IgE (Francklin i col., 1957; Bokisch i col

1972; Moshi i col., 1981) i s'han evidenciat en grans quantitats
en el sèrum i fluid sinovial de la majoria de pacients amb ar-

tritis reumatoide, encara que no són específics d'aquesta malai
ti-a. El factor reumatoide de la classe IgM s'ha detectat, mit-
jançant la tècnica d'aglutinació del làtex, en un 70-80 % de

malalts amb artritis reumatoide (Pasquali i col

xen

• t

1982) .• 9

A nivell experimental, s'han detectat autoanticossos
del tipus del factor reumatoide en el sèrum de conills

prés d'una hiperimmunització amb bacteris morts (Abruzzo i col.
1961; Christian, 1963) o amb artritis induïda per injecció in-
traarticular de fragments d'IgG (Fehri col., 1982). També s'han

des-
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trobat aquests anticossos en el sèrum de ratolins, com en a_l
gunes soques que desenvolupen patologies del tipus de l'ar-
tritis reumatoide o del lupus eritematós (Capra i col., 1971;

Hang i col., 1982; Van Snick i col., 1983; Tarkowski i col.,

1984), després d'una immunització secundària amb una varietat

d'antlgens proteics (Couli i col., 1983; Nemazee i col., 1983;
Couli i col., 1985; Nemazee i col., 1985) o també en absència

de patologia, de manera espontània, com per exemple en la so-

ca 129/Sv (Van Snick i Col., 1979; Van Snick, 1981; Stassin i

..col.,1983).

En rates, Glenn (1966) no va aconseguir detectar fac
tor reumatoide en el sèrum d'animals amb artritis adjuvant.
En aquesta patologia l'únic tipus d'autoanticòs detectat ha
estat l'anticòs anticol.lagen (Trentham i col., 1980).

En aquest treball s'han trobat en rates amb artritis
adjuvant autoanticossos contra les immunoglobulines autòlogues.
Això s'ha realitzat mitjançant tres tècniques que han quanti-
ficat diferents classes d'autoanticossos.

Mitjançant la tècnica d'aglutinació del làtex s'ha
pogut detectar la presència d'autoanticossos de la classe IgM.
Les partícules de làtex s'han sensibilitzat amb immunoglobu-
lines autòlogues i per això els anticossos detectats s'han
anomenat antiimmunoglobulines. Els títols de làtex desenvolu-
pats en els animals artrítics són relativament baixos si es

comparen amb els que normalment es troben pel factor reumatoi.
de a l'artritis humana, en la qual es consideren valors posi-
tius títols superiors a 1/20 o 1/40 i segons aquest criteri
el 95 % de la població normal no té un resultat positiu. En
aquest estudi, el límit de positivitat establert per nosal-
tres a la dilució 1/1, exclou el 90 % dels animals control.

Ja que, mitjançant la tècnica d'aglutinació del
làtex es van posar de manifest els autoanticossos a l'artri-
tis adjuvant, es van dissenyar dues tècniques d'ELISA
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que permetessin quantificar les antiimmunoglobulines i tam-

bé les antilg de la classe IgG ja que a 1'artritis humana
s'ha vist que els nivells de factor reumatoide IgG es corre

lacionen millor amb la patologia (Pasquali i col., 1982).

La primera tècnica posada a punt va ser un ELISA ca

paç de quantificar els autoanticossos totals. Els antígens
units a la fase sòlida varen ésser immunoglobulines de rato-
lí. Els factors reumatoides es caracteritzen per no ser espe>;

cífics d'espècie (Pasquali i col
antilg de rata detectades per nosaltres, malgrat tenir reac-

cié creuada amb les immunoglobulines de ratolí, sembla que

no presenten tota la inespecificitat característica del FR,

ja que no són capaces de reaccionar amb immunoglobulines hu-
manes, si bé en aquest sentit no s'han assajat les possibles
reaccions creuades amb altres espècies.

1982) i en canvi, les• /

Els nivells d'antilg s'han manifestat ja durant el

període preartrític, al tercer dia de la inducció, i s'han
mantingut elevats durant tot el període considerat (fins el
dia 42) en dues de les tres sèries estudiades. Aquests resul
tats es correlacionen amb els títols de làtex obtinguts.

Els autoanticossos de la classe IgG s'han detectat

mitjançant la utilització de conjugat enzimàtic específic
per a la IgG. Els nivells d'antilg IgG no són significatius
durant el període preartrític, sinó que comencen a ser sign_i
ficatius el dia 14 i es mantenen també elevats durant tot el

procés considerat com succeeix a les antilg totals. Els re-

sultats d'antilg IgG es correlacionen amb els d'antilg to-
tals.

Els nivells d'autoanticossos totals quantificats es

poden considerar com la suma de les antilg de la classe IgM

d'aglutinació del làtex idetectades mitjançant la tècnica
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de les antilg de la classe IgG determinades mitjançant una

tècnica d'ELISA. A aquesta addició s'haurien d'afegir potser,
les antilg pertanyents a les altres classes d'immunoglobuli-
nes però no es creu que la seva participació sigui tant impor
tant, ja que els FR IgA i IgE tenen una petita implicació en

1982) . Durant el perí
ode preartrític es detecten nivells significatius d'antilg to
tals però no d'antilg IgG, per tant, es pot considerar que en

aquest període dominen els autoanticossos IgM, probablement
com a resultat d'una resposta primària, i a partir del dia 14
es comencen a formar autoanticossos IgG possiblement com a

resposta secundària, donada la persistència de l'antigen in-
ductor.

l'artritis reumatoide (Pasquali i col • /

Cal assenyalar que els nivells d'antilg totals, d'an
tilg IgM i d'antilg IgG es correlacionen amb diferents parà-
metres indicadors de la patologia com són les concentracions
d'albúmina i beta-globulines, al quocient A/G i la concentra
ció de grups sulfhidril sèries.

A la vista d'aquests resultats sembla evident que

després de la inducció de la patologia artrítica es produeix,
ràpidament, una alteració del sistema immune que es tradueix
en un augment, o inici, de la síntesi d'autoanticossos. El me

canisme capaç d'induir aquesta síntesi d'autoanticossos no es

coneix amb certesa, però es poden postular dues vies no ex-

cloents: un canvi conformacional a la IgG o un desequilibri

immunològic.

En relació a la primera teoria, s'ha de considerar
que la inducció de la patologia es realitza amb Mycobacterium
butyricum termoinactivat, les parets cel·lulars del qual es-
tan formades per diferents components polimèrics que posseei-
xen propietats immunològiques (Stewart-Tull, 1980). L'adju-
vant complet de Freund, a l'igual que altres adjuvants, és un

activador policlonal de les cèl·lules B (Countinho i col
1975) i és capaç d'induir una resposta en IgM i IgG visible

• 9
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ja a partir del dia 3 de l'administració (Hadjipetrou i col.,
1984). En ratolins, s'ha vist que l'administració d'activadors
inespecífics de les cèl·lules B estimula la producció d'anti-
IgG, és a dir, augmenta la síntesi d'autoanticossos (Dresser,
1978; Koopman i col., 1980).

Les parets dels micobacteris estan constituïdes per

peptidoglicans formats per una cadena de glicà amb residus de
N-acetil-D-glucosamina i àcid muràmic (Stewart-Tull, 1980) .

Quan un bacteri penetra al organisme i és fagocitat, els en-

zims lisosomals actuen sobre els peptidoglicans de la paret i
separen els constituents peptídics, però en el cas dels mico-
bacteris, la paret està protegida de l'atac enzimàtic gràcies
a una sèrie de components lipídics associats a les capes més
externes (Stewart-Tull, 1980). La fagocitosi "frustrada" d'a-

quest material comporta l'alliberament sostingut de radicals
oxigenats amb una gran capacitat reactiva. Aquests radicals
lliures poden actuar sobre la IgG, provocar un canvi en la se

va conformació i fer-la així antigènica. De fet, a l'artritis
reumatoide s'ha postulat que canvis conformacionals de la IgG
induïts per una inflamació inespecífica poden donar un caràc-
ter antigènic a la immunoglobulina (Steffen, 1983; Harris,
1984).

La segona teoria que pot explicar l'etiologia de les
patologies autoimmunes es basa en el desequilibri de la xarxa

immunitària postulada per Jerne al 1974. Aquest autor sugge-

reix que l'equilibri del sistema immune es manté gràcies a

una complicada sèrie d'interaccions entre anticossos (idioti-
pus) i autoanticossos (antiidiotipus), regulada a la vegada per

l'equilibri entre cèl·lules T col·laboradores (T ) i cèl·lules
T supressores (T ).

S'ha postulat que les malalties autoimmunes poden
ser conseqüència d'un efecte selectiu de les cèl·lules T su-

1976). Aquestes cèl·lules exer-pressores (Fundenberg i col
ceixen un control de retroalimentació negativa sobre els lim-

• /
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fòcits B, i juguen un paper essencial en la tolerància a antí
gens propis i estranys (Pierce i col., 1975). En aquest sen~

tit es creu que les anormalitats immunològiques observades en

el lupus eritematós sistèmic són degudes a una manca o pèrdua
de funcionalitat de les cèl·lules T amb la subseqüent deficis

ència dels efectes moduladors sobre les cèl·lules B i T. Anà-

logament, en l'artritis reumatoide s'ha vist un increment de
la relació Tc/Ts (Pfreundschuh i col
1981; Raeman i col., 1982). D'aquesta manera, un desequilibri
en la relació T /T .pot comportar un augment en la síntesic s

d'autoanticossos, S'ha de remarcar també que s'ha trobat un

dèficit de cèl·lules Tg en rates amb artritis adjuvant
(Arrigoni-Martelli i col

1981; Veys i col.,• f

1984).• i

A l'artritis reumatoide s'han descrit a més del fac-

tor reumatoide, autoanticossos com els anticossos antinucle-
ars (Aitcheson, 1980; García-De la Torre i col., 1982) i els
anticossos anticol.lagen (Beard i col., 1980; Trentham i

col., 1980). Aquests últims es formen probablement a conse-

qüència de canvis conformacionals que poden tenir lloc a cau-

sa de radicals lliures i proteases alliberades pels fagòcits
(Beard i col., 1980).

A l'artritis adjuvant els anticossos anticol.lagen
poden tenir un paper cronificador de la malaltia, però no es

siguin els inductors. Contràriament s'ha descrit
un model experimental d'artritis induïda per col.lagen
(Trentham i-col., 1977) en el qual els animals s'immunitzen.
amb col.lagen de tipus II i, després de la reinoculació, de-
senvolupen una patologia artrítica paral·lela a una resposta
immune humoral i cel·lular al col.lagen (Morgan i col., 1980;
Stuart i col., 1984). Aquesta patologia experimental cursa
amb sinovitis i implica la destrucció del cartílag i de l'os
(Stuart i col., 1979), i en ella no s'han detectat altres

autoanticossos que els anticol.lagen, la inducció dels quals
és sens dubte produïda per la immunització. A l'artritis reu-

creu que en
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matoide i a l'artritis adjuvant la presència d'anticossos an-

ticol.lagen i d'antiimmunoglobulines no es produeix per cap

tipus d'immunització específica, sinó que altres factors immu
nològics relacionats amb la inflamació han d'intervenir per

induir la resposta en autoanticossos.

Un cop formats els autoanticossos, aquests s'uniran
als antígens autòlegs i formaran immunocomplexos que, a tra-
vés de l'activació del sistema de complement, poden ser res-

pònsables de lesions tissulars. A l'artritis reumatoide s'ha
observat en el fluid sinovial, una disminució de l'activitat

1980) i uncomplementària total (Palmer, 1978; Kim i col
augment en la concentració dels fragments C3c i C3d, produc-
tes resultants de l'activació del component C3, fets que re-

flecteixen el consum del complement en aquest nivell
1983). Al sèrum s'han observat valors d'acti

• 9

(Berkowicz i col • t

vitat complementària total normals, reduïts i augmentats

(Palmer, 1978; Kim i col 1980) , resultats que no indiquen
si hi ha activació del complement, però els nivells de C3d
s'han trobat elevats (Nydegger i col., 1977; Bourke i col.,

• r

1982; Berkowicz i col., 1983; Aguado i col 1984) fet que

reflecteix un consum. En estudis metabòlics s'ha posat de ma

• 9

nifest un augment en la síntesi dels components del comple-
ment, associat amb la síndrome inflamatòria característica

1972; Kaplan i
1980), i així s'entén que malgrat un consum de comple-

ment, si hi ha un augment de la síntesi dels components, els
nivells d'aquest en el plasma siguin normals o fins i tot
elevats, fet que explicaria la dispersió trobada a la biblio
grafia. S'ha observat, però, que pacients amb manifestacions
extraarticulars presenten nivells inferiors (Aguado i col.,
1984), i que hi ha una correlació entre els nivells de C3d i
els d'immunocomplexos (Bourke i col

de l'artritis reumatoide (Weinstein i col

col

• 9

• /

1982).• 9

A l'artritis adjuvant, hi ha autors que troben un

augment en l'activitat complementària total sèrica quan es

manifesta l'artritis (Flax i col., 1963; Glenn i col 1965;• 9
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Owen, 1980) mentre que altres demostren nivells normals
(Berczi i col., 1982). Els nostres resultats mostren que en

les rates artrítiques els valors d'activitat complementària
sèrica estan reduïts. Així, anàlogament a l'artritis hü-
mana hi ha disparitat en els resultats. De totes maneres, el
sistema de complement ha de tenir un paper important en aque_s

ta patologia experimental, ja que s'ha vist que la descomple-
mentació dels animals retarda l'inici de la malaltia;

(Kourounakis i col 1973) .• 9

A més de les .alteracions humorals comentades fins

ara, no s'han d'excloure altres mecanismes d’hipersensibili-
tat retardada postulats per diferents autors (Waksman i col.,
1960; Chang , 1976; Mohr i col., 1976; Nagao i col., 1980).
Durant el procés inflamatori indult per les parets bactèria-
nes dels micobacteris, s'alliberaran limfoquines i altres me

diadors (apartat 3. de la part teòrica) que contribuiran en

aquest mecanisme d'hipersensibilitat retardada.

Per últim, s'ha de considerar l'efecte del tractament
utilitzat. La indometacina i el benoxaprofè són dos fàrmacs,
que a les dosis emprades, tenen un efecte inhibidor sobre el
metabolisme de l'àcid araquidònic a través de la via cicloxi-

1979; Walker i

1980; Ford-

genasa i la via lipoxigenasa (Siegel i col
col., 1979; Bragt i col., 1980; Walker i col

1981). Aquestes substàncies, administrades
diàriament ün cop establerta la patologia, han exercit un efec
te curatiu sobre la inflamació de les extremitats posteriors,
fet que coincideix amb les observacions d'altres autors

1982). S'ha vist també que tenen el mateix
efecte sobre l'artritis induïda pel col.lagen (Phadke i col
1982). A més en aquest estudi hem vist que la indometacina a

dosis d'l mg/kg/dia té un efecte normalitzador en la concentra
ció sèrica de grups sulfhidril, i el benoxaprofè restaura tam-
bé aquest paràmetre així com les alteracions observades en el

proteïnograma. Ambdós fàrmacs, però, no són capaços de rebai-

• 9

• 9

Hutchinson i col • 9

(Benslay i col • 9

• 9
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xar els nivells d'antiimmunoglobulines.

La indometacina i el benoxaprofè són fàrmacs que ac-

tuen sobre els símptomes de la inflamació, però no combaten
d'aquesta, és a dir, són medicaments pal·liatius

però no curatius (Higgs i col., 1981). A través de l'actuació
sobre la cicloxigenasa inhibeixen la síntesi de prostaglandi-
nes, que són important mediadors de la inflamació (apartat
3.6.1. de la part teòrica) i, mitjançant la seva acció sobre
la lipoxigenasa,- inhibeixen la formació de substàncies quimio
tàctiques com el LTB^ i per tant, l'acumulació de cèl·lules
als llocs inflamats.

ía causa

El fet que no actuïn sobre els nivells d'antiimmuno-
globulines fa pensar que aquestes poden tenir un paper prima-
ri en el desenvolupament de la inflamació. Això està d'acord
amb els estudis realitzats amb alguns immunosupressors, capa-

ços de reduir la patologia artrítica en rates (Stevens i
col., 1969; Bicker, 1982).

Durant la inflamació es produeix l'acumulació de gra

nulòcits i macròfags que, durant la fagocitosi, produiran l'a
nió radical superòxid. Aquest radical pot reaccionar amb al-
tres molècules i donar lloc al radical hidroxil, considerat

com l'iniciador de la peroxidació lipídica (apartat 3.7. de
la part teòrica). La superòxid dismutasa és un enzim capaç de
catalitzar el pas d'anió radical superòxid a peròxid d'hidro¬
gen i hi ha estudis que mostren que aquest enzim té activitat
antiinflamatòria. S'ha vist que té eficàcia a l'artritis adju
vant (Borrelli i col., 1979; Hirchelman i col., 1981), a l'e-

1982) i a l'ededema induït per carragenina (Oyanagui i col
ma induït per serotonina, histamina, bradicinina i kal.licreï

1981) . En el nostre estudi,

• /

na en el ratolí (Oyanagui i col
després d'una setmana de tractament hem observat una recupera

ció de la inflamació produïda a l'extremitat contralateral,
però no hem detectat modificacions en els paràmetres hematolò
gics alterats a causa de la patologia, i és més, hem observat

• /
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un augment en el nivell d'antiimmunoglobulines tant en ani-
mals artrítics com en els control.

Per :acció de la SOD l'anió radical superòxid passa a però
xid d'hidrogen, però és necessària la presència de catalasa
per a degradar el peròxid a aigua. Així podria ser que l'efec
te terapèutic de la SOD depengués de l'existència de catalasa
en el lloc de la inflamació, de manera que en exhaurir-se

aquesta, l'efecte de la SOD podria ésser advers a conseqüèn-
cia de 1'acumulació de peròxid d'hidrogen. Això està d'acord
amb els treballs de Bragt i col. (1980), que observen que la
SOn administrada sola, no té efectes sobre la inflamació,

però conjuntament amb la catalasa té una acció antiinflama-
tòria.

En resum, en aquest treball s'ha demostrat la presèn
cia d'uns autoanticossos al sèrum d'animals amb artritis adju
vant que fins ara no s'havien descrit. Aquest model experimen
tal ha estat molt utilitzat per a l'estudi de fàrmacs antiin-
flamatoris i antireumàtics, i hi ha molts treballs que mos-

tren les similituds trobades a nivell histològic entre l'ar-
tritis reumatoide i l'artritis adjuvant (Pearson i col.,
1961; Mohr i col 1976) .• 9

Està ben establert que els processos immunologies ejs
tan implicats en la malaltia humana i en la patologia experi-
mental. En.el cas dé l'artritis reumatoide es coneixen bé les

alteracions del sistema immune tant a nivell humoral com cel-

lular, però a l'artritis adjuvant no s'havien descrit, fins
fa poc, altres alteracions que les desenvolupades a nivell
cel·lular. Els treballs de Trentham (1980) sobre els anticòs-

sos anticol.lagen van ser els primers indicatius d'una respo£
ta en autoanticossos a la patologia experimental. Els nostres

resultats, permeten considerar que a l'artrits adjuvant
hi ha alteracions a nivell del sistema immune humoral de
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la mateixa manera com succeeix a l'artritis reumatoide, fet

que constitueix una nova relació de semblança entre les
dues patologies.

D'altra banda, els anticossos antiimmunoglobulines

poden constituir un paràmetre indicatiu de la inflamació
crònica, de manera que els tractaments pal·liatius, però no

els curatius, no restauren aquests nivells. En aquest sen-

tit l'artritis adjuvant pot ser un model experimental per a

la recerca de nous agents terapèutics, que haurien d'ésser

capaços, no només d'actuar a nivell articular, sinó d'atu-
rar la cronificació del procés, restablint l'homeostasi im-
munològica.
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CONCLUSIONS



1.L'artritis adjuvant induïda per MycobacteriUm butyricum

produeix una inflamació articular sistèmica que es mani-
festa a partir del dia 14 de la inducció i es manté du-

60 dies estudiats.rant els 402.S'observen diferències en funció del sexe pel que fa a

la incidència de l'artritis i a les modificacions dels

paràmetres somatomètrics i hematologies induïts per la
inflamació. Les alteracions són sempre superiors en les
femelles.3.L'augment de pes dels animals artrítics és més petit que

el corresponent als animals control. Aquest menor creixe
ment s'acompanya d'una reducció en la ingesta d'aliment.4.La ingesta reduïda d'aliment no produeix "per se" les al-
teracions observades en els paràmetres hematologies estu-
diats.5.A conseqüència del procés artrïtic, s'aprecia un incre-
ment en el pes de la melsa, de les glàndules suprarenals
i dels ronyons, i una reducció en el pes del timus. Les
alteracions'observades en la melsa i el timus ha són si£
nificatives tres dies després de la inducció.6.L'artritis adjuvant comporta una disminució de l'activi-
tat motora total dels animals, una pèrdua del ritme cir-
cadiari i una reducció de l'amplitud del moviment. També
s'observa una variació en l'acrofase. Aquests canvis es

manifesten després de 10 - 14 dies, coincidint amb l'.ini-
ci de la inflamació sistèmica.
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Hi ha correlació entre la inflamació articular i les alte

racions locomotores observades.7.A partir del dia 3 de la inducció, hi ha una disminució
d'albúmina i un augment en les alfa i beta-globulines sè-
riques. La fracció gamma-globulínica augmenta a partir
del dia 14. El quocient albúmina/globulines és un bon in-
dicador de les alteracions articulars.8.Els grups sulfhidril sèries disminueixen des dels primers
dies després de la inducció de l'artritis, s'observen els
valors mínims el dia 14 i es mantenen reduïts durant tot

el procés artrític.9.L'activitat complementària sèrica està disminuïda en els
animals artrítics durant tot el període- estudiat.10.No es detecten anticossos antinuclears a conseqüència de
la patologia. Tampoc s'ha trobat variació en la concentra
ció d'immunoglobulina G total.11.S'ha desenvolupat una tècnica d'aglutinació del làtex ca-

paç de detectar antiimmunoglobulines de la classe IgM.
Les partícules de làtex s'han sensibilitzat amb immunoglo
bulines de rata.12.S'han posat a punt dues tècniques d'ELISA, d'elevada sen-

sibilitat, per quantificar antiimmunoglobulines totals i
antiimmunoglobulines de la classe IgG en el sèrum de ra-

tes. El substrat utilitzat per a la determinació ha estat
constituït per immunoglobulines de ratolí.13.Els animals artrítics desenvolupen autoanticossos antiim-

munoglobulines de la classe IgM i de la classe IgG.
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14.S'han detectat antiimmunoglobulines totals a partir del
dia 3 de la inducció de l'artritis mentre qu‘e els autoan-
ticossos de la classe IgG no s'observen fins fins al dia
14.15.Els nivells d'antiimmunoglobulines totals es correlació-
nen amb els títols de làtex i amb els valors d'antiimmuno

globulines IgG.16.La indometacina (1 mg/kg/dia), després d'una setmana de
tractament redueix la inflamació articular (63 %) , augmen

ta els nivells sèries dels grups sulfhidril (13 %) i no

modifica els nivells d'antiimmunoglobulines totals ni

d'antiimmunoglobulines IgG.17.El benoxaprofè (5 mg/kg/dia), administrat diàriament du-
rant una setmana redueix la inflamació articular (51 %) ,

restaura el quocient albúmina/globulines (50 %) , augmenta
els nivells de grups sulfhidril sèries (36 %) i dismi-
mueix els títols de làtex. Aquest fàrmac, però, no modifjL
ca la concentració d'antiimmunoglobulines totals ni d'an-

tiimmunoglobulines IgG.18.La superòxid dismutasa (5 mg/kg/dia), després d'una setma
na de tractament, disminueix la inflamació articular

(34 %), i no modifica el reduït valor del quocient albúmi
na/globulines ni els nivells sèries dels grups sulfhi-
dril-. Tampoc afecta les concentracions d ’antiimmunoglobu-
lines totals ni les d'antiimmunoglobulines IgG.
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