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I. INTRODUCCION

I.a. Definicib6n de enfermedad menincocHdcica

La enfermedad meningoc6cica constituye un sindrome cli-
nico derivado de la invasidn del organismo por un diplococo
Gram-negativo, la Neisseria Meningitidis. Su clinica compren
de una serie de manifestaciones de las cuales las mas fre -

cuentes son la meningitis y la bacteriemia.

A, ETIOLOGIA DE LA ENFERMEDAD MENINGOCOCICA

A.l1. Las Neisserias.- Son cocos Gram-negativos inmévi

les que no forman esporas; crecen en parejas y muy ocasio -

nalmente en tetradas o pequenos racimos (1). El hombre es

el finico reservorio natural de Neisserias.

Las principales especies incluidas en el género Neisse-
ria son la N. Meningitidis (meningococo) y la N. Gonorrhoeae
(gonococo) . Existen ademds un conjunto de especies no patd-
genas que poseen interés fundamentalmente porque habitan en
las vias respiratorias superiores del hombre y pueden por -
ello confundirse con los meningococos (2). La resistencia -
de las Neisserias a los agentes fisicos (calor, desecacibn)
o quimicos (acidos grasos téxicos, metales, fdrmacos antimi
crobianos) es muy baja. En un alto porcentaje de los casos
no se logra aislar el germen y la mayor parte de los culti-
vos.de laboratorio mueren a los pocos dias (2). Su crecimien
to se favorece cuando se cultivan en atmbsfera de CO2 del 5
al 10% y los medios mé&s comunmente empleados son agar choco
late, agar sangre, Thayer-Martin, VCN, y agar de Mueller-Hin
ton (3).

"A.2. La Neisseria Meningitidis

su organizacidén celular es similar a la de las demls bacte-

rias. Consta de un material nuclear, un citoplasma con orga



nelas y una cubierta que la aisla y la protege del medio ex
terno. En esta cubierta bacteriana residen los rasgos dife-
renciales del germen que van a determinar su morfologia, --
sus caracteristicas antigénicas, su propia viabilidad y su

poder patbgeno. Consta de capas diferenciadas (Fig. 1) (3,4).

* Membrana citoplasm&tica, de unos 50 A de espesor com
puesta de una doble capa lipidica con proteinas en su inte-
rior, al igual que las membranas celulares de los organismos
superiores. Est& dotada de permeabilidad selectiva y se en-
carga principalmente de la regulacidn de la presibébn osmbti-

ca y de mGltiples actividades enziméticas.

* Pared. Es una estructura ausente en la célula humana,
que en las bacterias Gram-negativas tiene un espesor aproxi
mado de 10 nm y constituye el 15% del peso seco de la célu-
la. A causa de la solidez mecdnica de la pared celular, la
bacteria puede tolerar una amplia gama de condiciones ambien
tales manteniendo en su interior una concentracién de sal -
superior sin que exista ruptura osmética. La pared consta -
de dos capas: Una interna, mucopeptidica, consistente en --
una malla de cadenas de polisacdridos (N-acetil glucosamina
y N-acetil muré&mico) unidos por polipéptidos, denominada ca
pa peptidoglicana. La capa externa est& compuesta por pro -
teinas, fosfolipidos y lipopolisacdridos. Estos (ltimos com
puestos son practicamente inexistentes en las bacterias Gram-

positivas, y constituyen la denominada endotoxina bacteriana.

* Cipsula. Compuesta fundamentalmente por polisacéridos
y algunos polipéptidos. Su presencia parece asociarse con -
un aumento en la patogenicidad, probablemente porque difi -
culta la fagocitosis. No todos los tipos de N. Meningitidis

la poseen.

tidis es un habitante ocasional de la nasofaringe humana, -
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no conociéndose ningfin otro reservorio o vector de la misma.
El principal medio de contagio es a través de la inhalacidbn
de gotitas de secreciones nasofaringeas de sujetos infecta-
dos, siendo improbable la transmisibébn mediante el contacto
con fomites contaminados (5). Durante los perfodos interepi
démicos entre un 2 y un 15% de los individuos sanos, habitan
tes en nfcleos urbanos, son portadores del meningococo en -
la nasofaringe (5,6). Cuando existen casos espor&dicos de -
enfermedad meningocdcica, la proporcidn de portadores entre
las personas prb6ximas a los pacientes puede aumentar hasta
un 40% y en poblaciones cerradas o durante las epidemias, -

esta, proporcibén puede aproximarse al 100%.

Aunque algunos individuos son portadores del meningoco
co durante anos, la colonizacibén habitualmente es transito-
ria y en el 75% de los casos, el organismo desaparece en po

cas semanas (8).

La enfermedad meningocbdcica es mucho m&s frecuente en
ninos, existiendo un importante pico de incidencia entre --
los 6 y los 12 meses de edad. Existe un segundo pico, mucho

menor en la adolescencia (9).

B. MANIFESTACIONES CLINICAS DE LA ENFERMEDAD MENINGO-
COCICA.

El foco primario de la infeccidn meningocdcica es la -
nasofaringe. En la mayoria de los casos esta infeccibn es -
subclinica aunque ocasionalmente existe una inflamacién lo-
calizada capaz de producir una sintomatologia leve (5,6). -
Desde esta localizacibn, la N. Meningitidis es capaz de in-
vadir el sistema circulatorio y dar lugar a las diferentes
nanifestaciones clinicas que caracterizan a la enfermedad,
de las cuales las mds frecuentes son la meningococemia y la

meningitis.

B.1. Meningococemia.-~ De un 90 a un 95% de pacientes -




con enfermedad meningoc6cica presentan meningococemia y/o -
meningitis y en alrededor de un 30 a 35% aparecen Gnicamen-
te los signos de meningococemia sin meningitis. Generalmen-
te los pacientes se presentan agudamente enfermos con pos -
tracién, fiebre elevada, taquicardia, taguipnea e hipoten -
sién. En un 60-75% de los casos se desarrolla una erupcién
petequial caracteristica, siendo las axilas, flancos, mune -

cas y tobillos los lugares de localizacidén preferente (5,6)

La meningococemia fulminante o sindrome de Waterhouse-
Friderichsen es una meningococemia asociada con colapso va-
somotor y shock. Ocurre en alrededor de un 10% de los pacien
tes y se asocia con frecuencia a un fatal prondstico. Tras
un comienzo abrupto en pocas horas se desarrolla una profun
da postracidn, lesiones purpliricas y hemorragias extensas -
en la piel, cianosis labial y frialdad periférica. Sin un -
tratamiento instaurado en las fases mis precoces, generalmen
te sobreviene el fallecimiento del paciente por fracaso car
diorespiratorio (5,6,7).

La meningococemia crdnica es una forma infrecuente de
infeccidn meningocbcica. Se caracteriza por la aparicibn --
de fiebre, rash y artritis o artralgias durante semanas o -
meses. Su existencia obedece a un diagnéstico insospechado
0 a un tratamiento suspendido prematuramente. Como complica
ciones de la misma pueden sobrevenir meningitis, carditis o
nefritis (10).

B.2. Afectacidn del sistema nervioso central.- La me -

ningitis es una forma frecuente de enfermedad meningocbcica.
Los sintomas mds comunes son fiebre, vémitos, cefalea y con

fusibn o letargia. Entre un 20 a 40% de los pacientes con me
ningitis no presentan signos clinicos de meningococemia y el
diagnbéstico depende del examen bacteriolégico del liquido ce
falorraquideo. Sin embargo, cuando la meningitis se asocia a
petequias o rash purpfirico puede hacerse el diagndstico de -



presuncidén de enfermedad meningocdcica ya que este patrdn -
de enfermedad se ve s6lo muy raramente en otras infecciones.
Desde el empleo de antibidéticos en la terapefitica,la evolu-
cidén de la meningitis es satisfactoria en la mayoria de los
casos dada la gran sensibilidad del germen a la penicilina
(7).
i
Otras manifestaciones neurolbgicas menos frecuentes o
raras son episodios convulsivos, que ocurren en alrededor -
del 10% de los pacientes y no persisten tras la resolucibn
clinica de la meningitis, hidrocefalia y trombosis de los -
senos coronarios (frecuentes en la era preantibidética), in-
somnio, amnesia, cefaleas recurrentes y labilidad emocional

(7).

B.3. Artritis.- Es una complicacidén relativamente fre-
cuente de la meningococemia y ocurre en aproximadamente el
7% de los pacientes (11). Las artralgias, predominantemente
de grandes articulaciones y coincidiendoconel cenit del res-
to de la sintomatologia, son bastante m&s frecuentes. Se --
distinguen cléasicamente dos formas clinicas de artritis me-
ningocécica (11): una de comienzo precoz coincidiendo con -
el debut del resto de los sintomas en la que con frecuencia
se aisla la Neisseria Meningitidis del liquido sinovial. Su
tratamiento con antibidticos y drenaje articular diario es
efectivo al igual que en el resto de las artritis sépticas.
Existe una segunda forma de comienzo tardio entre el 72 y -
el 102 dia de la infeccién en la que generalmente no se ais
la el germen en el cultivo del liquido sinovial y que no res
ponde a antibibfticos sino a antiinflamatorios no esteroideos.
En la patogenia de este segundo subgrupo de artritis se ha -
implicado la presencia de inmunocomplejos circulantes,basén-
dose en el hallazgo de niveles significativos de los mismos
en casos aislados y en la presencia de niveles descendidos -
de C3 en el suero de los pacientes (12). No existen, sin em-
bargo, estudios sistemdticos al respecto sobre series amplias

de enfermos.



En ambas formas se afectan predominantemente grandes -
articulaciones con un patrén mono u oligoarticular en la --
gran mayoria de los casos. La recuperacidn de la funcibn ar
ticular genéralmente es completa en un periodo que oscila -

entre pocas semanas a algunos meses (13).

B.4. Manifestaciones pulmonares.- LOs meningococos pue

den ser patbgenos respiratorios con una frecuencia mayor a
la reconocida generalmente. En un estudio realizado por Putsch
y cols (14) sobre una serie de 47 enfermos con neumonia agu
da, se aisla N. Meningitidis en el esputo del 30% de ellos.
Estos mismos autores encuentran este germen en el mismo por
centage en otro grupo de pacientes con infeccidn aguda res-
piratoria sin evidencia radiolbgica de neumonitis siendo es
tos porcentages muy superiores a los del grupo control. Los
cultivos de esputo positivos generalmente se acompanan de -
hemocultivos negativos y los gérmenes encontrados son a me-
nudo no seroagrupables a diferencia de los meningococos ais
lados generalmente en sangre o en liquido cefalorraquideo -
- (15). Asi las cepas de meningococo aisladas en las infeccio
nes respiratorias parecen ser menos virulentas gue aquellas
que originan la meningitis o la meningococemia y este grado
de virulencia se relaciona con la posesidn de cépsula bacte
riana.

B.5. Manifestaciones cardiacas.- La endocarditis bactg

riana es bastante rara, pero se ha encontrado evidencia ana
tomopatolégica de miocarditis en el 78% de los casos con --
meningococemia fatal (16) y esto parece jugar un papel im-
portante en el desarrollo del shock. Ocasionalmente una le-
sidn cardiaca localizada puede producir hallazgos infrecuen
tes como bloqueo A.V. Un roce pericérdico o cambios electro
cardiogréaficos de pericarditis son observados en aproximada-
mente el 5% de los pacientes a pesar de un tratamiento anti
bidtico eficaz. Raramente se llega a desarrollar una pericar
ditis purulenta y el riesgo de taponamiento cardiaco es muy

bajo (17). Algunos autores abogan porque el origen de esta -



pericarditis sea una reaccidn de hipersensibilidad al teji-
do pericédrdico lesionado, el cual se comportaria como anti-
geno estimulando la formacién de anticuerpos. En favor de -
esto existen varios argumentos: a) la evolucidn lenta de la
pericarditis en el curso de la meningitis; b) la existencia
asociada de otras manifestaciones como pleuritis o artritis
en las cuales se ha sugerido la presencia de inmunocomple -
jos circulantes; y c) respuesta a esteroides junto a recai-
das tras la suspensidn de estos. En algunos casos, sin em -
bargo, se ha aislado el meningococo del liquido pericdrdico
(18).

B.6. Manifestaciones urogenitales.- La N. Meningitidis

es un patdgeno infrecuente en las infecciones urogenitales
del hombre o la mujer. La mayoria de los casos comunicados
fueron asociados con otras manifestaciones de infeccibn me-
ningocbcica diseminada. Existen sin embargo comunicaciones
de infecciones urogenitales por meningococo en ausencia de

otras manifestaciones de la enfermedad (19,20).

C. PATOGENIA

No todos los individuos expuestos al contacto directo
con un paciente con enfermedad meningocbcica acabarén tenien
do el meningococo en su nasofaringe y s6lo un porcentage de
estos desarrollard enfermedad meningocbcica (21). Ademés el
curso clinico y pron6stico de la enfermedad varian grande -
mente de unos enfermos a otros. Todo éllo implica una serie
de complejos mecanismos fisiopatoldgicos dependientes del -
germen y del organismo infectado que para su mejor exposi -

cibébn se pueden desglosar en tres apartados:

1.- La colonizacidn de la nasofaringe humana por el ger
men y aquellos factores locales que influyen en --
ello.



2.- La posterior invasidn del sistema circulatorio con
el estudio de las particularidades, dependientes -
del propio germen o del huésped, determinantes de

esta invasion.

3.~ Los mecanismos productores de enfermedad, dependien
tes del parésito y del huésped, que van a originar
las diferentes manifestaciones clinicas antes men -
cionadas.

Revisaremos brevemente cada uno de estos tres apartados:

C.1. Colonizacibén de la nasofaringe.- El primer obstdcu

lo que encuentra el meningococo al llegar a la nasofaringe -
humana es la barrera de secreciones que recubre todo epite -
lio interno. En el gonococo se ha asociado la patogenicidad
con la posesibén de fimbrias en la cubierta externa bacteria
na sugiriéndose que probablemente ayudarian al germen a tras
pasar la barrera mucosa y a fijarse en la superficie epite -
lial (22) y a resistir mejor la ingestidn por los fagocitos
(23). A la luz de esto se podria argumentar que las fimbrias
facilitarian la adherencia y posterior penetracidn del menin
gococo en el epitelio de la nasofaringe por producir la en -
fermedad sistémica. No obstante, es preciso senalar que otras
especies de neisserias como N. catarralis o N. perflora pue-

den tener fimbria y sin embargo no son patbgenas (3).

No existe indicacibédn de como el meningococo traspasa --
las secreciones mucosas del tracto respiratorio superior y -
se adhiere a la mucosa respiratoria, aunque estudios antiguocs
(24), indicaron que el moco nasal puede favorecer el creci -

miento del meningococo en los medios de cultivo artificiales.

Se ha observado que los individuos que desarrollan enfer
medad meningocbcica adquieren el organismo en un periodo in-
ferior a una semana antes del comienzo de la sintomatologia

(25). Estos datos sugieren que la enfermedad sobreviene des-
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pués de una exposicidén relativamente corta al microorganis-

mo.

Otro factor a valorar en la transformacidn de la infec
cibén meningocbécica local en sistémica es el papel de las in
fecciones respiratorias agudas. Se ha observado en centros
militares que las epidemias de enfermedad meningocbcica ocu
rren durante periodos de elevada incidencia de infecciones
respiratorias agudas (25). Esta relacidn ha sido demostrada
por otros autores (26,27) que a la luz de sus datos sugie -
ren que la enfermedad por virus influenza es un factor pre-
disponente a la meningococemia. Este incremento de la sus -
ceptibilidad a la infeccidn se puede explicar en base al --
efecto que las infecciones virales tienen sobre la funcibn
inmune y la inflamacidén (25,28). Las anteriores premisas si
tGan al meningococo en una categoria de patbdgeno oportunis-

ta bajo ciertas circunstancias.

C.2. Invasidén del sistema circulatorio.- La entrada --

del germen al sistema circulatorio pone en marcha todo un -
sistema de defensa, primariamente destinado a librar al hues

ped del organismo patdgeno.

En primer, lugar aquellas estructuras del meningococo -
con capacidad antigénica inducirdn una respuesta inmune. Se
cundariamente esta respuesta, a través de sus sistemas media
dores humorales y celulares, serd la destinada a intentar do

minar la agresidn bacteriana.

— e Bt s o —r —— —— T —— - ——— b > —— — ———de —r — - ——

reconocido hasta ahora tres estructuras con capacidad anti-
génica, una en la cipsula (polisacdrido) y dos en la pared

bacteriana (las proteinas y el lipopolisac&rido).

a) Antigenos polisacéridos.- Son aquellos gue forman la

cdpsula bacteriana y de los que depende la clasificacién del



Tabla 1.- Composicién quimica de los polisac&ridos
meningocbcicos grupo-especificos.

Grupo Composicidn

A N-acetil,O0O-acetilmanosamina,6-fosfato

B Acido N-acetil neuraminico

C Acido N-acetil,O-acetil neuraminico

X N-acetil glucosamina,4-fosfato

Y Acido N-acetil neuraminico:glucosa

Z Acido 3-~desoxi,D-mano-~octulosédnico
W135 Acido N-acetil neuraminico:galactosa
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meningococo en serogrupos (29). La composicidén quimica de -
los polisacéridos meningocbcicos grupo-especificos caracte-

rizados hasta la actualidad se expone en la tabla 1.

Es infrecuente que el meningococo aislado del liquido
cefalorraquideo no sea seroagrupable, mientras que tales ce
pas, frecuentemente autoaglutinables y presumiblemente no -
capsuladas, son a menudo aisladas de la nasofaringe de porta

dores sanos (21).

Asi la posesidn del polisdcarido capsular es importan-
te en la produccidén de enfermedad y se ha demostrado, median
te el desarrollo de vacunas a partir de los polisacaridos -
de los grupos A y C de meningococo, que la inmunidad frente
a este antigeno protege al huésped de la enfermedad produci
da por el serogrupo hombélogo. Aunque exista correlacién en-
tre la posesidn de la cépsula y la potogenicidad y entre la
inmunizacidén frente al polisacdrido capsular y la proteccidn
contra la enfermedad, no se conoce en que proporcibn este -

componente contribuye al poder patégeno del meningococo.

b) Antigenos proteicos.- El meningococo puede ser tam-
bién subdividido en serdtipos en base a diferencias antigé-
nicas detectadas originalmente por reacciones de bacterioli
sis (29). Esta especificidad en serotipos viene determinada
por las proteinas existentes en la pared bacteriana. En los
grupos B, C e Y de meningococos se han identificado varios
serotipos diferentes (31). Contrariamente el grupo A tiene
un Gnico tipo de proteina, diferente de las del resto de --
grupos (32). De esta forma se explica como aun teniendo el
polisacdrido del grupo B un escaso poder antigénico, se pue

de llegar a desarrollar inmunidad frente a este grupo.

c) Lipopolisacdridos.- Son componentes de la pared bac
teriana, y constituyentes de la endotoxina bacteriana; los

lipopolisacédridos contribuyen también a la diversidad anti-
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génica del meningococo. Su poder antigénico es menor que el
de los anteriores, si bien no ha sido sistemdticamente estu
diado en este aspecto (33).

C.2.2. Respuesta_inmune_frente_al meningococo.- La res
puesta inmune en el hombre frente a la Neisseria Meningiti-
dis puede desglosarse en tres apartados: la existencia de -
inmunidad natural, la respuesta humoral a la infeccibén y la
funcidén del sistema del complemento. La respuesta celular -
es peor conocida y se comentard posteriormente con motivo -
de las interacciones de la endotoxina con los mediadores ce

lulares.,

C.2.2.1. Desarrollo de inmunidad natural.- El hecho de
que sb6lo un bajo porcentage de individuos contaminados por
el meningococo desarrolle enfermedad hace pensar en la exis
teﬁcia de un estado de inmunizacidn previa del huésped. Apo
ya este concepto la correlacién existente entre el descenso
en la prevalencia de la infeccidn conforme avanza la edad -
del individuo (5,6), pudiéndose demostrar un aumento en la
presencia de anticuerpos bactericidas paralelo al crecimien
to del nino (34). La inmunidad en el recién nacido depende
del paso a través de la barrera placentaria de anticuerpos
especificos de tipo IgG de la madre al feto (34). Estos an-
ticuerpos, pasivamente adquiridos, desaparecen en pocos me-
ses, ocasionando una marcada susceptibilidad de los lactan-
tes a la enfermedad. El desarrollo de inmunidad natural en
relacibén con la edad se define por la presencia de anticuer
pos bactericidas y parece ser el resultado de la exposicibn
a una variedad de antigenos. En este contexto cabe conside-

rar una serie de factores:

a) Papel de la Neisseria Lactémica: El estado de porta
dor de la N. Lactémica, una bacteria estrechamente rela -
cionada con el meningococo, resulta en el desarrollo de an-
ticuerpos bactericidas que reaccionan de forma cruzada con

el meningococo de los grupos A,By C (3,5). Ya que la mayo-
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ria de los ninos adquiere la N. Lactamica durante los dos -
prfmeros anos de vida (35), este organismo puede ser una =--
fuente importante de inmunizacibén natural. Los antigenos =--
responsables de la induccidén de estos anticuerpos en ninos

y adultos no han sido identificados aunque las proteinas se

rotipo-especificas son probablemente la causa.

b) Papel de la flora bacteriana normal: Posibles fuen-
tes adicionales de antigenos responsables de la formacidén -
de anticuerpos contra los'grupos A,B y C son las bacterias
gue componen la flora normal intestinal o de la faringe (29).
Asi se ha identificado reactividad antigénica cruzada con -

una serie de bacterias que se indican en la tabla 2.

c) Papel de la propia Neisseria Meningitidis: En el --
adulto,el estado de portador de meningococos encapsulados y
no encapsulados resulta en el desarrollo de anticuerpos bac
tericidas, que reaccionan de forma cruzada con los grupos A4,
B y C (36). Sin embargo, con fines précticos, el seguimien-_
to rutinario de portadores no ha proporcionado ninguna infor
macidén predictiva acerca de la incidencia de la enfermedad y
por tanto ha sido desechado de los programas de control en -
los centros militares de EEUU (37).

C.2.2.2. Respuesta humoral a la infeccidn: La respuesta
humoral a la infeccidn meningocdcica sistémica’ en adultos vy
ninos mayores de 2 anos es muy rapida e intensa. Entre el 42
y 72 dias de la infeccidn pueden detectarse niveles de anti-
cuerpos (38). Se ha observado asimismo que la respuesta humo
ral en los ninos menores de un ano es menor y ello se corre-
laciona con una mayor incidencia de la enfermedéd junto a un
peor prondstico en esta edad (39). Los anticuerpos bacterici
das presentes en el suero humano estén dirigidos contra una
variedad de antigenos, incluyendo el polisacérido, la protei
na serotipo—espécifica y en menor proporcibén el lipopolisacd

rido (29). También han sido demostrados en el suero humano -



Tabla 2.- Bacterias
reaccionar de forma
cocos de los grupos

con antigenos capaces de
cruzada con los meningo-
A, By C.

Serogrupo de

. Organismo
meningococo

A Estafilococo aureus
Estafilococo epidérmidis
Bacillus plmilis

B Escherichia coli K1
Estreptococo viridans

C Escherichia coli K92

Estreptococo viridans
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anticuerpos grupo especificos con capacidad opsonizante (40).

Aunque los anticuerpos contra el polisacdrido capsular
han demostrado proteger contra los grupos A y C , el del --
grupo B es poco antigénico en el hombre, sugiriendo que an-
ticuerpos frente a las proteinas especificas de tipo u otros
antigenos de la pared bacteriana estén implicados también -
en la proteccidn (29). Asi se ha demostrado que en los suje
tos portadores de Neisseria Meningitidis del grupo B la ma-
yoria de anticuerpos estédn dirigidos contra la proteina de
la pared celular, siendo mds escasos los encontrados frente
a los otros antigenos (41). Todo ello podri explicarse en -
base a la escasa importancia de la cipsula bacteriana en el
grubo B en comparacién con los otros serogrupos de Neisseria
Meningitidis.

C.2.2.3. El sistema complemento: El complemento es un -
sistema enzimtico presente en el suero compuesto de 14 pro-
teinas diferentes mas una serie de factores reguladores. Su
activacién secuencial sobre la membrana de la célula diana -

produce la degradacidn de las proteinas de ésta y la muerte
celular (42).

Se conocen dos mecanismos de activacidén del sistema: la
via clésica y la via alterna. Las sutancias capaces de acti-
var ambas vias se exponen en le tabla 3. Ambas vias confluyen
finalmente en una Gnica via comin que termina con la activa-
cidén de los dos Gltimos factores C8 y C9 encargados de produ
cir lisis celular (fig. 2). Ademds como resultado de las di-
versas reacciones enzimdticas se van liberando fragmentos --
proteicos, algunos de ellos con propiedades biolb6gicas més -
importantes que la propia lisis celular y que serdn expues -

tas posteriormente.

El ataque de membranas celulares por el sistema del com

plemento se inicia cuando la molécula de C5 es dividida en -



Tabla 3.- Sustancias capaces de activar el sistema

del complemento sérico.

VIA CLASICA

*

Inmunocomplejos constituidos por inmunoglobulina IgM.

* Inmunocomplejos constituidos por inmunoglobulina IgG de -

* % %k * %

los subtipos 1, 2 y 3.

IgG agregada.

Proteina A de estafilococo.

Endotoxina bacteriana.

Proteina C reactiva.

Enzimas proteoliticas: kalicreina, plasmina y algunas pro-
teasas tisulares y bacterianas.

_Algunos virus RNA.

VIA ALTERNA

* % A * F o * * % *

Paredes celulares bacterianas.

Endotoxina bacteriana.

Extractos de fermentos como el zymosdn.

Veneno de cobra.

Agregados de inmunoglobulinas de todos los tipos.
Ciertas inmunoglobulinas monoméricas humanas y animales.
C3NeF.

Hematies de conejo.

Medios de contraste radiogrdficos.

Membranas de celofdn utilizadas en didlisis renal y en cir
culacidn extracorpdrea.
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dos fragmentos el CS5a y el C5b por cl enzima C1,4b,2a,3b de
la via clasica o el enzima C3b,Bb,P,C3b de la via alterna -

(43). Las posteriores interacciones entre las proteinas ter
minales del complemento C5b, C6, C7, C8 y C9 se acompanan -
de cambios conformacionales, con exposicibn de los péptidos
hidrofébicos de forma que estas proteinas se transforman de
hidrofilicas en anfifilicas (44). Si esta transformacibn --
ocurre en la inmediata vecindad de una membrana compuesta -
por una doble capa lipidica, algunos de los péptidos hidrofd
bicos se insertan en la misma y forman canales, mientras --
que otros destruyen las moléculas fosfolipidicas de la mem-
brana y forman complejos lipoproteicos en la fase acuosa --
(45). Si la conversibn al estado anfifilico ocurre en ausen
cia de una membrana de las citadas caracteristicas, las pro
tefinas terminales del complemento forman agregados que son

citoliticamente inactivos (43).

El proceso de insercién comienza cuando cl C5b,6 reaccio
na reversiblemente con la membrana, y se vuelve irreversi -
ble en la reaccién con el C7 (43). Lentamente se van forman
do canales de unos 6 n.m. de grosor a través de la membrana
por la accién de C5b-8. Esta reaccién se acelera de forma -
importante por la actuacidén del C9 (42,46). Asi al ponerse
en contacto directo el interior de la célula con el medio -
extracelular se produce, mediante un fenbmeno de lisis osmb
tica,la muerte de la misma (47).

Un segundo mecanismo de ataque de membrana por el com-
blemento consiste en la degradacién de los fosfolipidos de
la membrana (48). Al igual que la formacibén de canales, es-
te efecto detergente es una consecuencia de la exposicibén -
de los péptidos hidrofébicos de los Gltimos componentes del
complemento (48). Este mecanismo adquiere relevancia cuando
las membranas son atacadas por cantidades importantes de --

complemento y es précticamente el finico que actla sobre cier



20

tas bacterias y membranas de envoltura de virus que no fun-
cionan como barrera osmb6tica (49). En condiciones normales
el que actia es el primer mecanismo descrito, ya que exige

menores cantidades de complemento (43).

El sistema complemento y m&s concretamente sus Gltimos
factores, parecen jugar un papel primordial en aquellas in-
fecciones en las que la bacteriolisis mediada por el suero
supone un importante mecanismo de defensa contra los gérme-
nes que las provocan. Las Neisseriasson quizd los microorga
nismos mds implicados en ello ya que se ha observado en re-
petidas ocasiones como el déficit de cualquiera de los fac-
tores terminales de la via C6, C7 y C8, le supone al indivi-
duo afecto un elevado riesgo para el padecimiento de sepsis
de repeticidn por Neisseria Meningitidis o Neisseria Gonorro
heae (50). Se han descrito también sepsis recurrentes por -
Neisseria Meningitidis en pacientes con déficit de C3 y C5,
no obstante estos individuos estdn predispuestos preferente
menﬁe a infecciones por bacterias Gram negativas y gérmenes

encapsulados como el estreptococo neumoniae (51,52).

En estudios realizados por varios autores (53,54,55) -
en pacientes con déficit de los (ltimos componentes del com
plemento se ha observado como las funciones de opsonizacibn,
fagocitosis y quimiotaxis de los leucocitos polimorfonuclea
res estén conservadas. Ello explicaria el que estos indivi-
duos no presenten episodios de sepsis por bacterias Gram ne
gativas en los que la funcidn de los polimorfonucleares jue
ga un papel fundamental tal y como se ha visto en los pacien
tes con déficit de C3 y C5 (51,52). Parece pues que el exce
so de infecciones por Neisseria en ellos no se debe primor-
dialmente a un defecto del sistema fagocitico. Se ha demos-
trado por el contrario que en los casos con déficit de los
Gltimos componentes del complemento siempre existe una pro-

funda disminucibén en la capacidad bacteriolitica del suero
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de estos pacientes, que se restablece tras la adicibn del -
componente deficitario purificado (56,57,58,59). Nicholson

(60) y Petersen (61) han demostrado la necesidad del C8 en
la produccidén de bacteriolisis, sugiriendo que el Gnico pa-
pel de los (ltimos componentes del complemento en la defen-
sa;del huésped contra los gérmenes del grupo de las Neisse-
rias consiste en favorecer la actividad bactericida extrafa

gocitica (60).

La prevalencia de déficits del complemento en pacientes
con enfermedad meningocbdcica espor&dica se ha encontrado --
ser del 7 al 15% (62,63). Sin embargo, aunque todos los au-
tores insisten en la conveniencia de realizar un despistaje
de déficits del complemento en pacientes con enfermedad me-
ningocdcica recurrente, no existen datos en la literatura -
sobre la prevalencia de déficits del complemento en pacien-

tes con sepsis meningocdcica recidivante.

C.3. Produccidn de dano tisular.- La invasién directa

del germen es capaz de originar una reaccidén inflamatoria -
aguda con infiltracidn celular de los tejidos e intenso ede
ma seguido de un exudado purulento que a nivel del sistema

nervioso central se propaga sobre la superficie del cerebro
e incluso puede invadir el parénquima originando un sindro-
me encefalitico (64). Este mismo mecanismo de invasién di -
recta es el causante de la Neumonia y de la infeccién géni-

to-anal por este germen (20,65).

Sin embargo, a pesar de la gran sensibilidad del menin
gococo a los antibidticos la mortalidad de la enfermedad me
ningocdcica sigue siendo considerable. Ello obedece a la --
gran habilidad del meningococo, fundamentalmente a través -
de su endotoxina de poner en marcha los denominados siste -
mas mediadores del organismo, cuya misibén primaria es la de

fensa del propio organismo pero que en determinadas circuns
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tancias son capaces de agredirle y convertirse en los agen-
tes responsables de las manifestaciones clinicas. En este -
contexto expondremos las caracteristicas de esta endotoxina
para posteriormente comentar las peculiaridades de los dos -
sistemas mediadores mds importantes en la enfermedad menin-
gocbcica como son el sistema de la coagulacidén y los metabo
litos activos del complemento. Finalmente se comentari la -
presencia de Inmunocomplejos circulantes y sus implicacio -

nes en la patogenia de la enfermedad meningocécica.

ristico de todas las bacterias Gram-negativas conocidas has
ta la actualidad es que poseen un glucolipido macromolecu -
lar en su cubierta celular denominado lipopolisacirido (LPS)
(66). Su sintesis tiene lugar en la membrana citoplasmética
aunque su localizacién posterior se sitfia en la capa exter-
na de la pared bacteriana, es decir donde la bacteria inter
actlia con el medio externo, jugando asi un importante papel
en la prevencidn de la fagocitosis de la bacteria en las --
formas no capsuladas (66). Su administracién parenteral al
animal de experimentacidn origina una variedad de manifesta
ciones inespecificas como fiebre, hipotensién, cambios en -
el recuento leucocitario, coagulacibén intravascular disemi-
nada y a altas dosis shock irreversible y muerte (67). Los
LPS por lo tanto son toxinas bacterianas potentes y esta --
cualidad se expresa por el término endotoxina que se usa de

forma sindnima con el de lipopolisacarido.

La endotoxina bacteriana consta de un polisacérido y -
un componente lipidico, unido covalentemente, que fue deno-
minado "Lipido A" por Westphal y cols (68) para distinguir-
le de los lipidos unidos de forma no covalente, asociados a
la molécula de LPS (fig. 3).



LIPIDO A

Figura 3.- Estructura bdsica de los lipopolisacdridos bacte
rianos.

La porcibén polisacérida se considera compuesta a su vez
por dos regiones diferentes: un polisac&rido "core" central,
y otro polisacérido, el denominado "antigeno O" (69). La re
gién del core, a menudo idéntica en un gran grupo de bacte-
rias, contiene un Gnico desoxiazucar, 2 ceto 3-desoxi-octu-
losonato, asi como una heptona, fosforiletanolamina y va -
rias exosas. En contraste, el antigeno -0 es quimicamente
Gnico para cada tipo de organismo y LPS (69,70). Normalmen-
te existen como unidades oligosacdridas repetidas contenien
do tres o cuatro exosas diferentes cada una. El n@mero de -
estas unidades varia entre 2 y 10, en ocasiones en una mis-

ma bacteria (69,70).

El lipido A es Ginico y consiste en una zona axial com-
puesta por dos glucosaminas unidas en posicidn f1-6 a las
que se ligan &cidos grasos de cadena larga y grupos fosfori
lados (71). Su estructura quimica indica que es una molécu-
la anfipatica con regiones hidrofdbicas e hidrofilicas. Ade
mis tiene car&cter anfdtero transportando residuos &cidos y
bédsicos. Su arquitectura finica dota al lipido A de diferen-
tes propiedades que le convierten en un constituyente vital
de la pared de las bacterias Gram-negativas donde juega un
papel funcional y estructural (72). Por otro lado, el lipi-
do A representa una de las toxinas bacterianas més potentes

y en &l residen casi todas las propiedades de la endotoxina
(71,72) .
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La mayoria de los trabajos sobre endotixina bacteria-
nas se han realizado con endotoxina de Escherichia Coli, --
Salmonella o Proteus, siendo escasas las comunicaciones so-
bre la endotoxina meningocdcia. Sin embargo, la estructura
y propiedades biolbégicas parecen muy semejantes (73,74) y -
con fines tedricos asumiremos a la endotoxina meningocdcica
las propiedades generales del resto de endotoxinas bacteria
nas, comentando finalmente algunos aspectos particulares de

la misma.

Las funciones biol6égicas de los lipopolisacdridos son
diversas. Una funcibn importante en la superficie celular -
bacteriana es servir como barrera con permeabilidad selecti
va, controlando el transporte de moléculas al interior de -
la cé&lula (75). Ademds la localizacidén del lipopolisacérido
en la capa mis externa de la bacteria permite la m&xima opor
tunidad para interactuar con el medio externo. Esto puede -
poner en funcionamiento el amplio espectro de mecanismos de
defensa del huésped a fin de protegerle contra la invasidn
por el germen. Pero es en la mayoria de los casos esta res-
puesta frente a los microorganismos Gram-negativos la que -
original el dano tisular. La interaccidn entre la endotoxi-
na y los mediadores del huésped se realiza tanto a nivel hu
moral como celular, existiendo una interconexidn entre es -

tos sistemas, tal como se expresa en la figura 4.

C.3.1.1. Interaccidén de la endotoxina con sistemas me-

y a) Complemento: La endotoxina bacteriana es capaz de -
activar el sistema complemento por tres mecanismos diferen-
tes de los cuales sdlo uno requiere la formacién de anticuer
pos (fig. 5) (67). El primero compromete la regidn del 1lipi-
do A de la molécula del lipopolisacérido, el cual es capaz -

de unirse directamente al Clg, activarle, y poner asi en mar
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cha la via clésica del complemento (76). Adicionalmente se
ha demostrado que la porcidn polisacdrida de la endotoxina

puede activar el sistema, sin precisar la participacidn del
lipido A, a través de la via alterna y modular asi la expre
sién de la activacidén del Clqg por el lipido A (77,78). Fi -
nalmente la formacidn de anticuerpos especificos frente a -
la endotoxina bacteriana, originar& inmunocomplejos que a =
través de la via clédsica del complemento activard el siste-
ma, dando lugar a la serie de reacciones intermedias que se

comentaré posteriormente.

b) Coagulacién: Al igual que con el complemento, la en
dotoxina bacteriana es capaz de activar el sistema de la --
coagulacidn a través de los dos mecanismos conocidos, las -
vias intrinseca y extrinseca (fig. 6) (79). Los dos modelos
experimentales mds utilizados en las Gltimas décadas para -
el estudio de la activacidn de la coagulacidén por las endo-
toxinas bacterianas son los fendmenos de Sanarelli-Shwartz-
man generalizado y localizado (80,81). En resumen consiste
en que tras una simple inyeccidén i.v. de endotoxina se ini-
cian cambios en la coagulacién que resultan en la formacibn
y deposicidén de trombos oclusivos de fibrina en los vasos -

de los tejidos afectados incluyendo pulmones, higado y bazo.

* Activacidén de la via intrinseca: Comienza con la ac-
tivacidn del factor XII o factor Hageman que desencadena --
los fendmenos enzimdticos secuenciales expresados en la fi-
gura 7 cuyo Gltimo fin es la formaciébn de la red de fibrina
(67,82,83). E1 factor Hageman ademds estd implicado en la -
activacidén de otra serie de sistemas biolbgicos (fig. 8) (84).
Asl es capaz de activar los sistemas de las quininas y del
complemento (85), de estimular directamente la formacién de
plasmina (84) y como se ha demostrado recientemente es tam-
bién capaz de activar el factor VII de la via extrinseca (36).

Para que se active el factor Hageman se requiere la forma -
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cién de un complejo con la endotoxina; la regidén del lipido
A, imprescindible para la activacidn, constituye probable -
mente el lugar de unién entre ambas moléculas (87). Adicio-
nalmente puede existir activacidén del factor Hageman al po-
nerseé en contacto con coligeno expuesto tras el dano vascu-
lar (88).

* Activacién de la via extrinseca: No se ha demostrado
ain un efecto directo de la endotoxina en la activacién de
cualqulera de las proteinas conocidas de la via extrinseca.
Sin embargo, numerosas observaciones han mostrado que tras
la inyeccién de endotoxina descienden los niveles de Factor
VII, indicando activacidén por esta via (89). Lo que si se -
ha demostrado es la participacidén de células como interme -
diarias en este fenbfmeno. Se ha observado que los leucocitos
de sangre periférica tienen un papel esencial en ello, sien
do los monocitos la principal fuente de actividad procoagu-
lante inducida por la endotoxina (90). Asi se ha demostrado
que la actividad factor tisular inducida por la endotoxina
en una poblacidn celular de 10 monocitos/ul, excede a la pro
ducida por una preparacidén purificada de 10.000 granuloci -
tos/ul (91). Adicionalmente se demostré que a las tres horas
de la adicidén de la endotoxina existian cambios morfolbgicos
importantes en los monocitos consistentes en la aparicidn de
grandes lisosomas (91).

c) Prostaglandinas.- Desde hace tiempo se conoce que va
rios efectos tipicos de las endotoxinas como fiebre, hipoten
sibn precoz, shock y aborto pueden ser inhibidos por &cido -
acetil salicilico y otros antiinflamatorios no esteroideos -
como la indometacina (92) . Parece posible pues que prostaglan
dinas y compuestos relacionados (prostaciclina, troboxanos)
representen mediadores de endotoxicidad. Para apoyar esta hi
pbtesis existen una serie de hechos: 1: Antagonistas especi-

ficos de prostaglandinas inhiben ciertos efectos de la endo-
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toxina (93). 2: La concentracidén de prostaglandinas en la -
circulaciébn o en los fluidos del tejido afecto, aumenta du-
rante la manifestacidén del efecto del lipopolisac&rido (94).
3: Algunos miembros de la familia de las prostaglandinas in
ducen reacciones endotéxicas tipicas (95) y 4: Ratas alimen
tadas con dieta libre en &cidos grasos esenciales, precurso
res en la sintesis de prostaglandinas, son resistentes a la
letalidad del lipopolisac&rido (94-96).

La mayor fuente de prostaglandinas en el shock endot6-
xico parecen ser los macrb6fagos (97) y el lipido A probable
mente sea el componente activo de la endotoxina en esta reac
cidn de activacidn (66). No se conoce sin embargo si las --
prostaglandinas circulantes son responsables de la expresién
de algunas de las manifestaciones sistémicas de la endotoxi

na, o si ejercen sus efectos s6lo localmente.

d) Endorfinas: Estudios recientes han implicado una --
funcibén de estos compuestos en varios sistemas fisiolbgicos
y patoldgicos. La @—endorfina y la ACTH derivan de la mis-
. ma molécula, se almacenan en la hipdfisis en lugares comu -
nes y su secrecibn se regula simultaneamente por "sensores
de stress" para liberar ambas sustancias en cantidades equi
molares (98,99). Ya que las endotoxinas son capaces de esti
mular la liberacidn por la hip6fisis de ACTH, parece proba-
ble que se liberen también 63—endorfinas (100,101). Como las
endorfinas, al iqual que los opidceos exdgenos, producen hi
potensién importante, tras su liberacién por la accibén de -
la endotoxina, podrfian contribuir a la hipotensién del shock
endotbxico. Faden y Holaday (102) han demostrado como un an
tagonista opi&ceo, la naloxona, revierte rapidamente la hi-
potensién causada por la endotoxina en el perro y la rata a
dosis intravenosas de 0.1 mg/kg o intraventriculo cerebral
de 10 ngr/kg. Bas@ndose en estos hallazgos sugieren que las

endorfinas pituitarias pueden jugar un papel patogénico en
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el shock endotéxico y que el uso de antagonistas opi&ceos
podria ser de beneficio terapefitico en el tratamiento del

shock en humanos.

C.3.1.2. Interaccidn de la endotoxina con sistemas

mediadores celulares:

a) Plaqguetas: La respuesta plaquetaria consiste en agre
gacibén y/o liberacibén de sustancias como ADP, factor 3 pla-
quetario y aminas vasoactivas como histamina y serotonina -
(103). La liberacibn de estos componentes plaquetarios, por
secrecién o por lisis de la plaqueta, podria contribuir a -
los efectos patol6gicos de la endotoxina, incluyendo hipo -
tensi6bn resultante del aumento de permeabilidad vascular Vv
coagulacidn intravascular mediante activacibén de la via ex-
trinseca. La importancia de la respuesta plaquetaria en hu
manos a la endotoxina no est& bien establecida, sin embargo
los datos acumulados en la literatura apoyan el concepto de
que la mayoria de las endotoxinas bacterianas tienen poco -
efecto sobre las plaquetas humanas o de otros primates debl
do a que carecen de receptores para el C3b, a diferencia de
lo que ocurre en otros animales de experimentacién, en los

que estos mecanismos adquieren relevancia (67,104).

b) Leucocitos polimorfonucleares: Las endotoxinas bac-
terianas son capaces de alterar la funcidén normal de estas
células provocando una actividad metabélica anormal, que se
manifiesta como una secrecibn aumentada de enzimas leucoci-
tarios (105), o alterando la capacidad de los neutrofilos -
para la fagocitosis y la respuesta ante estimulos quimiotdc
ticos (106). También indirectamente a través de la fraccibn
CSa del complemento se estimula la formacién de agregados -
leucocitarios que,como veremos posteriormente, tienen una --
gran significacidén en el desarrollo del shock endotbéxico --

(107) . Adicionalmente se ha demostrado que los neutréfilos
!
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contribuyen a la detoxificacién del LPS probablemente a tra
vés de sus lipasas (108,109).

c) BasOfilos y mastocitos: La mayoria de los datos dis
ponibles no apoyan un papel primario de la respuesta a la -
endotoxina por parte de mastocitos y basb6filos en el shock -
endot6xico mediante una interaccién directa cé&lula-endotoxi
na (110,111). La participacién potencial de estas células -
en las interacciones endotoxina-huésped via mecanismos indi
rectos, en particular el sistema complemento, podria ser su
gerida en base a varios experimentos (112,113), aunque la -
contribucidn neta de tales interacciones no ha sido critica
mente bien evaluada ya que la naturaleza precisa de los ma-
teriales activos secretados por estas células y su relacibn
con componentes del complemento, particularmente los frag -
mentos C3a y Cba, no ha sido aclarada.

d) Monocitos y Macrdfagos: Los fagocitos mononucleares,
macrb6fago tisular o monocito sanguineo, aparecen como el --
principal mediador celular del dano tisular org&nico provo-
cado por las endotoxinas bacterianas. El mecanismo de la ac
tivacidén del macréfago por la endotoxina no esté perfecta -
mente establecido aunque dos componentes del lipopolisacdri
do, el lipido A y la proteina asociada al lipido A parecen
ser los maximos responsables de la activacidén (114). Estas
células al ser estimuladas pueden liberar al medio externo
una serie de productos capaces de alterar los diversos com-
ponentes de los tejidos circundantes (Tabla 4) (115). Estos
productos actfian sobre los linfocitos potenciando su respues
ta celular a la infeccién (115,116). Asimismo pueden acti -
var el sistema de la coagulacibn a través de ambas vias, de
forma que los macr6fagos y monocitos constituyen la fuente
celular mis importante de tromboplastina celular en la endo
toxemia (91). Otros productos celulares como las prostaglan-

dinas o los pirbgenos act@ian a nivel sistémico contribu -



Tabla 4.- Productos secretados por los macréfagos

1 - Productos que afectan al entorno extracelular

y al tejido conectivo:

* F % * X X *

Enzimas lisosdmicos

Activador de plamindgeno

Colagenasa

Elastasa

Estearasa

Factor procoagulante (tromboplastina tisular)
Fibronectina

2 L Productos comprometidos en los procesos de

defensa:
* Proteinas del Complemento (Cl1, C2, C3, C4, factor B)
* Lisozyma
* Interferdn
3 - Proteinas biolbgicamente activas:
* Factor activador de los linfocitos
* Mediador enddgeno de los leucocitos
* Factor estimulador de colonias
* Factor antagonista de glucocorticoides
* Pirdgeno enddgeno
* Pactor necrotizante de tumores
* Factor de angiogénesis
4 -~ Compuestos de bajo peso molecular:
* Prostagladinas
* Nucledtodos ciclicos
* Timidina
*

Radicales derivados de oxigeno
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yendo en gran medida a las manifestaciones clinicas de la -
enfermedad. Finalmente el macr6fago elimina también enzimas
y otras sustancias téxicas con capacidad citolitica local -
tales como enzimas lisosomales, colagenasa, radicales super
6xido etc. gque alteran de forma importante el entorno de la
célula secretora (117,118).

La sintesis de estos productos es selectiva aunque se
puede producir una excrecidn indiscriminada de los enzimas
lisosomales (115). También el sistema lisosomal del macr6-
fago se ha sugerido que participa en la detoxificacibn de
la endotoxina (67).

e) Linfocitos: La endotoxina induce una respuesta es-
pecifica por parte de los linfocitos B. Se ha demostrado -
mediante cuantificacidn de células secretoras de inmunoglo
bulinas (plaque formimgcell assay) que a los dos o tres --
dias de inyectar endotoxina al ratbébn existe actividad se -
cretora de anticuerpos antiendotoxina (119). El pico méxi-
mo de actividad ocurre hacia el 5% dfa y luego la respues-
ta disminuye. Esta respuesta primaria a la endotoxina se de
tecta en los linfocitos del bazo y m&s tarde en médula 6sea
(120) . Sin embargo la respuesta secundaria a una inyeccién
posterior con cantidades equivalentes de endotoxina se de-
tecta en sangre periférica, ndédulos linf&ticos,placas de -
Peyer y timo. Experiencias adicionales por los mismos auto
res (121) utilizando ratones esplenectomizados han demos -
trado que los linfocitos de la mé&dula 6sea son capaces de
generar una respuesta secretora independiente del bazo y -
Sugieren gue tras una inmunizacibn primaria, los linfocitos
B "memoria" emigran de la médula 6sea y contribuyen a la -
respuesta detectada en cada 6rgano tras una segunda inyec-
cidn de endotoxina.
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La respuesta primaria a la endotoxina en ratones esté
dominada por la IgM con menos del 1% de IgG. Sin embargo -
tras hiperinmunizacidn puede observarse una respuesta pre-

ferentemente de tipo IgG (119).

En contraste con los bien caracterizados efectos de -
la endotoxina bacteriana en la respuesta de los linfocitos
B, la mayoria de los datos disponibles indican que las en-
dotoxinas no inician directamente la respuesta proliferati
va de las cé&lulas T, como se ha demostrado mediante incor-
poracibn de Timidina-—-tritiada, independientemente de la do
sis de endotoxina utilizada y de las condiciones del ensa-
yo (119). Sin embargo se ha observado que la endotoxina pue
de influenciar profundamente la respuesta de los linfocitos
T frente a.los activadores selectivos de los mismos. Asi se
ha observado que la endotoxina puede aumentar de 2 a 10 ve-
ces la incorporacién de timidina-tritiada inducida con Con-
canavalina A o Phito-hemaglutinina (122,123,124).

C.3.1.3. Peculiaridades de la endotoxina meningocbci-
ca.- Existen pocos estudios en la literatura
sobre la endotoxina meningocécica. Ello sorprende en base
a la gran evidencia que une las manifestaciones mayores de
la meningococemia a la endotoxemia (66,67). El1 inconvenien
te que supone la espesa cépsula de la Neisseria Meningiti-
dis ha desanimado probablemente a los investigadores, ya -
que la contaminacién con restos de la cépsula produce im-

portantes modificaciones en los resultados de laboratorio
(74).

La composicidén de la endotoxina meningocbcica de los
grupos A, B y C es pricticamente idéntica a la descrita pa
ra muchos bacilos entéricos (73). Sin embargo tiene cier -
tas peculiaridades y asi como su potencia para desarrollar
una reaccidén de Shwartzman generalizada es similar a la de

las enterobacterias, la endotoxina meningocb6cica, a igual-
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dad de dosis, es de 5 a 10 veces mds efectiva en provocar

una reaccidn de Shwartzman cutdnea que el resto de endoto-
xinas (74). Esta diferencia no se ha podido explicar en ba
se a la composicién del polisacdrido de la endotoxina va -
gue la longitud de las cadenas no se correlaciona con la -
potencia. Ello sugiere que la composicién del lipido A pue
da diferir en alguna manera del resto de endotoxinas de --
forma que incremente su afinidad por la piel. Esta mayor -
potencia a nivel cuté@neo del lipopolisacédrido del meningo-
coco podria explicar la prominencia de las lesiones purpG-

ricas en la meningococemia.

En 1968 Ducker y cols (125) observaron que pequenas -
dosis de endotoxina meningocb6cica, inefectivas por via in-
travenosa, cuando las introducianenlos ventriculos cere -
brales de perros, se producian en estos importantes altera
ciones hemodinamicas y respiratorias que terminaban con la
muerte del animal. El examen anatomopatolégico demostraba
edema y hemorragia en pulmones, endocardio, valvulas mitral
y tricGspide, suprarrenales y congestidn visceral, hallaz-
gos similares a los encontrados en sujetos fallecidos tras

una infeccidn meningocbcica.

Estos experimentos hacen pensar en la existencia de --
otros mediadores independientes de los anteriormente expues-
tos humorales y celulares. En este sentido Frankel y cols -
(126) estudian la actividad simpatica en dos pacientes con
enfermedad meningocécica que desarrollaron edema de pulmén
y la encuentran considerablemente aumentada.

Por todo lo anteriormente expuesto parece posible ex-
plicar practicamente todas las manifestaciones clinicas de
la enfermedad meningocbdcica por el gran poder patbgeno de
su endotoxina. Sin embargo, Tubbs (127) no encuentra rela-

cién entre los niveles de endotoxina circulante o en liqui

)
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do cefalorraquideo y la severidad de la enfermedad,quedando
por lo tanto abierta la posibilidad a la existencia de otros

factores patbgenos independientes de la endotoxina.

e - B . —— - s - — - . e T = e - G et - = Al G e . = . - —

crucial importancia en el desarrollo de las manifestaciones
clinicas de la enfermedad meningocdcica es la activacibdn -
del sistema de la coagulacidn que conduce a un sindro-
me de coagulacibén intravascular diseminado (C.I.D.). Una -
diatesis hemorrégica asociada con un nfimero de enfermeda-
des diversas caracterizadas por trombocitopenia y un descen
so en la concentracidn de mGltiples factores de la coagula
cidn, incluyendo severa hipofibrinogenemia, ha sido adscri
ta a este sindrome de C.I.D. de la sangre (128). Diversos
estudios han demostrado que esta coagulopatia intravascular
de consumo se asocia con activacidén secundaria del sistema
fibrinolitico. Su diagnéstico se basa en la demostracibn -
de que el plasma circulante ha sido deplecionado de cier -
tos factores 1l8biles de la coagulacibn como el fibrinbgeno
la protrombina, los factores V y VIII y las plaquetas (7,
128). Adicionalmente y debido a la fibrinolisis secundaria,
pueden demostrarse en el suero productos de degradacibn --
del fibrindgeno (128). La gravedad de este cuadro es extre
ma hasta el punto de ser, con mucho, la principal causa de

muerte en la infeccidén meningocécica (5,6,7).

Los mecanismos iniciadores de esta acelerada coagula-
cidén intraVascular en la meningococemia no son del todo co
nocidos, aunque la endotoxina meningocbcica es uno de los
factores principales. Como ya se ha comentado anteriormen-
te la endotoxina es capaz de activar las dos vias de la --

coagulacién (fig. 6).

De esta forma la C.I.D. con subsecuente deposicibn de

fibrina, plaquetas y leucocitos en los pequenos vasos --
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juega claramente un importante papel en la patogénesis de
las manifestaciones clinicas méds severas de la meningoco-
cemia fulminante como son por ejemplo las extensas lesio-
nes hemorrdgicas y posteriormente necrdticas de la piel,-.
la necrosis hemorrdgica de las gléndulas suprarrenales y

la ocasional necrosis renal cortical (128).

Sin embargo, la principal cuestion, de como la coagu-
lacidn intravascular contribuye de forma significante a la
irreversibilidad del shock, que habitualmente mata al pa -
ciente con meningococemia fulminante, permanece sin contes-
tar. Hardaway (129) sugiere que la C.I.D. convierte el --
shock reversible en irreversible en los animales de experi
mentacién. Sin embargo, este argumento no ha sido secunda-

* do por ningin otro autor en la literatura.

riormente, supone un factor importante en la defensa del -
organismo frente a la agresidn externa. Sus déficits pre -
disponen a enfermedades bacterianas recurrentes (50,130) o
a enfermedades autoinmunes (131,132) probablemente secunda
rias; a un estimulo antigénico continuo derivado de infeccio
nes virales persistentes (42). Aunque el complemento cons-
tituye un sistema defensivo, su activacidén puede conducir
a diversas manifestaciones patoldgicas en enfermedades in-
fecciosas o autoinmunes. En este aspecto, centraremos la ex
posicidén en los dos mediadores de la inflamacidén mé&s impor
tantes liberados por la activacidén del complemento, el C3a
y fundamentalmente el C5a, para finalmente anadir una fun-
cidn biolbgica recientemente encontrada en el subproducto

Bb de la via alterna del complemento.

C.3.3.1. Funciones del fragmento C3a.- El C3a es un pep
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tido con un peso molecular de 8.900 dalton, producido por -
la escisidén en dos fragmentos de la molécula de C3 (133). Se
ha mostrado repetidamente su actividad anafilotdxica inducien
do a los mastocitos y basb6filos a liberar histamina median-
te un mecanismo no citotdxico. La liberacidén de histamina y
otros productos de los mastocitos puede producir contraccién
del mGsculo liso, vasodilatacién y aumento de la permeabi-
lidad vascular lo cual permite la extravasacidn de leucoci-
tos hacia los tejidos del entorno (133). Asi el C3a tiene -
muchas de las propiedades funcionales de la IgE aunque no -
ha sido implicado en las enfermedades alérgicas comunes (42).
Esta y la otra molécula anafilotbéxica, el C5a, pueden jugar
un papel relevante en aquellas reacciones alérgicas que --

acompanan a las enfermedades autoinmunes.

El C3a fue también originalmente considerado como un -
importante factor quimiotdctico, aunque actualmente hay da-
tos en la literatura, como la ausencia total de actividad -
quimiotdctica del suero en pacientes con déficit de C5 (134,

135) que ponen muy en duda esta funcidbn.

C.3.3.2. Funciones del fragmento Ca.- El Ca es un --
péptido con un peso molecular de 15.000 dalton, producido -
tras la escisibén del C5. Actfia como el mayor factor quimio-
tlctico secundario a la activacidn del complemento (43). Su
presencia produce una migracidn directa de polimorfonuclea-
res y macrbfagos. Estas células migran hacia la concentra -
cidén més alta de factor quimiot&dctico a lo largo de un gra-

diente de concentracidén (48).
El CSa actfia también como una anafilotoxina y tiene --
por tanto las mismas propiedades apuntadas al respecto por -

el C3a (136).

Sin embargo, el efecto m&s importante de la activacibn
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de CbSa, conocido recientemente (107,137), consiste en la -
capacidad de este subproducto de aumentar la adhesividad -
de los leucocitos polimorfonucleares y de agregar estas cé
lulas. Asi los granulocitos pueden adherirse mas fé&cilmen-
te a las superficies endoteliales (marginacidn) especial -
mente en los sitios de dano tisular (138). Por otra parte
los agregados celulares pueden a modo de trombos enclavar-
se en el 4rbol capilar, fundamentalmente de la circulacidn
pulmonar. Por cualquiera de los dos mecanismos, la subsi -
guiente liberacidén de derivados del &cido araquiddnico (139),
productos citotbéxicos de oxigeno molecular (117) y enzimas
-lisosomales (140), produce efectos vasoactivos locales adi
cionales y en la microcirculacidn y subsiguiente toxicidad
de las células endoteliales, resultando en la formacibdn de
grietas o fisuras (138). Este mecanismo se ha demostrado -
de enorme significacidn en manifestaciones tan importantes

del shock endotdéxico como el edema pulmonar (107).

C.3.3.3. Funciones del fragmento Bb.- Gotze y cols (141)
han demostrado recientemente que la inyeccibén intraperito-
neal de factor Bb en los cobayas produce un ac@mulo in si-
tu de macrdfagos. La importancia de la actuacién de este -
subproducto del factor B de la via alterna puede ser signi
ficativa a la luz de los numerosos mecanismos patégenos me
diados por los macrdéfagos, como hemos comentado anteriormen
te.

C.3.4. Formacion de_ inmunocomplejos circulantes.- Al-
gunos de los hallazgos clinicos de los pacientes con enfer-
medad meningocbcica, tales como la vasculitis cuténea o la -
artritis de comienzo tardio, son semejantes a los observa -
dos en los modelos experimentales de enfermedad por inmuno-
complejos circulantes (ICC), o en enfermedades clé&sicamente

asociadas al depdsito de los mismos (142). Otras manifesta-
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ciones clinicas menos frecuentes como la pericarditis sero-
sa de evolucién lenta, que responde de forma espectacular a
los esteroides (18), la glomerulonefritis postmeningoc&cica,
en cuya biopsia renal se encuentran cambios de glomerulone-
fritis proliferativa exudativa difusa similar a la ﬁefritis
de las formas agudas de enfermedad por ICC (143), también -

son sugestivos de lesiones por inmunocomplejos.

Por todo ello cabe sugerir que los ICC pueden jugar al
gin papel en el desarrollo de lasmanifestaciones clinicas -

de la enfermedad meningocédcica.
C.3.4.1. Modelos experimentales de enfermedad por ICC:

a) Reaccibébn de Arthus. El primer modelo experimental -
data de 1903 cuando Arthus (144), inyectando en dfas sucesi-
vos albGmina heterdloga a conejos, observd que a partir del
62 dia se producia en la zona de la inyeccibn eritema con -
posterior hemorragia y necrosis cuténea. La anatomia patold
gica de esta lesidn consiste en una vasculitis local con in
filtrado celular constituido inicialmente por polimorfonu-
cleares (145). Ademé&s se observa edema, hemorragia y oclu-
sidn de la luz vascular de capilares y vénulas. Estas lesio
nes, que son secundarias al dep&sito en la pared vascular de
complejos antigeno-anticuerpo con posterior activacidn del
sistema del complemento, constituyen la denominada reaccidén
de Arthus activa.

Posteriormente se. comprobd que trasfiriendo suexro de -
un conejo inmunizado con albGmina heterdloga a otro normal,
en éste se producia el mismo fendmeno tras la inyeccién sub
cuténea del antigeno. A este fendmeno se le denomind reac -

cibébn de Arthus pasiva (146).

Los elementos imprescindibles para el desarrollo del -
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fenbmeno de Arthus son, ademés de los complejos antigeno-
anticuerpo, el complemento y los neutré6filos (147). Asi si
se depleciona al animal de complemento con veneno de cobra
se siguen depositando los complejos Ag-Ac pero no hay acG-
mulo de neutré6filos (148). Por lo tanto el complemento es
probablemente el mediador del acimulo de neutré6filos. Por
otra parte, si se depleciona al animal de neutré6filos con
mostazas nitrogenadas se observa el depbsito de los comple-
jos y de complemento pero s6lo puede observarse un discreto
edema, mucho menos significativo que en presencia de nuetrg
filos y tampoco se produce lesidén (149). Por lo tanto los -
neutré6filos son necesarios para que se desarrolle la reac -
cién de Arthus.

b) Enfermedad del suero. En la década de 1950 los tra-
bajos de Germuth (150) y de Dixon (151) contribuyeron al es
clarecimiento de los principales mecanismos patogénicos me-
diante los cuales los I.C. conducen a la enfermedad del sue
ro experimental. Si se inyecta una cantidad importante (500
mg) de seroalbfimina bovina (BSA) marcada con I125 al conejo,
se observan los siguientes acontecimientos (Fig. 9). La con
centracién de antigeno, tras una caida réapida inicial para
equilibrarse con el medio extravascular, va declinando gra-
dualmente como resultado del catabolismo. Cuando la respues
ta inmune a la BSA se desarrolla después del 82 dfa, la cdg
centracién de antigeno cae répidamente debido a la formaciéQ
de complejos Ag-Ac resultando en un aclaramiento répido, de
naturaleza inmune, de la BSA. Al tiempo que esto Gltimo ocu
rre, se produce un descenso importante de los niveles de --
complemento sérico. Coincidente con el aclaramiento inmuﬁe
de ia BSA el conejo desarrolla glomerulonefritis, vasculitis

de varios O6rganos y sinovitis.

En las lesiones glomerulares pueden detectarse la BSA,

la IgG anti BSA y complemento (148). Al igual que en la reac
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Figura 9.- Resumen de las relaciones entre las concentracio-
nes de antigeno y anticuerpo circulantes, niveles de comple-
mento sérico e inmunocomplejos, respecto a la aparicién de -
una enfermedad del suero aquda, tras la administracidn de -—-

una dosis Gnica elevada de albtGmina sérica bovina (BSA).
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cién de Arthus, la depleccidén de C' o de neutrdfilos impide
el desarrollo de las manifestaciones clinicas salvo a nivel
renal donde la liberacidén de factores solubles por los baso
filos, mediada por la IgE, produce agregacidn plaquetaria y
descarga de aminas vasoactivas que contribuyen al desarro -
llo de lesiones glomerulares (152). El curso natural de la
enfermedad del suero aguda es autolimitado recuperédndose la

funcibén de los 6rganos afectados (148).

La enfermedad del suero aguda en conejos es fécilmente
con&ertida en un modelo de enfermedad crdnica inyectando pe
quenas dosis repetidas del mismo antigeno (142,148,153). Si
esta dosis de antigeno no se varia de un dia a otro, enton-
ces la progresidn de la enfermedad variar& de acuerdo con -
la respuesta inmune del conejo. Si éste desarrolla una res -
puesta inmune vigorosa no padece una enfermedad progresiva,
presumiblemente debido a la formacidn de inmunocomplejos de
gran tamaho que son rapidamente eliminados de la circulacién.
Los animales que producen menores concentraciones de anti -
cuerpos, tienen ICC demostrables en circulacidén y desarro -
llan una glomerulonefritis proliferativa difusa con depbsi-
tos de ICC en las asas capilares. Algunos animales son inmu
nolégicamente tolerantes, no desarrollan anticuerpos y por
lo tanto no presentan ningQn tipo de manifestaciones patold
gicas. De este segundo modelo experimental de enfermedad --
del suero se obtiene una conclusidn confirmada en estudios
posteriores (154,155,156), y es que los complejos de menor
tamafio son precisamente los que tienen mayor poder patdgeno
y este requisito lo cumplen aquellos complejos que se for -
man en moderado exceso de antigeno. Estos inmunocomplejos -
de pequefo tamafno son eliminados con dificultad por el sis
tema mononuclear fagocitico por lo que permanecen en circu-
lacidén mucho mis tiempo,siendo capaces de depositarse en --

los tejidos y por tanto de producir lesidn (157).
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C.3.4.2. Mecanismo de depdsito y lesidén de los ICC en
la pared vascular.- Se ha comprobado en el -
animal de experimentacidn, que los bas6filos desempenan --
una importante misidn en el depdsito de I.C.C. en la pared
vascular (158). Mediante liberacidn de factor activador de
las plaquetas (P.A.F.) contenido en sus grdnulos se produce
la agregacidén plaquetaria con liberacién de aminas vasocacti
vas capaces de alterar la permeabilidad vascular (152,159).
En el hombre no seha detectado PAF en los basdéfilos (160) y -
por lo tanto se desconoce el mecanismo intimo de aumento de
la permeabilidad vascular, gque probablemente entre en rela-
cibén con la liberacidédn de aminas vasoactivas plaquetarias o
la activacidn del C' (161).

Una vez que los I.C.han alcanzado la menbrana basal ca
pilar se inician una serie de fendmenos determinantes en Gl
tima instancia de la lesidn tisular y que dependen en gran
medida del complemento. Se ha comprobado que los I.C. cuyo
anticuerpo es la IgM o la IgG de los subtipos 1,2 y 3 son -
capaces de activar la via cl&isica del complemento (162). --
Adicionalmente complejos formados por IgA son capaces de ac
tivar la via alterna (163).

Una vez activado el complemento se desarrollan los acon
tecimientos comentados anteriormente, fundamentalmente ana-
filaxia y atraccién de polimorfonucleares. Cuando los neu -
tr6filos se unen a los complejos inmunes a través de su re-
ceptor para el fragmento C3b se activan y fagocitan los I.C.,
liberandose al exterior el contenido granular de los neutrd
filos. Entre las sustancias liberadas por estas células, se
encuentran: Colagenasas, elastasas y proteasas de composi =
cidén muy similar a la quimiotripsina. Estas sustancias tie-
nen ﬁn importante poder lesivo sobre los tejidos del entor-
no (42,43).
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C.3.4.3. Métodos actuales de deteccidén de I.C.C.- En -
los Gltimos anos se han desarrollado diversas técnicas de -
deteccibén de inmunocomplejos. Estas técnicas estén basadas
en propiedades fisico-quimicas o propiedades biolbdgicas de
los I.C. (164,165).

Los métodos fisico-quimicos detectan inmunocomplejos -
por su carga eléctrica, tamano o su solubilidad (165,166).
De estos métodos los m&s empleados son la determinacidén de
crioglobulinas (167) y la precipitacién con polietilen gli-
col (168). La sensibilidad y especificidad de estos métodos
es escasa y por lo tanto su valor en la deteccibn de I.C.C.

es sensiblemente menor que el de los métodos biolbdgicos (164).

Los métodos bioldgicos se basan en la capacidad de in-
teraccidn entre los inmunocomplejos y receptores celulares
o humorales. Entre los primeros esté&n las cé&lulas Raji o --
las plaquetas y entre los segundos el Clqg, el factor reuma-

toide o la conglutinina (164,165).

Recientemente la O.M.S. (169) ha valorado 18 métodos -
de deteccidén de I.C.C. basados en sus propiedades biolégi -
cas. De ellos los seis métodos més sensibles, reproducti -
bles y especificos son la unidén a Clg en fase sblida, la --
unién a Clg en fase liquida, el R.I.A. con células Raji, R.
I.A. con conglutinina, R.I.A con factor reumatoide monoclo-

nal y el test de agregacidn plaquetaria.

La unibén a Clg en fase liquida (170) se basa en la pro
piedad de los inmunocomplejos de unirse al primer factor de
la via clé&sica del complemento a través de la porcién Fc de
las inmunoglobulinas. Son varios los inconvenientes de este
método: El primero es que los resultados dependen de la pure
za del Clg y de si é&ste se encuentra polimerizado o estd -

contaminado con pequenas cantidades de IgG. Todo ello daria
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lugar a falsos positivos. El segundo es que existen sustan-
cias que no siendo inmunocomplejos reaccionarian con el Clg
como la heparina, lipoproteinas, fibrinb6geno, &cido firico y
los lipopolisacéridos. Un tercer inconveniente es que el Clg
es incapaz de detectar I.C.C. cuyo anticuerpo esté consti -
tuido por IgG4, IgA, IgD e IgE (164).

El Clg en fase sb6lida (171) aunque se basa en el mismo
principio, es mas sensible y se influencia menos por las --
sustancias antes mencionadas. En este test el suero es incu
bado con Clg fijado previamente a la superficie de un tubo
de poliestireno y la unidn de los I.C., al Clg es detectada

empleando una antiinmunoglobulina marcada con 1251*.

‘Las cé&lulas Raji (172,173) son linfocitos B, proceden-
tes de un tumor de Burkitt, gue han perdido sus inmunoglobu
linas de superficie pero conservan los receptores fundamen-
talmente para los fragmentos C3b y C3d del complemento. De-
bido a estos receptores, las cé&lulas Raji detectan inmunocom
plejos que han activado el complemento. Mediante una antiin

mundglobulina marcada con 125

I* puede detectarse la unibn -
del I.C., a la célula Raji. Este método precisa la realiza -
cibén de cultivos celulares y por otra parte puede dar lugar
a falsos positivos ya que no discrimina entre I.C, y anti -
cuerpos linfocitotdxicos dirigidos contra el linfocito B --

(174) .

La conglutinina es una proteina sérica bovina que tie-
ne la propiedad de unirse al C3d. De esta forma, al igual -
que las células Raji, detectan I.C. capaces de activar el -

complemento (175)

El factor reumatoide monoclonal (176) se basa en la in
hibicién competitiva entre los inmunocomplejos e IgG agrega

da y marcada con Iodo 125 con respecto a un receptor (factor
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reumatocide monoclonal). La especificidad de este método de-
pende del grado de pureza y avidez para la IgG del factor -

reumatoide monoclonal utilizado.

Las plaquetas tienen receptores para la porcidn Fc de
la IgG. El test de agregacidn plaquetaria se basa en que -
la unidén de los I.C. a las plaquetas determina su activa -
cidén y secundariamente su agregacidn. Los inconvenientes -
de este método residen en que se deben de utilizar plaque-
tas frescas, en que solamente se detectan I.C. del tipo IgG
y que puede haber falsos positivos si en el suero existen -

anticuerpos antiplaquetarios (177).

C.3.4.4. Los I.C.C. en la enfermedad meningocécica.-

En 1973 Greenwood y cols. (178) encuentran anticuerpos anti
meningococo circulantes en tres de cuatro pacientes con en-
fermedad meningoc6cica que desarrollaron artritis o vasculi
tis cuténea, coincidiendo con el comienzo de estas manifes-
taciones clinicas y demuestran depdsito de antigeno meningo
cbcico, IgG y C3 en la membrana sinovial de dos de estos pa
cientes. Tres anos mis tarde, los mismos autores (12) demues
tran una caida de los niveles de C3 en 13 de 211 pacientes
con enfermedad meningocdbcica, alrededor del 62 dia de evolu
cidén de la enfermedad y coincidiendo con la desaparicidn --
del:antigeno de la circulacidn y el comienzo de artritis o
vasculitis cuténea. Posteriormente otros autores (179,180)
encuentran una caida de los niveles séricos del complemento
en la fase aguda de la enfermedad en pacientes con infeccibn
meningocbdcica. Este descenso del complemento sugiere una ac
tivacibén a través de la via clésica (179,180) y se correla-
ciona con la gravedad del cuadro clinico (180). Por todo --
ello, los autores anteriormente citados sugieren que inmuno
complejos formados tras reaccidén antigénica frente a los --
componentes estructurales de la cépsula, la pared bacteria-

na del meningococo, podrian a través de la activacién de la
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via clésica del complemento, intervenir de forma importante
en el desarrollo de las diferentes manifestaciones sistémi-

cas de la enfermedad meningocbécica.

i Sin embargo los hallazgos de Fearon y cols (181) en su
jetos con bacteriemia por gram-negativos no apoyan una inter
vencidn de los I.C.C. en el desarrollo del shock en estos pa
cientes. Sus hallazgos sugieren una activacidn del comple -
mento a través de la via alterna al haber demostrado descen
so de los factores C3 al C9 asi como de los niveles de pro-

perdina y factor B junto a titulos normales de Cl, C4 y C2,.

Han sido comunicados algunos casos aislados de pacien-
tes con enfermedad meningocdcica en cuyo suero se han detec
tado I.C.C. (143,182,183,184). Todos ellos desarrollaron ar
tritis, en general de comienzo tardio, con liquido sinovial
estéril. A uno de estos pacientes (143) se le realizd biop-
sia renal a los 10 dias de comienzo de la enfermedad y coin
cidiendo con el debut de la artritis encontrandose lesiones
histoldgicas de glomérulonefritis proliferativa-exudativa,
sin proteinuria, hematuria, hipertensidn ni retencidn hidro
salina en ningGn momento de la evolucidn de la enfermedad -

ni ulteriormente.

Sin embargo, no hemos encontrado en la literatura nin-
gGn estudio sistemidtico sobre la presencia de I.C.C. duran-
te la evolucidén de la enfermedad utilizando los métodos de
deteccidn de los mismos recomendados por la O.M.S. El fGnico
trabajo existente, empleando precipitacién con polietilén-
glicol, encuentra una positividad del test en 20 de 26 pa-
cientes durante la fase aguda de la enfermedad (170). Sin
embargo, dada la escasa especificidad de este método (164,
166), los resultados de este estudio deben ser interpreta-

dos con cautela.

Por tanto no hay en la actualidad datos concluyentes so
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bre el posible papel patogénico y prondstico que puedan ju-
gar los I.C.C. en la enfermedad meningocbcica, aunque se su
gliere que pueden intervenir en aquellas manifestaciones, po
co frecuentes, de tipo alérgico como la vasculitis o la ar-

tritis meningocdcica.

En la enfermedad sistémica producida por un germen muy
similar al meningococo como es el gonococo no existe una --
uniformidad de criterios acerca de la presencia de I.C.C. -
en el suero de los pacientes. Walker y cols (185) utilizan-
do células Raji y Clg en fase sblida encuentran I.C.C. en -
el 76% de sus pacientes con gonorrea diseminada en compara-
cidén con el 15% de positividades entre los que tuvieron la

infeccidn limitada al tracto genital.

Posteriormente Ludivico y cols (186) mediante factor -
reumétoide monoclonal y deteccibébn de crioglobulinas no ob -
tienen anormalidades analiticas consistentes con una mayor
incidencia de I.C.C. en la enfermedad, demostrando adicio -

nalmente la no existencia de consumo de complemento.

, Recientemente, Manicourt y cols (187), encuentran I.C.C.
en 12/12 pacientes con sindrome artritis-dermatitisgonocéci-
ca mediante Clgqg en fase liquida, detect&ndolos en cambio s&-
lo en 2/12 pacientes con infeccidn gonocbcica local. Al no -
encontrar ninguna positividad en la deteccibén de I.C.C. me -
diante factor reumatoide monoclonal sugieren que la IgM pue-
de ser la inmunoglobulina de estos I.C. Igualmente, estos --
mismos autores (187) encuentran I.C. en el liquido sinovial

en fases tempranas de la artritis y sugieren que la presen -
cia de I.C.C. en la cavidad articular pudiera favorecer la -

entrada de gérmenes a la misma.
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IT. PLANTEAMIENTO Y OBJETIVOS DEL TRABAJO

De lo expuesto anteriormente se desprende que la enfer
medad meningocécica, a pesar de la gran sensibilidad del --
germen a la antibioterapia habitual, se acompana aun de una
mortalidad relativamente elevada, sugiriendo que otros fac-
tores, diferentes de la propia presencia del huésped, inter
vienen en el desarrollo de las manifestaciones clinicas de
la enfermedad. En este contexto, se ha demostrado que un --
componente de la pared bacteriana, el lipopolisacérido o en
dotoxina, es capaz de poner en funcionamiento diversos sis-
temas mediadores de enfermedad tanto humorales como celula-
res, si bien se desconoce cual o cuales de ellos pueden ser

los m&s importantes desde un punto de vista patogénico.

Uno de estos sistemas mediadores, el complemento, po-
dria desempenar un importante papel en el desarrollo de la
enfermedad. Capaz de ser activado por la endotoxina bacte -
riana a través de las dos vias conocidas puede, mediante --
los metabolitos activos C3a yC5a fundamentalmente protagoni
zar fenOmenos tan importantes en el desarrollo del shock en
dotbxico como la agregacidn leucocitaria o la produccidbn de
anéfilaxia.

Adicionalmente se ha sugerido que algunas de las mani
festaciones de la enfermedad meningocbcica puedan estar me-
diadas por el depdsito tisular de inmunocomplejos circulan
tes,constituidos por diversos antigenos meningocdcicos y --
sus correspondientes anticuerpos los cuales serian capaces
de activar el complemento. Estos I.C.C. se han encontrado -
en casos aislados de pacientes con manifestaciones de tipo
inmunoldgico como vasculitis, artritis,pericarditis o nefri
tis. No existen sin embargo, estudios en series amplias de
pacientes que ayuden a dilucidar la posible intervencibn de

los I.C.C. en las manifestaciones agudas graves de la enfer



55

medad y la variacién de los mismos en las diferentes fases

del proceso.

Otro apartado importante en la patogenia de la enfer-
medad meningocdcica es el de los déficits de factores del -
complemento que,como se ha visto, predisponen a la enferme-
dad, fundamentalmente en los componentes terminales del sis
tema. Sin embargo, no existe referencia en la literatura so
bre la frecuencia de tales déficits en pacientes con sepsis

meningocdcica recurrente.

Ante los hechos anteriormente expuestos, el propésito
del presente trabajo ha sido estudiar de forma prospectiva
una serie amplia de pacientes con enfermedad meningocébcica

con los siguientes OBJETIVOS:

1l.- Estudiar la frecuencia de I.C.C. en la fase ini =
cial y de convalecencia de la infeccibédn meningocbcica, con
objeto de determinar su posible papel patogénico en las ma-
nifestaciones iniciales y/o tardias del proceso. Para ello
se ha realizado la determinacién de I.C.C. en ambas fases -
con' dos de los métodos recomendados por el comité de exper-
tos de la O.M.S.: el R.I.A. con células Raji y el test de -

unién a Clg en fase sélida.

2.~ Estudiar si existe evidencia de la activacibén del
complemento, la cual podria jugar un papel patogénico en la
gravedad de las manifestaciones clinicas. Su activacidén po-
dria estar inducida bien por la accién directa de la endoto
xina meningocbcica o alternativamente por la accibn de los
I.C.C. Por ello se ha realizado la determinacibn de la acti
vidad hemolitica del suero (CH50) y la cuantificacidn de los
componentes C3 y C4. En caso de activacién del complemento,
la relacidn entre los niveles de C3 y C4 permite deducir si
esta activacidn se produce fundamentalmente a través de la

via cl&sica o de la via alterna.
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3.- Determinacidn de la frecuencia de déficits de com
ponentes del complemento en pacientes con enfermedad menin-
gocbcica. Puesto que la ausencia de un componente del com -
plemento interrumpe la activacidn secuencial de los diversos
factores del sistema, es posible identificar a estos indivi
duos mediante la determinacibén del CH50, ya que en este ca-
SO se observaré& una ausencia de actividad hemolitica del --

suero.

4.- En caso de déficits del complemento, caracterizar

mediante ensayos especificos el componente deficitario.

5.~ Estudio completo de los familiares de individuos
con déficit del complemento con objeto de identificar otros
individuos deficitarios y por tanto con alto riesgo de sep-

sis meningocdbdcicasrecidivantes.
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ITI. MATERIAL Y METODOS

A. POBLACION ESTUDIADA.

Se han estudiado 138 pacientes en la fase aguda de -
una enfermedad meningocbcica, 63 varones y 75 hembras con -
edades comprendidas entre un mes y 81 anos (media l2.7i16.l
afios). 70 procedian del Servicio de M. Interna, en su mayor
parte de la Seccidén de Enfermedades Infecciosas y 68 del De
partamento de Pediatria, ambos del Centro Médico Nacional -

"Marqués de Valdecilla" de Santander.

La distribucidén por edades se muestra en la figura
10. Todos ellos cumplen los criterios propuestos por el "Me
ningococcal Disease Surveillance Group" (188):

1.- Enfermedad en una persona de cuyo LCR o sangre -
se logra aislar o evidenciar mediante tincidén de Gram una -

Neisseria Meningitidis.

2.- Enfermedad con fiebre y petequias en una persona

de cuyo LCR o sangre no se aisla Neisseria Meningitidis.
Estos 138 pacientes han sido divididos en 4 grupos.

GRUPO I : Meningitis: 12 pacientes presentaron un -

sindrome clinico meningeo con pleocitosis del LCR, sin sig-
nos cutdneos de sepsis, y demostracibén mediante cultivo o -
tincidn de Gram de Neisseria Meningitidis en sangre o LCR -

(12 pacientes).

GRUPO II : Meningitis con sepsis: En 74 pacientes se

objetivé un cuadro meningeo con exantema petequial tipico y

sin datos clinico-analiticos sugestivos de shock o C.I.D.
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Figura 10.- Distribucién de las edades de los pacientes
estudiados por décadas. Las dos primeras décadas han si-
do divididas en dos, dado el gran nlimero de pacientes -

comprendidos en ellas.
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GRUPO TIII : Sepsis : Este grupo lo componen 20 pacien

tes que presentaron un sindrome febril con afectacién impor-
tante del estado general y exantema petequial tipico de en-
fermedad meningocécica, en ausencia de datos clinico-anali-

ticos de meningitis, shock o C.I.D.

GRUPO IV : Meningococemia severa: Definida por la -

presencia de sepsis junto a altefaciones clinico-analiticas
sugestivas de shock o coagulacidn intravascular diseminada
(32 pacientes). Se interpretd como sugestiva de shock la --
existencia de una cifra de bicarbonato plasmdtico en sangre
arterial inferior a 18 mEq/l o de una presibn arterial sis-
t6lica inferior a 70 mm Hg en lactantes o de 80 mm Hg en ni
nos y adultos (189,190).

El diagndstico de un sindrome de coagulacidn intra -
vascﬁlar diseminada se bas6 en la demostracién de hipofibri
nogenemia ( < 100 mg/dl) alargamiento del TTP ( > 30" sobre
el control), alargamiento del T.trombina ( > 15" sobre el -
control), productos de degradacidn del fibrindgeno > 40 ug/
ml y trombopenia ( <€ 150.000/ml).

Muestras de suero: Se obtuvo una primera muestra de

sangre venosa al ingreso en 138 pacientes y una segunda mues
tra, del dia 52 al 102 de enfermedad en 79 de estos pacien-
tes. Tras incubacién durante 1/2 hora a 372 C, o una hora a
teﬁperatura ambiente, para conseguir la retraccidén del coé-
gulo, se centrifugé a 400 g durante 10 minutos y el suero -

se almacen6 en alicuotas a -702C hasta el momento de su uso.

Estas muestras de suero fueron utilizadas en los si -

guientes test inmunoldgicos:

1l.- Deteccidn de los niveles de I.C.C. mediante radio

inmunoensayo (RIA) con células Raji.



61

2.- Deteccidn de los niveles de I.C.C. por R.I.A. con
Clg en fase sblida.

3.~ Determinacidn de la actividad hemolitica del sue
ro {(CH50).

4.~ Cuantificacién de las fracciones C3 y C4 del com

plemento por Nefelometria, o por inmunodifusidén radial.

5.~ Determinacidn de un déficit aislado de algln com
ponente del complemento.

6.~ Deteccidn de heterocigotos para déficits de fac-
tores del complemento mediante cuantificacidn por actividad

. hemolitica de componentes aislados del complemento.

B. RADIOINMUNOENSAYO CON CELULAS RAJI

Seglin la técnica de Theofilopoulos (172) excepto la
sustitucidn anti~IgG marcada con Iodo 125 por proteina A de
estafilococo-I125,

B.l. Material:

* Suero de los pacientes y controles sanos, obtenido
y almacenado segfin se indicd anteriormente y descongelado a
372 C durante 30 minutos con objeto de redisolver posibles
I.C.C. en forma de crioglobulinas.

* Pool de suero humano normal, utilizado como fuente

de complemento, procedente del personal del laboratorio.

* Células Raji: Linfocitos B procedentes de un linfo

ma de Burkit. (Flow Laboratories U.K.).

* IgG humana (Fraccién II de Cohn): Gamma globulin
Kabi (A.B. Kabi - Stockholm).
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* Proteina A de estafilococo aureus liofilizada, ce-

pa I de Cowan (Sigma Chem. Comp. - St. Louis).

* Suero de ternera fetal (FCS) estéril (Flow Lab. UK)

* AlbGmina sérica humana (BSA) fraccién V en polvo -

(Sigma)
* L-Glutamina 200 mM (Flow Lab.)

* Medium RPMI-1640 estéril con 2 gr/l de bicarbonato
(Flow Lab.)

* Agar Noble (Difco Laboratories. Detroit USA).

* Todo 125 (I+2°

England).

) (Radiochemical Centre. Amersham,

* Celulosa DEAE-52 (Whatman Biochemical Ltd. Spring-
. field Mill-Kent).

* Sephadex G-25 (Pharmacia Fine Chemical. Uppsala.
Sweden) .

* Azul tripan (Difco Lab. West Molesey. Surrey U.K.)
* Gevramycin (Schering Corp. USA).
* Dimetil sulféxido (DMSO) (Sigman Chem.).

* Metabisulfito s6dico (Mallinckrodt Chem. Works, St.

* Cloramina T (Riedel de Haenag. Seelze. Hannover).

* Acido tricloroacético (E. Merck, Darmstadt. Germa-

ny).

* Buffers: - fosfato s6dico pH 7.3 0.01 M
- fosfato buffer salino (PBS) pH 7.3 0.001 M
Aparatos:

* Centrifuga refrigerada. Sorvall RC-2B

* Centrifuga refrigerada. Beckman mod. J. 21B
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* Nefelometro. Beckman Immuno Chemistry Analyzer Mod
6624.

* Congelador. Forma Bio-Freezer. Forma scientific.
Morietta, Ohio.

* Nevera a 4%C Frost. Trol
* Espectrofotbmetro Beckman Mod 24.
* pH metro Zeromatic $S-3. Beckman

*

Balanza de precisidén. Sartorius

* Agitador magnético. Selecta Agimatic

* Agitador de tubos Vortex. Ciclomixer. Clay-Adams
USA. .

* Contador Gamma. Beckman. Gamma 4.000 U.S.A.

* Etufa de cultivo celular con atmdsfera saturada de
humedad y 5% de CO,. Heraeus tipo B-50.

* Bano de agua. Selecta-P.

Material de laboratorio

* Membrana de di&lisis. Scientific Instrument Centre
Ltd. London.

* Columna de cromatografia de 39 x 2 cm

* Microscopio 6ptico. Wikon. Japan

* Cé&mara de Newbauer. Brand. Germany.

* Micropipetas manuales. Nichiryo. Japan.
* Pipetas graduadas. Brand.

* Tubos de - Poliestireno PS-3 de 2,5 cm3
- Polipropileno de 50 cm3

* Frascos de Roux de cultivo celular, de 25,75 y 300

cm? de &rea de crecimiento celular. Falcon. California. U.S.A.

B.2. M&todo: Distinguiremos 4 partes:

1.- Cultivo y almacenaje de las células Raji

2.- Preparacidn de la proteina A de estafilococo marca
da con 1125,
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3.- Preparacidén de la IgG humana nativa y confeccidn

de la curva standard de IgG agregada.

4.~ Realizacibn del test propiamente dicho.

B.2.1. Técnica de cultivo de células Raji: Para la de

terminacidén de I.C.C. por esta técnica, se precisa una linea

estable de cultivo de las células Raji.

| Partiendo de la suspensidn celular inicial (Lab. Flow)
se comprueba, en primer lugar, viabilidad y concentracidn ce
lular con Azul Tripan al 1% en PBS. Se ajusta a una densidad
6ptima para cultivo de 5 x 103 cel/ml. El medio empleado es
RPMI-1640 con 10% de FCS inactivado en bano a 56°C/30 min y
con 1% de L-glutamina 200 Mm. Tras la adicidn del FCS al me
dio, este puede utilizarse durante 15 dfas. La glutamina se
anade cada 3 dias. Siempre queseponeen contacto con las cé-

lulas, el medio se calienta previamente a 37°C,

Una vez las células en cultivo en estufa a 37°C, 5%
de COy vy atmbésfera hfimeda se realizan controles de viabili -
dad y densidad celular cada 72-96 horas que es el periodo ép
timo de replicacidén. A la vez que se realiza el control, las
células se cambian de frasco de cultivo ajustando,con medio
nuevo, a la concentracién idénea de 5 x 10° cel/ml. Ello tie-
ne por objeto el evitar el efecto nocivo de los detritus li-
beradaos en el crecimiento celular que se adhieren y acumulan
en la superficie del frasco de cultivo.

Tras 3-4 semanas en cultivo las cé&lulas van perdiendo
progresivamente viabilidad. Por ello es necesario mantener -

un stock de células Raji frescas congeladas.

Congelacidn de células Raji

Se cuenta el nlimero de células para determinar el nfi-
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mero total disponible para congelacidn. La densidad &ptima
para ello es de 15 x 106 cel/ml. Usando técnicas estériles
se transfieren las células desde los frascos de cultivo a
tubos estériles de 50 ml, centrifugando a 250 g durante 5
minutos a 4°C, se desecha el sobrenadante y se rellena su-
cesivamente el mismo tubo, hasta que las cé&lulas formen un
botén celular en el fondo del tubo. Se anaden 2 6 3 ml de
medio RPMI frfo, resuspendiendo las células suavemente me-
diante agitacidén breve. Una vez que las células estén en -
suspensidén uniforme se anade medio frio, exactamente hasta
la mitad del volumen requerido para tener las células a una
concentracibn final de 15 x 10% cel/ml. A continuacién se -
anade un volumen igual de 20% de DMSO en medio frio y se --
distribuye en alicuotas de 1 ml en criotubos estériles de -
propileno, congelé&ndose inmediatamenﬁe a -80°C. Esto Gltimo
debe hacerse muy répidamente ya que el DMSO, que evita la -
formacidén de cristales intracelulares en la congelacidn, es

muy tdxico a temperatura ambiente.

Descongelacidén de las células Raji

Los tubos se descongelan r&pidamente en bano a 37°C.
Tan pronto como se vea desaparecer el Gltimo cristal de hie
lo, se aspira el contenido con una jeringa estéril de 1 ml.
sin aguja y se vierte en 30-35 ml de medio RPMI a temperatu
ra ambiente, con objeto de diluir el DMSO. Se centrifuga a
temperatura ambiente durante 5 minutos, decantando el sobre
nadante y las células se resuspenden en un volumen de 2 & 3
ml de medio, completindose posteriormente hasta un volumen
total de 20 ml y colocé&ndose en frascos de cultivo en las -

condiciones previamente descritas.

—— i — . ——— — o~ — v Y > M o " —— —— T —— — — Y —— > —— " —

propiedad de unirse a las inmunoglubulinas de varios mamife

ros répida y avidamente. Utilizando inmunoglobulinas monoes-
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pecificas de mieloma se ha comprobado que la proteina A de
estafilococo es capaz de unirse a los subtipos IgGl, IgG2,
e IgG4 asi como a la IgM siendo la unidén mds fuerte con la
IgG2 (191).

Para poner de manifiesto la unibén entre los inmuno—
complejos y los receptores bioldgicos, ya sean las células
Raji o el primer componente del complemento Clg, se han uti-
lizado antiinmunoglobulinas humanas totales marcadas con --
1251. Nosdtros, al igual que otros autores y debido a las -
propiedades de la proteina A de estafilococo y mayor senci-
llez de empleo, hemos sustituido las antiinmunoglobulinas -

por proteina A de estafilococo marcada con 1251.

Técnica de marcaje de la proteina A con 1251

60 ugr de proteina A de estafilococo,diluida en PBS
0.01 M pH 7.4, se ponen en contacto con 0.5 microcuries de
1251. A esto se anade 18 ugr de cloramina T agit&ndose a -
42 C con agitador magnético recubierto de teflon. Exacta -
mente a los 15 minutos se anaden 18 ugr de metadisulfito -
sb6dico y se deja agitar 1 minuto més, tras el cual se ana-
de 1 ml de PBS-1% BSA, pH 7,3.

Para separar el 1251 unido a la proteina A del 1251
libre se realiza cromatografia en Sephadex G-25 con PBS-1%
BSA, 0.01 M. Se recogen en fracciones de 0.5 ml y se cuen-
tan 10 pul de cada fraccibén en un contador gamma, haciéndose
un pool con las fracciones de mixima radioactividad. Este -
pool se dializa contra 4 litros de PBS 0.001 M pH 7.4 du -

rante 24 horas a 4°C.

La cantidad de 1125 unido a la proteina A se determi
na tras la di&lisis mediante precipitacidn en 2 alicuotas -

de 10 ul con &cido tricloroacético al 10%. En todos los ca-

125

sos el porcentaje de I libre fue inferior al 10%.
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La proteina A se diluye en PBS-1% BSA 0.01 M pH 7.3
a una concentracidn 6ptima para el ensayo de 1 ugr/ml y se
guarda en congelador a -70°cC.

IgG humana purificada por cromatografia en celulosa DEAE vy
ultracentrifugacién preparativa para eliminar pequefios ==
agregados de IgG. Esta IgG nativa se conserva en alicuotas

en congelador a -70°C hasta el momento de su uso.

Cromatografia en celulosa DEAE-32

Se emplea una columna de 100 cc de volumen (39x2 cm).
En esta columna se pueden aplicar hasta 4 gr de fraccién II
de Cohn. Se disuelve 1 gr de fraccidén de Cohn en 20 ml de =
fosfato Buffer 0.01 M pH 7.3. Antes de aplicarla a la colum
na se centrifuga a 700 g durante 20 min, se desecha el pre-
cipitado y el sobrenadante se aplica a la columna, eluyé&ndo
se con tampbén fosfato 0.01 M pH 7.3, recogiéndose en colec-
tor de fracciones en alicuotas de 10-12 ml por tubo. La den
sidad O6ptica de cada fraccidn es determinada mediante lectu
ra en espectrofotdmetro a 280 nm con luz U.V. El pico obte-
nido es exclusivamente IgG, comprobédndose mediante inmunodi
fusiébn en Agar al 1% con antisueros especificos anti IgG,
IgA e IgM.

Con los tubos conteniendo IgG se hace un pool que se
dializa contra 2 litros de PBS 0.001 M pH 7.3 durante 12 ho
ras a 4°C, con un cambio de buffer. Con objeto de eliminar
pequefios agregados de IgG y obtener IgG nativa, se centrifu
ga a 150.000 g durante 4 horas.

t

C&lculo de la concentracién de IgG nativa obtenida

Tras la centrifugacidn se recoge con pipeta Pasteur

la mitad superior del tubo, desechando el resto. Lo obteni-
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do contiene IgG nativa. Para determinar la concentracién de
proteina se diluye en &cido acético 0.25 M y se lee en es-
pectrofotfémetro a 277 nm. La cantidad de proteina se calcu

la seglin la siguiente férmula:

0.D.(277) x Factor de dilucidn x 6,25
0.009

= X jugr/ml

Con objeto de comprobar la exactitud de la cuantifi-
cacidn se realiza una medicidn adicional por nefelometria.
Una vez que la concentracibén de proteina ha sido determina-
da se ajusta a 20 mgr/ml en PBS y para su uso posterior se

congela en alicuotas de 0.5 ml a -70°C.

Preparacidn de la curva estandar de IgG agregada

Tras descongelar la IgG humana nativa, se calienta -
en bano de agua durante 30 minutos a 63°C. Posteriormente -
se preparan 8 diluciones seriadas en tubos numerados conte-
niendo: 1000, 800, 600, 400, 200, 100, 50 y 20 ugr/ml de Ig
GHA. De estas diluciones se utilizan 100 ul de cada tubo y
se mezclan con una cantiaad igual de suero humano normal, -
previamente diluido a 1/2. Estos tubos se incuban a 37°C du
rante 45 minutos y posteriormente se anaden 5 ul de suero -

humano normal.

Para la curva estandar se utilizan 25 jul de cada una

de estas diluciones.

células Raji en 50X de RPMI-1640 se afiade a 25 pl de las di
ferentes diluciones de la curva estandar o de los sueros --
problema previamente diluidos a 1/4 en Cl Na 0.15 M ph 7.0.
Se anaden 10 ul de suero humano normal como fuente de com -
plemento, a cada tubo y se incuba con agitacidn continua en
bano de agua durante 45 minutos a 37°C. A continuacidn se -
lavan tres veces en PBS - 2% BSA 0,001 M pH 7.3, a 4°C ana-
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diéndose 2 ml por tubo y centrifugando a 4°C durante 5 mi-
nutos a 700 g. Se aspira el sobrenadante y tras cada lava-
do se resuspenden las células mediante agitacidn cuidadosa
con Vortex. Tras estos lavados se anaden 100 ul de RPMI-2%
de BSA frio y 20 ul de 125
tima de 1 ngr/ml, incubdndose a 37°C con agitacidn continua

I-proteina A a concentracibn 6p-

durante 30 minutos. Después de tres nuevos lavados con PBS-
2% BSA se mide la radioactividad del botén celular en un --

contador gamma.

La cantidad de I.C.C. presente en los sueros proble
ma se determina con referencia a la curva estandar de IgGH
agregada mediante test de regresidn polindmica (fig. 11).
Todos los sueros son testados por triplicado empleando sue

ros controles en la realizacidn de cada test.

C. DETERMINACION DE I.C.C. MEDIANTE R.I.A. CON Clg
EN FASE SOLIDA (171)

Este método se basa en la capacidad de ciertos inmu
nocomplejos para reaccionar con el componente Clg del com-
plemento. Sin embargo, existen otras sustancias capaces de
reaccionar con el Clg como son las lipoproteinas, la hepa-
rina, el DNA, el fibrindgeno. Por ello este test debe in -
terpretarse con cautela. Una variante de este método, el -
Clg en fase sb6lida, aunque basado en el mismo principio, -
es mucho mds sensible y menos influenciable por la unién -

del Clg a las sustancias antes mencionadas.

En este método el suero a estudiar es incubado con
Clg adsorbido a la pared de tubos de poliestireno y la --
unidn de los posibles inmunocomplejos al Clg es puesta de

manifiesto utilizando una antiinmunoglobulina marcada con

1125. Nosotros hemos sustituido ésta por proteina A de es

tafilococo marcada con 1125.
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‘Otra dificultad técnica del método radica en la ex-
trema pureza quimica que debe tener el Clg a emplear. Peque
has contaminaciones del Clg con IgG o un Clg polimerizado -
dan lugar a falsos positivos. Por ello nosotros hemos utili
zado el método de purificacidn de Clg humano de Zubler y -
Lambert (170). Este método se basa en la precipitacidén de
Clg a partir de suero fresco humano total con tampones de

diferente fuerza idnica.

C.l. Material:

- Suero de los pacientes y controles sanos, obtenido

y almacenado segfin se indic6 anteriormente.
- Pool de suero humano normal procedente del perso -
nal del laboratorio.

- Sangre humana fresca de un s6lo donante para la ob

tencibén del Clg puro. Se precisan unos 150-200 ml.

- IgG humana (Fraccidén II de Cohn): (A.B. Kabi. Stoc
kholmn).

- Proteina A de estafilococo. (Sigma. St. Louis)

- Antisueros anti IgG, IgM, IgA y suero total humano.
(Behring Institut)

Antisuero anti Clg humano de conejo (Behring)

Bovine seroalbumin (BSA) Fraccidén V en polvo (Sigma)

Agar Noble (Difco Laboratories Detroit, USA).
5

Iodo 125 (I12 ) (Radiochemical Centre. Amersham.

England)

- Celulosa DEAE (Watman Biochem. Springfield)

Sephadex G-25 (Pharmacie Chem. Uppsala)

EDTA-Naj (Sigma Chem. St. Louis)

Metabisulfito sbdico (Mallinckrodt Chem. St. Louis)
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- Cloramina T (Riedel de Haenag, Seelze. Hannover)

- Acido Tricloroacético (E. Merck. Darmstadt, Germa
ny) .

- Buffers.- Fosfato buffer salino (PBS) pH 7.3 0.001 M
- Nay EDTA 0,2 M pH 7.5.

Agaratos

- Centrifuga refrigerada. Sorvall RC 2B con S$S-34 y
SM-24 rotors.

- Centrifuga refrigerada Beckman mod J-21 B

- Nefelometro. Beckman Immunochemistry Analyzer mod.
6624.

- Congelador Forma Bio-Freezer. Morietta Ohio

- Nevera a 4°C Frost-Trol

- EspectrofotSmetro Beckman mod 24

- Peachimetro Zeromatic SS-3 Beckman

- Balanza de precisidén Sartorius

- Agitador de tubos Vortex. Ciclomixer Clag—-Adams USA
-~ Agitador magnético Selecta Agimatic

-~ Contador gamma Beckman Gamma 4000. USA

- Bano de agua

Material de laboratorio

- Membrana de didlisis. Scientific Instument Centre
Ltd. London

- Columna de cromatografia de 39 x 2 cm
- Micropipetas manuales Nichiryo. Japan

- Pipetas graduadas Brand
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- Tubos de centrifuga de 50 m de policartonato y po-
lipropileno (Sovall Inc Norwolk, Conn)

- Tubos de poliestileno PS-3 de 5 cm3
- Varilla de vidrio

- Tubos de vidrio de 50 ml. Duran-50. Jena Glas-Schott

C.2. Método: La técnica se realiza en tres etapas:

1.- Aislamiento y purificacién de Clg humano
2.- Fijacidén del Clg a los tubos de poliestileno

3.~ Realizacidn del test propiamente dicho.

Preparacidn del suero: La extraccidén de sangre fres-
ca (entre 150 y 200 ml) es seguida de coagulacidén en tubos
de vidrio de 40 ml al menos una hora a temperatura ambiente.
Después de otra hora a 4°C, el suero es obtenido por centri
fugécién a 1.500 g durante 15 minutos a 4°C. Este suero se
recentrifuga a 30.000 G durante 30 minutos a 4°C. Una capa
lipidica queda en la parte alta del tubo, que se elimina -
por aspiracién con pipeta Pasteur. El resto del sobrenadan
te es usado para la purificacién del Clg bien inmediatamen-

te o después de almacenar el suero a -70°C.

Composicién de las soluciones tampbdn precisas para

el aislamiento:

Solucibén A 500 ml de EDTA 0.1 M pH 7.5

Solucién B 950 ml H7O destilada + 50 ml de solu-
cién A.

Solucidén C 700 ml H2O destilada + 200 ml de solu
cibén A. '

Solucién D 100 ml1 de 0.75 M ClNa, 0.01 M EDTA pH
5.0
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Solucibén E 2 litros de 0.1 M EDTA a pH 5.0. Una
vez ajustado el pH completar hasta 3
litros con H370.

Solucibébn F 100 ml de 0.3 M ClNa, 0.01 M EDTA a
pH 7.5.

Técnica de aislamiento del Clqg:

a) 40 ml de suero se mezclan con 10 ml de solucién A
y se incuba a 37°C durante 10 minutos. Inmediatamente des -
pués la mezcla se situa en bano de hielo y se ajusta a pH
7.5.

A partir de este momento todas las manipulaciones se

hacen en bano de hielo, con soluciones a 4°C.

b) Lentamente y mientras se agita suavemente con va
rilla de vidrio se anaden 200 ml de Sol. B a la mezcla sue
ro-EDTA. La mezcla final se deja en bano de hielo durante
una hora. Se debe agitar suavemente con varilla de vidrio

durante 1 minuto cada 20 minutos.

c) Esta mezcla se centrifuga en tubos translucidos -
de policarbonato a 12.000 g/30 min/4°C. Se desecha el sobre
nadante y el precipitado visible se resuspende suavemente =~
de la pared del tubo con varilla de vidrio roma en solucibn
cC.

Se centrifuga nuevamente a 12.000 g/30 min/4°C y se
repite dos veces mé&s la resuspensidn del precipitado con va
rilla de vidrio en solucién C con posterior centrifugaéién.
En estas manipulaciones se van reagrupando las soluciones -

hasta reducirlas a un solo tubo.

d) El Gltimo precipitado se resuspende de la misma -
forma en 12 ml de solucibén D y se deja de 16 a 18 horas en

nevera a 4°cC.
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e) A continuacién se centrifuga a 30.000 g/30 min/4°C,
y se utiliza el sobrenadante dializ&ndolo durante 4 horas a
4°C contra 1 litro de solucién E con agitador magnético. La

solucién E se cambia a mitad de la di&lisis.

f) La solucibn dializada se centrifuga a 12.000 g/30
min/4°C y se desecha el sobrenadante. El precipitado por --
dos veces se resuspende con varilla de vidrio en solucién E

y se centrifuga a 12.000 g/30 min/4°C.

g) El precipitado de la segunda centrifugacibn se re
suspende con varilla en 2 ml de solucién F y se incuba a 4°
C durante dos horas. A continuacidén se centrifuga a 30.000 g/

30 min/4°C. En el sobrenadante se encuentra el Clqg aislado.

Control de produccibén y pureza:

Se comprueba la densidad 6ptica con espectrofotbme -
tro de luz ultravioleta a 280 nm. Para el c8lculo se parte
deque l gr/100 ml ofrece una D.O. de 6.820.

10 x D.0. leida = X mg/ml obtenidos
6.820 '

De 40 ml de suero humano se suelen obtener de 1 a 2

mg de Clqg.

La pureza se comprueba mediante inmunodifusibén en --
gel de agarosa al 2.4% contra anti Clqg, anti IgG y antisue-
ro humano total (fig. 12). Evalq se almacena a -70°C hasta
el momento de su utilizacidn, antes de 1 mes de su aislamien
to.

El punto de partida es la preparacidén de una solucibén del -
Clg puro en PBS 0.001 M, pH 7.3 a una concentracidn de 5 ugr/

ml. En tubos de poliestireno de 5 ml se deposita 1 ml de es-



Figura 12.- Placa de inmunodifusién para comproba-
cién de la pureza del Clq obtenido.

C: preparacién de Clg obtenida.

anti-Clg

xS

1
2: anti-IgG
3

anti-suero humane tetal
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ta solucibn y se deja durante 14 a 18 horas a 4°C. A conti-
nuacién se decanta y se lava x 3 cada tubo con PBS frio, --
centrifugéndose a 400 g/10 min/4°C. Posteriormente se aha -
den a cada tubo 1.5 ml de PBS-1% BSA, se incuba dos horas a

temperatura ambiente y se lava de nuevo x 3 en PBS frio.

Los tubos se guardan en congelador a -70°C hasta el
momento de su uso. El Clg mantiene su actividad a -70°C du-

rante 1 mes como maximo.

na de estafilococomarcada con 1231 y de IgG humana nativa -
obtenida siguiendo idéntico procedimiento al senalado en la

anterior técnica (R.I.A. con cel. Raji).

El primer paso es la preparacibén de una curva standard

de IgGH agregada.

La agregacidén de la IgG se realiza de nuevo cada dia
incubando la IgG nativa a una concentracidén de 6 mg/ml du -
rante 30 min.a 63°C. Tras su agregacidbdn se centrifuga a --

1.500 g/30 min/4°C para eliminar agregados de gran tamaho.

Para preparar las diferentes diluciones se parte de -
una solucidén de IgGHA de 1 mg/ml. Para ello se diluyen 100 ul
de IgGHA en 330 ul de un pool de sueros humanos normales --
(SHN). A partir de esto se realizan diluciones sucesivas --
en SHN conteniendo 500, 300, 200, 100, 50, 25 y 10 nugr/ml.

Posteriormente se mezclan 100 ul de las anteriores -
soluciones con 200 ul de Nap EDTA 0,2 pH 7.5. Asimismo, se
preparan sendos tubos con 100 ul del control positivo y el
negativo y 200 pl de Nap EDTA. El control positivo se dilu-
ye previamente a 1/2 en SHN. Los sueros de los pacientes se
usan sin diluir e igualmente 100 ul de los mismos se mezclan
con 200 ul de Na, EDTA.
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Todos los tubos, curva estandar, controles y proble-
mas, se agitan en agitador vortex y se incuban a 37°C duran-
te 30 minutos. A partir de este momento se utilizan tubos -

con Clqg fijados a su pared, guardados en congelador.

En cada uno se depositan 60 ul de la anterior incuba
cién y 940 ul de PBS. Los tubos deberén estar previamente -
rotulados y se har8 por triplicado para cada una de las --
muestras. Agitar e incubar una hora a 37°C, tras la cual se
dejan en nevera a {:C de 14 a 18 horas.

A continuacidn se decanta y se lava x 3 con PBS en =~
centrifuga refrigerada a 400 g/10 min/4°C. Tras el Gltimo
lavado se anaden 20 ul de proteina A de estafilococo- 1125
y 1 ml de PBS suplementado con 1% de BSA. La proteina A es~

tar8 diluida al 1/25 en PBS con 1% de BSA.

Incubar 60 minutos a 37°C y a continuacién lavar 3 -

veces con PBS centrifugando a 400 g/10 min/4°C.

Decantar y contar la radiactividad de los tubos en -
contador gamma. Los resultados se refieren a la curva estan
dar de IgG agregada mediante test de regresibén polinbmica y

se expresan en ngr equivalentes de IgG-HA/ml de suero.

D. ACTIVIDAD HEMOLITICA SERICA MEDIADA POR EL
COMPLEMENTO (CH-50) Seglin técnica de Mayer (192).

El CH-50 expresa en unidades hemoliticas la capacidad
de los factores del complemento contenidos en el suero, de
hemolizar hematies de carnero previamente sensibilizados -
con concentraciones subaglutinantes de anticuerpos de cone-

jo anti-hematies de carnero.

Mediante esta técnica se puede poner de manifiesto -

un consumo importante de factores del complemento, que se -



79

refleja en un descenso del valor del CH-50, o bien la au -
sencia congénita o adquirida de algGn factor aislado, que

ofrece una ausencia de la actividad hemolitica del suero.

D.l1. Material:

- Suero del paciente y controles sanos.- Obtenido -
seglin se ha descrito previamente y almacenado a -70°C. Para
evitar el consumo de factores y la obtencidn posterior de -
valores falsamente descendidos, es importante que el suero
se almacene antes de 2 horas desde la extraccidén de la san-

gre del paciente.

- Hematies de carnero.- Se obtiene sangre de carnero
mediante puncién de la vena yugular y se diluye al 50% en -
solucién Alsever estéril suplementada con 100.000 de Penici
lina-G s6dica y 100 mg de Estreptomicina-sulfato por cada -
100 cc de mezcla. Esto se guarda en nevera a 4°C hasta el -
momento de su uso, siempre una semana después de su obten -

cibn y antes de los 2 meses.

- Amboceptor.- Anticuerpos IgM de conejo anti hema -
ties de carnero (Microbiological Associates. Walkersville,
Maryland) .

- Gelatina: Bacto-Gelatin. Difco Lab. Detroit.
- EDTA, sal tetrasddica, Sigma, St. Louis.

- Dextrano P.M. 264.000. Sigma St. Louis

- Penicilina. G. S6dica. Penilevel. Lab. Level S.A.

Barcelona.
- Estreptomicina sulfato.

- Reactivos para los buffers: Barbital s&6dico, &cido
barbitfirico, citrato sbdico, &cido citrico monohidrato, ClNa,

Cl2Ca, CloMg y NaO4. Todos suministrados por Merck (Darmstadt)
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Buffers y soluciones:

- Alsever: Para 1 litro de agua destilada: 20.5 gr.
Dextrano, 8 gr citrato sédico, 4.2 gr ClNa y 0.44 gr &4cido
citrico monohidrato. Ajustar a pH 6.1 con &cido citrico al
5%‘

- Veronal: Para 5 litros: 212.5 gr ClNa, 9.375 Barbi
tal sbdico, y 14.37 &cido barbitlirico ajustado a pH 7.4-7.6.

- Gelatina veronal buffer con EDTA (EDTA-GUB=): Pre-
parar GVB= (200 ml veronal + 50 ml de gelatina al 2% y com-
pletar hasta 1 litro con agua destilada), y EDTA (44.6 gr
EDTA en 500 ml de agua destilada, ajustar a pH 7.4 con NaOH
0.3M y completar hasta 1 litro). Mezclar 115 ml de EDTA con
885 ml de GVB=.

- Gelatina veronal buffer con Ca++ y Mg++ (GVB++):

200 ml de veronal, 50 ml gelatina al 2%, 5 ml Cl,Ca, 5 ml Clj

Mg y completar hasta 1 litro con agua destilada. El pH debe
ser 7.4-7.6

AEaratos:

congelador forma BIO-Freezer. Morietta. Ohio.

Nevera a 4°C Frost-Trol.

Espectrofotdmetro de luz ultravioleta. Beckman Mod
24.

pHmetro Zeromatic SS-3 Beckman.

Centrifuga refrigerada Beckman mod J-21 B.

- Baho con agitacidn continua Unitronic 320. Selecta

Material de laboratorio:

- Pipetasvolumétricas de0.5, 1, 2, 3, 4, 5 y 10 ml.

Ionodur. Brand. W. Germanay.

- Tubos de cristal de 10 ml para centrifuga y 50 ml.
Duran-50. Jena Glas. Schott. Mainz.



81

_ D.2. Mé&todo: Durante la realizacibdn del test tanto -
los tubos como los reactivos deben estar en bano de hielo,
las centrifugaciones se har&n a 4°C y se utilizardn sélo pi

petas volumétricas.

En primer lugar se lavan los hematies de carnero una
vez en EDTA-GVB= y 3 veces en GVB++. Tras los lavados se pre
para una suspensién de los hematies en GVB++ a una concentra
cib6n del 5% aproximadamente, de tal forma que tras hemblisis
completa en Hzo ofrezca una densidad 6ptica de 0.700, leido
a 541 nm de longitud de onda. Para ello 1 ml de hematies em
pacados se mezclan con 18 ml de GuB™". 1 ml de esta suspen-
sidén se anade a 14 ml de agua destilada y se lee la hembli-
sis. El volumen de GvB'' qgue deber§ anadirse a la suspensibn
inicial viene determinado por la siguiente ecuacibn:

+ D.O. obtenido Vol.inicial

vol.gvBtt= - Vol.inicial
0.700

Una vez ajustados los hematies se mezclan con un vo-
lumen igual de una dilucidn al 1:1.500 del amboceptor en -~

GVB++. Se obtienenasi hematies sensibilizados (E-A).

En tubos de 50 ml se preparan 4 diluciones de cada -
suero problema y del suero control, previamente diluidos al

1:101, siguiendo el siguiente esquema:

ml de suero diluido + 4 ml de GVB++

Tubo a : 2.5

tubo b : 3 " " " + 3.5 " "
tubo ¢ : 3.5 " " " + 3 " "
tubo 4 : 4 " " " + 2.5 " "

Asimismo, se prepara el control negativo, contenien-
do 6.5 ml de GVB++ y el control del 100% de hemdlisis con -
6.5 ml de HO.
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A todos ellos se anade 1 ml de la suspensién de he-
maties sensibilizados (E.A) y se incuba a 37°C durante 60
minutos con agitacidn. continua. Tras la incubacién se vier
te el contenido de cada tubo en tubos de centrifuga, pre -
viamente marcados y se centrifuga durante 15' a 500 g y 4°C
de temperatura. La densidad 6ptica del sobrenadante se lee

.en el espectrofotémetro a 541 nm usando GVB++ como blanco.

C4lculo del CH-50

A partir de la D.O. se calcula para cada tubo el va-

lor de'y segfin la férmula

D.0. del tubo
D.0O. del 100% de hemblisis

El 100% de hembflisis se considera la media de las --
dos lecturas de los tubos en que se hizo la hemblisis con -
agua destilada (hemdlisis total). El tanto por ciento de he
mélisis serd‘y’ x 100 y para que la determinacibn sea v&lida
este porcentaje debe de estar, al menos en dos tubos, entre
el 20% y el 80%. Si no se cumple este requisito se debera -
repetir el test.

A partir de’y’ se halla el valor —¥— .
1-y

En papel semilogaritmico se representan en ordenadas
los valores y/l-y y en abscisas el volumen de suero diluido
puesto en cada tubo. Se unen con una linea recta los puntos
representados y el punto en el que la linea corta el valor
1.000 de y/1-y (50% de hemblisis) corresponde en ordenadas
al CH-50 de esa dilucidn del suero utilizada en el test. --
101 que es la dilucidn usada en principio se divide por el

valor obtenido y nos da las unidades hemoliticas por ml.

Los valores normales en 20 individuos normales fueron
36t4.7 UH/ml. Valores inferiores a 27 (media % 2 SD) se con-

sideran patolbgicos.
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E. DETERMINACION DE C3 Y C4 POR NEFELOMETRIA
‘ La nefelometria se basa en la dispersién luminica a
través de una suspensidn de cé&lulas o agregados molecula -
res (193). Asi la formacién de complejos antigeno-anticuer
po produce un aumento de dicha dispersibn, a través del me-
dio liquido en que se produce la reaccibn, proporcional al
nimero de agregados moleculares formados. A una concentra-
cidén fija del anticuerpo, la rapidez y magnitud de esta --
reaccién variard con respecto a la cantidad de antigeno --
presente en el medio. Determinando la velocidad de cambio
de la senal nefelométrica producida durante la formacibén -
de los complejos, proceso registrado en el microprocesador
del nefelbmetro, se puede llegar a conocer la concentracidn
de la proteina investigada en la muestra, en este caso las

fracciones C3 y C4 del complemento sérico.

El nefelbmetro utilizado en este ensayo ha sido el
"Immunochemistry Analyzer Mod 6624" de Beckman con el méto

do y reactivos propios de este aparato.

F. DETERMINACION DE C3 Y C4 POR INMUNODIFUSION
RADIAL.

Se ha realizado seglin el método clésico descrito por
Mancini y cols en 1965 (194), basado en la formacién de un
halo de inmunoprecipitado, tras un periodo de incubacidn, -
alrededor de un pocillo excavado en el gel de agarosa conte
niendo un antisuero especifico contra la proteina que inte-
resa valorar y que es colocada previamente en dicho pocillo.
El didmetro del &rea de inmunoprecipitado es proporcional a
la concentracién de la proteina y su cuantificacién se rea-
liza con referencia a una curva confeccionada con solucio -

nes standard de dicha proteina.
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En la realizacidén de dicho ensayo hemos empleado kits
para las fracciones C3 y C4 del complemento, suministradas
por Kallestad Laboratories Inc., Chaska, Mn, USA.

G. DETERMINACION DE UN DEFICIT AISLADO DEL COMPLE-
MENTO.

Se trata de una microtécnica hemolitica basada en el
CH-50. Consiste en anhadir componentes purificados del com -~
plemento a un suero con una actividad hem6lica nula y com -
probar si alguno de ellos logra restablecerla, poniendo asi
de manifiesto el déficit de dicho factor (61).

Material: Se utiliza el mismo material que para el
CH-50 y:

- Componentes purificados del complemento (C2, C4,
C5, C6, C7 y C8. Lab. Cordis Michigan).

- Micropipetas manuales. Nichiryo. Japan.

Método: Los hematies de carnero se lavan y resuspen
den en buffer GYB++ a la concentracidn 6ptima apuntada en -
la determinacién de CH-50 y se sensibilizan con el ambocep-
tor. Todas las manipulaciones se har&n en bano de hielo con

soluciones frias.

En tubos de cristal de 10 ml se anaden:

- 0.4 ml de suero problema diluido al 1/50

- 0.8 ml de buffer

Los tubos estardn por duplicado para cada factor pu-
rificado del complemento, anadiéndose 100 y 200 unidades del
mismo respectivamente a cada tubo. Se preparan asimismo con-
troles del 100% de hemolisis (1.2 ml de agua destilada) y --
del 0% (1.2 ml de GVB++) por duplicado. A todos los tubos se
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anaden 0.2 ml de la suspensién de hematies sensibilizados
y a semejanza del CH-50 se incuba durante una hora a 37°C
con agitacidbn continua, se centrifugan los tubos a 500 g/
15 min/4°C y se lee la densidad 6ptica del sobrenadante a
541 nm. Referido en tanto por ciento de hemSlisis con res
pecto a la hemblisis total con H,0, todas las parejas de
tubos deberén mostrar una actividad hemolitica nula a ex-
cepcidn de aquella en que se anadid el factor deficitario,
que demostrard una reconstitucién de la actividad hemoli-

tica.

H. DETECCION DE HETEROCIGOTOS PARA DEFICITS DE
FACTORES DEL COMPLEMENTO MEDIANTE CUANTIFI-
CACION DE LA ACTIVIDAD HEMOLITICA DE COMPO-
NENTES AISLADOS DEL COMPLEMENTO.

Al igual que la anterior es una microtécnica basada
en el CH-50 (195).

Consiste en la adicibén al suero de un individuo homo
cigoto con déficit de un factor concreto del complemento, -
de cantidades progresivamente mayores de una serie de dilu-
ciones del suero problema (familiares o controles sanos). -
La cantidad de factor deficitario aportado por el suero pro
blema es proporcional a la hemdlisis que el suero del indi-

viduo homocigoto es capaz de producir tras la adicibn.

Material:

- El mismo que para el CH-50
- Suero carente del factor del complemento a testar

- Micropipetas manuales Nichiryo. Japan.

Método: En primer lugar los hematies se lavan, se re

suspenden en GVB++ y se sensibilizan con amboceptor de forma
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similar al CH-50.

En tubos de 10- ml se anaden:

- 0.4 ml del suero carente del factor a testar dilui
do a 1/50 en cvtt.

- 0.4 ml de diluciones progresivas del suero proble-
ma a 1/5.000, 1/10.000, 1/20.000, 1/30.000 y 1/40.000 en -~
cva*t

- 0.4 ml de gvB™t.

También se preparan dos tubos con 1.2 ml de agua des
tilada y otros dos con 1.2 ml de GvB™™ como controles. a to
dos se anaden 0.2 ml de la suspensibén de hematies sensibili
zados, se incuba 1 hora a 37°C con agitacibn continua, se -
centrifuga a 500 g/15 min/4°C y se lee en espectrofotbémetro
a 413 nm.

Calculo: En una escala gaussiana de representacién -
normal se expresan en abscisas los reciprocos de las unida-
des de millar de las diferentes diluciones de los sueros =--
problemas y en ordenadas se refieren los porcentajes de he-
mélisis correspondientes a dichas diluciones. La recta que
una estos puntos cortard a la linea del 50% en un punto tal
que en abscisas refleje aquella dilucidn del suero capaz de
producir un 50% de hemblisis. El inverso de esta dilucién -~
expresa las unidades del factor del complemento a estudiar,
que el suero problema aporta al suero carente del mismo.

Aquellos valores alrededor del 50% de los controles
normales se consideran indicativos de un déficit heterocigo
to.

I. ANALISIS ESTADISTICO

El estudio estadistico se ha realizado en lineas ge-
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nerales seafin fuese aplicable en cada caso con los métodos

siguientes:

a) En el andlisis comparativo de la frecuencia de -
inmunocomplejos entre los diferentes subgrupos clinicos de
la enfermedad meningocbécica, se ha empleado un contraste -
de homogeneidad para varias proporciones mediante un "chi-
cuadrado" (196).

b) El andlisis comparativo entre los niveles de com
plemento en las dos fases de la enfermedad meningocbcica -

se ha realizado mediante test de Student (196).

c) Y por Gltimo en el estudio de los niveles de com
plemento en la fase aguda de la enfermedad meningoc6cica -
se ha empleado el andlisis de la varianza mediante la F de
Snedecor.

Para la realizacidn de estos test estadisticos se -

ha utilizado una computadora Hewlett-Packard mod HP-41CV.
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Iv. RESULTADOS

A. CARACTERISTICAS GENERALES DE LA POBLACION ESTU-
DIADA.

Se estudiaron 138 pacientes con enfermedad meningo-
 cécica aguda, diagnosticada segln los criterios del "Menin
gococcal Disease Surveillance Group"(M.D.S.G.) expuestos -
anteriormente (188). En 87 de los pacientes se evidencib -
la Neisseria Meningitidis mediante estudio bacteriolbgico
del liquido cefalorraquideo y/o sangre periférica, en dos
casos se logr6 aislar de lesiones cut8@neas pustulosas y en
uno de liquido sinovial. En los 48 pacientes restantes no
se pudo demostrar el germen en las pruebas bacteriolbgicas
utilizadas. Sin embargo presentaban un cuadro clinico ca -
racterizado por fiebre elevada, exantema petequial tipico
y en la mayoria de los casos meningitis purulenta, cumplien
do asi el segundo criterio del "M.D.S.G" para el diagnbsti

co de enfermedad meningocbcica.

Los pacientes han sido clasificados, segin sus ca -
racteres clinicos en cuatro grupos, como se muestra en la
tabla 5.

El grupo I lo componen 12 pacientes, seis varones y
seis hembras, con edades comprendidas entre los 7 y los 53
anos (media 25.3i13.8 anos) que presentaron meningitis co-
mo Gnica manifestacidén de la enfermedad. En todos ellos se

aisl6 Neisseria Meningitidis en el cultivo del L.C.R.

El grupo II fue el més numeroso: 74 pacientes, 36 -~
varones y 38 hembras, con edades comprendidas entre un mes
y 81 anos (media 15.8%18.9 anos) en los que se observd un
exantema petequial tipico de sepsis meningocdcica junto a

un cuadro meningeo clinico y analitico y en ausencia de -
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shock o coagulacidn intravascular diseminada.

El grupo III comprende 20 pacientes, 9 varones y 11
hembras, de edades comprendidas entre los 8 meses y los 28
anos (media 8.8i7.1) que desarrollaron un sindrome agudo -
de fiebre y signos cuténeos tipicos de sepsis meningoc6ci-
ca;sin sintomatologia meningea, shock ni coagulacidn intra

vascular diseminada.

Finalmente en el grupo IV se incluyeron los pacien-
tes con una enfermedad mds severa. Este grupo estd compues
to por 32 pacientes, 12 varones y 20 hembras, con edades -
comprendidas entre los 6 meses y los 13 anos (media 3.9t3.2
anos) . Todos ellos presentaron un cuadro de shock caracte-
rizado por acidosis metab&lica (bicarbonato plasmiatico in-
ferior a 18 mEq/l) y/o presidn arterial sist6lica inferior
a 70 mm Hg en los lactantes o a 80 mm Hg en ninos. Veinti-
nueve de estos pacientes desarrollaron meningitis y en 10
casos se demostrd la existencia de coagulacidn intravascu-
lar diseminada. Este fue el finico grupo en el gque se produ
jeron defunciones en 6 de los 10 ninos en que se desarro -

116 un sindrome de coagulacibén diseminada.

Ocho pacientes presentaron artritis mono u oligoar-
ticular, coincidiendo con el inicio de la enfermedad en tres
pacientes o entre el 72 y el 102 dias de evolucidn en los
otros cinco. Las caracteristicas clinico-seroldgicas de es

te grupo de pacientes se expondran méds adelante.

Se obtuvieron muestras de suero durante la fase agu
da de la enfermedad en los 138 casos y entre el 52 y 102 -
dias de evolucidn (fase de convalecencia) en 79 casos. Los
resultados de las determinaciones inmunoldgicas realizadas
en estos sueros con las técnicas anteriormente descritas -
se exponen en los siguientes cuadros (p&ginas 92 a 103 -
La presencia del signo (-) en la casilla correspondiente a

los inmunocomplejos indica un valor inferior a 40 ugr/ml -
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en las determinaciones realizadas mediante cé&lulas Raji o
a 10 pgr/ml en la deteccidn mediante Clg, limites superio
res de la normalidad de ambos métodos respectivamente.
B. INMUNOCOMPLEJOS CIRCULANTES (ICC) EN LA ENFERME-
DAD MENINGOCOCICA.

Como puede comprobarse en las tablas anteriores, sé
lo en una minoria de las muestras se pudo demostrar la exis
tencia de niveles patolbégicos de ICC. Ademds en aquellos ca
sos en Que se obtuvieron niveles anormales, é&stos fueron de
escasa cuantia, précticamente siempre inferiores a 100 ugr/
ml, por'cualquiera de las dos técnicas utilizadas. Se consi
derb positiva la deteccibdn de inmunocomplejos cuando se oOb-
tenian niveles patolégicos por una sola o por las dos técni

cas.

De esta forma, como muestra la tabla 10, se demostrg
ron ICC en 4 pacientes del grupo I, 17 del grupo II, 3 del
grupo III y 5 del grupo IV. La prevalencia de positividad
es mayor en los dos primeros grupos. Sin embargo, el test
de contraste de homogeneidad 82' no demostrd diferencias -
significativas de ninguno de ellos. La frecuencia total de
I.C.C. en pacientes con enfermedad meningocb6cica fue del
21%.

Estos datos no aclaran nada sobre el papel de los --
I.C.C. en la enfermedad meningocbcica, sin embargo un an8li
sis comparativo entre la frecuencia de niveles patolbgicos
de I.C.C. entre las fases aguda y de convalecencia permi-
te obtener diferencias entre ambas como muestra la figura -
13. Asi sb6lo 14 de las 138 muestras estudiadas en la fase -
aguda presentaban I.C.C., lo que representa un 10% frente a
los 21 pacientes con I.C.C. de los 77 sueros estudiados en
la fase de convalecencia (27% de la muestra). La diferencia

entre ambas proporciones es altamente significativa (p< 0.005)



NO DE PTES.,

GRUPO N2 DE PTES, con 1CC % POSITIVIDAD
[ | 12 4 33%
IT (M+S) . 74 17 23%
I11 (S) 20 3 15%
IV (SHoCK) 32 5 | 167
ToTAL 138 29 217

Tabla 10.- Detecci6n de ICC en la enfermedad meningocd
cica en algGn momento del proceso.
Contraste de homogeneidad, X2= 2,260 ; p>0,5.



Presencia de ICC
130 4
124
120 - [ ausencia de 1cC
110 1
;; e
5 50
2 -
]
-
8 40 4
[oR
O 30 4
4o
1
Z 20 -
101
F. Aguda F. Convalec.
n= 138 n= 77

Figura 13.- Andlisis comparativo de la presencia
de ICC en las fases aguda y de convalecencia de
la enfermedad meningocécica.

%2 - 10,638 ; p<0,005.
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lo que indica una mayor incidencia de niveles patol&bgicos
de I.C.C. en la fase de convalecencia de la enfermedad me-
ningocécica.

B.1l. I.C.C. en la fase aguda de la enfermedad.- Se -

ha realizado un andlisis comparativo de la presencia de ICC
en la fase aguda entre los cuatro grupos de pacientes. Los

resultados se exponen en la tabla 11. En el grupo I tres de
los pacientes tuvieron I.C.C. lo que supone un 25% del to-
tal del grupo; en el grupo II un 14% (10 pacientes) mostra
ron niveles significativos, mientras gque sblo un paciente

del grupo II (5%) y ninguno del grupo IV presentaron I.C.C.
Se ha realizado la comparacidn de estos 4 grupos mediante

un test de contraste de homogeneldad para varias proporcio
nes ( H ), obteniéndose un valor >{= 8.05 que permite re-
chazar la hipbtesis de igualdad entre los grupos a un ni -
vel de significacidbn inferior a 0.05. Sin embargo, si se -
excluye del andlisis comparativo al grupo IV se obtiene --
que entre los grupos I, II y IITI existe una igualdad a un

nivel de significacién superior a 0.25. Parece pues que el

grupo IV se diferencia del resto en el sentido de tener

una menor prevalencia de inmunocomplejos.

Para discernir entre que grupos existia diferencia,
se analizb el contraste bilateral de igualdad de 2 propor-
ciones para datos independientes, mediante un X obtenién
dose los siguientes resultados (tabla 12): S6lo hay dife -
rencias estadisticamente significativas entre el grupo IV
respecto a los grupos I y II, en tanto que el grupo III, a
pesar de tener s&6lo un paciente con I.C.C., no se diferen-
cia de ninguno de los demds. Se aprecia pues una tendencia
de los grupos de menor gravedad clinica a presentar con --
una mayor frecuencia I.C.C. en la fase aguda de la enferme
dad.

Finalmente se ha analizado si existen diferencias en



NO DE PTES,

p<0,05.

O L/
GRUPO NO DE PTES con 1CC % POSITIVIDAD

I (M) 12 3 25%

IT (M+S) /4 10 147

[T (S) 20 1 5%

IV (SHock) 32 0 0%

TOTAL 138 14 107
Tabla 11.- Inmunocomplejos circulantes en la fase aguda
‘de la enfermedad meningoc6cica.
Contraste de homogeneidad de los 4 grupos: Kz = 8,05 ,

Contraste de homogeneidad de los grupos I, II y III

K2 - 2,63

,» P>0,25.



GRUPOS X SIGNIFICACION ESTADISTICA
I vs, 11l 1.06 p> D,?S

[ vs. III 2,74 p>0,1

[ vs. IV 8,58 p< 0,005

[ vs. III 1,10 o> 0,25

1 vs. IV 4,77 o< 0,05

IIT vs, 1V 1,63 b>0,l

Tabla 12.- Inmunocomplejos circulantes en la fase aguda

de la enfermedad meningoc6cica. Contraste bilateral de
igualdad de proporciones entre los diferentes grupos.

(*): Diferencia estadisticamente significativa.



la positividad de I.C.C. en la fase aguda , entre los 23
pacientes con edad comprendida entre los 6 y los 24 meses,
en los que se ha dicho que el nivel de inmunoglobulinas es
td considerablemente disminuido (203), y el resto. Sin em-
bargo entre el 8.6% de positividades entre estos ninos (2

pacientes con I.C.C.) y el 10.4% de los 115 pacientes res-
tantes (12 pacientes con I.C.C.) no existen diferencias --
significativas ( H2= 0.06 p > 0.8).

B.2. I.C.C. en la fase de convalecencia.- En la fa

se de convalecencia los I.C.C. se comportan de una forma -
diferente a la fase aguda, como puede observarse en la ta-
bla 13. Asi en el grupo I se detectaron I.C.C. en 2 de los
6 pacientes, lo que supone un 33%, en el grupo II se encon-
traron en 12 de 40 pacientes (30%), en el grupo III en 2 -
de 9 (22%) y en el grupo IV en 5 pacientes de los 22 estu-
diados que suponen un 23%. Por tanto se puede observar co-
mo en la fase de convalecencia se hallan con mayor fre -
cuencia I.C.C. y que la proporcidn de pacientes con I.C.C.
es muy similar en los cuatro grupos, no observandose dife-

rencias significativas (p » 0.85).

C. NIVELES DE CH-50

Se determind el CH-50 en 74 sueros de la fase acguda
y en 31 de la fase de convalecencia de nuestros pacientes
con enfermedad meningocdcica. En el andlisis de estos da -
tos se nan excluido 4 pacientgs con déficits aislados de -
factores del complemento, los cuales serdn comentados pos=-
teriormente. La edad media de los enfermos estudiados fue
de 19.8Y18.0 afios. Esta edad difiere de la edad media del
total de paciéntes comprendidos en el presente estudio. El
motivo de ello es que, por razones técnicas, s®lo se pudie
ron incluir en el presente apartado los pacientes prbcedeg
tes del Departamento de Medicina Interna, cuya edad fue su

perior en todos los casos a los 7 anos.



NO DE PTES,

GRUPO  NO DE PTES.  .ov [CC % POSITIVIDAD

I 6 2 33%

I 40 12 30%

111 S 2 22%

IV 2 5 23%
TOoTAL —;;_ ZZf —;;;_
Tabla 13.- Inmunocomplejos circulantes en la fase

de convalecencia de la enfermedad meningoct6cica.
Contraste de homogeneidad entre los cuatro grupos,
%2- 0,601 ; p=0,85.
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La distribucidn de los sueros estudiados por grupos
de actividad clinica fue: en el grupo I 11 sueros de la fa
se aguda y 5 de la fase de convalecencia; en el grupo II -
48 y 21 sueros respectivamente; en el grupo III 12 y 4 sue
ros y finalmente del grupo IV sblo se pudieron estudiar 3
sueros de la fase aguda y 1 de la fase de convalecencia. -
Esta escasez de pacientes en el grupo IV se debe a que la
mayoria de los enfermos con DIC y/o shock incluidos en el
presente estudio procedieron del Departamento de Pediatria.
Esto junto a la pequenez de la muestra de la fase de conva-
lecencia de los grupos I y III han sido los motivos de que
realicemos el andlisis comparativo de los niveles de CH-50
entre ambas fases de la enfermedad en el conjunto de la to
talidad de los pacientes y no por grupos como hubiera sido

de desear.

C.1. Estudio comparativo del CH-50 entre ambas fa-

ses de la enfermedad.- La media y desviacidn

estandar de los titulos de CH-50 en la fase aguda fue de -
38.8t8.4 U.H./ml, mientras que los pacientes estudiados en
la fase de convalecencia presentaron un valor medio de 41.4
7.8 U.H/ml, tal como se representa gr&ficamente en la fi-
gura 14. Es decir, existe una diferencia entre ambos valo-
res, siendo menor el titulo en la fase aguda del proceso,
pero esta diferencia no llega a alcanzar significacién es-
tadistica. Por otra parte los valores en ambas fases se en
cuentran dentro de los valores‘normales obtenidos en nues-
tro laboratorio sobre 30 controles sanos procedentes del -
banco de sangre (26-46 U.H./ml).

Si se analizan independientemente los datos de la
determinacién de CH-50 en el grupo mds numeroso (grupo II),
los resultados son similares que en el conjunto de la pobla
ci6n, siendo 38.8%8.1 U.H./ml y 41.937.1 U.H./ml, respecti

vamente las medias y desviaciones estandar de los niveles
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Figura 14.- Representacidén gr&fica de los niveles de

CH50 en ambas fases de la enfermedad. Niveles norma-
les: 28 - 40 U.H./ml.
t= 1,47 ; p~0,1.
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de CH-50 en las fases agudas y de convalecencia (p > 0.05).

C.2. Estudio comparativo de los grupos I, II y III

en la fase aguda.- Finalmente, se ha realiza-

do el andlisis comparativo entre los niveles de CH-50 obte
nidos en la fase aguda en aquellos grupos con un tamano de
muestra suficiente como para permitir el célculo (grupos I,
ITI v III). La media y desviacibén estandar en el grupo I fue
de 38.45%8.73 U.H./ml, en el grupo II de 38.8%8.1 U.H./ml y
en el grupo III de 40;4i9.9 U.H./ml siendo el nfimero de pa-
cientes estudiados en cada grupo 11, 48 y 12 respectivamen-
te. Entre estos 3 grupos se ha realizado el an&lisis de la
varianza obteniéndose un valor de la F de Snedecor de 0.28
que no es estadisticamente significativa. Por tanto los 3

grupos se comportan, en la fase aguda, de una forma similar.

D. NIVELES DE C3.

Se determinaron los niveles de C3 mediante inmunodi—
fusién radial o nefelometria, en 99 sueros de la fase aguda
y 63 de la fase de convalecencia de un total de 102 pacien-
tes con enfermedad meningocbcica aguda. La cuantificacidén -
mediante inmunodifusidén radial se utilizé en aéuellos sue =
ros que presentaban un aspecto macroscdpico turbio, lo cual
pudiera dar origen a anomalias en la dispersidn de la luz a

su través y ocasionar error en la lectura nefelométrica.

D.1. Niveles de C3 durante la fase aguda del proce-

so.- En el grupo I se estudiaron 10 pacientes
cuya media y desviacidédn estandar fue de 149.6i48.1 mg%, en
el grupo II fueron 46 los pacientes estudiados en la fase -
aguda con un valor medio de 159.7t51.4 mg%, los 13 pacien -
tes del grupo III ofrecieron un valor medio de l64.4t42.8 mg%
y los 30 del grupo IV una media de 156.1%85.4 mg% (Fig. 15).
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Figura 15.- Niveles de C3 en los pacientes con enfermedad
meningocScica. Valores normales. 83 -~ 177 mgr$.

(M) : fase aguda. ([]): fase de convalecencia.
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El an&lisis de la varianza entre estos cuatro grupos
mostré una gran similitud entre ellos, siendo la F de Sne-
decor de 0.11 y no mostrando por lo tanto diferencias sig-

nificativas entre ellos.

Sin embargo en el grupo IV,el subgrupo compuesto --
por aquellos pacientes que desarrollaron C.I.D. se compor-
td de forma diferente, como puede observarse en la figura -
16. La media y desviacibén estandar de los 10 pacientes con
CID fue de 87.0246.3 mg% que diferia de forma muy signifi-
cativa (p < 0.005) de los 185.8%81.9 mg% de media del res-
to de su grupo, estando la media de los pacientes con CID
muy prdéxima al limite inferior de los valores normales de
C3.

Se han analizado comparativamente también los niveles
de C3 durante la fase aguda de la enfermedad en 59 pacien-
tes con signos de sepsis pero sin criterios de shock,con -
respecto a los 30 pacientes con sepsis y shock. La media -
de los primeros fue de 157.5r50.5 mg% y en los enfermos --
con shock de 156.1t85.4 mg%, valores muy semejantes y sin
diferencias significativas (p > 0.5). Si se excluyen del -
grupo con shock los 10 pacientes con CID, tampoco se obser
van diferencias estadisticamente significativas (157.5i50.5
mg% versus 185.8281.9 mg%; p > 0.05).

Nuestros hallazgos s6lo aprecian una tendencia hacia
los niveles bajos de C3 en el subgrupo de pacientes con CID,
comporténdose en el resto de los enfermos de una manera mas

uniforne.

D.2. Estudio comparativo de los niveles de C3 duran-

te las fases aqguda y de convalecencia.- Los re-

sultados ‘de este andlisis comparativo se representan gré&fica

mente en la figura 15 y como puede observarse no existen di-
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Figura 16.- Niveles de C3 y C4 en los pacientes del
grupo IV. Andlisis comparativo entre los pacientes
de este grupo con C.I.D. y el resto. (fase aguda) .
(] : niveles de €3, t= 3,42 ; p<0,005.

(E) : niveles de C4, t= 3,33 ; p<0,005.



ferencias significativas en los grupos I y III con valores
medios y de desviacidn estandar de l49.6i48.l mg% en la fa
se aguda de los 10 pacientes del grupo I y de 164.2121.7 mg%
en los 6 estudiados en el periodo de convalecencia (t de Stu
dent = 0.66; p » 0.5). En el grupo III los valores fueron -
de 164.4i42.8 mg?® en 13 pacientes en la fase aguda y de ---
l9l.8t74.2 mg% en 6 de la fase de convalecencia (t = 1.34,
p=0.2).

Sin embargo en los grupos II y IV existian diferen -
cias entre ambas fases. En el grupo II los 46 enfermos ana-
lizados en la fase aguda presentaban una media de 159.7i51.4
mg?% y los 32 de la fase de convalecencia una media de 203.1
4.2 mg% siendo el valor de la t de Student de 3.01 (p <
0.005). Finalmente en el grupo IV los niveles en 30 pacien-
tes de la fase aguda fueron de 156.li85.4 mg% que diferian
de los 206.1%69.9 mg% de los 19 estudiados en la fase de --
convalecencia (t = 2.22; p € 0.05). Sin embargo cuando en -
este filtimo grupo se excluian del anflisis comparativo aque
llos pacientes con CID, la diferencia entre los niveles de
la fase aguda y de convalecencia,apuntada anteriormente,de-
ja de existir. Asi se comprobd que entre los 185.8%81.9 mg%
de los 20 pacientes con shock y sin CID de la fase aguda vy
los 213.6172.2 mg% de la fase de convalecencia en 16 pacien
tes existia un valor de la t de Student de 1.04 a la gque co

rrespondia un valor de p superior a 0.2.

S6lo se ha observado pues diferencia entre ambas fa-
ses de la enfermedad en el grupo II,tras la exclusibén de -~

los pacientes con CID del andlisis estadistico.

E. NIVELES DE C4

Se determinaron los niveles de C4 en 81 sueros de la
fase agquda y 67 de la fase de convalecencia de un total de

87 pacientes con enfermedad meningocdcica aguda. Se han em-
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pleado las mismas técnicas y con los mismos criterios que
en la determinacibén de los niveles de C3 y los resultados

se expresan de forma grafica en las figuras 16 y 17.

E.1. Niveles de C4 durante la fase aguda del proce-

so.- En el grupo I se estudiaron 8 pacientes -
en la fase aguda con una media y desviacibn estandar de 25.6
i9.7 mg%; en el grupo II fueron 34 los enfermos estudiados
en esta fase con una media de 33.4%15.9 mg%; los 10 pacien
tes del grupo III ofrecian una media de 33.9i8.7 mg¥ y fi-
nalmente en los 23 del grupo IV fue de 30.2i14.4 mg%. El1 -
andlisis de la varianza entre los niveles de C4 en estos 4
grupos no muestra diferencias significétivas entre ellos -
(F de Snedecor = 0.81). Sin embargo, al igual que ocurria
con el C3 en el grupo IV, el subgrupo de pacientes con CID
se comportaron de forma diferente al resto de pacientes --
(fig. 16). La media y desviacidn estandar de los 10 pacien
tes con CID fue de 19.5t10.l mg%, muy prd6xima a los limites
inferiores de la normalidad, y la media del resto del gru-
po (19 pacientes) fue de 35.7il3.0 mg%, significativamente

superior al primero (p < 0.005).

Finalmente se han analizado las diferencias existen
tes en 73 pacientes con sepsis meningocbdcica en fase aguda,
entre aquellos 44 sin criterios de shock y los 29 enfermos
que presentaron shock. La media del primer grupo es de 33.5
Ti4.6 mg% y la del segundo 30.2tl4.4 mg%, no existiendo en-
tre ambas una diferencia estadisticamente significativa --
(p > 0.2). Los resultados son comparables si se eliminan --
del grupo IV aquellos pacientes que presentaron CID (p> 0.5).
Por tanto, al igual que con el C3, el Gnico grupo que pre -
senta diferencias con el resto es el de los pacientes con -

un sindrome de CID.
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E.2. Estudio comparativo de los niveles de C4 duran-

te las fases aguda y de convalecencia (fig. 17).

En el grupo I se estudiaron 8 pacientes en la
fase aguda con media y desviacibén estandar de 25.6i9.7 mg%
y en la fase de convalecencia 6 enfermos con un valor medio
de 27.3t8.3 mg%. El andlisis estadistico ofrece una gran --
igualdad entre ambos grupos (t = 0.32; p > 0.5).

En el grupo II también existe gran similitud entre -
las muestras estudiadas. Los 34 pacientes de la fase aguda
presentaban una media de 33.4i15.9 mg% y los 32 de la fase
de convalecencia 34.9%14.0 mge (t = 0.41; p > 0.5).

Tampoco en el grupo III existen diferencias. En la -
fase aguda se estudiaron 10 enfermos con media de 33.9i8.7
mg% y en la fase de convalecencia 7 pacientes con una media
de 38.7%14.3 mg% (t = 0.83; p > 0.4) (Fig. 17).

Sin embargo, en el grupo IV existe una diferencia --
"entre ambas medias (30.2t14.4 mg% y 37.3t13.4 respectivamen
te para las fases aguda y de convalecencia) que adquiere --
significacién estadistica (t = 2.30; p< 0.05). Pero esta -
diferencia deja de existir cuando se excluyen del an8lisis
comparativo los pacientes con CID,de forma similar a como -
ocurria con el C3. Asi puede comprobarse que los 19 pacien-
tes de la fase aguda con una media de 35.7t13.0 mg% no se -
diferencian de los 16 de la fase de convalecencia que pre -

sentaban un valor medio de 39.9il2.3 mgy% (t = 0.93; p> 0.2).

Se aprecia pues una igualdad en todos los grupos en-
tre las dos fases de la infeccidn meningocécica, mayor a -
la existente cuando se estudiaban los niveles de C3, una --

vez excluidos los pacientes con CID.
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F. PREVALENCIA DE DEFICITS DEL COMPLEMENTO.

Para determinar la prevalencia de déficits de facto
res del complemento en pacientes con enfermedad meningoc6-
cica y mds concretamente entre aquellos con meningococemia
recidivante, hemos realizado la determinacidn del CH-50 en
84 pacientes con enfermedad meningocbcica, 70 de los cua -
les procedian del Departamento de Medicina Interna y 14 --

del Departamento de Pediatria.

Con estos pacientes se realizaron 4 grupos atendien
do al nGmero de infecciones meningocécicas padecidas (ta -
bla 14), gquedando distribuidos de la siguiente forma: 71 -
pacientes con un solo episodio infeccioso, 10 con dos epi-
sodios, 2 enfermos con un total de tres y 1 paciente al --

que estudiamos en su cuarta infeccibn meningocdcica.

En 80 de los pacientes se demostrd una actiyidad --
normal salvo en 4 individuos en que el suero carecia de ac
tividad hemolitica (CH-50 < 5 U.H./ml). Esta ausencia de -
actividad hemolitica se confirmé en muestras obtenidas una
vez repuesto el individuo del proceso infeccioso, y por --
ello fueron considerados portadores de un déficit de uno o

varios factores del complemento.

F.1l. Identificacibn de los déficits de complemento.-

En un primer paso para la identificacidén del -
presunto déficit del complemento, se procedid a la adicibdn
de diversos componentes purificados del complemento: C2, C4,
C5, C6, C7 y C8, seglin técnica descrita previamente. De es-
ta forma, tal como muestra la figura 18, se logrd restable-
cer a limites normales la actividad hemolitica de tres de -
los 4 pacientes tras la adicidn de 100 U. de C8 purificado.
A estos tres pacientes se les consideré poseedores de un dé

ficit completo de C8 y por lo tanto portadores,con carécter
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homocigoto, de dicho déficit. En el cuarto paciente con CH-
50 5 U.H./ml, no se consiguid restablecer la actividad -
nemolitica tras la adicidén de ninguno de los factores puri
ficados del complemento previamente citados. Sin embargo,

por nefelometria se demostraron niveles muy descendidos de
C3 con un C4 normal, trat&ndose de un paciente con una li-
podistrofia parcial,entidad asociada a un déficit adquiri-
do de C3 como se comentard posteriormente al exponer las -

peculiaridades de este {iltimo paciente,.

La distribucién de la poblacidn estudiada de acuer-
do con el nGmero de infecciones meningocbcicas padecidas -
por cada paciente y la prevalencia de déficits de componen
tes del complemento con el tipo de déficits se representa
en la tabla 14. Puede observarse que mientras en los 71 pa
cientes que presentaron un finico episodio de infeccidén me-
ningocbécica no se detectd ningln caso con déficit de com -
plemento, entre los 13 enfermos con infeccidn recidivante
se descubrid que 4 de ellos eran portadores de un déficit
aislado, congénito en 3 casos y adquirido en el cuarto ca-
so. Esto supone una incidencia del 30.7% de déficits entre

los pacientes con infeccidén meningocdcica recidivante.

F.2. Estudio familiar de las estirpes con déficit

de CB.- Los tres pacientes identificados en -

el presente estudio con déficit completo de C8 pertenecen
a dos estirpes (Figuras 19 y 20). Dos de ellos son herma -
nos (estirpe A) mientras que el otro paciente es miembro -

de una familia no relacionada con la anterior (estirpe B).

En la estirpe A se estudiaron un total de 9 miembros
pertenecientes a tres generaciones. En ellos se determind
el titulo de CH-50 y posteriormente, utilizando suero defi-
ciente en C8 y seglin técnica previamente descrita, los titu

los hemoliticos de C8 (C8H50) en cada uno de ellos. Los va-
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lores se expresan en la tabla 15 en la que puede observar-
se cono ademés de los dos "casos indice" aparece un tercer
miembro con ausencia de actividad hemolitica en su suero,

mientras que el resto de individuos muestran unos valores

de CH-50 dentro de limites normales. Sin embargo, los titu
los de C8H50 en estos individuos oscilan alrededor del 50%
de los valores normales, determinados sobre 20 donantes sa

nos.

El restante individuo de esta estirpe homocigoto pa
ra el déficit de C8, es una mujer de 22 anos, hermana de -
los casos indice, que tiene historia de 2 meningitis menin
gocbcicas a las edades de 16 y 18 anos respectivamente. --
Los demds miembros de la estirpe con niveles de C8 alrede-
dor del 50% de los valores normales y por tanto heterocigo
tos para el déficit de C8, no tenian historia de infeccio-
nes por Neisseria. De esta formé puede confeccionarse el -
drbol genealdgico de la estirpe tal y como se muestra en -
la figura 19. Adicionalmente se determinaron mediante nefe
lometria las concentraciones de C3, C4, IgG, IgA, e IgM de
todos los miembros de la estirpe, sin que se registrasen -

anomalias en sus niveles (Tabla 15).

En la estirpe B se estudiaron 5 miembrés pertenecien
tes a dos generaciones. Los niveles de CH-50 fueron norma
les en todos los miembros a excepcidén del propositus (tabla
16). Sin embargo, los titulos de C8H50 determinados en los
padres y una hermana del prop6situs, alcanzaron niveles del
50% de los valores normales, por lo gue pueden ser conside-
rados como heterocigotos para el déficit de C8. Al igual --
gque como sucedia en la estirpe A con los sujetos heterocigo
tos, ninguno de ellos presentaba nistoria previa de infec -
cidén por Neisseria. La figura 20 muestra el &rbol genealdgi
co de la estirpe. Los niveles de C3, C4 e inmunoglobulinas

en todos los miembros fueron normales.



Miembro CH50 C8H50 C3 y C4 Ig.
I-1 33 4.000 N N.
I-2 . 35 5.500 N. N.

IT-1% <5 <5 N N.
I1-2%* <5 <5 N N.
I1-3 20 2.500 N. N.
I1-4 <5 <5 N N.
II-5 37 6.000 N. N.

II11-1 50 6.000 N N.

IT1I-2 30 5.500 N. N.

Valores 26-46 9.000-14.000

normales UH/ml UH/ml

Tabla 15.- Niveles de CH50 , C8H50, C3, C4 e in
munoglobulinas en los miembros de la estirpe A
con déficit de C8.

(*): casos indice. (N): valores normales.

II

([d): varsn heterocigoto

((@): Hembra heterocigota
T () : varén homocigoto

: (.): Hembra homocigota

Figura 19.- Estirpe A con déficit de C8.
(N.D.) : no determinado.



Miembro CH50 C8H50 C3 y C4 Ig.

I-1 39 5.000 N. N.
I-2 21 4.600 N. N.
II-1* <5 <5 N. N.
I1-2 38 4.800 N. N.
II-3 32 N.D. N.D. N.D.
Valores 26-46 9.000-14.000

normales UH/ml UH/ml

Tabla 16.- Niveles de CH50, C8H50, C3, C4 e inmu-
noglobulinas en los miembros de la estirpe B

(*): caso Indice. (N): valores normales.

- 4T

1 2

II

Figura 20.- Estirpe B con déficit de C8.

( a ) :vardn heterocigoto ( .) :vardn homocigoto

(Q) :hembra heterocigota (N.D.): no determinado
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F.3. Estudio del paciente con déficit adquirido de

C3.- El cuarto paciente con ausencia de acti-
vidad hemolitica sérica se trata de un varbén de 49 afios --
con historia de infecciones severas recurrentes (4 meningi
tis meningocbcicas y 2 neumonias) desde la edad de 9 anos.
A partir de esta edad comenzd a notar cambios tréficos en
el tejido subcuténeo de la cara y cintura escépular consis
' tentes en disminucién importante de la grasa subcut&nea (fig.
21), tipicos de lipodistrofia parcial, entidad asociada al
déficit de C3, nefropatia y presencia de una inmunoglobuli
na con capacidad de activar la via alterna del complemento,
conocida como factor nefritico o C3NeF (198).

En este paciente se han determinado, en cuatro oca-
siones, los niveles de CH-50, C3, C4 y la presencia de ac-
tividad C3NeF. Los resultados se exponen en la tabla 17 vy
como puede observarse la actividad hemolitica del suero --
fue siempre indetectable y los niveles de C3 estuvieron --
siempre muy descendidos. En todas las muestras de suero --
analizados se demostrd actividad C3NeF.

El estudio familiar de este paciente, realizado en
3 hijos y una hermana, no demostrd anomalias en el sistema
complemento ni presencia de actividad C3NeF. Ninguno de --

ellos presentaba antecedentes de infecciones severas.

G. PACIENTES CON ARTRITIS MENINGOCOCICA.

En ocho de los pacientes incluidos en este estudio,
se desarrolld artritis. Las caracteristicas clinico serol&-
gicas de estos pacientes se exponen en las tablas 18 y 19.
En tres de los 8 enfermos, la artritis debutd con el resto
de la sintomatologia, mientras que en los otros cinco se -
inicié en la fase de convalecencia del proceso, entre el -

7% y el 10% dias de evolucibn. Ninguno de los tres pacien-



Figura 21.- Aspecteo tipice del

con lipedistrefia parcial.

paciente

Puede observarse

la pérdida de la bola adipesa de Bichat.

Actividad clinica CH5@ C3 oF C3NeF
Fase aguda <5 51 37 +
1 semana despuésg < 5 59 26 +
1 mes después <5 34 32 +
1 afio después <5 37 33 +

Tabla 17.- Niveles de CHS50, C3 y C4 y actividad C3-

Nef del paciente con lipedistrefia parcial, en las

muestras de suereo analizadas.

C3: 83-177 mar% y de C4:

Valeres nermales de
15-45 mgr%.



131

tes con artritis de comienzo precoz tuvo meningitis y por
tanto pertenecen al grupo III de nuestra clasificacibén. -
De los cinco pacientes con artritis tardia, tres pertene-
cen al grupo II (meningitis m&s sepsis) y dos al grupo IV,
uno de los cuales tampoco llegd a desarrollar meningitis.
La duracidn de la artritis en los pacientes con comienzo

precoz oscil® entre 3 dias y 1 mes (media 12 dfas) mien -
tras que en el otro grupo varid entre 2 semanas y 2 meses
(media 26 dias). La afectacibdn fue mono u oligoarticular

en todos los casos, siendo las rodillas y los tobillos --

las articulaciones mas frecuentemente afectadas.

Se logrd aislar la Neisseria Meningitidis en siete
de los ocho casos mientras que en el restante se llegb al
diagnb6stico de enfermedad meningocdcica por un cuadro cli
nico tipico de fiebre, exantema petequial y criterios de
shock endotbéxico. El cultivo fue positivo en el liquido -
cefalorraquideo de los cuatro pacientes gque desarrollaron
meningitis, en dos pacientes se aisld el germen del exuda
do de lesiones cutdneas pustulosas, uno de los cuales pre
sentd hemocultivos positivos, mientras que s6lo en uno de
los 6 pacientes en que se cultivd el liquido sinovial se

logrd aislar el germen de la articulacidn afecta.

G.1. Caracteristicas serolbgicas.- Se han determina

do los niveles de I.C.C., C3 y C4 en todos los pacientes -
en la fase aguda y en 6 de ellos en la fase de convalecen-
cia. Los resultados se exponen en las tablas 19 y 20. No -
se detectaron I.C.C. en ninguna de las fases de la enferme
dad en los 3 pacientes con artritis de comienzo precoz. En
cambio en los pacientes dei segundo grupo se comprobdé la

existencia de I.C.C. en la fase aguda en 2 de los 5 casos,
mientras que en la fase de convalecencia se demostraron en
3 de los 4 casos estudiados. A pesar de que la muestra es

muy reducida y no permite obtener conclusiones significati-



*SOOPTOI23SD OU SOTIOJRWRTIUTTIUE & (*T°N°I°V)

*eoTOQO0hUTUSW STITIFIR UOD sojuaroed SOT Sp SOTUTTD SEOT3ISTIIIDRIRD -°gl BIAR]

*I'NTICVY ‘gt o°1 opoD (1) ‘ues g G0t oTpI®eyL IT - 8
TATNTICY 401 OTTTqoL : (L) Twes g 58 OTpIef AT - L
*ATNTICY *g4"0'1 eTITPOY : (1) Tues ¢ SL OTpi®eL | IT -9
el ewwesor IR, e s owmoax-s
"ETNTIY 40T . mwwm%u z)  SeTw e 5L otpaey I -y
OH=-pUTTTOTUDd TeTAOUTS *DbT17 OoTTTqOoL : (L) SBIP ¢ Gl Zz009ad ITT - ¢
D-eUTTTOTUR] sepTaey opepnxjg eTTTPOY : (L) serp ¢ 5z - z0091d IIT - ¢
L BT A I St et sovezs  1rr -

ST3TI3IR BT ©p OZUSTWOD




*eOTOQO0HUTUSW STITIIIR UOD

sajuatord soOT

8p seorbgToISS

*opeutTwIalep ON

S(TatN)

seoTysTIOIoRIR) ~-° 61 BIYERL

"a'N "a‘N - - 8¢ L6l ~ - orpaIe] 8

pE v02 - ov 8l 98 - - oTpaeg L

1A% 981 - Z6l Lz Z9t - 0y oTpIRy 9

‘AN a‘N AN ‘aN 8¢ 9¢ L - - otTpaeg S

9¢ Zie L6 - 8§ LLL zZs - oTpaRy ¥

62 zeL - - 8¢ GGl - - z0dd1d €

"a N “a°N ‘a N "a°N 9¢ zZs 1 - - z0081d Z

138 /4 oLtz - - 0s Le - - z008ad l

12¢) £ b1o oo1 tley DOO1 48, €2 bio 201 tley ODI ST3TI3IR BT mu:maomm
YIDNZDATYANOD 3d dSVJ Yanov dsvd °p 0ZUSTUoy .




UTS so3juatdoed SO 2a13uUd DDHI 2p eroussaad

*eoTOQO0hUTUSW ST3TIIIE UOD sowraajus ap sodnaibgns sop so7 KX ST3TIIaAR

el op oaTaexedwod STISTTRUY -°(07 eIlgel

%G L € b 0¥ z G . OTpael OZUdTWOD

8p ST3TI3aY
. . z0021d 0OZUSTWOD
%0 0 4 %0 0 € Sp ST3TIIIV
o . ST3TI3IR UIS
202 gl 68 26 Zl zZel soqusTORg
. DDI uod sopeIpnisa . JDI uod SopeIPN3ISD 0dnus
° *s923d oN *s23d oN ° *s93d BN *sa23d oN

YIDNADATYANOD Hd HASYd Yanoy HAsvd




135

vas, se aprecia una tendencia a la ausencia de I.C.C. en los
pacientes con artritis de comienzo precoz y a la presencia
de estos, en ambags fases de la enfermedad, en agquellos con
artritis de comienzo tardio, siendo ello mds frecuente y -

sus niveles mis elevados en la fase de convalecencia.

Los niveles de C3 y C4 estuvieron dentro de limites
normales en todos los casos, no permitiendo el tamano de =
la poblacién realizar un an&lisis comparativo entre ambas

fases de la enfermedad en ambos grupos de. pacientes.



V., DISCUSION
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V.- DISCUSION

La infeccién meningocb6cica tiene afin una mortalidad
considerable (5-10%) a pesar del importante desarrollo de
la antibioterapia (6,8). Una caracteristica peculiar de -
esta enfermedad es que su curso evolutivo varia grandemen
te de unos pacientes a otros. Asi entre el individuo que
padece una simple meningitis que evoluciona favorablemen-
te en 3 6 4 dias y el que presenta una coagulacibdn intra-
vascular diseminada y fallece antes de las 24 horas de --
iniciado el proceso, existen todos los grados de afecta -
cibén clinica. Ello probablemente dependa de la actuacibn
de los diversos sistemas humorales y celulares que inter-

vienen en la patogenia de la enfermedad.

Autores como Niklasson y cols (199), Lewis (200) o
Andersen (201), han propuesto una serie de factorgs pro-
nésticos en la meningococemia aguda. Asi Lewis encuentra
una elevada mortalidad en aquellos pacientes que desarro
llaron shock o coma (93%), sobre aquellos que no presen-
taron ninguna de estas complicaciones (mortalidad del 6%).
Niklasson y cols. sefialan que la concurrencia de 3 6 més
de los siguientes hallazgos: ausencia de meningitis, hipo
tensibn, aparicidén de petequias antes de 12:horas, tempe-
ratura rectal superior a 40°C, trombopenia y ausencia de
leucocitosis marcada, se acompanan de un pronfstico des-
favorable en un elevado porcentaje de los casos. Posterior
mente Andersen (201) utilizando estos mismos criterios de
Niklasson, en un estudio sobre 124 pacientes, encuentra --
que el factor pronbstico mds desfavorable,de los anterior
mente mencionados,es la presencia de hipotensidén sist&li-

ca a la admisidn del paciente.

En el presente estudio apoyé&ndonos en los trabajos

de estos autores, hemos confeccionado 4 categorias de pa-
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cientes, atendiendo a criterios exclusivamente clinicos:

En primer lugar se han considerado aquellos pacien-
tes que presentaron exclusivamente meningitis sin signos
cut@neos o de afectacidén de b6rganos internos sugestivos -
de sepsis meningocbdcica. Representa teoricamente el grupo
de menor gravedad. En los 12 pacientes gque componen este
grupo la evolucidn del proceso infeccioso fue satisfacto-

ria tras la instauracidn de la terapefitica antibibtica.

En un segundo grupo se han incluido los enfermos -
que, ademds de la meningitis, presentaron signos cuté&neos
de sepsis, independientemente del n@mero o la extensibn
de las lesiones petequiales. Al igual que el grupo ante-
rior estos pacientes no representan en principio un ele-
vado riesgo y de hecho los 74 enfermos incluidos en esta
categoria evolucionaron a la curacidn total con tratamien

to médico.

En un tercer grupo se han incluido 20 pacientes que
presentaron signos cuténeos de sepsis pero su liquido ce-
falorraquideo no mostrd leucocitosis superior a 100 cé&lu-
las/mm3, y no mostraban signos clinicos de meningitis. Es
te grupo representaria una mayor gravedad segfin Niklasson
y cols (199) y Stiehm y cols (202). Hemos de senalar no -
obstante que ninguno de los pacientes estudiados en este

grupo tuvo un prondstico fatal.

Finalmente con aquellos pacientes gque presentaron -
shock aislado o en asociacidén a una coagulacidén intravas-
cular diseminada (CID) se ha formado un cuarto grupo, con
siderado como el de mayor gravedad. Este ha sido el Gnico
grupo en el que se han registrado defunciones (6 de los -
32 pacientes) objetiv&ndose en todos los que fallecieron

un sindrome de CID.
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La distribucién por edades de los individuos inclui-
dos en el presente estudio se corresponde con la de la ma-
yoria de los autores (205,206). El1 40% de los enfermos eran
menores de 5 anos (Fig. 10) y de é&stos el 44% (23 pacien -
tes) tenian entre 6 y 24 meses de edad. Por otro lado sélo
el 11% tiene una edad superior a los 30 anos. Ademds de es
ta mayor frecuencia de la enfermedad en los ninos de edad re
ducida, se aprecia entre ellos una tendencia a una mayor -
severidad del proceso. Asi puede comprobarse como la edad
media del gupo IV (3.1t3.l anos) es sensiblemente inferior
a la de los otros tres grupos. En este sentido autores co-
mo Goldschneider y cols (204) y Geiseler y cols (205) en -
cuentran que entre los 6 meses y los 2 anos de edad ocurre
la mayor frecuencia de enfermedad meningocécica y que la --
gravedad del proceso en estas edades es mixima. La causa -
de esta especial predisposicién de los ninos menores de 2
anos al proceso { su mayor gravedad residiria, como se co-
mentar& mds adelante, en una inmadurez del sistema inmuni-

tario, predominantemente humoral (203).

En el presente trabajo hemos determinado los niveles
séricos de inmunocomplejos circulantes (ICC) en la fase --
aguda de 138 pacientes con enfermedad meningocdcica, repi-
tiéndose la determinacidén en la fase de convalecencia en -
77 de los casos. Los resultados obtenidos se han relaciona
do con los niveles de CH-50, C3 y C4.

Para la determinacidén de los niveles de I.C.C. se --
han empleado dos técnicas diferentes: Radioinmunoensayo --
(R.I.A.) con células Raji y R.I.A. mediante Clq en fase s
lida. Recientemente un comité de la Organizacién Mundial -
de la Salud (OMS) evalubé 18 métodos de determinacidén de --
I.C.C. (169). De estos se seleccionaron 6 métodos como los
méds sensibles y especificos: Unidn a Clgq en fase liquida,

unidn a Clgq en fase sdlida, el R.I.A. con células Raji, el
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R.I.A. con factor reumatoide monoclonal, el test con con-
glutinina y el test de agregacidn plaquetaria. A pesar de
los inconvenientes y limitaciones que cada una de estas -
técnicas tiene, hemos escogido, de estos métodos recomen-
dados por la OMS, los dos antes reseniados (RIA con célu -
las Raji y unidn a Clg en fase sblida) por ser los de ma-
yor fiabilidad y los mds ampliamente utilizados por la ma

yoria de los autores.

En enfermedades mediadas por el depdsito de I.C.C.
un excelente punto de referencia y senal indirecta de su
presencia son los niveles de complemento (207,208). Por -
ello se han determinado en los pacientes con infeccifn me
ningocdcica los niveles de CH50, C3 y C4. En primer lugar
mediante el CH50 realizamos una valoracibn en conjunto de
la cascada del sistema complemento. Es una prueba muy sen
sible y su utilidad se ha puesto de manifiesto en el segui
miento de procesos de naturaleza autoinmune como la nefri-
tis lQGpica (209). Por otra parte permite la detecc¢idn de
un déficit aislado de cualquiera de los factores del sis-

tema.

El C3 al estar en una posicidn de "bisagra" entre -
las dos vias permite valorar cualquier activacidn del sis
tema a través de la via clésica o de la via alterna, si -
bien no es capaz de discernir cual es el origen de la ac-
tivacidén. Finalmente, se ha realizado también la cuantifi
cacidén del C4 ya que este factor determinado conjuntamen-
te con el C3 permite diferenciar si un consumo de este Gl
timo se realiza a través de una u otra via del complemen-
to. Un descenso de C3 y de C4 orientara hacia una activa-
cidn a través de la via clésica y podr& sugerir, entre -=-
otros agentes activadores, la presencia de I.C.C. En.cam~
bio niveles normales de C4 y descendidos de C3 hablan en

favor de una activacidén por la via alterna.
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A. SIGNIFICACION DE LOS ICC EN LA INFECCION MENIN-
GOCOCICA.

En 29 de los 138 pacientes estudiados se encontraron
niveles patoldgicos de I.C.C. en algln momento de la enfer
medad, no demostrando el andlisis estadistico diferencias
entre ninguno de los 4 grupos. Un hecho significativo es -
que los niveles de I.C.C. en aquellos pacientes en que se
lograron demostrar, fueron siempre de escasa cuantia no --
llegando préacticamente nunca a sobrepasar los 100 ugr Equiv.

de IgGHA/ml por cualquiera de las 2 técnicas utilizadas.

Al analizar comparativamente los resultados obteni -
dos en la fase aguda respecto a los encontrados en la fase
de convalecencia se observa un dato importante. En la fase
de convalecencia del proceso, aun no alcanzindose una fre-
cuencia elevada de individuos con I.C.C. (27%), es no obs-
tante muy superior que en la fase aguda (p € 0.005). Consi
derando que a partir de los 2 anos de edad el porcentaje -
de individuos con anticuerpos frente a las estructuras an-
tigénicas del meningococo es elevado (34,204), seria de es
perar una frecuencia mayor de I.C.C. en la fase aguda de -
la infeccidn. Sin embargo, los resultados obtenidos obli -
gan a considerar al menos tres posibilidades: a) que los -
IC sean de gran tamano (IC formados en exceso de anticuer-
pos), con lo cual son ré&pidamente aclarados por el sistema
mononuclear fagocitico, siendo pues poco nocivos para el -
organismo y por lo tanto no detectados en los ensayos de -
laboratorio. b) Una segunda posibilidad seria el que los -
I.C.C. se depositen r&pidamente en los tejidos,con lo cual
tampoco serian detectables pero podrian producir lesiones
en los lugares donde se depositen. Como se comentard poste
riormente, el hecho de no encontrarse un descenso en los -
niveles de C3 y fundamentalmente de C4 no favorece esta po

sibilidad. c) Finalmente puede argumentarse que la escasa
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incidencia de I.C.C. en la fase aguda de la enfermedad me-
ningocdcica obedece a que el nivel de anticuerpos existen-
tes con anterioridad al comienzo de la infeccibn sea proba
blemente bajo, siendo necesario un estimulo antigénico més
potente para que se produzcan en cantidad suficiente como

para producirniveles detectables de I.C.C.

A.l. I.C.C. en la fase aguda. Ausencia de los mis-

mos en las formas graves.- Los resultados de -

lé deteccidn de I.C.C. en la fase aguda de la enfermedad de
los 138 pacientes incluidos en este estudio,:ofrecen también
datos interesantes: La incidencia de positividades en los -
grupos III y IV, considerados como de mayor gravedad, es =--
bastante menor que en los grupos I y II, clinicamente m&s -
benignos. Esta menor frecuencia alcanza significacibén esta-

distica s6lo en el grupo IV.

La primera idea que se desprende de estos ddtos es -
que los I.C.C. no parecen jugar un papel relevante en el --
desarrollo de las manifestaciones mds severas de la enferme
dad meningocbcica, puesto que su frecuencia es menor en los
grupos de mayor gravedad. La existencia de niveles normales
de C3 y C4 en estos pacientes, salvo en el subgrupo de enfer

mos con CID, apoya este concepto.

En segundo lugar y valorando estos hallazgos junto -
a la diferencia en la deteccidn de I.C.C. entre ambas fases
de la enfermedad podria sugerirse : a) Que los pacientes --
en los que se desencadena la infeccidn son precisamente --
aquellos con bajos niveles de anticuerpos previos a la en -
fermedad, estando por lo tanto desprotegidos frente a la -
colonizacidén nasofaringea del meningococo. Este argumento
se ve apoyado por el hecho de que los ninos con edad com-
prendida entre los 6 y los 24.meses, en los que el nivel

de anticuerpos frente a la N. Meningitidis es bajo (34), -
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presente con mayor frecuencia la enfermedad y por el hallaz
go de titulos elevados de anticuerpos en portadores asinto
méticos de los serogrupos B, C o Y, entre personal militar
(204) . En nuestra serie dos de los 23 nifios con edades en-
tre 1los 6 meses y los 2 anos presentaron niveles valora -
bles de I.C.C. en la fase aguda lo cual supone un 8.6%. --
Aunque esta proporcidén es inferior a la del'resto del gru-
po (10.4%), la diferencia no es estadisticamente significa
tiva. Sin embargo, ninguno de estos 2 nifios desarrolld una
forma severa de infeccibén meningocdcica. b) Adicionalmente
la presencia de niveles bajos de anticuerpos, previos al -
inicio de la enfermedad no sb6lo podria predisponer al de -
sencadenamiento de ésta sino también a que se desarrolle -

un cuadro clinico mucho m&s severo.

Otro aspecto a tener en cuenta dentro del papel de -
los I.C.C. en la fase aguda de la infeccidn meningocbcica
es el de su posible intervencibn en el desarrollo.de las -
manifestaciones cut@neas en la meningococemia. Estas cum -
plen los criterios histoldgicos de una reaccién de Shwartz
man local tales como presencia de trombos compuestos de --
leucocitos, plaquetas y fibrina en la luz vascular con pro
gresidén a necrosis hemorrégica. Sin embargo, Sotto y cols
(210) utilizando microscopia electrbnica encuentran depbsi
tos de material floculento, que interpretan como complejos
antigeno-anticuerpo, entre las células endoteliales. Estos
autores sugieren que factores inmunolégicos, tales como --
I.C.C., probablemente contribuyen de forma adicional a 1la
patogénesis de las lesiones cutdneas en la meningococemia.
Nuestros hallazgos no vienen a corroborar esta teoria ya -
que s6lo el 8.7% de nuestros pacientes con exantema pete -
quial presentaba niveles detectables de I.C.C. en la fase

aguda de la enfermedad.
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A.2. Significacién de los I.C.C. en la fase de con-

valecencia de la infeccién meningocb6bcica.- E1 -

porcentaje de pacientes con I.C.C. en la fase de convale-
cencia es significativamente superior al de la fase aguda
como se ha comentado previamente. Existe ademds otra dife
rencia importante con respecto a la fase aguda y es que -
la incidencia de positividades en la deteccidén de I.C.C.
aunque sigue siendo mayor en los grupos de menor gravedad,
no existen diferencias estadisticamente significativas res
pecto a los grupos III y IV, mostrando en cambio una gran
uniformidad entre los cuatro grupos. Por lo tanto los re-
sultados obtenidos no diferencian ningin subgrupo clinico

en esta fase de convalecencia.

Adicionalmente estos hallazgos sugieren la formacibn
de niveles de anticuerpos superiores a la fase aguda como
resultado de la exposicidén a dosis importantes de antigeno.
En este sentido Goldschneider y cols (204), Artenstein y -
cols (211) y Wyle y cols (38) encuentran niveles importan-
tes de anticuerpos a partir del 42 a 72 dias tras el comien

zo de la sintomatologia.

B. SIGNIFICACION DEL COMPLEMENTO EN LA ENFERMEDAD
MENINGOCOCICA.

B.1. Niveles de CH-50.- Los niveles de CH-50 en am-

bas fases de la enfermedad estuvieron dentro de limites -
normales, si bien en el periodo de convalecencia el valor
medio es mds elevado. Sin embargo, esta diferencia no es
estadisticamente significativa. Estos hallazgos pueden su
gerir la existencia de un consumo de complemento en la fa
se aguda de la enfermedad. El grado de consumo es dificil
de predecir debido a la propiedad que tienen los factores -
del complemento de comportarse como reactantes de fase --

aguda (42). En efecto, la sintesis de las proteinas del -
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complemento, que en condiciones normales tiene lugar en el
higado, puede ante determinadas situaciones de stress pro-
ducirse por otras células, fundamentalmente los macréfagos
(116) . Asf Ruddy y cols (212) demuestran la sintesis de C3
en la membrana sinovial de pacientes con artritis reumatoi
de y en este sentido est&n también los trabajos de Littman
y cols (213) que encuentran una sintesis de C2 por los mo-
nocitos humanos, estimulados por una linfoquina producida -
por linfocitos sensibilizados,tras exposicién a un antige-

no.

A pesar de esta circunstancia, el hecho de que los -
niveles de CH-50 se encuentren muy por encima del limite -
inferior de la normalidad, sugiere que aun en caso de exis-
tir consumo de complemento, no es demasiado importante. No
obstante nuestros resultados no pueden ser contrastados --
con otros datos de la literatura ya que no hemos encontra-
" do otros trabajos en que se estudien de forma sistem&tica -
los niveles de CH-50 en pacientes con enfermedad ﬁeningocg

cica.

B.2. Valor del C3 en la infeccibn meningocécica.-

No existen diferencias en los niveles de C3 entre los cua-
tro grupos de pacientes del presente estudio, a excepcién

del subgrupo constituido por los 10 pacientes con C.I.D. -
en los que existe un notable descenso de los niveles de es
te componente del complemento. De esta forma,similar a co-
mo ocurria con el CH-50, los valores se encuentran dentro -
de los limites normales de nuestro laboratorio, lo cual --
apoya la idea de que el consumo de complemento en la fase

aguda de la enfermedad meningocdcica no es importante.

El descenso de los niveles de complemento en pacien-
tes con coagulacidn intravascular ya ha sido comunicado en

varias ocasiones en la literatura (214,215,216). En nues -
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tros pacientes, el descenso de C3 se ha acompanhado de una
disminucién en los niveles de C4, también estadisticamen-
te significativo en comparacidén con el resto de pacientes.
La activacién del complemento a través de sus dos vias, -
cldsica y alterna, es conocida en estos pacientes por los
mecanismos expuestos en otra seccidn del presente trabajo
(76,78,85). Este descenso importante del C4 apoya funda -
mentalmente una activacién a través de la via clasica me-
diante un efecto directo de la plasmina, producida tras -
activacidn del factor Hageman, sobre‘el primér componente

de la via clisica del complemento, el Clg (84).

El an&lisis comparativo de los niveles de C3 entre
las fases aguda y de convalecencia entre los cuatro gru -
pos de pacientes permitid obtener diferencias significati
vas solamente en los grupos II y IV. La diferencia en es-
te Gltimo grupo dej6 de existir tras la exclusidn de los
pacientes con C.I.D. La diferencia significativa que exis
te en el grupo II se debe fundamentalmente a unos-niveles
més elevados del C3 en la fase de convalecencia que en el
resto de los grupos, unido probablemente al hecho de que
en este grupo el tamano de la muestra estudiada fue mayor
que en el resto. Estos datos al igual que los del CH-50 -
sugieren una activacidn del complemento durante la fase -
aguda del procéso, cuya cuantia es dificil de valorar por
el carfcter del C3 de reactante de fase aguda, aunque co-

mo se apuntd anteriormente no parece muy importante.

B.3. Valor de los niveles de C4 en la enfermedad me-

ningocbcica.- Un comportamiento similar al C3 -

en la fase aguda se observa con los niveles de C4. Median-
te andlisis de la varianza no hemos obtenido diferencias -
significativas entre los 4 grupos. Es decir ni el C3 ni el
C4 diferencian ningGn subgrupo clinico, a excepcién de los
pacientes con CID.
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Sin embargo, el andlisis comparativo de los niveles
de C4 entre las fases agudas y de convalecencia permite -
obtener unos datos algo distintos del C3, La diferencia -
en%re ambas fases del proceso es minima en los 4 grupos -
(en el grupo IV, naturalmente tras exclusibn de los pacien
tes con CID), no existiendo diferencia estadisticamente -
significativa en ningfin caso. Esta igualdad en los nive -
les de C4 sugiere que salvo en los pacientes con CID en -
los que parece existir claramente una actividad del com -
plemento a través de la via cldsica, en el resto se respe
ta la integridad de esta via. Asi pues la posible activa-
cidén del complemento, sugerida ante los hallazgos del CH-
50 y C3, se tendria que realizar a través de la via alter
na, probablemente por accidn de la endotoxina meningocSci
ca. Nuestros resultados estén de acuerdo con los de Fea -
ron y cols (181) que demuestran activacidén de la via al -
terna del complemento en pacientes con bacteriemia por =--
Gram-negativos, con integridad de la via clésica, pero di
fieren de los de Garcia-Fuentes y cols (180), que encuen-
tran un descenso en los niveles de Clg y C4 en todos sus

pacientes con infeccién meningocdcica.

C. CARACTERISTICAS PECULIARES DEL GRUPO DE PACIENTES
CON ARTRITIS MENINGOCOCICA.

En el presente apartado se analizan 8 pacientes que -
presentaron artritis en algfin momentode la evolucibn de su en
fermedad.En 3 de ellos el comienzo fue precoz y respondian
al tratamiento con antibibéticos. Pertenecen pues al primer gru
po de artritis meningocbcicas de las clasificaciones de -
Pinals y cols (l11) o de Fam y cols (217). Estas artritis =
se caracterizan por estar mediadas por la presencia direc-
ta del germen en la cavidad articular y constituyen un fo-
co séptico m8s de la diseminacidén hematdgena del germen. -
La deteccidén de I.C.C. en estos pacientes fue negativa lo

cual concuerda con lo que cabia esperar. Sin embargo, nues-
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tros datos no pueden ser contrastados con otros existentes
en la literatura ya que no existe ninguna serie publicada

de pacientes con artritis meningocdcica en los que se haya
buscado la presencia de I.C.C. y lo Gnico que se encuentra

son casos aislados, todos con artritis de aparicidn tardia.

Probablemente, mds interesantes sean los otros cinco
pacientes con artritis de comienzo entre el 72 y el 102 dias
de evolucidén de la enfermedad, cuando se encontraban practi
camente asintomdticos del proceso agudo infeccioso. En nin-
guno de estos casos se logrd aislar el germen de la articu-
lacién afecta y en todos se produjo el restablecimiento com
pleto de la funcidn articular tras tratamiento con antiin -
flamatorios no esteroideos en 4 casos y tras pauta corta --
con dosis bajas de corticosteroides en el quinto. Estos pa-
cientes pertenecen al segundo grupo de la clasificacibn de
los autores antes citados (11,217), que abarca aquellas ar-
tritis de comienzo después de la primera semana de evolucién
del proceso y en las que generalmente no se aisla el germen
de la cavidad articular. Por la cronologia y el tipo de ma-
nifestacién recuerda al modelo experimental de enfermedad -
del suero aguda (148) y es por ello que se ha sugerido que
los I1I.C.C. pudieran ser el factor desencadenante de la ar -
tritis. En nuestros pacientes hemos observado niveles pato-
l6gicos de I.C.C. en la fase aguda en 2 de los 5 pacientes
mientras que en la fase de convalecencia se encontraron en
3 de los 4 en que se pudo disponer de suero en esta fase, -
coincidiendo aproximadamente la toma de la muestra del sue-
ro con el debut de la artritis. En dos pacientes en que se
detectaron I.C.C. en ambas fases del proceso, los niveles -
fueron claramente més elevados en la fase de convelecencia.
Los niveles de C3 y C4 fueron también normales en todos los

casos.

El escaso nlimero de pacientes con artritis no permite

extraer conclusiones a nivel estadistico pero se aprecia --
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una clara tendencia de los pacientes con artritis de éomieg
zo tardio a presentar I.C.C. coincidiendo con el inicio de
la artritis, cuando se compara con los pacientes que pre -
sentaron artritis precoz o con aquellos que no llegaron a
pédecer esta complicaci6én. Greenwood y cols (12) encuentran
un descenso en los niveles de C3 en los pacientes que desa
rrollan artritis de comienzo tardio o vasculitis cut&nea y
sugiere que los I.C.C. pudieran jugar un papel importante
en el desarrollo de estas manifestaciones que tienen un --
perfil similar a las reacciones de hipersensibilidad. Aun-
que en nuestros pacientes no se objetivé una caida en los
titulos de C3 o C4, la demostracibn de niveles patoldgicos
de I.C.C. apoya la sugerencia de estos autores. Adicional-
mente los casos aislados descritos en la literatura de pa-
cientes con I.C.C. en la infeccibn meningocb6cica (143,182,
183,184) pertenecen, salvo en uno, (182) a enfermos con ar

tritis de comienzo tardio.

En la artritis producida en la infeccidn diseminada
por el otro germen patbgeno del grupo de las Neisserias, -
el gonococo, autores como Walker y cols (185) o como Mani-
court y cols (187) encuentran una elevada incidencia de --
I.C.C. Manicourt sugiere que los I.C.C. mediante la produc
cibén de vasodilatacidén local, facilitarfan la entrada de -
gérmenes a la cavidad articular. En la artritis meningocb-
cica de comienzo tardio en que cl&sicamente se ha dicho que
el liquido sinovial es estéril, este argumento no seria --
aplicable. Nuestros hallazgos de negatividad en los estu -
dios bacterioldgicos del liquido sinovial de los enfermos
estudiados apoyan el concepto de artritis de comienzo tar-
dfo como una artritis reactiva, posiblemente mediada por -
el depbsito de I.C.C.
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D. CONSIDERACIONES PATOGENICAS SOBRE LA INFECCION
MENINGOCOCICA A LA LUZ DE LOS RESULTADOS OBTE-
NIDOS.

Bajo el término de enfermedad meningocbcica se agru-
pan una serie de manifestaciones clinicas producto de la -
interaccidén de una variedad de sistemas biolb6gicos, humora
les y celulares, que confieren al procesoc una personalidad
diferenciada dentro del espectro de las enfermedades infec

ciosas.

El alto nivel de inmunidad natural en neonatos fren-
te a la Neisseria Meningitidis, la elevada susceptibilidad
en ‘nifios mayores de 6 meses coincidiendo con la disminucién
de inmunoglobulinas y el descenso del nGmero de casos en -
ninos mayores y adultos, sugieren que los anticuerpos humo
rales juegan un papel preponderante en la proteccién fren-
te a la enfermedad meningocb6cica (203). Adicionalmente se
ha comprobado un incremento importante en la tasa de anti-
cuerpos tras el desencadenamiento de la infeccidn  (38).

Dada la gran importancia de la presencia de anticuer
pos, se ha sugerido que los I.C.C. pudieran jugar algln pa
pel en la sepsis meningocbcica. Sin embargo, hasta la ac -
tualidad no existia ningGn estudio sistem&tico sobre I.C.C.
en infeccibn meningocbdcica que ayudase a esclarecer el te-
ma. Por ello nuestros datos, al ser los inicos existentes
al respecto, no pueden ser contrastados con los de otros -
autores.

Un hecho importante destaca de los resultados obteni
dos y es que los I.C.C. circulantes no parecen tener un pa
pel patogénico relevante en aquellas manifestaciones agu -
das de la enfermedad,que en definitiva van a condicionar -

su prondstico, como es el desarrollo de shock o de coagula
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cif6n intravascular diseminada. Otros factores, como la en-
dotoxina bacteriana parecen tener una intervencién més des
tacada en estas manifestaciones. Tampoco sugieren nuestros
datos una accién de los I.C.C. en el desarrollo de las le-
siones cuténeas tipicas de la sepsis meningocbcica, apoyan
do el concepto de que una reaccibédn de Shwartzman localiza-
da es el sustrato patogénico de estas lesiones (80,81). La
presencia de I1I.C.C. justificaria finicamente una serie de -
manifestaciones menos severas de la meningococemia,de esca
sa trascendencia pronbstica, que aparecen en la fase de --
convalecencia del proceso y que recuerdan a las lesiones -
mediadas por mecanismos de hipersensibilidad como son la -
denominada artritis post—meningocécica o la vasculitis cu-
tdnea de la fase de convalecencia como apuntan Greenwood y
cols (12).

Los datos obtenidos en el presente estudio sobre los
niveles de C3 y C4 en la enfermedad meningocbcica estén en
consonancia con la ausencia de I.C.C. ya que salvo en un -
grupo muy especial de pacientes con C.I.D. no se demuestra
activacidén del complemento a través de su via cl&sica en -
ningin momento. En todos los grupos, los niveles de C3 es-
tdn mds elevados en la fase de convalecencia. Esta diferen
cia entre ambas fases, sblo alcanza significacién estadis-
tica en el grupo II, pero dado que este grupo es, con mucho
el m&s numeroso, pensamos que en conjunto se aprecia una -
diferencia valorable entre ambas fases y ello puede sugerir,
a la vista de la igualdad de los niveles de C4 la existen-
cia de una activacién a través de la via alterna, probable
mente causada por la endotoxina bacteriana. En todo caso -
esta activacibén no parece muy importante a la vista de 1la

ausencia de niveles descendidos de C3 en la fase aguda.

Los pacientes con CID presentan un comportamiento es

pecial del sistema complemento respecto al resto. En ellos
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hemos demostrado una activacidén importante del complemento
fundamentalmente a través de la via cldsica aunque posible
mente también existé activacién a través de la via alterna.
Esto, en principio, no puede ser atribuido a la presencia
de I.C.C. ya que no se han demostrado en ninguno de los pa
cientes con C.I.D. Aqui vuelve a tomar relevancia de nuevo
el papel de la endotoxina bacteriana activando la via cléa-
sica,como se ha demostrado anteriormente que puede ocurrir
a través del faétor Hageman y de la plasmina (83,84).

Asi pues destaca sobre todos los posibles mecanismos
patogénicos conocidos en la infeccibn meningocbcica la --
accién de la endotoxina bacteriana. La capacidad de este -
lipopolisac&rido de la pared bacteriana de poner en funcio
namiento toda una serie de mecanismos biolbgicos tanto hu-
morales como celulares, puede por si misma explicar todo -
el espectro de manifestaciones clinicas del proceso. En --
efecto, la endotoxina es capaz de activar tanto el comple -
mento como el sistema de la coagulacién a través de todos
los mecanismos conocidos (76,78,79,89). Adems el lipopoli
sacirido es capaz de activar los sistemas de las prosta -
glandinas y de las endorfinas, puestos de relevancia por -
varios autores en el desencadenamiento de manifestaciones
severas del shock endotbxico (66,95,97,102). Junto a esto
se ha demostrado la capacidad de la endotoxina de estimu-
lar receptores celulares de los leucocitos, fundamentalmen
te macrb6fagos, e inducir asif una respuesta celular capaz
de provocar dano tisular a varios niveles (114,115,116). -
Sin embargo, no estd absolutamente definido el papel de la
endotoxina como finico responsable de las manifestaciones -
graves de la enfermedad. Asi Tubbs (127) aunque detecta en
dotoxina en el liquido cefalorraquideo y el plasma de to -
dos sus pacientes con infeccibén meningocbcica, no encuen -
tra una relacién entre los niveles de endotoxina con res -

pecto al curso clinico de la enfermedad o a los parémetros
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patofisiolégicos y sugiere que o bien la endotoxina s6lo
contribuye en parte al desarrollo del shock, la C.I.D. y

la activacidén del complemento o si es el factor principal
no exista una relacidén cuantitativa y quizéd la endotoxina
ejerza su efecto mdximo a bajos niveles. Esto irfia de acuer
do con los trabajos de Ducker y cols (125) los cuales ob-
servan que cantidades iInfimas de endotoxina meningocécica
administradas en los ventriculos cerebrales de perros, --
son capaces de producir serias manifestaciones sistémicas

como shock o edema agudo de pulmdn.

E. DEFICITS DE COMPLEMENTO.

Existen numerosos datos en la literatura que asocian
el déficit de los filtimos factores del complemento con in-
fecciones recidivantes por MNeisserias (50,53,54,55). Asi -
mismo se ha apuntado en algunos trabajos que la incidencia
de déficits de algtGn factor del complemento entre indivi -
duos con infeccidn meningocdcica esporé&dica oscila entre -
el*7 y el 15% (62,63,218). Sin embargo, la frecuencia de -
déficits de factores del complemento en pacientes con en =

fermedad meningocdcica recurrente es desconocida.

En el presente trabajo hemos determinado el CH-50 en
84 pacientes con enfermedad meningocbcica, en 13 de los =--
cuales existfa historia previa de otro episodio similar, -
encontrédndose que los 71 pacientes con un solo episodio de
enfermedad meningocbcica tenian valores normales de CH-50,
mientras que en 4 ue los 13 individuos con infeccidén reci-
divante existia una ausencia de actividad hemolitica. Esto
supone una frecuencia del 30.7% de los individuos con sep-

sis de repeticidn.

Posteriormente se han identificado los tipos de défi

cit, resultando ser en un caso un déficit adquirido de C3 y
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en los otros tres un déficit congénito de C8.

E.1. Peculiaridades de los pacientes con déficit de

C8.~- Dos de los tres pacientes con déficit de
C8 eran hermanos. Nos encontramos pues con dos estirpes -
familiares en las que existe un déficit aislado de un fac
tor del C' y en las que interesaba comprobar si existian
sujetos homocigotos para este déficit que no hubieran pre
sentado enfermedad por Neisseria o bien si existian suje-

tos heterocigotos con antecedentes de enfermedad.

En la estirpe A se estudiaron un total de 9 miembros
y ademds de los dos casos indice se detectd otro miembro -
mas con déficit completo de C8. Se trataba de una hembra -
que habia presentado anteriormente dos episodios de menin-
gitis meningocbcica. Los 6 miembros restantes eran hetero-
cigotos para el déficit y ninguno de ellos tenia anteceden
tes de infeccidn por Neisserias. En la estirpe B los 4 --
miembros estudiados, ademds del caso indice, presentaban -
una actividad hemolitica sérica normal y en los tres en --
que se pudo realizar la cuantificacidén del C8 se encontrd
que eran neterocigotos para el déficit, aunque ninguno de

ellos tenia historia previa de infecciones severas.

El déficit congénito de C8 ha sido comunicado en los
Gltimos anos en varias estirpes (61,219,55,220,221,222,223,
59,224). Un resumen de los datos existentes en la literatu
ra se recoge en la tabla 21. En la mayoria de los casos, -
como puede comprobarse, se na observado la asociacién con
infecciones recurrentes por N. Meningitidis y N. Gonorroeae.
En el resto de los casos se ha asociado a procesos no infec
ciosos tales como xerodema pigmentosum, lupus eritematoso
sistémico, drepanocitosis y un sindrome mal definido consis
tente en hepatoesplenomegalia, elevacidn de la V.S5.G., hi-

pergammaglobulinemia y eosinofilia. En cinco de los pacien
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tes se han detectado, mediante anticuerpos especificos, -
cantidades apreciables de C8 circulante, aunque sin acti-
vidad funcional, sugiriendo la existencia de una molécula
defectuosa (222,223,224). En todos los casos de déficit -
de C8 como en el resto de los déficits congénitos del com
plemento se ha observado un patrdn de herencia de caracter

autosédmico codominante (61,219,222).

En el presente trabajo se presentan 4 pacientes de
dos estirpes familiares con ausencia total de actividad he
molitica de C8. Al no haberse realizado estudio inmunoqui-
mico desconocemos si esta ausencia de actividad hemolitica
se debe a la carencia de C8 o a la presencia de una molécu
la no funcionante. Todos los individuos homocigotos para -
este déficit presentaron episodios repetidos de sepsis me-
ningocbécica. Por el contrario no se produjeron infecciones
similares en ningGn familiar, que como se ha visto son to-
dos heterocigotos para dicho déficit, a pesar de que en al
gin caso los titulos de C8H50 estaban muy disminuidos. La
ausencia de enfermedad en los portadores heterocigotos de
un déficit congénito de cualquier factor del complemento -
es un hecho que se repite en précticamente todos los casos
descritos (61,219,222,59). Ello hace suponer que cada una
de las proteinas gue componen el sistema complemento posee
un gran poder enzimldtico ya que minimas cantidades de la -
misma son suficientes para proteger al individuo de la en-

fermedad asociada en sus familiares homocigotos.

En estudios realizados por varios autores (50,56,58,
223) en pacientes con déficit de los Gltimos componentes -
del complemento se ha observado como las funciones de opso
nizacidn, fagocitosis y quimiotaxis de los leucocitos poli
morfonucleares esté&n conservadas. Ello explicaria el que -
estos individuos no presenten episodios repetidos de sep -

sis por bacilos Gram negativos y gérmenes encapsulados -
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en los que la funcidn de los polimorfonucleares juega un
papel fundamental, tal y como se ha visto en los pacien-
tes con déficit de C3 y C5 (51,52,225). Parece pues que

el exceso de infecciones recurrentes por Neisserias en -
ellos no se debe primordialmente a un defecto del siste-
ma fagocitario. Se ha demostrado por el contrario que en
los casos con déficit de los Gltimos componentes, siempre
existe una profunda disminucidén en la capacidad de lisar
bacterias por el suero de estos pacientes, que se resta-
blece tras la adicibén del componente deficitario purifi-
cado (56,58,61,59). Nicholson (60) y Petersen (61) han -
demostrado la necesidad del C8 en la produccidn de bacte
riolisis, sugiriendo que el Gnico papel de los filtimos -
componentes del complemento en la defensa del huésped --
contra los gérmenes del grupo de las Neisserias consiste

en favorecer la actividad bactericida extrafagocitica (60).

El proceso meningocbcico en nuestros 4 pacientes si-
guid un curso clinico benigno caracterizado por la ausen-
cia de signos clinicos y analiticos de shock endotdxico o
de coagulacidn intravascular diseminada. Este hecho resul
ta llamativo en una serie de pacientes inmunoldégicamente
disminuidos a causa de su déficit. Matthews (223) también
senala este hecho y atribuye el fenfmeno a dos posibles -
razones: tras la primoinfeccidn se desarrolla una memoria
inmunoldgica en el huésped que en posteriores infecciones
desencadenaria una respuesta humoral potente capaz de es-
timular fuertemente la fagocitosis, reduciendo el nfimero
de’'gérmenes libres y disminuyendo por lo tanto los fendme
nos de anafilaxia e hipercoagulabilidad derivados de la -
activacidén de los primeros componentes del complemento. -
Una segunda posibilidad es que la liberacidén de los com -
plejos C567 seria menos peligrosa para el individuo en --
tanto que su unién a receptores de membrana de polimorfo-
nucleares, células endoteliales o plaquetas no produciria

la lisis de estos ya que para ello se requiere la interven



cidén adicional de C8 y C9. De esta forma los disturbios -
proteoliticos o del sistema de la coagulacidn que pudie -
ran derivarse de este mecanismo litico, quedar&n muy ate-
nuados debido a la falta de C8 y las consecuencias sisté-

micas con colapso vascular seré&n menos probables.

E.2. Peculiaridades del paciente con déficit de C3

asociado a lipodistrofia parcial.- La lipodis-

trofia parcial (L.P.) es un desorden infrecuente del teji-
do subcuténeo, de etiologia desconocida y méas frecuente en
mujeres, caracterizado por atrofia del estrato adiposo de
la piel, de distribucidn simétrica generalmente y localiza
do en la cara y extremidades superiores en practicamente -
todos los casos (226). Se asocla a otros trastornos como -
hipertrigliceridemia, diabetes mellitus, hipocomplemente -
mia y glomerulonefritis membranoproliferativa (198,226,227).
Es caracteristico, aunque no constante, el hallazgo en el
suero de estos pacientes de un activador de la via alterna
del complemento, el denominado factor nefritico olC3NeF -
(198), que consiste en una inmunoglobulina capaz de unirse
al complejo C3bBb de la via alterna del complemento y de -
esta forma impedir la accidn sobre dicho complejo de las -
proteinas inactivadoras ( @lH y C3b=-inhibidor) y por lo --
tanto producir una activacidn incontrolada del sistema, ma
nifestada principalmente por un consumo importante de C3 -
(Fig. 22).

Nuestro paciente ademd@s de las manifestaciones cutg-
neas tipicas de la lipodistrofia (Fig. 21), presentaba he-
patomegalia con una discreta alteracién en las pruebas he-
pidticas y cumplia los criterios diagndsticos de diabetes -
mellitus del "National Diabetes Data Group" (228). En cam-
bio no tenia evidencia clinica de nefritis. Sin embargo, -
el hallazgo mds significativo en este paciente es el antece

dente de dos neumonias bacterianas y otras tres meningitis
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meningocbcicas previas a la que motivd su inclusidn en el

presente estudio.

Aungue en la mayorfa de los casos descritos de L.P.
con hipocomplementemia, no se hace referencia a infeccio-
nes recurrentes (226,227,229,230) en algunas ocasiones se
han comunicado casos alislados asociados con infecciones -
severas frecuentes (231,232,233,234). Un resumen de los -
datos encontrados en la literatura sobre infecciones aso-
ciadas a esta entidad se recoge en la tabla 22. Como puede
comprobarse, los gérmenes causales mas frecuentes son me-

ningococo, neumococo y estafilococo.

El déficit congénito de C3 predispone a infecciones
bacterianas diversas, predominantemente por bacterias Gram-
negativas y neumococos (51,133,235). El déficit de C3b-inhi
bidor produce un efecto similar a la falta congénita de C3,
debido al hipercbnsumo de dicho factor, esperé&ndose ademés
un consumo de los demés factores, al producirse una activa
cidén continua del sistema. Sin embargo, los valores de C5
a C9 estaban dentro de limites normales en los dos casos -
descritos en la literatura con este defecto (236,237), uno
de los cuales presentd dos meningitis meningocécicas (237).
Una situacidn de hiperconsumo de C3 semejénte al déficit -
de C3b—inhibidof es la que se produce en los pacientes con

L.P. e hipocomplementemia por presencia de C3NeF.

Por cualquiera de los mecanismos se llega a una si -
tuacidén de carencia total o parcial de C3, factor pivote -
entre las vias clésica y alterna y por lo tanto llave para
la activacidén del resto de los factores. Ademds, como se -
expuso anteriormente los subproductos de este factor,el C3a
y el C3b, cumplen importantes funciones biocldgicas. De esta
forma, en los sujetos con déficit importante de C3 se en =~

cuentran profundas alteraciones de la quimiotaxis de poli-
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morfonucleares y de la opsonizacidn y fagocitosis de bacte
rias (51,235). Asimismo Ballow y cols (235) encuentran una
disminucién de la movilizacidn de neutréfilos in vivo en -
una lesidén inflamatoria de un paciente con déficit de C3.

La inmunoadherencia sin embargo estd conservada, probable-

mente por la accidén de C1 y C4 (51,235).

Todas estas circunstancias pueden explicar la predis
posicibn de estos pacientes a padecer procesos infecciosos
recurrentes. Sin embargo en los sujetos con L.P. e hipocom
plementemia que padecen infecciones frecuentes, los niveles
de C3 no son méds bajos que en aquellos otros, mas numerosos,

que no tienen infecciones severas.

Para tratar de explicar este hecho se puede argumen-
tar que estos Gltimos pueden no haber estado expuestos a -
la contaminacidén por gérmenes patdgenos o bien que la res-
puesta humoral de formacidn de anticuerpos, tan importante
como hemos expuesto en la enfermedad meningocbcica, sea =--

mas débil entre los individuos que desarrollan infecciones.

Por Gltimo, en este paciente hay un hecho que llama
la atencidn y es que a pesar de no tener una ausencia abso
luta de C3 (su valor oscila entre 34 y 59 mg/dl en las 4 -
determinaciones) el CH-50 fue siempre inferior a 5 U.H./ml.
Podria argumentarse la posibilidad de la existencia del dé
ficit asociado de otro factor. Sin embargo, como se mues -
tra en la figura 18, la adicidn de diversos componentes pu
rificados del complemento diferentes del C3 no logrd modi-

ficar la tasa de hemdlisis.

La explicacidén de este dato hay que buscarla en la -
obtencidén matemdtica de la cifra de CH-50 a partir de las
cifras de hemblisis obtenidas en el ensayo. Si en la repre

sentacién gréfica de la curva formada con los porcentajes
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dé hemdlisis no se obtiene un cruce entre esta curva y la

linea del 50% de hemdlisis, el CH-50 serd siempre inferior
a5 U.H/ml. Esta es una caracteristica que le da al método
gran sensibilidad en cuanto a la deteccidn del déficit --
del complemento, pero que no.le capacita para diferenciar

un déficit absoluto, de un déficit parcial. El hecho de --
que los sujetos heterocigotos para el déficit de C8 mues -

tren valores normales de CH-50 apoya este (Gltimo concepto.

Para diferenciar déficits absolutos de déficits par-
ciales es preciso utilizar variantes del método cl&sico de
CH-50 de Mayer, como puede ser el test microhemolitico des
crito en el presente trabajo para la determinacidén del ti-

po de déficits.

Asi, y volviendo a la figura 18, puede observarse co
mo los porcentajes de hemdlisis del paciente con déficit -
de C3 oscilan alrededor del 25% mientras que en los pacien
tes con déficit completo de C8, salvo con la adicidn de es

te factor, son siempre insignificantes.

E.3. Interés de la deteccidn de déficits del comple-

mento.- La descripcidn de pacientes con déficit
de algln factor del complemento ha contribuido de forma im
portante al mejor conocimiento de las funciones biolbégicas
del sistema. E1l déficit de los primeros factores predispo-
ne a enfermedades de tipo autoinmune y ello ha dado pie a
suponer que los primeros factores tienen una importante --
funcidn frente a las infecciones viricas, ya que una infec
cibén virica mantenida supone un estimulo antigénico conti-
nuo, capaz de desencadenar un proceso autoinmune. Los dé-
ficits de C3 y C5 han permitido valorar lo importantes que
son las funciones de quimiotaxis y opsonizacidn en la de -
fensa del organismo frente a la agresidn bacteriana. Final

mente los déficits de los Gltimos factores han puesto de -
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manifiesto que una funcién bacteriolitica sérica deficien-
te deja al individuo afecto en un alto riesgo de padecer -

infecciones recurrentes por Neisserias.

Sin embargo, a nivel prdactico, cl interé&s del cono-
cimiento de un déficit del complemento en un paciente de-
terminado estriba en la posibilidad de hacer una profila-
xis intensa de todas aquellas infecciones a qgue se encuen

tra predispuesto.

Algunos autores como Alper y cols (231) o como Mat-
thews y cols (223) han utilizado con éxito la profilaxis
con 1 a 2 millones de unidades de bencil penicilina admi-

nistrada cada 3 6 4 semanas.

Otro tipo de profilaxis de la infeccibén meningocbci-
ca, que ha demostrado scr efectiva en comunidades cerradas,
como centros militares, es la administracidén de vacunas --
(206,211) . Dichas vacunas estan preparadas con polisaclri-
dos grupo-especificos altamente purificados (238). La vacu
nacidén con polisacaridos capsulares de los grupos A, C e Y
ha mostrado gran efectividad (211,238,239). En cambio los
intentos de inmunizacién frentc a los meningococos del gru
po B no han tenido tanto éxito probablemente por el escaso
poder antigénico del polisacdrido de este grupo (240). Los
niveles de anticuerpos lograaos mediante vacunacibén, per -
sisten en adultos a titulos elevados, al menos durante 5
anos no siendo recomandable la vacunacidén de ninos menores
de 6 anos (241).

Por tanto ante todo paciente con infeccidén meningocd
cica recurrente se debe descartar la existencia de un défi-
cit congénito o adquirido del complemento, lo cual se puede
hacer sencillamente con la realizacidén del CH-50. Asi en -

todos los individuos portadores de déficits de complemento,
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y por lo tanto en situacidén de riesqgo, es necesario esta-
blecer una profilaxis con vacunas o si no es posible con
antibibdticos, especialmente durante los meses del ano de

mayor incidencia de infeccidn meningocbcica.
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VI. CONCLUSIONES

1 .- La frecuencia de niveles patoldgicos de inmunocomple-
jos circulantes en la fasc aguda de la infeccidn meningocd
cica, detectado por RIA con células Raji y fijacidén a Clg -
en fase sb6lida, es muy baja (10%), siendo esta frecuencia

menor en el subagrupo de mayor gravedad clinica.

2.- Niveles patoldgicos de inmunocomplejos circulantes se
encuentran con mayor frecuencia en la fase de convalecencia
(27%) , no habiéndose observado diferencias entre los diver
sos subgrupos clinicos. Aunque la muestra es pequeiia, los
ICC han sido especialmente frecuentes en los pacientes con

artritis de comienzo tardio.

3.- El estudio de los valores de C3 y C4 durante las fases
aguda y de convalecencia de la enfermedad, demostrando un

descenso selectivo de C3 y valores constantes de C4 en to-
dos los grupos estudiados, apoya la existencia de una acti
vacidon del complemento por la via alterna. Ello, junto con
la baja frecuencia de niveles patolbgicos de ICC, sugiere

gue la activacidn del sistema complemento se realiza por -

la accidn de la endotoxina bacteriana.

4.- En los pacintes con shock endotdxico no se han observa
do datos que apoyen un papel patogénico de los ICC o del -
sistema del complemento en el desarrollo de esta grave ma-

nifestaciébn clinica.
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5.- En los pacientes con un sindrome de coagulacidn intra-
vascular diseminada se observa un patrdn de consumo impor-
tante de complemento que, al menos parcialmente, se inicia
por la via clé&sica. Dado que en los demds subgrupos no ---
existe activacién por la via clisica, es razonable pensar
que en estos pacientes el consumo de complemento estaria -

mediado fundamentalmente por factores de la coagulacibn.

6.- Las conclusiones anteriormente expuestas no apoyan un
papel patogénico de los inmunocomplejos circulantes en las
manifestaciones sistémicas de la fase aguda del proceso. -
Tampoco parecen participar en el desarrollo de las lesio--
nes purpliricas tipicas de la sepsis. Es posible no obstan-
te, que sean responsables de manifestaciones tardias como -
la artritis.

7.- E1 30% de los pacientes con enfermedad meningocbcica -
recurrente presentaba déficit congénito o adquirido de al-
gGn componente de sistema complementd. Por tanto el despis
taje de déficits del complemento es obligado ante todo in-

dividuo con infeccién meningocdcica recurrente.

8.- Aunque la integridad del sistema complemento es impor-
tante para la defensa del huesped contra la infeccidén me--
ningocbcica, evidenciado por la alta frecuencia de infecci
6n recidivante en los individuos con déficit congénito o -
adquirido de complemento, su consumo durante el proceso in
feccioso, excepto en el grupo con CID, no parece tener con

secuencias parjudiciales para el huesped.
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