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CAPITULO I

Introducción y plan de trabajo
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Coneste trabajo se presentan datos que contribuyen al mejor
s

conocimiento de la enfermedad denominada Fiebre Hemorrágica Argentina

(FHA)que se presenta anualmente y en forma endemoepidémica en el Noroes

te de la Provincia de Buenos Aires y zonas adyacentes.

La enfermedad experimental en cobayo fué ampliamente estudia

da en la Cátedra de Microbiologia de la Facultad de Medicina donde se

realizó parte de esta tesis, por distintos grupos de investigadores bajo

la dirección de los Dres.ArmandoParodi y Marcelo J. Frigerio.

Ha sido discutido el papel del sistema complemento (C) y de

sus productos de activaciónfala patología de fiebres hemorrágicas indu

cidas por virus que no pertenecen al grupo arenavirus. En el dengue a

siático,por ejemplo, se postuló que los factores que determinan la pro

ducción de shock son los productos de activación de C3 y CS (anafiloto

xinas derivadas de C.). La acción de un agente desencadenante de la rea

cción de activación de C (complejos inmunes virus-antivirus) lleva a la

producción de fragmentos de bajo peso molecular de potente actividad

biológica capaces de liberar histamina y alterar la permeabilidad vascu

lar (C3a,C5a). Los fragmentos de tamaño mayor tienen la función de con



tinuar la reacción en cadena, que culmina con la lisis de membranasce
\

lulares.

Si bien dentro de los primeros estudios del sistema C, los fe

nómenosde lisis recibieron la mayor atención recientemente se conoce

que en los mecanismos de defensa otras funciones del sistema C son igual

mente importantes (promoción de la fagocitosis, inmunoadherencia, qui

miotaxis, etc),sin llegar al paso final de la lisis.Fina1mente, en los

últimos años han sido estudiados otras importantes funciones biológicas

de significación fisiológica aún no completamenteexploradas, tales co

mo la activación de los macrófagos a través de C3b, la agregación plaque

taria C dependiente, la movilización de los leucocitos de la médula al

torrente sanguíneo, 1a regulación de la actividad de los linfocitos, la

interrelación con el sistema kalikreina-kininas,etc.

Estos mecanismos pueden ser beneficiosos para el huésped pero

también pueden influir en la gravedad de la enfermedad, ya sea por su

col=boración en la producción de shock o a través de la destrucción ce

lular directa o mediada por macrófagos activados.



Unade las particularidades del sistema C es la interrelación
\

de su actiVación con la de los otros sistemas enzimáticos-plasmáticos

de reacción en cascada;coagulación, kalikreina-kininas, fibrinólisis.

La frecuencia de las manifestaciones hemorrágicas que ocurren

en el cobayo experimentalmente infectado con virus Junín llevó a la Dra.

Budzkoy colaboradores a interesarse en la posibilidad de que el C Juga

ra algún papel en la patogenia de la FHAexperimental. Asi los primeros

estudios de Budzcoy colaboradores (26) demostrarqén que existia un des

censo de la actividad hemolitica total de C sérico con aparición de pro

ductos de degradación de C3 en los cobayos infectados con virus Junin

luego del 89 dia de infección y persistia hasta la muerte de los anima

les. A partir de esa observación se diagramó el plan de trabajo de esta

tesis. Por lo tanto el proyecto estuvo dirigido inicialmente al estudio

del meCanismode activación del sistema C en el cobayo experimentalmen

te infectado con el virus Junin. Los datos obtenidos condujeron luego

a nuevas observaciones sobre caracteristicas de acción de algunos com

ponentes y la interrelación con los otros sistemas comaes el de coa
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gulacïón (en colaboración de la Dra,Felisa Molinas). En los mismosani
l

males de experimentación se realizaron estudios anatomopatológicos (en

colaboración con el Dr.R.Paz). Posteriormente gracias a la colaboración

del Dr. Maiztegui se logró extender el estudio a pacientes con FHAsien

do esto pionero en las enfermedades producidas por virus del grupo are

navirus.

En el Instituto de Investigaciones Médicas donde se terminó

esta tesis existe una amplia experiencia en trabajos sobre el estudio

del sistema C en las distintas patogenias bajo la dirección de los Drs.

Dalmasso,J.Manni y la Dra.M.M.de Elizalde de Bracco.

Para facilitar 1a presentación y discusión del trabajo expe

rimental se consideró conveniente realizar una revisión de los concep

tos másimportantes sobre el mecanismo de reacción del sistema C y una

descripción de la enfermedad a estudiar.

Los distintos capítulos constituyen además de la descripción de los ma

teriales y métodosutilizados en la ejecución de este trabajo, la pre

sentación de los resultados obtenidos y la discusión de los mismos en

b l o o O Q. n Afunc1ón de su p031ble Significado Diológico.



CAPITULO II

El sistema complemento

’1

Figures y lineamientos generales segun

H. J. Muller-Eberherú

Chenistry and function of the
eonplement system.

Hospital Practiee (1977)
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El mecanismo de reacción del sistema Complemento (C) ha adqui

rido en los últimos años gran significación biomédica. st estudio abar

ca temas tan diversos comola investigación de las caracteristicas mo

leculares de la citólisis inmune, hasta las deficiencias de C o inmuno

patologia humanay experimental.

El sistema C no solamente está vinculado a fenómenos de des

trucción celular o tisular; sino que también mediante la colaboración

con inmunoglobulinas y células, condiciona mecanismos de defensa y pre

servación del organismo.

Desde el siglo pasado se conoce la existencia en el suero de

proteinas que con caracteristicas de termo-estabilidad o por el contra

rio termo-lábiles, median o"comp1ementan"la lisis celular o bacteriana

en presencia de una respuesta inmuneespecifica. La activación de estas

proteinas provoca no solamente lisis de membranassino también la gene

ración de fragmentos protéicos con potente actividad biológica que agre- i

ga un proceso inflamatorio a las consecuencias de la misma.

Aparentemente algunas funciones del sistema son tan importan

tes para la conservación de los organismos, que a lo largo de la evolu
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ción, parecen haber surgido diversos mecanismos capaces de operar en for

ma independiente pero que convergen hacia un mismo resultado final: la

lisis o alteración de algunas membranascelulares.

Asi, hoy se conoce que el sistema C puede ser activado de dos

maneras diferentes que operan con vias de inducción disímiles pero que

se fusionan en el efecto final, una es la via llamada "clásica" y la o

tra "alternativa". En 195%Louis Pillemer postuló la existencia de un

sistema de proteinas qu,e son activas en las defensas iniciales del hues

ped contra bacterias y virus. Actualmente se sabe que una de estas pro

teinas, la properdina, es un componentede la via alternativa. La via

clásica del C actúa cuando las células suceptibles reaccionan con anti

cuerpos fijadores de C que inician esa ruta. Por el contrario la via de

la properdina o alternativa se pone en marcha cuando existen en las cé

lulas estructuras de membranaque en ausencia de anticuerpo activan una

enzima iniciadora. Ciertas clases de anticuerpos que no fijan C pero

que se unen a células infectadas en condiciones especiales también pue-

den activar la via alternativa. En forma notable,la IgE que es respon

sable de inducir un sistema litico liberando mediadores intracelulares,



no activa el C por ninguna de la vías:

Examinando el sistema C puede verse que las proteinas que lo

componen,al ser activadas por la reacción antígeno-anticuerpo reaccionan

de manera característica formando complejos multimoleculares sobre la su

perficie de las menbranasbiológicas.

Comoconsecuencia de estas reacciones, la superficie, estruc

tura y función de las biomembranas se alteran profundamente. La acción

de los componentes terminales puede provocar la muerte celular, pero en

los diferentes pasos previos de la reacción se pueden activar algunas

funciones especificas comopor ejemplo la liberación de histamina de las

células cebadas y plaquetas, quimiotáxis de leucocitos, promoción de fa

gocitosís, contracción del músculo liso y agregación plaquetaria. La ma

yor parte de las actividades no citoliticas del C son obra de productos

de fisión o de agregación de sus componentes.

En resumen, las manifestaciones biológicas del C comprenden:

la destrucción celular, inflamación, promociónde la coagulación y qui

zás la activación de las células linfoides de tipo B.

VIA CLÁSICA DE ACTIVACIÓN DE c:



La señal que provoca la actiVación del primer componente es

\
un cambio en el Fc de algunas inmunoglobulinas (IgG IgG IgG ° IgM)

inducido por 1a reacción antígeno-anticuerpo o por simple agregación de

las inmunoglobulinas por métodos fisicos o quimicos. Así pues, el pri

mer componente de C:C1, que a su vez está compuesto por tres subunida

des (Clq, Clr, Cls) unidos por el ion Ca++adquiere actividad esterási

ca, siendo sus substratos naturales dos proteinas que siguen en la se

cuencia de C: CHy C2.(Fig l)

Comomodelo para el estudio de la reacción de activación del

C se ha utilizado comunmenteel sistema hemolitico compuesto por eritro

citos ovinos (E), anticuerpo antieritrocitos de ovino (A). Sobre la mem

brana de los eritrocitos sensibilizados (EA) es posible construir com

plejos intermediarios agregando en forma sucesiva componentes del sis

tema en diluciones limites o purificados.

El primer componente activado, ÜÏ, actúa sobre Ch generando

dos fragmentos, Chb y Cha. La movilidad electroforética de Ch es modi

ficada al producirse esta reacción, aumentandosu velocidad de migración.

Ckb, el fragmento de mayor peso molecular se combina con la membrana de



de la célula originando un"sitio" Ch. Si no se combina con el receptor
i

en la membrana permanece en solución como un subproducto inactivo hemo

liticamente.

C2 es el siguiente componente en la secuencia de reacción. Su

combinación con Chb requiere la acción previa de Cl y la presencia de

++ —— . 
Mg . Cl cliva a C2 en dos parteszuno de mayor tamano, C2a que es el que

se combina con Ch y un componente de tamaño menor.

La reacción de Ch con C2 tiene como resultado la formación de

una enzimaz'CHQ, llamada C3 convertasa. Esta es de carácter inestable

pues C2 "decae" y se disocia en forma inactiva de manera espontánea.

El substrato de C3 convertasa es C3, el cual también sufre u

na reacción de clivaje de 1a que se originan dos fragmentos, C3b y C3a.

Si C3b, el de tamaño mayor, no se combina con un receptor apropiado de

1a membranacelular o con la inmunoglobulina permanece inactivo en solu

ul o o o ol —Clon, pero parece tener importantes func1ones para la activacion ae la

via alternativa y la regulación de la sintesis de C3nativo. C3a, el

fragmento de menor peso es un péptido básico de gran actividad biológi

C

ca, siendo una de las anafilotoxinas derivadas del C.
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El componente enzimático generado (EEES), reacciona con CS, C6

y C7, pero la incorporación de C5 es mayor en presencia de C6 y el com

plejo EACl-7adquiere estabilidad.

CS es a su vez fragmentado por 1a acción de C353 en CSb y C5a

en forma análoga a C3. Transitoriamente el CSb puede combinarse con la

membranacelular o permanecer en solución. 05 activado puede formar un

complejo con C6: C66, el cual en presencia de C7 aumenta su afinidad por

superficies lipofilicas y de esta manera los tres componentes en forma

de un complejo 5667 pueden transitoriamente unirse a la superficie celu

lar aún en ausencia de anticuerpo. Cía es un fragmento de potente acti

vidad anafilotóxica diferente de C3a y posee además actividad quimio

táctica. A su vez el complejo CÉ67es también quimiotáctico para leuco

citos polimorfonucleares.

Finalmente 08 reacciona con la membranacelular produciendo

un daño funcional due es amplificado y potenciado por C9.

Comoconsecuencia de la reacción de CB y C9 con la membrana

celular hay un cambio en la permeabilidad de la membrana y debido al de

sequilibrio osmótico producido sobreviene la lisis. En estos últimos pa



11

k

“sos la composición catíónica del medio intra y extra celular es un factor

de importancia que regula el grado final de lisis obtenido.

En resumen, la reacción de activación de C hemolitico por la

via clásica ocurre en varias etapas que son esquematizadas en las figu

ras 2 y 3.

Si bien la activación de todos los componentes es necesaria pa

ra producir la lisis de la membranacelular, los productos de degradación

y complejos intermedios obtenidos a lo largo de la cadena de la reacción

son suficientes para provocar importantes reacciones biológicas tales co

mola opsonización de bacterias que favorece su fagocitosis, la adheren

cia inmune, la lisis celular mediadapor linfocitos, quimiotaxis, etc.

Muchosde estos efectos son logrados no sólo con la activación

de la via clásica sino también, y a veces de manera preferencial cuando

ocurre la activación de C por la via alternativa.

VIA ALTERNATIVA DE ACTIVACION DE C:

Desde hace muchos años se conocia el

efecto inactiVador de C de ciertos venenos de serpientes, de las endoto

xinas bacterianas y de polisacárfidos derivados de la pared de levaduras.
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Estas substancias son capaces de alterar la actiVadad hemolitica del C

sin consumir aparentemente los componentes iniciales. Ultimamente esta

modalidad en la activación de los componentes terminales, llamada via

alternativa o via de la properdina ha sido objeto de intensa investiga

ción. Se ha reconocido la participación de la properdina y de un sistema

enzimático capaz de reaccionar con una proteina presente en el suero hu

mano normal, el proactivador de C3 (C3PA) o factor B, que es activado a

activador de C3, un complejo enzimático con activadad similar a la de C3

convertasa de 1a via clásica, capaz de producir la conversión de C3 (fig.

h). Este complejo está formado por el factor-É activado por la acción

de factor ñ, Mg++y C3b.

El fragmento C3b tiene importancia por un mecanismo de "feed

back" ya que integra la C3 convertasa de 1a via alterna y de esta manera,

cada vez que se produce C3b como resultado de la activación de C por la

vía clásica se amplifica el clivaje de C3.

De esta manera para saber si el mecanismoalternativo de activaa

ción fue puesto en juego por un estimulo determinado sin la participa

ción de la via clásica es necesario trabajar en condiciones en que ésta
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esté bloqueada (por ejemplo en ausencia del ion Ca++) o con sueros defi
t

cientes en los componentesiniciales.

La reacción de activación del C hemolítico por la vía alterna

tiva está esquematizada en la figura h.



A D ‘mfl-J)_—“ __ á L
Figura l;_Vía clasica, l 1k

activación de Cl.

2 En- i —'

C . D _

-__.¡r-r-w'

La unidad de reconocimiento y'su activación: La activación de C se in
cia con 1a unión del complejo trimolecular Cl al anticuerpo unido al
antígeno(A)- Se ha postulado que un cambio en la configuración de Clq
distorsiona una de las cadenas polipeptídicas de Clr) exponiendo un s
tio enzimático que a su vez oliva 1a segunda cadena(B). Esto produce
la apertura de un nuevo sitio enzimático que oliva al polipeptido pre
viamente distorsionado(C). E1 fragmento de Clr activado a su vez cliv
las cadenas de Cls generando 2 fragmentos activos(D).
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Figura 2: Vía,
clásica

i C1s activado ataca a C4 y'02 en e:
í te orden, perdiendo cada uno un
É_ _ peptido pequeño en esta activaciór
5 (A). Comoconsecuencia de la acciá
3 . de Cl sobre C4, queda expuesto so
} . . bre este componente un sitio reacl' SlthI . . . —

en21matlcc tivo que Sirve para que C42 se con
bine con la membrana(B). 6X5 actua
enzimáticamente sobre C3, liberan:
do la anafilotoxina C3a que inter
viene en los procesos inflamatoric
C3b tiene un rol dual, por un.1ad<
Égrma el complejb trimolecular co:

. - i C42(C) y por otro genera sitios m<
novalentes sobre la superficie de 1a célula blanco(D). Estos sitios
C3b actuan comoreceptores para inmunoadherencia de muchas células efe
toras (monocitos, polimorfonucleares, macrófagos).

-_—



- Figura 3: Via clásica h
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C423b es una C5 convertasa que romr
pe CS liberando una segunda anafilo

_¿ _ toxina CSa(A). CSb sirve como punto
Knmg' u; h_'-' -'u: focal para el complejo atacante de

_"_-___*_Ï“-‘___‘*‘—‘—-444—¿; la membrana junto con 06 y C7(B y CZ
Luego se unen C8 y C9(D) y se cree que la acción de C8 es abrir las com
puertas de los canales que atraviesan la membrana(E)que son hidrofíli
cos. La célula se hincha a1 entrar H2Oy Na' y se rompe 1a membrana ce
1u1ar(E y F), Con 1a salida de macromoléculas la lisis celular es com
pleta.



B U

- - 17
Figura 4; Vía alternatiVa'.. cn ".
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Cuandoel anticuerpo no juega un rol.en la iniciación de 1a vía de
1a properdina o alterna, su reemplazante es el factor de iniciaciór
(Factor I), una proteina capaz de reconocimiento y unión a carbo
hidratos de las superficies de bacterias o virus. El Factor I inte]
acciona con-C3, Factor É yñ para formar la C3 convertasa inicial
que oliva C3 de1_suero. C3b es transferido a la superficie celuíar
(A). Con Factor B y D, C3b forma una segunda C3 convertasa, unida
a la superficie celular(B). Se producen clivajes enzimáticos de
otras moléculas de C3, y»se genera un nuevo complejo polimolécular
con dos o más moléculas de C3b- Esto es 1a CS convertasa(C), que es
lábil hasta que 1a unión con 1a properdina la estabiliza(D). A par
tir de este momentoambas-vías, 1a clásica y 1a alternativa, son
idénticas.



CAPITULO III

Fiebre Hemorrágica Argentina
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La Fiebre Hemorrágica Argentina (FHA) es una enfermedad viral

aguda caracterizada por compromisorenal, cardiovascular‘y hematológico.

En los últimos 16 años afectó a 16.000 personas en Argentina con una mor

talidad anual de lO a 15%. Han sido comunicados casos desde 19h3 (l) pe

ro la entidad recién fue descripta por Arribalzaga en 1955 (2). El área

endemoepidémicaestá detallada en la figura 5. En los últimos 20 años

la región afectada aumentó 5 veces y en el presente más de un millón de

personas por año tienen alto riesgo de exposición al virus. El hecho de

que en el área habite cerca del 50%de la población de Argentina aumen

ta la importancia de la misma.

En 1958 Parodi aísla un agente infeccioso (3) de la sangre de

pacientes que es patógeno para cobayos y para ratones lactantes. Al virus

se lo denominóJunin por ser esta la ciudad donde el paciente estaba boss

pitalizado.

El virus Junin está antigénicamente relacionado con Tacaribe y

Machupo(agente de la Fiebre Hemorrágica Boliviana) y relacionado morfo

lógicamente con LCM(linfocoriomeningitis). Por estas relaciones se lo

clasificó dentro del grupo de los.Arenavirus (ü). Los virus que componen
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este grupo están detallados en el cuadro.l.

El verdadero mecanismode la transmisión viral ho se conoce pe

ro el roedor galgmgs_mugguligusestá persistentemente infectado y el pi

co de incidencia de la epidemia (durante el mes de mayo) coincide con el

máximode densidad de población de los roedores (5).

En el hombre la enfermedad varia en severidad, 1a mayoria de

los casos se recuperan sin secuela pero en algunos pacientes tiene un

curso fatal. El periodo de incubación es de 7 a 16 dias. Esto es seguido

por la aparición del sindrome viral con fiebre, temblores, dolores de

cabeza y musculares, debilidad, anorexia, naúseas y vómitos. Luego de

3 a 5 dias en los casos severos puede aparecer deshidratación, oliguria,

hipotensión y hemorragias de las encías y cavidades nasales. Los sinto

mas neurológicos progresan desde desorientación y delirio hasta convul

siones y coma. Entre los dias k y 9 1a mayoria de los pacientes muestra

leucopenia, trombocitopenia, proteinuria y elevación de nitrógeno uréico

en sangre. Ocasionalmente se ha descripto coagulación intravascular di

seminada. El estudio de la hemostasia demuestra que los pacientes pre

sentan prolongación del PTTKen la fase aguda, si bien esta alteración
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no parece explicarse por el descenso de los niveles de los factores VllL

1Xy X1. En la fase inicial los valores de fibrinógeno sé mantienen nor

males y no se demostró la presencia de monómeros. (cuadro 2 )

En general los resultados de estos estudios muestran que las

alteraciones de la primera fase de la coagulación observadas no parecen

guardar una relación con la gravedad de la enfermedad (6). Se observó

una alteración del sistema complementocaracterizada por el aumento de

Ch y disminución de C3. (7,8,9,10,ll).

Se observó elevación de los niveles de enzimas transaminasas,

dehidrogenasa láctica y creatinin fosfoquinasa (CPK). El tratamiento es

sintomático. El suero de convalescientes administrado precozmente parece

ser efectivo (5).

En los pacientes que sobreviven, la respuesta inmuneantivirus

Junin es detectable al iniciarse la conValescencia temprana (lo) y la

posible participación de complejos inmunes solubles en la patogenia i

nicial queda descartada (8).

En las necropsias se observan linfoadenopatias y hemorragias

focales en las mucosasgástricas.e intestinales. La presencia de con
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gestiones y edema de los tejidos también es común. Histológicamente só

10 hay pocas lesiones que puedan atribuirse al daño viral. Pequeñas he

morragias locales en varios tejidos, muchos cuerpos de inclusión que re

recuerdan a los cuerpos de Councilman en las células del higado (PAS?

y hierro -) y pocas necrosis focales. Los ganglios linfáticos, bazo y

médula ósea muestran una necrosis linfoidea aguda, hiperplasia de célu

las reticulares y eritrofagocitosis (12). Se puedenapreciar cambiosa

sociados a shock terminal y también evidencia frecuente de infección hace

teriana secundaria. La patogenia del daño renal es desconocida. Estudios

de microscopía electrónica e inmunofluorescencia revelan un daño severo

en los túbulos distal y colector del riñon, sin alteraciones significa

tivas en los glomérulos y los túbulos proximales (13,1%, y 15 ).

Una vacuna experimental clonando la cepa prototipo del virus

en células MAlll (5) fue obtenida y probada en voluntarios humanos.

Comouna posible solución para la reducción del tamaño de las

epidemias fue propuesto el control de la población de roedores. (5).

El virus Junin es patógeno para cobayos, ratones lactantes y

pequeños hamsters (16). Los cobayos fueron seleccionados para estudios
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patológicos pues reproducen la enfermedad humanaen forma bastante simi

lar aunque con manifestaciones hemorrágicas más exageradgs.

Los animales se infectan por cualquier ruta mostrando menor

sensibilidad por via oral. Los signos de la enfermedad son fiebre, pér

dida de peso y muerte entre el dia ll y 15 postinfección (PI) (17). Las

autopsias revelan petequias, grandes hemorragias en los tejidos subcu

táneos, ganglios linfáticos, glándulas adrenales y pared intestinal. En

el periodo final de la enfermedad se ven cambios degenerativos en las cé

lulas de la sangre periférica. La médula ósea muestra descenso del nú

mero de megacariocitos y relativo aumentode las células eritroides (18)

De los estudios Conmicroscopía electrónica parece que el daño

de las células sanguíneas empieza en la médula a partir del 59 dia antes

de que éstas sean evidentes en sangre periférica (19). Al dia 9Q PI los

canales de los megacariocitos contienen particulas pleomórficas de diá

metro 80-100 nm (19). Estos hallazgos sugieren una relación entre la

trombocitopenia observada y la infección (21)

La viremia es persistente con virus localizado en ganglios lin

fáticos y bazo; se encuentra virus en orina pero no en materiales fecales
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Los hallazgos de laboratorio muestran severas alteraciones en

la coagulación (21), leucopenia, linfocitosis, trombocitopenia y neuro

tropenia (22), aumentode fosfatasa ácida y alcalina (23) y lípidos plás

máticos (2h), disminución de las proteinas totales, albúmina y globuli

nas y un aumento de las /3globulinas (25),(cuadro glFueron demostradas

profundas alteraciones del sistema complementocon activación de la via

clásica (26,27,28).

La respuesta humoral a la infección con virus Junín fue estu

diada en cobayos inoculados con 1a cepa mutante XJ- Clon 3 (29). Se de

tectaron anticuerpos fijadores de complementoa los 20-30 dias PI, que

persistian por 30 dias y el nivel descendia luego gradualmente: Los an

ticuerpos capaces de neutralizar al virus aparecieron más tarde persis

tiendo por largos periodos. Se encontraron alteraciones profundas de la

respuesta inmune a otros antígenos en animales infectados con la cepa

X3 prototipo del virus Junin.

Cuando los cobayos se infectan con la cepa virulenta X3 la ca

pacidad para responder con una respuesta primaria o secundaria a anti

genos particulados (glóbulos rojas) disminuye (30).
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La inmunosupresión no se manifiesta cuando los cobayos son in

fectados con la cepa atenuada (29). Por último los cobayas experimental

mente infectados tienen una mayor reactividad a la endotoxina de ¿gene

:¿ga¿2 29;¿ (31).
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CUADRO 1

s

GRUPO ARENAVIRUS - CARACTERISTICAS

VIRUS RNA

Pm = 3,5 x ID6

Coeficiente de sedimentación:

325-500 S

DIAMETRO=-50-300 nn (media 110
138 nm)

Infactivídad es lábil a
solventes de lípidos

acido

radiación
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CUADRO 2

ASPECTOS CLINICO; Y DATOS DE LABORATORIO EN PACIENTES CON FHA

(FIEBRE

(TEMBLDRES

(DOLORES MUSCULARES

PRIMEROS SINTOHAS SINDROME (DOLOR DE CABEZA
VIRAL (DEBILIDAO

(ANOREXIA

(NAUSEAS v VOMITOS

(LEUCOPENIR(1200-3000 c61u1as/mn3)

DEL ¿i RL O2 DIA. (TROMBOEITOOENIR
OE EVOLUCION (PRDTEINURIA

(NITROGENO UREIcO ELEVADO

(DESORIENTACION

SINTOMAS NEURDLOGICOS (OELIRIOS A CONVULSIDN

(COHR

CPK,LOK Y GOT ELEVADOS.—



28

CUADRO 3 _

FIEBRE HEHÜRRAGICA ARGENTINA EN CÜBAYgg

ASPECTOS CLINICOS:

leucocitos totales 3000células /mm3

plaquetas 30000 células film:

( proteínas totales
disminución ( albúmina

C gammaglobulina

( beta glebulinas
( lípidos plasmáticos

aumento ( niveles do catapsinas
( proteínas ácida:
( actividad de fasfatasa ácida y alcalina

C subcutánea
( intramuscular

vías de - .
infección ( intraper1toneal

€ intracerebral
C oral



29

CUADRO3 (¿ontinuación) '

Sionos de la enfermedad
(fiebre

Entre 01 59 Y e“ día p°5tinf°cci6n (pérdida da peso

.fiemgo de muerto

Dependede la dosis infectante

(con 100 DLSD.1amuerta acurre con shock hipotérmico entre el

día 11! y 159 postinfección)

Vitamia

Porsistante hasta la muerta

(-ganglios.linfáticos
(hádula ¿sea

a. (hígado
encuentra «pulmones

Virus (corazón
(bazo
Cadrenales

Se excreta virus por orina pero no por materia fecal.

Lesíones hemorráqjcaa
Petequias
[quimOSÍslocalizadas o hemorragias en tejido subcutáneo,intestino
grueso y delgado,glándulas adrenales, g, linfáticos: ¡paredes es
tomacales,pulmonas,peritoneo o cavidad toraxica.



CAPITULO IV

Material y métodos
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Animale328e usaron cobayos de ambos sexos (Criadero Gutierrez) con un

peso de 250-350 gramos alimentados con dieta de laboratorio corrien

te.

Los cobayos fueron inoculados intramuscularmente con 0.2 m1

de material infectivo que contenía 100 DLSOde virus Junin. El virus

fue diluido en solución balanceada Eagle con 3%de suero fetal bovino.

.XiÏEEESeusó un stock de la cepa XJ prototipo del virus Junin consis

tente en un pool de plasma de cobayos infectados conteniendo 1 z 106’5

DL50/ml. La cepa XJ del virus Junin fue mantenida inoculando cobayos

por via intramuscular con plasma de cobayos infectados, diluida conves

nientemente en Buffer fosfato isotónico ph 7.k conteniendo 2%de sue

ro normal de conejo inactivado a 56°C por 60 minutos y antibiótico

(1000 u/ml de penicilina y 0.1 mg/ml de estreptomicina) (23)

Suero: Los cobayos fueron sangrados por via intracardiaca 7 dias an

tes de 1a infección para las muestras control y en los dias 7,9,11 y

13 postinfección. Ningún animal fue sangrado más de una vez luego de

la infección. La sangre coaguló a temperatura ambiente durante l hora

y luego a MQC.Los sueros fueron guardados a -7OQChasta su utiliza

Cióne
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Procedimiento utilizado en la titulación del comglementosórico
(según Kabat y Mayer (355).

t

La unidad hemolitica de complemento CH50se define como la

cantidad en mililitros de una dilución apropiada que lisará 2.51108

glóbulos rojos óptimamente sensibilizados sobre el total de 5 x 108

en presencia de cantidades óptimas de CaH y MgH en un buffer de

fuerza iónica 0.1%? durante una hora de incubación a 37°C en un vo

lumen total de 7.5 m1.

Buffer utilizado:

CINa 85 gr

Veronal sódico 3.758r

Veronal ácido 5.75 gr
Soluc.stock de

C12Mg l M y Clzca 0,3OM 5 ml

E20 destilada c.s.p. 2000 m1

Deberá conservarse a MOCy usarse en dilución 1:5. El buffer

diluido debe descartarse si no se usa el mismodia de su dilución.

Eritrocitos de carnero : Glóbulos rojos conservados a RGCen igual

volumen de solución de Alsever. De esta manera los áóbulos se con

servan hasta un mes 5459 guardaron condiciones adecuadas de esterili

dado
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En el momentode usarlos se lavan tres veces en solución

salina, el sobrenadante deberá ser limpido. ‘

Para preparar la solución standar' de eritrocitos el pellet

de glóbulos centrifugados se suspende en solución buffer en una con

centración tal que lml de la suspensión diluido con 1k ml de una solu

ción 0.1% de CO3Na2.

El valor de 0.700 en las condiciones antedichas corresponde

a una concentración de eritrocitos de aproximadamente1 x 109 células

por ml, si los glóbulos provienen de animales sanos.

l ml de la suspensión de glóbulos asi preparada y que contie

ne l x lO9 células, mezclada con partes iguales de la solución hemo

lísina (anticuerpo) proveerá la concentración de glóbulos sensibili

zados necesaria indicada por 1a definición de unidades de complemento

anteriormente anunciada ( 5 x lO8 células en el volumen de 1 m1 que

es la cantidad que se agrega a cada dilución de complemento cuando

se realiza su titulación ).

gemolisinazEstá constituida por el suero de conejos inmunizados con

glóbulos rojos de carnero y sangrados en el momentode máximotitu
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lo de anticuerpos. La hemolisina utilizada por nosotros provino del

Instituto Nacional de Microbiolobia "Carlos G. Malbráfi" (se usaron H

dosis hemoliticas).



ggggggigignto seguido en la titulación del complemento:

Se colocó 1.m1 de células sensibilizadas en tubos de centrï 

fuga (mezcla en partes iguales de suspensión de glóbulos rojos y he

molisina en diluciones aprOpiadas), luego solución salina en cantidad

adecuada hasta que el volumen final de reacción fuere de 7,5 m1.

Se agregó el volumen correspondiente de 1a dilucion de sue:

ro problema (complemento). Se mezcló cuidadosamente y se dejó incubar

en baño de temperatura constante a 37°C durante una hora agitando oca

sionalmente.

En general se utilizó una dilución de 1/600 para el suero

normal de cobayo y de 1/300 para los sueros de cobayos infectados en

los últimos estadios de la enfermedad. Estas diluciones resultaron en

la mayoria de los casos apropiadas para obtener valores que fueran ú

tiles para la representación de una recta que se obtiene graficando

10g: en función de log (y/l-y), siendo x la concentración relativa de

complemento expresada en ml e y el fl de hemolisis/lOO.

Se encontró satisfactorio el uso habitual de tres o cuatro

volúmenes distintos de las diluciones de complementoindicadas en el



35

párrafo anterior, pues con las mismaefue posible en general obtener

por lo menosdos puntos útiles para construir el gráfico.

Durante le preparación todas las series de tubos implicadas

en le titulación fueron mantenidas en un baño de agua helada, y los

tubos de cada serie fueron colocados simultaneamente en el baño a 37°C.
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Purificación de componentes de complemento

Los componentes Cl y C2 de cobayo fueron purificados par

cialmente siguiendo las técnicas descriptas por Tamuray Nelson ( 32 )

y Nelson y colaboradores ( 33 ).

El primer componente de cobayo (Clcob) se precipitó de sue

ro normal de cobayo ajustando el pHa 7.h y la conductividad hasta ha

cerla equivalente a la de una solución 0.0% Mde C1Na(oLok RSC).Para

ello se prepararon soluciones standard de ClNade concentraciones va

riables entre 0.01 y 0.3 M, midiendo con un conductimetro Phillips la

reistencia de las mismas a OQC.Con estos valores se construyó una cur

va standard de resistencias en función de la concentración de C1Na

(RSC).Laresistencia de las soluciones problema fue ajustada con res

pecto a la de las soluciones standard por dilución o agregado de ClNa

0.3 Msegún fuese necesario.El suero de cobayo diluido aproximadamen

te h veces con huffer POH0.005 M hasta lograr 0.0% RSCse mantuvo a

OQCcon agitación constante durante 30 minutos. Luego se centrifugó

en una centrifuga Sorvall refrigerada a 5000 r.p.m. con rotor 83h du

rante 20 minutos separando al.precipitado del sobrenadante. El preci
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pitado se realizó con Buffer POR0:005 H,C1Na0.3 M, pH ?.h y se repre

cipitó por diálisis durante h hores contra buffer POH5.005 M,pH7.h

a hoc. DeSpuésde lavar 3 veces el precipitado obtenido (con buffer

POH, 0.005 M)se redisolvió en solución de ClNa 0.3 M,P0h 0.005 M,pH

7.h en un volumen cinco a diez veces menor que el volumen original de

suero. Un procedimiento similar se aplicó para la preparación de Cl hu

manoa partir de plasma recalcificado (32).

A partir del sobrenadante de 1a purificación de Cl de coba

yo se Obtuvo C2 funcionalmente puro según los criterios de Nelson (33).

El sobrenadante cuya resistencia se ajustó a RSC0.075 fue aplicado

sobre una columna de 5 x 30 cm de DEAEcelulosa equilibrada con buffer

PCM0.005 M,pH7.h-7.5, BSC0.075. En estas condiciones C2 eluye de la

columna. El volumen eluido fue ajustado a pH 5.0 con buffer acetato pH

5.0 1My ácido acético 1M. Luego se corrigió su conductividad fijándola

en 0.075 RSCy se aplicó sobre una columna de CMcelulosa de 2.5 x 30

cm equilibrada con buffer acetato 0.02 MpH 5.0 RSC0.075. El eluato

fue neutralizado y concentrado hasta el volumenoriginal del suero em

pleado. Tanto C1 comoC2 fueron probados para determinar su actividad
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funcional y la contaminación con otros componentes de C. Las prepara

ciones funcionalmente puras tienen por lo menos 1000 ícoes más activiqt

dad del componente de C enriquecido que de otros componentes medidos

con ensayos hemolíticos.

C1 y C2 se conservaron hasta su uso fraccionados en alícuotas

en congelador de -709c.
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Valoración de C1 (Metodo de Borsos a colaboradores modificado)(3k)

Aliquotas de 0,25 m1 de dobles diluciones de‘Cl en DVBS,se

incuban a 379G durante 10 minutos, con 0,25 ml de EACH1.5 x lOs/m1

en DVBS.Luego de lavar tres veces a temperatura ambiente con DVBS,las

células EAClk se suspenden en 0.5 ml de DVBSy se añade 0.25 ml de 02

cob 50 SFU. m1. Se incuban a 37°C durante Lo minutos y se agrega 3.0 ml

de suero de cobayo diluido 1/50 en EDTA-VBS(Ó-EDTA1/50). La mezcla

Se
se incuba a 37°C 90 minutos y luego de centrirugar a 2000 r.p.m.'lee

la absorción a #12. Calculando el grado de hemólisis en base al 100%

de lisis obtenido hemolizando 0.25 m1 EACHcon 3.5 ml de agua, y una

vez deducidos los valores de hemólisis alcanzados por los testigos en

ausencia de C1 y C2 se calcula el valor de z de acuerdo a la ecuación

de Poisson, z = 1n(1-y).Z equivale según la teoria de "un impacto"

(one hit) al número de sitios promedio por cada célula y el número de \

unidades SFUde una preparación se deduce de la inversa de la dilución
\

de la preparación original que arroja un valor de Z : 1.0 ‘

Zaloración de Ch

Se incuban dobles diluciones de Ch(0.25 m1) en DVBSdurante
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1? minutos con 0.25 m1 de EACl 1.5 x 108 a 37°C. Luego se agrega 0.25

m1 de 02 cob 30 SFU/m1y se incuba a 37°C durante 30 fiinutos al cabo

de los cuales se añade qÉDTA1/50,3.0 m1 y se incuba 90 minutos a 37°C.

El sobrenadante de 1a reacción se analiza de igual manera que para 1a

titulación de C1.

WLM;
Se incuban dobles diluciones de CZ (0.25 m1) humano o de co

bayo durante 30 minutos con 0.25 ml de EAClh ( humano o de cobayo res

pectivamente ). Luego se agregan 3.0 m1 de QÉDTA1/50 y se incuba a

37°C durante 90 minutos.

La actividad de C2 se calcula de manera análoga a 1a de Ch y

C1.

gálgulo de moléculas efectivas gor m1

En número minimo absoluto de meléculas de un componente titu

lado hemoliticanente se calcula a partir del valor de unidades forma

doras de sitios (SFU)y del númerode eritrocitos en estado de comple

jo intermediario en el sistema.

N9 moléculas efectiuas/ml z SFUx loa/nl
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Ialoraciég del nivel total do complementohumano

Para el análisis de las muestras en los estudios clinicos la actividad

hemolitica total de C fue valorada con la técnica Kent y Fire (37).Los

valores normales en suero humanode acuerdo a esta técnica fueron :227

unidades CHSO/m1(190-257).
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Valoraciones hemoliticas de los coaponegtgg

Para la valoración de 01,02 y CHse siguieron los métodos de

lineados por Borsos (3h) y Buddy y Austen (35). Los buffers empleados

se prepararon a partir de soluciones stock de acuerdo a Mayer (36).

aglución Veronal 5;

Veronal sódico 10.19 gr

Na Cl 83.0 gr

Disolver en 1.5 1 H20

Ajustar a pH 7.3-7.H con aproximadamente 35m1 de HCl 1.0 N

Enrasar a 2.0 l.

Solución EDTA0.1 M.QH 22h

EDTAdisódico 37.22 gr. Ajustar a pH 7.3 con NaDH 1.0 N.

Enrasar a 1.0 1.

Solución Stock de Ca'M Mg+*

0.15 H CaClz

1.0 M MáClZ

Egg (solución de reposición semanal)

100 ml Veronal 5x



0.5 ml Solución stock Ca**Mg+*

0.5 g gelatina disuelta en agua

Aguadestilada cantidad suficiente para 500 ml

mas

50 m1 Veronal 5x

0.5 ml Solución stock Ca+*Mg**

0.25 g gelatina disuelta en agua

12.5 g deztrosa o glucosa

Aguacantidad suficiente para 500 ml

EDTA-VER

100 ml Veronal 51

50 ml EDTA 0.1 M

0.5 g gelatina disuelta

Agua c.sp. 500 ml

Pregaración de complejos celulares intermediarios

EACl cob

“3

Los eritrocitos ovinos (E) lavados h veces y sensibilizados

con anticuerpos antiE, 10 unidades, (EA), fueron ajustados a concen
O
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a tración l x 109 según fuera descripto previamente (36). Las unidades

hemoliticas SFU(unidades formadores de sitios) fueron'las definidas

por Borsos y colaboradores (3k); una unidad SFUes la unidad capaz

de provocar un sitio (S) activo por célula (3k).

Para preparar EACl/S m1 de EA 1x 109/ml en DVBSse incubaron

15 minutos a 37dc con 1000 SFUde c1 cob diluido en DVBS.

Las células EACl, lavados 3x con DVBSa temperatura ambiente

se ajustaron a l x 109/m1 conservándose hasta su uso a HQC(estos com

plejos intermediarios son activos 2k horas). Al realizar la titulación

de Ch, las células EAClse ajustan a 1.5 x loa/ml.

EACl cob k hum S35)

Se mezcló un volumen de EA lx 109/m1 con un volumen de Cl

cob conteniendo 1000*SFUy se incubaron a 379C,10 minutos. Luego se a

ñadió 5 volúmenes de suero humano diluido 1/25 en EDTA-VBSy se mantu

vo a ODC20 minutos. Luego de lavar dos veces las células con EDTA-VBS

centrifugando a 2000 r.p.m. en una centrífuga Internacional refrigerada

a MQC,se suspendieron en DVBSa 1.01 109 EACH/ml. inmediatamente antes

de su uso se agregó igual volumen de Cl 50 SFU/ml y se incubó la mez
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cla a 37°C durante 10 minutos. Las células EAClcobkhumse lavaron 2

veces con DVBSa temperatura ambiente y se suspendieron a 1.5 x 108

EAClh/mlpara la titulación de 02 humano.

EAClk z E¿g&_ggg

Se suspenden EA (lx 109/m1) en DVBSy se enfrian a 0-29C en ‘

baño de hielo.Luego se añade 0.3 m1 de suero de cobayo fresco, a OQC

por'cada m1 de EA 11 109/m1. La mezcla se agita y se mantiene a OQC

por 6 minutos. Luego se lava 2 x con DVBShelado y se suspende en VBS.

Con el fin de decaer las células que hayan alcanzado esta

do EACIHZo más avanzado, se incuban a 37°C durante 90 minutos, al ca

bo de los cuales se lavan dos veces con DVBSy se suspenden en DVBSa

1.o 1 109m1 mom.

Para preparar EACHcob, se suspenden 10 m1 de EAClh cob 1 x

109/ml en EDTA-VBSy se incuban a 37°C 10 minutos.

Luego de lavar dos veces con EDTA-VBSy dos veces con DVBSse

suspenden hasta su uso a una concentración de 1 x 109/m1 y se conser

van a RGC.Para titular C1 o sus subunidades se diluyen hasta obtener

81.5 I 10 EACH/ml.



Método de purificación de Clg

Para el aislamiento de este subcomponentese áiguió una modi

ficación del método originalmente descripto por Yonemasuy Stroud (k1).

A 100 ml de suero humano normal se agregaron lo m1 de solución

de EDTAO.M,pH 7.5 y se dializaron contra 1000 ml de EDTA0.01% M,pH

7.5,RSC 0.035, durante 15 hs a #90, cambiando una vez el liquido de dia

lisis. Se centrifugó la suspensión a 2000 r.p.m.,Á9C durante 30 minutos

en una centrífuga International PR2y al precipitado obtenido se lavó

una vez con EDTA0.01% M. Luego se disolvió con 20 nl de buffer de ace

tato, pH 5.0, 0.02 M,0.75 MClNa. Bata solución se reprecipitó por diáli

sis a #90 contra IBOOml de EDTA0.06 H,pH 5.3 RSC0.065 durante 2 horas,

cambiandoel liquido de dialisis y prosiguiendo la mismadurante 2 horas

adicionales. Luego se centrifugó a 2000 r.p.m. durante 20 minutos a #96,

se lavo 2 veces con el mismobuffer y se disolvió en 8 ml de buffer Pou

0.005 M,pH7.5, 0a75 H ClHa. La preparación de Clq se conservó dividida

en alicuotaa y congelada a -709C hasta su uso.
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Valoración de comgonentes de comglementogporAiggunodifusión radial

Se empleó la técnica de Mancini, Carbonara y Hbremans (38) pa

ra inmunodifusión radial, utilizando comosoporte Agarosa (Seakem, o A

garos A 37,L' Industrie Francaise Biologique,Genevilliers) 1.2! en solu

ción salina buffereada con fosfatos,0.01 M,EDTA0.01 M. Los antisueros

monoespecificos fueron obtenidos inyectando los antígenos proteicos pu

rificados en conejos por via intredérmica o subcutánea. Estos fueron con

trolados inmunoelectroforéticamente y cuando fue necesario absorbidos.

El antisuero anti C3 se preparó por inyección de C3 absorbido a Zymosan

(39) y el suero anti Ch se obtuvo por inyección de los precipitados es

pecificos Ck-antick obtenidos por inmunoelectroforesis en agar.Comorefe

rencia para estas valoraciones se utilizó un pool de 10 sueros humanos

normales al que se le atribuyó un valor relativo de 100%.Los resultados

se relacionaron con los valores obtenidos con el suero standard y se ex

presaron comoporcentajes del valor del pool normal (SN).

La cantidad de antisuero monoespecifico incluído en el medio

de agarosa se selecciónó en base a 1a potencia del antisuero y a 1a con

centración del antígeno a medir,
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Preparación de Z:

La inactivación de C3 en el suero de cobayo o‘humano se obtu

vo por tratamiento de un pool de los mismos con zimosaníSfi).

La suspensión de zimosan en 10 ml de solución salina durante a

media hora (30 minutos de hervor). Centrifugar. Descartar sobrenadante

y resuspender el sedimento en 100 m1de solución salina. Esta constitu

ye la suspensión stock que contiene l mg de zimosan por ml y puede guar

darse hasta el momentode su uso a hoc. Previamente a sn utilización se

rá necesario agitarla convenientemente, pues es de suma importancia el

hecho de que las particulas de zimosan se hallen perfectamente diSper

sas.

Dado que el suero de cobayo tiene alto titulo en C3 será ne

cesario utilizar por lo menosquince veces la cantidad recomendadapara

inactivar el C3 en suero humano, o sea 1.35 ml de la suspensión stock

anterior por cada m1de suero. Esta cantidad dependerá, en última ins

tancia de la actividad de C3 que posea el suero y también de la activi

dad del zimosan empleado. La cantidad requerida de solución stock de zi

mosana utilizarse se centrifugó descartándose luego el sobrenadante.El
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pellet obtenido se lavó dos veces coñ buffer complemento y con 1 m1 del

pool de sueros y se resuspendió la mezcla cuidadosamente. Se incubó a

37°C en baño de agua durante una hora, agitando ocasionalmente. DeSpués

del incubado se centrifugó y el pellat se usó para inocular los conejos.
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Inmunoelectroforesis:

Para los estudios de inmunoelectroforesis, se empleóla técni
t

ca de Sheideggor (ho) utilizando buffer de veronal- CIB ph 8,6 g fuerza

iónica 0,05 ; EMA 1o mn.

Egocedonciade los antisuoros monoesggcificos utilizados:

anti
anti
anti
anti
anti
anti

anti

anti

anti

anti

anti

anti

Ch humano
Clq '
Clr ' Preparados en nuestro laboratorio
C1: '
Cl inh ,'
C3 cobayo

factor B humano Laboratorio Behringverke

C3 humano Laboratorio Inmunoqnenia

Clq humano Dr c. L. Christian

C3 inactivador Dr P. Lachnann

Ch cobayo Dr M. Franck

K de cobayo Dra D. B. Budzko

C5 humano Dr A. Dalnasso
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Técnica para 1a bfisgueda de complejos inmunes circulante ; con Clq

125
marcado con I z ¡

Se usó el procedimiento descripto por Zubler y colaborado

res (N2).

Pzgpgrgción de engimas lisosonales de cobazo; (#3):

A cuatro volúmenes de sangre de cobayo se agrega un volumen

de EDTA10 í en agua y se mezcla con un volumen de Dextran 250 el 6 S

en solución salina. Se sedimenta a 37°Cdurante ho minutos, se centri

ruga y las células se lavan dos veces con solución salina. Se lisan los

glóbulos rojos con ClNHh0,75 gr fl en buffer Tris 0,02 H ph 7,2-7,h

durante tres minutos. Se ajusta la concentración de polimorfonucleares

a lO8 / m1y se procede a lisar las celulas con seis ciclos de congela

ción y descongelación. La preparación se centriruga a 5000 rpm durante

30 minutos en frio. El sobrenadante limpido se guarda a -70°C hasta su

1.1300

Método de determinación de proteinas z

Se usó el procedimiento de Folin-Ciocalteu, modificación de

Lovry (¡+10.



Cromatografía en columna de SephadeX'G-200:

Se empleó una columna de 2,5 cm X 65 cm sobre_la que se apli

c6 0,5 m1de suero de cobayo experimentalmente infectado con virus Jn

nin correspondiente al die 1k post-inoculación. La elución se efectuó

con buffer de boreto 0,25 H ph 8.



CAPITULO V

Alteraciones del sistema complemento

en la fiebre hemorrágica argentina

experimental del cobayo



La Fiebre Hemorrágica Argentina puede producirse experimental

g

mente en cobayos infectándolos con virus Junin y en algunos aspectos la

enfermedad inducida se asemeja a la FHAespontánea humana (16).

En otras fiebres hemorrágicas (M5) se han observado alteracio

del sistema C similares a las de las de la FHA,coincidentes con la ac

tivación de la coagulaciion (ll). En este caso se discutió el papel de

los productos de fragmentación de C en la producción de shock (MS).

En este capitulo se presentarán las evidencias de activación

del mecanismo clásico del sistema C en cobayos experimentalmente infec

tados con virus Junin.

La producción de lesiones de carácter inmunológico inducida

por anticuerpo o complejos antígeno-anticuerpo requiere generalmente

la participación de mediadores. El sistema C, presente en el suero, es

un potente generador de los mismos.

Ya en trabajos previos Budzko y colaboradores (26) habian de

mostrado un descenso del nivel de C total y productos de degradación del

componente C3 en el estadio agudo de la enfermedad del cobayo.

El descenso del nivel total de C en ausencia de una deficien
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cia congénita de alguno de sus componentes puede deberse a : consumo por

via clásica o alternativa, alteraciones en el metabolismo o a cambios en

la distribución en los espacios intra o extraVasculares.

Una de las maneras de poder discriminar cuál es el mecanismo

implicado consiste en realizar la medición de los comoonentesiniciales

C1, Ch, C2, C3 cuyos descensos en caso de ocurrir nos indicarian una po

sible activación de la vie clásica.

Comoanimales de experimentación se utilizarosn cobayos de al

rededor de 300 gramos de peso. Los animales se infectaron con 100 DL50

(ver "Material y métodos) de virus Junin.

Con la dosis de virus empleada la muerte de los cobayos se pro

dujo entre los dias 12-15 PI revelando la autopsia hemorragias y pete

quias en piel y suprarrenales.

El nivel de C total y los componentes Ch y C2 se midieron por

técnicas hemoliticas expresándose los resultados en unidades hemoliticas

al 50% (CHSO) y en unidades formadores de sitios (SFU) para CHy C2.

Clq y C3 se valoraron por inmunodifusión radial empleando anti

Clq humano (con reacción cruzada para Clq de cobayo) y anti C3 de coba
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yo. Los resultados se expresaron en unidades porcentuales con respecto

a un poolde suero normal.

En la tabla l se presentan resultados de las valoraciones de

los componentes iniciales durante el periodo sintomático de la enferme

dad. Hasta el dia 7Q PI los componentes C1q,Ch yC2 se mantuvieron den

tro de los limites normales. En el dia 9QPI se alcanzaron los valores

más bajos del componente CHextendiéndose este marcado descenso a todos

los animales en los dias posteriores.

En el dia lHQ PI, se sangraron nuevamente los animales sobre

vivientes comprobándosela persistencia de los descensos observados.

Este perfil con Cl bajo, Ch muy descendido y disminución de 02

es un perfil característico de acciveción de la via clásica.

En la figura 6 se representa el estudio completo del nivel he

molitico total y los componentes iniciales, donde se puede apreciar la

evolución paralela de los mismos.

Los resultados de este estudio sugieren la activación del me

canismo clásico. Esta puede ser el resultado de 1a interacción de Clq

con complejos inmunes, aunque la,presencia de enzimas proteoliticas ac
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tuando directamente sobre C1 pueden producir resultados similares.

Cabe agregar que la búsqueda de complejos inmunes Solubles re

sultó negativa pero fué hecha en sistema heterólogo, es decir usando un

Clq radiactivo de origen humano(H6).
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TABLA 1 ¡

CHSO c1q. c4 c2> c3

u/ml . zm SFU/ml SFU/ml zu __.

ESEECCIÜN +275 ¿no st50359 7139 102
. - 12 —7 - 4796 ¿.304 1.5(18)

posr
INFECCION

oía 72 (4) 272 90 63125 6365 +801-20 116 - 21251 - 354 - a

1.

Dfa 99 (s) 124’ s7 22140' +3240' + 531 43 111 Í 7862 -1154 __13

I
Dra 112 (5) 190' 64 233zí* 5305‘ + 72i 22 1 6 - 3722 - 327 —10

i
oía 13 n (5) 165’ *7¿*' ‘1617¿* 5035 +70i 29 —9 — 3924 - 857 - 5

a p<0,05
l p<0,01
* p40,001

Perfil del sistema C en la FHAexperimental:
res medios con su error, de las valoraciones
total y de los componentes Clq, C4, CZ y C3 e
en el perlodo agudo de 1a enfermedad. Entre panlmales por grupo.

se presentan los valo
del nivel hemolítico
n los sueros infectados
aréntesis el número de



58

FIGURA 6
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CAPITULO VI

Inoficioncia hemolítica del componon

te Ch del suero de cobayos experimen

talmente infectados con virus Junin
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En el capitulo V se demostró que en los períodos finales de la

enfermedad experimental del cobayo inoculado con virus Junin (FHAexp)

se observa un marcado descenso del complemento sérico total, de la con

centración proteica de Clq y C3 y de la actividad hemolitica de Ch y

C2. El objetivo de estos estudios es discutir la disociación existente

entre los niveles funcionales del componente CHy su concentración pro

téica en el suero de cobayos con FHAexp.

Se usaron cobayos de aproximadamente 300 g de peso inoculados

con lOO DLSOde virus Junin, cepa X3, prototipo (ver "Material y Méto

dos).Las muestras se recogieron en el dia 119 PI y en los días 7Q, 9Q,

119 y 13Q PI. El componente Ch fué medido con técnicas hemoliticas uti

lizando complejos intermediarios. Los resultados se expresaron en unida

des formadoras de sitios (SFU) o en valores porcentuales con respecto

a un pool de sueros normales. Tambiénse cuantificó el contenido anti

génico de Ch empleando métodos de mnmunodifusión radial utilizando sue

ro de conejo anti Ch de cobayo monoespecifico, expresándose los resul

tados en %del valor normal.

Al calcular el cociente Ch hemolitico/Ch antígeno se observó
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que dicha relación desciende significativamente y en forma progresiva al

canzando valores de aproximadamente 30%del inicial en el día 139PI, fiq

gura 7. Esto revela una notable disminución en la eficiencia hemolítica

de Ch en los animales infectados, requiriendo mayor concentración protéi

ca de este componente para alcanzar un nivel hemolítico determinado, fiq

gura 8. Es interesante notar que de acuerdo a los datos presentados en

el capitulo previo Ch es el componentede actividad hemolítica más afec

tado en la FHAexp. En condiciones normales, el titulo lítico de Ph en

suero es correlativo a la concentración protéica, pues los productos de

degradación tienen vida menor que el Ch nativo (fíg 9).

La acumulación de Ch funcionalmente inactivo en los cobayos

infectados con virus Junín puede deberse a la gran producción de frag

mentos de degradación durante el período agudo (día 9 PI) subsecuente

a un aumento inicial en el tenor de Ch antes del período sintomático

de la enfermedad (dia 7 PI y anteriores).
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Evolución de los niveles funcionales y concentración proteica del
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FIGURA 9

suero de cobayo
infectado

normal

Presencia de productos de degradación del componente CA, en
el suero de cobayo infectado con virus Junín, con mayor mo
vilidad electroforética.



CAPITULO VII

Mecanismosde activación del sistema

complementoen la fiebre hemorrágica

experimental del cobayo



Todo lo expuesto en los capitulos V y V1 de esta tesis puede

ser compatible con una activación desencadenada por complejos inmunes

comoen el caso del dengue asiático. Sin embargo, en el dengue, la acti

vación ocurre en individuos sujetos a reinfecciones con altos titulos de

anticuerpos entiviralesly complejos inmunes circulantes (H5). En el ca

so de la FHAcon técnicas convencionales no se habian demostrado anti

cuerpos antivirus Junin y existe evidencia de un estado de inmunode

presión (30).

Por causa de estos hallazgos decidimos investigar que otros

factores podrian determinar la activación de C con persistencia de sus

productos de degradación o componentes inactivos.

Para esto estudiamos el efecto del suero de cobayo infectado

(Scob FHA)sobre la actividad de C de sueros de cobayos no infectados

(Scob N) o sueros humanos normales (SHN).

En la tabla 2 se demuestra que el Scob FH? consume el C de

sueros normales siendo más activo sobre el suero humano, La reacción
s

requiere incubación a 379G.

Con el fin de averiguar si el consumode la actividad hemo



litica ocurría a través de la via clásica se estudió el efecto de la in

cubación de diferentes diluciones del Scob FHAsobre el suero indicador

(SHN) evnluando el consumo total de C y de CH.

Los resultados presentados en la Tabla 3 demuestran que hubo

activación a través de la via clásica comoen los cobayos infectados

"in vivo".

Se investigaron algunas caracteristicas del factor/es actiq

vante de C en Scob FHA, demostrando su termoestabilidad a 569G (Tabla

h). Luego se trató de establecer si se trataba de complejos o agrega

dos de alto peso molecular, para lo que se ultracentrifugó Scob FHAa

82000 g durante l hora y se demostró que la actividad inhibitoria per

sistia en el sobrenadante (figura10). Al estudiar el perfil de elución

de Scob FHAen una columna de Sephadex G-200 (figura ll), la actividad

inhibitoria eluyó entre la albúmina y la hemoglobina, excluyendo la po

sibilidad de que se trate de complejos de alto peso molecular.

En cuanto a los requeüWmientos para que la reacción suceda,

se estudió en primer lugar la.acción de agentes quelantes de Ca*+yMg**

(EDTAy EGTA). Los resultados presentados en la Tabla 5 demuestran que
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la reacción de consumo es Ca*tMg*+dependiente.

Para evaluar la posibilidad de que este factor‘inactivante e

jerza su efecto en forma directa sobre Ch salteando el paso de activa

ción de Cl, se estudió su acción sobre sueros indicadores carentes de

Cl. Los resultados de la Tabla 6 demuestran que 1a integridad del pri

mer Componentees indispensable para evidenciar la acción inhibitoria

de Scob FHA, ya que no hay consumo de Ch en sueros deficientes en Clr,

ni en suero calentado a 569Gpara destruir Cl.

Los resultados presentados demuestran que en la FHAexp.hay

activación de C con compromisode la via clásica. Esta activación no

parece estar relacionada a la presencia de complejos inmunes circulan

tes comolo indican los experimentos "in vitro" que demuestran que la

actividad inhibitoria de C no se relaciona a sustancias de alto peso

molecular.

La causa de la activación de C no se ha establecido aún, pero es de in

terés destacar que extractos leucocitarios ricos en enzimas lisosomales

tienen una actividad similar sobre el C sérico, en cuanto al consumode

Ch y al papel de Ca**y Mg*+(Table 7 y 8). En la FHAexp se han demostra
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do enzimas lisosomales eirculantes durante el período agudo, probablemen

te comoconsecuencia de 1a destrucción de leucocitos polímorfonucleares

(23).

De todas maneras el hecho de que ocurra en la FHAexp.un fenó

menode activación masiva del sistema C puede ser un factor de importan

cia determinante en la activación de los macrófagos, en cambios de la

permeabilidad vascular o en la activación de la coagulación.



TABLA 2

‘

Efecto de la incubación gg Scob FHAsobre la actividad hemolítica de

SHN z Scob N

Incubación S Lisis SHN 1 Lisia 5 cob N.__--,. -__

I hr 37ÍC ÜÜC 379C OEC

Scob FHR 1.4 74 47 77

'Buffor VBS 38 7B 63 75

So incubó Scob FHA(pool de suaro de cobayos infectados con 100 DlSU

9! dia p.i.) diluido 1/10 con buffer veronal-salino pH7.4,con suero

indicador de cobayo normal 1/5 o humano normal 1/2 a 379G o a BECdu

rante 1 hora y se determinó 1a capacidad litica residual (fi do lisis)

on comparación con los mismos sueros indicadores en ausencia de Scob

FHA.



TABLA 3

Efecto del suero gs cobqio FHAsobre la actividad hemolftica total

y al título de C4 de suero hggeno normal indicador

Incubación, 1 hr 37cc caso c4:

SHN 1/2 u/nl SFU/ml

Scob FHA 1/20 sc 650

1/40 se 1050

1/30 77 2165

ves 114 1750 '

Incubación del suero de cobayo infectada con virus Junín,
en distintas diluciones, con suero indicador de activación
del sistema C (suero humano normal). Se observa un consumo
dependiente de la dilución usada con participación de com

I l . . .ponentes de 1a Vla c1a51ca (C4);



Efecto del calentggfiento

TABLA 4

sobre 1a actividad

76

inhibitoria de Scob FHA

Incubación,1 hr 379G CHSO C4

sun 1/2 u/ml SFU/ml

Scob FHA 1/20 63 650

Scob rHA 1/20, senc 50 725

Scob n 1/20 137 1337

Scob N 1/20, sssc 108 1100

vas 115 1750

Se incubó suero de cobayo FHA o
I

suero normal de cobayo(&oLN),
calentados (56°C, 30 min) y sin calentar) con suero humano
normal (SHN). Se determinó el nivel hemolítico total (CHSO)
y C4 en comparación con el mismo suero indicador incubado
en ausencia de Scob FHA.
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¡FIGURA 10
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FIGURA 11 ‘
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TABLA 5

Efecto do agentes quelantes sobre la actividad

inhibitoria de Scob FHA

SHN. cnso (u/ml) c4 (SFU/ml)
incubado H-H HW

°°" Ca,ng EGTA EDTA Ca,ng EGTA EDTA

Scob run 75 169 187 550 3070 3330

vas 127 146 153 1750 2950 3513

La incubación se llevó a cabo como en los otros experimentos con;
6 sin 0,01 M EGTA6 EDTAsegun el caso, con el agregado de iones
Ca + y’Mg al terminar 1a incubación.Luego se tituló 1a actividad
residual.



TABLA 6

Necesidad de la integridad de C1 an al suero indicador para 1a

inactivación do C4 por el Scob FHA

Reacción con: SHN SHN,569C SH Cer

Scob FHA 1050 ‘ 2710 35000

vas 5150 2410 33000

x : SFU/ml , c&

El suero humanonormal se hizo deficiente en C1 por calentamiento a

562€ 30 minutos e se empleó suero de un individuo congénitamante de

ficiente en Clr.



TABLA T

Efecto de la incubación de enzimas lisosomales de PMNcobayo sobre

la actividad hemolftica de SHNz Scob N

Reacción SHN- Scob N
1 hora

379€ con: CHSO C4 CHSO Ci
u/ml SFU/ml

c L cob 1/2 14 54000 193 37000

1/4 17 53000 217 43000

1/0 25 65000 250 40000

1/15 40 70000 250 49000

vas 51 04000 255 54000

Se procedió igual que en los otros experimentos, reempla
zando el Scob FHApor enzimas lisosomales de leucocitos
polimorfonucleares de cobayo (E L cob)¡



TABLA 8

Efecto de agentes qgggantes sobre la actividad inhibitoria gg

enzimas lisosomales de PMNcobayo

CHSD(u/ml)Reacción

con: ++ ++
Ca Hg [GTA [DIR

Enz.lis.
cobayo 65 134 130

VBS 131 146 153

Las mismas especificaciones que para la. tabla 5, reemplazando
Scob FHApor E L cob‘ al igual que en la tabla 7..



CAPITULOVIII

Alteraciones del sistema complemento

y 1a respuesta humoral anti-virus

Junín en la fiebre hemorrágica argen

tina
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En la patogenia de diversas enfermedades virales se ha demos

trado la participación del sistema C. En el modelo experimental de FHA

en el cobayo se demostró una activación conjunta de los sistemas C y co

agulación (21,55). La activación de C en los cobayos involucra la via

clásica (27) comose demostró en el capítulo V de esta tesis.

En la enfermedad humanalos anticuerpos antivirus Junin se de

tectan generalmente h a é semanas de establecidos los sintomas; esto es

relativamente tarde en el período de convalescencia de la enfermedad (50)

Se ha mencionado también una posible participación de mecanismos inmu

nopatológicos en la FHA(56).

En este capitulo se presentarán los resultados de la investi

gación efectuados sobre la participación del sistema C en la patOgéne

sis de la FHA.Esta problema se encaró realizando el estudio secuencial

de las alteraciones del sistemdc y su correlación con las diferentes

formas clinicas de la enfermedad y con la aparición de anticuerpos an

tivirus Junín detectados por la técnica de inmunofluorescencia. Esta

parte del trabajo se realizó en colaboración con el equipo del Dr. Ara

na (10). '
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Se-estudió el nivel hemolitico de C y de los componentes CH

y C2 y la concentración protéica de los componentes de la via clásica

Clq, Clr, Cls, Ch, C3, CS, factor B de la via alternativa, el inhibidor

de Cl y el inactivador de C3b (C3b INA) en 19 pacientes con FHA. El cua

dro clinico de la enfermedad fué grave en 5 casos (FHA-G), moderado en

5 (FHA-M)y leve en 9 (FHA-L) (cuadro H). El diagnóstico, clasificación

de los pacientes y fecha de iniciación de la enfermedad se realizó con

criterios clinicos, de laboratorio y epidemiológicos. Se obtuvieron por

lo menos tres muestras de cada paciente entre el dia 7Q y 169 de evolu

ción y luego de l y 2 meses de comenzada la sintomatología.

El nivel total de complementoy el titulo hemolitico de C2 se

determinaron con técnicas funcionales y los componentes Clq, Ch, C3 y

CS se valoraron por inmunodifusión radial expresando los resultados

en unidades porcentuales con respecto a un pool de suero humanonormal.

En las muestras de los dias 9 y ll correspondientes a los pa

cientes con FHA-GyFHA-Mse observaron descensos del nivel hemolitico

total, C2 y de la concentración protéica de C3 y CS que oscilaron entre

20 y 60 %de los controles. Luego de dos semanas de evolución, las ci
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fras se normalizaron o dieron valores superiores a la media normal. En

cambio los pacientes con FHA-Lpresentaron valores normales del C total

con descenso moderado de C2, C3,y C5 (tabla 9 y lO). En los pacientes

de los grupos con FHA-My FHA-Gla evolución de los niveles de Ch mostró

una tendencia inversa a CHSOy C3 observándose valores elevados en las

muestras iniciales. En los sueros de pacientes con FHA-Gse comprobó 1a

presencia de productos de degradación de C3 y del factor B de la via a1

ternativa durante la fase aguda de la enfermedad (figura 12). Se inves

tigó la presencia de complejos inmunes solubles con la técnica de fija

ción de Clq radioactivo. Se demostró material reactivo con Clq en solo

cuatro sueros de los 19 pacientes investigados. La presencia de este ma

terial no tuvo ninguna correlación aparente con otros parámetros clini

cos ni con el estadio evolutivo de la enfermedad, apareciendo en tres

de los pacientes en el pariodo de recuperación clínica y de laboratorio.

La caracteristica sobresaliente del perfil de los componentes

de C estudiados en los pacientes con FHAmoderada o grave en etapa aguda

fué la alteración de la relación C3/CH(FHAO.h7;normal O.8-l.2). Esto

es diferente a lo observado en la mayoria de los cobayos experimental
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_mente infectados con virus Junin. Si bien el mecanismo en Juego no es

claro estos resultados contrastan con los descritos en otras fiebres he

morrágicas virales comoel dengue asiático (consumo por complejos inmu

nes) (figuras 13, 1h y 15) y (tabla ll).

Se tituló hemolíticamente al componente CH y como se detalla

en la tabla 12 se encontró una ineficiencia hemolítica semejante a la

demostrada en los cobayos infectados con virus Junin.

Entre los dias 12Qy 179 después de la aparición de los pri

meros síntomas, casi todos los pacientes que sobreviven presentan an

ticuerpos antivirus Junin detectados por inmunofluorescencia coinciden

temente con el comienzo de la mejoría clinica (tabla 13). La figura 16

muestra la imagen de inmunofluorescencia obtenida con células BHK/2l, in

fectadas con virus Junin en la que se apreiza el citoplasma cargado de

nódulos fluorescentes que le dan un aspecto característico.



CUADRO 4 *

|
DATOS CLINICOS Y DE LABORATORIO EN PACIENTES CON FH}

ESTADIO DIAS DE EVOLUCION

Agudo temprano hasta día 11!

Agudo tardío 12! a 20!

Convalescencia 21! a 60!

Grados‘ Obseroáoionea

- plaquetas SOOÜO/mm3

leucocitos lAOO/ma3

severo o grave proteinurïa 3 gr/l
confusión mental,
ataxia severa,convu1
siones.

- plaquetas soooo-eoooo/m3
leucocitos 1500-2500/“3

moderado proteinuria lgr/l 3 gr/l
ataxia modarada,temblor de
lengua

- Trombocitopenia,leucopenia

leva proteínuria lgr/l o ausen
te,sin compromisoneurolfi
gico o poco temblor de len
gua



ESTUDIOSDECOMPLEUEHTOEHPACIENTESCONElmDURANTEELPERIODOAGUDOTEHPHAHOX

GradoUC

laCHSÜClqClrC19C40203C5ÜClinhCSinb

enfermedadnu/m]“,¿n36H35HsáNSFU/mlsinsan3m",¿ngar-.1 Fevera137-"57po971693-¿20*64°37*10797 “aI15—15.430,43—27—27—9-5¿11¿a

10593112122157i375H92°+72“}1814469

“‘ÜL'Cm‘J“—2516-15¿33Ï15—77-9—15422¿545

+

-!

+I

.i.

ID

leve9-94.4.4.

3¿01115ilü+695°75;75%07¿20‘79 l-l2-15—12—139—6¿7-9-19-11

51+“?

1019010310429899918696
++.¡..¡.+.¡.

2??+4-6-3—9—5459.4—7-645—11

normales10-14

xLosSucrosseobtuvierondepacientesconFHAenlosdias6-11deevolución.Fueronprocesadospor

inmunodiFusiÓnradial(Clq,Clr,Cls,Cü,C3,CS,D,ClinhyC3inh)yportécnicashemoliticus(CHSO, 02).L05resultadosdelainmunodiFusiónradialseexpresancomolamediadelasmedidasporcentualos.

*p(0.001°p(0.01es?p<0.05

TABLA 9
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TABLA 10

Nígéí-¿J Comglemento en FHAhumana (días 6! - 119 de evolución)

( resumen )

Brad” d” cuso c4 c3 c5la enfer
nedad _ __._. ¿n v/nl gn; un zu SN

severo 4 137315*' 169Í27' 6419. 47
I

moderado 5 185325 157É15 6219 72i- i’

leve 3-9 212126 116112 7516* 751
+normales 1a-12 227i—6 1031 s gata 99- 7

1. p<0,001 . p<0,01 n»pgoms
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TABLA 11

Relación CS/Cd en sueros de pacientes con FHAen el período agudo

temgrano.

03/04

Grado de le enfermedad .- n media t ES

severo. 4 0,36 t 0,005 x

moderado 5 0,46 Ï 0,12 x

leve 9 0,70 Í 0,09 x

normales _ 16 1,17 Ï 0,08

x p (0,001

La relación de le concentración de CS a C4 medida por inmunodifu»

sión radial se realizó individualmente en las muestras de pacien

tes con FHAobtenidos entre los días 6-11 de euolucidn.Se consig

nan las medias i el error standard
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FIGURA 13

fi/ 7L-____ —

CHso

__"TL;Ü’_’ Prat-ï . l
mm or l Plaquetas
6 10

——Proteínuría

._fiLn¿_L_ —.—Leucocítos
' so15 _ 24

Días de Evolución
14

Perfil evolutivo de C3 y C4 en un paciente con
FHAgrave r valoración de 03 y C4 por inmunodifueión
radialm Resultados expresados comoporcentajes de un
_pool de sueros normales
CHSOr nivel total de C'hemolítico
ac. antimn r anticuerpos anti-virus Junín medidosporinmunofluorescenciah
cyr. r células redondas en.orina¿



dl, °"‘--í¡_í
.J L 0'"<

z LZ
o ‘ J 4 A; 71' l III! 4 _____z ..

o Í I CHSO

0‘ Í f',—\
100i! \

l

LI;-_.;__-._- .J_ jl'l II¡_ J
ec. I

Ï J t 41,1Í fill]+
c T f + + + + .

"‘ "_' fl” 'rxghvp m 4#
' ' ' Lx10’ Pro!

mm’ Orll

- _15° y s w
9 E I'
X
n- E 100 _ z 3 5‘\ /'

"D

TI —-_-.--L - fin _¡__> /____J_
o 4 s 1 s u w 4 so

¡PLASMA

FIGURA 14

Días de Evolución

87

Perfil evolutivo de C3 y C4 en un paciente conv
FHAmoderada (simbolos y abreviaciones igual que
en 1a figura 13 )
iPLASMA : inyección.de 250 cc de plasma inmune (no
altera ninguno de los parametros medidos)
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FIGURA 15
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TABLA 12‘

s
Relación C4 hemolftico e C4 antígeno en el suero de pacientes

con FHAen el período aoudo temprano.

Grado g __
de la can/ca IDR pacientes con
enfermedad media t ES C4H/C4Ag< 0,65

+
Severo 0,50 - 0,13 3/4

+
moderado 0,54 - 0,13 3/4

4.leve 0,89 - 0,07 0/4

1 error standart de la relación del título hemolItico..Il Valdres medios

expresado en unidades porcentuales a 1a concentración de C4 medida in
nunoqufmicamente (C4H/C4 IDR) fue calculado para cada muestra de sue
ra FHAobtenida en el período agudo temprano.

Ei E1 número de pacientes con el CdH/Cá IDR<(0,65 está dado en el nume
nador y el número de pacientes estudiados en el denominador.
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FIGURA 16 91

Inmunofluorescencia indirecta de células BHK/21(riñon de
hamster recién nacido) infectadas con virus Junín.
Aumento original X 640,
Las células fueron tratadas con suero de un paciente con
fiebre hemorrágica argentina (17 días despues del comien
zo de los síntomas). Luego fueron incubadas con un suero
anti-gamma globulina humanamarcada con fluoresceina,
Se obtuvo una imagen positiva, con nódulos citoplasmáticos
de fluorescencia específica,



CAPITULO IX

Discusión y conclusiones
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Los resultados presentados en esta tesis indican que la dismi

nución de la actividad hemolitica observada en cobayos infectados expe

rimentalmente con virus Junin (FHAexp) (26) ocurre por activación de la

via clásica del sistema complemento(C).

El perfil de C de los cobayos infectados recuerda al modelo

observado en la fiebre hemorrágica asiática (dengue) (M5) pero con un '

mayor descenso del titulo de CH. Sin embargo, en el dengue, la activa

ción ocurre deSpués de infecciones a repetición cuando están presentes

altos titulos de anticuerpos contra el antígeno viral. En la FHAexp,

por el contrario, los descensos en la actividad del C ocurren en ausen

cia de anticuerpos anti virus detectables (16).

Las alteraciones de la hemostasia observadas en el modelo ex

perimental de FHAsuceden en el mismo periodo que los cambios observa

dos en el sistema C, aunque quizás el descenso de la plaquetas sea la

manifestación más precoz (21). Esto resulta interesante ya que en los

últimos tiempos se ha dado gran importancia a la interdependencia de

. . n . .los Sistemas de "fase aguda" de la sagre, princ1palmente el complemen

to, kininas y fibrinolisis (51). Existe evidencia sustancial que la ac
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tivación de uno de estos sistemas puede gatillar las otras respuestas

(51). Los complejos inmunes pueden producir una activación masiva de

los sistemas coagulación y C en la FHA. Sin embargo fué imposible de

tectar complejos inmunes en este modelo, en el que se ha observado una

depresión del sistema inmune (16).

La presencia de grandes cantidades de enzimas proteoliticas

(23),proteinas catiónicas(52) o un efecto directo del virus sobre el

sistema C puede producir resultados similares. En base a este concepto

se planteó estudiar qué mecanismospodían provocar "in vitro" efectos

similares. Los estudios descartan la participación de complejos inmunes

circulantes solubles o agregados de alto peso molecular. Los resultados

obtenidos con las mezclas del suero de cobayos infectados y suero huma

no normal y de cobayo normal son análogos a los obtenidos por acción de

extractos lisosomales de leucocitos normales y sugieren la activación

del sistema C en la FHAexp.puede ser secundaria a la liberación de en

zimas leucocítarias documentada previamente en este modelo (23). En los

cobayos infectados con virus Junín se observó también una disminución

de 1a eficiencia hemolítica de Ch con relativa acumulación de una for
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ma inactiva de este componente,de movilidad electroforética alterada.
t

Esto sugiere una activa producción de fragmentos de degradación, lo que

coincide con las evidencias de activación a través de 1a via clásica

presentada más arriba.

Puede ser posible que ambas activaciones del complemento y co

agulación sean manifestaciones secundarias de la infección viral pero

la consecuencia de las mismas Juega un importante papel en la severidad

de la enfermedad (50).

vación

sibles

cas de

01 (D .0S21 ('D

ciente

La segunda parte de la tesis comprendeel estudio de la acti

de C en los pacientes con FHA.Esto se encaró analizando los po

mecanismosde consumoen relación con las caracteristicas clini-w

los pacientes y con 1a respuesta inmune anti-virus Junin.

Nuestros resultados no concuerdan con el concepto corriente

la respuesta antiviral en FHAes detectada en el periodo convales

tardio con un retraso de h a 6 semanas de establecidos los sín

tomas (MS).

Los resultados presentados en el capitulo Vlll demuestran que

los anticuerpos medidos con técnicas de inmunofluorescencia aparecen en
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un número significativo de Casos no fatales entre los dias 12 y 17 de e

volución. Dichos anticuerpos son también capaces de fijar complemento.

En este período se hace evidente la recuperación clinica y de laboratorio

de los pacientes. La aparición de los anticuerpos coincidente con la re

cuperación clinica puede ser una consecuencia del pasaje de la relación

antígeno/anticuerpo a la zona de exceso de anticuerpos. Si esto fuera a

si, se podria postular la participación de los complejos inmunes en un

periodo temprano de la enfermedad.

Un mecanismo patológico de esta clase fué propuesto para la

fiebre hemorrágica asiática (dengue), una enfermedad viral en donde la

activación de ambas vias del sistema C está muyrelacionada con la pre

sencia de complejos inmunes circulantes (h5,h9). Sin embargo nuestros

estudios del perfil de los componentes del complemento en FHAdan resul- v

tados que no parecen ser compatibles con una activación del sistema C

por la via clásicaz iniciada por complejos inmunes.

El perfil de activación del C de los pacientes con FHAseve

ra y moderada está caracterizado por una disminución de C3 y CS con la

aparición de productos de degradación de C3 y factor B.
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En las mismas muestras del periodo agudo temprano la eficienés

cia hemolitica del componente Ch fué menor que la de los‘pacientes con

FHAleve, aunque no alcanzó un nivel tan bajo como en el modelo expe

rimental (28 y capitulo V11de esta tesis).

La.búsqueda de complejos inmunes, realizada con el procedimien

to que se basa en la capacidad de fijar Clq radiactivo dio datos negati

vos en 15/19 pacientes. En dos de los cuatro casos positivos, el material

reactivo con Clq apareció junto con los anticuerpos antivirus Junin en

el momentode recuperación clinica y de laboratorio. Esto sugiere que si

se forman complejos inmunes, solo están presentes durante un corto peri

odo de tiempo y no juegan un rol importante en la patogénesis de la FHA.

Esto es compatible con la ausencia de inmunoglobulinas y C3 unidas "in

vivo" a los glómérulos y estructuras vasculares de los casos fatales de

FHA (1h, 15).

En la FHAhumana la activación de la vie clásica del complemen

to es muydificil de evaluar debido a la alta concentración del compo

nente Ch. Por otra parte a pesar de que los niveles de Clq están bajos

en algunos pacientes, la media de Clq, Clr y Cls en el periodo agudo
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temprano no difiere significativamente de los normales. Cabe agregar que

la persistencia de productos de converción de C3 y facto} B en circula

ción asi comola presencia de Ch no funcional, indicaria una saturación

o disfunciJón del sistema de degradación normal en la fase aguda.

Las alteraciones del complementopresentadas en esta tesis son

evidentes en la fase aguda temprana en los pacientes con FHAsevera y mo

derada, y ocurre antes del dia 13 de evolución de la enfermedad. El mo

mento de iniciación de estos cambios no pudo establecerse pues las mues

tras más tempranas obtenidas ya presentaban el nivel hemolitico total

diminuido y cambios en la relación C3/Ck.

La activación del sistema C ha sido demostrada en gran varie

dad de condiciones clinicas caracterizadas por desórdenes de la hemos

tasia (MS, 53, 5h). En la FHA(6,11) no fué posible hasta ahora estable

una relación causa- efecto entre los mecanismosde activación de la coa

gulación y complemento, aunque en el modelo experimental en cobayo 1a

trombocitopenia precede a la activación del C y de los factores de la

coagulación sanguínea. Las alteraciones concomitantes de ambossiste

mas aparecen más tardiamente, en ausencia de coagulación intravascular



iseminada (21).

El estudio del sistema complemento en la Fiebre Hemorrágica

Argentina abre una brecha en la interpretación de la inmunopatologia

de la fiebres hemorrágicas causadas por arenavirus. La posibilidad de

que el sistema complemento pueda cooperar con los anticuerpos especi

ficos en el control de la infección debe ser evaluada. Sin embargo en

base a los resultados discutidos más arriba es razonable considerar que

la activación del sistema complementopuede contribuir a algunos even

tos patológicos de laFHA,en particular contribuyendo al desarrollo del

sindrome de shock.
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