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RESUMEN

La meningoencefalitis por Neisseria meningitidis afecté sensiblemente a la poblacion infantil cubana antes de la
exitosa campana con la vacuna producida en Cuba contra esta bacteria. El objetivo del presente trabajo es eva-
luar, por medio de métodos novedosos desarrollados por los autores, el papel del sistema de complemento en el
desarrollo de la enfermedad en nifios con la enfermedad que no fueron vacunados. Siete nifios con edad promedio
de 5.8 afos con meningoencefalitis por N. meningitidis, diagnosticados por los métodos microbiolégicos tradicionales.
Las muestras de suero y liquido cefalorraquideo se obtuvieron simultdneamente y se cuantificaron las inmunoglobu-
linas mayores, las subclases de IgG, C3c, C4 y la albumina por inmunodifusion radial en placas comerciales. Uno
de los dos pacientes que fallecieron no poseia C3c en tales liquidos biolégico s. Se observé sintesis intratecal de
C3c en los otros pacientes y sintesis intratecal de C4 en todos los pacientes estudiados, lo cual se demostré a partir
de los correspondientes reibergramas diseiados en Cuba para estos componentes del sistema de complemento. La
determinacion de la sintesis intratecal de estos componentes del sistema de complemento es 0til para discriminar
inmunodeficiencias y entender el comportamiento de la enfermedad.
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ABSTRACT

Using reibergrams to evaluate the intrathecal synthesis of C3c and €4 in children affected with Neisseria
meningitidis meningoencephalitis. Meningococcal meningoencephalitis was a serious pediatric health problem
in Cuba before the successful introduction of a Cuban vaccine against Neisseria meningitidis. The present paper
assesses the role of the complement system in this disease in unvaccinated sick children, using a novel methodology
developed by the authors. Seven children were used, of an average of 5.8 years of age with N. meningitidis me-
ningoencephalitis diagnosed by traditional microbiological methods. Serum and cerebrospinal fluid samples were
obtained at the same time point, and used to quantify major immunoglobulins, IgG subclasses, C3c, C4 and albumin
by radial immunodiffusion with commercially available plates. No C3c was found in one of the two deceased patients.
Measurable intrathecal synthesis of C3c was observed in the remaining patients, however, intrathecal synthesis of C4
was found in all patients, as demonstrated with the corresponding reibergrams. The measurement of the intrathecal
synthesis of these components of the complement system is useful for discriminating immunodeficiencies and to
better understand the behavior of the disease.
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Introduccién

La meningoencefalitis por Neisseria meningitidis
afectd sensiblemente a la poblacién infantil cubana
antes de la exitosa campafia con la vacuna produci-
da en Cuba contra esta bacteria [1, 2]. Aungue ya no
constituye un problema de salud en nuestro pais, en el
mundo cada afio mueren miles de personas por esta
enfermedad, con particular frecuencia en el llamado
cinturén de la meningitis en Africa [3]. Hoy Cuba fa-
brica vacunas para estos paises africanos.

El sistema de complemento es el mecanismo mas
efectivo que se posee, ayudado por los anticuerpos o
inmunoglobulinas, para lograr la destruccion de esta
bacteria. La eliminacion de células dianas o micro-
organismos por anticuerpos, en gran medida se debe
a que han sido recubiertas u opsonizadas por estas
moléculas defensoras que las hacen atractivas a los
fagocitos. Cuando los anticuerpos se depositan en la
superficie de estas células pueden activar el sistema
de complemento si estos son fundamentalmente de la
clase IgM o IgG [4].
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En el liquido cefalorraquideo ocurre una produc-
cion policlonal de diferentes inmunoglobulinas duran-
te la fase aguda de la enfermedad [5, 6]. La activacion
del complemento genera subproductos principalmente
C3by C4b, que se depositan en las células y son reco-
nocidos por los macréfagos que expresan receptores
para estas proteinas [7, 8]. Adicionalmente, las célu-
las 0 microorganismos como bacterias ya opsonizadas
por IgG, son reconocidas por los receptores Fc de los
fagocitos con la consiguiente lisis [8, 9].

Por ello es importante evaluar la capacidad del sis-
tema nervioso central de sintetizar y activar el sistema
de complemento frente a bacterias como N. meningi-
tidis, sobre todo en las edades mas tempranas de la
vida, donde son posibles las inmunodeficiencias pri-
marias que pueden provocar la muerte [9-12].

Hasta el momento, los métodos para definir la par-
ticipacion de la sintesis intratecal de componentes
del sistema de complemento en esta enfermedad, in-
troducen errores importantes que pueden suscitar re-
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sultados contradictorios y dificultar el tratamiento en
casos particulares y en posibles estrategias vacunales
[9-13]. Estos métodos se basan en indices como el co-
ciente de las razones de las concentraciones en liquido
cefalorraquideo (LCR) y el suero del componente del
complemento y la razén albumina. El empleo de estos
indices puede originar resultados falsos positivos, y
no se pueden aplicar en momentos importantes para el
diagnostico de las enfermedades neurolégicas infec-
ciosas, por lo que su utilidad es limitada.

Los reibergramas, que constituyen los métodos mas
modernos para la discriminacion de la sintesis intra-
tecal de proteinas, primero se definieron para las cla-
ses principales de inmunoglobulinas: IgA, IgM e 1gG
[14]. Pronto esta carta clinica, que incluye formula 'y
grafica, se ha impuesto como elemento esencial para
el estudio del LCR, y ya se acopld a los principales
equipos automatizados, como los nefelémetros, que se
fabrican por las principales casas comerciales.

Pero estos reibergramas no incluian otras proteinas
importantes para entender la respuesta inmune en el
sistema nervioso central. Nuestro grupo se propuso
disefiar el reibergrama para la IgE [15], para las sub-
clases de IgG [16] y para la sintesis intratecal de C3cy
C4 [17, 18]. Estos métodos tienen en cuenta las condi-
ciones de la barrera sangre-LCR, segun los conceptos
mas recientes, y elimina las fuentes de error de los
indices que son las formulas antes empleadas.

El objetivo de este trabajo es evaluar la funcion del
sistema de complemento en el desarrollo de la menin-
goencefalitis en un grupo de pacientes no vacunados
que sufren esta enfermedad, a la luz de nuevos méto-
dos desarrollados en Cuba.

Materiales y métodos

Pacientes

Se estudiaron siete nifios con edad promedio de 5.8
afios (de tres meses a 8 afios) con meningoencefalitis
por N. meningitidis, diagnosticados por los métodos
microbioldgicos tradicionales consistentes en el cul-
tivo del LCR, el hemocultivo y el estudio del Gram.
Estos nifios se ingresaron en el Hospital Pediatrico de
San Miguel del Padrén y el Hospital Pediatrico Leo-
nor Pérez Cabrera; ambos de La Habana. En todos los
casos se comprobd el agente infeccioso, mediante el
envio de las cepas al laboratorio de referencia radi-
cado en el Laboratorio Provincial de Higiene y Epi-
demiologia de La Habana. Estas se conservaron en
la seroraquioteca del Laboratorio Central de Liquido
Cefalorraquideo, antes de la inoculacion de la vacuna
cubana contra esta bacteria. Cada muestra que se ana-
liza en este laboratorio queda registrada y preservada
para estudios posteriores. En el registro quedan docu-
mentadas todas las determinaciones que se han hecho
a cada una.

Todos los pacientes llegaron al cuerpo de guardia de
estos hospitales con fiebre, dolor de cabeza, vomitos y
fotofobia. En los pacientes menores de un afio se ob-
servd abombamiento de las fontanelas e irritabilidad.
El 60% de los nifios presentaron rigidez de la nuca. To-
dos se ingresaron en la unidad asistencial de referen-
cia en las unidades de cuidados intensivos pediatricos.
Provenian de los barrios periféricos de los municipios
de San Miguel del Padron, del Cotorro y de Boyeros.
A todos se les tomaron muestras de sangre, en la fase

aguda de la enfermedad, con el objetivo de identificar
la presencia o no de algln agente biolégico.

La investigacion fue aprobada por el Comité de
Bioética de las investigaciones de la Facultad de
Ciencias Médicas “Dr. Miguel Enriquez”, pertene-
ciente a la Universidad de Ciencias Médicas de La
Habana. Los padres o tutores de los nifios ofrecieron
su consentimiento informado, para realizarles la pun-
cion lumbar diagnostica.

Métodos

Muestras de suero y de liquido cefalorraquideo

Las muestras de LCR se tomaron por puncién lumbar
simultaneamente con las de sangre para obtener suero.
Las células se descartaron del LCR por centrifugacion
al igual que del suero. Las muestras hemolizadas se
eliminaron y las demas se guardaron a -70 °C hasta 30
dias después de la puncién para su analisis. Se conser-
varon en pequefias alicuotas para evitar los procesos
de congelacion y descongelacién que pudieran afectar
el contenido proteico.

Andlisis del suero y de liquido cefalorraquideo

Se cuantificaron los niveles de IgA, IgM, 1gG, C3c, C4
y albimina en suero y liquido cefalorraquideo (LCR)
por inmunodifusion radial en placas NOR PARTIGEN®
y LC PARTIGEN® (Behringwerke, ahora Siemens,
Marburg, Alemania), respectivamente. Las subclases
de 1gG en suero se cuantificaron en placas de inmunodi-
fusion radial LL RID® (The Binding Site, Birmingham,
Reino Unido) y en LCR en placas NANORID® (The
Binding Site, Birmingham, Reino Unido).

Reibergramas para C3cy C4

En el momento en que se hicieron las determinacio-
nes, el método para determinar la sintesis intratecal de
los componentes del complemento y de las inmunog-
lobulinas eran los indices. Los indices tienen entre sus
inconvenientes que no pueden ser utilizados cuando
hay disfuncion de la barrera sangre-LCR; estan su-
jetos a cambios en los resultados en dependencia del
volumen de extraccion de la muestra de LCR; y no
hay reportes de uso en la edad pediétrica.

Con los niveles de C3c, C4 y alblimina se procedio
al célculo de las razones entre las concentraciones de
LCR y suero (LCR/suero) para cada paciente.

Funcionamiento de la barrera sangre-liquido
cefalorraquideo

Se llevo a cabo a partir de la razon albdmina: Q Albd-
mina = Albimina LCR/Albimina suero. El limite su-
perior normal depende de la edad y se calcula a partir
de la formula: QAIb = (4 + edad en afios/15) x 107,
Agregar en afnos.

Las razones albiminay C3c y C4 se colocan en los
graficos de las razones LCR/suero, también conoci-
dos como reibergramas [17, 18]. La curva mas oscura
en los reibergramas representa la linea que discrimina
la porcion de proteina que se deriva de la sangre de
la que se sintetiza en el LCR. Si los valores estan por
encima de esta linea hiperbdlica se afirma que hay
sintesis intratecal. Las lineas percentiles discontinuas
con 20, 40, 60 y 80% representan la fraccion de esta
proteina que se ha fabricado en el LCR con respecto al
valor total encontrado en este liquido bioldgico.
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La linea méas oscura representa el 0% de sintesis
en el LCR, lo que indica que el contenido de la pro-
teina analizada en el LCR, proviene totalmente de la
sangre. Existen en todos los reibergramas, tres lineas
verticales indican el limite normal para tres edades
para facilitar una informacién rapida: Q Albimina 5.5
x 10 (hasta 15 afios), hasta Q Alblimina 6.5 x 102
(hasta 40 afios) y hasta Q Albimina 8 x 10 (hasta 60
afios) [17, 18].

Resultados

En los pacientes del estudio, no se observaron inmu-
nodeficiencias por déficit de las inmunoglobulinas
A, My G, y tampoco por subclases de 1gG. Las con-
centraciones de estas proteinas estaban aumentadas,
como sucede por el cuadro clinico infeccioso de estos
pacientes.

A partir de los valores de Q Albimina, cinco pa-
cientes tenian disfuncion de la barrera sangre-LCR en
el momento de la puncion lumbar con fines diagnos-
ticos, porque la Q Albimina es mayor que 5 x 10
(Figuraly 2).

Cuando se evaluaron los resultados de las proteinas
C3c y C4 procedentes del sistema del complemento,
uno de los pacientes no tenia niveles cuantificables de
C3c en el suero ni en el LCR. Estas muestras perte-
necian a uno de los dos pacientes del estudio que fa-
llecieron. La causa de muerte del otro paciente no se
puede asociar con ninguna inmunodeficiencia. En el
resto de los pacientes hubo sintesis intratecal de C3c
(Figura 1). A partir de los resultados del reibergrama
para el C4, se comproh6 sintesis intratecal de C4 en
todos los pacientes (Figura 2).

Discusioén

Las inmunoglobulinas son importantes en la solucion
de las enfermedades infecciosas del sistema nervioso
central [19, 20], pues permiten la lisis efectiva de los mi-
croorganismos encapsulados, como la N. meningitidis.

Las inmunodeficiencias primarias no son altamente
frecuentes; sin embargo, en ocasiones puede haber pa-
cientes con inmunodeficiencia selectiva de IgA [21] y
por subclases principalmente por déficit de 19G, aso-
ciada a meningoencefalitis, debido a microorganis-
mos con envoltura polisacaridica [22]. Sin embargo,
en este grupo de pacientes, los niveles de inmunoglo-
bulinas mayores y de subclases de 1gG estuvieron ele-
vados en ambos liquidos bioldgicos, lo cual descarta
estos tipos de inmunodeficiencias.

En el grupo de pacientes se pudo comprobar que
la disfuncion de la barrera sangre-LCR es frecuente
en esta enfermedad, ya que solamente en el momento
de la puncidn lumbar, en dos pacientes se observaron
valores por debajo de la cifra limite superior normal.

En estas enfermedades ocurre una disfuncion de
barrera que permite la entrada méas facilmente de cé-
lulas inmunocompetentes y de otras que participan en
el proceso inflamatorio; pero el organismo no puede
permitir ese desequilibrio por mucho tiempo, y trata
de restituir la funcionalidad vital de esta barrera [23].
Los dos pacientes que fallecieron tenian niveles de
inmunoglobulinas muy elevados y disfuncién de la
barrera sangre-LCR.

Los reibergramas constituyen una carta clinica en
la que se visualiza gréaficamente la situacion de la ba-
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Figura 1. Reibergrama para determinar la sintesis intratecal de
C3c. Nétese que solamente hay seis puntos correspondientes
a los valores de igual nUmero de pacientes, porque uno de
ellos era inmunodeficiente por ausencia de este componente
del sistema de complemento. Todos sintetizan C3c porque se
ubican por encima de la curva hiperbélica mas fuerte. Cinco
pacientes poseen Q Albumina por encima de 5 x 10 que es
el valor normal para nifos, por lo que evidencia que poseen
una disfuncién de la barrera sangre-LCR, lo cual es tipico de
la fase aguda de los pacientes con meningoencefalitis.

rrera sangre-LCR y la sintesis intratecal de la proteina
que se evalla. Originalmente fueron descritos para las
inmunoglobulinas principales IgA, IgM e 1gG [14] y
posteriormente en Cuba se disefiaron para las subcla-
ses de 1gG [16], IgE [15], C3c [17] y C4 [18]. Estos
reibergramas son los métodos mas actuales para el
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Figura 2. Reibergrama para determinar la sintesis intratecal
de C4. Todos los puntos se ubicaron en el grafico por encima
de la curva hiperbélica mas fuerte, lo que indica que los
pacientes sintetizan C4 intratecalmente, lo que demuestra
ademads que se ha activado la via clasica del complemento o
la via de las lectinas que tienen en comun este factor en la
cascada del complemento.
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estudio del LCR y supera a otras formulas y métodos
anteriores como el empleo de los llamados indices. Su
fundamento esta respaldado por la teoria de la difu-
sion molecular/flujo del LCR [24, 25].

Los indices, que son las férmulas antes usadas,
consideraban que el paso de las proteinas a través de
la membrana seguia una distribucion lineal; pero se ha
comprobado que esto no es cierto, sino que siguen una
distribucién hiperbolica en dependencia de la masa
molecular de la proteina que difunde de la sangre al
LCR a través de la barrera sangre-LCR. Por todos es-
tos inconvenientes, el uso de los indices puede llevar
a resultados erréneos.

La aplicacion de los reibergramas para C3c y C4,
objetivo de este trabajo, es muy importante porque
permite dilucidar cuando ocurre la sintesis de estos
componentes del sistema de complemento en el sis-
tema nervioso central, con vistas a conocer si estos
pacientes logran sintetizar y activar estas estructuras
moleculares en el LCR. La funcién de estas en la apa-
ricién y evolucion de la enfermedad, es un elemento
importante para valorar el estado inmune del paciente,
y en general contribuyen a entender los mecanismos
fisiopatoldgicos de la enfermedad.

En los casos estudiados se comprobd la sintesis in-
tratecal de C4, lo cual es indicativo de que se inici6 el
proceso de activacion del complemento por la via cla-
sica a partir de la reaccion por la interaccion de IgM
0 IgG o del complejo MBL-MASP2 y los fragmentos
iniciales de esta via; aunque no en todos los pacientes
ocurra con igual intensidad, debido a la fraccion intra-
tecal sintetizada y que puede depender de maltiples
variables biolégicas [26].

Apartir de la activacion del C4 se producen subpro-
ductos que interactlian con otros componentes de la
cascada del complemento [8]. Sin embargo, hubo un
paciente inmunodeficiente por ausencia de C3, al que
no se le pudieron detectar niveles de C3c ni en el suero
nienel LCR.

El C3c es un producto de la degradacion del factor
C3 del sistema de complemento, estable y que no se
degrada ni en el suero ni en el LCR, por lo que su
medicidn es fiable. La formacion de C3c tiene dos as-
pectos bioldgicos importantes: uno de ellos es que por
ser un producto de la degradacién del C3, es una me-
dida de la concentracion de este, y por otro lado indica
que todo el C3c que se produce en el sistema nervioso
central ha sido producto de la activacién biolégica del
sistema por la via clésica, alternativa o por la via de
las lectinas.

La sintesis intratecal de C3c significa que este sis-
tema se ha activado y que posiblemente hay un evento
inmunoldgico asociado a una hipersensibilidad de tipo
Il o citotoxica. La sintesis intratecal de C3c ayuda a
entender los mecanismos fisiopatoldgicos cuando hay
enfermedades neurolégicas de indole infecciosa o au-
toinmune [12, 27], y también contribuye a corroborar
un diagndstico de una enfermedad neuroldgica de es-
tas caracteristicas.

Por ser el C3 componente comin de las tres vias
de activacion de complemento, una inmunodeficien-
cia por C3 es sumamente grave, y llevo al falleci-
miento del paciente en los primeros meses de vida, ya
que el hombre estd continuamente expuesto a multi-
ples agentes infecciosos, y el sistema de complemen-

to junto con otros mecanismos efectores garantizan
una adecuada respuesta. La ausencia de C3 necesa-
riamente provoca la muerte en las primeras etapas de
la vida porque este componente es comun a las tres
vias del complemento: la via clasica, la alterna y la
de las lectinas [28]. Su ausencia inevitablemente pro-
voca el no funcionamiento de la lisis bacteriana que
es el mecanismo fundamental de defensa del huésped
contra los agentes infecciosos, y como casi todas las
inmunodeficiencias primarias son incompatibles con
la vida [29]. El paciente fallecido habia sufrido en su
corta vida una meningoencefalitis bacteriana previa,
producida por E. coli, y més tarde, esta que se analiza
en el presente trabajo que le provoca la muerte.

Por la importancia de la funcion del complemento,
se han trazado estrategias para usar como vacunas, los
inhibidores del complemento que posee el meningo-
coco [30].

Los pacientes que desarrollaron mecanismos de
defensa a nivel intratecal con el tratamiento impuesto
tuvieron una recuperacion satisfactoria. Los reiber-
gramas para el C3c y C4 pueden ser usados en com-
binacién para tener una idea mas completa del cuadro
clinico inmunolégico en cuanto al sistema de comple-
mento, y permite evaluar la sintesis intratecal de estos
componentes, conocer la funcionalidad de la barrera
sangre-LCR y encontrar patrones de sintesis intratecal
tipicos para una enfermedad dada y relacionarla con
otras enfermedades de un solo vistazo. Esto pudiera
brindar nuevas posibilidades de evaluacion de enfer-
medades neurolégicas autoinmunes o infecciosas.

Las limitaciones de estos reibergramas radican en
que se asume que las proteinas al paso de la barrera
sangre-LCR no sufren modificaciones estructurales ni
de su peso molecular, y en ocasiones estas pudieran
modificarse. Debe emplearse el mismo método anali-
tico y simultaneamente para el procesamiento de las
muestras de suero y de LCR para evitar errores, y en
ocasiones los métodos que se emplean habitualmente
no tienen la sensibilidad adecuada para detectar las
pequefias cantidades que se encuentran en el LCR.
El tamafio de la muestra es pequefio debido a que en
Cuba esta enfermedad no aparece facilmente después
de la vacunacion contra esta bacteria, y se han utiliza-
do las muestras testigos disponibles y conservadas en
nuestro centro de investigacion.

La importancia del uso de estos reibergramas es que
poseen ventajas inobjetables, ya que los resultados no
varian con el volumen de LCR extraido y puede tra-
bajar con LCR lumbar, ventricular y cisternal. Esto es
fundamental porque si los resultados variaran con el
volumen extraido, como sucede en los métodos antes
utilizados para discriminar la sintesis intratecal, los re-
sultados pueden variar con la cantidad de LCR que se
extrae en la puncién y estos serian poco confiables.

Otra de las ventajas es que las razones LCR/sue-
ro que se calculan no dependen del método analitico
empleado en la cuantificacion, siempre que se haga
en la misma corrida analitica y por el mismo método,
lo cual garantiza que se pueda aplicar en la diversi-
dad de pruebas analiticas. Ademas puede trabajar en
cualquier rango de Q Albdmina. Los métodos ante-
riores no permiten llegar a conclusiones si la Q Al-
bumina del paciente se estd aumentada para la edad y
sin embargo los reibergramas permiten trabajar bajo
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Reibergrama de C3C y C4 en N. meningitidis

todas las condiciones de barrera, si hay disfuncion o
no. Estas ventajas implican la superacion de los in-
convenientes que sucedian antes del disefio de estos
métodos de evaluacion.

Conclusiones

La determinacion de la sintesis intratecal de estos
componentes del sistema de complemento por reiber-
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gramas es Util para discriminar inmunodeficiencias y
contribuye a entender el comportamiento de la menin-
goencefalitis por N. meningitidis y otras enfermeda-
des infecciosas y autoinmunes. Los reibergramas para
la determinacion de la sintesis intratecal de C3c y C4
son las herramientas mas actuales, novedosas y Utiles
en el estudio de estos componentes del complemento
en el sistema nervioso central.
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