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NO DE LOs EFECTOs producidos por los agentes hepatotoxicos es la dismi-
nucién en la actividad del complemento sérico; la administracion de dosis
subletales de fésforo, tetracloruro de carbono®? o etionina® —en forma de
producir una intoxicacién crénica que lleve finalmente a la cirr

—, ha resul-
tado regularmente en niveles de C’ muy inferiores a los valores iniciales; en casi
todos los estudios mencionados se ha tratado de asociar dichas disminuciones
con el déficit de algunas fracciones protéicas, en especial albimina y factores
de coagulacién. La observacién de que en los enfermos con lesién hepética se-
vera® se encuentran con frecuencia valores bajos de C’. ha venido a sugerir
que ¢l higado sea el érgano donde se originan las proteinas constituyentes de la
actividad complementaria y que su disminucién en los casos de lesién o into-
xicacién experimental refleja la interferencia o insuficiencia de sus mecanismos
biosintéticos. El que la evisceracién de ratas reduzca a menos del 5% los titulos
de €’ es un apoyo adicional a esa idea.’

Un aspecto importante poco explorado y que es necesario para aceptar la
interpretacién de la participacion hepdtica es la precocidad con que se induce
la disminucién en la actividad del C’; en experiencias preliminares observamos
que al cabo de 18 horas se puede tener una disminucién de més del 90%, lo
cual planteaba duda con relacién a la supuesta disminucién en la produccién

* Trabajo leido en la sesién del 8 de agosto de 1962; realizado con la ayuda del
Fondo Rockefeller RF-61091, Partida 4 No. 1. o . ]
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a nivel hepatico; el hallazgo de un caso de hipocomplementemia idiopatica® en
un nifio nos permitié medir por primera vez la vida media del € que resultd
ser de 8 dias, con lo cual descartamos el que la hipocomplementemia pudiera
explicarse en base a biosintesis deficiente.

En este trabajo se presentan datos que informan acerca de la dindmica en
los titulos de €/ durante las fases iniciales de intoxicaciones subletales por tetra-
clorure de carbono; la evolucién de los 4 componentes y, en especial, la apari-
cién de actividad anticomplementaria que puede explicar una disminucién rdpida
de los niveles séricos asi como los mecanismos probables de tal accién.

Material y métodos: Los animales objeto del estudio fueron ratas y cobayos
intoxicados por via intraperitoneal con tetracloruro de carbono a dosis de 1.0
a 1.25 c.c./Kg. de peso mezclado con aceite de parafina 1:2 v/v.

La determinacién de €/ se realizd segin la técnica al 50% de hemélisis:
diluyente amortiguado con tretanolamina a pH 740, Ca*tt 15 x 10 My
Mg*+ 5 x 10 M, 30’ de incubacién y volumen de 1.5 ml.; el caleulo de la
unidad 50% hemolitica se hizo empleando papel K & E 358-22, en el que el
volumen se expresa logaritmicamente v el porcentaje de hemdlisis en unidades
de probabilidad.

Los componentes del €’ se determinaron por las técnicas descritas en Kabat
v Mayer” con las siguientes peculiaridades:

Para C1 se utilizé “E” obtenido de suero de cobayo después de didlisis a
4°C contra amortiguador de fosfatos a pH 5.4 ¥ u = 0.02; el reactivo se diluyé
1:20 y se adicioné de “H” 1:10 (suero humano calentado 20° a 56°C) ; el
suero problema se diluyd 1:500.

Para (2 se empleo “M” procedente de suero humano dializado igual que
“E”: se guardé el precipitado, el cual fue diluido 1:20, se agregé “H” 1:10 v
el suero problema fue diluido 1:50.

Para (Y8 se usé RS proveniente de suero humano tratado con zimosano
Fleischmann grade A; 1.35 mg/ml. de sucro, 30 a 37°C; se uséd diluido 1:5
y el suero problema 1:250.

Para C’4 se ocupé R4 originado de suero de cuy, sobre el que actué hidra-
zina 0.15 M; 0.2 ml /ml de suero, 90’ a 37°C!: se diluyé 1:10 v el problema
1:250.

La actividad del amboceptor se estudié segtin la técnica de Kent, en la que
se varfa la dilucién del anticuerpo y se mantiene constante la cantidad de o
el objetivo es averiguar més alla de que dilucién del amboceptor no awmenta
la hemélisis. El fraccionamiento proteico de las muestras de suero con actividad
anti-C’ se realiz6 con sulfato de amonio a saturaciones variables desde 34 hasta
689 con el propésito de separar gammaglobulinas, alfa y beta globulinas v
albliminas. La concentracién proteica se midié por la téenica del biuret.

La actividad anti-C’ se investigé en muestras de suero calentadas a 54°C,
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diluidas desde 1:10 hasta 1:500 en presencia de 1 unidad 30% hemolitica: el
céleulo se hizo como en la titulacién del C* al 509% de hemélisis.

La accién de la cortisona se estudié mediante inyeccién intreperitoneal de
succinato de hidrocortisona (Solucortefl “Upjohn™) a dosis de 10 mg./animal
durante 4 dias consecutivas, al cabo de las cuales fueron intoxicados con la dosis
habitual de tetraclorure de carbono e fueron dejados como control de la accién
del corticosteroide sobre el € sérico,

Resvurranos

Los experimentos en los que se estudié el efecto de la intoxicacién sobre el
C’ global y sus componentes se han agrupado en la Tabla 1 v Grafica 1; en
ésta se expresan los valores en forma porcentual comparativamente al nivel
inicial.

Las experiencias para conocer la precocidad de la hipocomplementemia reve-
laron que a las 3 y 6 horas se tienen valores normales en relacién a los controles.

La bisqueda de C’1 y (2 en orina de ratas intoxicadas fue negativa, coin-
cidiendo con valores bajos del € sérico a las 24 horas postintoxicacién.

La evolucién del C* sérico en cobayos intoxicados se presenta en la Gréafica 2,
con animales que sirvieron de controles individuales y sobrevivieron 5 dias a la
dosis del téxico (1.0 c.c./Kg. de peso).

La aparicién de actividad anti-C’ se investigé en los mismos perfodes que
la determinacién del C’; los sueros fueren estudiados inactivades por calor; se
determing el efecto de dichos sueros sobre la hemélisis producidos por 1 unidad
50% hemélisis producidos por 1 unidad 50% hemolitica de suero de cobayo;
Tabla IT.

La separacién proteica mediante precipitacién con sulfato de amonio produjo
5 fracciones que fueron analizadas de manera similar, respecto a su accidn anti-
(7. y se expres6 su actividad especifica en funcién de su concentracién ; Tabla TIT.

El efecto de la fraccién mds activa (y-globulina) sobre la titulacién del
amboceptor a diferentes pH se presenta en la Grafica 3.

Los resultados del tratamiento previo con hidrocortisona (10 mg. intra-
musculares/dia, durante 4 dias) sobre la intoxicacién con tetracloruro de carbono
se presentan en la Tabla TV, asi como los controles (tratados con hidrocortisona
© con aceite de parafina).

Discusion

Los resultados obtenidos indican muy claramente que el C/ se afecta en
etapas relativamente precoces de la intoxicacién aguda por tetracloruro de car-
bono, ya que a las 18 horas se tienen valores inferiores al 109 del inicial; las
determinaciones realizadas a las 3 y 6 horas no mostraron alteracién en relacién
con los valores previos, lo cual sefiala la participacién del téxico a través de
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Grairica 1
EFECTOS DE LA INTOXICACION POR CCl, SOBRE
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mecanismos indirectos, ya que la concentracién maxima se alcanza en higado
a los 90", Estudios® ? para aclarar la secuencia de eventos patolégicos en higado
han revelado que a las 3 horas de postintoxicacién hay esteatosis y salida de
enzimas como las deshidrogenasas isocitrica v malica sin lesién mitocondrial

Gririca 2

HEMOLISIS (%)

100.‘ ACCION DE y-GLOBULINA SOBRE
AMBOCEPRPTOR
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{juzgada por la capacidad para acumular K+ o fosforilacién oxidativa) ; la alte-
racion en esas particulas subeelulares se presenta después de 12 horas v coincide
€on necrosis y escape enzimético a la circulacién.

Parece licito asociar la necrosis y lesién mitocondrial con la hipocomplemen-
temia observada, ya que cronolégicamente siguen un curso paralelo.

En cuanto al comportamiento de los 4 componentes se observaron 3 patro-
nes de respuesta:
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a) C'1 y €2, asi como la actividad total €’ disminuyen hasta valores <
10% del original al cabo de 18-22 horas para recuperarse totalmente
al cabo de 72 horas y sobrepasar la actividad previa en mds del doble
al terminar el 5% o 67 dia.

b) C'3 no se afecta, ya que las variaciones observadas pueden deberse al
error experimental.

¢) O que disminuye como C’1 y €2, pero que a lo largo de los 6 dias
siguientes no logra llegar a los titulos originales a pesar de la tendencia
franca al aumento.

Grirtoa 3
EVOLUCICN DE LOS NIVELES DE COMPLEMENTO
DURANTE LA INTOXICACION POR CCl,
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Los resultados relatados por Rice y col.m?® en cobayos sometidos a intoxica-
cién crénica mostraron disminucién global de los 4 componentes, siendo (/4 el
més afectado; nuestras observaciones en relacién a ese componente son similares.

La recuperacién del nivel normal de C’ total en presencia de valores sub-
normales de C’4 o la disminucién del titulo global coincidiendo con C’3 normal
son indicaciones de que la actividad total es la resultante de los 4 componentes,
pudiendo estar normal uno de ellos (en nuestro caso C’3) y resultar nula la
accién final por la deficiencia de uno o mas de ellos; la normalizacién a pesar
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de miveles bajos de C’4, sefiala que este componente existe en exceso al nece-
sario para la accién del conjunto.

Independientemente de la explicacion que se quiera dar a la disminucién
transitoria del C y de algunos de sus componentes, no puede sostenerse que sea

Tasra 11
ACTIVIDAD ANTI-C' DURANTE LA INTOXICACION

Tiempo Nibmero de Suero inactivado
post-intoxicacion animales (unidades/ml.)*

24 hs. 8 43

72 hs, 5 13

144 hs. 5 7

* Cantidad que produce 25% de hemélisis en presencia de 1 unidad 50% hemolitica.

Tasra IIT
FRACCIONAMIENTO DE LA ACTIVIDAD ANTI-C’

. Saturacién del Actividad Actividad

Erovelnos (NH4)2804 total especifica
—globulinas 34% 0.089 0.113
—globulinas 40% 0.040 0.017
—globulinas 50% 0.022 0.007
albiuminas 62% 0.040 0.004
albiminas 68.% 0.017 0.019

Actividad total: Cantidad necesaria para producir 25% de hemélisis en presencia de
L unidad 50% hemolitica.
Actividad especifica:  Actividad total/mg de proteinas.
Tasra IV

ACCION DE HIDROCORTISONA SOBRE ' EN LESION HEPATICA

C (unidades 50% hemoliticas/ml)

Grupos Controles previos Intoxicadas
161 15
{intoxicadas)
1I 144 2
(intoxicadas -
hidrocortisona)
III 128 113
(hidrecortisona)
v 112 150

{controles normales)

debida —basicamente— a una biosintesis deficiente ; tal situacién requeriria una
vida media de 3 horas, dificil de aceptar si consideramos que en el humano es
de 8 dias y atm dejando un margen grande para considerar el metabolismo més
acelerado de la rata y cobayo, la vida media no puede disminuir més de lo
observado con otras proteinas,1?
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La posibilidad de actividad anti-C’ fue explorado al descartar una via de
escape urinaria tal como se deseribe un sindrome nefrético;™ los resultados
apoyan su existencia correlacionando muy estrechamente la disminucién de los
titulos de € con valores elevados de tal accién anti-C’; asi, el maximo 43 uni-
dades/ml, coexiste con la depresién maxima del C' y una actividad minima al
cabo de 6 dias asociada a valores de mas del doble original en el titulo global
de C’. Tal como era de esperarse la mayor actividad anti-C’ se aislé en la frac-
cién gammaglobulina, aunque en las porciones de albliminas también se localizé
accién importante; no se ha probado esa actividad en albluminas y es muy pro-
bable que se trate de otros componentes proteicos contaminantes. A pesar del
evidente efecto anti-C’ de las gammaglobulinas, su concentracién no aumenta
tan desproporcionadamente como la accién inhibidora y da oportunidad para
pensar también en proteinas contaminantes; los estudios de Marcus'® con gamma-
globulina absorbida en bentonita que ensefian a C’2 como el componente menos
afectado durante la accién anti-C’, pueden aducirse como argumento adicional
para no aceptar que la hipocomplementemia esté mediada exclusivamente por
gammaglobulinas anti-C’,

La intervencién de esteroides anti-inflamatorios en lesién hepitica es muy
discutida; en estudios previos'® !4 se ha encontrado que los escapes enziméticos
se exageran en animales intoxicados y tratados con cortisona y los exdmenes
histolégicos en la actividad inflamatoria al cabo, revelan necrosis similar a los
no tratados y retraso de 24 horas; estas peculiaridades nos hicieron pensar en
analizar su accion en la hipocomplementemia; los resultados son idénticos a los
registrados por Rice' en intoxicaciones crénicas con etionina en los que la cor-
tisona no modificé los niveles bajos de C’; en nuestra serie se estudié el efecto
de la administracion previa a la intoxicacién y, como puede verse en la Tabla
IV, no se encontré efecto alguno sobre la baja del C’, en tanto que las ratas
tratadas con hidrocortisona permanecieron con los mismos titulos.

Finalmente, se investigé la accidn de la fraccién gammaglobulinica sobre la
titulacién del amboceptor; dicha proteina no altera la tendencia de la curva i.e.
la hemolisis no aumenta a partir del titulo en que se estabiliza dicha accién en
ausencia de inhibidores; se puede inferir que la accién es puramente anti-C’
sin que la supersensibilizacién pueda mejorar la deficiencia hemolitica.

RESUMEN ¥ CONGLUSIONES

1. La intoxicacion subletal de ratas y cobayos con tetracloruro de carbono
induce una disminucién de mas del 90% al cabo de 18-22 horas, dichos
niveles tienden a recuperarse en las siguientes 48 horas y al cabo de 5-6
dias se hallan completamente restablecidos y ocasionalmente en zona
superior a la normal.
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I

De los 4 componentes sélo C’3 no es afectado y permanece con variacio-

nes minimas.

3. Q1 y €2 siguen la tendencia sefialada para € total.

+. "% a pesar de aumentos progresivos permanece en zona subnormal du-
rante los 6 dias siguientes a la intoxicacién.

5. La disminucién de C aparece después de 6 v antes de 18 horas, por lo
que se sugiere asociarla con lesibn mitocondrial.

6. No hay fuga de C’'1 o C'2 a orina,

Aparece actividad anti-C’ localizada principalmente a gammaglobulinas

guardando relacién inversa con los niveles de C’.

8. La hidrocortisona administrada previamente a la intoxicacién no altera el
fenémeno de la hipocomplementemia.

9. La supersensibilizacién de los eritrocitos no modifica la accién inhibidora

de la fraccién gammaglobulinica a diferentes pH.

~1
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