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1

INTRODLICCION

En los &ltimos 20 afios, mlltiples esgtudios han establecido -
que’ las deficiencias nutricionales especificas o mixtas de
evolucidn crénica producern defectos en la .respuesta inmune e
incrementan la susceptibilidad a las infecciones (1-7). Por otra
parte hay wvarias situaciones clinicas en las gque los pacieﬁtes_
son sometidos a ayuno parcial o total por perlodos variables de
tiempo, como es el caso de algdn tipo de postoperados,
traumatizados de cradneo, pacientes con insuficiencia respivatoria
aguda vy en general® pacientes que llegan a los servitios de
terapia intensiva por padecimientos agudos, ewn los cuales se ha
reportado incremento de la suceptibilidad & las infecciones (&—
123, Por lo general esto se atribuye a factores
intrahospitalarios o de los microorganismosi ademds hay estudios
clinicos y de labkoratovio gque indican gue las respuestas
hormonales, metabhblicas y biogulmicas que se desencadenan ante un
proceso infeccioso czon el fin de producir una adecuada respuesta
inmune son capaces de inducir desnutricidn aguda (13,14)3. Algunos
grupos, especialmente cirujamos cuyos pacientes postoperados
cursan con déficet energltico agudo frecuentemente y con sepsis
como la principal complicacidn postoperatoria y causa de muerte,
han sido los primeros en plantear el efecto que puede tener el
ayundo agudo en la integridad de la respuesta inmune, como una
causa del . hospedero, que contribuye & incrementar la
suceptibilidad a .las infecciones en pacientes sometidps a

privacidbn parcial p total aguda de alimento (&,9> .Sin  emhargo



los reportes sobre desnutricidn aguda y su repercusidn sohre los
diferentes mecanismos de defensa son controversiales y escasos,
El sistema monocito-macrdfago (mé), con su diversidad funcional
es primordial como defensa ante microorganismos-intra:elulares Y
como secretor de mediadores que inducen respuestas orgdnicas
conncidas como de fase aguda ante la infeccidn, con el fin de

desencadenar la respuesta inmune (15). Este . sistema puede ser uno
; ;

de los primeros afectados por el ayuno agudb C16-26).

.



11

ANTECEDENTES

1) PRIVACION AGUDA DE ALIMENTO Y RESPUESTA INMLINE:

Enn 1975 Lukazewyez, Martinez vy Mﬁrphy {1&), reportaron...gue
ratones sometidos a ayuno pow 2 dlas a los que se les admin}stré
células linfoideas maligﬁas ;kngénicas ik no fueraon caﬁaces de
rechazarlas, al contrario del grupo testigo. En 1975, este mismo
grupo (17> describid un modelo sencillo para la investigacidn
.del efecto del ayuno sobre la inmunidad mediada por cé#iulas
contra linfocitos malignos vy mo encontrd alteraciones, per;
dentro de las observaciones del tyrabaje, -describe gque con 3 dias
de ayuno el peso del timop de estos animales fué 5ig-
nificativamente meror gue el de los animales gque recikieron ali-—
mentacidbn normal, &s1 tambkiln disminuyd en un &5 a F0 % el nbime—
ro de ctlulas mononucleares viables oktenidas de khazo y hasta en
un SO % la cuenta total de leucocites periféricos. Meakins (18>
en 1977, reportd pruebas de hipersensikilidad tardfa alteradas en
pacientes con sepsis y trauma yv lo asocia como indicador de falla
inmunel®gica adquirida en forma aguda, peyvo de ninguna manera
estos datos pueden velacignaree con deficiencia nutri:ipna]
aguda. Wing vy Yeoung (1) en 19230 describenw un modelo de

desrutricidn en ratones sometidos a ayuno per 72 h y retados con

L.moviocytdaenes con ¥5 % de sobrevida ve S% de sobkrevida en el
grupo control con alimentacidn rnormal, y sugilrieren que el ayuno

protegid & los animales contra la infeccibn de {.monocytégevies.

Pero ese misemo grupo, en 1923, repitid el trabkajo wsando



Toxoplasma gondi como reto y los resultades fueron totalmente

inversos (0) lo que sugiere que el efecto anterior fud selectivo

para L., monocytdgenes. En 1980 Sarena y cols (21) estudiaron la

actividad de c&lulas mononucleares NK de bazco de ratones
sometidos & ayuno vy encontraron gque la - actividad citotoxicar
dismivuy®d a los & dfas de habeyr sometido a leos ratones a ayuno |y
SUgiFi%PDn_quE esto podia ser por efecto de alghn supresor ya que .
al incubar las células NK con c#lulas de hazo de ratones normales
se& recuperaka la funcidn y la recuperacidn con realimentacidn f;é
total a los B dlas. Meakins y cols (2) en 1982 reportaron que la
muerte ernn sus unidades de cuidadeos intensivos quirdrgices
tdrrelacionaba con gran déficit ernergético agudo y su  principal
causa de muerte fud sepsis; esto los motivd a trakajar esta l1inea
de investigacidn y en 1984 Nohr, Christou, Meakins y col <{2Z2)
pubklicaron 1o0s resultados de un estudio sobre inmurnidad humoral
ern pacientes postoperados en los cuales midiervon la respuesta de
produccidn de anticuerpos a la aplicacién de toxoide tetldnico vy
encontraron que la respuesta fud disminulda en relacidn al grupe
testigo. En 1924 Shewib y col {23) publicaron un estudio sobre la
capacidad fagocltica y microbicida de macrdfagos alveolares de

ratas sometidas a ayuno, contra Pseudomonas aeruginesa marcada

corn timidina tritiada, vy encontyraron una capacidad fagoctitica
disminuida, pero capacidad microbkicida normal a partir de a8 b de
ayune, y la recuperacibn de la funcién fagocltica fud total
hasta despuds de d semanas de realimenteacidn., En 1985 Christou
reportd (2d) que un déficit en 1la pruéba de hipersemnsikilidad

retardada en piel se asociaka a incrementeo en el riesgo de sepsis



y muerte en pacientes quirfirgicos. Nuevamenté este grupo, tambhién
en 198%, (25), reportd un estudio del efecto del ayuno agudo
sobre la respuesta inmune humoral ¥y respuesta de
hipersensibilidad tardfa en piel en un modelo animal experimental
en ratas, encontrando amhkas deficientes despuds de 3 dlas de
a;uno, y después de 7 dfas de realimentacién, adn cuande se
demostrd mejovia de las funciornes no se hablan recuperado ad
integrum. Por otfa parte, en 193&, este mismo grupo efectud un
estudio en pacientes postoperados sometidos a perfodos variables
de ayuno por su mismo problema de base, donde se les midid 1la
respuesta humoral a la aplicacién de vacuna de neumococo
{antlgeno polisacarfdico) y se encontrd que no existia diferencia

entre el grupo testigo y el proklema (2&6),

En  resumen, el abordaje y las conclusiones 5;bre el efecte
del ayunio agurdo sobhre algunos aspectos de la respuesta iﬁmune han
sido escasos, Tno secuenciales y se podrtan considerar controver—
siales. -

-

2) INFECCION AGUDA-MAGNITLID DE LAS RESPUESTAS METAEBCL ICAS:

El procese infeccioso agudo produce pérdida de peso que en
alguroes casos puede }legar a producir desnutricidn agdda por si
mismo vy esto se deke a las respuestas que se despiertan en el
individuo infectado. La infeccidn generalizada,. & excepcidn de
-diferen:ias leves y dependiendo del tipo de microorganigmo
causal, se acompafia de wuna serie de respuestas  biogquimicas,
hormonales v metabdlicas altamente predecibles (13,1d): algurnas

se inician err el periodoe de incukacidn y la gran mayerla se

o



desencadenan jJunto con la fiebre. Estas respuéstas de fase aguda
a la infeccibn se han descrito ampliamente por Beisel (13> vy
otros <(1d): Hay fiebre que incrementa los indices metabslicos
celulares causando un 7 % de iﬁcremento en el Indice metabdlico
basal por cada grado Fahrenheit gque aumente la temperatura
corporal, lo gque aumenta el gasto energdtico, adem&s como
consgcuen:ia de la fiebre hay sudoracién donde se pierden
nutrientes (27,2&); otro factor durante la infeccidn gque afecta
el estado nutricional es la anorexia que.disminuye la captacién
de nutrientes (29,303 Las respuestas hormonales se caracterizan
con incremento en ta produccidn de glucocorticqides.
mineralocorticoides, hormona del crecimiento, glucagon, insulina
entre otras (14,2%,31), vy esto se traduce en alteracidn en el
metakbolismo de protelmnas con catabolia en mdsculo para la
obtencidn de aminodcidos mecesarios en la sfintesis de nuevas
proteinas como enzimas, proteinas de fase aguda, iﬁmunaglobulinas
y también wutilizacién de estos aminodcidos como energdticos va
que la glucoweogénesis tamhidn se incrementa; esta respuesta
resulta enr balance nitrogenado negativo (32=-37); en uw adulto la
reserva caldrica como carbkpohidratos solo sorn 1000 Kcal v esto se
consuﬁ; eﬁ‘ 12-24 hrs de metabolismo yv en un nito en E&-12 h
(14}38-40). por 1lo que por fuerza ante un estado de infeccidwn
aguda se utilizardn otros nrutrientes como fuente de energtlay 1la
mayor reserva energética la-tenemos en forma de 1lfpidos, sin
embargo ante un proceso infécciuso agudo las alteraciones en el
metabolismo de llpidos difierén seohn el agente causaly en las
infecciornes por Gram negativdg se descrike gue incrementan los

niveles séricos de lipoprotelras de muy baja densidad (VLDL>, una

]



respuesta variahbhle de Acidos yrasos libres pero hay disminucidn
de la capacidad de depuracidn sérica de triglicéridos con baja
@activided de 1la lipoprotetna-lipasa, lo gque sugiere -menor
utilizacidbn de 1las grasas y mayor catabolia de protelnas con
fines energbticos; enr sepsis por Gram positiveos incrementa tas
lipoprotelnas séricas y la hipertrigliceridemia es menor (41-d43).
Los diferentes minerales pueden perderse o secuestraﬁse _y' las
vitaminas tienen utilizacién acelerada (13,1d4). Todo esto ocurre
con e! fin de montar una adec&adé respuesta inmune contra el
microorganismo invasorg de tal manera que el establecer un
adecuado mecanismo deldéfensa implica incremento en la demanda de

nutrientes y calédrica.

3) INFECCION AGLIDA- RESPUESTA INMUNE;

Esta respuesta inmune la podemos dividir de manrera muy
genevral en: Sisfema humoral, fagoclitico y el mediado por células.
La forma como estos sistemas responden ante un proceso infeccioso
mo es tan sencilla, la realidad es gue depende del_tipo de agente
invasor, lo que activa un sistema u otro, rero en general hay una
actividad combinada, interactuando con predom}nio de alguno,
seglin sea el caso de la etiologla. En la inmunidad humoral
bésicamente tenemos: el sistema de complemento que al fijarse
hace que se liberen factores quiﬁiot&cticos, anafilotoxinas entre
otros, infl&yendo sobre la respuesta inflamatoria y atravendo a
las células fagﬁc!ticas% tambkiln se evicuentra la-produc:ien de
anticuerpos, los cuales pueden actuar en forma especlifica contra
el agente invasor o comoe opsonizantes. El sistema celular

comprende a las cdlulas T que al activarse producen mediadores
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como las linfocinas gue actdan sohre otras células gue a fin de
cuentas serdn las efectoras de la funcién., Por Altimo se menciona
a las células fagoclticas las cuales son bhdsicamente los
polimorfonucleares vieutréfilos vy las células del sistema
moviocito — macrdfago; estas cdlulas son atraldas primero hacia el
sitio adecuado y al encontrarse con el antligeno ya preparado
{opsonizacidn) pueden fagocitarlof.y -_proceder por mecanismos

microbicidas oxidativos o no oxidativos a su destruccidén (d4d,45).

Con fines de é&ste protocolo, se Considera mnecesario wuna
mayor revisidbn sobre el sistema monocito-macrdfago. Este tiene
una gran diversidad funcional y las cdlulas que lo conmponen
tiemen un  origen comdn en médula Asea a partir de una célula
precursora pluripotencial desde donde se van a diferenciar hacia
monahklasto, promomnocito, meornocito y de este hacia macrb&fago; en
los tejidos el macr8fagqgo se encuentra en estade wormal, de
acuerdo a suw hAdkitat como: cklulas de Kupffer en hlgado,
macvrbdfagos pleurales y alveolares en pulmdn, histiocito en piel,
ostecclastos, células microgliales, ctlulas sinoviales tipo A,
macrdfagos libres y tisulares linfdticos. En estade inflamatorio
se encuentran como: macréfage erxudado, activado, céliulas
epiteliodes y c#lulas gigantes multinucleadas. Todos los
macrbfageos surgen por maduracidn de leos monocitos circulantes que
emigran de la sangre vy por la proliferacidn de macrdéfagos
Vinmaduros estimulados (dE,d&).. £1 !ndi&e basal de pyroduccidn de
moviocitos humanos es de 7 x lcf/Kg/h, en estados de inflamacibn
alcanzan 28 » lab/Kg/h, en metdula dsea viven 1&—60 h, el depbsito

&
en sangre s de 2.7 x 10 /ml y su vida media en sangre es de & a
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71 h, pero en ratén es de 22 h (45), aungue se ha reportado que
en ratas infectadas por Salmonella, la cindtica qé monocitos se
modifica (47,4&8). Agentes citotéxricos como la azafibﬁriﬁa.y .105
esteroides producén disminucidn de los monocitos circuiantes

perifdricas (49%,50).

Este sistema tienen cuando menos & funciones principales:

ADINTERACCION CON LINFOCITGS T B MEDIANTE PROCESAMIENTG Y

Y
PRESENTACION DE ANTIGENO (46, S1-53):

BX>MECANISMOS DE DEFENSA EN EL HBLUESPED CONTEA AGENTES INFECCIOSOS
(PARTICLILARMENTE CONTRA ORGANISMOS INTRACELULARES):

Metchnikoff ohservé que los fagocites mononucleares de
animales que resistlan a ciertas infecciones hacterianas tenlan
incrementada su capacidad para digerir y matar estos organismos vy
en l??O.Hackaness {S4) propuso el término macrdfago actiwvado para
estas células con aumeynto de 1la capacidad microkicida,
tumorvotida, fTagocitosis, adherencia a superficies de pléstico vy
vidrio, tramsporte de glucosa, glucosamina y leucina, niveles de
adenilciclassa, GMPc, contenido enzim&tico lisosomal, oxidacion de
Glucosa—l-ldc liberacibn de prostaglandinas, de coldgena, factor

citotdrico vy activador de plasmindgeno (d6&). Existen estudies

sobhre el incremento de la actividad fagoclitica y mitrobicida de

@ activados ante infecciones ex)perimentales con patdgenos
intracelulares como: Micobacterias, Salmonella, Toxoplasma,
Listeria, Leishmania.entre otros (58557 3., Para gque una célula

fagocitica 1legue al sitio del proceso inflamatorio, para poder
fagocitar e incluso desencadenar su actividad microkicida contra
el agente invaser, tiene gue migrar, vya sea de la sangre hacia

1ds tejides o dentro de estos mismos .. Esto obcurre por  la

12



capacidad de la cdlula para reconocer un gradiente quimiotéctico
a traves de su membrana celular, que cambia la actividad
eléctrica trans;embrana y se traduce en una seffal hacia el
interior de 1la célula produciéndose cambkios en sUs
concentraciones idnicas que activan sus sistemas de microtdbhulos
intracelulares con capacidad contrdctil que inducen a la célula a
migrar hacia el gradiente de gquimioatractante, e}l cual ésta
relacionado con el sistema de complemento Coa, C3hb, levcotrieno
bd vy productos del metakolismo del acido araguidénico via
lipooxigenasa (58,59). Una vezr que llega al sitio afectado”
tierre que reconocer y enlazarse al microorganismo, esto ocurre en
la gvrarn mayorfa de la veces por el fendmeno de opsonizacidn gque
sufre. la particula extrafiay las dos principales clases de
opsoninas son los anticuerpos séricos especlficos y los
fragmentos del componente del complemento, Los anticunerpos se
enlazan al antigeno por su porcidbn variakle Fab y al mismo tiempo
la porcidn Fc del anticuerpe se enlaza a un rveceptor en 1la
membrana de la célula fagocltica y de esta manera el anticuerpo
hace un puente entre el microorganismo v el receptory tanto 1gG
como solo para M2 pueden mediar fagocitosis povr este mecanismo,
1aG e IgM activan complemento ¥y de manera secundaria favorecen la
opsonizacifn (&0,61), El complemto puede enlazarse directamente
& las superficieg bacterianas sin la intervensidn del anticuerpo
y actda compo ligando enlazando de manera covalente a - la
superficie del microorganisme y al mismo tiempo de manera no
covalente &a receptores especificos de la célula fagocltica .y de

esta manera se promueve la fagocitosis (H2,63). Una vez gue el

13



microorganismo vya esta adherido a 1a célpla. fagqc!ticg;' és
introducido a‘esta mediante la formacidn de'un.fagosoma;' el cual
se unird a un lisosoma formando un fagelisosoma y en el interior
de este se desencadenan mecanismos microbfcidas oxidati;os Yy no
oxidativos que alteran las membranas en condiciones optimas
ocasionan 1la muerte del microorgamismo (dé&). El mecanismo
microhicida dependiente de oxigeno, conocido come __estallida
respiraturiﬁ. consiste en desencadenariuna serie de actividades
metabdlicas ante wun estimulo en 1la membrana de la célula
fagoclitica que activa la enzima NADH oxidasa que reducird el

oxigeno - molecular a agua, con la formacidn de intermediarios

altamente reactivos cbmo singletes de oxigeno CIDF) y radicales
de oxfgeno comoe el ién superdxido (D_’) Y ef perdxido de
hidra8geno (H,G J. Cuaqdu el oxfgeno ace:ta urr solo ele;trﬁn se
convierte a zﬁa La reducccibdn del oxigeno pnr. dos electrones

produce H O+ , ef cual se puede formar directamente por reduccibn
divalente2 ﬁel oxlgeno molecular o por reduccién univalente del
0,-' La reduccidn del H G resulta.en la formacién de radiéa]es
hfdraxilo {OH> altamenti zveactivos. El 10, es un estado
altamente exitado de oxfgeno, el éual es fjrmado cuando un

electron es trasladado & un orbital de mas alta energla con una

inversidn del  spin y esto ocurre por la interaccidn de varios

productos de reduccidn de oxigeno {00 oH, H O >». E1 exceso de
< b ]

energla de estos productos iﬁestabfes~ de sn;genn puede ser

disipado por decaimiento térmico, emisiédn de luz el fendmeno de

gquimioluminiscencia o reaccidn guimica (&d-&7)>. Se ha propuesto

gue la guimioluminiscencia tanto de PMNs-cnmo de mé, puede estar

condicionada por la relajacidn de los ID como describimos

2
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previamente o6 segln Cheung y col (&8) la estimulacién de la
memhrana celular durante el evento fagocltico induce la
lLiberacidn de Acido ardguidénico de los fosfolipidos de la
membrana, los cuales sufren oxidacién en las vias de la
ciclooxigenasa Y lipooxigenasa. La oxidacidn del dcido
aragquidédrico se facilita, por la intervencidn de las especies
onidativas derivadas del oxtgeno y los metaholitos de estas’
reacciones pueden ser les causantes de la emisién de luz, Este
fendmeno de gquimicluminiscencia puede medirse mediante la
agregacidn de sondas quimicluminigélnicas tales como el luminol
que amplifican el fendbmevio de produccién de luz durante la
fagecitesis, Por lo tanto 1la actividad fagoclitica tanto de
lenxcocitos PMNS como de mé puede medirse indirectamente al
cuantificar la emisidn de luz por estas células ante un estimulo
{67 ,67,70) . Los productes inestahles de oxigenro descritos
preyiamente, son altamente tdxicos para las membranas celulares
incluyendo las bacterianas y tambhien pueden potencializar su
accidn al interactuar con el sistema de haluros y
mieloperoxidasa, enzima dque no se encuentra enr los macrdfagos
maduros (15,dé6,64), 1lo que provocard la actividad microhicida
como evento final de la fagocitosis en este tipo de células. Como
consecuencia de todos estos pirocesos biogquimicos que se
desencadenan durante el estallido respiratorio se incrementa el
consumo de glucosa-b—fosfato por la via de la hexosa monefosfato
la c¢ual restituye el NADPH v al final permite la transformacién
del pevdxido cde hidrdgenp en agua y el oxtgeno sirve para oxidar

glutatidn por accidn de la glutatidn peroxidasa; de la via hexosa
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monofosfato se oktiene como producto final CO . De tal manera que
bed

r-4

al incrementar la actividad fagoclitica, incrementa la produccidn

de perdxido de hidr8geno y por lo tanto se activa mas la via de

la hexosa monofosfato (71).

CHRETIRAR CELIMAS DANADAS © VIEIAS Y DEBRIDAR MATERIAL NO
METARCGLIZARLE (34 ),

D> MECANISMO DE DEFENSA DEL HUESPED CONTRA NEGELASIA:

 Se ha reportado gue los monocitos hum;ncsn descriken de
manera espontdnea  actividad citostdtica y citotdnica contra
células  tumorales in wvitro y que las linfocinas obtenidas de
cultivos in wvitro de células 1linfoideas estimuladas con

fitéhemaglutinina, PPD o Corynebacterium ggrégm, aumentan de

manera importante la actividad tumoricida de monocitos humarnos

(46,56,72).

E)SECREGION DE SUSTANCIAS GOUE INCREMENTAN 0O DISMINUYEN LA
ACTIVIDAD DE CGTRAS CELIILAS:

En  los fUltimos 5 afios ha cobrade mayor importancia esta
funcibn del sistema monocito-macr&fago y ya se han repovtado
cerca de 100 sustancias, las cuales son secretadss por estas
cédlulas; entre las mas comunes podemos enceontrar: enzimas,
componentes del complemgnto, factores quimioticticos, reguladores
de la sfintesis de protefinas por otras células, protelnas
enlazadoras, nucledsidos, factores promotores de la replicacién
como la Interleucina-1 (lL-1) vy factores inhibidores (73).

La- Il1-1 es wuwna monoCina que ha recikido mnombres como
pirégena- enddgeno,- factor activador de linfocitos, .hediadoé
endbgeno de leucocitos, factor de c#lulas mononucleares entre

otros, este término se escogid porque se considera que esta
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sustancia transmite sefiales entre difgwentes pobhlaciones de
linfotitos. Es una sustancia soluble sintetizada y likerada peor
10; fagoritos mononucleares actiggdos, Yy para que esto ocurra es
necesario gque estas cé#lulas esten en contacto con el agente
inductor por un pertodo de tiempo; estos agentes dinductores
pueden ser microorganismos y sus fproductos como:  endotoxinas,
exotoninas, peptidoglicanos; reaccidn antligeno anticuerpo, entte
otros; s€ ha documentado .que)las respuestas a la IL—l. SO1T2
fiebre, la likeracidn de factér estimulante de colonias de
granulocitos y macrdfagos por c@lulas endoteliales y fibroblastos
que acthan sobre médula bsea e inducen meutrofilia y produccidn
de colagena, tambidn se incrementa la liberacibn de reactantes.de
fase aguda como proteina C reactiva, haptoglobina, alfa-1-
antitripsinag incrementa la liberacidn de aminodcidos por el
misculo, activacién de células NKy actiwva células T, 1o gue
incrementa la likeracidn de anticuerpos y de linfocinas, IL-Z,
que actuardn sohre célulac efectoras y se supone que esto se
produce a través de estimulacidn de la membrana de las células
por JL=1 resultando en la liheracibn de Aacido araquidénico
precursgogr de fprostaglandinas gque inducen la libheracin de
"leucotrienns, sustancias responsables o© mediadores de estas
respuestas (74-80),. QOtroc mediador producide por el sistema
monocito macrdfage es la cagquectina conocida también como factor
necrozante de tumores (TNF). Es un péptido muy pavecido a la IL-1
desde 1 punto de wvista estructural y funcional ya que las
respuestas & este mediador son ﬁuy semejantes a 1las producidas
par IL-13 como fiekre, adherencia e polimorformuacleares,

hematopoyeisis, gran catabolia de protelnas, incrementa la
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gluconeogénesis, por su accidn sobre lipoproteln lipasa inhibhe la
depuracidn de lipidos en plasma y por Gltimo tambidn se ha
descrito que incrementa la produccibn de reactantes de fase aguda

{(81-84).

Si recordanos los cambios orgdniceos mencionades previamente
que se ﬁresentan ante urn proceso infecc?oéo agudoy SON MUy
semejénteé aulas gqite son inducidos por estos‘mediadores. De tal
manera que €l incremento de la demanda metabdlica y de nutrientes
en los estados de infecciédn aguda es producto de estos mediadores

producidos por células activadas del sistema monocito—macrbéfago

(15>,



PLANTEAMIENTO DEL- PROHE EMA

Para desarrollar la defensa ante un proceso infeccioso
agudo, se necesita incrementar la demanda metabdlica y de
nutirientes y esto ocurre por la activacién del sistema monocito-
macr8fage y la produccidn de sus mediadores que se traduce en la
induccidn de respuestas orgdnicas., Si un individuo se somete a
privacidn aguda de alimente, su capacidad de reserva disminuye y
se consume ante la falta de aporte; y 5i en estas circunstancias
s encuentra ante un estado de infeccidn aguda, esto puede
repercutir sabre la capacidad de estabhlecer una adecuada
respuesta  inmune. Considevando que la funcidn del sistema
monocito—macrdfago es importante como desencadenate de toda esta
cascada, podrla ser uno de los primeros sistemas alterados. Ante
la poca y controversial informacibn gue existe a este " respecto,
el propdsito de este estudio fub de evaluar el efecto del ayuno
agudo sobre un aspecto especifice de la respuesta inmune como es
la capacidad migratoria, fagocitica, microbicida y el metabolismo
orxidativo tagocitice de macrdfagos ewn un modelo animal

experimental.
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HEPOTESIS

En ratas sometidas & ayuno agudo disminuye la capacidad
migratoria, fagocitica y metabhdlica asociado a fagocitosis y 1a
capacidad microbicida de los macréfagos, estudiada in vitro en
presencia de suero de ratas normales y en presencia de suero de

las propias ratas con ayurio.



CBJETIVC

.

1.~ Determinar la actividad quimiotictica, in vitro, de
macvr8fagos de ratas sometidas a ayuno agudo usando suero
autdlogo y suern de ratas normales comp gquimicatravente,

2.~ Medir la capacidad fagocltica global y la actividad metabbica
asociada a fagocitosis de macrdfagos de ratas sometidas a
ayuno agudo usando suere autdlogo y suero normal como
fuente de opsoniinas.

3.— Determinar la capacidad microbicida <(usando Salmonella
typhimurium), de macrdfagos de ratas sometidas a ayuno agudo

usando suerpc autdloge y suero normal como fuente de opsoninas.



Vi

MATERIAL Y METCQDO

rd
Para todos los ensayes se usarqh q%tas Wistar de sexo
masculino de 7-8 semanas de edad ya qgue por estandarizacidn
previa fu® la edad minima donde se obtuvo 95 a 100 % de sohrevida
despuds de someter a los animales a privacidn total de alimento

durante 72 h (ver cuadro No.1)

AY MODELEO DE AYLING: Todos 1los animales se sometiernﬁ a
privacidn total de alimento & excepcidbn de agua a libre demanda
durante un perlodo de 72 h (19-22,24,25) « Los animales se
pesaron al principic y todos los dlas de ayune en la misma
bAscula v a 1a misma hora y se mantuvieron aislados en cajas

metabbdlicas,

B> OQETENCION DE MACROFAGOS (MOOPERITONEALES: Las ratas se

anestesiaron con &ter ¥ se les introduajo por inyecciln en la
cavidad pyperitoneal 1S ml de solucién balanceada de fosfatos
(HESSY, pH 7.2, se les did masaje peritoneal por S', se procedioa
sangrar a los animales por puncibn cardlaca e inmediatamentemente
deapuds, con técnica estéril se efectud 1ncisidn abdominal y con
pipeté Pastéur se recolectd el llquido de cavidad peritoneal, el
cual se introdujben tubos de vidrio de 20 ml con tapbn de roscé,
o

mantenidéndolos a 4 & (&5). A ecte material s¢ le agread Hypagque—

Ficoll 2.5 m! y se centrifugd a 1500 rpem durante e A



prosteriormente, se deshecho el sobhrenadante y se ;avaron las
cklulas con HESS en 2 ocasiones y el botdn oktenido Qe ajustoa 1
ml con HESS. Se procedid a determinar el nlmero de células
viakles/ml, para 1o cual se tomd una alicuota de 20 ul para la-
técnica «de exclusidn de colovante azul de triparno, contando el
némero €n un hematocitémetro de Neubauer. Durante estandarizacién
previa se fijaron f&minas para tincidn de wrigth y de - esterasa
inespecifica v se determind gue con &sta técnica se obtiene 96-938
% de mononucleares de los cuales solamente un 10-12 %  son
linfocitos. .

C) LAS VARJIAEBLES (DEPENDIENTESY A MEDIF FUERON:

VARIAELE Y UNIDAD DE TECNICA

MED1DA

1) Migracidrn en um CGuimiotanis en microcdmara de Boyden
2) Capacidad fagocltica Quimiocluminicscencia

Pico de cpm loglQ

3) Metabolismo Onidativo de Produccidn de Gy
fagocitosis (via Hexo-
sa monofosfato-VHM),
Indiqg de produccibdn

de Cc“’2 . )
d4) Capacidad Bactericida Microtécrnica modificada de Guie
contra S.Typhimaium, {(determinacidn de UWFC viahles)

(% de muerte bacteriana
a los &0 y 120" de )
de ircubacibn.

Los estudios de las funciones de md, se realizaron in vitro,
aundgue la condicidn o manicohra (el ayuno) se aplicd en el modelo
animal in wivo, del cual se oktuvievon los m#. Para mantenerr las
condicionies elementales mecesarias in vive para las funciones a

estudiar, se utilizd suero aut®logo (SA) (de 1la propia rata
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sometida a ayuno y cuyos m¢ se estaban estudiando) y Qe suero de
ratas testige que recibieron dieta normal y consideradas como
ratas normales (SN), como quimicatrayente o fuente de opsoninas
enn la determinacibn de la ;ctividad' migratoria, fagoclitica vy
.microbicida de los md in vitro.

D)imUIMIUTAXIS=

. é; "utilizb la técniea der microcAmara de Eovyden, que
determina 1la migracidn in vitro de las células estudiadas, en

este caso células mononucleares. Para este firn se usaron:

&
——CELULAS MONONUCLEARES ( 2 » 10 /ml) '

==8N Y SA ACTIVADCOS CDNﬁZINGSANG (particulas de §. CEFéViéiaE el
cual es activador de C3hbh y CSa)

——FILTRO DE NITRATO DE CELULOSA (MICROPORE) DE & micras de
didmetro.

~=LINA MICROCAMARA DE BOYDEN.

En 1o0s pozos inferiores de la cdmara se ‘coloce el quimioa-
tractante por duplicade, se wsaron las variables SN, SA y como
control HRS5S; el filtro de nitrato de celulosa se introdujoen una
solucidn de medio de Gey-Hepes con albdmina v se procedid é
colocarle por encima de los pozes inferiores; la porcidn superior
de la cdmara se colocéd por gﬁcima de la porcidn inferior con
ajuste v en los pozos supeviores se colocarorn las células 140,000
(70 wuld, se incuban a 37uc durante 90*',posteriormente se retirva
el fiitrn de ia cdmara, se introduce ew alcohol/agua 131 durante
und h y despubks se procede a la tincidbn del filtro por la técnica

de thematoxilina vy deshidrataciones progresivas con diferentes
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alcohdbles y se lee la migracidn por la técnica de Zigmound vy

Hirasch (8&,87).

E> @UIMIGLUHIN!SCENC}A:

Durante fa capacidad faéocltica de una cllula se desencadena
actividad metabblicay el estimulo en la membrana de Jla célula
fagocitica activa una oxidasa que transforma el oxlgeno molecular

(0,) en idn superdiido (G, 3 y este espontdreamente se transforma
end peréxido de hidrbgﬁno CH U’). Durante esta actividad
metahdlica se desprenden producfoi inestables de oxigeno de alta
energfa en forma de fotones de luz vy esto puede captarse en forma
de particulas beta en un contador de centelleo liquido. A este
fenbméno se le 1lama quimioluminiscencia y la técpnica de su

medicibrn determina de manera indirecta la actividad fagocltica

Para 8sta t8cnica se utilizaron:

&
CELULAS MONONUCLEARES 2 » 10 /ml

PARTICULAS DPE ZIMOSANG ( partliculas de 8. cerevisiae), come

particula a fagoc:rtar, a una contracidn de 10 mg/ml opsonizado
con SN y SA al 40 % %,

LUMINGOL (S—amirno-2Z, I dihydro-1, d phtalazinedinne;.SIGﬁA) & una
concentracidn de 4 oM preparado por sonicacidn y almacenado en
solucidn en frasco cukierto, para proteger de la luz. Se
utilizd come amplificador de la emisibn de luz, que resulta de la

%
produccidn de radicales de oxlgeno durante la fagocitosis.

En viales de centellep lilquido de 10 ml, se colocaron

células 400,000 (20O ul)lymas 150 ul de luminol y 150 ul de zymo-



sarno (un vial con zimosano opsonizado con SN vy otro con SA) y se
ajustd el volumen a 1 ml con HESS. Como testigo de la prueba se
uzaron viales sin zimosano. Los viales se introdujeron en  un
contador beta de centelleo Jiguido Packard R3I00 y se determind
la actividad quimioluminiscente de las células en cuentas por
minuto {cpm), usando el pico maAximo de actividad para expresar

resultados. .

4 E!tan?arizacibn de actividad opsondnica del SN para la técrnica
de quioiolﬁminiscencia.Como se puede ohkservar en €l cuadro No. 2,
se realizaron 10 pruebas con el s:stema completo: md, luminol,
variando exclusivamente la concentracidrn de SN para opsonizar el
2imosana  con O%, 10%, 20%4, 30%, d40%, SO0 % y &0 % de SN y se
determind el pico mAximo de cpm en cada grupo. Como las varianzas
de 1los resultades no fueron homogineas, se determind una
diferencia general (p < 0,01} ntilizando una prueba de varianza
no paramdétrica, de Friedman: Los ms8 del grupo de dO% de SN
extikieron el pico de cpm mal alto (p < B.05) mediante la prueha
U de Mawn Whithney cor 4.7 vs 3.2 (O%) d.1 (10%), 4.5 (20%), d.6
(I0%) vy d.& (SO%). El testigo negativo de 1la prueba fud un
sistema sinlcélulas que nos dié ur valer basal de 1.%, Por lo gne
se dec{diﬁ utilizar SN al 40% como fuente de opsoninas para esta

pyrueba.

14
F)» PRODUCCION DE ~ CO ¢
2
Como se menciona previamente, la actividad fagoclitica

desencadena muchas vias -metabdlicas en las células para la

elaboracidn de los productos téxicos capaces de tener actividad
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hactericida como el ibn superédxido y el perdxido de hidrbgeno,
que ademds pueden potencializar su accidn mediante el sistema de

mieloperoxidasa y halurcos; sin embargo, si el H O escapa de la
z 2
vacuola fagoclitica tiene que ser degradado ya que serfa también

altamente téxico para la célula misma. Para contrarrestar esta
eventualidad existen mecanismos de defensa de 1la célula para

metakolizar el HQ 1 la catalasa, gque es capaz de desdohlarlo a
2 2
agua y oxlgernio molecular v la otra via es a través del ciclo de

la hexosa monofosfato, Esta via utiliza Glucosa-é—fosfato (G-&-P)
que es oxidada pror 1a glucosa~&~fosfato—-deshidrogenasa

convirtietdola en una pentosa y CO en esta reaccidn el NADP
2

acepta el hidrdgeno perdido vy se transforma en NADPH, mismo que

se wusa tanto para la formacidn de O y HQ como también de
2 22
sustrato de la glutatidn deshidrogenaca (GSS5G-DH) para reducir el

glutation oxidado. Este A&ltimo puede ser oxidado de nuevo por

accibn de la glutatidn peroxidasé usando H O como dornador del
2z

oxigero, de tal manera que esta se transforma en aguas por  le

tanto al incrementar la actividad fagocltica v formacidn de mas

H,U se tendrdn que activar mas las vias metabdlicas como VHM,
P:ri medir la actividad de la VHM, se utiliz$é la técnica de
produccidn de ldcoq, (71,8&8,89) 1la cual consiﬁte en 1

S 2

CELULAS 10 /ML
ZIMOSAND <como partlcula & fagocitar) 5CG my/m]l opsonizado con SN

y SA al 40 % x,
14 14
GLUCOSA marcada con CO en la posicidn ndmero 1 (G-1- ),
- z
PAPEL FILTRCO DE FIBRA DE VIDRIC (Bellco microharvester) de 3 cm

de didmetro.



HIDROXIDO DE POTASIOQ AL 10 % (KOH)
ACIDD CLORMIDRICO Z N.(HCL)>
- o | ‘ 14

En tubos de cultive Corning de 50 ml se mezclaron: G-i- C
0.25 uCi (500 ul), Zimosano 200 ul y células menonucleares 106
100 u{? y se ajustd el volumer, a un ml con HBSS. Inmediatamente
despubs de la colocacibn de la? ctlulas, cada tubo es cubierto
con un papel parafina que contien;-adherido urn papel filtro -de
fibra de vidrio de 3 cm de didmetro, al.cual se le agrega 400 ul
de KOH y se cubre el tubo con el papel filtro hacia el intevior
del mismo vy por encima e sella el tubo con la tapa de rosca.
Tubos sin zimosano se prepararon como testigo de la prueba; todos
los tubos se incubaron en rotacidn a 37OC. a los &0 min se le
agregd al contenido un ml de HCl por inyeccién a travéds de la
pared del tubo, sellando el orificio de entrada ton plastilina vy
s€ deja en incubacibn 30 min mads, al término de este tiempo, se
retird el filtro se introdujo en un vial con S ml de tolueno y se
determivd las cpm producidas (promedio de 30 min de conteo). Se
expresd los resultados como:

CPM CELULAS CON ZIMOSAND
INDICE DE PRODUICCION 14C02= -

CMP CELLILAS SIN ZIMOSANDO

¥ Estandarizacidn de actividad opsonénica de SN para la “técnica
14
de produccidn de COr ¢+ como se puede ver en €l cuadro ne. 2 se
) 2
relizaron 10 pruebas con el sistema completo:s me, 0.25 uwCa de
14

G—1=- € vy zimosano, variando la concentracidn con O%, 2.9%, S%,

10%, 20%, vy 30% de SN como fuenrte de opsoninas en diferentes



viales, Los resultados se analizcaron mediante la prueka de
Friedman demostrando diferencia general (p < 0.01). El Indice de
produccidn de 14@0 et los grupos de 10%, 20% y 30% fud similar
(p > 0.0%) con 5,2 4.7 y 5 respectivamente y a su vez fueron
significativamente mas altos que los gque produjeron los mé de los
grupos con  concentraciones menores de  10% (p <0.05 U de Mann
Whitney). EL tgstigo negativo de la prueba fud un vial sin
células. Por estos resultados decidimos utili:ar una

concentracidn de 10% de SN como fuente de- opsoninas en esta

prueka.

G) CAPACIDAD HACTERICIDA:

Para la determinacibn de esta funcidn se wutilizé wuna
microtécnica modificada de &uie (20), la cual ya fub
estandarizada ewvi nuestro laboratorio para B. aureus (91) vy
previamente procedimeos a la estandarizacidn para 8. typhimurium,

con detqwminacidn de la cindtica de crecimiento bacteriarvo.

Se decidi® utilaizar S. tiphymuriun como hacteria a fagoci-
tar, debhido a su caracteriztica de sev un microovganismo
intracelular contra el cual el sistema monocito macrdfago Juega

ur papel predominante como bactericida in vivo (43).

Para realizar esta técnica se utilizd:

&
CELULAS MONONUCLEARES & »10

S.typbimurium, la cual se dejd crecer por un perlodo de 18
o
k. en calde de agar soya tripticaseina a 37 C <{(fase log de

crecimiento), a la mafiana siguiente, la kacteria se lavé con HEHSS



. &
y se determind una concentracidn de 10 /ml mediante correlacidn

con escala de Mc Farland, determinado la densidad @#ptica ponr
espectofotometria, posteriormente se yprocedid a opsonizar la
bacteria con SN y SA al 10 %%k, lo que dejd una concentracidn

7
final de la bacteria de 10 .

()

En microplacascde titulacién se mezclan 4,0 X IOH cél:las {20
wi), mas €.0 X IOJ bacteﬁias (20 ul) npsbnizadas con éN y'SA al
10 % (se preparan pozos por separado con SN o con SA), relacidn
cédlulastbacteria 1:2. Se prepararon pozos por duplicade y se
tomaron allcuotas a los tiempos O, &0 y 120 ( min de incubacidn)},
las cuales se diluyeron 1:1000 y se semhrardn 100 ul en placas
de agar soya tripticasa gue se dejarén incubando durante toda la
noche y al dfa siguiente se . lee el ndmero de UFC viables vy "se

expresa el resultado en forma de % de mortalidad de las hacterias

& los &0 y 120 min de incukacibdn.

¥ Estandarizacidn de actividad opsénica delAsuero en la técnica
de <capacidad microbicida contra Salmonella typhimurium: comeo se
puede ohservar en el cuadro no. 4, se realizaron & pruebas con el
sistema completo: mé y S.typhimuriuwm, pero se varib en diferentes
viales O%, 2.9%, &%, 10%. 1S%, ZO% la concentracidn de SN como
opsonmizante. Por un andlisis de Friedman se determind una
diferencia general (p < 0.01}: Los mé del grupo de 10% vy 15%‘ de
SN, exhibieron qapacidad bactericida similar {(p >0.0% U de Mann
Nhitne&) con &7 8% y &5.d% respectivamente y. fueron

significativamente mas altas gue la capacidad bactericida exhihida

por los md en presencia de concentraciones menbres del 10% de SN
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como opsonizantes, los cuales estuvieron en un rango de 22.5 % 9
S1 % e inclusive la utilizacid de concentracidn de 20 %, sblo
permitid una capacidad bactericida del 47% de estos md. En base a
estos resultados se utilizd una dilucidn de 10 % de SN como

fuente de opsoninas.

H> TAMAND DE LA MUESTRA:

Tomande en cuenta un alfa de s;gnif:cancia derb.OS, heta de
0.2 y tratando de encontrar una diferencia de cuando menos el 25
% entre las funciones de los md de las ratas testigo y las ratas
sometidas a ayuno, tenemos que cuando menos debemos contar qen

12 ensayos completos para comprobar nuestra hipdtesis (9d),



VII
DISERO GENERAL

Teniendo en cuenta el tamafic de la muestra necesario se
decidid utilizar un total de &0 ratas Wistar de sexo masculino de
lés caracteristicas ya descritas, las cuales se dividieron al
azar en un grupo de 40 animales que se sometid a ayune y otfo de
20 ratas gque recihieron alimentacidr normal., A las 72 h los
animales se sacrificaron, previa obtencidn de m# peritoneales vy
sangre. Macrdfagos del SO % de los animales del grupo de ayuno
sirvieron para realizar las pruebas de quimiotaxis (QTX) vy
capacidad bactericida (CE), y el otro SO % para realizar pruebas
de quimiocluminiscencia (L) y de produccién de ldca . Cada uno de
los animales del grupo testigo sirvid para la rzalizacian de
todas las pruebas ﬁe furnicidn de macrdfagos. En el grupo de ayuro
las pruebas se realizaron en presencia de SNy de SA. Se
e¥cluyeron del estudio las ratas que murieron antes de completar
las 72 h de protocolo de alimentacidén y aguellas gue se
contaminaron macroscépicamente con sangre al momento del lavado
peritoneal Fvev tigura no. 1) .

Ltos Resultados se puedern resumir en g
GRUPO DE AYUND ) TESTIGO
Gluimioatractante

QTX_ SN SA SN
Fuente de opsorninas

GL SN . SA SN

14
co SN 5A . SN

K

CH SN SA o SN



VIII

ANALISIS ESTADISTICO:

Nuestros grupos de andlisis fueron tres en cada funcidn
estudiada a los gue se IFs efectud prueba de homogenizacidn de
varianzas, para detefmingr Qi se realizaba andlisis paﬁamétrico
{(anova 1) o0 no paramétrico <(Kruskal—-Wallis) para determirar
diferencias entre 3 o mas grupos no pareados. Si la diferencia
existfa se determind por t de student o U de Marn Whitney segdn
el caso. £€1 andlisis del factor suero normal vs sueroc autdlogo se
efectud por T de student para muestras pareadas o Wilcoxon
dependiendo de pruebas de distrihucidn normal. Se tomdé en cuenta

ure alfa de significancia de 0.0% (92,%3).

Todos los resultados se expresarorn en promedio mas, meros
errar estdndar ( x+ES) ya gque esto permitird hacer un andlisis
r&pido &l lector de 1llmites de confianta en los resultados

(F2,93

2]
2]



IX
RESULTADOS &

De las 20 ratas iniciales en-el grupo testigo, una muestra
se ercluy8 por contaminacidn macroscépica con sangre, Vv otra por

pérdida del material colectado de lavado peritoneal por ruptura

-t

accidental del tubo de ensayo. Por lp tanto el No. tota; de
ensayos realizados fud de 18. De las 40 ratas sometidas a ayuno 4
murieron antes de completar 72 h de ayuno, los 3I& animales
restantes se distribuyeron al azar en 2 grupos con 18 ratas. Un
grupo para 1la evaluvacidn de actividad quimiothctica vy de
capacidad hactericida de sus md y el otro para la evaluacibn .de
quimiolumiscencia y actividad de ia wvla -hexosa monofosfato
(produccibdn de 1400 Y. Del primer grupo se excluyeron 3 muestras
por contaminacibn 2macrqs:bpica con sangrej del segundo grupo
tambibn se excluyd una muestra por contaminacidn macroscépica con
sangre y 2 por ruptura accidental del tubo gque contenla el

material de lavado peritoneal. De tal marera gque al final, se

incluyeron 15 ensayos por cada grupo de ratas sometidas a ayuno.

Al inicid del protocolo de trabajo, el peso promedio de las
ratas de ambos grupos ful similiar 17&.6 + 2,15 gm 178.3 4+ 2.5
(p=0.23), A las 2d H de ayuno, las ratas de‘ ese 4grupo
disminuyeron significativamente el peso de 175.8 +2.195 g a
155.02+1.82 g (p <0.01), _lns animales del grupo testigo pesaren
181.442.42 g. 8 las 42 ©hh de ayuno, el pesop de las ratas del
grupe de ayuno fud 1d4Z.1+1.8% g y el grupo testiga fud 184.8+2.5,

A las 72 h 1las ratas sometidas a ayune pesaron 125.9%1.% g9 con
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unada pérdida significativa de peso (p <0.0001) respecto del peso
inicial y.las ratas del grupo testigo pesaron 189.1+2.8 g. (ver
cuadroe no. S y figura no, 2).

E! nlimero de mé obtenidos por lavade peritoneal en las ratasl
sometidas a ayuno fud de 7.1 » 1061.29; significativamente menonr
{(pLOQ.O00T ) qze el obtenido en las ratas del grupo testigo que fuéd

de 25.d » 10 #.29 (ver cuadre no. & y figura no. 3I.)

La migracidn al azar <(utilizando solucién HESS como
quimicatrayente)y de los md de ratas sometidas a ayuno fud de’
39+1 .6, similar a la exhibida por los md de las ratas testigo que
fud de 3JF6.8+1.4 (p = .25). La BTX de los mé de las ratas
sametidas a ayuno fud de S0.5+ 2.22 um en presencia de SN como
qu;ﬁioatrayente y de dd+2 um en presencia de SA, siendo
significativamente ma; alta (p <0.01) ia GTX exhibida povr los md

de los animales del grupo testigo la cual fud de &3.5+2,d um

{ver cuadro no. 7 y figura no., d4.)

La actividad fagocltica de los m#é, medida por el método de
GL, en los animales sometidos & ayuno fud de 4.5+.03 cuando se
usd SA para opsonizar el zimosane, incrementando a d.6+.04
(pe,.(5) cuando se usd SN como fuente de opsoninas sin embargo
amboe Tesultados fueron significativamente menores (p<0.01) que
la L exhibida por los mé &e las ratas testige que fud de

q4,9+.04. (Ver cuadro no & y figura no. 5.



La actividad metabd8lica de la vfa de la hexosa monofosfate
ia

medida a través del Indice de preoduccidn de CO durante 1la
actividad fagocitica de los me de las ratas sometiqfs,a ayuno tué
de S.Gtﬁﬂi7 al usar SN como funnterhe ﬁploninas qil Zimosano,
significativamente mas alta (p <0.05) que el 2.9+0.22 producido
al usar S5A como opsonizénte. pero ambos fndices “son
significatiyemente mas bajos (p < 0.01) que el produci?o por los

mo de lax ratas testigo que ful de d4.6+40.16. (ver cuadro no. 9 ¥

figura no.5 ).

Finalmente, la capacidad bactericida contra S.typhimurium de
los mé de las ratas sometidas a ayuno a los 60 min de incubacién
fuéd de 22,142 cuando se utilizd SA como fuente de opsoninas vy
cuando se utilizd SN con &ste mismo fin, la capacidad bactericida
de estos macrbdfagos se inc}ementb {(p < 0.05) & Jd.5+2.7, la cual
fud similar al 37.711.6 (p £ Q.05) que fud la capacidad
bactericida grhibida por los m# de las ratas del grupo testigo.
Cuando se estudio esta funcidn a los 120 min de incubacibdn, los
mé de las ratas del grupo de ayuno tuvieron capacidad bactericida
de 3IB.E%+1.9 al ﬁfi!izar SA como fuernite de opsoninas vy . se
incrementd significativamernte (p <0.65) a d6.4%+ al opsonizar la
bacteria con SN, sin embargo ambos valores son significativamente
meriores (p<0.0f) que la actividad bactericida exhibida por los mp
de las ratas testigo que fud de £2.8%+1.1. (ver cuadro no. 10 vy

figura no. 7).



DISCUSION

La privacién aguda de alimento en este modelo experimental,
condicion® pérdida de peso de un;30 % aproximadamente en las
ratas wistar de 7 a 8 semanas de e&ad, _lo que s considera un
eastado de desnutricidn aguda. €1 ndmero de mé& obtenidos por
lavado peritoneal disminuyd por efecto de la privaciodn aguda de
alimento, estes resultados son semejantes & los descritos por -
Martinez D. en 1975 (1&,17), rvespecteo & la obtencibn de un menor
némero de células mononucleares ohbhtenidas de bkazo y sangre
perifédrica en ratones sometidos a ayuno por 72 h, sin emhbargo no
es posible dilucidar con ruestros resultados si el probiema es
disminucién o inhibicidn de la produccidn as? como de 1la
migracién de estas células hacia la cavidad peritoneal, ya que no
utilizamos wningln estlmulo en cavidad peritoneal para intentar
obtener mayor n&m;ro de mé, ¢con en el fin de evitar estimular
intrinsecamente a los md antes de evaluar las funciones de G&TX,
actividad fagoctitica por [l vy 14CU y de capacidad hactericida.

2

La attividad funcional de los md estudiada; en general,

disminuyd significativamente por efecto de la privacidn aguda de

‘alimento, Este defecto en "la furcidén de mé se corrige

parclalmente en presencia de suwero de ratas wormales.

- Asl tenemos dque la migracidn al azar no fud afectada por el

2yuno agudo, sin embharge cuando wutilizamos come estimule
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quimicatrayente suerp de la propi:a rata sometida & ayuno, la
migracidn de los mé de estas ratas se incrementd discretamente
respecto de la.migracfdn al azar. Estos resultados shgieren que
el ayuno agudoe pudo afectar la produccidn de las sustancias
quimiocatrayentes o disminuir la actividad de las mismas en el
suero, asl como también puede estar afectando directamente al mé
en suU capacidad dé responder a un estimulo migratorio. Con este
modele no podemos contcluir si la privacién aguda de alimento
induce algdn factor que disminuye directam?nte la ﬁapacidad del
suero para estimular la migracibdn de las c&lulas fagocliticas, va
que no contamos con resultados de la migracidn de los md de ratas
testigo ante suero de ratas sometidas a ayune como fuente de
factores quimicatrayentes, dekkide a que mo fud el ohk)letivo de
este trabajo, sin emhargo se considera obligada esta pregunta
como seguimiento inmediato de este trabajo. La wutilizacidn de
suero normal como est!mﬁlo mejord la migracidn de los md de las
ratas sometidas a ayuno, lo que sugiere gue la actividad
quimioatrayente del suero.si fué afectada por el ayuno. Por otra
parte, esta correccibn del defecto de migracid de los md ante
Asuero normal no ful sufiente para igualar la migracidn exhibida
por los mt de las ratas testigo, lo que indica que la privacibn

aguda de alimento tambi® afectd algtn factor del meé como célula,

para responder al estimule y poder migrar.

Pe igual manera la actividad fagocltica de los me d1sm1nﬁyb
por efecto de la privacidn aguda de alimento, tanto al medir 1la
actividad de gquimioluminiscencia como la actividad de la via
hexoca monofosfato a través de la producidn de ldCU . As! mismo,

2
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el menor pico de quimioluminiscencia y €1 menor Indice de
14
rroduccibn de COr se obtuvo de los md de ratas sometidas ayuno
2
cuando se utilizé suero de la propia rata compo fuente de

opsoninas para el zimosano, que fud la particula a fagocitar. La

utilizacidbn de suero normal como fuente de opsoninas incrementd
1a
el pico de gquimioluminiscencia y la produccidn de Ca por los
2
imd de las ratas sometidas a ayuno, lo que sugiere que la

capacidad opsbnica del suero fud afectada por el ayuno. Sin

embargo, €1  incremento de esta funcidn en presencia de suero

normal aln esta significativamente disminulda respecto del pico
f . 14
de guimioluminiscencia y produccidn de CO exhihidos por los mé
2

de las ratas testigo.. La alteracidn en la fagocitosis de los mée,
parece ser combhinada, vya que hay disminucidn de la capacidad
opsdnica del suero gque se corrige parcialmente con suereo wnormal,
1p que tambiln indica que existe algén efecto del ayuno scobre el
m#é mismo, que resulta en disminucidn de su capacidad fagoclitica.
CLa condicibn de ayuno agudo dismivuyd ia capacidad
bhactericida contra S. typhimurium de los mbd/ cuando se evalud a
los &0 min de incubacibn de 1la bhacteria con estas células y al
utilizar suero autblogo como fuente de opsoninas., La utilizacién
de suero mormal para opsonizar a la btacteria corrigid totalmernte
la alteracidn.previamente descrita. De manera similar, el ayuno
agudo disminuyd la capacidad bactericida cuando se evalub &sta
misma funci®dn con un tiempo de incubacidn de 120 mﬁn Yy
utxl:zac;bn de suero autdlogo. Por otra pafte la utilizacidén de
suero normal como fuente de opsoninas para la racteria corrigibd
parcialmente esta alteracién. E1l hecho de ura correccidn totgl de

la disminucidn de la capacidad bactericida contra 5. typbimurium,
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al usar suero normal como fuente de opsoninas en el per!odo.corto
de incubacién y solamente parcial en el perfodo largo, puede
explicarse si tomamos en cuenta, que para la adecuada actividad
bactericida, intervienen .factores como la propia actividad
l2tica del suero, la actividad opsdnica del mismo, ¥y la capacidad
de la celdlula fagocitica per se para destruir a&a la bacteria. La
actividad iltica del suero puede tener implicacibn ;mpo}tante
como mecanismo: bactericida mas temprano, peroc en este caso 1la
concentracidn de suero utilizada fué del 10% lo gue brindd una
cantidad adecuada para opsonizacidén de la bacteria, pero no es
suficiente para atribufr la mayor actividad bactgricida durante
este tiempo de incukacidn. Una explicacidn para estos resultados,
es que en el perlodo corte de incubacibn se esta detectando la
actividad bactericida maxima que puede expresar el mb en
condiones de ayuno, y su implicacidn sobre la capacidad opsbdbnica
del suero eé lo que determink Jja diferencia, de aht que se pueda
corregir con 1la utilizacidn de suero  mnormal como fuente de
opsoninas. Por 1lo tanto, la correccidn parcial del defecto,
cuando se evalud esta funcidn durante un tiempo de incubacidn de
120 min, apoya adn mds que la privacidn aguda de alimento
disminuyd tamhidn la capacidad intrinseca del md para matar a la
S. égggimurium, ya que durante la prolongacidn de la incubacidn
el mayor nlimero de bacterias muertas dependla directamente de 1la
adecuada funcidn de ]os mecanismos microkicidas del md per se.
En resumen, la condicibn de privacidn aguda de alimento en
este modeloe experimental, o implica " solo deficiencia en

nutrientes, sine probaklemente un estade multifactorial de
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alerta del indi;iduo. La disminuciadn de la funcidn fagocltica
estudiada de manera general in vitro pudo presentarse por wvarios
factores que no podemos definir con este modelo; solo podemos
evidenciar que el fendmeno existe.- tas perspectivas de
investigacidn inmediatas deben relacionarse az 1) Modele animal
experimental de sepsis en condiciones de ayuno agudo con
diferentes retos bacterianos (5. typhimyrium, S.aureuws, entre
otros), 2) Estudio de ias funciones tagociticas in vitro en md de
ratas normales en presencia de suero de ratas sometidas a ayuno,
para dilucidar ei existe alghp factor inhibidor en el suero 3I)
Medir longitudinalmente los niveles de mornocinas como IL-1 y TNF
enn el suero de . las ratas sometidas a ayuno y de las ratas
normales, ya que estas monocinas juegan papel preponderante en la
activacidn inicial de los mé yv en el desarrollo de la tespuesta
inflamatoria de fase aguda. Una posibilidad para definir si es el
déficet energétice agudo lo que induce el fendmeno serfa someter
el mismo modelo animal a sohrealimentacidn y posteriormente a
privacidn aguda de alimento de tal manera que aln con una pérdida
de peso del 30 % los animales todavia conserven peso adecuado
para su e&ad y realizar la evaluacidn de la funcidn de mé in
vitro de estas ratas. Por dltimo se debe estudiar la capacidad
funcional de los md de pacientes sometidos a privacid aquda de
alimento por diferentes causas, correlacionarla con el grado de
deficet energédtico agudo que estos pacientes presenten y con la
presencia © no de infeccibn como complicaciln. Lo que .nos
permitivia acercarnos mas & la evidencia.de que la dismitucién de
la funcidn de los mﬂies una de las causas gue predisponen a

infeccidn en condiciornes de privacibn aguda de alimento.
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CONCLUSTONES

En este. modelo animai experimental, ‘la Jrivéciﬁn aguda de
alimento disminuyd la actividad funcional de los meé, evaluada en
capacidad migratoria {(quimiotaxis), actividad fagocitica (pico
maxime de cpm de quimioluminiscencia), actividad metabslica
asociada a fagocitosis (vla hexosa monfosfato por la produccién

14 )
de CO ) y cepacidad bactericida contra 8. fyphimurium. Esta

deficienéia funcienal de los mé producida por el ayuno, se
corrigid yparcialmente en presencia de SN, rero atén fud
significativamente menor que la actividad funciowmnal de los mé del
grupo testigo. Por lo tanto el ayunce agudo disminuyd la actividad
quiomioatrayente vy opsénica del suero, as! como a la actividad
celular intrinseca del md. Estos resultades sugieren gque 1la
disminucidn en la funcidn de los mé puede ser wune de los

mecanismos por €]l cual se incrementa la susceptibilidad a las

infecciones en condicioves de privacidn aguda de alimento.
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EN  GRAMOS
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FIGURA No. 2
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FIGURA No. 3

EFECTO DEL AYUND AGUDO SOBRE EL NUMERO DE CELULAS
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FIGURA No. 5

EFECTO DEL AYUNO AGUDO SOBRE LA
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FIGURA No. 6

EFECTO DEL AYUNO AGUDO SOBRE LA ACTIVIDAD
METABOLICA ASOCIADA A FAGOCITOSIS
(ACTIVIDAD DE LA VIA HEXOSA-MONOFOSFATO)
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FIGURA No. 7

EFECTO DEL AYUNO AGUDO SOBRE LA CAPACIDAD
BACTERICIDA DE MACROFAGOS CONTRA S. THYPIMURIUM
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CUADRU No. 1

ESTANDARIZACION MODELO DE AYUNO

% DE MORTAL IDAD

-SEMANAS DE

TIEMPO DE AYUND (HORAS)

% DE

PERDIA:DE !

]
!

EDAD DE LAS o 24 a8 72 PESO A LAS 72 H
RATAS

34 .N = 10 70 L0 100 ———

S—6 N = 10 10 a0 a0 32

7-d N = 10 o a Q 30

9=-10 N = B o] o o 24

11-12 N =8 0 0 o] 18
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CUADRDO No. 2

ESTANDARIZACION DE QUIMICLUMINISCENCIA

N = 10 (xn+tes) .
M3 + ZIMOSANQ OPSONIZADD ( % SN )
SIN CELULAS 0% C10%) (20%) (3I0%) v(dO%)t (SQ%)> %
a5 1867 14163 32603 35204 46245 396zl
+10 4399 +1284 #4071 #3528 +3775 +43d40
{(1.9)%x (3.2) (4.1) {a.5) (a4.5) (4.7 (4.6

Diferencia general determinada por andlisis de wvarianza de
Friedman
¥ P < 0.01 U De Mann Whitney

¥ Log
10
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CUADRO Nop. 3

1a

ESTANDAR1ZACION PRODUCCION DE co

2

N = 10

% DE OPSONIZACTION DEL ZIMOSAND

CON SUERO NORMAL

1

[]

SIN CE- 2.5

pat 10% Z20% 30x%
LULAS
ia
cem de coz 17.9 2z6 a0&.3 771 733 728
eny presencia 2.4 11.7 +19.,2 +28 +25 +20
de zimosano
(FAGOCITANDO)
N 14
cpm de coz 133.3 145.7 154 15a 145
&n ausencia 5.8 +d.8 +7 +5 +3
de zimosano
(REPOSCD)
INDICE 1.9 2.8 S a.7 S

Diferencia general determinada
Friedman (p <0.01)

¥ p < ¢.01 U de Mann MWhitney

&n

por andlisis de varianza de



CUADRO No. d

-ESTANDARIZACION DE LA CAPACIDAD  BACTERICIDA

-

N =g
% DE OPSONIZACION | (e} 2.5 = 10 15 20
DE LA BACTERIA CON
SUERD NORMAL.
% DE MUERTE BACTE- 2z2.8 26 Si 67.8 &5.4 a7

RIANA A LOS 120 m
-DE INCUBACION
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CUADRO No. S

PESO (gramos) DE LAS RATAS SOMETIDAS A AYUNOD

GRUIPO DE AYUNQ GRUPO TESTIGO
No. BASAL Zd h 48 h 72 h No. BASAL 2d h 48 h 72 h
1 168 145 130.3 117 i 166.4 16%.5 170.8 172.3
2 1679 14%.a4 131.5 124 2 174 177.2 179.% 1g81.5
3 166.5 laa.8 132,35 120.5 3 1562 161.3 16d.9 169.7
[ 3 17 15d.8 139.7 130.11 4 161.3 166 le2 173.5
= 171.5 131 159.4 122.4 % 17d4.8 177.5 180 182.%
& T 167.8 148.5 133.& ild & 184 ise 192.7 198.5
7 187.5 13,1 152.5 135 7 177 17a.5 179, 180.5
& 195 171.5 156.4 141 e 163 165.5 173 177
o 171 154.6 1d4l1.6 125 ) 162 187 191 195
10 166.5 150.7 135.4 -121.4 10 18% 171 T 194.3 196
11 152.2 135.2 120 105.2 11 188.5 192 197.7 205
1z 163 145.3 129.S 112 12 187 18,6 190 193
13 157.3 137 12%.8 106 13 174 177 182 187.2
14 180 155.7 140.8 115 ld 187 191.5% 196.8 205,.3
15 169 las 136.5 113 1S 190.5 193 197.5 205
16 17%.5 15%.5 1a4 123.7 16 185.5 1z3&6&.5 188 191.2
17 2Q0 172 l1&éd.8 141 17 179.3 181 183 185.7
12 188.6 162,55 1951 135 1 191 194.5 198 205
1% 19z 1&5 153.5 12%.2
20 155 idl 132 125.2
21 172 154 140 129.3 X + ES
22 167 151 139 124.2 178.3 181.4 1Bd.& 18%.1
23 181.200 1S& 145.8 136 + 2.5 * 2.42 + 2.5 + 2.8
24 187 .5 163,55 155.5 156
25 159.5 1532 128 il16.4
26 1Ge.9 leS 150 . 136.7
27 151.7 13 id9.2 133.5
=28 182.5 160.5 148 155.4d
29 191.3 173,59 160 150.3

SCT 1%a.7 162 1565 13d.2
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CUADRO No. &

No. DE MACROFAGUS OBTENIDOS POR LAVADO. PERITONEAL

NGRSl A

&

No. TEST1GO (X 1¢ ) AYUNO
5.6 .5
19.3 7.2
19.8 6. B
21.2 5.5
26.1 6. &
28.5 7.9
34.9 3.7
4z2.0 7.9
- Il.a 4.4
10 23.0 72
11 28.2 &.5
12 12.8 6.8
13 14.5 7.4
14 12.3 7.6
15 1.4 g.5
16 23.2 d.4
17 1.0 =
18 1%.4 8.5
19 . ]e.6
20 25.d + . Z8 7.2
21 (X + ES) G.2
z2z 8.5
23 7.3
24 8.2
25 7.5
prd ) 9.5
27 5.5
25 7.3
z9 9.0
30 I

7.1 * 28
(X + ES)
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CUADRO No. 7

auUuUInMIOoOTAXIS
MIGRACION Cum)

TESTIGO - AYUNC! TESTIGO }AYUND
(AVIMIOATRAYENTE)
No. HESS HBSS (BN (SNYX  (SAYXX
1 a7.5 30 70 &0 as
2 30 . 40 40 40 a5
3 35 35 62.5 S0 a0
4 4z.5 a0 2.5 &5 a5
5 ac az.5 57.5 &0 S0
& 35 S dZ.5 £5.5 ‘65 50
7 35 as 57.5 a0 50
& 35 35 &7.5 a7.5 as
o 30 ' 35 55 57.5 as
10 a5 27 .5 &0 as 35
11 30 32.5 55 - a7.5 37.5
12 a0 a0 &7.5 5 az.s
13 a7.5 45 60 S5 a7.5
14 a7.5 35 77.5 35 42,5
15 50 37.5 8O as a0
1& 30 20
17 42.5 70
16 a0 65,5
X + ES 39 368 &3.5 S0 a4
+ 1.6 + 1.4 + 2.d £ Z.2 4+ 2.8
® SN = SUERD NORMAL
¥ SA = SUERC AUTOLDGD
HBSS = SOLUCION BALANCEADA DE FOSFATOS

e o el e et ek ki P R AL W kG e TRt e



CUADRQO No. 8

ACTIVIDAD FAGQCITICA cpm DE QL (Log >

10
. \ ]
No. TESTIGOD | - AYUNOQ
ZA% INEX
1 - S.06 a.75 4.86
z 5.04 a.37 4,66
3 5.06 4,62 4.6d
a 5.07 a.62 4.66
s 5.03 4.58 4.63
& 5.07 d.da - 4.49
7 5.04 4.26 4,40
& 5.00 4.32 4.4z
9 4.65 4.36 a,41
10 4.60 4.32 4.40
11 a.75 4,53 4,38
12 a.70 a.58 4.56
13 d.87 4,53 4,66
1a a.67 d.ad 4.63
15 4.62 4.43 4.d9
16 a.84
17 a.73
1e 4.75
X+ ES a.9 4.5 4.6
+ .04 + .03 + .04

x ZIMOSANO GPSONIZADO CON SA
X ZIMOSANG CPSONIZADS CON SN
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CUADRO No. 9

ACTIVIDAD METAROLICA DE MACRGFAGDS'VIA HEXCOSA-MONQFQSFATG

14
, CINDICE DPE produccion de co
2
r" L
GRUPO TESTIGO GRUPO DE AYUNO
No. Z IMASANG Z IMOSANG Z IMOSAND
SN SN SA
1 3.7 3.4 4.5
z 3.2 3.0 5.5
3 3.4 2.9 d.2
q 4.9 4.3 4.3
] 4.2 1.0 a.1
[ 3.9 3.7 4.4
7 3.6 2.9 5.3
8 3.0 1.9 4.2
9 3.2 2.1 4.1
10 3.8 3.5 a,z
11 q4.3 3.5 4.5
12 2.6 1.7 d.4
13 2.7 2.0 3.9
td 2.4 1.9 3.9
15 a.3 3.7 6.2
16 5.4 :
17 a.8
18 3.5
X + ES 4.5 3.56 2.97
+ .2 + .2 + .2
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CUADRO No. 10

CAPACIDAD BACTERICIDA (%) CONTRA S. typhimurium DE

LOS MACROFAGOS EN CONDICIONES DE AYUND

TESTIGO ) AYUNG

. TIEMPO DE INCUBACION

a0 1z0° &0 1207
No. ¢SN>  (SN) (N> (SA) (SNY  (SA)
1 as éd 53 31 56 35
z 42 &5 32 td a6’ 24
3 29 e o2& 26 ed -4z
4 3d 63 24 15 at 39
s 30 &1 27 17 = 21
& 30 &2 a7 32 36 S0
7 3 ¥ - 51 3z 43 Sd
& a1 53 az 2% 3a a9
9 4z &a 25 17 at 31
10 2d 60 20 12 40 32
11 5d && as 20 Se a7
1z 53 68 34 33 a6 as
13 33 Sa 29 27 a& ai
14 32 &z 20 1% ) as 37
1S 30 &g zz 2z a4 35
16 33 06
17 35 S .
12 35 &0
X+ ES ' )

37.06 &3.6 31.8 zz.11 46.4 3I8.&

+ 2,07 + 1.1 + 2.7 + 2.03 + 1.9 + 1.9
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