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En los organismos vertebrados, la adecuada absorcioén
de los lipopolisacdridos (LPS) de las enterobacterias o de
sus residuos metabélicos y la capacidad que tienen estas
sustancias para estimular el sistema inmupoldgico, son dos
eventos que contribuyen a mantener la salud del cuerpo y
que ademds aseguran la continuidad del comensalismo (1). La
respuesta del tejido 1linfoide resulta importante para
neutralizar los efectos toxicos gue tienen algunos
productos de las bacterias Gram negativas. Por otra perte,
los LPS actuan como un mecanisme estimulante de las células
inmunocompetentes que asi mantienen una modulacidri continua

de sus funciones (2).

Las interacciones entre las endotoxinas y el sistema
inmunolédgico se llevan a cabo normalmente dentro de un
estrecho margen de seguridad. Una disminucién en la
inmunocompetencia facilita las infecciones por bacterias
Gram negativas oportunistas (3) ' la estimul acién
endotéxica eragerada puede provocar la atrofia del tejido
linfoide (4). Este delicado equilibrio se apoya en la
existencia de eficientes mecanismos destoxificantes de los

LPS, ademds de una compleja red de mediadores liberados por



‘los iin{h:itnsi y macréfagas después de recibir el estimulo

de la endatakina (5,6,7,8,9).

Difeﬁeh:es circunstancias puaden - alterar las
interacciones endotoxina-sistema inmunitario gue influyen
tanto en  la inmunocampetencia del animal vertebrado, como
en 1a expresion del potencial pataogénico de las bacterias
Gram negativas comensales. Asi por ejemplo, en las ultimas
deécadas, ha ocurrida un aumento significativoe de 1las
infecciones "enddgenas” por microprganismos oportunistas en
personas inmunodeficientes o debilitadas por infeccicnes
croénicas (10). Tambidn ha sido demestrado que en algunas
situaciones clinicas puede ocurrir una diseminacién o
translocalizascién de las enterobacterias, desde el tubo
digestivo hacia 1los ganglios mesentéricos y otros tejidos

de 1a cavidad abdominal.

La translocalizacién de bacterias puede complicar la
convalescencia después de intervenciones quirdrgicas, el
desa(rol!c del céncer (11,123, el tratamgentn carn
medicamentos inmunosupresores (3,10), diversos gradaos dw
desnutricién (10), el envejecimienta (10) y numerasos

cuadraos clinicos ma&s que tienen como coman denominador el



compromiso . parcial y/o  transitoria de 1la competencia
inmunoldgica. For otra parte, tambi#n se ha observado, que
el usn y el abusao de los antibidtices aqministradus par via
oral, no sélo reducen la flora normal bacteriana, sino que
ademas, deprimen la produccién de anéi:uerpns especificos
provenientes de la lamina propia, di sminuyen la
concentracidn sérica de inmunoglobulinas y abaten 1la
actividad de l1a méddula ésga (I3}, Por otra parte, 1la
ausencia de la flera bhacterizna que habitualmente coloniza
el intestino proveca uwuna marcada  inmadurez del tejido
linfoide asociado, como lo demuastran las observaciones
histolégicas de 1os animales libres de germeneg. (14).
Finalmente, como una prusba. mis de la relacién entre los
microorganismos comensales Yy la patologia de las
inmunodeficiencias, se ha reportade gue algunas de las
principales mani festaciones clinicas provocadas
experimentalmente cuando se lesionan o ce edtirpan los
vOrganDs linfoides primarios, pueden ser abrogadas si se
administran antibidticos, que impiden 1la diseminacion de

las enterobacterias intestinales (15,18).

Todas las evidencisas nmencionadas anteriormente han

sidao consideradas como inditadoras  de la importancia gque



tienen las - interacciones entre las bacterias y el sistema
) inmunitario, tanto en el mantenimiento de la salud del
organismo, como en la patogenicidad oportunista de diversos
mkcruurganismos que pueden complicar algunas enfermedades
primarias comunes. El namero de niips que actualmente
tienen una desnutricién grave, el namero de personas que
alcanzan una edad avanzada vy el numero de pacientes que
reciben antibiédticos por via oral o medicamentos
inmunosupresores por via sistémica, puede tomarse como una
medida de la frecuencia con la cual se pueden presentar las
alteraciones en la relacion entre las Dacteriés comensales
y el sistema inmunoloégico (10)., Por esta razén, en 1o0s
ultimos afes ha ocurrido un aumento considerable en las

investigaciones sobre este tema (2,5,12,13).

Dado que 1los productos bacterianos pueden tener tanto
efectos téxicos como benéficos, existe por consiguiente una
dualidad de intereses. For una parte, se ha tratado de
purificar los productos bacterianos que tienen una
actividad de adyuvantes o estimulantes de la competencia
inmunolédgica, para utilizarlos en el tratamientoc de
enfermos con cdncer o de personas inmunocomprometidas por

di ferentes causas (17), vy por la otra, se ha estudiado la



“forma-de }indqéﬂrblé'prnfi;ax{s o 'combatir la toxicidad del
mate?iél énﬁié@niﬁd_‘que cuntiengh las bacterias comensales
"qﬁe"buedén ‘actuar - como patégenos oportunistas en las

4péfsunaéiihmuﬁoshpfimidas (18,19, 20,21),

,El'area que :ubrén los intereses de los diferentes
qrupbs‘dé investigadares resulta sumamente extensa. De las
bacteriae, por ejemplo, se han obtenido numer osas
sustancias y en los laboratorios se han sintetizado
diversos analogos de las mismas, que se han prebado y se
contindan ensayando con propdsitos terapéuticos
(17,18,21,22), Pero ademds, otras investigaciones han
desarrollado modelos  experimentales, en animales de
laboratorio, que no solo han permitido conocer los
mecanismos por los cuales los productos bacterianos
deprimen o estimulan la competencia inmuncldédgica, sino gue
también han servido para probar la efectividad de numerosas
sustancias propuestas para mejorar la funcidn inmunitaria

en el curso de varias enfermedades primarias (8,17.21).

Algunos de esos productos bacterianos son los restos
celulares del §. aureus, que han servido para inducir

inmunodeficiencias secundarias en animales recién nacidos.



Ern estos  casos, 1o modelos experimentales proporcionaron
resuitadns que revelan la importancia de algunos episodios
infpcciocsos como responsables de inmunodeficiencias
adquiridas en las cuales se encontré un perfil heterogéneo
de alteraciones inmunologicas (23,24), Otro producto
ba:teriaﬁc, relativamente poco estudiado (25,26,27), es un
hapteﬁn localizado en la pared celular de casi todas las
bacterias Gram negativas, conocido como antigeno comin de
las enterobacterias o ECA (28,29), por 1o que se decidid
investigar si el ECA provocaba las alteraciones

inmunolégicas clésicas del sindrome del desgaste.
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1.1, EL SINDROME DEL DESGASTE FISICO O RUNT DISEASE

Una oe las demostraciones del poder de 1a respuesta
inmunoldgica, ©s la reaccién de las células de tejido
linfoide competente contra los tejidos del receptor del
trénsplante. t.as células inmunocompetentes transferidas a
receptores semialogénicos o slogénicos, que por alguna
raxén son incapaces de rechazar las células transplantadas,
producen graves daRos en el aparato linfoide del animal
receptor, los cuales puédan llegar a una completa
destruccian del siastoma {nmunitario del animal

transplantado y llevarlo a la suerte (3.

Entre las +formas mds conocidas de las reacciones
injerto contra hospedero se pnouentran los siguientes

madelos experimentales:? -

1) El sindrome del desgaste, &5 aquel en el cual un
animal inmunolégicamente inmadureo recibe un transplante
intraperitoneal de células linfoides competentes de un
adul ta histoincampatible,

2 L= enfernedad  sccundaria, que se arigina en

animales previamente irradiados pero que han sido



reconstituidos Con'l células germinales: ‘hematopoyéticas de
. donadores é}ng_épic_os a;x‘enn'gén’i’f:os, ) ’

23y laintoxicacien

vpai‘abibticq, producida al cruzar

E‘a'ih'g:re‘p_eriféklca‘ ‘repetidas  .ocasiones entre individuos

nl:‘uinpetentes pero antigénicamente

fermedad del hibrido F., inducida por 1la

:células linfoides parentales en un animal

En . 1957, Rillingham v Brent (32) inyectaron

‘iwntraperitnnealmente células linfohematopoyéticas
alogénicas a ratones y observaron que éstos presentaban
degpués de 20 a 30 diast retardo en el crecimiento, asi
comp diarrea vy diversos grados de hipoplasia del sistema
linfoide;j ademds de lesiones en la piel y necrosis focal
del tejido hepdtico (32), a este sindrome se le denomind
por sus manifestaciones clinicas sindrome del desgaste o
Runt éisease. Para que se presente este cuadro es necesario

que:

12



1) El _injerto - ;ongqua‘ _células inmuriol égicamente

competentes.

2) £1. animal recep'f‘.nr‘;’,del ‘,tifanspléntrz‘debe poseer

importantes anti ﬁenns',

fde‘:f‘\iétdqcn‘patibil}dad: que no tiene

el ‘injerto,’ 1 2
3 - E1 hospr.;:jav,p;'i dEbE inl:a.p'a': :de establecer una
reaccisn inmunolégica e(ectiﬁa contra el injerto, por lo

menos el tiempo suficiente ‘para‘gue . éste manifieste sus

capacidades inmunolégicas (72},

En 1962, Gowans (37) &=ugirid qgue 1los linfocitos
_pequeios eran los responsables de l1a enfermedad injerto
contra hospedero y WMedavar {1953), subsecuentemente 1lo
postul 6 asi (32). Pronto se descubrié uma jerarquia en la
potencia de 1la enfermeded con respecto a la fuente y
contenido de 1linfocitos T: Las c#lulas mids efectivas eran
los linfocitos de sangre periférica, los linfocitos del
conducto toracico, 1las células -de nédulo linfoide vy, en
menor grado, las células de bazo, mientras que los

timocitos vy las célulag de la médul a bdsea eran

relativamente no reacti.os (31,32,33).

3



'Eﬁvréédﬁés4.ngoﬁétns, el desarrollo del sindrome det

desgaste s pudn;impedir si los animales se inyectaban I.P.

cgnbicéluias linfoides de donadores adultos
: sengibiiizadns contra 1los antigenos de las
élﬁlislfnsertadas, debido & que habilitaban al haspedador
: vda" respuesta inmunitaria competente. Los sueros
i hdmﬂloéas antilinfociticos, eran mas efectivos para
‘pratéger a 1los animales vy podian revertir totalmente el
ecurse de la enfermedad ya iniciada, por lo cual se propuso
.qpe el resultado fatal del sindrome del desgaste no estaba

causado por lesiones irreversibles producidas en la primera

fase (333,

Por otro lado, se bha demostrado que la mortalidad
debida a 1la administracién de células linfoides, se reduce
por la eutirpacidn del bazo del hospedera, ya que la
mayaria de las células injertadas se establecen en este
grgana (T3)., Ademas, varios farmaces inmunosupresores
(v.g. Amatopterins) son efectivos para prevenir el
desarrollo del sindrome del desgaste, 1o mismo que el
pretratamiento de los donadores con agentes
inmunosuptesores. E1  suero antilinfocitica es altamente

afectivo a éste respecto (330,

1
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El sindrome del desgaste, se ha utilizado como “un
ensayo de laboratorio para estudiar las diferencias entre
dos poblaciones de células linfoides (33), también como una
prueba que permite medir la competencia de los linfocitos T
.de animales donadores zometidos 3 diferentes condiciones

experimentales (34).

Existen otros medios que pueden inducir un sindrome
desgastante, de manifestaciones clinicas similares al
cuadro clasico, que se copnoce como sindrome similar al
desgaste (Run£ disease-lihef. Algunos métodes que lo
originan san:

a) Mediante la inyeccidn de acetato de cortisol,

testosterona o estrdégencs.

b) Practicando una timectomia neonatal.

©) Provocando una infeccidén neonatal con ciertos
virus, como el del poliocma y el de la
linfocoriomeningitis (LCH).

d) Por la administracién de suero antilinfocitico

heterélago.

e) Mediante la inyeccién intraperitoneal de

suspensiones de _Staphylococcus o Streptococcus del



grupe A muertos (23,33,35).

En cualquiera de los’ casos anteriormente mencionados
para la ..induccién de‘l sindrome -semejante al desgaste, se
han podido mitigarrlos sintomas, o no presentarse, cuando
se realiza . en ratones libres de gérmenes o cuando se les

administra antibistica (15,16,36).

Por el icontrario, el sindrome clasico del desgaste si

‘se presenta en ratones libres de gérmenes (156).

El sindrome similar al desgaste puede ser producido en
las cepas de ratones CF-1 e ICR por bacterias Gram

positivas (5. aureus, - Streptococcus SRy acillu

éubtilis), Gram negativas (E. coli), Micobacterias (M.

tuberculosis), el sistema 8. aureus—anti S. aureus,

estractos de la pared celular de S. aureus, una fraccidén de

pared celular separada con sulfato de amonio de S. aureus y
los polisacaridos de Streptococcus de los grupes A, B, £ y

F.

Después de la administracidn de 1los productos

bacterianos, se ohserva una atrofia de timo y bazoj ademds,

16



se ha encontrado una disminucién en el namero de linfocitos
Y un - aumento de los polimorfonucleares (FMN), pero no hay
wvariscién en lo0s monocitos. Cabe mencionar que ecurre un
aumento en los niveles de IgM que es algo caracteristico

del sindrome del desgaste (31).

La respuesta humoral contra los eritrocitos de carnero
(GRC) estd awuy deprimida ', sin embargo 1la respuesta
celular, medida por el tiempo que tarda el rechazo de

injerto de piel, no esta alterada (23).

Eksted y col. (23) no encontraron diferencias entre la
produccién del sindrome semejante al desgaste en grupos de
animales que habian sido tratados con tetraciclina y los
que ne 1o fueron, mientras que en otros trabajos (34) el
uso de antibisdticos, disminuye la gravedad de los sintomas

del cuadro.

La edad de los ratones en el momento de la primera
inoculacién de los productos bacterianos, es de gran
importancia para 1la induccion del sindrome semejante al
desgaste. La mayoria de 1los animales inyectados dentro de

las primeras dos horas después del nacimiento (no sobrepasa



el BO'/.)? presentan- todos los sintomas de - 1a  enfermedad
experimental . (sin - discrihinaéibn/ de" éexos), pero 1la

incidencia de las mapifestaciones decrece cuande la primera

inyeccion 'se aplicadespuss? de varias ‘horas . de nacidos

;fgtomas gue =g presentan en los
;nimaleé despQés de inyectarles las backterias muertas o los
prodﬁctosrhacter{anos. tengan 21 mismo origen de aquellos
qﬁersa obtienen en ei sindrome del desgaste por la reaccidn
injerto contra hospedero o por practicarles unpa timectomia,
ya gue s& ha observado que en las infecciones endégenas o
en la liberacién de endotoninas hacia los tejidos del

animal se puede producir un resultado similar (23),

La endotoxina o lipopolisacarido (LPS) de las
bacterias Gram negativas, también induce el sindrome del
desgaste en ratones recién nacidos (16). Se ha propuesto,
Qque los microorganismos comensales actilan sinérgicamente
para reafirmar los efectos patologicos de la endotoxina .
Cuando ésta se administra, e observa un sobrecrecimiento

de la flora intestinal debido., posiblemente, a un efecto

18



inmunosupresar de. la endotoxina fa'niyel -dé;prdduuuién»de

IgA de secrecisn en el intesting e,

Existen muchas similitudes'thtoibgicas en animales
con el sindrome desgastante 'pruducida por bacteries y los
que cursan por una reaccidén injerte contra hospedero. La
susencia de un resultado fatal en ratones libres de
gérmenes sometidos a una reaccidn injerto contra huspeaern
o que se les ha practicado> una timectomia, refuerza 1la
importancia de 13 endotoxemia en estos sindromes. Segan
algunos autores, los LPS pueden influenciar la evolucidn de
la senescencia del sistema inmunitaric y aumentar 1la

susceptibilidad a enfermedades y cancer. (15)

(1.2, EFECTO DE L.0OS5 PRODUCTOS HACTERIANDS SOBRE _EL _SISTEMA
INMUNITARIO:

{a membrana externa de las bacterias Gram negativas;
es una bicap; lipidica asimétrica que contiene a los LPS,
fosfolipidns y praoteinas (37,38), Esta membrana tiene un
papel impartante en la resistencia de las bacterias cuando
interaccionan con 1lops factores defensivos del hospedador y

con los antibidticos (T9). El LPS estd ligado a la parte

]



euperior-de la membrana externa bacteriana. Consiste de una
‘regibn hidrofébica conocida como lipido A, enlazada al
oligosac&rido central (core) vy a la cadena O especifica

(40,41) (Figura 1),

El lipido A purificado repraoduce los sintomas del
chogque sépéico‘ causado por b;cterias Gram negativas en
humanas, por lo tanto , es e1 responsable de la toxicidad

‘de 1os LPS (22). Estos udltimos interactvan con 1os
:amponcntes celulares y humorales del sistema inmunitario e
inducen la produccidn y secrecidn de las citocinas que son
los verdaderos responsables de las manifestaciones tdéxicas

de las endotoxinas {5,9,42).

Las endotoxinas bacterianas (LPS) tienen efectos
bioldgicos tanto benéficos como téricos en los animales
susceptibles, ya gue se ha demostrado que son potentes
inmunégenns T independientes (9,40), estimuladores de
ciertas subpoplaciones de células T (43)3 son potentes
activadores policlonales de las linfocitos B (18,22) vy
pueden actuar como inmunamodul adores de la respuesta
inmunolégica hacia otros antigenas (9); estimulan la

hematopoyesis y la adherencia de PMN (19,44), por lo tanto,
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aumentan inespeci ficamente " la resistencia ' a infecciones. |

sstimulan la. éEE*Vidéd'anEfEuﬁdqu' de’1os fagocitas' (B,9)

rési com&_ }é‘enprasjﬁn‘ de‘los’  productos del ¥HC ‘sobre la

membrana.de las célh}aé ;5;?5 o

Las endotosinas zon Minm;ﬁ@genos inductores de 1la

Lsintesis de; Tait,. cuhrfih;tua:icnas cicliras debidas a los

mecani smos o e ptraaiimeﬁtatién o mediados  por  los
anticuerpes” (410, Son>métébolféadn5 lentamente y permanecen

en los :'tnjida517y cent1los. mEeréfagos | conservando  sus

prcpiadades4inmﬁnnéenicﬂ;‘:(45).

2 .Los e{ecfos nocivos mas  conocidos de las endotoiinas
son el dana celulér‘ directo al endotelio, fiebre,
a:tivé:iOn de la cascada de la coagulacidén, activacioén del

‘.sistema del complemento, hipotensidn, hipoglicemia,
granul ocitopeni a, trombocitopenia, espasme arterial,
anoxia, acidosis lactica, edema, degranulacién de células
cebadas, activacioén de 1la via hexoza mond%os%ato,
inhibicién de 1a quimiotanris, generacion y liberacioson de
radicales del i6n  superé:idan, liberacidén de enzimas
hidroliticas, activacidén de la caescada del acido

araquiddniceo con produccidn de prostaglandinas, tromboxanos

22



y. leucotrienos; coagulacion intravascular diseminada,
agregacién de plaquetas, contraccién de masculeo liso,
necrosis de piel, sangrado intestipal, chogque y muerte

(5,6,7,8,9,19,41,46,47) .

Se " ha dempstrado que 1a mayoria de los efectos
anteriores no son producidos directamente por los LPS, sino
mids bien se deben a la liberacién de citocinas por los

macrbfagos (5,9).

También se ha visto que algunos componentes de las
bacterias Gram positivas tienen efectos similares sobre el

sistema inmunitario.

€1 peptidoglicano o mureina es un componente comin de
todas las paredes celulares en las eubacterias,
principalmente las Gram positivas, gque interactia con el
sistema del complemento activandolo e induciendo algunos
sintamas de la enfermedad bacteriana (48,49). Es un
activador policlonal de linfecitos T y B (S50) y wun
inmundgeno potente., Sus subunidades (muramil dipéptido,
pentapéptides, pentagliecinas) sen pirogénicas, producen

lesiones inflamatorias en la piel, son inhibidoras de

23



liberacién de cininas y de la quimiotazis de PMN{ tienen
actividad de inmuncestimulantes, activan macréfagos vy

aumentan la resistencia inespecifica a infecciones (48).

La bacteria Gram positiva StaphylosoCcUs  AUrauR
presenta, ademas del peptidoglicano, otras sustancias con
propiedades biolégicas?! los 4cidos teicoicog, la proteina
A, enzimas extracelulares y toxinas.

Los 4cidos teicoicos son moder ados activadores
policlonales de linfocitos T y B . Ademds aumentan 1la

guimiotaxis de PMN mediada por complemento (50).

La proteina A es un mitédgeno no especifica de
linfocitos T y B (51), gue puede activar el sistema del
complemento y aumentar la quimiotaxis de PMN (49), aungjue
interfiere junto con la capsula de polisacéridos, con la

$agocitosis y opsonizacion (48).

Existen otros inmunoestimulantes especificos de origen
bacteriano como el PPD, 1lipoproteina de bacterias Gram
negativas, proteina asociada al 1lipido A, mitégeno de la
pared celular de Listeria, mitdgeno de Nocardjia y otros
48y . v
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1.2.1 ANTIGENO COMUNM DE LAS ENTEROBACTERIAS (ECA)

El antigeno comin de las enterobacterias (ECA), es uno
mas de los componentes de la pared celular de las bacterias
Gram negativas (29). Es un glicolipido producido por todos

los miembros de la familia Entercbacteriaceae. Se trata de

una .melécula anfipatica cargada negativamente con una
cadena hidrofilica de aminoazucares Yy ura porcién
hidrotébica compuesta por el A4cide L-glicerofesfatidico
(52,53). La porcidn carbohidrato es un heteropolisacarido
lineal, compuesto de N-acetil-D glucosamina (GleNAc), acido
N~acetil D-manosaminurdnico (ManNAcUA) y 4-acetamido-4,6—

didesoxi D-galactosa (Fuc4NAc) (54,55) (Figura 2).

Estos acttcares estan unidos para  formar unidades
‘trisacdridas repetidas, teniendo la siguiente estructurat

~=3) D-Fuc4NAc-(1-4) ~p-D-ManNACUA-(i-4} ~a~D-GlcNAc—(1--=.,

La estructura anterior es la responsable de 1la
especificidad serologica del E£CA, mientras que la porcién

lipidica une al ECA a 1os LPS de la membrana externa (56).
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El ECA estd presente.en dos formas: la hapténica y la
inmunogénica. La forma inmunegénica se une covalentemente a
1a region central del LPS (core) de séle algunas mutantes
rugosas, que poseen un core Ri 6 R4 completoc pero que
carecen de la cadena O especifica. La forma bhapténica o
) libre no se une covalentemente al LPS, se encuentra
'presente en cepas rugosas Yy lisas incluyendo agquellas gque
' poseen la forma inmunogénica. Todas 1las enterobacterias

sintetizan la forma hapténica del ECA, que consiste de la
cadena del heteropolisacarido unido por un v enlace
- fosfodiéster al residuo L-glicerofosfatidil de la porcien

lipidica (54).

El ECA as termoestable, varia su grado de
polimerizacién desde un peso molecular de 10,000 hasta
35;000 D, asi .:umn también 1la A{ormacién de agregados
(inmuqugenicidad),'y =i solubilidad en agua (5&6). Es capaz
de adherirse 2 menbranas celulares y  a matromol éculas,
para formar co-micelas con sustancias anfofilicas o
lipofilicas, asi como a residuos celulares. Esta facultad
se inhibe por su interaccion con poliminina R, suero normal

de conejo, LPS, lipido A, cardiolipina, proleina «-1 ,
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lipoides vy 'surfactantes. Su ‘capgcidéd ‘dé_ éensibili:ar

eritrocitos se iphibe por hidrélisi; a}calinsro’trstamientn

con fosfolipasa A (28).

Estas propiedades . del ECA se’ han ;aﬁroyechado para

28

ligarloc a células u otros soportes y asi-inducir una buena

respuesta humoral {28).

Debido a que el ECA no se encuentra totalmente
expuesto  en la superficie bacteriana (26,27, los
anticuerpos de clase IgM que se producen contra éste, no

son capaces de aqlutinar a las bacterias que los contienen.

Se han observado algunos efectos biolégicos del ECA en
animales y . en el hombre, Produce fiebre en conejos a uha
concentracién entre 250 Y S00 ¥g, pero no tiene
toxicidad aun a dosis de 1,000 pyg . GSe <cree que 1la
pirogenicidad se debe al LPS contaminante en la muestra

{28).

Algunos autores han informado que se puede inducir una
tdlerancia inmunolégica hacia el ECA cuando se inyectan

dosis de 1 a 10 pg (25). También se cree que pueda ser un



factor de. virulencia porgue; 13s. cepas patégenas contienen

mayor cantidad 'de{‘HahtehD qu iésinu-patdgenas (2%). Pero

on . este . .sentido én?” énccntradc resultados

cnntradiétnrib' Eihvestigadores han informado

L4 de células de bazo

da-como  inmuneoestimulante de

“reacciones d prerseh?ibili&ad " tardia provocadas

‘experimentaime te en cobayos  (57),

En é;inéles y' huﬁsna§3 los- titulos normales de
anticuerpos anti-ECA son muy bajos, sin embargo, dstos se
elevan considerablemente, junto con los especificos
antiserotipo G, en las Shigizllosis, peritonitis é
infecciones crénicas del tracto wurinario causadas por

bacterias fram negativas (28).

No se han obtenido resultados satisfactorios cuando el
ECA se ha utilizado como vacuna para pi-ovocar la proteccidn
cantra el reto con bacterias patoegenas. Tampoco se ha

cbtenido una proteccién completa con suero anti-ECA  (28).
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Se han encontrado similitudes antigénicas entre el ECA
y los componentes de varios tejidos del hospedero, como el
higado, el colon, el bazo y el rifén. Se ha propuesto que
é¢sta es la causa de la baja respuesta inmunolégica hacia &l
ECA. Estas reacciones cruzadas pueden jugar un papel
importante en 1la etiologia de algunas enfermedades, tales
como las reacciones autoinmunes en la colitis ulcerosa

z28).

Exl;ten 3 leci en donde se encuentra codificada 1la
informacién genética necesaria para la sintesis de las
enzimas que participan en la biosintesis del ECA, dos de
ellos, 21 rfe y rff localizados en Salmopella al minuto B3
y en Escherichia al minuto 85 de sus respectivos cromosomas
El tercero es el rfb que se encuentra sdélo en algunos
serotipos de Salmpnella . En algunas bacterias se requiersn
los genes rfe para la sintesis de las enzimas que ligan los

azucares del ECA y del polisacaride 0 (58).

Otroz antigenos "comunes" de las bacterias Gras

negativas son el glicolipido Re de mutantes rugosas, el



lipido A ; algunaé :prute{nas y. lipoproteinas de membrana

@xterna, el antigeno €, ete. (28).

La'presencia constante del ECA, en la pared celular de
,todas las bacterias Gram negativas ha estimulado el
Vrdesarrpi!o de nmétodos para el diagnostico oportuno de
fenfermédades infecciosas causadas por estcé

microorganismos. Ademas, e ha intentado inducir una buena
'pfofilaxis contra eilas mediante ‘el uso del ECA como
‘‘acuna, pero los resultados no ‘han sido satisfactorios

(28,29,

1.3 TRANSLOCALIZACION

La translocaliczacidén es el paso de bacterias viables,
generalmente Gram negativos, desde el tracto intestinal
hacia los ganglios mesentéricos y otros’ o6rganos de la
cavidad abdominal (3,100, La transiocalizacién puede
deberse a una disfuncién del tejido linfoide asociado al

tubo digestivo (10,59).
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Probablemente, un gradeo moderade de translocalizacién
es un proceso normal y esencial de regulacién de la
inmunidad, tanto local como sistémica, debido a que las
céiulas presentadoras de antigeno Y las céiulas
inmanitarias presentes en el tejido linfoide asociado al
'Viptgstinu (ganglios principalmente), una vez activadas,
migran. al - conducto toracico, participan en la inmunidad

sistémi:a, y regresan hacia la mucosa intestinal (&0),

- La translocalizacién es un evento rapido, que se ve
“aumentado por factores que deterioran las defensas

especificas & inespecificas del hospedero.

Se ha propuesto, que los fagocitos ingiersn a las
bacterias y las transportan fuera del intestino, sin llevar
a cabo eficientenente la destruccion intracelular; de éste
modo, se liberan las bacterias viables en diversos sitios

extraintestinales (10),

Existen varios factores mas que facilitan los

fendmenos de la translocalizacidn bacteriana como sont
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La admimistracioén de antibidticos ya que éstos

sf&miqan cierﬁos gqrupos de bacterias sin afectar a ntraos
los antibidticos modifican la composicidn

{10, 61) . -Ademis,
epitelia

de. la. pelicula mucosa, la histologia de el

_intesiinal, la concentracién de los metabolitos de dcidos

grases y sales biliares, asi como el pH (10).

La diseminacidn de las enterobacterias, también puede

estar facilitada en 1los animales neonatos. Esto puede

deberse al desarrollo insuficiente de la barrera intestinal

o a 12 inmadurex: dael teyido linfoide asaciado al tubo
digeetivo . En los humanos, la meningitis neonatal par
Escherichia coli, puede relacionarse, con los mecanismos

que participan en la translosslicacién observada en

ratones recién nacidos (10).

En animales cometidos a un ayuno o desnutridos

experimentalmente, la translocalizacién también se asocia a

cambips histolégicos del intestino delgado.

Otros factores que promueven la translocalizacién son
deshidratacidén, inflamacién

las quemaduras, traumas,

intestinal. estado diabético y choque hemorragico (103}.



Aparenpe@ente.' snbreqré:imiento de la flora

: intestfnal, : ;5\ rincipal promotor de la

transloca;i:é;i n: (10{ ﬁérn no todos estan de acuerdo con

es;n'(é?);‘r

T%mbién 1§§,,disfuncinnes inmunolégicas son factores
que contribuyen‘a la translocalizacion (12). El fenémeno se
ha estudiado  en ratones inmunosuprimidos por diferentes
tausas (3,10). Las deficiencias inmunitarias asociadas con
el crecimiento progresivo de un tumor, también aumentan o

facilitan el grado de translocalizacién 11y,

En el sindrome cemejante al desgaste la
translocalizacién puede ser un Ffactor determinante que
aumente la gravedad de la enfermedad, tanto por la invasién
bacteriana de 1os tejidos normalmente estériles, como por
la liberaciéen de sus compnnen£e5 e interaccién con las

células inmunitarias ya de por si deterioradas (63).
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1.4 REACCION {OCAL INJERTO COMNTRA HOSPEDERO EN GANGLID

POPLITED

La reaccidn local injerto contra hospedero en ganglio
popliteo (20), es un fenéomeno bioldgico enperimental que
tiene la -ventaja de presentarse in vivo, en un ambiente
+isiolégico controlado donde enxiste poca variacidén y que se
utiliza para estudiar los principales mecanismos celulares
involucrados en el control de la respuesta inmune hacia
antigenos extrafos, alvantigenos Yy autoantigenos,
pudi éndose comparar las actividades de reconocimiento vy
rechazo de tejidos producidas por diferentes células

donadoras.

La reaccion local injerto contra hospedero se realiza
con células de bazo parentales, que son inyectadas en el
cojinete plantar de un animal hibrido Fi, causando . el
engrandecimiento del ganglio popliteo al cual van a drenar

las células inyectadas (64).
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1.4, 1 FISIDLOGIR DE Lh REACCION INJERTO CDNTRA HOSPEDERD EN

FANFLIU POPLITED

cuntra hospedero tiene la

enslbilidad y . de evatar las

mani#estéciunes*#é la reac:ibn 'sxstémica en tejidos no

linfoides (63,

La proiifaracion de las cé¢lulas del donador no es la
responsable del crecimiento del ganglio 1linfatico del
hospedero. Desputs de una pequeia proliferacién de las
células del denador, la gran mayoria de las células, dentra
del ganglio, son del hospedero durante toda la fase del
crecimjento (30,33). La situacidn es curiosa, ya que en
teoria, el nnspedero.es incapaz de montar una respuesta

inmunolégica contra las células del donador (307,

En experimentos in vitro, se considera gue las células
T cooperadoras del donador son estimuladas con células B
alogénicas del hospedera, para liberar varios factores (ILT
2, factores de crecimiento de células B, IFN Gamma y Beta)
que favorecen la proliferacidén de otras células T y B,

independientemente de sus antigenos codificadas paor el
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comple jo principal de histocompatibilidad (&6,67). Se cree

que tales factores también puedan operar in vivo lo que

causaria el crecimiento del ganglic. Asi, en los ganglios
popliteos que cursan por upa reaccion injerte contra
hospedero, las cé¢lulas B son mAs numerosas que las T
{normal 2 T 2 1B )Y, 1o que implica una acumulacién
selectiva de células B del hospedero. Ademas, las células
T cooperadoras y las T citotéuicas—supresoras, se
encuentran eh una proporeidén de Lo, {normal 2

cooperadoras ! 1 citotésica-zupresaral) (30,

La proliferacién de células B del animal receptor del
injerto, es de tipo policlonal, lo qgue 1lleva a 1la
produccidén de autoanticuerpos contra la membrana basal del
glomérulo, DNA ¢ histonas (J30,67). La interaccidon es muy
especi fica entre los antigenos codificados por el MHC en la
superficie de las células B del hospedero, y las T
cooper adoras del donador. No se excluye 1la posible
interaccion T cooperador del donador con T citotéxico-
supresor del hospederc (30); ademds de la presencia de la
actividad citotéxica mnatural (HK)  (68) o la citotoxicidad

mediada por linfocinas (LAK) (&7) del donador.



1.5 CELULAS FORMADORAS_DE_ANTICUERPOS _(CFEA)

Existe upa gran variedad de técnicas gue han sido
-desarrolladas para cuantificar las células secretoras de
anticuerpo. En la disefada por Jerne y col.(70) se forman
placas de hemoélisis localizada en gel, gque son visibles en
un punto de actividad que representa una célula liberadora
de anticuerpos (Célula formadora de placa: PFC o Célula

formadora de anticuerpos: CFA).

Para ello, una suspensién de células de bazp, tomada
de un ratén inmunizado con eritrocites de carnero, se
mezcla con una suspension de gldébulos rojos, de 1a misma
fuente, en un medio semisélido de agarosa al 1 % . Durante
la incubacién a 37°Cy 1los glébulos rojos que estan
alrededor de las células de bazo secretoras de anticuerpos

especificos, se recubren de ¢stos.

Posteriormente, al adicionar complemento, l1os
eritrocitos recubiertos de anticuerpos son lisados debido a
la activacisn de ¢sta cascada multienzimatica., Se formara

entonces, una zona de lisis alrededor de la célula linfoide
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entonces, una zona de lisis alrededor de la célula linfoide
secretora de anticuerpos, que Aaparecera macroscopicamente
como un aclaramiento en la pelicula homogénea de

eritrocitos.

Existen 2 modificaciones de 1la técnica original: la
directa y 1la indirecta. La primera, se utiliza unicamente
para la determinaciéon de celulas formadoras de anticuerpo
de clase IgM , mientras que la segunda, usando un anti-
anticuerpo especifico, e; capaz de detectar las otras

clases de inmunoglobulinas y otras variantes de las mismas

(71).

Segln una modificacién a la técnica de Jerne,
propuesta por Cunningham (72), 1los eritrocitos y 1las
cé¢lulas de bazo en medio de cultivo, con amortiguador y
complementn, son introducidas en una cdmara plana muy
delgada, a manera de formar una monccapa de células. A
diferencia de la técnica original de Jerne, en esta
modi ficacién las placas puesden ser detectadas con un mazimo
de sensibilidad, en la monocapa, sin utilizar un medio de
soporte. Esta técnica, muestra un aumento en la

sensibilidad de 3 veces con respecto a la de Jerne, debido
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en gran parte, a 1la monocapa de células que se  formaj
ademis, puede detectar hemdlisis  total ¢ parcial de 1los

eritrocitos blanco (71).



OBJETIVO



En . este trabajo se exploraron mas extensamente algunas
de las actividades biongicas que han sido atribuidas al S.
aureus y al ECA (25,26,27), Con este propésito, se diseds

un trabajo experimental que tuvo los siguientes objetivos:

1} Comprobar el grade en que se encuentra comprometida
la competencia de los linfocitos T en los animales con el
sindrome del desgaste provocada por la inyeccidén de

estafilococos inactivados (23,24)

2) Estudiar si el ECA provoca o no el sindrome del

desegaste cuando se administra en animales recién nacidos.

Para alcanzar los objetivos sefaladeos, se trabajié con
la cepa de ratones CR! recién nacidos, en la cual se
estudiaron los efectos biol 6gicos que produce la
inoculacién i.p. del S. aureus inactivado o el ECA scbre

los siguientes pardmetros:

1) Desarrollo fisico (Crecimiento ponderal)
2) Capacidad para sintetizar anticuerpos contra un

antigeno T dependiente

&



3)

Competencia para reconocer células alogénicas
er una rraccién injerto contra hospedero

{GVH) .
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2021 ANIMALES, -

Sé EraSéjd. cgﬁ un’ - grupo de 1460 ratounes . CDI recién
nacidos 'y 105 ratones hibridos F. - (CFW/CD1) de 1 mes de
edad.’ Eétus ahimales Fﬂeran proporcicnados -porel bioterio
de'la Facultad de Ou{miuﬂ.an; rétunegzcblrseicolocarnn en
jaulas individuales por camnadas ,}desﬁetadus alos. 21 dias

de edad vy posteriormente. alimznlados’ con™ nutricubos de

purina vy  agua ad 1libibkwr- . 3eirégiét}6 en -‘todos los casos
la hora de nacimiento de cada camada para. inocularlos en el

curso de las dos horas siguientes,

Staphylococcuzs aureus ATOS 457 conservada.en BHT y

proporcionada por @l Ceperio de la Facultad de Ouimica,
UNAM, se tipificd biogquimicamente y cultivd a 37°C en medio

BHI durante 18 h en agitacién continua.

Escherichia coli 0 14 conservada en TSA previamente

se tipificé biogquimica y secwulégicamente; se cultivd en TSA
a 37°C durante 1B h en matraces para la propagacion de la
cepa. Las células se saspendieron y cosecharon con 5581

estéril., Se lavaron = weces por centrifugacién a
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2,500 rpm/30: ‘min. Posteriormente, se resuspendieron,

liofilizaron'y.

conservaron a temperatura ambiente hasta el

momento de swi usa. -

2.3 METODOLOGIA:

: :‘"PREPARACIUH DE LA SUSPENSION DE Stapbylococcus
'aureuériNAC+IVADD 9 AJUSTADD A S x 10¥ CELULAS/ml.

- Las bacterias (Staphvlotoccus aureus) se cosecharon y
s.lavaron 3 veces por centrifugacién a 2,500 rpm/30 min con
"'S81 estéril. La supensidn se esteriliz en autoclave a
£121°C durante &0 min. Posteriormente se ajustd 1la
concentracién con la ayuda del nefeldmetro a 5 x 107
células/ml {(23)., Esta suspensidén se repartidé en alicuotas
y se conservé a 4°C en tubos estériles y sin preservativos
hasta el momento de usarlas. Se realitaron pruebas de

esterilidad para las alicuntas mediante cultivos de 1las

mismas £n medio tiogliocolato y Sabouraud.
2.3.2 EXTRACCION DEL ECA.

Para extraer el ECA, se prepard una suspensién con
iI0 g de Escherichia coli 0 14 liofilizada, en Z00 ml de
agua destilada, 1la cual posteriormente se calentd a 100°C

durante dos horas. Los cuerpos celulares se retiraron por
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que el a\cnhn( 

(733,

Ldvmgzdll
durante 18 h.'La.fra:cién ins

1a soluble 'pnf‘:entrifhgaéiﬁp

La fraccién soluble ée pasd 5 ‘un cristalizador y se
deshidrate a2 60°C. {1l material asi obtenido, se rasps del
cristalirador v se disolwid  ep Vagua desionizada a una
concentracidén de 1 mg/al. Finalmente, se esterilizé la
s0lucidn par filtracion &n Vmembrana de nitrocelulosa con

poro de 0.22 pm.

Con la solucidn de ECA asi obtenids, se hizo un ensayo
cualitativo por  inhibicién de }ngnmgnnhemP}isis {74) para
comprobar que conservaba ou  antigenicidad después” de }ar
filtracion. Fsta reaccién 1a realicéd ol Dr. Fernando
Garcia Tamayo, del Tnstituto flacional de Ciencia vy

Tecnaloaia - DIF,



2.3.3 INDEULACION DE LOS RATONES CD1:

- Grupo 1: PARA LA INDUCCIDN DEL SINDRDME DESGASTANTE
'PROVOCADO POR S. aureus.
3l ratones. CD1 recién nacidos recibieron por via

intraperitoneal 0.1 @l de 1la suspenEXOn de 8. aureus

" muertos por calentamiento y ajustados a 5 x 10Y células/ml.
La primera incculacidn se practicd dentro de las 2 horas
siguientes a su nacimiento (24) y, posteriormente, 3 veces

a la semana durante 28 diaz (23).

Grupo 2'3 PARA DETERMIMAR EL EFECTO DEL ECA.

37 ratones GCD!, recién nacidos, recibieron por via
intraperitoneal 100 g de 1la solucidn de ECA , dentro de
las primeras 2 horas inmediatas a su nacimiento vy,

posteriormente, 3 veces por semana hasta cumplir 1 mes de

edad.,
CONTROLES®

Grupo 3t RATONES TESTIGO INOCULADDS CON S5@ ESTERIL.
81 ratones CDi, recién nacidos, recibieron por via

intraparitoneal 0.1 m! de solucidn salina estéril, dentro
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de las 2 h siguientes a su nacimiento vy posteriormenfé,'Z

veces por semana durante 28 dias.
Grupo 4: ANIMALES QUE NO FUERON TRATADOS

Se intluyd un grupo de !l animales CDYI no tratados,
sanas, de un mes de edad, que sirvieron para obtener las
cantidades de CFA anti-GRC normales, producidas por esta

cepa.

De los primeros tres 4rupos de animales, se llevd el
registro diario de peso corporal promedio por camada y par

grupo experimental.
2.3.4 EVALUACION DE LA RESPUESTA DE ANTICUERFOS: .

Se determiné el namero de células formadoras de
anticuerpo (CFA) contra un antigenn T-dependiente. Para
ello, una semana después de haber recibido el Jltimo
indculo de S. aureus, ECA o SSI, los ratones CD1 problema
{1% del grupo 1, vy 1& del grupo 2}, laot testigos (33 del
grupo 3) y los no tratados con inéculo alguno (11 ratones
del grupo 4), se inpmunizaron por via intraperitoneal con
0.25 ml de una suspensioén de glébulos rojos de carnero

(GRC) al 8 %. Después de S dias, los animales se



‘sa:rificéron‘yise*bruiedio a obtener el bazec y registrar su

tbjidu esplénico y las células se

v a tistaron a 107 células viables/ml.

nﬁi?icacién de Cunningham y cal.(72) a la

“Ttécnica. de. CJerne (70), se mezclaron 200 pl de una

suspenéion de células de bazo ajustadas a 107 células/ml.,
160 pl - de GRC al 10 % y 200 pl de suero fresce de cobayo
" (womo” fuente de complemento) diluido 1:10. Las camaras se
llenaron con 200 pl de la mezcla y después se sellaron e
incubaron a 3I7°C durante 30 min.
Finalmente, se conttd el numero de placas hemoliticas,

las cuales se expresaron como CFA/10% células de bazo.

2.3.5 EVALUACION DE LA FUNCIONALIDAD DE LINFOCITOS T POR

MEDIO DE LA REACCION LOCAL INJERTO CONTRA HOSPEDERG:

Una semana después de haber recibido el Gltimo indculo
(deV§L aureus, ECA o 55I), sz eitrajeron los bazos en
condiciones de e=sterilidad, tanto de 1los ratones CD1
problema (16 del grupo &, y 21 del grupo 2), como de los
testigos (48 del grupo 3I) y se registré el peso de los
mismos., El tejido esplénico se disgregd, se lavaron las

células, y después se contaron y ajustaron a 107 células/ml
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en solucién salina amortigﬁada {BSS). Un volumen de 0.1 ml
de las suspensiones de linfocitos esplénicos de los grupos
de ratones problema y testigo, se inoculd individualmente
en el cojinete plantar derecho de 3 grupes (A,B y C) de
ratones hibridos F. (CD1/CFW) de un mes de edad. Cada

animal recibié una cantidad de | x 0% células (34},

Los animales se sacrificaron una semana mas tarde y se
les extrajo el ganglio popliteo de ambas extremidades. El
tejido se peséd, y posteriormente se disgregd e hidrolizé en
NaOH 2 N durante 18 h a &0°C. Se leyeron las absorbancias
a 280 nm. Se calcularen los indices popliteos en base a
l1os pesps de los dganglios (I.P./pesa) vy al contenido de
proteinas (I.F./Abs amo) de acuerdo a las siguientes

relaciones matematicas:

Peso ganglio pata inoculada
1.P./peso (465)
Peso ganglia pata contralateral

Abs 2m0 ganglio pata inoculada
1.P./Abs 2un - (34
Abs zen ganglio pata contralateral
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Ademas, como un control adicional, se inocularon por
la misma via, 10 ratones hibridos Fi (CDI1/CFW) (Grupo D),
sdlo con solucidn salina balanceada para obtener un control
negativo de 1a reaccidén injerto contra bhospeders. Un
pardmetro mas que se midié, fué 1la relacidn natural gque
guardan ambos ganglios popliteos de los ratenes hibridos F{
(CD1/CFW), Para ello, se tomaron 10 ratones hibrides (Grupo
E), de un mes de edad, y se les extrajeron ambos ganglios
poplitens comparando después los valores de 1los indices

popliteos entre éstos.

2.3.46 ANALISIS ESTADISTICO

Como medidas de la tendencia central se utilizaron la
media aritmética y la mediana. El grado de significancia de
las diferencias entre los grupos estudiados se calculd por

la prueba de la varianza (F) (75).
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CAPITULO 3

RESUL TADOS



Z.1 - CRECIMIENTO DE 1.0OS RATONES CDI1,

Los ratones quelse inyectaron intraperitonealmente con
la suspension de S. aureus muerto por calor, presentaron un
retraso en el crecimiento. Los ratones no aumentaron de
peso en 1a misma forma que los del grupo testigo gque sélo
habian recibido 881. En la figura 3 se presenta
grificamente la secuencia en la cudl fué aumentando el peso
promedio diario de estos ratones, desde su nacimiento hasta
los 32 dias de edad. Al final de este lapso, los ratones
inyectados con S. aureus inactivado, pesaban en promedio
22 % menos que los ratones testigo como se puede observar

en la tabla .

Los animales que presentaron el sindrome del desgaste
fisico e Iinmunolégico producide por 1la inoculacién de
bacterias, no sé6lo tenian disminuido su tamako (ver
Fotografia 1) vy peso, sino que ademas, mostraban las otras
caracteristicas clésicas de 1la enfermedad: debilidad
generalizada, con postura encorvada y un andar de puntitasj

algunos surieron 2ntes de cumplir las 4 semanas.
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S, auceus [14] 51 .

EDAD 1 PESO PROKEDID DESVIACION | PESO PROYEDID CESVIACION | PESD PROKEDIO DESYIACION

(DIRS} | RATOHES LD ESTANDAR RATCNES 0} ESTANDAR BATOHES £Df  ESTANDAR
o 1.7 (B} 1.9 LY 1.7 [N
2 .4 0.2 2.2 0,2 2.0 0.2
0 24 03 2.6 [ 3} 3 0.3
(1] 2.4 2.5 e 82 PR ] 0.5
[)] 3.2 0.7 1.5 0.2 3.1 8.5
(1] e 0.6 [N 0.1 3.5 0.6
07 L8 0eb 45 0.2 3.9 e
L] [N ] 0.7 1.2 [ X1 44 0.8
[} 1.1 0.9 5.0 0.8 4.7 0.8
10 5.4 9 b 0.4 5.2 0.9
11 [N} 8.9 &2 o1 S.7 .89
12 b4 0.9 .5 0.4 (W] :
13 (1] 09 I} 01 b
£ 1 [ 8] 7.8 0,2 )
15 T4 0.7 8.l 0.1 7.1
14 T 0.8 [ N 9.1 7.4
17 1.8 0,8 29 LX) 1.8
18 7.9 0.8 9.2 6.3 8.2
19 6.1 0.8 5.6 0.3 8.3
20 8. 0.9 16,0 0.4 f.1
21 8.2 (8] 16.8 0.1 12,0
2 9.8 0.8 1.2 0.5 10.%
4 10,4 09 12,0 [ 31 1.7
u U (K] 3.1 0.6 12,7
n 12.4 0.7 0.7 0.4 13.7
W 12,8 07 1.7 0.4 e
n 13.4 0.8 5.0 6.7 15.4
» 4.2 [X] 16.8 0.7 1%}
2 {2 0.1 17.7 [ 31 17.8
0 15.2 0.9 16.8 [R] 18,4
U 14,9 0.0 18.9 9.9 20.0
n 6.2 0.0 0.9 (A ] 0.9

TARLA 1. PESO PEOWEDID DIARID, DESDE €L HACINIENTD, WASTA LGS 32 DIAS DE £9AD, DE RATCNCS
CD1  JHCELATES CON LR SUSFENSION D€ S.. surcus LRCTIVAIE, ECA 0 SSI EIVERIL. SE
KUESTRA TANBIEN LA DESVIACION ESTANDAR DE CADA USD DE LUS GRUPOS.




Los ratones que‘sn inyectaron intraperitonealmente con
100 pg de ECA, tuvieron una ganancia ponderal sceaejante al
del grupo de ratones control qﬁe sdlo se inocularon con S§51
estéril. En l1a figura’ 3, se prescnta gréficamente la
secuencia en 1a cual §fut aumentando el peso promeédio diaria

de estos grupos de ratbnus, Beede sU nacimiento hasta les

24 pemes

_22 4
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14
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€30 { ORAMOS )

TrIrirtqtvrrgrrryrrrréeveyrrrrrr e reT
1 [ 1o 15 E] .25 %
EDAD ( DIAS )
o S outwus 4 S5 ESTERIL O ECA

FICM& 3. CURVA DE CRECINIENTO DE L0S RATCNES CD1. PROMEDIO O LOS PESUS. G wATONES
INDCWLADOS [P CON UNA SUSPERSION DE S. awreus HUERTG, © RATONES INOCULADOS [P CON ECAy
GKATOKES IKOCULADOS 1P CON SSI ESTERIL.
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FOTOSRAFIA L. EFECTO 2E LA WICHAD
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32 dias de edad. Al final de ¢nte lapso, los ratones
inyectados con ECA pesaban pricticamente lo mismo, que los

ratones testigo, ver tabla 1.



En los animales que recibieron  las inyecciones
intraperitoneales de ECA, no se observaron comportamientos
anormales como los de los ratones inocul ados con

estafilococos muertos.

2.2 RESFUESTA DE ANTICUERFOS:T

Las ratones N0 inyectados con 8., aureus muerto,
deprimieron significativamente su capacidad  para producir
anticuerpos anti-glébulos rojos de carnero (anti-GRC). La
.zantidad de linfozitos esplénicos formadores de placas
hemoliticas, se determind por la técn?ca de Cunningham y
col. (72), que  raveld una. franca depresién de la respuesta
humoral hacia 1los GRC {p0.001) después del tratamiento
exparimental con respecto al grupo testigo tratado con SSI.

Ver tabla 2.

Los valores de la aediana (Md) fueron: 5.0 CFA/10®
linfocitos esplgnicos, =n los ratones D1 inoculados con S.
aureusg , mientras que en el grupo testigo inoculado con
6551, la nmediana fuéd 151.2 CFA/10% linfocitos esplénicos .

Estos resultados se expresan graficamente en la figura 4,



CFAIIO‘ LIRECCITCS ESPLENISSS DE PATONZS DL INICULABIS COH:
L} 8. avrens ECA st gSTERIL o hatanst
1 .50 K000 3.4 0.4
2 35.00 291.29 23.70 mn
k) 20.63 248.09 213.10 210.62
] 19.17 23¢.80 2°0.63 195,00
5 14.38 196,80 2%7.50 175.90
) 12.70 161.89 22,80 160,00
7 5.50 114.80 22.50 140,80
[ 5.00 119,60 218.80 117.15
9 4.80 93.79 210.63 96.90
10 3.1 837 210.60 7.9
1 L5 62.5%0 204.33
12 2.50 S1.8¢ 196.10
13 L1 s0.¢0 192,00
t4 0.00 45.20 179.30
15 0.00 28.70 178.13
16 25.20 175.90
17 160.%¢
18 155.60
19 142.50
20 141.20
2 140.00
2 136.20
23 134,32
24 17.15
25 116.30
26 108.70
27 108.50
2 96.90
] 95.99
30 82.50
3t 7.9
32 7.5
X 75.60
MEDIAMA 5.00 102.15 160.60 175.90
LINITE co :
CUARTIL SUPERIOR 16.77 196.80 210.63 202.81
TLMnN: ’
CUARTIL INEERISR . 3.12 51.89 116.8% 128.75
TABLA 2. TRITILELES OF CELULAS FCRMADORAS DF ANTICVERPQ (CFA) ANTI-GRC DE RATGHES
Chi IMeilli

S._aureus MUERIC, ECA. SSI O CUE O FUERCH TRATADOS.



En los ratones OD1  inyectados con 100 pg de ECA, las
cantidades de células formadoras de anticuerpos,
presentaron uﬁa dieminucién comparados con las de los
ratones tratados sélamente con SS1  estéril, pero. esta

- diferencia ho results - estadisticamente significativa
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FIBURA A, CANTIDADES DE CELULAS FORMADDRAS DE ANTITUERPD (LCFA) ANTI~SRT. GAUPOS DE RATOHES
IKNGHIZAO0S CON BRC PREVIO TRATAXIENID COH: 12 S.  aureus IETIVAND (p<0.001,
p<o.00LY 2) ECA (p>0.05, p>0.05) 3) SS1 4) HC TAATADOS. LAS p SOM
FEFERIOAS AL ERUPD TRATASD . COX 831 Y AL KO TRATADD, RESPECTIVANERIE. L LINETE SUPERIOR D TNBA
BARRA INDICA EL VALOR DE LA PEDIRNA Y LA LIKEA RECTA VERTICAL SEAALA L0S LIMITES DE LOS CUARTILES.
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(p30.05), ver tabla:2,

‘Losivaloresi de la mediana (Md) ‘fueron: 102.15 CFA/10e

‘lfnJDcitos “1es ratones CD1 inoculados con

e ;rés que’en &1 grupo testigo inoculade

mediana’’ fué .de ‘131,20 CFA/10* linfocitos

resultados se expresan graficamente en

_"'Lnéivélores obtenidos con el grupe de ratones no
ifa{adns, girvieron para conocer los niveles de CFA en
ratones sannoe CDi. Estos siguieron conservando las mismas
diferencias significativas (p<0.001) con respecto al grupo
de ratones inoculados con S. aureus muerto y siendo no
siqﬁifi:ativas con respecto a los grupos de ratones
inoculardos con  ECA 6 G851 ¢ p>0.05 en ambos casos. Estos
resultades de CFA, para todos los grupos de ratonzs, se

resumen en la tabla 3.
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TORDICION ETPERINENTAL K (CRATIOCCELULAS b ’
DE LDS RATOKES !
BATOHES €01 [HRUNIZADDS
CON BRC AL 8 T TRATADOS FEDIANA ER RELACIGN COR EN RELACION CON
PREVIAVEHTE CON: LOS CCNTROLES 851 LOS HO YRATADOS
(i)
KD IRATADOS, SANOS {81 { 175.90 20,05 —-—
l 8. avreus |15 l 5.00 0.0l 9¢0.001
551 FSTERIL B 160,00 - Y X
£ s 102,15 20,05 T 0,057

COMDICIONES EXPER:

EONTRA_HOSFEDERO:

Los linfocitos esplénicos de 1los ratones con el

sindrome del desgaste, inducide por 5. aureus inactivado

por calaer,. si fuefnn capaces de inducir una reaccién local
injerto contra hospedera cuando se inocularon en el
cojinete plantar de otros ratones F, (CDi Y CFU) de 1 mes
que sir.viercn como receptores, Estos resultados se muestran

en las tablas 4 y 5, que se expresan graficamente en la

figura 5.
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15 1.9
16) 1. 165 1,07
17) 3,67
18} 2.9

18) 298

2RERLR

=~

E N R ) nel L3 0.57 0.3t
LR I .53 ER) $.2 e.1?

TABLA 4. JNDICES POPLITEDS €N BASE AL PEST DE L0S GRNSLIDS (I.P. /PESO) EN S SRUPOS BE RATONES Fy
(CF/ED1) . L0S BRUPDS A, B Y CSE JNOZDLARDH COH $O LINFOCITOS ESPLENICOS OF RAICNES U1
TRATADOS TOK S._ aureus IACTIVAIE (P30.0S), A (PH>0.0S) Y 551 RESPECTIVAMENTES LA
P SE REFIERE AL ERLPD C. LOS BUPOS D Y E CLRSESPOHDEN A LOS CULNTRGLES O RATCHES HIBRINDS NIBCWADIS
S0L0 COK SCLUZION SALINA BALANCEADA O CUE LD RECIBILRON NINGUN TRATRSIENTD. .
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BATONES CRA/CDI INOCULALDS <0N:
LISFEIT0S BE Daanse c01 558 5 LA
TRRTENS £h: ‘
A sst
¢ £
1Le 1 L1 UL s 1 0.9 1) 0.9
2 1.3 2 1.5 2144 % LB 21 0.5 208
) 1.2 3 1.7 NLY P LY Hem 0.9
" 4) 150 419 12 ) 108 0. 4) 0.8
18 | 8 5) 108 29) 1.00 5) 0.9 5) 0.5
6) 1,60 6) 192 §1.03 . ML 6} .80 £ 5.5
7) 1.4 113 7134 )18 7 8% 0.
8] 1.1 2 1.0 8 L% 2R 8 0.69 0] 0.9
9) 1.04 9 2.3 9) 165  33) 1.99 9) 0.37 708
1001037 | serna. oo e xR 16 0.5 10} 2,95
Sy | 1w s 404 3 108
S0 ] 12 s 2002 %L
1) L5t | 13189 LWLy
1) 14 | e 18} 169 ) L8
15 LR | 15 LS B LR ¥ e ’
161140 | 16 182 €158 4 5s
17 1.5 L6 41 .40
1) 2.2 18) 1.7 42 L8
19) 1.63 -9) 1.2 43) .92
200 2.3 B 109 44} 1.2
21) 141 MES ) LY
215 ) 12
315 W) 109
2108 @) 1.7
x | 150 130 0.5 n
0.5 2 4 0,22 0.12 2,18

TAMLA 5. INDICES POPLITEDS EN BASE AL COMIERIDO DE PROTEINA DE LBS GANGLIDS (I.P. /ABS, 2BO) &N
% GRUPDS DE RATCNES F. (CF¥/CDY) . UCS GAUPDS A, B Y C SE [KCCULARON CEN 10® LIAFECITOS -
ESPLENICOS GE FATCNES CD1 TRATADOS CCN §. aurcus INACTIVADD (P2C.0S), ECh (F30.05)
Y SSI RESPECTIVAYENTE; LA P SE REFIERE AL BRUFD C. LOS 6RUPDS D Y E CCRRESFUIDEN A LOS {TINROLES DE
RATOKES KIBR1DOS IKOCULADOS SULO CON SOLUCION SALIN4 BALAKCEADA O GUE KO RECIBIERTN NINGUK TRATAMIEHIO.
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FIGURA S. INDICES PCPLITEDS, EM BASE AL CCMTENIDG P FAJIEWMA DE LS EANSLIES, PRGIOC
LIKFOCITCS ESPLENICOS CE RATGHES CD1, i RECEPICRES CPY/CD1. LSS EAUPGS DE RAVGRES DINADIRES,
FUERGH FREVIAWENTE INGEULADDS CONT A)  S. aureus IWCTIWADY (p>0.0S5), B) ECA
(p>0.05), C) 55l. (N3 CONGRGLES ADICIGWALES, SE TOMARDN LOS GRUFDS D) CFW/CDI
IROCULASGS EOK BSS Y E) CFW/CDI Sii IAATAMIENIO.  LAS p SGH REFERIDAS AL BALPD € . 103
BRUPDS A,D Y O TUVIZECH UNA p<O.O1 EN PELACION TON 105 GRUPS D Y E. £L LIMITE
SUPERIOR DE CADA BARRA JNDICA EL VALGR LE LA MEDIA, Y LA LINEA RECTA VERTICAL SERALA LOS LINITES 0E 1
DS. .

El indice poplitco se determinéd en dos formas. Primero
en base al peso de los ganglios, y luego e-;egl.’m las lecturas

de la absorbancia a 280 nm. En el primer casn, 105 valores



sanimales tratados con

ratones inyectados

dé;ECA, provocaron una reaccién

‘focitos de los ratones CDL1  control
¢in embargo, estas diferencias no

ticamente significativas : p>0.05 .

,pugnaorlos .indi:es popliteos se calcularon de acuerdo
al Eéﬁtehﬁda de proteinas de los ganglios (Abs aee), se
‘ pﬁdo observar que los linfocitos de los ratones tratados
;oﬁ " ECA ﬁrovocaron. una reaccioén local injerto contra
ﬁnspederu en aparencia superior al inducido por 1los
linfocitos de los ratones tratados con S. aureus y SSI (Ver
figura S). Nuevamente, estos valores no presentaron
diferencias =ignificativas entre los tres grupas. No
obstante, aquellos fueron estadisticamente diferentes
{pL0.001) a los obtenidos en ratenes no inyectados con

linfocitos (Yer tabla &),
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ANIKAL TRATANIENTO ANIXAL RECEPTCR TRDICE PGPLITED ’ »
DORADOR DONADOR CRe/epl BEL PZCEFTIR
(l;P. /hbs 280 na} | EN RELACION | EN RELATION
IRCCULADD CON: | IRCEULADD COMs (R} (X1
1 b5
ol S auress LIKFOCIT08 L3502 $0.05 peo. 01
ol 1¢} LINFRC1TeS 1501 0.43 (A péd,01
ol LR * LINFOLNES LWL .- pe0.01

-— --- TIVECTADD CON B3S #t 0.84 10,12 - b

-— R §iD THOTULADG 0,731 0,15 b bl

ThLA &.  AALISIS ESTADISTICO DE LOS IMDIZES POPLITECS EH LOS S GRUPOS UE RATONES WIBRIDOS
CF¥/CDL, TOHANDD SOLAKENTE LOS VALORES OBTERIDGS EN BASE AL CONTENIDO DE PROTEINA DETERMINADA A
280 kK. LAS P St REFIERSH AL GRUPD LONADOR GE LINFOCITOS TRATADD CON 551 ESTERIL (&), Y AL
BRUPD RECEPTOR INYECTADD SOLO COH SOLUCICH SALINA BALAMCERDA (&%) . (REACCION INJERTO COHTRA
ROSPROCRO KEGATIVAY

El crecimiento gang}inhar fue moderado en los
diferentes grupos de animales, probablemente porgque el
experimento se llevé a cabo con 2 cepas ‘"abiertas" de
ratones y ademds, debido al parentesco que guardaban entre
&{ el donador de linfocitos y el receptor de los mi;mos.
Sin embarge los indites popliteos de los grupos de ratones

hibridos, inyectados con linfocitos, resul taron



significativamente superiores a los indices popliteos de 10
ratopes hibridos, que sdlo se inyectarén con solucién
_salina amortiguada (p<0,001) y que por lo tanto, no
&esarrollaron la reaccidn local injerta contra hospedero.

Ver tablas 5,6 y figura 5.

Ademas, también se llevé a cabo otro ensayo cen un
grupo de 10 ratones hibridos a ‘los cuales no se les
inocularon ni linfacitos, ni solucién salipa amortiguada en
el cojinete plantar. Los indices poplitens de estos
animales, también fueron significativamente inferiores a
los indices de las ratones hibridos {inoculados con los
linfocitos esplénicos de los ratones CD1l, que habian
recibide cualquiera de 1los tratamientos (S, Aureus

inactivado, ECA o 881) (p<0.001).

En base a los resultados de este dltimo grupo, se
encontré una disparidad natural entre el tamafio de 1los
ganglios popliteos derecha e izguierdo de los ratones
hibridos CFW/CD1. Sistematicamente, el ganglic poplites
izquierdo era mads grande que el contralateral. Todas las
tnoculaciones gse realizaron en el cojinete plantar dml

miembro pasterior derecho.



Como se puede observar en las tablas 4 y 5, existen
diferencias aparentes entre los indices popliteos
obtenidos, segin se calculen tomando en cuenta sdlamente

‘los pesgs o el contenido de proteinas de los ganglios. Por
ser ‘dste Gltimo un  indicador més fiel do la proliferacién
celular en 1os ganglios, séleamente se tomaron en cuenta las
lecturas espectrafolométricas de las absorbancias a 280 nm,
en el  momenta de hacer 21 andlisis estadistico de 1los

indices popliteoz que s aswcezlra en la tabla 6.

3.4 PESD DEL _TEJIIDNS ESPLEMICG.

Camo un parametro wds en la medicidén de los efectos de

l1a i{noculacidn de B, aureus muetrto y el ECA sobre el tejido
linfoide, se 1llevé a cabo un registro del peso dil bazo de
todos los ratones CD1 sujetos a los diversos tratamientos.
Despuéds de sacrificarlos, se pessron los bazos tanto de loas
ratones destinados al ensayp de CFR, como de aquellos
seleccionados para la reaccidén local injerto contra

hospedero.

Se pudo ohserver que los bazos de los ratones CD1

inoculados can 8. aursis muerto y también los tratados cop
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ECA, precentaban un‘color palido y una consistencia dura
comparados con los bazos de los controles que hizo dificil
la disgregacidén del tejido esplénico. Ademds, se presentéd
un aumento en sus tamaios comparados con l1os bazos de los
ratones inotulados

unicamente con 85I, siendo mayor en el

grupo de rqtones inncul ados con 8. aureus. Ver tabla 7 .

INOCULACICH | PESO FAQIEDI0 DE BAZD | N »
IHTRAPERITCUEAL {graaos)
5. ureus L0407 1w | po.00
Bh 0.348 " 00,601
$51 ESTERIL 0,195 i
SIN TRATANIENTD 0.178 10 -

1ABLA 7. PESO DEL FAZ0 DE LDS RATCRES CD1, CUANDD SE SSRETIERCH

A DIFERENTES CONDICIONES
EIPERIMENTALES.  LAS p SE REFIEREN A LOS BRUPJS CON SSI EN ANEOS GRUPCS.
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Una observacién mis que se hizo, fué el hallazgo
inesperado de evidencia de upa infeccidn agregada en los
ratones inoculados con §. aurens inactivado. Cuando los
ratones se sacrificaron para obtener el bazo, después de
haber ‘tecibido varias dosis intx'ap.eritoneales de la
suspension de estafilococos muertos, se pudo observar que
algunos de ellos tenian microabscesos peritoneales en cuyo
pus no se identifice a S, aureus sino otros microorganismos

di ferentes al indculo,
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CTARPITWLILO 4a
DISCUSION DE RESULTADOS



El trabajo se disefé¢ con dos cbjetivos, El primero fue

el estudiar si los productos bacterianos de S. aureus

inactivado, podian deprimir las funciones de los linfocitos
T responsables de la reaccidn injerto contra hospedero.
Esta hipétesis se propuso porque 1os animales desgastados
tienen el timo hipotréfico vy deprimida la respuesta de
anticuerpos contra antigenos T-dependientes (23). El
zegundo ob jetivo fué investigar si la inyeccion
intraperitoneal en ratones recién nacidos con 100 pg de ECA
por dosis, podia provocar la aparicién de un sindrome
desgastante similar al cbtenido con las inoculaciones de

estafilococos inactivados.

€l interés por estudiar =i el ECA puede o no causar el
desgaste inmunolégico de los ratones tiene como
antecedentes varios trabajos sobre la actividad bioldgica
del hapteno! su potencial como inmunégeno comin presente en
casi todas las bacterias Gram negativas (25,28), el cruce
antigénico que presenta con algunos tejidos animales
(76,77}, su posible participacién en el inicio de algunas

enfermedades autoinmunes del tubo digestivo (2B,29) vy la

7



aparicion de ‘este componente en la orina de pacientes que

cursan con algunas enfermedades (78)

Con el primer grupo ewperimental, se pudo reproducir
el sindrome del desgaste en los ratones CD1 inoculados con

la suspensioén bacteriana de §. aureus inactivado (23),

Tedos los animales presentaron un enflaguecimiento o
deterioro fisico, el cual es un signo caracteristico del
sindrome del desgaste, Y ba sido atribuido al daRo del
sistema inmunolégico del ratén neonato causado por los
productos bacterianos inoculades (15,14). El Staphvlococcus
aurgus inactivado es uno de tantos agentes capaces de

producir éste sindrome desgastante (16,23,35).

Como 1a pérdida de peso y 10s otros sintomas s han
podido atenuar mediante la administracién de antibidticos y
no presentarse en animales libres de gérmenes
(15,31,33,36), se ha propuesta gque es una consecuencia de
las infecciones sobreagregadas despuds que los productos

bacterianos lesionaron el sistema inmunolégico (79).
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Los resultados obtenidos revelan una depresién de la
‘respuesta de anticuerpos contra un antigeno T dependiente,
lo cual sugiere que el ratén de;gastado no se encuentra en
situaci én de responder adecuadamente a la llegada de nuevos
antigenos. Esta defitiencia para producir anticuerpos puede
ser una consecuencia de uno o varios de los siguientes
mecanismos: {.- la existencia de una.competencia antigénica
entre el estafilococo y los GRC (B0), 2.- un agotamiento de
las clonas especificas anti-GRC debido a 1la expansipn
clonal producida por los productos del S.. aureus
(50,51,B1)3 3.- algun mecanismo citétcxicu o de saturacioén
de los macréfagos producido por algunos componentes de la
bacteria, como se ha reportado con algunos agenteé fisicos
(B2), que no permitié el desarrollo de una respuesta
humoral hacia 1los eritrocitos de carneroc, 4.- una probable
estimulacién de ceélulas supreseoras por algunos productos
del estafilococo 83y vy, por ultimo, B.- el haber
ocasionado  un dafo importante en el mecanismo de

copperacién entre la célula T y la célula B (80,81,

Los resultados obtenidos confirman que la interaccién
de un animal recién nacido con algunos productos

bacterianos puede deprimir sustancialmente una de las



principales defensas especificas del haspedero contra las
infecciones. Es conveniente enfatizar que la incapacidad de
los ratones desgastados para responder efectivamente
(produccién de anticuerpos) al reto antigénico de los
glébulos rojos, no se ha podido contrarrestar cuando se
_logran atenuar - los signos fisicos del desgaste utilizando

ratones libres de gérmenes (16).

Existe abundante literatura so;re la potente actividad
que tienen 1los productos bacterianos, principalmente 1la
endotorina, para dafar el timo (4,41). Eksted y col., (23)
confirmaron que los estafilococos muertos también alteraban
su estructura y reducian la proliferacidén celular de esia
glandula. éasados en 1o anterior, se propuso la hipbtesis
de que 1los linfocitos de los animales con el timo dafado a
causa de el sindrome del desgaste, no deberian 1llevar a
cabo eficientemente una reaccidén injerto contra hospedero.
5in embargo, el analisis estadisticoe de los resultados
rechaz6 la hipotesis mencionada, vya que los linfocitos de
los animales desgastados con el §. aureus si fueron capaces
de realizar una buena respuesta citoténica en los ganglios
popliteos de los ratones hibrideos. Estos resultados

negativos podrian ser enxplicados por alguno de 1los
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siguientes mecanismost l.- porgue no se produjo el dawo del
timo tal como 1o reporta Ekstedt; 2.- porque, dafade el
timo y deprimidas las células T cooperadoras y citotésicas,
las células asesinas (NK) (4B) y los linfocitos citotésicos
activados por linfocinas (LAK) (6?) del donador pudieron

haber iniciado, 1la reaccidn injerto contra hospedero (84},

y por ultimo, J.- porque las subpoblaciopes de linfocitos T -

cooperadoras y citotéiticas en ‘elitimo no fueron dakadas por

los productos del estafilococo.

Los ratones con. los que se trabajé se pueden
considerar como desnutridos experimentalmente, debido al
bajo desarrollo ponderal per 1o que, desde un punto de
vista teodrico, no  sélo deberian tener aumentada la
permeabilidad intestinal (10), sino también wuna disminucidn
en la capacidad de controlar la diseminacidn de bacterias
Gram negatiygs y €us productos (83), La presencia de
microabecesos en  algunos de los ratones tratados sugieren
una posible translocalizacidén de bacterias del tracto
intestinal. Prabablemente ectas infecciones sabreagregadas
fueron las responsables de 1la aparicién del sindrome del

‘desgaste fisico.



Los re;ultadna se conbraponen « las  investigaciones
* . que han revsladé cémo los linfocitos esplénicos de animales
desnutridos egperimentalmente no pueden provocar  una
reaccion similar a la estudiada (84). En centraste, existen
otros trabajos en los cuales se ve incrementada la reaccidén
injerto contra hospedero en animales con una dieta baja en

proteinas (87). M

Por todas las razones antericores, el sindrome del

desgaste inducido por la inoculacién de S. aureus
inactivado, ‘tiene una gran importancia para las
investigaciocnes inmunolégicas sperimentales. En cierto

sentido, el sindrome experimental del desgaste reproduce
algunas de las condiciones Qque pueden presentar los nifos
recién nacidos que sobreviven a las infecciones graves del
periodo heonatal. También puede ayudar al estudio de las
interacciones entre el hospedero y su flora comensal en
otras circunstancias c¢clinicas en donde se ve modificada la
inmunocompetencia, como en el caso de los enfermos que
reciben un tratamiento inmunosupresor y en quienes se ha
confirmado el fendmeno de la translocalizacioén bacteriana

(10,12)



El segundo grupo experimenptal se utilizé para
comprobar @1 efecto de la inoculacién de un componente
cumﬁartidn por todas la enterpbacterias, el ECA, en ratones

€Dl recién nacidos utilizando el mismo disefo experimental.

La dosis de 100 pg de ECA, siguiendo el mismo esquema
de administracidén utilizado anteriprmente en los ratones,
no produjo ninguno de los sintomas clinicos observados en
log animales inoculados con S. aureus de la misma edad. El
tratamiente con ECA tampocao estimulé inespecificamente la

activacidn de células T, in vive, ya que el aumento de la

reaccion local injerto contra hospedero, cuando se
utilizaron linfocitos de ratones tratados con ECA, no
resulté estadiaticamente significativo. Estos resultados,
obtenidos en ratones reci¢n nacidos, no concuerdan con los
que reportan la capacidad del ECA coma
inmunoestimulante, en reacciones de hipersensibilidad hacia
algunas proteinas, realizadas en cobayos adultes (S7). Pero
®s necesario tener en :uenéa que los ratones recibieron un
tratamiento cen ECA durante 4 semanas, eI cual no estuvo
dirigido a provocar la inmunoestimulacién del animal, sino
a eatudiar el probable efecto ténico del haptenoc como un

inductor del sindrome del desgeste.
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Por otro lado, en 1los ratones tratados con ECA, se
encnntrﬁ una moderada disminucidén de la respuesta de
anticuerpos anti-GRC que no fue estadisticamente
significativa. Estos resuwltados se contraponen a los

obtenidos ip yitro, donde el E&CA se comporta como un

moder ado activador poligclonal de células B (27,28},

Siendo el ECA un hapteno ampliamente distribuido entre
las enterobacterias, estdn justificados 1los trabajos que
tratan de utilizarle en 1a prevencidén de enfermedades
infecciosas causadas por éstas, a;i come también aplicarlo
como agente terapéutico en alqunas alteraciones
inmunolédgicas o explicar su participacién en la patogenia
de algunas enfermedades (28,88).

En ®1 presente trabajo, se exploraron algunos de los
riesgos que podria tener el uso del ECA en animales vivos
utilizando a propésito, dosis superiores a las que podrian
servir como terapeéuticas y tiempos de administracioén

sumamente prolongados .

Holmgren y col. (76) propusieron que la reaccién

autoinmune que se observa en la colitis ulcerosa y en la



"pielenefritis crénica, se debe a la respuesta del hospedero
hacia un'antigenu compartido por el animal enfermo y por la
flora  bacteriana c5m9n531 . Se ha propuestoc que los
individuos sanos escapan de estas enfermegades debido,
probablemente, a la tolerancia que se establece para no
responder contra antigenos preséntes en las entercbacterias
o hacia factores gque pueden ser extraidos de higado y rifdn
humanos, Todas estas proposiciones tesricas han encontrado
apoyo en los experimentos que han demostrado, cémo algunos
antigenos que llegan al tubo digestivo activan una
respuesta inmunolodgica local vy deprimen la respuesta

sistémica contra sus determinantes.



CAPITULO 5

COMNCL USION



El presente trabajo, se realizé como un intento de
estudiar algunos aspectos de 1las interacciones de las
’ba:terias comensales de la flora normal intestinal y de sus
productos con el sistema inmunitario del hospedero. En este
rontexto, ya se ha presentado abundante evidencia scbre la
importancia que tienen las entercbacterias en la
conservacién de la salud del individuo. Actualmente se les
intenta utilizar para la profilaris de varias enfermedades
infecciosas. Ademas, se ha probado su uso como
inmuncestimulantes en el caso de pacientes que tienen
comprometidas sus funciones inmunolégicas a causa de un
tratamiento inmunosupresor o de enfermedades primarias

gravees.

Los resultados mostraron que el sindrome del desgaste
se pudo reproducir en ratones inoculados con S
aureus inactivado, pero no en animales de la misma cepa que

fueron inoculados con ECA.

Uno de los propésitos del trabajo, fué el de comprobar
la aparente normalidad del sistema inmunitario celular
{células citotdxnicas) de los ratones CDL, inoculados con §,

aureus inactivado, utilizando una técnica sensible como es



la reaccién local injerto contra hospedero. Los resultados
aqui obtenidos, refuerzan la idea de gue estos animales no
tienen alterada su capacidad para reconocer y rechazar

células alogénicas.

También se examiné el impacto biolégico de 1la
inoculacién del . aureus inactivado, sobre la produccion y
secrecidén de anticuerpos ijadores de complemento.  El
efecto observado fu¢ el de una tremenda depresién en la

produccién de 1glf especifica anti--GRC.

En la segunda  parte del trabajo, se demostrd
enperimentalmente que la inoculacién de 100 pg /dosis de un
antigeno comin de la pared celular de las enterobacterias
( ECA ), no producia ninguna de las alteraciones del
sindrome del desgaste fisico e inmunolégico. Al parecer, el
ECA no tuvo ningun efecto tdxico observable. Sus
propiedades bioldgicas so6lo se vieron reflejadas en el
ligero aumento no sigidficativo de la respuesta local
injerto contra hospedero provocada por los linfocitos T de

los animales tratados .

Tampoco se modificed significativamente la respuesta de

anticuerpos contra el reto con GRC, una vez que se termino
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el esquema de administracién intraperitoneal del ECA. En
la dosis que se trabajé (100 pg cada 3 dias), el ECA no
provocd un  aumento en las cuentas de CFA, lo cual ditiere

de los resultados reportados en ensayos in vitro .

El experimento realizado y 1los resultados obtenidos
permitieron abordar las reacciones de 1los animales
vertebrados con los productos de sus bacterias comensales,
Estas interacciones representan un capitulo sumamente

importante de 1a Inmuncbiologia.

Los resultados del presente trabajo son el informe
preliminar de un estudio cuyo objetivo es conocer 1la
influencia que pueden tener los cambiosa entre estas
interacciones sobre 1a evolucieén de ciertas’ enfermedades
que se caracterizan por un desgaste en la condicién fisica

e inmunolégica de loa pacientes.
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U RESUMEN



Se presenta un trabajo experimental sobre las
consecuencias inmunoldégicas que se desarrollan en un grupo
de ratones recién nacidos; inoculados con una suspensisén de

S. aureus inactivado por calor o con 100 pg de ECA.

Los objetivos inmediatos fueron comprobar =i la
adminjistracién de de §. aureus inactivado o ECA, podrian
producir el sindrome del desgaste vy modificar la

inmunocompetencia de 1os linfocitos T y B de los animales.

Un grupo de ratones D! recién nacidos fué inyectado
intraperitonealmente con una suspension de estafilococos
inactivados, cada 3 dias durante 4 semanasi oiros ratones
de 1a misma edad, recibieron 100 pg de E£CA con el mismo
esquema. Un tercer grupo de animales, recibié por la misma

via, un volumen similar de solucién salina isotdnica

estéril (S51).

Una vez terminados los distintos tratamientos
correspondientes a los 3 grupos, se evalud la capacidad de

sus linfocitos esplénicos para?l



a) Formar anticuerpos anti-eritrocito de carnero
después del reto con gldbulos rojos de carnero

(GRCY vy,

b) provocar ‘una reaccién local injerto contra

hospedero (GvH) en animales hibridos Fi.

Los 'resul tados revelaron que los ratones

recibieron los estafilococeos inactivades retrasaron

que

su

crecimiento y' deprimieron significativamente su capacidad

para ~format anticuerpos anti-GRC, sin modificar la
competencia -de sus linfocitos esplénicos para provocar una
reaceion  local injerto - coentra hospedero en ganglio
poplitea.

En cambio, en el grupoc de ratones inoculades con
100 pg de ECA, no se presentd el cuadro clinico del
sindrome del desgaste vya que sdlo se observd una
disminucien no significativa en la praduccion de
anticuerpos anti-BRC después de la inmunpizacién con
eritrocitos de carnero y un aumenta que tampoco fué
significativo en los indices popliteos provocados por sus

linfocitos esplénicos.,
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Este modelo enperimental puede ser utilizado para
‘estudiar las situaciones inmunolégicas de los nifes recién
nacidos‘ que sobreviven a infecciones graves o recurrentes
durante el primer mes de vida, © la de los pacientes que
cursan eon algunas enfermedades debilitantes en las gue se
puede expresar el potencial patogénico de los elementos de
la flora bacteriana cemensal o de sus productos. El estudio
de las causas y las consecuencias de los fenomengs de
translocalizacien bacteriana continda siendo un capitulo

sumamente importante de la infectologia clipica .
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