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CAPITULO 1. INTRODUCCION. 

Hace ap rox i mad;3men te tres décadas, después del 

descubrimiento de los primeros casos de personas inmunodeficientes 

(1>, se inició una nueva etapa de inve&tigaciones cl!nicas sobre 

los mecanismos encargados de la defensa especifica contra las 

infecciones. Las primeras inmunodeficiencias congénitas fueron 

llamadas "experimentos de la naturaleza" (2) parque permitieron 

obtener una abLtndante información sobre varios aspectos de la 

respuesta inmunitaria que hablan permanecido desconocidos hasta 

ese momento. Sin embargo, las personas inmunodeficientes solo 

pudieron ser estudiadas hasta ciertos limites compstibles con las 

restricciones éticas de la sociedad. 

El descubrimiento de anima les de laboratorio c:on 

inmunodeficiencias primarias o congénitas (3) y la posibilidad de 

inducir inmunodeficiencias 

procedimientos quirúrgicos 

secundarias 

<timectomia, 

mediante 

bursectomia 

ciertos 

y la 

cateterización permanente del conducto torAxico>, abrieron otra 

camino importante para la lnmunclo9i a experimental 

proporcionaron los modelos necesarios para 

porque 

ampliar 

considerablemente los primeros estudios inmunológicos que habian 

sido reali=ados en ni~os inmunodeficientese 
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Desde entonces, los modelos experimentales de dn1m•l•s 

inmunodefic1entes han sido utilizados ampliamente par• estudiar 

los mecanismos inmunol6Qicos que pueden estar al ter-ados en 

diferentes circunstancias clinicas. Particular import•nci• han 

tenido los modelos de animales inmunodeficientes en un• forma 

secundaria porque están desnutridos, enveJecidos, sometidos • 

diversos estimules que les provocan "stress" o porque han &ido 

intervenidos quirurgicamente para extirparles al timo, la 

hipófisis u otras glándulas. 

En las últi~as décadas, los modelas ani•ales t~~bifil han 

sido útiles para estudiar los efectos benéficos o deletéreos, 

sobre la inmunocompetencia, que tiene la administración de varias 

substancias naturales o sintetizadas en los laboratorios. Estos 

e;:perimentos han permitido descubrir nuevos productos con una 

actividad inmunosupresora o inmunoestimulante. Algunos de ellos 

han sido purificados y comercializados para su utilización como 

fármacos en la inmunoterapia de varias enfermedades humanas. 

Tambien han sido importantes los modelos animales que tienen 

comprometida, parcialmente o en una forma transitoria, las 

funciones de algunas subpoblaciones de linfocitos. Estos •nimal•s 

inmunocomprometidos pueden simular la condición clinica de 

personas enfermas con algunas funciones inmunológicas deprimidas. 

En los últimos a~os se ha observado qu•, a lo largo de la vida de 

cualquier individuo, pueden actuar numerosos factores capaces de 

provocar diversos grados de 

inmunosupresores mas conocidos 

bacterianas, la adininistrac:i6n 

inmunosupresi6n. Los factores 

son las infecciones virales y 

y de e iertos antibioticos 
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esteroides, las compuestos utilizados en la quim1oter·apia de 

enfermedades primarias, las intervenciones quirúrgicas, la 

exposición a radiaciones, el cancer, la desnutrición, la edad 

avanzada, la contaminación ambiental, el hábito de fumar, la 

drogc:adicci6n, varios trastornos emocionales, etc. 

Las personas inmunocomprometidas en una forma secundaria son 

una realidad mucho más frecuente de lo que se habia sospechado 

inicialmente (4). La mayor parte de ellas tienen la inmunidad 

comprometida en una forma tran:=.itoria y no manifiestan 

inmediatamente comp l i cae iones gr·aves. Pero de todas modas estas 

personas están expuestas al riesgo que representan ciertas 

infecciones inaparentes <virus oncogénicos, por eJemplo) cuyas 

consecuencias generalmente aparecen varios a~os más tarde y, 

ademas, pueden tener facilitado el inicio de otras enfermedades, 

inmunológicas o no, para las cuales e:.:iste una predisposic:i6n 

genética .. 

Todas estas razones e~:plican el creciente interés por la 

caracterización inmunológica de varios modelos animales que tienen 

inmunodeficiencias secundarias. Las investigaciones que se 

realizan sobre ellos permiten conocer mejor y más rápidamente las 

bases moleculares de varios transtornos inmunológicos humanos. 

Este es el caso, por ejemplo, de los estudios que se realizan con 

ratones inmunodeficientes que pueden ser injertados con linfocitos 

humanos y, posteriormente, utilizados para infectarlos con el 

virus responsable del SIDA. Además, los modelos experimentales de 
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animales inmunodeficientes tambien permiten el ensayo de diver~o~ 

procedimientos terapéuticos que no pueden ser aplicados libremente 

en las personas enfermas. 

En e.-1 Departamento de Biologla de la Facultad de Qu1m1ca se 

trabaja desde hace dos af'ios en la caracterización inmunolóQica de 

una inmunodeficiencia secundaria y transitoria d• los ratonee. 

Esta enfermedad se conoce como el slndrOMe del "desgaste 11 fts1co e 

inmunológica Cen inglés 1 "~asting disease" o 11 runt1n9-li\le 

syndrcme") y puede ser inducida mediante la administración de 

varios productos bacterianos en la cavidad peritoneal de animales 

recién nacidos. 

El presente trabajo forma parte de la linea de investigacion 

mencionada. El dise~o experimental utilizado permitira explorar la 

competencia del sistema inmunológico asociado al tubo digestivo, 

la cual no ha sido investigada anteriormente en este modelo 

animal. El estudio de la inmunidad de la mucosa intestinal del 

animal desgastado es importante por las similitudes que e>:isten 

entre esta inmunodeficiencia secundilria y la desnutrición humana o 

de animales de laboratorio que reciben una ingesta deficiente de 

alimentos. 
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CAPITULO 2. ANTECEDENTES. 

En el presente trabajo experimental se estudia ~a capacidad 

que tiene un grupo de ratones par"a adquirir una tolerancia 

inmunológica hacia los antigenos administrados por v1a oral cuando 

se encuentran inmunodeficientes porque se les ha inducido el 

sindrome del "desgaste". Existe una abundante bibliografia sobre 

las investigaciones que han permitido caracterizar los principales 

trastornos fisicas e inmunol69icos de este modelo animal. Los 

ratones can la enfermedad del desgaste retrasan significativamente 

su cree imiento y desarrollo durante un periodo aproximado de dos 

meses y, en este lapso, se desnutren y presentan una serie de 

complicaciones que han sido atribuidas a la inmunodeficiencia. 

Pero los trastornos inmunológicos del animal desgastado no han 

sido estudiados completamente y, probablemente por ec;ta razón, la 

enfermedad e>:perimental no ha sido utilizada ampliamente para 

resolver o conocer los problemas tnmunol6gicos que frecuentemente 

están asociados a varias enfermedades humanas que evolucionan con 

desnutrición o caque::ia. A continuación se presenta un panorama 

general del conocimiento que se tiene hoy en dia sobre la 

enfermedad del desgaste y sobre el fenómeno, que se va a estudiar 

en el presente trabajo, de la tolerancia inmunológica a los 

ant19enos administrados por via oral. 
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1. ~ áindrome del desgaste es una enfermedad eKperi~&ntal 

que tiene tres manifestaciones principales 

desarrollo pondoestatural de los animales, 2) depresión de l• 

respuesta de anticuerpos y 3> susceptibilidad a infecciones por 

microorganismos oportunistas. Puede ser provocada por diferentes 

procedimientos (5) y, según la técnica utilizada p,¡¡ra su 

inducción, puede ser de carácter transitorio o definitivo. 

En el presente trabajo, la aparición del sindrom~ del 

desgaste va a ser provocada mediante la inyección intraperi ton•al 

de productos bacterianos en ratone~ recién nacidos. E1;te 

procedimiento fue descrito hace varios a~os por Ekstedt y 

colaboradores <6>. 

A continuación se presenta un resumen de los principales 

síntomas y alteraciones patológicas que han sido descritas en 

animales con el síndrome del desgaste : 

1) Da~os corporales : 
inhibición y disminución progresiva del crecimiento, 

- postura encorvada, 
- adelgazamiento de la piel, 
- disminución de la grasa subcutánea, 
- alargamiento de las orejas y la cola, 
- pelo ralo, 
- microesplacnia y microsomia, 

2) OaNos en el tejido linfoide : 
- atrofia de médula 6sea 1 con necrosis focales, 

atrofia de timo, 
atrofia de ganglios linfAticos, 

- aumento de tama~o del bazo, con necrosis focales, 
- linfopen1a en sangre periférica, 

3) Alteraciones glandulares 
- atrofia de tiroides, 

desarrollo incompleto de las gl~ndulAs salivales, 
- lesiones en la corte;:a de las suprarrenales, 

degranulación de las células acidofilas (hipófisis>, 
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4> Al terac1ones se;:uales : 
-- ausencia de caracteres sexuales secundarios en los 

animales de sexo masculino, 
- espermatogénes1s incompleta, 
- esterilidad en los dos sexos, 

5> Otras alteraciones : 
- focos de necrosis en el higado, 
- reducci6n del número y el tamaf"io de los hepatocitos, 
- osteoporosis, 
- desarrollo incompleto de los riNones, 
- anemia microc1tic:a 1 

- diarreas hemorrágicas. 

La frecuencia con la cual se presentan todas estas 

alteraciones puede variar según el procedimiento utilizado para 

inducir la aparici6n del sindrome, la edad del animal, sexo, etc. 

En la década comprendida entre 1960 y 1970, este sindrome y 

varios mas similares despertaron considerable interés porque 

revelaron las propiedades inmunosupresoras que tenlan varios 

productos1 incluyendo algunos de origen bacteriano <7>,y porque 

permitieron establecer comparaciones entre la condición de los 

animales "desgastados" y el estado clinico de las enfermos con 

infecciones graves (8). Asi mismo, tambien llamó la atención 

observar que los animales con un desgaste crónico tenían una 

elevada incidencia de tumores malignos de aparición espontanea 

(9). A partir de entonces fue evidente que asi como las 

inmunodeficiencias podian facilitar las infecciones, tambien podia 

ocurrir lo contrario, es decir la aparición de varios transtornos 

inmunológicos como una consecuencia de una infección ClO>. 

Por esa misma época se descubrió que los productos de las 

b•cterias no solo tenian un efecto inmunosupresor sino tambien 

otro inmunoestimulante (11). Según la especie animal utilizada, 
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las dosis del in6culo, vlas de administración, etc., los animales 

podlan aumentar o disminuir la calidad de la respuesta inmunitaría 

d•spués de racibír una o varias dosis de endotoxinas y varios 

productos más de ori9en bacteriano. Este último hallazgo resultó 

mucho más ínteresante que el anterior por la perspectiva de 

utilizar los productos bacterianos como un tratamiento adyuvante 

en personas que tenlan la inmunidad comprometida. La mayor parte 

de los estudios sabre los efectos inmunológicos de varias 

substancias separadas de las bacterias se enfocaron hacia las 

posibilidades terapéuticas de esos factores inmunoestimulantes <12 

y 13>. Los efectos inmunosupresores de los mismos factores fueron 

relegados porque, desde un punto de vista pragmático, no ofrecían 

posibilídades coma naedic•mentos _para mejorar la salud de los 

enfermos inmunocomp~cmetidos. Actualmente, el aumento de las 

personas que tienen comprometida su inmunidad y presentan 

infecciones asociadas ha estimulado numerosos estudios sobre las 

relaciones entre la inmunocompetencia del hospedero y las diversas 

activídades biológicas que dependen de los microorganismos <14). 

El sindrome del desgaste a inmunodeficiencia secundaria 

provocada mediante la administración de productos bacterianos, ge 

caracteriza por una atrofia o hipoplasia considerable de varios 

órganos linfoides primarios y secundarios. Sin emb•rga, las 

investigaciones publicadas han revelado que los animales 

desgastadas, a pesar de la gravedad de la5 lesiones macroscópicas 

en el timo, el bazo y los ganglios linfáticos, solo tienen 

deprimida su respuesta de anticuerpos contra ant1genos 

timo-dependientes. Después dos semanas, los animales 
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desgastados recuperan la imagen h1stol691ca y el peso normal del 

timo (15) y, aparentemente, continúan su vida en una forma 

indistinguible a la de los ratones sanos. 

Se han propuesto varias hipótesis para 

diferentes manifestaciones del sindrome. Las 

explicar las 

investigacione<a 

realizadas al respecto presentan re51Ultados sugestivos de que la 

inmunodeficiencia de los animales •p•rece co~o una cone&euencia d• 

varios eventos sucesivos que parecen tener una relación 

causa-efecto. Aparentemente, lo primero que sucede despu•s d• la 

inoculación de productos bacterianos en el p•ritoneo es l• 

estimulac16n de las células fagociticas, como los ~acrófagos o los 

monocitos 1 para que liberen al exterior una cantidad exagerada de 

ciertas citocinas. En una etapa siguiente se d•prime la capacidad 

del anim•l para sintetizar anticuerpos. Como una consecuencia, las 

bacterias comensales encuentran la oportunidad para diseminarse 

hasta diferentes tejidos y, nuevamente, sus productos estimulan la 

actividad de más células fagociticas que continúan la liberación 

de citocinas. Todos estos mediadores, que están reconocidos como 

los responsables del estado "tóxico" del individuo infectado <16) 1 

pueden ser los causantes del desgaste f1sico e inmunológico que, 

en una forma transitoria, va a ser la principal característica del 

sindrome. Una vez terminada la inoculación intraperitoneal de los 

productos bacterianos, el animal se recupera en una forma similar 

a como lo haria después de una infección grave. La ünica 

diferencia consistir!a en que, en el modelo experimental, el 

animal se desgasta como si estuviera infectado cuando •n realidad 

solo ha sido inyectado con una suspensión estéril de productos 

bacterianos. 
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Las hipótesis en favor de que la diseminación de la flora de 

bacterias comensales es el evento responsable del desgaste se 

encuentran apoyadas por diferentes experimentos realizadas con 

animales libres-de-gérmenes o sometidos a un tratamiento con 

antibióticos. El s1ndrome no ha podido ser reproducido en ratones 

que, además de las inyecciones intraperitoneales de los productos 

bacterianos, reciben ciertas dosis de terramicina <17 y 18> o 

neomicina (19> por v1a oral. As1 mismo, el esquema de las 

inyecciones intraperitoneales propuesto por Eksted tampoco puede 

provocar el desgaste de los animales cuando estos se encuentran en 

condiciones libres-d~-gérmenes (20). Al aplicar otros 

procedimientos diferentes para la inducción del s1ndrome del 

desgaste, por ejemplo la timectom!a, tambien se ha observado que 

los animales en condiciones axénicas no presentan el cuadro 

cl!nico caracter1stico de la enfermedad (21). 

Todos estos resultados obtenidos en la dócada de los anos 

1960-1970 se han actualizado recientemente a causa de las 

investigaciones realizadas por otros investigadores interesados en 

estudiar el comportamiento de la flora de bacterias comensales del 

intestino en animales y personas sometidos al efecto 

inmunosupresor de diversos factores. La mayoría de los trabajos 

publicados sobre estos aspectos de la inmunidad han revelado que 

las alteraciones de la inmunocompetencia permiten la 

translocal izac ión de las enterobac:terias <22>. En los animales 

inmunosuprimidos se ha podido demostrar que ocurre una 

diseminación de las bacterias que normalmente se localizan en el 

intestino C23). Se han estudiado cmpliamente los mecanismos por 
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los cuales las enterobacterias avanzan hasta les ganglios 

linfáticos mesentéricos, el higado y el bazo (24 y 25> y, asi 

mismo, se ha encontrado que la depresi6n de la respuesta 

inmunitaria parece ser la principal causa de translocal i zaciones 

de la flora comensal <26>. Estos trabajos han sido recibidos con 

mucho interés porque las bacterias gram-ne9ativas son las 

responsables de una buena parte de las infecciones que complican 

la evolución de lou pacientes inmunosuprimidos, particularmente 

los cancerosos <27> y los desnutridos <28>. 

Todos los comentarios anteriores, más la elevada frecuencia 

que tienen las infecciones en las personas inmunosuprimidas en una 

forma secundaria, avalan la importancia del modelo experimental 

que se estudia. Inicialmente se comprobó que los animales 

desgastados presentaban una depresión importante de la sintesis de 

anticuerpos. Este hallazgo y la observaci6n del timo atrófico 

sirvieron para caracterizar el sindrome y proponer . que, 

posiblemente, los animales desgastados eran extraordinariamente 

susceptibles a las infecciones. Actualmente la inmunodeficiencia 

del animal desgastado se relaciona con los resultados <26) que 

demuestran una asociación entre la depresión de la 

inmunocompetencia y la translocalización de las bacterias del 

intestino. 

El modelo estudiado tiene la particularidad de que utiliza 

el procedimiento m:&s natural <los productos bacterianos) para 

inducir la inmunosupresi6n y de que, por esta razón, permite medir 

más fielmente las alteraciones en las relaciones del hospedador 
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con su flora de bacterias comensales. Por otra parte, los animales 

desgastados no se encuentran infectados a priori porque los 

inóc.ulos intraperitoneales son estériles. Aunque están 

inmunosuprimidos sistém1camente, los animales con la enfermedad 

del Uesg~ste no se pueden comparar con los ratones que reciben 

radiaciones o quimioterapia, los cuales han sido los 

procedimientos fisico-quimicos más agresivos que se utilizan con 

mayor frecuencia para provocar tanto el desgaste de los animales 

como la translocalizaci6n de las bacterias <23). 

2. Inmunooatolos1~ del áio..Q.!.:..Qfilg del desgaste. La mayor parte 

de la información acumulada sobre las lesiones que se presentaban 

en el sistema inmunitario fue publicada junto con las primeras 

descripciones de esta enfermedad experimental y, desgraciadamente, 

contiene muy poca información respecto a los principales cambios 

macrosc6picos que se observaron entonces C29). 

Las lesiones más importantes se encontraron en la médula 

osea, en los órganos 1 infoides primarios o secundarios y en varias 

glándulas del sistema endócrino (30>. Cuando el sindrome del 

desgaste fue provocado mediante la inducc16n de una reacción 

inJerto-contra-huésped sistémica (GvH>, algunos investigadores 

<31) observaron que los animales presentaban lesiones importantes 

en la mucosa del tubo d19estivo, las cuales fueron consideradas 

como un daf"io indirecto o accidental de la reacción. Pero algunos 

trabaJ·Js más recientes (".:;'.:J han demostrado que en el curso de las 

reacciones GvH aumenta la produccion de un factor caquectizante o 

TNF, partit;ularmente cuando 10~1 animales se e>:ponen a las 
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endotax 1nas y, ademAs, que l• caquect1na 

e::perimentalmente puede provocar una necrosis intestinal ..,, 

animales de labora:tor10 C33l. Todas estas observaciones apoy.m la 

ldea de que el animal desqastado presenta una profunda alteorac:16n 

de su control inmunol6gico sobre la flora de bacterias comensales 

localizadas en el tubo digestivo, cuyos r'esul tados apenas 

comienzan a ser explorados a un nivel atalecular (34>. 

Un síndrome del desgaste Gimilar •l que puede ser inducido 

mediante la incculaciOn de productos bacterianos en ratones recién 

nacidos ha sido observado en una cepa mutante de r.atones 

homocigotos Cwast/wast> que, poco tiempo después del nac1miento, 

desarrollan espontáneamente la mayoria de los sintatftas seMalados 

(35). En estos animales tambien se ha encontrado una dis~inuci6n 

significativa de la producción de anticuerpos Ig A de secreción, 

aunque la concentración de la Ig A sérica se mantiene normal. La 

deficiencia en la producción de anticuerpos de secreción se 

acomparsa de varias alteraciones microsc6p1ca.s en la mucosa 

intestinal y de un deterioro progresivo del sistema nervioso 

central con sintomas de ataxia <36>. 

En los ratones homocigotos genéticamente desgasta.dos 

twast/wastl se ha encontrado una alteraci6n importante del control 

sobre la flora bacteriana comensal del intestino. Los 

m1croorganismos y sus ant19enos pueden pasar libremente a través 

de la mucosa y, de este modo, los animales pueden desarrollar 

f ac i lmente bac:terem1 as por gérmenes oportunistas~ 
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Según algunos autores que se han ocupado extensamente de 

estudiar las al tera.c: iones del sistema end6crino de los animales 

desgastados (30>, el sindrome consiste en la e>:presión de una 

alteración en las interrelaciones que normalmente existen entre 

los ~istemas inmunitario y neuro-endócrino. Por esta razón ha sido 

tan amplia la patologia encontrada. Se ha considerado que el 

s1ndrome del desgaste viene a ser un modelo de la interacción 

anormal entre el timo y las diferentes glándulas del sistema 

endócrino y que el ataque a la integridad anatomica, el 

cr·ecimiento, la diferenciaciOn y las funciones del timo constituye 

un prerrequisito básico para que aparezcan las 

manifestaciones de esta enfermedad experimental. 

principales 

3. b!! tolerancia inmunolOgica ~hacia ciertos antigenos 

es otro fenómeno que tambien puede ser inducido en una forma 

experimental pera que difiere completamente del sindrome del 

desgaste al cual se ha venido haciendo referencia en los párrafos 

anteriores. 

La tolerancia inmunolOgica se define como la incapacidad del 

sistema inmunitario de un individuo para responder ante la 

estimulaci6n de un antigeno especifico contra el cual normalmente 

evocarla una respuesta tanto celular como humoral. La tolerancia 

inmunol69ica contra un determinado antigeno implica necesariamente 

que se conserva normal la capacidad de armar una respuesta 

inmunológica contra cualquier otro inmunógeno, aunque se trate de 

una substancia antigénicamente relacionada con el primero <37). 
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La falta de una respuesta inmunitaria contra los •nt19..,os 

propios es un eJemplo claro de una tolerancia natural que se 

adquiere durante la vida embrionaria de todos los vertebrados. La 

tolerancia tamb ien puede ser induc. ida en una forma élt"t i f 1 c. i.:i l 

cuando, durante la vida intrauterina, el producto de la 9estacion 

se e~:pone a un determinado antigeno extran:o que, después del 

nacimiento, será reconocido como si fuera propio y no podra 

estimular una respuesta del sistema inmunitario (38>. 

La tolerancia inmunológica puede ser inducida 

experimentalmente mediante diferentes procedimientos. Actualmente 

se considera que tanto las células T como las B pueden hacerse 

tolerantes en una forma independiente y por mecanismos diferentes. 

Esto quiere decir que para producir un estado de tolerancia 

inmunológica no es necesario que SI! involucren las dos 

subpoblaciones de linfocitos. Basta con una cualquiera de ellas 

dos. Por esta razón es posible que un animal vertebrado desarrolle 

una tolerancia inmunológica humoral <no produce anticuerpos> 

contra un determinado anti geno y que, simul taneamente, conserve 

intacta la capacidad de iniciar una respuesta inmunológica celular 

(mediada por linfocitos citot6xicos, por ejemplo> contra el mismo 

inmun69eno. Además se ha observado que los linfocitos T y B tienen 

una susceptibilidad diferente para hacerse tolerantes. Asi por 

ejemplo, los linfocitos B son particularmente susceptibles a la 

inducción de la tolerancia cuando son células inmaduras, pero a 

medida que se van diferenciando resulta cada vez más dificil la 

inducción del mismo fenómeno. En cambio, la tolerancia 

inmunológica de los linfocitos T resulta mucho mAs fA.cil de 
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provocar y no se han encentra.do diferencias notables para 

inducirla en células T que han alcanzado diferentes etapas del 

desarrollo ontogénico. 

Los linfocitos B pueden volverse fácilmente tolerantes hacia 

los antigenos timo-independientes. Para inducir una tolerancia 

inmunológica de lo& linfocitos 8 hacia antigenos timo-dependientes 

se necesita suprimir la colaboración de los linfocitos T 

cooperadores. En los animales de experimentación, la tolerancia 

puede ser provocada administrando inyecciones 

pequenas o grandes cantidades de un antigeno. 

repetidas de 

Desde hace varios af"ios se conoce que, en los ratones, la 

administración oral de eritrocitos heter6logos da como resultado 

una buena respuesta de anticuerpos de secreción anti-eritrocitos y 

una mala respuesta sistémica de anticuerpos séricos cuando los 

animales vuelven a ser inmunizados con el mismo antígeno por una 

via parenteral (39>. Lo mismo sucede cuando los ratones son 

inmuni~ados con diferentes antlgenos de naturale?a protelnica 

(40>. Al contrario, en animales inmunizados subcutáneamente con 

toxoides, se ha observado que, si posteriormente el mismo toxoide 

se administra por via oral, ocurre una supresión de la respuesta 

de anticuerpos de secreción anti-toxoide en el yeyuno C41). Este 

último comportamiento inmunológico ha sido considerado como una 

imagen en espejo de la tolerancia oral. Se ha propuesto que, 

cuando las ant1genos se administran por via oral, se estimulan 

células T supresoras que se encuentran en las placas de Peyer de 
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donde migran hacia el bazo y provocan una supr·esión s1stem1c.• de 

la respuesta de anticuerpos Ig Ge lg M espec.1f1cos contra lo• 

determinantes absorbidos por la mucosa intestinal (42>. En estos 

casos, simultáneamente ocurre una est1mulac.i6n de las c~lulas T 

colaboradoras que favorecen la sintesis de lg A de secrec16n. 

Diferentes condiciones clinicas puedttn provocar una p•rdida 

de este mecanismo inmunol6gico de protección. Asl por ejemplo, los 

pacientes con una inmunodeficiencia selectiva de IQ A de secreción 

no pueden hacerse tolerantes a los antigenos administrados por vla 

oral porque no tienen capacidad para controlar el paso de las 

macromoléculas a través de las mucosas. Los pacientes 

inmunodeficientes que tienen comprometida la inmunidad de las 

mucosas presentan con relativa frecuencia manifestaciones clinicas 

de hipersensibilidad. Al no ser tolerantes a los antlgenos 

administrados por via oral, ellos pueden formar fAci lmente 

complejas anti geno-anticuerpo solubles y, además, tienen 

facilitada la aparición de reacciones alérgicas y enfermedades 

autoinmunes. AÍgunos inmunólogos (43) han relacionado la 

incapacidad para desarrollar la tolerancia oral con algún defecto 

del sistema inmunitario asociado al tubo digestivo. 

Una situación similar se puede presentar en los pacientes 

que tienen amplias lesiones de la mucosa intestinal. S1n embargo, 

hace dos at"'los, Lamont y sus colaboradores (44 y 45) estudiaron el 

efecto de la desnutrición e>:periMental sobre la inducción de la 

tolerancia oral a la albúmina de huevo y sus resultados no apoyan 

este último punto de vista. Ellos buscaron el efecto de una diet.a 
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hipoprote1ca sobre las subpoblac1ones de células supresoras y sus 

resultados revelaron que la desnutrición hipoproteica acentúa 

significativamente el fenómeno de la tolerancia oral. A pesar de 

la patologia intestinal del animal desnutrido, la administracion 

de antigenos por via oral provoco una mayor actividad de las 

células T supresoras y una abolic.16n ca5i absoluta de la respuesta 

humoral sistémica. Mas recientemente, otros autores han 

investigado los efectos que tiene la microflora gastrointestinal 

sobre la inducci6n de la tolerancia (46) mientras otros se han 

ocupado en caracterizar la cinética de la tolerancia oral a los 

antígenos proteicos (47>, par la importancia de este fenómeno en 

la patogenia de varias enfermedades. 

El fenómeno de la tolerancia oral es un mecanismo 

fisiológico homeostát1co que impide la aparición de una serie de 

enfermedades por hipersensibilidad (formación de complejos 

antigeno-anticuerpo solubles, por ejemplo> a las proteinas de la 

dieta <48>. Su importancia aparece claramente demostrada por la 

cantidad de investigaciones sobre el tema que se continúan 

desarrollando actualmente, como lo mencionamos en el párrafo 

anterior. Si se comprueba la hipótesis del presente trabajo y se 

demuestra que los animales desgastados pierden transitoriamente la 

capacidad de volverse tolerantes a ciertos antigenos administrados 

por la via oral, se podrian art'adir nuevos renglones a la lista de 

pt~oblemas inmunológicos del 

s1mul táneamente, contribuir 

animal 

al mejor· 

con ese s1ndrome 

conoc 1miento de 

y, 

la 

inmunopatologia de la desnutrición. Conviene aclarar que se ha 

mencionado varias veces el problena de la competencia inmunológica 



del desnutrido porque los animales con el sindrome del desga•t• 

presentan un sign1f1cat1vo retraso de su crecimiento y desarrollo. 

Al final de los experimentos, los ratones desgastados se 

encuentran desnutridos. Pero la literatura consultada no ha 

discutido ni ha analizado la influencia que tiene la pérdida de 

peso sobre los trastornos inmunol69icos del sindrome que ~e 

estudia. 

4. Factores ~modulan Ji!. tolaranc1a oral. Existe una larga 

serie de factores que regulan, modifican o promueven la inducción 

de la tolerancia inmunológica. Todos estos factores pueden 

reunirse en dos grupos : 1) las condiciones del hospedero y 2) las 

propiedades del antigeno. 

Las condiciones del hospedero que inflL1yen sobre la 

inducci6n de la tolerancia inmunológica están relacionadas con el 

grado de inmunocompetencia de los animales y el mosaico genético 

que porta cada uno de ellos, de modo que, según la especie y la 

cepa de los animales que se estudian se pueden obtener diferentes 

grados de tolerancia contra diversos ant19enos. Mientras más 

inmaduro sea el hospedero resulta mas f.ficil la inducción de la 

tolerancia. El ejemplo m~s conocido es el de los animales que se 

encuentran en una etapa embrionaria de su desarrollo o que son 

recién nacidos. Ellos se pueden volver tolerantes mucho más 

facílmente que los animales adultos. Pero e~iste un segundo 

ejemplo, diferente, representado por aquellos animales o personas 

can algunas deficiencias selectivas en la s1ntesis de anticuerpos, 

particula1·mente los de secreción. En estos últimos casos sucede lo 
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contt•ario, porque se ha podido demostrar que ellos pierden la 

capacidad de valvet·se tolerantes a los antígenas administrados por 

v1a oral C43>. La inducción de la tolerancia inmunológica oral 

requiere ademas que los animales tengan la capacidad de responder 

a los LPS de las bacterias gram-negativas comensales del intestino 

<49). En los animales libres de gérmenes, que no pueden presentar 

el fenómeno de la tolerancia oral, la administraci6n de LPS les 

proporciona la capacidad de adquirir una tolerancia oral hacia 

ciertos antlgenos C50>. 

Las propiedades ·::_.1 antlgeno que influyen sobre la inducción 

de la tolerancia inmunológica están relacionadas con la naturaleza 

química y el peso molecular de los antígenos utilizados, con la 

dosis aplicada, el tiempo utilizado para la inducción de la 

tolerancia, la v!a de administración del antigeno, la frecuencia 

can la que se administra, el tiempo que persistan las moléculas 

dentro del organismo o el tiempo que demore el catabolismo del 

mismo. En llneas generales, un antígeno timo-dependiente necesita 

ser administrado varias veces para poder inducir una tolerancia en 

los linfocitos T, en los linfocitos 8 del ba::o o en los linfocitos 

B de la médula ósea. Los antígenos que se catabolizan más 

lentamente y que pueden permanecer acumulados durante mucho tiempo 

en los tejidos del hospedador resultan los mejores inductores de 

la tolerancia inmunol6gica. Las cantidades de antígeno 

administradas para provocar la tolerancia de los linfocitos B 

generalmente son 100 6 1000 veces mayores que las necesarias para 

inducir el mismo fenómeno con los linfocitos T. Algunos autores 

han observado que cuando las antiqenos son administrados por vía 
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endovenosa la tolerancia aparece mAs 

utilizan otras vlas. 

f:..ci lmente que cuanao se 

El estado de tolerancia inmunológica suele terminar por uno 

u otro de los dos s1guientes mecanismos 1) espontaneamente 

cuando disminuyen hasta cierto limite o desaparecen completamente 

las cantidades del antlgeno que se hablan acumulado en los teJidos 

del hospedero tolerante, y 2> especl ficamente cuando el animal 

tolerante es inyectado con algon otro antigeno similar, 

particularmente si es administrado junto con una substancia 

adyuvante. Entre los procedimientos utilizados más frecuentemente 

para anular la tolerancia inmunológica oral se encuentran los 

tratamientos con ciclofosfamida y la administración de estr69enos 

que activan el sistema reticuloendotelial. 
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CAPITULO 3. OBJETIVOS E HIPOTESIS. 

A lo largo del capitulo anterior sobre los antecedentes del 

trabaJo se enfatizo varias veces la importancia de los modelas de 

inmunodeficiencias experimentales en general y tambien la del 

modelo del sindrome del desgaste en lo particular como 

herramientas biol6gicas para el estudio y la investigación en 

varias areas de la lnmunologia. 

La simple caracterización de la naturaleza de las 

def ic ienc ias inmunológicas presenteG, en una fo1·ma congénita o 

adquirida, en los modelos experimentales conocidos, puede conducir 

a mejorar el conocimiento sobre las complicaciones o la evolución 

de situaciones clinicas similares que pueden observarse en las 

personas. El objetivo de este trabajo forma parte de una linea de 

investigación dirigida a conocer la inmunocompetencia de los 

ratones que tienen el sindrome del desgaste. Esta enfermedad fue 

descrita hace varios arios pero ha sido poco estudiada. La mayor 

parte de las caracteristicas inmunol6gicas de los ratones 

desgastados no han sido exploradas. En lo particular, por la 

relación del slndrome del desgaste con la situaci6n fis1ca e 

inmunológica del nino desnutrido y por las interacciones que han 

sido propuestas entre la P-"togenia de la enfermedad y la 
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translocalizaci6n de bacterias desde el tubo digestivo hacia otros 

tejidos, en el presente trabajo se propuso el estudio de la 

influencia que tiene la enfermedad del desgaste sobre la 

competencia del sistema inmunológico asociado al tubo digestivo. 

El trabajo fue dise~ado con el propósito de conocer la 

capacidad que tienen los ratones desgastados para ~dquirir una 

tolerancia inmunológica hacia los antigenos administrados por via 

oral. La hiP..6tesis propone que el desgaste inmunológico, 

caracterizado por una deficiente producción de anticuerpos, impide 

la inducción de la tol ·rancia inmunológica para los antigenos que 

son administrados por v1a oral durante el lapso que dura la 

inmunodeficiencia. 
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CAPITULO 4. MATERIAL 

1. Staphylococcus aureus ATCC 6538. Esta cepa fue cultivada 

en medio BHI, a 37° C, con agitación, durante 18 horas. La& 

bacterias se lavaron tres veces con solución salina isotónica 

•stéril CSSI> y posteriormente fueron inactivadas por calor, en 

autoclave a 121° C durante 30 Minutos. Los estafilococos se 

recolectaron por centrifugación y finalAtente sa ajustaron 

nefel~tric....,t• • 5 x 1010 bacterias/•l en SSI. La suspensión 

fue conservada a 4° C hasta el .amento de su uso. 

2. ~- S. utilizaron 170 ratones CD! recii6n nacidos que 

fueron obtenidos del Dicterio de la Facultad de Qu1mica an donde 

permanecieron durante todo el experimento bajo condiciones 

convencionales. Cada ca•ada se •antuvo con su correspondiente 

•adre durante las primeras tres se.anas de vida Y• luego del 

d•stete, los animales fu•ron alilM!ntados ad libitu• con Purina y 

agua. 

3. 61.óbulos rojos de carnero <§fil;.>. La sangre fue obtenida 

en condiciones de esteri 1 idad y -zclada con salucion 

anticoagulante de Alsever Cver Apéndice>. En el •oiaento de su uso, 
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Jos GRC fueron sepat•adas por centrifugación, lavados tres veces 

con solución ;alina amortiguada de Hanks CSSA> y resuspendidos en 

la misma solución hasta ajust•r su concentración a la cantidad 

requerida. 

4. Compl.emento. Se utilizó suero fresco de cobayo como 

fuente de complemento, el cual fue conservado a -20° C hasta el 

momento de su uso. 
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CAPITULO 5. TECNICAS 

1. Inducciou del 21c:!!11:.Qmf. !lal. ~· L• enfermad•d 

experimental fue provocada en ratones recién nacidos. Los animales 

seleccionados tenlan menos de dos horas de edad cuando comen=aron 

a recibir intraperitonealmente 0.1 ml de la suspensión de 

estafilococos muertos. Esta dosis se repiti6 cad• tres d1as 

durante cuatro semanas, como una modificación •l esque~a propuesto 

inicialmente por Ekstedt (51). 

2. Inducción de 1ª. tolerancia inmunol6~ gral. De acuerdo 

a procedimientos que han sido probados previamente por otros 

autores (52>, se preparó una suspensión de glóbulos rojos de 

carnero al 50'l. en solución de Hanks. Un volumen constante de 0.25 

ml fue administrado por via oral diariamente, durante dos semanas, 

a los animales que hablan sido seleccionados para inducirles una 

tolerancia a los eritrocitos. La suspensión fue colocada 

directamente en el est6m•go de los ratones utilizando un catoter 

delgado y flexible de polietileno, que habla sido unido a una 

jeringa de 1 ml. El mismo procedimiento sirvió para administrar 

diariamente un volumen igual de solución de Hanks a los grupos de 

ratones control. 
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3. Inmunización. 9'1. los animales. Al final de los 

experimentos, todos los ratones fueron inmunizados 

intraperitanealmente con una. sola dosis de una suspensión de GRC 

al 15 pot· ciento en solución de Hanks. 

4. Cuenta gg ~élulas formadoras Qg, anticuerpos. Cinco dias 

después de la inmunización, los ratones 1ueron sacri1icados por 

d1slocaci6n cervical y se procedió a la extracción del bazo de 

cada uno de ellos para preparar las respectivas suspensiones de 

células esplénicas que sirvieron para contar las cantidades de 

1 infoc i tos que formab~··• anticuerpos anti-GRC. El procedimiento 

utilizado fue la modificación de Cunnin9ham (53> a la técnica 

propuesta inicialmente por Jerne (54). Brevemente, los linfocitos 

del bazo fueron suspendidos en solución de Hanks fria y ajustados 

a 5 x 106 células viables / ml. Posteriormente se mezclaron 400 µl 

de la suspensión celular ajustada más 400 ~l de suero fresco de 

cobayo, ~dsorbido con GRC y diluido 1:10 en solución de Hanks, más 

200 µl de una suspensión de GRC al 8 i. en solución de Hanks. Con 

esta mezcla se llenaron las camaras (aproximadamente 200 µl para 

cada una> que, luego de sellarlas con parafina, fueron incubadas 

durante una hora a 37° C. Con un microscopio se cont6 el número de 

linfocitos que formaban halos de hem6lisis a su alrededor y esta 

cifra se aJust6 como la cantidad de linfocitos formadores de 

placas hemoliticas/mill6n de células esplénicas, tomando en c:uenta 

que cada 200 µl de la mezcla contenian 0.4 106 células 

esplénicas. 
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CAPITULO 6. METODOLOOIA. 

1. Diseng del experimento. De acuerdo a los objetivos del 

trabajo se propusieron dos eKperimentos sucesivos. El primero para 

estudiar el tiempo que tardaban los ratones con el sindrome del 

desgaste en recuperar una inmunocompetencia similar a la de los 

animales sanos. El segundo, para conocer si los animales 

inmunol69icamente desgastados tenlan disminuida o no su capacidad 

para hacerse tolerantes a los antigenos administrados por via 

oral. 

2. Estudio ~ g recuceraci6Q. 1nmunolóq!,g J1g los ~ 

gm, el ~indrome Q.g1 desgaste. Este primer experimento fue disenado 

para conocer el tiempo que duraba la depresión de la sintesis de 

anticuerpos en los animales desgastados. Con este fin se 

utili=aron 60 ratones CD1 recién nacidos. A las cuatro semanas de 

edad, cuando se terminaron de aplicar las inyecciones de 

estafilococos por v1a i.ntraperitoneal, se procedió a separar los 

animales en cinco grupos. Los ratones desgastados fueron entonces 

inmunizados intraperitonealmente con GRC de acuerdo a la técnica 

descrita en el capitulo anterior. Las fechas de las 1nmun1zac1cnes 

para los animales de cada grupo fueron seleccionadas 

arbitrariamente a los 3, 9, 15, ::?1 y '27 dtas después de haber 
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terminado el esquema de las inyecciones con la suspensión de 

estafilococos. ~asteriormente, cinca dias después de inyectar los 

eritrocitos, los animales fueron sacrificados para obtener una 

suspension de células del bazo y proceder a contar el numero de 

l 1nfuci tos qL1e formaban anticuerpos contra los GRC. Para evaluar 

esta re,;puesta se utilizaron dos grupos de ratones control que 

fueron inyectados intraperitanealmente con solución salina 

isotónica estéril o que no recibieron ningún inóculo • 

....... Estudio sobre 1ª. influencia del §.!ndrome del desgaste fil!. 

~ inducci6u Qg 1ª. tolerancia inmunol6~ oral. Para realizar 

este segundo experimento se utilizaron 110 ratones CD1 que fueron 

d1v1didos en tres grupos (J, JI y Ill) desde el momento de su 

nacimiento. En una primera etapa que duró cuatro semanas, los 

ratones de cada grupo fueron sometidos a diferentes condiciones 

e}\perimentales. Los animales del grupo fueron inyectados 

intraperi tonealmente con la suspensión de estafi lococas, para que 

desarrollaran el s1ndrome del desgaste inmunal6gico. Les animales 

del grupo II fueron inyectados con el misma volumen de SSI estéril 

por via intraperi toneal, con el prop6si to de tener un grupo 

control en el cua.l era simulado el procedimiento de la inducción 

del slndrome del desgaste. Finalmente, los ratones del grupo 111 

no recibieron ninguna inyección y, durante esta primera etapa del 

experimento, fueron considerados como animales sanos. 

El estudio sobre la influencia del s!ndrame del desgaste 

en la inducción de la tolerancia inmunológica oral fue continuado 

con una se9L1nda etapa que comenzó inmediatamente después de la 

31 



primera y que se prolongo dos semanas. Con el propos1to de 

hacerlos tolerantes a los GRC, los animales de cada grupo fueron 

separadas en tres subgrupos denominados A, B y C. Los ratones de 

los tres subc;,rupos A <I-A, 11-A y IIl-A) recibieron por Vld. oral 

una suspensión de GRC de acuerdo al procedimiento descrito en el 

capitulo anterior. Los animales de los tres subgrupos B <I-B, 11-B 

y 111-B> fueron utilizados para simular la inducción de la 

tolerancia inmunológica oral y, en lugar de la suspens1on de 

eritrocitos, solo recibieron diariamente por via oral el mismo 

volumen de solución Hanks. Los animales de los tres subgrupo~ C 

<I-C, II-C y IIl-C) no recibieron ningún tratamiento durante esta 

segunda etapa del experimento. 

A continuación se presenta una lista de los nueve 

subgrupos e>:per.imentales de ratones CDl, de los tratamientos 

intraperitoneales que recibieron durante su primer mes de vida y 

de los inoculas que se les administraron por via oral antes de 

inmunizarlos con eritrocitos. 
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Qrupo 

- A 

- B 

- e 

JI - A 

JI - B 

11 - e 

I lI - A 

¡¡¡ - B 

lI I - e 

t:ratam1ento 
por via 

intraperitoneal 

estafilococos 

estafilococos 

estafilococos 

SSI 

SS! 

SS! 

inoculaciones 
por via 
oral 

GRC 

Hanks 

GRC 

Hanks 

GRC 

Hanks 

inmuni::ac 16n 
con 

eritrocitos 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

El estudio sobre los efectos del slndrome del desgaste 

en la inducción de la tolerancia inmunol69ica oral continuó con la 

inmunización de los animales, la cual se realizó una semana 

después de terminar el esquema de inoculaciones por v1a oral. 

Todos los ratones de los nueve subgrupos fueron inmunizados 

intraperitonealmente según la técnica descrita en el capitulo 

anterior y, cinco dias mas tarde, fueron sacrificados para medir 

la respuesta de anticuerpos anti-GRC. 

4. Análisis estadistico gg !.Qá. resultados. El grado de 

significancia estadistica de las diferencias obtenidas entre los 

nueve grupos de ratones estudiados fue calculado mediante una 

prueba de varianza <SS>, utilizando como punto de corte un valor 

de F' = 0.01. 
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CAPITULO 7. RESULTADOS. 

l. Crecimiento ~desarrollo Qg l2á ratonea. Los animales que 

recibieron durante un mes las inyecciones intraper1toneales de 

estafilococos <grupo I>, crecieron a una tasa mas lenta que los 

animales de los dos grupos restantes (11 y 111) que solo hablan 

sido inyectados con 551 o que no recibieron tratamiento. En la 

Figura l se pueden observar estas diferencias. A los 30 dtas de 

edad, los ratones desgastados tenian un peso promedio de 13.7 g y 

hablan dejado de ganar un 40 % del peso que, para esa misma edad, 

hablan alcanzado los animales normales (20.5 y 22.2 g). Desde un 

punto de vista eKperimental, estos ratones 

desnutridos. Además de su bajo peso, las 

se encontraban 

ratones estaban 

irritables, era evidente que no tenlan buen apetito y presentaban 

una debilidad general manifiesta, casi todos ellos tenian el pelo 

·erizado y sus movimientos eran lentos y mal coordinados. El indice 

de mortalidad fue de 25 ~- pero los animales que murieron 

durante esta primera parte del e~perimenta no fueron considerados 

como formas graves del slndrome, ya ~ue la mayor parte de las 

muertes se debieron al canibalismo de las madres y, además, a 

defectos en la técnica de las inoculaciones intraperitonealesª 

Según las curvas de crecimiento y desarrollo de los animales, as! 

como también según los sintomas que presentaron, los resultados 

indican que los ratones inyectados con estafilococos estaban 

34 



desnutridos. 

2. Ciné~ de 1ª. respuesta Qg anticuerpos d.gl an1mal 

desgastado. En la Tabla 1 y en la Figura 2 se presentan las 

cantidades de células formadoras de anticuerpos anti-eritrocitos 

que se encontraran en cada uno de los cinco grupos de ratones CD! 

desgastados que fueron incluidos en el primer e>:perimento. Estos 

animales fueron inmunizados con GRC después de terminar el esquema 

de inyecciones intraperitoneales c:on la suspensión de 

estafilococos. Ninguno de estos ratones fue utilizado para el 

ensayo sobre la inducción de la tolerancia inmunológica oral. 

Los resultados de este primer estudio revelaron que el 

slndrome del desgaste provocaba una depresión transitoria de la 

producción de anti cuerpos anti-eritrocitos. Los ratones 

inmunizados 3 dias después de terminar las inyecciones de 

estafilococos solo tenían 22.1 CFA 106 , mientras que los 

animales inmunizados a los 9 dias de terminar la inducción del 

desgaste dieron un valor promedio de 181.6 CFA 10
6

• Esta 

inmunosupresi6n se mantuvo durante poco tiempo, ya que, 15 días 

después de inducir el desgaste, los ratones hablan aumentado 

significativamente su producción de anticuerpos hasta alcanzar 

cantidades <776.B CFA / 10
6 > que eran superiores a las encontradas 

en la población de animales normales. Tres semanas después de 

haber concluido la inducción del síndrome del desgaste, los 

ratones mantenlan elevada su producción de anticuerpos (574. 2 CFA 

/ 106 > y solo recuperaron su inmunocompetencia habitual una semana 

más tarde C324.3 CFA I 1(1
6 >. Al final del experimento, cuatro 

semanas después de haber induc.do el desgaste, los animales 
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problema ten1an las mismas cantidades de células formador.as de 

anticuerpos que los ratones sanos del grupo control. 

En este e;.:perimento no se estudió la forma como se instalaha 

la depresión en la sintesis de anticuerpos medida que se 

repetian las inyecciones de estafilococos. Los re5ult~dos solo 

revelan que la respuesta de anticuerpos anti-GRC se encuentra 

totalmente suprimida durante unos pocos d1as. Los animales se 

recuperan rápidamente, en una forma distinta a como suceder1a si 

tuvieran que reponer un tejido linfoide dai'lado y, ademas, 

presentan un fenómeno de "rebote" ya que, durante un corto lapso, 

elevan al doble de lo normal su numero de linfocitos esplénicos 

formadores de placas hemollticas. 

3. Efecto del §.1~ del desgaste sobre 1ª inducci6Q. de 1ª.. 

tolerancia inmunol69J..9! ~· En este segundo experimento se 

encontraron notables diferencias en la respuesta de anticuerpos 

anti-eritrocitos entre los nueve grupos de ratones que recibieron 

distintos in6culos por via oral. En las Tablas 2, 3 y 4 se 

presentiln los resultados, separados según el diferente tratamiento 

intraperitoneal que se les habla aplicado a los ani~ales durante 

su primer mes de vida. Todos los animales de este segundo 

experimento fueron inmunizados 21 d!as después de terminar las 

inyecciones intraperitoneales de estafilococos y, de acuerdo a los 

resultados del primer experimento, se deb1an encontrar en la etapa 

final del 11 rebote" mencionado en el parrafo anterior. 
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En los ratones desgastados del grupo problema 1-A, 

inyectados intraperitonealmente con estafilococos y posteriormente 

inoculados con GRC por via oral, se observó que aparentemente no 

hubo una inducción de la tolerancia inmunológica. Estos animales 

desgastados no disminuyeron las cantidades de células formadoras 

de anticuerpos anti-eritrocitos (240.3 CFA I 106 > como lo hicieron 

los ratones de los grupos control 11-A y 111-A que recibieron GRC 

por via oral aunque no fueron inyectados con estafilococos (104.8 

y 93.8 CFA Las diferencias mencionadas fueron 

estadisticamente significativas <p < 0.01). No obstante, el valor 

promedio de células formadoras de anticuerpos en los ratones del 

grupo I-A resultó inferior al que se obtuvo en los animales 

normales de los grupos control III-B y III-C (310.3 y 327.3 CFA / 

106 >, pero, en este caso, las diferencias no fueron 

estadisticamente significativas <p > 0.01). 

Sin embargo, como se puede apreciar en la Figura 3, si 

los ratones desgastados que recibieron GRC por via oral (grupo 

problema 1-A) se comraran con los otros ratones desgastados a los 

cuales no se les indujo la toler·v1cia inmunológica (grupos control 

I-B y I-C), entonces resulta que los primeros si deprimieron 

significativamente (p < 0.01) su respuesta de anticuerpos. Para 

poder interpretar correctamente estos resultados, conviene tener 

en cuenta que sobre los animales del grupo 1-A actuaron dos 

fenómenos inmunológicos diferentes que fueron provocados en una 

forma sucesiva. Uno, la inducción de la tolerancia cuando los 

ratones se encontraban desgastados y, otro, la estimulaci6n 

antigénica con GRC cuando los animales ya habian recuperado su 
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capacidad para producir anticuerpos. La inducción de la tol~ranc1a 

disminuyo significativamente la capacid•d de los ratones normales 

para responder contra los eritrocitos, tal como era de esperarse. 

Pero en los ratones desgastados no hubo una d1smJnuc.1on 

significativa (p / O. 01 > en la respuesta de anticuerpos. En 

cambio, la inyección intraper1toneal de los eritrocitos, llevada a 

cabo después de la inducción de la tolerancia, no estimulo la 

producción de anticuerpos anti-GRC en los ratones normales, pero 

sl aumentó sign1.ficativamente la respuesta en los animdles 

desgastados. 

Los ratones de los grupos control positivos (11-A y 

111-A>, que na hablan sido inyectados con estafilococos, si se 

hicieron tolerantes después de la administración oral de los GRC 

porque redujeron significativamente (p < 0.01) la respuesta de 

anticuerpos anti-eritrocitos <104.8 y 93.8 CFA / 106 > en relac16n 

a los animales normales de los grupos control III-B y 111-C. Los 

promedios de CFA de los ratones que si se hicieron tolerantes 

resultaron significativamente inferiores (p 0.01> al de los 

ratones problema del grupo 1-A. 

En otros dos grupos control de ratones ( I 1-B y I I-C> que 

fueron ínyectadas intraperitonealmente con ssr, para símular el 

tratamíento con los estafilococos, los resultados revelaron una 

respuesta de antícuerpos anti-er1 troc.i tos sim1 lar• a la de los 

ratones normales, lo cual era esperado porque no se les habla 

adminislrado la suspens16n de GRC por v1a oral. 
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Finalmente, los ratones de los grupos I-B y 1-C, que se 

encontraban en la etapa. de la recuperacion del s1ndrome tJel 

desgaste cuando fueron inmuni~ados con GRC, respondieron con un 

aumento considerable de la producción de anticuerpos (542.6 y 

574.2 CFA / 106 > 1 en la misma forma que los animales del primer 

e>:perimento. A ninguno de estos ratones se les administraron GRC 

por via oral. 
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CAPITULO 8. DISCUSION 

Los ratones recién nacidos a los cuales se les provocó la 

enfermedad del desgaste mediante la inyección intraperitoneal de 

una suspensión de estafilococos muertos, presentaron al te raciones 

significativas de los mecanismos inmunológicos que controlan la 

producción de anticuerpos. Mientras estuvo presente, la enfermedad 

experimental disminuyó la cantidad de linfocitos esplénicos que 

formaban placas hemol1ticas <CFP> después de una inmunización 

intraperitoneal con GRC y, ademAs, provocó una pérdida de la 

tolerancia oral en otro grupo de ratones desgastados que fueron 

alimentados con una suspensión de eritrocitos antes de la 

inmunización intraperitoneal GRC. Aparte de estas dos 

alteraciones inmunológicas, los ratones desgastados también 

presentaron un retraso importante en desarrollo, de tal modo 

que al final del experimento pesaban 40 por ciento menos que los 

animales sanos del grupo control. Los otros resultados del 

presente trabajo permitieron conocer el tiempo que mantuvo 

deprimida la respuesta de anticuerpos después de terminar la 

imJucci6n del síndrome y la forma, de "rebote", por la cual los 

animales recuperaron una inmunocompetencia normal para su edad. 
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La pérdida de peso fue atribuida a la anor•xia que 

presentaron los animales desgastados, los cuales disminuyeron la 

ingesta del alimento que siempre les fue proporcionado rul !..i!ll..1!!m.· 

A medida que se prolongaba la serie de inyecciones con la 

suspensión de estafilococos se observó que se acentuaban los 

signos y s1ntomas del desgaste, entre los cuales se destacaron el 

aletargamiento, la indiferencia ante los estimules leves y una 

pérdida del apetito. Hasta el momento del destete, todos estas 

manifestaciones se presentaron en 

probablemente por la cercan1a de la madre 

fuente de alimentos fácilmente alcanzable. 

una forma atenuada, 

que representaba una 

La Figura muestra 

como, durante las tres primeras semanas de la vida, el progreso en 

peso de los animales problema y de sus controles se encuentra 

representado por dos lineas casi paralelas que estAn poco 

separadas entre si. Pero una vez destetados los ratones, se puede 

observar como se acentúan bruscamente las diferencias entre los 

dos grupos de animales. La linea que senala el progreso del peso 

de los animales desg.:lstados prActicamente continúa con la misma 

pendiente, mientras ~ue la linea que marca los promedio& de los 

pesos de los anímale"" ~-=nos muestra claramente que el inicio de la 

alimentación con Purina provocó un aumento en la tasa de 

crecimiento y una modificación importante en la pendiente de la 

linea. Diez dias después del destete ya existia una franca 

diferencia entre los pesos promedio de los ratones desgastados y 

los de sus controles sanos. 
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Teoricamente, la pérdida de peso pudo estor influida po,. 

otros factores. Por ejemplo, la activación de los m•cr6faQo• 

peritoneales por los productos de los estaiilococos pudo haber 

estimulado la liberación de interleucina-1 y caquectina dur•nte un 

lapso prolongado. Sin embargo, el disef'ío experimental del presente 

trabajo no estuvo dirigido al estudio de la sintesis de estas 

citocinas y, por otra parte, los resultados obtenidos no revel•n 

ninguna información en este sentido. 

De todos modos, fue evidente que los animales inyectados con 

estafilococos disminuyeron su ingesta de alimentos y que, coma una 

consecuencia, al final de las inoculaciones presentaban un franca 

cuadro clinico de desnutrición avanzada. 

Cama la desnutrición provoca una inmunodeficiencia 

secundaria que ha sida reconocida y estudiada extensamente (56>, 

fue necesario considerar la posibilidad de que los animales 

desgastadas se encontraran inmunodef icientes por su desnutrición y 

no por las inyecciones intraperitoneales de estafilococos <6>. Par 

otra parte, fue necesario tomar en cuenta la influencia del stress 

sobre la alimentación y el grado de desnutrición (57) 1 aunque el 

uso de ratones control inyectados con solución salina estéril 

permitió comprobar que los efectos de este último factor no fueron 

significativos. 
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La mayor1a de los trabajos revisados revelaron que la 

desnutrición provoca una atrofia importante del timo de ni~os y 

animales de experimentación (58>, la cual resulta similar a la que 

ha sido encontrada en los animales desgastado~ (59). Sin embargo, 

mientras la desnutricion compromete las principales funciones de 

los linfocitos T, el sindrome del desgaste no parece alterar la 

reactividad de esta subpoblación de linfocitos. Ekstedt y 

colaborado1·es <51> no encontraron modificado el tiempo que demora 

el rechazo de aloinjertos practicados en ratones desgastados y 

Garc1 a-Tamayo y colaboradores (60) tampoco encontraron que los 

linfocitos esplénicos de los ratones desgastados tuvieran alterada 

su capacidad para inducir una reacción GvH en los ganglios 

popliteos de ratones hibridos Fl. En cambio, Jase y Good (61) si 

observaron que los animales desnutridos tenian disminuida su 

capacidad para rechazar los injertos de tumores heterogénicos y 

Lastra y colaboradores (62> comprobaron que los linfocitos de los 

ratones desnutridos también tenlan disminuida su efectividad como 

inductores de reacciones GvH sistémicas. En lineas generales, se 

puede encontrar una abundante 1 i teratura (63, 64, 65 y 66) que 

confirma el deterioro de las funciones de los linfocitos T a causa 

de la desnutrición. No obstante, conviene se~alar que el uso 

experimental de ciertas dietas administradas durante largo tiempo, 

para provocar una privación crónica en la ingesta de prote1nas, ha 

permitido obtener modelos de animales desnutridos que tienen 

aumentada la respuesta de los 1 infoci tos T (67). Del mismo modo, 

existen trabajos que claman sobre los beneficios de la anore>:ia 

como un mecanismo defensivo que limita las infecciones de los 

desnutridos C68). Sin embargo, estas últimos resultados 
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experimentales se apartan completamente del consenso alcan:ddo •1 

estudiar el compromiso inmunológico de múltiples poblaciones de 

nif'ios desnutridos, bien sea marasmaticos o con el cuadro cl1nu:o 

del kwashiorkor (69). 

Al revisar los trabaJoS publicados sobre la respuesta de lo!i 

linfocitos B, nuevamente se encontraron resultados contrastantes 

entt·e los animales desgastados por los estafilococos y desnutr1dos 

con una dieta deficiente en proteinas. En los dos casos los 

animales presentaban una importante pérdida de peso. Pero ~ientras 

la enfermedad del desgaste causaba una depresión de la respuesta 

de anticuerpos anti-eritrocitos (6 y 51>, la alimentación 

deficiente en proteinas por lo gen•ral aumentaba los niveles 

séricos de las inmunoglobulinas <70 y 71) y elevaba los titules de 

anticuerpos formados después de la inmunización con un ant!geno 

especifico (72 y 73). Resultados similares han sido obtenidos i!l 

vitre (74>. La excepción a este hecho son los ni~os o animales de 

laboratorio que tienen una desnutrición exagerada o un cuadro de 

caquexia terminal (75>. Sin embargo, se han encontrado algunas 

publicaciones que refieren los casos de animales desnutridos con 

una tendencia a disminuir la sintesis de inmunoglobul inas C76), 

aunque sin alcan~ar la magnitud de la depresión observada en los 

animales desgastados. 

En la literatura revisada también se encontraron 

referencias sobre un modelo e>:perimental de animales genéticamente 

desgastados <wast/wast> que tienen manifestaciones neurológicas de 
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ataxia y una def icienc1a en la producción de Ig A de secreción, 

aún cuando conservan normales los niveles sér1cos de lg A, asl 

como los de lg Ge lg M (36). Estos ratones tienen una pérdida de 

pesa muy importante, probablemente a causa de que no ingieren una 

sufii.:iente cantidad de alimentos, porque su enfermedad evoluciona 

con un debi 1 i tamiento general y dificultad para coordinar los 

movimientos. Al hacer un estudio sobre su enfermedad (35) los 

autores tuvieron que plantear un problema similar porque han 

investigado si la deficiencia selectiva de lg A de secreción se 

presentaba como una consecuencia de la desnutrición o por un 

defecto genético que también involucraba el desarrollo del sistema 

inmun1 tario. Los e:.,..;erimentos real izados sobre las ratones 

wast/wast revelaron que la disminución en la producción de 

anticuerpos de secreción no estaba causada par la desnutrición 

(35). Los estudios inmunocitoqu1micos mostraron que la lámina 

propia del intestino de los ratones homocigotos casi no contenia 

células plasmáticas productoras de Ig A, lo cual no se observaba 

en los animales control, desnutridos y heterocigotos. En los dos 

grupos de animales la desnutrición comenzaba los 21 d1as de 

edad, en el momento del destete, lo mismo que en los ratones del 

presente trabajo que fueron desgastados por inyecciones de 

estafilococos. Existen varias publicaciones que refieren los 

resultados obtenidos al estudiar el efecto de la mala alimentaci6n 

sobre la aparición de las c~lulas productorás de 19 A en el 

intestino (77). Los resulta.dos de estos trabajos muestran que una 

alimentación hipo-proteica e hipo-calórica provoca una disminución 

del peso corporal y también del peso de la mucosa intestinal, pero 

no modifica la población de células plasmáticas productoras de lg 

A de secrec16n, salvo en aquellos casos en los cuales la inducción 
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de la desnutrición se prolonga demasiado y se extiende desde e:-1 

momento del nacimiento hasta cierto tiempo después del de~tete. 

Como ya fue discutido al comentar la Figura del pre sen te 

trabaJo, la perdida de peso de los ratones desgastados por las 

inyecciones de estaf1lococos solamente se manifesto francamente a 

partir del momento del destete. 

De acuerdo a todos los comentarios anteriores mas los 

resultados del presente trabajo, se puede afirmar que las 

al te raciones inmunológicas del animal desnutrido no son 

completamente iguales a las del animal desgastado, aunque los dos 

se encuentren inmunocomprometidos. Una observación más en favor de 

esta diferencia se encuentra en el tejido esplénico. El bazo de 

los animales desnutridos es pequena, mientras el de los animales 

desgastados está aumentado de tama~o y presenta cambios en su 

color y consistencia. 

Otro aspecto de la enfermedad del desgaste que debe ser 

discutida, porque tiene relación con los resultados obtenidos, se 

r"efiere a la controversia que existe acerca de los mecanismos 

responsables de la sintomatologia y de las alteraciones 

inmunológicas. Inicialmente (78) estas enfermedades fueron 

conocidas como sindromes de encanijamiento <runting, en inglés) 

cuando se presentaban en animales recién nacidos a causa de una 

timectomia o por una reaccion GvH provocada mediante un 

transplante de linfocitos alogénicos. El encanijamiento implicaba 

un retardo en el crecimiento y una emaciación de los animales 
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jóvenes. En cambio, el término desgaste Cwasting, en inglés) se 

reservo para. cualquier otra situación en la cual los animales, 

adultos, experimentaban una pérdida de peso sin retrasar su 

crecimiento. En estas fechas, al comienzo de la década de los aKos 

60, ia discusión sobre los mecanismos involucrados en el daría 

tisular de los animales encanijados condujo al planteamiento de 

una serie de hipótesis que relacionaban la enfermedad con 

infecciones adquiridas en el momento del transplante o con la 

susceptibiiidad a las endotoxinas derivadas de los microorganismos 

comensales del tubo digestivo <79). Hubo entonces algunos autores 

(80) que propusieron varias similitudes entre el cuadro clinico de 

los ratones recién nacidos timectomizados y el de los que 

desarrollaban una reacción GvH después de un injerto de 

linfocitos. En estos dos casos los animales eran desnutridos e 

inmunodeficientes. 

Varias anos más tarde se publicaron los trabajos de Ekstedt 

<6l sobre la inducción de un sindrome similar al encanijamiento 

<runting-1 ike, en inglés> utilizando productos bacterianos 

estériles que eran inyectados intraperitonealmente en ratones 

recién nacidos. El desarrollo tecnológico de esa década permitió 

obtener animales que nacian y se desarrollaban en condiciones 

axénicas o libres-de-gérmenes. Estos modelos de animales de 

laboratorio estériles fueron utilizados para confirmar las 

hipótesis propuestas anteriormente. Los resultados revelaron que 

los animales libres-de-gérmenes no presentaban el cuadro cl!nico 

de la enfermedad del encanijamiento (21). Las consecuencias 

desgastantes de la timectomia neonatal también pudieron ser 

47 



suprimida·j mediante la administración de ant1b16t1cos <51> y loi. 

mismos resultados se obtuvieron cuando los animales des9ast•dos 

recibieron un tratamiento ant1microb1ano (17>. De este modo se 

pudo establecer un nexo mas estrecho entre el desgaste f is1co de 

los animales y la invasividad oportunista de los ~icroorg•nismos 

comensales del tubo digestivo. Jutila (20> y Keast (19) revisaron 

la literatura publicada sobre el particular y emitieron op1n1on•s 

en favor de que las enfermedades desgastantes tenlan una etiologl~ 

de naturaleza bacteriana. Posteriormente se conoc16 el fenómeno de 

la translocalización bacteriana (22) y una larga serie de estudios 

trataron de confirmar que las bacterias tr•nslocalizadas eran las 

responsables de las principales complicaciones en los animales con 

la inmunidad comprometida <23) 1 con una desnutrición complicada 

(81), con tumores (82) 1 etc. Actualmente, el problama de la 

translocalizaci6n bacteriana continúa estimulando numerosas 

investigaciones que tratan de aclarar los mecanismos responsables 

de que las bacterias comensales se desplazan desde el intestino 

hasta los ganglios linf~ticos mesentéricos y otros órganos de la 

cavidad abdominal <24 y 25). 

A un lado de los trabajos mencionados anteriormente se 

encuentran aquellos otros que estudian los mecanismos moleculares 

que relacionan las endotoxinas con la respuesta del sistema 

inmunitario. Aparte de su efecto adyuvante y/o supresor sobre 

diferentes subpoblaciones de células, las endotoxinas alteran la 

eNpt"esión de las moléculas HLA sobre la membrana de los macrofagos 

<83) e inducen la liberación de interfer6n (84> que tiene la 

propiedad de aumentar la expresión de los antigenos de 
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histocompatibi l idad en diversos tejidos. En otros casos, las 

endotox1nas han probado ser inhibidoras de la expresión de las 

moléculas HLA (85). Jephthah-Ochola y colaboradores (86) seNalaron 

recientemente que la modulación de la expresión de los antlgenos 

de h1stocompatibilidad puede ser una consecuencia significativa de 

las relaciones normales entre el hospedero y su flora comensal. 

Asimismo, ellos propusieron que la calidad de la respuesta 

inmunológica del hospedero contra los agentes patógenos y la 

patogenia de varias enfermedades inmunológicas inducidas por las 

infecciones podian depender de todas estas estimulaciones que 

aumentaban la expresión de las moléculas HLA. 

En el presente trabaja la enfermedad del desgaste fue 

provocada por la inoculación intraperitoneal de estafilococos 

muertos. Posteriormente los animales fueron inmunizados con una 

suspensión de GRC. Los resultados revelaron una depresión de la 

respuesta de anticuerpos. Desde un punto de vista teórico, este 

abatimiento de la respuesta inmunitaria humoral de los animales 

desgastados puede ser explicado por varios mecanismos. 

1> En primer lugar, es posible que ocurriera una competencia 

antigénica entre los estafilococos y los GRC, similar a la 

encontrada por Radovich y Talmage <87) cuando, can cuatro dias de 

intervalo, utilizaron eritrocitos de caballo y de carnero para 

inmunizar un grupo de ratones. La disminución de la respuesta de 

anticuerpos contra los antigenos del segundo inmunógeno ha sido 

explicada mediante la proposición de varias teorias (88>. Sin 

embargo, en el caso de los ratones desgastados, la competencia 
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antigénica no permite explicar todo el conJunto de sinto~•s y 

signos que han sido encontrados en los animales experimentale$. 

2) Otra posibilidad es que los estafilococos inyectados 

durante cuatro semanas hayan saturado la capacidad fagoc1t1ca de 

los macr6fagcs per1taneales y, por consiouiente, hay•n anulado sua 

funciones como células presentadoras de antigencs en una forma 

si mi lar al bloqu•o obtenido después de inyectar carbon o 

particulas inertes de látex o s!lica (89>. De todos modos conviene 

tener presente que las part!culas iwenctonadas representan un 

material inerte no degradable enzimáticamente en los fagolisosomas 

de los macr6fagos 1 mientras que las bacterias muertas si pueden 

ser eliminadas en una forma relativamente fácil. Por otra parte, 

también se deben tener en cuenta los experimentos que logran 

facilitar la respuesta de anticuerpos mediante la inyección de 

varias suspensiones de bacterias (90) o de sus productos (91). 

3) Algunos productos bacterianos han probado S&r 

estimulantes de la actividad de los linfocitos T supresores C92). 

En otros casos se ha comprobado que la fagocitosis de ciertos 

parásitos bloquea la capacidad de las macr6fagos para liberar 

interleucina-1 y anula la esti11MJlaci6n da T 

colaboradoras necesarias para una buena respuesta de anticuerpos 

C9_3>. Es evidente que existen diversos factores, ba.cterianos o no, 

que pueden trastornar la modulación de la respuesta inmunitaria o 

provocar una depresión transitoria en la sintesis de anticuerpos. 
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Ninguna de estas pos1b1lidades fue explorada en el curso del 

presente trabaJo porque su estudio no formaba parte de los 

objetivos. Sin embargo, a todo lo largo de los diferentes 

e-...~perimentos se tuvo presente que cualquiera de ellas pod!a 

suprimir tr·ans1toriamente la respuesta de anticuerpos, tal y como 

fue observado en el grupo de ratones desgastados. Conviene tener 

presente que, hasta ahora, todavia no se han aclarado las bases 

moleculares de los mecanismos que participan en la inducción del 

desgaste, de la misma manera que tampoco se conocen completamente 

los mecanismos responsables de la translocalizaci6n bacteriana. 

Actualmente se realizan diversas investigaciones sabre la 

participación del sistema inmunológico en estos dos fenómenos que 

son importantes tanto por el carActer inevitable de las 

interacciones del hospedero con su flora bacteriana comensal (14>, 

como por el riesgo de las inmunodeficiencias secundarias a 

infecciones <4>. Con el presente trabajo se espera contribuir al 

mejor conocimiento de la patolog!a inmunológica asociada a las 

interacciones mencionadas. 

La recuperación de la capacidad para producir anticuerpos en 

los animales desgastados reveló que, quince d!as después de haber 

terminado el periodo de las inyecciones intraperitoneales, los 

ratones presentaban un brusco aumento de su respuesta de 

anticuerpos anti-eritrocitos. En ese momento que representaba la 

recuperación de.l desgaste inmunológico, los animales duplicaron la 

cantidad de CFA que se pod!a encontrar en un ratón sana de la 

misma edad que habia sido inmunizada con la misma dosis de GRC. 

Mtt.s adelante, 27 d!as después de- terminar las inyecciones de 
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estafilococos, los ratones presentaban una normaliz•c16n de su 

respuesta inmunológica. Los estudios re~lizados por otros •utore• 

(94> que han estudiado la recuperación de los desnutridos v~r1os 

d! as después de real i mentarlos adecuadamente, tian revelado una 

rápida capacidad de recuperación inmunológica. Sin embargo, los 

autores mencionados <94) y otros más que también han estudiado el 

síndrome de la recuperación inmunológica (95), solo han encontr•do 

un regreso a la normalidad que en algunos casos se demora mAs de 

cuatro semanas. El "rebote" de la sintesis de inmunoglobulinas en 

los ratones desgastados es un fenómeno sugestivo de que los 

animales conservaron intacta su poblaci6n de células B y, 

probablemente, de que hubo una activación de los mecanismos que 

colaboran en la diferenciación de las células que producen los 

anticuerpos. Estos hechos podrían ser interpretados en favor de 

que el sistema inmunitario puede compensar, aunque sea 

tardíamente, la depresión transitoria de algunas de sus funciones, 

siempre y cuando la supresión haya sido aguda y de corta duración. 

En los ratones desgastados que ya estaban desnutridos y que 

ten!an anulada la respuesta anti-eritrocitos, la administración de 

GRC por vla oral no pudo inducir un estado de tolerancia 

comparable al que se obtuvo en los ratones sanos del grupo 

control. Este resultado es dificil de explicar porque no se 

conocen todos los mecanismos que intervienen en la inducc1on de la 

tolerancia inmunoló9ica oral ni toda la patolog1a del sistema 

inmunitario asociado al tubo digestivo del animal desnutrido y10 

desgastado. Anteriormente se mencionó que una cepa de ratones 

mutantes desgastados (wast/wast) no producían anticuerpos Ig A de 
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secreción porque no ten1an el número suficiente de células 

plasmáticas en la mucosa intestinal. Sin embargo, esta condición 

inmunológica del animal mutante no puede ser extrapolada a otros 

modelos experimentales de animales a los cuales se les induce la 

enfermedad del desgaste. Por lo tanto no se puede suponer que los 

animales del presente estudio tampoco producian Ig A de secreción 

a nivel del tubo digestivo. Pero, si se puede mencionar que existe 

una gran cantidad de evidencias en favor de que la desnutrición 

deprime la producción de anticuerpos de secreción (96 y 97). 

En los nif"ícs de!:;nutridos se ha encontrado una deficiente 

producción de anticuerpos de secreción en el intestino. Este 

trastorno inmunológico generalmente. se acompafta de un au•ento en 

la permeabilidad de la mucosa, la cual se agrava por las le5iones 

secundarias a una dieta deficiente en nutrientes (98). Al 

combinarse estos dos problemas se facilitan las infecciones (99) y 

la absorción de algunas macromoléculas antiQ"1icas de la dieta 

(98). Como una consecuencia de este úl ti•o evento aparecen o 

aumentan los anticuerpos séricos contra los antigenos de los 

alimentos (100). Estos hallazgos est~n a favor de que el 

desnutrido pierde una parte de su capacidad para volv•rse 

tolerante a los Antígenos que entran al organismo por la via oral. 

El tubo digestivo lesionado del de9nutrido propicia, ademAs, 

la aparic16n de otra complicación cuyos Atecanismos inmunológicos 

no han sido aclarados conapletamente. Teóricamente, por tratarse da 

un inmunodeficiente que tiene una elevada incidencia d• 

infecciones por bacterias gram-negativas <101>, el desnutrido 
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deberia ser un candidato ideal para expresar Jos fenómenos d• 

translocalización bacteriana que h•n sido d.-ostrados en otro• 

casos con el sista.a inmunitario compro•etido C22 y 23>. No 

obstante, los trabajos realizados hasta ahora llkJestran que l• 

desnutrición por si sola no facilita la translocalizaci6n de las 

enterobacterias C81>, a no ser que se accunpane de una endotox&mia 

provocada por fActores ajenos a la p•rdida de pRSO. El rttSultado 

anterior debe ser aceptado con cautela y esos experi•entos deben 

ser repetidos bajo diferentes condiciones, porque ya otros autores 

(102) habían ref•rido que aproximadamente la •itad de un grupo de 

niftos desnutridos contenían endotoxinas circulantes que pudieron 

ser de.astr•das por la prueba del Linaulus. 

Para AldlM"ltar la ca.plejidad de la in-..nidad intestinal, se 

pueden ..ncicwiar los trabajos de Chandra (103) quien ha demostrado 

cD*J, .nte la .. yor permeabilidad del intestino del desnutrido que 

deja pasar .acroecléculas antigénicas a trav6s de la 111Ucosa (98>, 

el sisteea ina.anitario responde au.entando su cantidad y/o 

actividad de linfocitos T supresores con la finalidad de evitar Ja 

for .. ción de complejos solubles y l• posibilidad de •~s lesicwies 

tisulares por mec.anifi90S de hipersensibilidad tipo 111. El au111eO.to 

de anticuerpos cantra los antigenos de la dieta <100> salo p•rece 

indicar que sin la •ayor actividad de las c6lulas supresoras (103> 

el desnutrido elevaria ..._.chisiMO .:a.s su respuesta huMJral contra 

los detenminantes de las protetnas de la dieta. La supresión de la 

respuesta de los 1 infoc.i tos esplMlic:os contra los antlgenos 

absorbidos por la mucosa intestinal <104) parecer1a un C:DllfJl_,.to 

natural a la deficiencia pri.aaria de anticuerpos de secrec1on 
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sobre la mucosa del tubo digestivo <99), aunque en uno y otro caso 

actúen dos mecanismos diferentes para reducir a) la respuesta 

secretora y b) la respuesta sistémica. Los resultados de Suo:uki y 

colaboradores <105> parecen aclarar un poco mas esta compleJa 

situación porque proponen la participación de una nueva 

subpoblaci6n de linfocitos, los contrasupresores, para modular la 

inmunidad del tubo digestivo. Mientras los linfocitos T supresores 

que aparecen en las placas de Peyer se desplazan hacia el bazo y 

otros teJ idos periféricos (42)' los linfocitos T 

contrasupresores, que tambien aparecen en las placas de Peyer, se 

quedarian a nivel del intestino y ayudarian a las células 

plasmáticas de la mucosa para que aumentaran su producción de Ig A 

a pesar de la inmunosupresi6n sistémica. La desnutrición, que 

también altera las funciones de los linfocitos T colaboradores 

(106) 1 aparentemente provoca un desbalance en las relaciones entre 

las tres subpablaciones de células T. Todos estos estudios sobre 

la inmunidad intestinal del desnutrido pueden servir como una base 

para comprender la inmunidad intestinal del animal desgastado, 

aunque debe quedar el entendimiento de que los dos cuadros 

clinicos son diferentes desde un punto de vista inmunol6gico 

aunque los animales compartan una pérdida de peso similar. 

Las observaciones de Chandra (103) en relación al aumento de 

las células T supresoras resultaron congruentes con los resultados 

obtenidos posteriormente por Lamont y colaboradores (44>. Estos 

ultimas autores estudiaron el estado de la tolerancia inmunológica 

hacia los antigenos administrados por via oral a un grupo de 

ratones desnutridos. Sus resultarles revelaron que los ratones 
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desnutridos tenlan aumentada la supres16n s1slém1ca de la 

respuesta de anticuerpos contra los ant19enos que hablan sido 

administrados por vla intrag~strica. 

Los animales con la enfermedad del desgaste tenlan anorexia, 

bajo peso e hipoplasia timica en una forma similar a cualquier 

animal desnutrido por una dieta deficiente en prot•ina5. Ademis, 

hablan comenzado a desnutrirse después de los 21 dias de edad y, 

por consiguiente, si hablan tenido la oportunidad de desarrollar 

en la mucosa intestinal una buena población de celulas plasmatica~ 

productoras de Ig A <77). Pero, a diferencia de los desnutridos, 

los ratones desgastados tenian completamente deprimida su 

producción de anticuerpos anti-eritrocitos y, no obstante, 

conservaban normal la reactividad de los linfocitos esplénicos 

inductores de una reacción local GvH (60>. 

Como se puede observar en la Figura 6 1 los ratones 

desgastados, alimentados con GRC por via oral y que posteriormente 

recibieron una dosis inmuni=ante de otra suspensión de GRC, 

generaron una mayor cantidad de CFA anti-eritrocitos que los 

ratones sanos sometidos a las mismas condiciones e~~perimentales, 

excepto las inyecciones de estafilococos. Estos resultados fueron 

interpretados en favor de que el desgaste inmunológico si les 

habla hecho disminuir su capacidad de volverse tolerantes. Es 

decir, probablemente hablan reducido su población y/o actividad de 

c0lulas T supresoras localizadas en el bazo. Sin embargo, en la 

Figura 7 se puede observar que las cantidades de CFA generadas por 

los ratones desgastados del grupo problema resultó inferior a las 
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encontradas en otros grupos de ratones sanos control que no 

estaban desgastados ni hablan recibido la suspensión de GRC por 

vi a oral. Estos otros resultados fueron interpretados como 

su9erentes de que no habia ocurrido una pérdida completa de la 

tolerancia oral, sino más bien una disminución parcial de la 

misma. 

En vista de que Lamont y colaboradores (44) hablan observado 

que la desnutrición aumentaba la capacidad de los ratones para 

convertirse en tolerantes a los antigenos administrados por via 

oral y de que, en cambio, nuestros resultados mostraban que los 

ratones desgastados más bien perdían una parte de esa capacidad 

supresora, se pueden proponer las dos explicaciones siguientes 

para tratar de comprender estas diferencias. 

En primer lugar, probablemente influyó la edad que tenían 

los animales en el momento de comenzar a desnutrirse y cuando 

recibieron la estimulación antigénica oral necesaria para la 

inducción de la tolerancia. En nuestro experimento se trabajó con 

animales recién nacidos que fueron inyectados desde que tenlan dos 

horas de edad y que, poco tiempo después, comenzaron a perder peso 

aunque la desnutrición solo se manifestó francamente a partir del 

momento del destete. La tolerancia se indujo una semana después 

del destete. Los ratones del experimento de Lamont crecieron 

normalmente hasta el momento del destete, cuando se les comenzó a 

administrar una dieta hipoproteica. En ellos la tolerancia les fue 

inducida 4 semanas mas tarde. Aunque las diferencias son muy 

pequen:as, el sistema inmunitario podría haber madurado más 
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lentamente en los ratones de nuestro experimento, a pesar de qu•, 

al final, la pérdida de peso resultó similar en los dos grupos d• 

animales. 

En segundo lugar, es necesario distinguir que se trataba de 

dos modelos e>:peri,.entales diferentes aunque los anitnaleli h•bian 

alcanzado el mismo grado de desnutrición. En uno de los 

experimentos, el de Lamont, el contenido de proteinas an el 

alimento se reducía a partir de los 21 dias de edad, mientras que, 

mediante nuestro dis•"º' los ratones se iban convirtiendo 

paulatinamente en animales anoréxicos y dejaban de ingerir su 

dieta habitual, tanto durante la lactmncia como después del 

destete. En cierta forma, la deanutrici6n obtenida en nuestro 

experimento fue mas anti-natural que la provocada con una dieta 

deficiente en proteinas. Pero conviene tener presenta que, en el 

curso de las infecciones graves, las interacciones con los 

productos bacterianos también son una causa frecuente de pérdida 

de peso y de inmunodeficiencia. Ademas, el presente trabajo forma 

parte de una linea de investigación que estudia las consecuencias 

de las relaciones del sistema inmunológico con los productos de 

sus bacterias comensales. De modo que, en este otro sentido, se 

podria decir que nuestro modelo experimental estuvo más cercano a 

los objetivos de nuestra investigación que el modelo utilizado por 

Lamont. Estas pequef'las diferencias entre los dos disef'ios podrian 

ser consideradas como un evento clave que, ademas, separa la 

condición inmunológica del nif'io desnutrido sano y la del nif'io 

desnutrido infectado, no obstante los resultados obtenidos por 

t<lein (102> en favor de que una proporcion elevada de ninos 
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desnutridos sanos tienen endotoxinas circulantes en sangre 

periférica. Nosotros creemos que esas endoto~inas derivan de la 

1lora de enterobacterias comensales y que su paso 1recuente a 

través del intestino del ni~o desnutrido puede llegar a producir 

una ~ituación de tolerancia similar a la encontrada por Kind t15) 

en sus modelos experimentales sobre el desgaste inmunológico de 

ratones recién nacidos. Esto podria explicar la falta de 

manifestaciones cl1nicas en los ni~os desnutridos sanos pero con 

endotoxinas en la sangre. 
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CAPITULO 9. CONCLUSIONES. 

El modelo experimental utilizado en el pr•sent• tr•bajo 

reveló nuevos aspectos inmunol691cos, que no hablan sido 

explorados hasta ahora, de los animales con la enfermedad del 

desgaste inducida neonatalnt9nte. Adee~s, se encontraron r~zon•s, 

que no hablan sido propuestas anteriormente, para establecer una 

comparac16n entre las alteraciones inmunol691cas del animal 

desgastado y las del animal desnutrido. Pero entre uno y otro 

cuadro cllnico también se encontraron diferencias. Probablemente 

éstas determinan una evolución y un pronóstico inmunol691co 

completamente diferentes para cada situaci6n, tanto en los 

animales de laboratorio como en las personas desnutridas que 

pueden o no presentar di1erentes interacciones con varios 

productos bacterianos. El significado biológico que puede tener la 

pérdida o la di5m1nucion de la capacidad para inducir una 

tolerancia oral en el curso de una inmunodeficiencia y/o 

desnutricion es un aspecto interesante que debe ser estudi•do m~s 

adelante. Pero indudablemente, los riesgos que pueden aparecer 

como una consecuencia de las alteraciones de 1 a tolerancia oral 

deben ser tan importantes como los beneficios que regularmente 

obtiene el desnutrido al aumentar el número y la actividad de los 

linfocitos supresores localizados en el tejido linfoide asociado 

al tubo digestivo. 
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CAPITULO 10. RESUME:N. 

Este trabajo tuvo como objetivo completar la caracterizaci6n 

inmunológica de un grupo de anímale9 a los cuales se les indujo 

una inmunodeficiencia experi~ental, s-cundar1a y tranw1tcria. La 

enfermedad es conocida desde hace varios ª"ºs como sindroine del 

desgaste y puede ser provocada mediante la inyección 

intraperitoneal de una suspensión de bacterias muertas en ratones 

recién nacidos. En esta investigación eKperieental se procedió a 

inducir el sindrome del desgaste en la forma convencional y luego 

se estudió el estado de la tolerancia inmunológica contra los 

antigenos administrados por via oral. El modelo fue d1se"ado 

tomando en cuenta la importancia que últim•mente han adquirido la 

inmunidad local de las mucosas en pacientes con infeccione• graves 

o enfermedades crónicas debilitantes y en p~~onas desnutridas por 

diferentes causas. 

Se propuso como hipótesis que la enfermedad del desgaste, en 

ratones recién nacidos, impide la aparición de un estado de 

tolerancia inmunologica hacia antigenos administrados por via 

oral. 
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En un primer e:-:perimento se estudiaron los cambios en la 

produccion de anticuerpos anti-eritrocitos durante la etapa aguda 

y la recuperación de la enfermedad del desgaste. Con este 

propósito, cinco grupos de ratones que habian sido inyectadas 

intraperitonealmente con estafilococos fuer·on posteriormente 

inmunizados con GRC a los 3 1 9, 15, 21 y 27 dlas después de haber 

terminado la inducción del desgaste. 

En CJtro experimento, disei"íado para inducir tanto la 

enfermedad del desgaste como lo tolerancia inmunológica contra 

eritrocitos inoculados por vla oral, 110 ratones fueron separados 

en nueve subgrupos y estuvieron sometidos a condiciones diferentes 

durante los dos meses que duró el ensayo. Finalmente, todos los 

animales fueron inmunizados con GRC y sacrificados cinco dias mas 

tarde para contar el número de linfocitos esplénicos formadores de 

anticuerpos anti-eritrocitos. 

Los resultados revelaron, primero, que en el curso de la 

enfermedad del desgaste se presentan tres estados inmunoló9icos 

diferentes y sucesivos : 1> una breve pero profunda depresión 

inicial de la sintesis de anticuerpos, 2> una etapa de 

recuperación durante la cual los ratones aumentan exageradamente 

su producción de anticuerpos anti-eritrocitos, con valores 

superiores a los de los animales normales, y 3) f inalmente 1 una 

et~pa en la cual los animales recuperan su respuesta inmunológica 

humoral normal <Ver Tabla 1 y Figura 2>. 
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Por otra parte, también se encontró que los ratones 

desgastados no se volvlan tolerantes a los eri troc1 tos 

administrados por v1a oral como lo hac:1an los ratones que no 

hablan recibido las inyecciones de estafilococos <Ver la Figura 

6). Pero asl mismo fue evidente que los ratones desgastadas 

tampoco alcan=aron a tener la respuesta elevada de anticuerpos que 

se observó en otros ratones desgastados que no recibieron 

eritrocitos por vla oral CVer Figura 3>. Todos los animales 

desgastado~ presentaron un retraso importante de su crecimiento y 

fueron considerados desnutridos porque pesaban un 401. menos que 

las ratones control <Ver la Figura 1). 

Los resultados fueron comparados con los encontrados en la 

bibliografía consultada <5, 6, 7, B, 9, 10, 15, 17, 18, 19, 20, 

21, 29, 35, 36, 51 y 59> y se llegó a la conclusión de que el 

presente trabajo experimental revelo aspectos no conocidos hasta 

ahora de la enfermedad del desgaste. Por otra parte, en el modelo 

se observaron varias similitudes y algunas diferencias 

inmunológicas con los resultados obtenidos por otros autores al 

estudiar la desnutrición provocada por una simple reducción en la 

ingesta de protelnas y calorias. Probablemente las diferencias 

estuvieron causadas por las interacciones entre los mac:rófagos del 

animal desgastado y los productos de las bacterias que recibieron 

por via intraperitoneal. 

63 



CAPITULO 11. TABLAS V flOURAS 

A continuación se presentan una serie de Tablas y Figuras 

que reEumen los resultados obtenidos en los diferentes grupos de 

animales e}:perimentales. 
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TABLA 

Resultados del primer experimento. Cantidades de células 

formadoras de anticuerpos tCFA> I 106 células esplénicas obtenidas 

al inmunizar con glóbulos rojos de carnero <GRC> varios grupos de 

ratones COl desgastados que estaban en las tres diferentes etapas 

del s1ndroine experimental. Los animales estudiados 3 y 9 d!as 

después de terminar las inyecciones de estafilococos presentaron 

una respuesta mlly débi 1 de anticuerpos. A la semana siguiente ( 15 

y 21 dlas después de :as 2nyec:c:1ones>, los ratones aumentaron 

e>:ageradamente su producción de anticuerpos y, al final del 

experimento (27 d!as después de las inyecciones), recuperaron la 

inmunocompetenc:ia normal para su edad y se>:o. 

EDAD DE LOS 

RATONES 

lm 3d 

lm 9d 

lm 15d 

lm 2ld 

lm 27d 

N 

15 

10 

10 

12 

10 

65 

CFA 106 

22.1 

181.6 

776.8 

574.2 

324.3 

:!: O.E. 

24.2 

50.8 

356.6 

186.7 

69.8 



TABLA 2 

Resultados del segundo experi~ento. Cantidades de celul•s 

formadoras de anticuerpos (CFA> que se encontraron en 106 células 

esplénicas de los ratones de los tres subgrupos A, B y C del grupo 

1 que fUeron inyectados con la suspensión de estaf1lococos durante 

las cuatro primeras semanas de vida y que, posterior .. nte, 

recibieron glóbulos rojos de carnero (GRC> o solución salina 

isotónica (551) por v1a oral durante 14 dias, o que no recibieron 

ningún tratamiento por esta via durante ese mismo tiempo. 

Análisis estadistico y grado de significancia de las diferencias. 

grupo 

A 

- B 

1 - e 

N 

17 

9 

12 

inoculo 
por vi a 
oral 

GRC 

SS! 

CFA I 106 

X DE 

240.3 103.9 

542.b + 277.9 

574.2 + 186.7 

por ciento 
de 

5upresi6n • 

274 

p 

0.01 

0.01 

< 0.01 

<•> Por ciento de supresión respecto al grupo control 111-C. 
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TABLA 3 

Resultados del segundo experimento. Cantidades de células 

formadoras de anticuerpos <CFA> que se encontraron en 106 células 

esplénicas de los ratones de los tres sub9rupos A, B y C del grupo 

ll que solo fueron inyectados intraperi tonealmente con soluci6n 

salina isotónica <SSI> durante las primeras cuatro semanas de vida 

y que, posteriormente, recibieron glóbulos rojos de carnero (GRC> 

o solución salina isotónica <SSI> por via oral durante 14 días, o 

que no recibieron ningún tratamiento por esa v!a durante ese mismo 

tiempo. Análisis estadistico y grado de significancia de las 

diferencias. 

grupo N 

¡¡ - A 14 

II - e 7 

II - e 11 

in6culo 
por v!a 
orr 

GRC 

551 

C'FA I 106 

- + x - DE 

104.8 ! 36.2 

343.0 :!: 63. 7 

355.8 :!: 57.2 

por ciento 
de 

supresión * 

68 ;¡ 

<•> Por ciento de supresión respecto al grupo control III-C. 
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p 

• 
0.01 

0.01 

0.01 



TABLA 4 

Resultados del segundo experimento. Cantidades de células 

formadoras de anticuerpos <CFA> que se encontraron en 106 célula9 

esplénicas de los ratones de las tres SUbQrupos A, B y C del grupo 

III que no fueron inyectados durante las cuatro primeras ~emanas 

de vida y que, posteriormente, recibieron globulos roJas de 

carnero <GRC> o solución salina isotónica (551 > por via oral 

durante 14 dias, o que no recibieron ningún tratamiento por esa 

vla durante el mismo tiempo. AnAlis1s estadist1co y grado de 

significancia de las diferencias. 

grupo N 

Ill - A 22 

III - B 10 

111 - e 8 

in6culo 
por via 
oral 

GRC 

551 

CFA I 106 

- + X - DE 

93.8 :!: 39.7 

310.3 :!: 48.7 

327. 3 ~ 47. 9 

por ciento 
de 

supresión * 

72 ;: 

<•> Por ciento de supresión respecto al grupo control 111-C. 

68 

p 

0.01 

0.01 
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lOAOCCllA.91 

Figura 1. Comparación del aumento de peso corporal <gramos>, 

desde el nacimiento hasta los 30 dias de edad, entre los ratones 

que recibieron las inyecciones intraperitoneales de estafilococos 

<Ol y los que no recibieron ningún tratamiento <11 l o solo fueron 

inyectados con solución salina isotónica estéril C '9 >. 
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Figura 2. Cinética de las alteraciones en la respuesta de 

anticuerpos después de la inducci6n de la enfermedad del desgaste. 

Cantidades de células esplénicas formadoras de anticuerpos 

anti-eritrocitos en cinco grupos de ratones que fueron inyectadas 

con estafilococos muertas durante su primer mes de vida. Los 

animales de cada grupo fueron inmunizados con GRC a los 3, 9, 15, 

21 y 27 dias después de haber terminado la inducci6n del desgaste, 

o sea, cuando éstos tenian 31, 37, 43, 49 y 55 dias de edad 

respectivamente. 
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Figura 3. Cantidades de células esplénicas formadoras de 

anticuerpos anti-GRC <CFA> en los tres grupos de ratones que 

fueron inyectados con estafilococos durante sus cuatro primeras 

semanas de vida y que, durante los quince dlas siguientes, 

recibieron GRC <~>, soluci6n salina isotónica <1111> o ningún 

tratamiento Q por via oral. Posteriormente todos los animales 

fueron inmunizados con glóbulos rojos de carnero <GRCl, 21 dias 

después de terminar la inducción del síndrome del desgaste. 
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Figura 4. Cantidades de células esplénicas formadoras de 

anticuerpos anti-GRC que fueron contadas en los tres grupos de 

ratones que hablan sido inyectados intraperitonealmente con 

solución salina isotónica durante las cuatro primeras semanas de 

vida y que, durante los lS dias siguientes, recibieron GRC <11111>, 

solución salina isotónica (~) o ningún tratamiento ( t:::J > por 

via oral. Posteriormente todos los animales fueron inmunizados 

intraperitonealmente con glóbulos rojos de carnero <GRCl. 
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Figura 5. Cantidades de células esplénicas formadoras de 

¿.nticLterpos anti-GRC en las tres grupos de ratones que no 

recibieron ninguna inyección intraperitoneal durante sus primeras 

cuetro semanas de vida y que, durante los 15 dlas siguientes, 

fueron tratados con una suspensión de GRC < -j o solución 

salina isotónica <RHftfU> oor via oral. El tercer grupo de ratones 

<[::J> no recibió ningún tratamiento oral. Fosteriormente todos 

los animales fueron inmunizados intraperitonealmente con glóbulos 

rojos de carnero IGRCI. 
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Figura 6. Cantidades de células •spl6nicas for••doras de 

anticuerpos anti-GRC <CFA> en los tres grupos de ratones que 

recibieron una suspensión de GRC por via oral durante dos s...anas. 

En el curso de su primer ... s de vida, estos animales habian sido 

inoculados intraperitoneal11ente con estafilococos 11111> o con 

soluci6n salina isotónica 11111) o no habían recibido ningún 

tratamiento < c::i >. Posterior01ente todos los ani•ales fueron 

inauni~ados intraperitonealmente con glóbulos rojos de carnero 

<GRC). 
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Figura 7. Cantidades de células esplénicas formadoras de 

anticuerpos anti-GRC en los nueve grupos de ratones que, durante 

el primer mes de vida, fueron inyectadas intraperitanaalmente con 

diferentes tratamientos (estafilococos muertos, solución salina 

isotónica o ninguno de los dos anteriores>. Una vez cumplido el 

mes de edad y durante los 15 d1as siguientes, los animales 

recibieron diariaMente y por via oral una dosis de una suspensión 

de GRC <8111> o solución salina isotónica <11111>· A un tercer 

grupo de animales no se les administró ningún tratamiento por v1a 

oral <c::J>. Posteriormente, todos los ratones fueran inmunizados 

con GRC. 
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Figura B. Proniedios de las cantidades de 

formadoras de anticuerpos anti-GRC que se obtuvieron en los nueve 

grupos de ratones después de dos semanas de tratamiento por via 

eral con GRC, soluci6n salina isotónica o ninguno de los dos 

anteriores. Durante su primer mes de vida, dos grupos de estos 

mismos animales habian sido inyectados intraperitonealmente con 

una suspensi6n de estafilococos <-> o soluci6n salina 

!sot6nica <llllll, mientras los animales de un tercer grupo 

<C=1> no recibieron ninguna inocul•ci6n. Posteriormente, todos 

los animales fueron inmunizados con 9l6bulos rojos de carnero 

<GRC>. 
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CAPITULO 12. APENDICE. 

1) Ingredientes del ~utilizado <Pur1na*l ; 

Cereales molidos, comb1nacion de pestas oleaginosas, harinas 

de origen animal, subproductos de cereales, subproductos 

alimentic:1os agr1colas e 1ndt1str1ales, melaza de caf'ia de a.zucar, 

alfalfa deshidratada, vitamina A, tiamina, riboflavina, niacina, 

cloruro de col ína, vitamina B 12 1 pantotenato de calcio, vi tam1na 

D, vitamina E y vitamina K. 

Carbonato de calcio, roca fosfórica, cloruro de sodio, 

fosfato dicálc1ca, carbonato de cobalto, 6~ido cúprica, óxido 

férr 1co, sulfato ferroso, 6x ido de manganesa, yoduro de potasio, 

tiosulfato de sodio y 6~ddo de zinc:. 
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2) Composici6Q 9.!:!1~ (nutrientes) ¡!gJ. alimento ut111zado 

Proteina 23.00 l. Arginina 1.!50 7. 
Cisteina 0.32 % Glicina 1.20 7. 
Histidina O.SS l. lsoleucina 0.9S l. 
Leucina 1. 70 l. Lisina l. 28 l. 
Metionina 0.41 l. Fenilalanina 1. 03 'l. 
Treon1na 0.84 l. Triptofano 0.3S ~-
Valina 1.21 7. Grasa 2.50 7. 
Fibra s.00 'l. TND 7S.OO l. 
ELN 48.SO l. Cenizas 7.30 'l. 
Calcio 1.00 'l. Fósforo O.bO 7. 
Potasio 1.10 l. Magnesio 0.21 'l. 
Sodio 0.40 'l. Cloro o.so 7. 
Fluor 35.00 ppm Hierro 198.00 ppm 
Zinc s0.oo ppm Mam .. aneso Sl.00 ppm 
Cobre 18.00 ppm Cobalto 0.40 ppm 
Yodo 1. 70 ppm Energ1 a 4.2S KCal/9 
Ti amina 1.00 ppm Riboflavina 8.00 ppm 
Niac1na 95.00 ppm A. pantoténico 23.00 ppm 
Acido F61 ice S.90 ppm Pi rido:< ina b.00 ppm 
Biotina 0.07 ppm B 12 10.00 mcg/lb 
Vitamina A 12.SO U!/g Vitamina D 3.00 Ul/9 

(•) Información prepare ionada por el fabricante. 

NaCl 0.851. en agua destilada estéril. 
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4> Soluci6Q. anticoagulante ~ ~. 

Glucosa 
Citrato de sodio 
Acido C1tr1co 
Cloruro de sodio 

2.050 g 
0.800 g 
ú.055 9 
0.420 g 

Aforar hasta 100 ml con agua destilada, 

Esterilizar por filtración a trav•s de 

Millipore con poros de 0.45 µde diámetro, 

Cons~rvar a 4° c. 

Solución l. Solución 

d-glucosa 10.00 g cacl
2

2H02 

KH2Po4 0.60 g KCl 

Na2HPD4 1.84 g NaCI 

una 

II. 

Rojo de fenal 0.01 g MgC1
2

.6H20 

MgS04 .7H20 

membrana 

1.86 g 

4.00 g 

80.00 g 

2.00 g 

2.00 g 

Los componentes de las dos soluciones se disuelven en agua 

desionizada. Se afora hasta 1000 ml. Las soluciones se esterilizan 

por f i 1 trae i6n. 

La solución final se prepara con 5 ml de la solución más 5 

ml de la solución 11. Luego se afora hasta 50 mi con agua 

desionizada. La solución final se conserva a 4° C hasta el momento 

de su uso. 
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