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CAPITULO 1. INTRODUCCION,

Hace aproximadamente tres décadas, después del
descubrimiento de los primeros casos de persaonas inmunodeficientes
{1), se inicié una nueva etapa de investigaciones clinicas sabre
los mecanismos encargados de la defensa especifica contra las
infecciones. Las primeras inmunodeficiencias caongénitas fueron
llamadas "experimentos de la naturaleza" (2) porque permitieraon
cbtener una abundante informacidén sobre varios aspectos de la
respuesta inmunitaria que habian permanecido desconocidos hasta
ese momento. Sin embargo, las personas inmuncdeficientes solo
pudieran ser estudiadas hasta ciertos limites compatibles con las

restricciones éticas de la sociedad.

El descubrimiento de animales de laboratorio can
inmunodeficiencias primarias o congénitas (3) y la posibilidad de
inducir inmunodeficiencias secundarias mediante ciertos
procedimientos quirurgicos (timectomia, bursectomia y la
cateterizacién permanente del conducto toraxico), abrieron otro
camino importante para la Inmunclogia experimental porque
proporcionarcn los modelos necesarios para ampliar
considerablemente los primeros estudios inmunolégicos que habian

sido realizados en nifos inmunodeficientes.



Desde entonces, 1los modelos experimentales de animales
inmunodeficientes han sido utilizados ampliamente para estudiar
los mecanismos inmunolégicos que pueden estar alterados en
diferentes circunstancias clinicas. Particular importancia han
tenido los modelos de animales 1inmunodeficientes en una forma
secundaria porque estan desnutridos, envejecidos, sometidos a
diversos estimulos que les provocan "stress" o porque han sido
intervenidos quirurgicamente para extirparles al timo, la

hipéfisis u otras glandulas.

€n las tltimas décadas, los modelos animales tambiéen han
sido utiles para estudiar los efectos beneficos o deletéreos,
sobre la inmunocompetencia, que tiene la administracién de varias
substancias naturales o sintetizadas en los laboratorios. Estos
experimentos han permitido descubrir nuevos productos con una
actividad inmunosupresora o inmuncoestimulante. Algunos de ellos
han sido purificados y comercializados para su utilizacién como

farmacos 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 animales
inmunocomprometidos pueden simular la condicidn clinica de
personas enfermas con algunas funciones inmunolégicas deprimidas.
En los ultimos afos se ha observado que, a lo largo de la vida de
cualquier individuo, pueden actuar numerosos factores capaces de
provocar diversos grados de inmunosupresién. Los factores
inmunosupresares mas conocidos son las infecciones virales vy

bacterianas, la administracién de ciertos antibioticos Yy



esteroides, los compuestos wutilizados en la quimioterapia de

enfermedades primarias, las intervenciones gquirurgicas, la
exposicidn a radiaciones, el cancer, la desnutricién, la edad
avanzada, la contaminacién ambiental, el habito de fumar, la

drogediccién, varios trastornos emocionales, etc.

Las personas inmunccomprometidas en una forma secundaria son
una realidad mucho mas frecuente de lo que se habia sospechado
inicialmente (4). La mayor parte de ellas tienen la inmunidad
compraometida en una forma transitaoria y no manifiestan
inmediatamente complicacianes graves. Pera de todos modos estas
personas estan expuestas al riesgo que representan ciertas
infecciones inaparentes (virus oncogénicos, por ejempla) cuyas
consecuencias generalmente aparecen varios afNos mas tarde vy,
ademas, pueden tener facilitado el inicio de otras enfermedades,
inmunolégicas o no, para las cuales existe una predisposicidn

genética.

Todas estas razones explican el creciente interés por la
caracterizacién inmunolégica de varios modelos animales que tienen
inmunodeficiencias secundarias. Las investigaciones que se
realizan sobre‘ellos permiten conocer mejor y mas rapidamente las
bases moleculares de varios transtornos inmunolégicos 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. Ademas, los modelos experimentales de
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animales inmunodeficientes tambien permiten el ensayo de diversos
procedimientos terapéuticos que no pueden ser aplicados libremente

en las personas enfermas.

En el Departamento de Biologia de la Facultad de Quimica se
trabaja desde hace dos afios en la caracterizacién inmunologica de
una inmunodeficiencia secundaria y transitoria de los ratones.
Esta enfermedad se conoce como el sindrome del "desqaste" fisico e
inmunolégico  (en inglés, ‘“wasting disease” a “runting-like
syndrome") y puede ser inducida wmediante la administracién de
varios productos bacterianos en la cavidad peritoneal de animales

recién nacidos.

El presente trabajo forma parte de la linea de investigacion
mencionada. El diselo experimental utilizado permitira explorar la
competencia del sistema inmunolégico asociado al tubo digestivo,
ia cual no ha 'sidn investigada anteriormente en este modelo
animal. El estudio de la inmunidad de la mucosa intestinal del
animal desgastado es importante por las similitudes que existen
entre esta inmunodeficiencia secundaria y la desnutricién humana o
de animales de laboratorioc que reciben una ingesta deficiente de

alimentos.



CAPITULO 2. ANTECEDENTES.

En el presente trabajo experimental se estudia la capacidad
que tiene un grupo de ratones para adquirir upa tolerancia
inmunolégica hacia los antigenos administrados por via 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 fisicos e inmunolégicos de este modelo animal. Los
ratones con la enfermedad del desgaste retrasan significativamente
su crecimiento 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 1la inmunodeficiencia.
Pero los trastornos inmunolégicos del animal desgastado no han
sido estudiados completamente y, probablemente por esta razén, la
enfermedad experimental no ha sgido utilizada ampliamente para
resolver o conocer los problemas inmunolédgicos que frecuentemente
estin asociados a varias enfermedades humanas que evolucionan con
desnutricién o caquexia. A cantinuacién se presenta un panorama
general del conocimiento que se tiene hoy en dia sobre la
enfermedad del desgaste y sobre el fenémeno, que se va a estudiar
en el presente trabajo, de la tolerancia inmunolégica a los

antigenos administrados por via oral.



1. El sindrome del desgaste es una enfermedad experimental

que tiene tres manifestaciones principales : 1) retraso del
desarrollo pondoestatural de los animales, 2) depresién de la
respuesta de anticuerpos y 3) susceptibilidad a infecciones por
microorganismos oportunistas. Fuede ser provocada por diferentes
procedimientos (3) y, segun la tecnica utilizada para su

induccién, puede ser de caracter transitorio o definmitivo.

En el presente trabajo, la aparicién del sindrome del
desgaste va a ser provocada mediante la inyeccidén intraperitoneal
de productos bacterianos en ratones recieéen nacidos. Este
procedimiento fue descrito hace varias affos por Ekstedt y

colaboradores (&),

A continuacién se presenta un resumen de los principales
sintomas y alteraciones patolégicas que han sido descritas en

animales con el sindrome del desgaste :

1) DafMos corporales :
— inhibicién y disminucién progresiva del crecimiento,
- postura encorvada,
— adelgazamiento de la piel,
- disminucién de la grasa subcutanea,
- alargamiento de las orejas y la cola,
- pelo ralo,
~ microesplacnia y microsomia,

2) Daffos en el tejido linfoide :
- atrofia de médula ¢sea, con necrosis focales,
— atrofia de timo,
- atrofia de ganglios linfaticos,
- aumentn de tamaffo del bazo, con necrosis focales,
- linfopenia en sangre periférica,

3) Alteraciones glandulares :
- atrofia de tiroides,
- desarrollo incompleto de las glandulas salivales,
— lesiones en la cortecza de las suprarrenales,
— degranulacion de las celulas acidoefilas (hipofisis),



4) Algeraciones sexuales :

-~ ausencia de caracteres sexuales secundarias en los
animales de sexo masculino,
- aspermatogénesis incompleta,
- esterilidad en los dos sexos,
S) Otras alteraciones :

- focos de necrosis en el higado,
- reduccidén del numero y el tamafio de los hepatocitos,
- osteoporosis,
- desarrollo incompleto de los rifiones,
~ anemia microcitica,
- diarreas hemarragicas.

La frecuencia con la cual se presentan todas estas
alteraciones puede variar sequn el procedimiento utilizado para

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

En la década comprendida entre 1940 y 1970, este sindrame vy
varios mas similares despertaron considerable interés porgue
revelaron las propiedades inmunosupresoras que tenfan varios
praductos, incluyendo algunos de origen bacteriana (7),y porque
permitieron establecer comparaciones entre la condicién de 1los
animales "desgastados" y el estado clinico de 1los enfermos con
infectiones graves (8). As!{ mismo, tambien 1llamé la atencidén
ohservar que los animales con un desgaste crénico tenian una
elevada incidencia de tumares malignos de aparicién espontanea
()., A partir de entonces fue evidente Qque ast como las
inmunodeficiencias podian facilitar las infecciones, tambien podia
ocurrir lo contrario, es decir la aparicién de varios trénstnrnos

inmunolégicos como una consecuencia de una infeccién (10).

FPor esa misma época se descubrid gque los productos de las
bacterias no solo tenian un efecto inmunosupresor sino tambien

otro inmunoestimulante (11). Sequn la especie animal utilizada,
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las dosis del indculo, vias de administracion, etc., los animales
podlian aumentar o disminuir la calidad de la respuesta inmunitaria
después de recibir una o varias dosis de endotoxinas y varias
productas mas de origen bacteriano. Este ultimo hallazgo results
mucho mas interesante que e1 anterior por la perspectiva de
utilizar los productos bacterianos como un  tratamiento adyuvante
en personas que tentan la inmunidad comprometida. La mayor parte
de los estudios sabre loas efectos inmunologicos de varias
substancias separadas de las bacterias se enfocaron hacia las
posibilidades terapéuticas de esos factores inmunoestimulantes (12
y 13). Los efectos inmunosupresores de las mismos factores fueron
relegados parque, desde un punto de vista pragmitico, no ofrecfan
posibilidades coma médicamentns para aejorar la salud de los
enfermos inmunocamprometidos. Actualmente, el aumento de las
personas que tienen comprometida su inmunidad y presentan
infecciones asociadas ha estimulado numerosos estudios sobre 1las
relaciones entre la inmunocompetencia del hospederc y las diversas

actividades biolagicas que dependen de los microorganismos (14).

El sindrome del desgaste o inmuncdeficiencia secundaria
provaocada sediante la administracién de productos bacterianos, se
caracteriza por una atrofia o hipoplasia considerable de varios
érganos linfoides primarios y secundarios. 8Sin embargo, las
investigaciones publicadas han revelado que las animales
desgastadas, a pesar de la gravedad de las lesiones macroscopicas
en el timo, el bazo y los ganglios linfaticos, solo tienen
deprimida su  respuesta de anticuerpos contera antigenos

timo-dependientes. Después de2 dos SEMANAS, los animales



desgastados recuperan la imagen histolégica y el peso normal del
timo (1S5) y, aparentemente, contintan su vida en una forma

indistinguible a la de los ratones sanos.

Se han propuesto varias hipétesis para explicar las
diferentes manifestaciones del sindrame. Las investigaciones
realizadas al respecto presentan resultados sugestivos de que la
inmunodeficiencia de los animales aparece como una consecuencia de
varios eventos sucesivos que parecen tener una relacién
causa-efecto. Aparentemente, lo primero que sucede despus#s de la
inoculacién de productos bacterianos en el peritonec es la
estimulacién de las células fagociticas, como los macréfagos o los
monocitos, para que liberen al exterior una cantidad exagerada de
ciertas citocinas. En una etapa siguiente se deprime la capacidad
del animal para sintetizar anticuerpos. Como una consecuencia, las
bacterias comensales encuentran la oportunidad para diseminarse
hasta diferentes tejidos y, nuevamente, sus productas estimulan la
actividad de miAs células fagociticas que contintan la liberacion
de citocinas. Todos estos mediadores, que estin reconocidos como
los responsables del estado "téxico” del individuo infectado (1&),
pueden ser los causantes del desgaste fisico e inmunolégico que,
en una forma transitoria, va a ser la principal caracteristica del
sindrome. Una vez terminada la inoculacién intraperitoneal de los
productos bacterianos, el animal se recupera en una faorma similar
a como 1o haria después de una infeccidén grave. La unics
diferencia consistiria en que, en el modelo experimental, el
animal se desgasta como si estuviera infectado cuando en realidad
solo ha sido inyectado con una suspensién estéril de productos

bacterianos.



l.as hipstesis en favor de que la diseminacion 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
antibidticos. El sindrome no ha podido ser reproducido en ratones
que, ademas de las inyecciones intraperitoneales de los productos
bacterianos, reciben ciertas dosis de terramicina (17 y 18) o
neomicina (19) por via oral. Asf mismo, el esquema de las
inyecciones intraperitaoneales propuesto por Eksted tampoco puede
provocar el desgaste de los animales cuando estos se encuentran en
condiciones libres-dr-gérmenes (20). Al aplicar otros
procedimientos diferentes para la induccién del sindrome del
desgaste, por ejemplo la timectomfa, tambien se ha observada que
los animales en condiciones axénicas no presentan el cuadro

clinico caracteristico de la enfermedad (21).

Todos estos resultados obtenidos en la década de los affos
1960-1970 se han actualizado recientemente a causa de las
investigaciones realizadas por otros investigadores interesados en
estudiar el comportamiento de ia flora de bacterias comensales del
intestino en animales y personas saometidos al efecto
inmunosupresor de diversos factores. La mayoria de los trabajos
publicados sobre estos aspectos de la inmunidad han revelado que
las alteraciones de la inmunocompetencia permiten la
translocalizacién de las enterobacterias (22). En los animales
inmunosuprimidos se ha podido demostrar que acurre una
diseminacién de las bacterias que normalmente se localizan en el
intestino (23). Se han estudiado :mpliamente los mecanismos por
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los cuales las enterobacterias avanzan hasta los ganglios
linfaticos mesentéricos, el higado y el bazo (24 y 25) y, as{
mismo, se ha encontrado que la depresién de la respuesta
inmunitaria parece ser la principal causa de translocalizaciones
de la flora comensal (26). Estos trabajos han sido recibidos con
mucho interés porque las bacterias gram—negativas s0n las
responsables de una buena parte de las infecciones que complican
la evolucion de los pacientes inmunosuprimidos, particularmente

los cancerosos (27) y los desnutridos (28).

Todos los comentarios anteriores, mas la elevada frecuencia
que tienen las infeccicnes en las personas inmunosuprimidas en una
forma secundaria, avalan la importancia del madelo experimental
que se estudia. Inicialmente se comprobé que los animales
desgastados presentaban una depresién impartante de la sintesis de
anticuerpos. Este hallazgo y 1la observacién del timo atréfico
sirvieron para caracterizar el sindrome Yy proponer | que,
posiblemente, los animales desgastados eran extraordinariamente
susceptibles a las infecciones. Actualmente 1la inmunodeficiencia
del animal desgastado se relaciona con 1los resultados (26) que
demuestran una asociacién entre la depresién de la
inmunocompetencia y la translocalizacién de las bacterias del

intestino.

El modelo estudiado tieme la particularidad de que utiliza
el procedimiento mas natural (los productos bacterianos) para
inducir la inmunosupresién y de que, por esta razén, permite medir

mas 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 laos
indculos intraperitoneales son estériles. Aunque estan
inmunosuprimidos sistemicamente, los animales con la enfermedad
del desgaste no se pueden comparar con los ratones que reciben
radiaciones [:] guimioterapia, los cuales han sido los
procedimientos fisico-quimicos mas agresivos gque se utilizan con
mayor frecuencia para provocar tanto el desgaste de 1los animales

como la translocalizacién de las bacterias (23).

Z. Inmunopatologia del sindrome del desgaste. La mayor parte
de la informacién 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 informacién respecto a los principales cambios

macroscépicos que se observaron entonces (29).

Las lesiones mas importantes se encontraron en la médula
é4sea, en los ¢rganos linfoides primarios o secundarios y en varias
glandulas del sistema endécrino (30). Cuando el sindrome del
desgaste fue provocado mediante la induccién de una reaccién
injerto~contra-huésped sistémica (GvH), algunos investigadores
{21) abservaron que los animales presentaban lesiones impocrtantes
en la mucosa del tubo digestiva, las cuales fueron consideradas
camo un dafio indirecto o accidental de la reacciédn. Pero algunos
trabajos mas recirentes (32) han demostrado que en el curso de las
reacciones GBvH aumenta la produccion de un factor caquectizante o
TNF, particularmente cuando 1los animales se exponen a las

14



endotaxinas ¥y ademas, que 1a caquectina adgmintstrada
experimentalmente puede provocar una necrosis intestinal L
animales de laboratorie (I3). Todas estas ahservaciones apoyan la
ides de que el animal desgastado presenta una profunda alteracx¢n>
de su control inmunolégico sobre la flora de bacterias comensales
localizadas en e} tuba digestivo, cuyos resul tados apenas

camienzan a ser explarados a un nivel msalecular (34).

Un sindrome del desgaste similar al que puede ser inducido
mediante la inoculacidn de productos bacterianas en ratones recien
nacidos ha sido ohservadoc en una cepa wmutante de ratones
homaocigotos (wast/wast) que, poco tiempo después del nacimiento,
desarrollan espontineamente la mayorf{a de los sintomas seflalados
{35). En estos animales tambien se ha encontrado una disminuciéon
significativa de la produccién de anticuerpos Ig A de secrecion,
aunque la concentracidn de la Ig AR sérica se mantiene normal. La
deficiencia en la praduccidn de anticuerpos de secrecidn se
acompaRa de varias alteraciones microscdpicas en la mucosa
intestinal y de un deterioro progresivo del sistema nervioso

central con sintomas de ataxia (3&).

En los ratanes homocigotos genéticamente desgastados
{wast/wast) se ha encontrado una alteracién importante del control
sobre la flara bacteriana comensal del intestino. {os
microorganismas y sus antigenos pueden pasar libremente a  traves
de la mucosa y, de este mado, lus animales pueden desarrollar

fAacilmente bacteremias por geéermenes gportunistas,.
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Segun algunos autores que se han ocupado extensamente de
estudiar las alteraciones del sistema endécrino de los animales
desgastados (30), el sindrome consiste en la expresién de una
alteracion en las interrelaciones que narmalmente existen entre
los sistemas inmunitario y neuro-endécrine. Por esta razén ha sido
tan amplia la patologia encontrada. Se ha considerada que el
sindrome del desgaste viene a ser un modelo de 1la interaccion
anormal entre el timo y las diferentes glandulas del sistema
endécrinc y que el ataque a la integridad anatomica, el
crecimiento, la diferenciacién y las funciones del timo constituye
un prerrequisito basico para que aparezcan las principales

manifestaciones de esta enfermedad experimental.

3. La tolerancia inmunoléqica oral hacia ciertos antigenos
es otro fenémeno que tambien puede ser inducido en una forma
experimental pera due difiere completamente del sindrome del
desgaste al cual se ha venido haciendo referencia en los parrafos

anteriores.

La tolerancia inmunolégica se define como la incapacidad del
sistema inmunitario de un individuo para responder ante la
estimulacidn de un antigeno especifico contra el cual normalmente
evocaria una respuesta tanto celular como humoral. ta tolerancia
inmunolégica contra un determinado antigeno impliﬁa necesariamente
que se conserva normal la capacidad de armar una respuesta
inmunolégica contra cualquier otro inmunégeno, aunque se trate de

una substancia antigénicamente relacionada con el primerc (37).
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La falta de una respuesta 1nmunitaria contra los antigenos
propios es un ejemplo clare de una tolerancia natural que se
adquiere durante la vida embrionaria de todos los vertebrados. La
tolerancia tambien puede ser inducida en una forma artiticiasl
cuando, durante la vida intrauterina, el producto de la gestacion
se expone a un determinado antigeno extrafo que, después del
nacimiento, sera reconocido come si fuera propio y no podra

estimular una respuesta del sistema inmunitario (3&).

La tolerancia inmunolégica puede ser inducida
experimentalmente mediante diferentes procedimientos. Actualmente
se considera que tanto las celulas T como las B pueden hacerse
tolerantes en una forma independiente y por mecanismos diferentes.
Esto gquiere decir que para producir Qn estado de tolerancia
inmunolégica no es necesario que se involucren las dos
subpoblaciones de linfocitos. Basta con una cualquiera de ellas
dos. Por esta razén es posible que un animal vertebrado desarrnolle
una tolerancia inmunolégica humoral (no produce anticuerpos)
contra un determinado antigeno y que, simultaneamente, conserve
intacta la capacidad de iniciar una respuesta inmunolégica celular
(mediada por linfocitos citotdxicos, por ejemplo) contra el mismo
inmunégeno. Ademas 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 1la
induccién de la tolerancia cuando son células inmaduras, pero a
medida que se van diferenciando resulta cada vezr mas dificil la
induccion del mismo fenémeno. En cambio, la tolerancia

inmunolégica de los linfocites T resulta mucho mas facil de

17



provocar y no se bhan encontradeo diferencias notables para
inducirla en células T que han alcanzado diferentes etapas del

desarrollo ontogénico.

Los linfocitos B pueden volverse facilmente tolerantes hacia
los antigenos timo-independientes. Para inducir una tolerancia
inmunolégica de los linfocitos B hacia antigenos'timo—dependientes
se necesita suprimir la colaboracién de los linfocitos T
cooperadores. En los animales de experimentacién, la tolerancia
puede ser provocada administrando inyecciones repetidas de

pequeffas o grandes cantidades de un antigeno.

Desde hace varios afios se conoce que, en los ratones, la
administracién oral de eritrocitos heterdlogos da como resultado
una buena respuesta de anticuerpos de secrecidén anti~eritrocitos y
una mala respuesta sistémica de anticuerpos séricos cuando las
animales vuelven a ser inmunizados con el mismo antigeno por una
via parenteral (39). Lo mismo sucede cuando los ratones san
inmunizados con diferentes ant{genos de naturaleza proteinica
{40). Al contrario, en animales inmunizados subcutineamente con
toxoides, se ha aobservado que, si posteriormente el mismo toxoide
se administra por via oral, ocurre una supresién de la respuesta
de anticuerpos de secrecién anti-toxoide en el yeyuno (41). Este
Ultimo comportamiente inmunolégico ha sido considerado como una
imagen en espejo de la tolerancia oral. Se ha propuestoc que,
cuando los antigenos se administran por via oral, se estimulan

células T supresoras que se encuentran en las placas de Feyer de
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donde migran hacia el bazo y provocan una supresién sistemica de
la respuesta de anticuerpos Ig G e Ig M especificos contra los
determinantes absarbidos por la mucosa intestinal (42). En estos
casos, simultaneamente ocurre una estimulacion de las celulas T

colaboradoras que favorecen la sintesis de lg A de secrecién.

Diferentes condiciones clinicas pueden provocar una pérdida
de este mecanismo inmunolégico de proteccién. Ast por ejemplo, los
pacientes con una inmunodeficiencia selectiva de Ig A de secrecion
no pueden hacerse tolerantes a los antigenos administrados por via
oral porque no tienen capacidad para controlar el paso de las
macromoléculas a traves de las MmUCOSas. Los pacientes
inmunodeficientes que tienen comprometida la inmunidad de 1las
mucosas presentan con relativa frecuencia manifestaciones clinicas
de hipersensibilidad. Al no ser tolerantes a 1los antigenos
administrados por via oral, ellos pueden formar facilmente
complejos antigeno-anticuerpo solubles Y ademas, tienen
facilitada la aparicién de reacciones alérgicas y enfermedades
autoinmunes. Algunos inmunélogos 43) han relacionado la
incapacidad para desarrollar la tolerancia oral con algun defecto

del sistema inmunitario asociado al tubo digestivo.

Una situacién similar se puede presentar en laos pacientes
que tienen amplias lesiones de la mucosa intestinal. Sin embargo,
hace dos aios, Lamont y sus colaboradores (44 y 45) estudiaron el
efecto de la desnutricion experimental sobre la induccidén de la
tolerancia aral a la albumina de huevo y sus resultados no apoyan
este ultimo punto de vista. Ellos buscaron el efecto de una dieta
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hipoproteica sobre las subpoblaciones de ceélulas supresoras y sus
resultados revelaran que la desnutricién hipoproteica acentua
significativamente el fenémeno de la tolerancia oral. A pesar de
la patclogia intestinal del animal desnutrido, la administracien
de antigenas por via oral provoce una mayor actividad de las
células T supresoras y una aboliciodn casi absoluta de la respuesta
humoral sistémica. Mas recientemente, atros autores han
investigado los efectos que tiene la microflora gastrointestinal
sobre la induccién de la tolerancia (4&) mientras otres se han
ocupado en caracterizar la cinética de la tolerancia oral a los
antigenos proteicos (47), por la importancia de este fendémeno en

la patogenia de varias enfermedades.

El fendmeno de la tolerancia oral es un mecanismo
fisiolégico homeostatico que impide la aparicién de una serie de
enfermedades por hipersensibilidad {formacidén de complejos
ant{geno-anticuerpo solubles, por ejemplo) a las proteinas de 1la
dieta (48). Su importancia aparece claramente demostrada por la
cantidad de investigaciones sobre el tema que se continuan
desarrollando actualmente, como lo mencionamos en el parrafo
anterior. Si se comprueba la hip&tesis del presente trabajo y se
demuestra que los animales desgastados pierden transitoriamente la
capacidad de volverse tolerantes a ciertos antigenos administradaos
por la via oral, se podrifan afadir nuevos renglones a la lista de
problemas inmunolégicos del animal con ese sindrome ¥
simultaneamente, cantribuir al mejor conocimiento de la
inmunopatologia de la desnutricién. Conviene aclarar que se ha

mencionada varias veces el problena de la competencia inmunolégica
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del desnutrido porque los animales con el sindrome del desgaste
presentan un significativo retraso de su crecimiento y desarrollo.
Al  final de 1los experimentos, las ratones desgastados se
encuentran desnutridos. Pero la literatura consultada na ha
discutido ni ha analizado la influencia que tiene la peérdida de
peso sobre los trastornos inmunolégicos del sindrome que se

estudia.

4. Eactores gue modulan la tolerancia oral. Existe una larga

serie de factores que regulan, modifican o promueven la induccioen
de 1la tolerancia inmunolégica. Todes estos factores pueden
reunirse en dos grupos : 1) las condiciones del hospedero y 2) las

propiedades del antigeno.

t.as condiciones del hospedero que influyen sobre la
induccién de la tolerancia inmunolégica estan relacionadas con el
grado de inmunocompetencia de los animales y el mosaico genético
que parta cada uno de ellos, de modo que, segin la especie y 1la
cepa de los animales que se estudian se pueden obtener diferentes
grados de tolerancia contra diversos antigenos. Mientras mas
inmaduro sea el hospedero resulta mas facil la induccidén de 1la
tolerancia. El ejemplo mas 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 mas
facilmente gque los animales adultos. Pero existe un segundo
ejempla, diferente, representado por aquellos animales o personas
cton algunas deficiencias selectivas en la sintesis de anticuerpos,
particularmente los de secrecidn. En estos ultimos casos sucede lo
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contrario, porque se ha podido demostrar gque ellos pierden la
capacidad de volverse tolerantes a los antigenos administrados por
via oral (43). La induccién de la tolerancia inmunclégica oral
requiere ademias que los animales tengan la capacidad de responder
a los LFS de las bacterias gram—negativas comensales del intestino
(49). En los animales libres de gérmenes, que no pueden presentar
el fenémeno de la tolerancia oral, la administracién de LPS les
proporciona la capacidad de adquirir una tolerancia oral hacia

ciertos antigenos (30).

Las propiedades ‘=21 anti{geno gque influyen scbre la induccién
de la tolerancia inmunclégica estan relacionadas con la naturaleza
quimica y el peso molecular de los antigenos utilizados, caon la
dosis aplicada, el tiempo utilizado para la induccién de la
tolerancia, la via de administracién del! antigeno, la frecuencia
con la que se administra, el tiempo que persistan las moléculas
dentro del organismo o el tiempo que demore el catabolismo del
mismo. En lineas generales, un antigeno timo-dependiente necesita
ser administrado varias veces para poder inducir una tolerancia en
los linfocitos T, en los linfocitos B del bazc o en los linfocitos
B de la médula désea. Los antigenos que se catabolizan mas
lentamente y que pueden permanecer acumulados durante mucho tiempo
en los tejidos del hospedador resultan los mejores inductores de
la tolerancia inmunoldgica. Las cantidades de antigeno
administradas para provocar la tolerancia de los linfocitos B
generalmente son 100 ¢ 1000 veces mayores que las necesarias para
inducir 21 mismo fenémeno con los linfocitos 7. Algunos autores

han observado que cuando los antigenos son administrados por via
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endovenosa la tolerancia aparece mas facilmente que cuanda se

utilizan otras vias.

El estado de tolerancia inmunolagica suele terminar por uno
u otro de los dos siguientes mecanismos : 1) espontaneamente
cuando disminuyen hasta cierto limite o desaparecen completamente
las cantidades del antlgenc que se habtan acumulado en los tejidos
del hospedero tolerante, y 2) especificamente cuando el animal
tolerante es inyectado con algun otro antigeno similar,
particularmente si es administrado junto con una substancia
adyuvante. Entre los procedimientos utilizados mis frecuentemente
para anular la tolerancia inmunolégica oral se encuentran los
tratamientos con ciclofosfamida y la administracién de estrégenas

qgue 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 enfatizé varias veces la importanc:i:a de los modelos de
inmunodeficiencias experimentales en general y tambien la del
modelo del sindrame del desgaste en lo particular como
herramientas biclégicas para el estudio y la investigacién en

varias aAreas de la Inmunologia.

La simple caracterizacion de la naturaleza de las
deficiencias inmunolégicas presentes, en una forma congéenita o
adquirida, en los modelos experimentales conocidos, puede conducir
a mejorar el conocimiento sobre las complicaciones o la evolucién
de situaciones clinicas similares que pueden observarse en las
personas. El ogbjetivo de este trabajo forma parte de una linea de
investigacién dirigida a conocer la inmunocompetencia de 1los
ratones que tienen el sindrome del desgaste. Esta enfermedad fue
descrita hace varios afios pero ha sido poca estudiada. La mayor
parte de las caracteristicas inmunolégicas de los ratones
desgastados noe han sido exploradas. En lo particular, por la
relacion del sindrome del desgaste con la situacién fisica e
inmunolégica del nifo desnutrido y por las interacciones que han

sido propuestas entre la patogenia de la enfermedad vy la
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translocalizacién 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 inmunoclégico asociado al tubo digestivo.

El trabajo fue diseffado con el propésito de conocer la
capacidad que tienen los ratones desgastados para adquirir una
tolerancia inmunolégica hacia los antigenos administrados por via
oral, La hipsotesis propone gque el desgaste inmunolégico,
caracterizado por una deficiente produccién de anticuerpos, impide
la ipduccién de la to) ‘rancia inmunolégica para los antigenos que
son administrados por via oral durante el 1lapso que dura la

inmunodeficiencia.
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CAPITULO 4. MATERIAL

1. Staphv}ocogcus aureus ATCC &4538. Esta cepa fue cultivada
en medio BHI, a 37° C, con agitacidén, durante 18 horas. Las
bacterias se lavaron tres veces con solucién salina isotonica
esteril (SSI) y posteriormente fueron inactivadas por calor, en
autoclave a 121° € durante 30 minutos. Los estafilococos se
recolectaron por centrifugacisén y finalmente se ajustaron

10

nefelométricasente a 5 x 10 bacterias/al en SSI. La suspensién

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

2. Ratgnes. Se utilizaron 170 ratones CD! recién nacidos que
fueron obtenidos del Bioterio de la Facultad de Quimica en donde
permanecieron durante todo el experimento bajo condiciones
convencionales. Cada camada se wmantuvo con su correspondiente
madre durante las priseras tres semanas de vida y, luego del
destete, los anisales fueron alimentados ad libitum con Purina y

agua.

3. Gldbulos rojos de carnerg (GRC). La sangre fue obtenida

en condiciones de esterilidad y sezclada con solucion

anticoagulante de Alsever (ver Apéndicel). En el momento de su uso,
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1os GBRC fueron separadas por centrifugacison, lavados tres veces
con solucién salina amortiguada de Hanks (SSA) y resuspendidos en
la misma solucién hasta ajustar su concentracién a la cantidad

requerida.

4., Ccmglémento. Se wutilizé suero fresco de cobayo como
fuente de complemento, el cual fue conservado a -20° € hasta el

momento de su uso.



CAPITULO 5, TECNICAS

1. Induccién del sgsipdrome del dgsqaste. La enfermedad
experimental fue provocada en ratones recién nacidos. Los animales
seleccionados tenfan menos de dos horas de edad cuando comenzaran
a recibir intraperitonealmente 0.1 ml de la suspensién de
estafilococos muertos. Esta dosis se repitié cada tres dias
durante cuatro semanas, como una modificacién al esquema propuesto

inicialmente par Ekstedt (S1).

2. Induccién de la tolerapcia inmunoidgica gral. De acuerdo

a procedimientos que han sido probados previamente por otros
autores (52), se preparé una suspensién de glébulos rojos de
carpero al 50%Z en solucién de Hanks. Un volumen constante de 0.25
ml fue administrado por via oral diariamente, durante dos semanas,
a los animales que habian sido seleccionados para inducirles una
tolerancia a 1los eritrocitos. La suspensién fue colacada
directamente en el estémago de los ratones utilizando un cateter
delgado y flexible de polietileno, gque habia sido unido a una
jeringa de 1 ml. El mismo procedimiento sirvié para administrar
diariamente un volumen i1gual de solucion de Hanks a los grupos de

ratones control.



3. Inomunizacion d=2 los animales. Al final de los
experimentos, todos los ratones fueron inmunizados
intraperitonealmente con una sola dosis de una suspensién de GRC

al 15 por ciento en solucidn de Hanks.

4. Cuenta de celulas formadoras de anticuerpgs. Cinco dias
después de la inmunizacién, los ratones fueron sacrificadas por
dislocacién cervical y se procedid a la extraccion del bazo de
cada uno de ellos para preparar las respectivas suspensiones de
células esplénicas que sirvieron para contar las cantidades de
linfocitos que formaben anticuerpos anti—-GRC. E1 procedimiento
utilizado fue la modificacién de Cunningham (S3) a 1la técnica
propuesta inicialmente por Jerne (54). Brevemente, los linfocitos
del bazo fueron suspendidos en solucién de Hanks fria y ajustados
asS x 106 células viables / ml. Posteriormente se mezclaron 400 ul
de la suspensién celular ajustada mas 400 pl de suero fresco de
caobayo, adsorbido con GRC y diluido 1:10 en solucién de Hanks, mas
200 pl de una suspensién de GRC al 8 % en solucidn de Hanks. Con
esta mezcla se llenaron las camaras (aproximadamente 200 gl para
cada una) que, luego de sellarlas con parafina, fueron incubadas
durante una hora a 379 C. Cen un microscopio se conté el numero de
linfocitos que formaban halos de hemélisis a su alrededor y esta
cifra se ajusté como la cantidad de linfocitos formadores de
placas hemol{ticas/millén de células esplénicas, tomando en cuenta
que cada 200 wl de la mezcla contenfan 0.4 x 106 células

esplénicas.
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CAPITULO 6. METODOLOGIA.

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

trabajo se propusieron dos experimentos sucesivos. El1 primera 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
inmunolegicamente desgastados tenian disminuida © no su capacidad
para hacerse tolerantes a los antigenos administrados por via

oral.

2. Estudio sobre la recuperacion inmunolsdgica de los ratones
con el sindrome del desnaste. Este primer experimento fue disefado
para conocer el tiempo que duraba la depresién de la sintesis de
anticuerpos en los animales desgastados. Con este fin s
utilizaron &0 ratones CD1 recién pacidos. A las cuatro semanas de
edad, cuando se terminaron de aplicar las inyecciones de
estafilococos por via intraperitunea\, se procedié a separar los
animales en cinco grupos. Los ratones desgastados fueron entonces
inmuni zados intraperitonealmente con GRC de acuerdo a la técnica
descrita en el caplftulo anterior. Las fechas de las inmunizaciopes
para los animales de cada grupo fueron seleccionadas

arbitrariamente a los 3, 9, 15, 21 y 27 dias despues de haber
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terminado el esquema de las 1nyecciones con la suspensidén de
estafilococas. Posteriormente, cinco 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
linfucitos que formaban anticuerpos contra los GRC. Para evaluar
esta respuesta se utilizaron dos grupos de ratones control que
fueron inyectados intraperitonealmente con solucion salina

isoténica estéril o que no recibieron ningtn indéculo.

Z. Estudio sobre la influencia del sindrome del desqgaste en

la induccién de la talerancia inmunolégica oral. Para realizar

este segundo experimento se utilizaron 110 ratones CDI que fueron
divididos en tres grupos (I, II y IIl) desde el momento de su
nacimiento. En una primera etapa que duré cuatro semanas, las
ratanes de cada grupo fueron sometidas a diferentes condiciones
evperimentales. Los animales del grupo I fueron inyectados
intraperitonealmente con la suspensién de estafilococes, para que
desarrollaran el stndrome del desgaste inmunolégico. Los animales
del grupo [I fueron inyectados con el mismo volumen de SS5I esteéril
por via intraperitoneal, con el propésito de tener un grupo
control en el cual era simulado el procedimiento de la induccién
del sindrome del desgaste. Finalmente, los ratones del grupo IIl
no recibieron ninguna inyeccién y, durante esta primera etapa del

experimento, fueron considerados como animales sanos.

El estudio sobre la influencia del sindrome del desgaste
en la induccién de la tolerancia inmunalégica oral fue continuado

con una segunda etapa que comenzé¢ 1nmediatamente después de la
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primera y que se prolongd dos semanas. Con el proposito de
hacerlos tolerantes a los GRC, los animales de cada grupo fueron
separados en tres subgrupos denominados A, B y C. Los ratones de
los tres subgrupos A (I-A, 11-A y IlI-A) recibieron por via oral
una suspension de GRC de acuerdo al procedimiento descrito en el
capitulo anterior. Los animales de los tres subgrupos B (I-B, II-B
y I11-B) fueron wutilizados para simular la induccién de la
tolerancia inmunolégica oral y, en lugar de la suspension de
eritrocitos, solo recibieron diariamente por via oral el mismo
volumen de solucién Hanks. Los animales de los tres subgrupos C
(I-C, II-C y III-C) no recibieron ningun tratamiento durante esta

segunda etapa del experimento.

A continuacién se presenta una lista de los nueve
subgrupos experimentales de ratones CD1, de los tratamientos
intraperitoneales que recibieron durante su primer mes de vida y
de los indculos que se les administraron por via oral antes de

inmunizarlos con eritrocitos.
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tratamiento inoculaciones inmunizacién

grupo por via por via con
intraperitoneal oral . eritrocitos
1-A estafilococos GRC +
1 -8B estafilococos Hanks +
1 -C estafilococos - +
11 - A SS1 GRC +
I1 - B SS81 Hanks +
ir.-C SS1 - +
111 - A - GRC +
I - B - Hanks +

BRI - - .

El estudio sobre los efectos del sindrome del desgaste
en la induccién de la tolerancia inmunolégica oral continuéd con la
inmunizacién de los animales, la cual se realizé una semana
después de terminar el esquema de inoculaciones por via oral.
Todos los ratones de 1los nueve subgrupos fueron inmunizados
intraperitonealmente segun la técnica descrita en el capitulo
anterior y, cinco dias mas tarde, fueron sacrificados para medir

la respuesta de anticuerpos anti-GRC.

4. Analisis estadistico de los resultados. El1 grado de

significancia estadistica de las diferencias obtenidas entre los
nueve grupos de ratones estudiados fue calculado mediante una
prueba de varianza (55), utilizando como punto de corte un valor

de F = 0.01,



CAPITULO 7. RESULTADOS.

1. Crecimiento y desarrollo de lgs ratongg. Los animales que
recibieron durante un mes 1las inyecciones intraperitoneales de
estafilococos (grupo 1), crecieran a una tasa mas lenta que los
animales de los dos grupos restantes (11 y IIl) que solo habian
sido inyectados con SS1 0 que no recibieron tratamiento. En la
Figura 1 se pueden observar estas diferencias. A los 30 dias de
edad, los ratones desgastados tenian un peso promedio de 13.7 q vy
habtan dejado de ganar un 40 % del peso gue, para esa misma edad,
habtan alcanzado los animales normales (20.5 y 22.2 g). Desde un
punto de vista experimental, estos ratonas se encontraban
desnutridos. Ademas de su bajo pesa, los ratones estaban
irritables, era evidente que no tenian buen apetito y presentaban
una debilidad general manifiesta, casi todos ellos tentan el pelo

‘erizado y sus movimientos eran lentos y mal coordinados. El f{ndice
de mortalidad fue de 25 %2 + pero 1los animales que murieron
durante esta primera parte del experimento no fueron consideradas
como formas graves del sindrome, ya nque la mayor parte de las
muertes se debieron al canibalismo de las madres y, ademas, a
defectos en la técnica de las inoculaciones intraperitoneales.
Segun las curvas de crecimiento y desarrollo de los animales, as!
como también segun los sintomas que presentaron, 1los resultados

indican que 1los ratones inyectados con estafilococos estaban



desnutridos.

2, Cinética de la respuesta de anticuerpos del animal

desgastado. En la Tabla 1l 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 CDI
desgastados que fueron incluidos en el primer experimento. Estos
animales fueron inmunizados con GRC después de terminar el esquema
de inyecciones intraperitoneales con la suspensidén de
estafilococos. Ninguno de estos ratones fue utilizado para el

ensayo sobre la induccién de la tolerancia inmunolégica oral.

Los resultadaos de este primer estudio revelaron que el
sindrome del desgaste provocaba una depresién transitoria de la
produccién de anticuerpos anti-eritrocitos. Los ratones
inmunizados 3 dias después de terminar las inyecciones de
estafilococos solo tenfan 22.1 CFA / 106, mientras que los
animales inmunizados a los 9 dias de terminar la induccison del
desgaste dieron un valor promedio de 181.4 CFA / 106. Esta
inmunosupresién se mantuvo durante poco tiempo, ya que, 1S dias
después de inducir el desgaste, 1los ratones habian aumentado
significativamente su produccién de anticuerpos hasta alcanzar
cantidades (774.8 CFA / 106) que eran superiores a las encontradas
en la poblacién de animales normales. Tres semanas después de
haber concluido la induccién del sindrome del desgaste, los
ratones mantenian elevada su produccién de anticuerpos (574.2 CFA
/ 106) y solo recuperaron su inmunocompetencia habitual una semana
mas tarde (324.3 CFA / 106). Al final del experimento, cuatro
semanas después de haber induc.do el desgaste, los animales

35



problema tentan las mismas cantidades de celulas formadaoras de

anticuerpos gque los ratones sanos del grupo control.

En este experimento no se estudis la forma como se instalaha
la depresién en la sintesis de anticuerpos a medide que se
repetian las inyecciones de estafilococos. Los resultados solo
revelan que la respuesta de anticuerpos anti-GRC se encuentra
totaimente suprimida durante unos pocos dtias. ‘Los  animales se
recuperan rapidamente, en una forma distinta a como sucederia si
tuvieran que reponer un tejido linfoide daffado vy, ademas,
presentan un fendmeno de “rebote” ya que, durante un corto lapso,
elevan al doble de lo normal su numero de linfocitos esplenicos

formadores de placas hemolf{ticas.

3. Efecto del sindrome del desgaste sobre }la induccion de la

tolerancia inmunolégica aral. En este sequndo experimento se
encontraron notables diferencias en la respuesta de anticuerpos
anti-eritrocitos entre los nueve grupos de ratones que recibieron
distintos inéculaos por via oral. En las Tablas 2, 3 y 4 se
presentan los resultados, separados sequn el diferente tratamiento
intraperitoneal que se les habla aplicado a los animales durante
su primer mes de vida. Todos 1los animales de este segundo
experimento fueron inmunizados 21 dias después de terminar las
inyecciones intraperitoneales de estafilococos y, de acuerdec a los
resultados del primer experimento, se debian encontrar en la etapa

final del "rebote" mencionado en el parrafo anterior,
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€En los ratones desgastados del grupo problema I-A,
inyectados intraperitonealmente con estafilococos y posteriormente
inoculadaos con GRC por via oral, se observé que aparentemente no
huba una induccién de la tolerancia inmunoldgica. Estos animales
desgastados no disminuyeron las cantidades de células formadoras
de anticuerpos anti-eritrocitos (240.3 CFA / 106) como lo hicieron
los ratones de los grupos control II-A y III-A que recibieron GRC
por via oral aunque no fueron inyectados con estatilococos (104.8
y 93.8 CFA / 106). 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 resultd inferior al que se obtuvo en 1los animales
normales de los grupos control II1I-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 comparan con los otros ratones desgastadaos a 1los
cuales no se les indujo la tolerswncia inmunolégica (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 gue scbre los animales del grupo I1-A actuaron dos
fenémenos inmunolégicos diferentes que fueron provocades en una
forma sucesiva. Uno, la induccién de la tolerancia cuando los
ratones se encentraban desgastados y, otro, la estimulacién
antigénica con BRC cuando los animales ya habian recuperado su
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capacidad para producir anticuerpos. La i1nduccién de la tolerancia
disminuyd significativamente la capacidad de los ratones narmales
para responder contra los eritrocitos, tal como era de esperarse.
Pero en los ratones desgastados no hubo una disminucion
significativa (p » 0.01) en la respuesta de anticuerpos. En
cambio, la inyeccisén intraperitoneal de los eritrocitos, llevada a
cabo después de la induccisn de la tolerancia, no estimule la
produccién de anticuerpos anti-GRC en los ratones normales, pero
si aumentéd significativamente la respuesta en los animales

desgastados.

Los ratones de los grupos control positives (1I-A y
II1-A), que no habian sido inyectados con estafilococos, s{ se
hicieron tolerantes después de la administracién oral de los GRC
porque redujeron significativamente (p < 0.01) la respuesta de
anticuerpos anti-eritrocitos (104.8 y 93.8 CFA / 106) en relacioén
a los animales normales de los grupos control III-B y III-C. Los
promedias de CFA de los ratones que si se hicieron tolerantes

resultaron significativamente inferiores (p < 0.01}) al de los

ratones problema del grupoc I-A.

En otros dos grupos control de ratones (I1-B y II-C) que
fueron inyectados intraperitonealmente con SSI, para simular el
tratamiento con los estafilococos, los resultados revelaron una
respuesta de anticuerpos anti-eritrocitos similar a la de los
ratones normales, lo cual era esperado porque no se les habta

administrado la suspensién de GRC por via coral.
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Finalmente, los ratones de los grupos I-B y [-C, que se
encontraban en la etapa de la recuperacion del sindrome del
desgaste cuando fueron inmunizados ton GRC, respondieron con un
aumento considerable de la produccién de anticuerpos (542.6 vy
574.2 CFA / 106). en la misma forma que los animales del primer
experimento. 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 provocd la
enfermedad del desgaste mediante la inyeccién intraperitoneal de
una suspensidén de estafilococos muertos, presentaron alteraciones
significativas de los mecanismos inmunolégicos que contralan la
produccién de anticuerpos. Mientras estuvo presente, la enfermedad
experimental disminuyd la cantidad de linfocitos esplénicos que
formaban placas hemoliticas (CFP) después de una inmunizacién
intraperitoneal con GRC y, ademas, provocd una pérdida de la
tolerancia oral en otro grupo de ratones desgastados que fueron
alimentados con una suspensién de eritrocitos antes de la
inmunizacién intraperitoneal con GRC. Aparte de estas das
alteraciones inmunolégicas, los ratones desgastados también
presentaron un retraso importante en su 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 se mantuvo
deprimida la respuesta de anticuerpos después de terminar la
induccién del sindrome 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 anorexia que
presentaron los animales desgastados, los cuales disminuyeron la
ingesta del alimentu.que siempre les fue proporcionado ad libitum.
A medida que se prolongaba la serie de inyecciones con la
suspensién de estafilococos se observéd que se acentuaban los
signos y sintomas del desgaste, entre los cuales se destacaron el
aletargamiento, la indiferencia ante los estimulos 1leves y una
pérdida del apetito. Hasta el momente del destete, todos estas
manifestaciones se presentaron en una forma atenuada,
probablemente por la cercanta de la madre que representaba una
fuente de alimentos facilmente alcanzable. La Figura 1 muestra
como, durante las tres primeras semanas de la vida, el progresoc 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 acentdan bruscamente las diferencias entre las
dos grupos de animales. La linea que sefilala el progreso del peso
de los animales desgastados practicamente continda con la misma
pendiente, mientras que la linea que marca los promedios de los
pesos de los animales uonos muestra claramente que el inicio de la
alimentacién con Purina provocd un aumento en la tasa de
crecimiento y una modificacién importante en la pendiente de la
linea. Diez dfas después del destete ya existfa una franca
diferencia entre los pesos promedio de los ratones desgastados y

los de sus controles sanos.
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Teoricamente, la peéerdida de peso pudo estar 1nfluida por
otros factores. Por ejemplo, la activacién de los macréfagos
peritoneales por los productos de los estafilococos pudo haber
estimulado la liberacién de interleucina-i y caquectina durante un
lapso prolongado. Sin embargo, el disefio experimental del presente
trabajo no estuvo dirigido al estudio de la sintesis de estas
citocinas y, por otra parte, los resultados obtenidos no revelan

ninguna informacién en este sentido.

De todos modos, fue evidente que los animales inyectados con
estafilococos disminuyeron su ingesta de alimentos y que, como una
consecuencia, al final de las inoculaciones presentaban un franco

cuadro clinico de desnutricién avanzada.

Como la desnutricién provoca una inmunodeficiencia
secundaria que ha sido reconocida y estudiada extensamente (5&),
fue necesario considerar la posibilidad de que los animales
desgastados se encontraran inmunodeficientes por su desnutricién y
no por las inyecciones intraperitoneales de estafilococos (&). Por
otra parte, fue necesario tomar en cuenta la influencia del stress
sobre la alimentacién y el grado de desnutricién (57}, aunque el
uso de ratones control inyectados con solucién salina esteril
permitié comprobar que los efectos de este ultimo factor no fueron

significativos.



La mayoria de 1los trabajos revisados revelaron que la
desnutricién provoca una atrofia importante del timo de niffos y
animales de experimentacion (58), la cual resulta similar a la que
ha sido encontrada en los animales desgastados (S%9). Sin embargo,
mientras la desnutricion compromete las principales funciones de
los linfocitos T, el sindrome del desgaste no parece alterar la
reactividad de esta subpoblacién de linfocitos. Ekstedt y
colaboradores (51) no encontraron modificado el tiempo gque demora
el rechazo de aloinjertos practicados en ratones desgastados vy
Garcta-Tamayo y colaboradores (&0) tampoco encontraron que los
linfocitos esplénicos de los ratones desgastados tuvieran alterada
su capacidad para inducir una reaccidn GvH en 1los ganglios
poplt teos de ratones hibridos Fl. En cambio, Jose y Goad (&41) si
abservaron que los animales desnutridos tenian disminuida su
capacidad para rechazar los injertos de tumores heterogénicos vy
Lastra y colaboradores (42) comprobaron que los linfocitos de 1las
ratones desnutridos también tentan disminuida su efectividad como
inductores de reacciones GvH sistémicas. En lineas generales, se
puede encontrar una abundante literatura (63, 63, &5 y 64) que
confirma el deterioro de las funciones de los linfocitos T a causa
de la desnutricién. No obstante, conviene seffalar que el uso
experimental de ciertas dietas administradas durante largo tiempo,
para provocar una privacién crénica en la ingesta de proteinas, ha
permitido aobtener modelos de animales desnutridos que tienen
aumentada la respuesta de las linfocitos T (67). Del mismo modo,
existen trabajos que claman sobre los beneficios de 1a anorexzia
como un mecanismo defensivo que limita las infecciones de 1los
desnutridos (&8). Sin embargo, estaos ul timos resul tados
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experimentales se apartan completamente del consenso alcanzado al
estudiar el compromiso inmunolégico de multiples poblaciones de
nifios desnutridos, bien sea marasmaticos o con el cuadro clinico

del kwashiorkar (&9).

Al revisar los trabajos publicados sobre la respuesta de los
linfocitas B, nuevamente se encontraron resultados contrastantes
entie los animales desgastados por los estafilococos y desnutridos
con una dieta deficiente en proteinas. En los dos casos las
animales presentaban una importante pérdida de peso. Pero mientras
la enfermedad del desgaste causaba una depresion de la respuesta
de anticuerpos anti-eritrocitos (& y 51), la alimentacion
deficiente en proteinas por lo general aumentaba 1los niveles
séricos de las inmunoglobulinas (70 y 71) y elevaba los titulos de
anticuerpos formados despues de la inmunizacién con un  antigeno
especifico (72 y 73). Resultados similares han sido obtenidos in
vitro (74). La excepcién a este hecho son los nifos o animales de
laboratorio que tienen una desnutricién 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 inmunoglobulinas (74),
aunque sin alcanzar la magnitud de la depresién observada en los

animales desgastados.

En la literatura revisada tambien se encontraron
referencias sobre un modelo experimental de animales genéticamente

desgacstados (wast/wast) que tienen manifestaciones neuroloégicas de
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ataxia y una deficiencia en la produccion de Ig A de secrecidén,
aun cuando conservan narmales los niveles sericos de 1Ig A, asi
como los de Ig G e Ig M (36). Estos ratones tienen una pérdida de
pesa muy importante, probablemente a causa de que no ingieren una
suficiente cantidad de alimentos, porque su enfermedad evoluciona
con un debilitamiento 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 Ig A de secrecion se
presentaba como una consecuencia de la deshutricion o por un
defecto genético que también involucraba el desarrollo del sistema
inmunitario. Los e:q.erimentos realizados sobre los ratones
wast/wast revelaron que la disminucién en la produccidén de
anticuerpos de secrecidén no estaba causada por la desnutricién
{33). Los estudios inmunocitoquimicos mostraron que la lamina
propia del intestino de los ratones homocigotos casi no contenia
células plasmaticas productoras de Ig A, lo cual no se observaba
en los animales control, desnutridos y heterocigotos. En  los dos
grupos de animales la desnutricién comenzaba a los 21 dias de
edad, en el momento del destete, lo mismo que en los ratones del
presente trabajo que fueron desgastados por inyeccianes de
estafilococos. Existen varias publicaciones que refieren los
resul tadas obtenidos al estudiar el efecto de la mala alimentacion
sobre la aparicién de las células productoras de Ilg A en el
intestino (77). Los resultados de estos trabajos muestran que wuna
alimentacién hipo-proteica e hipo-cald¢rica provaca una disminucidn
del peso corporal y también del peso de la mucosa intestinal, pero
no modifica la poblacién de células plasmaticas productoras de Ig
A de secrecidn, salva en aquellaos casaos en los cuales la induccién
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de la desnutricién se prolonga demasiado y se extiende desde el
momento del pacimiento hasta cierto tiempo después del destete.
Come ya fue discutido al comentar la Figura | del presente
trabajo, la perdida de peso de los ratones desgastados por las
inyecciones de estafilococos 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
alteraciones inmunolégicas del animal desnutrida no son
completamente iquales a las del animal desgastado, aunque los dos
se encuentren inmunocomprometidos, Una observacioén mas en favor de
esta diferencia se encuentra en el tejido esplénico. El bazo de
los animales desnutridos es pequefio, mientras el de los animales
desgastados esta aumentado de tamafo y presenta cambios en su

color y consistencia,

Otro aspecto de la enfermedad del desgaste que debe ser
discutida, porque tiene relacién con los resultados obtenidos, se
refiere a la controversia que existe acerca de los mecanismos
responsables de 1la sintomatologia y de las alteraciones
inmunolsgicas. Inicialmente (78) estas enfermedades fueron
conocidas como sindromes de encanijamiento (runting, en ingleés)
cuando se presentaban en animales recién nacidos a causa de una
timectomta o por una reaccien GvH provocada mediante un
transplante de linfocitos alogénicos. El encanijamiento implicaba

un retardo en el crecimiento y una emaciacien de los animales
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jovenes. En cambio, el término desgaste (wasting, en inglés) se
reservo para cualquier otra situacion en la cual los animales,
adultos, experimentaban una pérdida de peso cgin retrasar su
crecimiento. En estas fechas, al comienzo de la década de los afos
&0, ia discusién sobhre los mecanismos 1nvolucrados en el daKo
tisular de los animales encanijados condujo al planteamiento de
una serie de hipétesis que relacionaban 1la enfermedad con
infecciones adquiridas en el momento del ¢transplante o con 1la
susceptibiiidad a las endotoxinas derivadas de los microorganismos
comensales del tubo digestivo (79). Hubo entonces algunos autores
(B0) que propusieron varias similitudes entre el cuadra clinico de
los ratones recién nacidos timectomizados y 1 de los que
desarrollaban una reaccion GvH después de un injerto de
linfocitos. En estos dos casaos los animales eran desnutridos e

inmunodeficientes.

Varios afios mas tar&e se publicaron los trabajos de Ekstedt
(6) sobre la induccién de un sindrome similar al encanijamiento
{runting—like, en inglés) utilizando productos bacterianos
estériles que eran inyectados intraperitonealmente en ratones
recién nacidos. El desarrcllo tecnoalégico de esa década permitie
obtener animales que nacian 'y se desarrollaban en condiciones
axénicas o libres—-de—-gérmenes. Estos modelos de animales de
labpratorio estériles fueron utilizados para confirmar las
hipotesis propuestas anteriormente. Los resultados revelaron que
los animales libres-de—gérmenes no presentaban el cuadro clinico
de la enfermedad del encanijamiento (21). Las consecuencias

desgastantes de la timectomia neonatal también pudiercn ser
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suprimida; mediante la administracion de antibidticos (S1) y las
mismos resultados se obtuvieron cuando los animales desgastados
recibieron un tratamiento antimicrobianc (17). De este modo se
pudo establecer un nexo mas estrecho entre el desgaste fisico de
los animales y la invasividad oportunista de los microarganismos
comensales del tubo digestivo. Jutila (20) y Keast (19) revisaron
la literatura publicada sobre el particular y emitieron opiniones
en favor de gque las enfermedades desgastantes tenian una etiologia

de naturaleza bacteriana. Posteriormente se conocid el fendmeno de

[

a translocalizacién bacteriana (22) y una larga serie de estudios
trataron de confirmar que las bacterias translocalizadas eran las
responsables de las principales complicaciones en los animales con
la inmunidad comprometida (23), con una desnutricién complicada
{81), con tumores (B2), etc. Actualmente, el problema de la
translecalizacién bacteriana continda estimulando numerosas
investigaciones que tratan de aclarar los mecanismos responsables
de que las bacterias comensales se desplazen desde el intestino
hasta los ganglios linfaticos mesentericos y otros organos de la

cavidad abdominal (24 y 25).

A un lado de 1los 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
expresion de las moléeculas HLA sobre la membrana de los macrofagos
(B3) e inducen la liberacion de interfersn (84) que tiene la

propiedad de aumentar la expresién de los antigenos de
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histocompatibilidad en diversos tejidos. En otros casos, las
endotoxinas han probado ser inhibidoras de 1la expresien de las
moléculas HLA (85). Jephthah-Ochola y colaboradores (86) sefialaron
recientemente que la modulacién de la expresion de los antigenos
de histocompatibilidad 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
inmunoldgica del hospedero contra los agentes patédgenos y la
patogenia de varias enfermedades inmunolégicas inducidas por  las
infecciones podian depender de todas estas estimulaciones que

aumentaban la expresién de las moléculas HLA,

En el presente trabajo la enfermedad del desgaste fue
provocada por la inoculacion intraperitoneal de estafilococos
muertos. Postericrmente los animales fueron inmunizados con una
suspensién de GRC. Los resultados revelaron una depresién de 1a
respuesta de anticuerpos. Desde un punto de vista teérico, este
abatimiento de la respuesta inmunitaria humoral de 1los animales

desgastados puede ser explicado por varios mecanismos.

1) En primer lugar, es posible que ocurriera una competencia
antigénica entre los estafilococos y 1los GRC, similar a 1la
encontrada por Radovich y Talmage (87) cuando, con cuatro dias de
intervalo, utilizaron eritrocitos de caballoc y de .carneru para
inmunizar un grupo de ratones. La disminucién de la respuesta de
anticuerpos contra los antigenos del segundo inmunégeno ha sido
explicada mediante la proposicién de varias teorifas (88). Sin
embargo, en el caso de los ratones desgastados, la competencia
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antigénica no permite explicar todo el conjunto de sintomas vy

signos que han sido encontrados en los animales experimentales.

2) Otra posibilidad es que los estafilococos inyectados
durante cuatro semanas hayan saturado la capacidad fagoci{tica de
los macréfagos peritoneales y, por consiguiente, hayan anulado sus
funciones como células presentadoras de antigencs en una forma
similar al bloqueo obtenido después de inyectar carbon o
particulas inertes de latex o silica (89). De todos modos conviene
tener presente que las particulas mencionadas representan un
material inerte no degradable enzimiticamente en los fagolisosomas
de los macréfagos, mientras que las bacterias muertas si  pueden
ser eliminadas en una forma relativamente fdcil. Por otra parte,
también se deben tener en cuenta los experimentos que logran
facilitar la respuesta de anticuerpos mediante la inyeccion de

varias suspensiones de bacterias (90) o de sus productos (9i).

3) Algunos productas bacterianas han probado ser
estimulantes de la actividad de los linfocitos T supresores (92).
En otros casos se ha comprobado que la fagocitosis de ciertos
parasitos bloquea la capacidad de laoas macrdfagos para liberar
interleucina~1 y anula la estimulacion de las células T
colaboradoras necesarias para una buena respuesta de anticuerpes
(93). Es evidente que existen diversos factores, bacterianos o no,
que pueden trastornar la modulacion de la respuesta inmunitaria o

pravocar una depresién transitoria en la sintesis de anticuerpos.
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Ninguna de estas posibilidades fue explorada en el curso del
presente trabajo porgque su estudio no formaba parte de los
abjetivos. Sin embargo, a todo lo largo de los diferentes
euperimentos se tuvo presente que cualquiera de ellas podia
suprimir transitoriamente 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 induccién del
desgaste, de la misma manera que tampoco se conocen completamente
los mecanismos responsables de la translocalizaciéen bacteriana.
Actualmente se realizan diversas investigaciones sobre la
participacién del sistema inmunolegico en estos dos fenémenos 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 patologia inmunolégica asociada a las

interacciones menciaonadas.

La recuperacién de la capacidad para producir anticuerpos en
los animales desgastados reveld que, quince dias 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
recuperacion del desgaste inmunolégico, los animales duplicaron la
cantidad de CFA que se podia encontrar en un ratén sanao de la
misma edad que habia sido inmupnizado con la misma dosis de GRC.

Mas adelante, 27 dias después de terminar las inyecciones de



estafilococos, los ratones presentaban una normalizacisn de su
respuesta inmunolégica. Los estudios realizados por otros autores
(94) que han estudiado la recuperacién de los desnutridos varios
dias después de realimentarlos adecuadamente, han revelado una
rapida capacidad de recuperacién inmunolégica. Sin embargo, los
autores mencionados (94) y otros mas que también han estudiado el
sindrome de la recuperacién inmunolégica (95), solo han encontrade
un regresa a la normalidad que en algunos casos se demora mas de
cuatro semanas. El "rebote" de la sintesis de inmunoglobulinas en
los ratones despastados es un fendmeno sugestivo de que los
animales conservaron intacta su poblacién de células B Yy
probablemente, de que hubo una activacién de los mecanismos que
colaboran en la diferenciacidn de las células que producen los
anticuerpos. Estos hechos podrian ser interpretados en favor de
que el sistema inmunitario puede compensar, aunque sea
tardiamente, la depresisén transitoria de algunas de sus funciones,

siempre y cuando la supresién haya sido aguda y de corta duracioén.

En los ratones desgastados que ya estaban desnutridos y que
tentian anulada la respuesta anti-eritrocitos, la administracion de
GRC por via 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 gque intervienen en la i1nduccion de la
tolerancia inmunolégica oral ni toda 1la patologita del sistema
inmunitario asociado al tubo digestivo del animal desnutrido yso
desgastado. Anteriormente se menciond que una cepa de ratones

mutantes desgastados (wast/wast) no productian anticuerpos Ig A de
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secrecidn porque no tenfan el numero suficiente de ceélulas
plasmiticas en la mucosa intestinal. Sin embargo, esta condicidén
inmunoldgica 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 secrecién
a nivel del tubo digestivo. Pero, si se puede mencionar gue existe
una gran cantidad de evidencias en favor de que la desnutricidn

deprime la produccien de anticuerpos de secrecién (96 y 97).

En los nifos desnutridos se ha encontrado una deficiente
produccién de anticuerpos de secrecidn en el intestino. Este
trastorno inmunolégico generalmente se acompaffa de un aumento en
la permeabilidad de la mucosa, la cual se agrava por las lesiones
secundarias a una dieta deficiente en nutrientes (98). Al
combinarse estos dos problemas se facilitan las infecciones (99) y
la absorcién de algunas macromoléculas antigénicas de la dieta
(98). Como una consecuencia de este Gltimo evento aparecen o
aumentan los anticuerpos séricos contra los antigenos de los
alimentos (100). Estos hallazgos estan a favor de que el
desnutrido pierde una parte de su capacidad para volverse

tolerante a los antigenos gue entran al organismo por la via oral.

El tubo digestivo lesionado del desnutrido propicia, ademas,
la aparicaen de otra complicacién cuyos mecanismos inmunolégicos
no han sido aclarados completamente. Tedricamente, por tratarse de
un inmunaodeficiente que tiene una elevada incidencia de
infecciones por bacterias gram-negativas (101), el désnutrido
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deberta ser un candidato ideal para expresar los fenomenos de
translocalizacion bacteriana que han sido demostrados en otros
casos con el sistema inmunitario comprometido (22 y 23). No
obstante, los trabajos realizados hasta ahora muestran que la
desnutricién por si sola no facilita la translocalizacidn de las
enterobacterias (81), a no ser que se acompafle de una endotoxemia
praovocada por factores ajenas a la pérdida de peso. El1 resultado
anterior debe ser aceptado con cautela y esos experimentos deben
ser repetidos bajo diferentes condiciones, porque ya otros autores
{102) habfan referido que aproximadamente la mitad de un grupo de
niNos desnutridos contenfan endotoxinas circulantes que pudieraon

ser demostradas por la prueba del Limulus.

Para aumentar la complejidad de la inmsunidad intestinal, se
puéden sencionar los trabajos de Chandra (103) quien ha demostrado
como, ante la sayor permeabilidad del intestino del desnutrido que
deja pasar sacrosoléculas antigénicas a traves de la mucosa (98),
el sistema inmunitario responde aumentando su cantidad y/0
actividad de linfocitos T supresores con la finalidad de evitar la
forsacion de complejos solubles y la posibilidad de wsas lesiones
tisulares por secaniseos de hipersensibilidad tipo IIl. El aumento
de anticuerpos contra los antigenos de la dieta (100) salo parece
indicar que sin la msayor actividad de las células supresoras (103)
el desnutrido elevarfa auchisimo ais su respuesta humaoral contra
los determinantes de las proteinas de la dieta. La supresién de la
respuesta de las linfocitos esplénicos contra los antigenos
absartidos por la sucosa intestinal (104) pareceria un cosplesento

natural a la deficiencia primaria de anticuerpos de secrecion
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sobre la mucosa del tubo digestivo (99), aunque en uno y otro caso
actuen dos mecanismos diferentes para reducir a) la respuesta
secretora y b) la respuesta sistémica. Los resultados de Suctuki vy
colaboradores (105) parecen aclarar un poco mAs esta compleja
situacién porgque proponen la participacién de una nueva
subpoblacién de linfocitos, los contrasupresores, para maodular la
inmunidad del tubo digestivo. Mientras los linfocitos T supresores
que aparecen en las placas de Peyer se desplazan hacia el bazo vy
otros tejidos 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
plasmiaticas de la mucosa para gue aumentaran su produccién de Ig A
a pesar de la inmunosupresién sistémica. La desnutricién, que
también altera las funciones de los linfocitos T colaboradores
(106), aparentemente provoca un desbalance en las relaciones entre
las tres subpoblaciones 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 1los dos cuadros
clinicos son diferentes desde un punto de vista inmunolégico

aunque los animales compartan una pérdida de peso similar.

Las observaciones de Chandra (103) en relacidon al aumento de
las celulas T supresoras resultaron congruentes con los resultados
abtenidos posteriormente por Lamont y colaboradores (44). Estos
ultimos autores estudiaron el estado de la tolerancia inmunolégica
hacia los antigenos administrados por via oral a un grupo de

ratones desnutridos. Sus resultados revelaron que los ratones
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desnutridos tenian aumentada la supresién sistemica de la
respuesta de anticuerpos contra los antigenos que hablan sido

administrados por via intragastrica.

Los animales con la enfermedad del desgaste tenian anorexia,
bajo peso e hipoplasia timica en una forma similar a cualguier
animal desnutrido por una dieta deficiente en proteinas. Ademis,
habian comenzado a desnutrirse después de los 21 dias de edad vy,
por consiguiente, s habtan tenido la oportunidad de desarrolliar
en la mucosa intestinal una buena poblaci¢n de células plasmaticas
productoras de Ig A (77). Pero, a diferencia de los desnutridos,
los ratones desgastados tenian completamente deprimida su
produccién de anticuerpos anti-eritrocitos vy, no obstante,
conservaban normal la reactividad de los linfocitos esplenicos

inductores de una reaccién local GvH (60).

Como se puede observar en la Ffigura &, 1l0s ratones
desgastados, alimentados con GRC por via oral y que posteriormente
recibieron una dosis inmunizante de otra suspensidn de BGRC,
generaran una mayor cantidad de CFA anti-eritrocitos que los
ratones sanos sometidos a las mismas condiciones experimentales,
excepto las inyecciones de estafilococos. Estos resultados fueron
interpretados en favor de que el desgaste inmunolégico st les
habia hecha disminuir su capacidad de volverse tolerantes. Es
decir, probablemente habian reducido su poblacién y/o actividad de
células T supresoras localizadas en el bazo. Sin embargo, en 1la
figura 7 se puede abservar que las cantidades de CFA generadas por
los ratones desgastadaos del grupo problema resulté inferior a las
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encontradas en otros grupos de ratones sanos control que no
estaban desgastados ni hablan recibido la suspensién de GRC por
via oral. Estos otros resultados fueron interpretados como
sugerentes de que no habla ocurrido una pérdida "completa de 1la
tolerancia oral, sino mAs bien una disminucién parcial de 1la

misma,

En vista de que Lamont y colaboradores (44) hablan observado
que la desnutricién aumentaba la capacidad de 1los ratones para
convertirse en talerantes a los antigenos administrados por  via
oral y de que, en cambio, nuestros resultados mostraban que los
ratones desgastados mis bien perdian una parte de esa capacidad
supresara, se pueden proponer las dos explicaciones siguientes

para tratar de comprender estas diferencias.

€n primer lugar, probablemente influyd la edad que tenian

los animales en el momento de comenzar a desnutrirse y cuando
recibieron la estimulacién antigénica oral necesaria para la
induccidén de la tolerancia. En nuestro experimento se trabajé con
) animales recién nacidos que fueron inyectados desde que tenian das
horas de edad y que, poco tiempo después, comenzaron a perder peso
aunque la desnutricidén solo se manifesté 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 comenzd a
administrar una dieta hipoproteica. €n ellos la tolerancia les fue
inducida 4 semanas mas tarde. Aungue las diferencias son muy
pequefias, el sistema inmunitario podria haber madurado mas

57



lentamente en los ratones de nuestro experimenta, a pesar de Que,
al final, la peérdida de peso resultd similar en los dos grupos de

animales.

En segundo lugar, es necesario distinguir que se trataba de
dos modelos experimentales diferentes aunque las animales habtan
alcanzado el mismo grado de desnutricién. En uno de los
experimentos, el de Lamont, el contenido de proteinas en el
alimento se reducia a partir de los 21 dias de edad, mientras que,
mediante nuestro diseffo, los ratones se iban canvirtiendo
paulatinamente en animales anoréxicos y dejaban de ingerir su
dieta habitual, tanto durante la lactancia como después del
destete. En cierta forma, la desnutricién obtenida en nuestro
experimento fue mas anti-natural que la provocada con una dieta
deficiente en proteinas. Pero conviene tener presente que, en el
curso de las infecciones graves, las interacciones con los
productos bacterianos también son una causa frecuente de peérdida
de peso y de inmunodeficiencia. Ademas, el presente trabajo forma
parte de una linea de investigacion que estudia las consecuencias
de las relaciones del sistema inmunolégico con los productos de
sus bacterias comensales, De modo que, en este otro sentido, se
podria decir que nuestro modelo experimental estuvo mas cercano a
los objetivos de nuestra investigacion que el modelo utilizado por
Lamont. Estas pequefas diferencias entre los dos disePos podrian
ser consideradas comvu un evento clave que, ademas, separa la
condicién inmunolégica del nifio desnutrido sano y la del nifio
desnutrido infectado, no obstante 1los resultados obtenidos por

klein (102) en favor de que una proporcien elevada de nifios
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desnutridos sanos  tienen endotoxinas circulantes en sangre
perifeérica. Nosotros creemos que esas endotoxinas derivan de 1la
flora de enterobacterias comensales y que su paso frecuente a
travées del intestino del nifo desnutrido puede llegar a producir
una situacién de tolerancia similar a la encontrada por Kind (15
en sus modelos experimentales sohre el desgaste inmunoldgico de
ratones recién nacidos. Esto podria explicar 1la falta de
manifestaciones clinicas en los nifos desnutridos sanos pero con

endotoxinas en la sangre.

S9



CAPITULO 9. CONCLUSIONES.

El modelo experimental utilizado en el presente trabaijo
reveld nuevos aspectos inmunolégicos, que na habian sido
explorados hasta ahora, de los animales con la enfermedad del
desgaste inducida neonatalmente. Ademas, se encontraron razones,
que no habian sido propuestas anteriormente, para establecer una
comparacién entre las alteraciones inmunolégicas del animal
desgastado y las del animal desnutrido. Pero entre uno y otro
cuadro clinico también se encontraron diferencias. Probablemente
éstas determinan una evolucién y un pronéstico  inmunoldgico
completamente diferentes para cada situacion, tanto en los
animales de laboratorio como en las personas desnutridas que
pueden a nao presentar diferentes interacciones con varios
productos bacterianos. El significado biolégico que puede tener la
pérdida o la disminucion de la capacidad para inducir una
tolerancia oral en el curso de una inmunodeficiencia y/c
desnutricién es un aspecto interesante que debe ser estudiado mas
adelante. Pero indudablemente, los riesgos que pueden aparecer
como una consecuencia de las alteraciones de la tolerancia oral
deben ser tan importantes como los beneficios que regularmente
obtiene el desnutrido al aumentar el numerc y la actividad de los
linfocitos supresores localizados en el tejido linfoide asociado

al tubo digestivo.
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CAPITULO  10. RESUMEN.

Este trabajo tuvo como objetivo completar la caracterizacién
inmunalogica de un grupo de animales a los cuales se les indujo
una inmunodeficiencia experimental, secundaria y transitoria. La
enfermedad es conocida desde hace varios aflos como sindrome del
desgaste ¥y puede ser provocada mediante la inyeccién
intraperitoneal de una suspensién de bacterias muertas en ratones
recién nacidos. En esta investigacién Experim&ﬁéal se procedid a
inducir el sindrome del desgaste en la forma convencional y luego
se estudié el estado de 1la tolerancia inmunolégica contra los
antigenos administrados por via oral. El1 modelo fue diseffado
tomando en cuenta la importancia que ultimamente han adquirido 1la
inmunidad local de las mucosas en pacientes con infecciones graves
o enfermedades crénicas debilitantes y en pqrsﬁnll desnutridas por

diferentes causas. -

Se propuso como hipétesis que la enfermedad del desgaste, en
ratones recién nacidos, impide la aparicien de un estadao de
tolerancia inmunolegica hacia antigenos administrados por via

oral.
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En un primer experimento se estudiaron los cambios en la
produccien de anticuerpos anti-eritrocitos durante la etapa aguda
y la recuperacién de 1la enfermedad del desgaste. Con este
propoésito, cinco grupos de ratones que habian si1do 1inyectados
1ntraperitonealmente con estafilococos fueron posteriormente
inmunizados con GRC a los 3, 9, 18, 21 y 27 dias después de haber

terminado la induccién del desgaste.

En otro experimento, diseflado para inducir tanto 1la
enfermedad del desgaste como 1o tolerancia inmunolégica contra
eritrocitos inoculados por via oral, 110 ratones fueron separados
en nueve subgrupos y estuvieron sometidos a condiciones diferentes
durante los dos meses que duré el ensayo. Finalmente, todos 1los
animales fueron inmunizados con GRC y sacrificados cinco dias mas
tarde para contar el numero 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 inmunolégicos
diferentes y sucesivos : 1) una breve pero profunda depresion
inicial de 1la sintesis de anticuerpos, 2) una etapa de
recuperacien durante la cual los ratones aumentan exageradamente
su produccién de anticuerpos anti-eritrocitos, con valores
superiores a los de los animales normales, y 3) finalmente, una
etapa en la cual los animales recuperan su respuesta inmunolégica

fumoral normal (Ver Tabla i1 y Figura 2).
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For otra parte, tambien se encontré que los ratones
desgastados no  se volvian tolerantes a los eritrocitos
administrados por via oral como lo hactan los ratones que nao
habian recibido las inyecciones de estafilococos (Ver la Figura
&). Pero asl mismo fue evidente que los ratones desgastadaos
tampoco alcanzaron a tener la respuesta elevada de anticuerpos gque
se observé en otros ratones desgastados que no recibieron
eritrocitos por via oral (Ver Figura 3). Todos 1laos animales
desgastados presentaron un retraso importante de su crecimiento vy
fueron considerados desnutridos porque pesaban un  40% menos que

los ratones contral (Ver la Figura 1).

Los resultados fueron comparados con los encontrados en la
bibliografia consultada (5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, t7, 18, 119, 20,
21, 29, 35, 36, 51 y S9) y se llegé a la conclusisen de que el
presente trabajo experimental reveld¢ aspectos no conocidos hasta
ahora de la enfermedad del desgaste. Por atra parte, en el modelo
se observaron varias similitudes y algunas diferencias
inmunolégicas con los resultados abtenidos por otros autores al
estudiar la desnutricién provocada por una simple reduccién en la
ingesta de proteinas y calorias. Praobablemente las diferencias
estuvieron causadas por las interacciones entre los macréfagos del
animal desgastado y los productos de las bacterias que recibieron

por via intraperitoneatl.
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CAPITULO 11 TABLAS Y FIGURAS

A continuacion se presentan una serie de Tablas y Figuras
que recsumen los resultados obtenidos en los diferentes grupos de

animales euperimentales.
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TABLA 1

Resultados del primer experimento. Cantidades de ceélulas
farmadoras de anticuerpos (CFA) / 106 células esplenicas ocbtenidas
al inmunizar con glébulos rojos de carnero (GRC) varios grupos de
ratones CD1 desgastados que estaban en las tres diferentes etapas
del sindrome experimental. Los animales estudiados 3 y 9 dias
después de terminar las inyecciones de estafilococos presentaron
una respuesta muy deébil de anticuerpos. A la semana siguiente (15
y 21 dias después de .as 1inyecciones), los ratones aumentaron
exageradamente su produccién de anticuerpos y, al final del
experimento (27 dias despueés de las inyecciones), recuperaron la

inmunocompetencia normal para su edad y sexo.

EDAD DE LOS cFa 7 10° .

N _ * p.E.
RATONES x
tm  3d 15 22.1 24.2
im 9d 10 181.6 50.8
tm 15d 10 776.8 356.6
im 21d 12 574,2 186.7
tm 27d 10 324.3 9.8
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TABLA 2

Resultados del sequndo experimento. Cantidades de células
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 suspensién de estafilococos durante
las cuatro primeras semanas de vida y que, posterioraente,
recibieron glébulos rojos de carnera (GRC) o solucién salina
isoténica (551) por via oral durante 14 dias, o que na recibieron
ningun tratamiento por esta via durante ese mismo tiempo.

Analisis estadistico y grado de significancia de las diferencias.

intculo CFA 7/ 106 por ciento
qrupao N por via - . de P
. oral ®x _ DE supresién #
I -A 17 GRC 240.3 : 103.9 27% D 0.01
1 ~-B 9 SS1 542.6 : 277.9 - < 0.01
I-c 12 - 574.2 ¥ 186.7 - < 0.0t

(%) For ciento de supresién respecto al grupo control III-C,
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TABLA 3

Resultados del seqgundo experimento. Cantidades de células
formadoras de anticuerpos (CFA) que se encontraron en 106 células
esplénicas de los ratones de los tres subgrupos A, B y C del grupo
Il que solo fueron inyectados intraperitonealmente con solucién
salina isoténica (5S51) durante las primeras cuatro semanas de vida
¥ que, posteriormente, recibieron glébulos rojos de carnera (GRC)
o solucién salina isoténica (SSI) por via oral durante 14 dias, o
que no recibieron ningun tratamiento por esa via durante ese mismo

tiempo. Analisis estadistice y grado de significancia de las

diferencias.
inéculo cFa 7 10° por clento
grupo N por via — de P
arée ® — DE supresién * ™y
I1 - A 14 GRC 104.8 % 38.2 &8 7 < 0.01
I1 -8B 7 SS1 343.0 * 63.7 - > 0.0t
11 -c 11 - 355.8 ¥ 57.2 - > 0.01

(#) Por ciento de supresioén respecto al grupo control III-C.
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TABLA 4

Resultados del segundo experimento. Cantidades de celulas

b celulas

formadaras de anticuerpos (CFA) que se encontraron en 10
esplénicas de los ratones de los tres subgrupos A, B y C del grupo
111 que no fueron inyectados durante las cuatro primeras semanas
de vida y que, posteriormente, recibieron gleébulos rojos de
carnero (GRC) o solucién salina isoténica (SSI) por via aral
durante 14 dias, o que no recibieron ningun tratamiento por esa

via durante el mismo tiempo. AnAlisis estadistico y grado de

significancia de las diferencias.

indculo CFA / 106 por ciento
grupo N par via -+ de P
oral x — DE supresién #
II1 - A 22 GRC 93.8 T 39.7 72 % < 0.01
111 - B 10 sst 310.3 X a8.7 - > 0.01
111 - C 8 - 327.3 % 47.9

(#) Por ciento de supresion respecto al grupo control III-C.
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Figura 1. Comparacién del aumento de peso corporal (gramas),
desde el nacimiento hasta los 30 dias de edad, entre . los ratones
que recibieron las inyecciones intraperitoneales de estafilococos
(0) y los que no recibieron ningun tratamiento () o sola fueron

inyectados con salucién salina isoténica estéril ( @).
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Figura 2. Cinética de las alteraciones en la respuesta de
anticuerpos después de la induccién de la enfermedad del desgaste.
Cantidades de células esplénicas formadoras de anticuerpos
anti-eritrocitos en cinco grupos de ratones gque fueron inyectados
con estafilococos muertos 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 induccién del desgaste,
o sea, cuando éstos tenian 31, 3‘7., 43, 49 y S5 dias d.e edad

respectivamente.
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CFA/I0 BCELLAS DE BAZO

Figura 3. Cantidades de células esplénicas formadoras de
anticuerpos anti-GRC (CFA) en 1laos tres grupos de ratones que
fueron inyectados con estafilococos durante sus cuatra primeras
semanas de vida y que, durante los quince dias siguientes,
recibieron GRC (-), solucidn salina isoténica (-) o ningun
tratamiento D por via oral. Posteriormente todos los animales
fueron inmunizados con glébulos rojos de carnero (GRC), 21 dias

después de terminar la induccién del sindrome del desgaste.
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TRATAMENTO POR VA ORAL

Figura 4. Cantidades de células esplénicas formadoras de
anticuerpos anti~BRC que fueron contadas en 1los .tres grupas de
ratones que habian sido inyectados intraperitonealmente con
solucién salina isoténica durante las cuatro primeras semanas de
vida y que, durante los 135 dias siguientes, recibieron GRC (-),
solucion salina isoténica (JP o ningdn tratamiento (D) por
via oral. Posteriormente todos los animales fueron inmuniza?gs

intraperitonealmente con glébulos rojos de carnero (GRC).
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Figura 5. Cantidades de celulas esplénicas formadoras de
snticuerpos anti-GRC en los tres grupos de ratones que no
recibieron ninguna inyeccidén intraperitoneal durante sus primeras
cuatro semanas de vida y que, durante los 15 dias siguientes,
fueron tratados con una suspensién de GRC (-) o solucién
salina isotenica (M opor via oral. El tercer grupo de ratones
([} no recibid ningun tratamiento oral. Fosteriormente todos

ios animales fueron inmunizados intraperitonealmente con glébulos

rojos de carnero (GRC).
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Figura 6. Cantidades de células esplénicas formadoras de
anticuerpos anti-GRC (CFA) en los tres grupos de ratones que
recibieron una suspensién de GRC por via oral durante dos semanas.
En el curso de su primer mes de vida, estos animales habfan sido
inoculados intraperitonealmente con estafilococos (-) a con
solucién salina isoténica (Jil} o no habian recibido ningun
tratamiento (G ). Posteriormente todos 1los anisales fueron
inmunizados intraperitonealmente con glébulos 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 inyectados intraperitonealmente con
diferentes tratamientos (estafilococos muertos, solucién salina
isoténica o ninguno de los daos anteriores). Una vez cumplido el
mes de edad y durante los 15 dias siguientes, los animales
recibieron diariamente y por via oral una dosis de una suspension
de GRC (-) o solucién salina isotonica (- A un tercer
grupo de animales no se les administré ningan tratamiento por via
oral ([:j). Posteriormente, todos las ratones fueron inmunizados

con GRC.
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Figura B. Promedios de las cantidades de ceélulas
formadoras de anticuerpos anti~6RC que se obtuvieron en los nueve
grupos de ratones después de dos semanas de tratamiento por via
aral con GRC, solucidén salina isoténica o ninguno de los das
anteriores. Durante su primer mes de vida, dos grupos de estos
mismaos animales habfan sido inyectados intraperitonealmente con
una suspension de estafilococos (-) o solucién  salina
isotonica (-), mientras los. animales de un tercer grupo
(C::J) no recibieron ninguna inoculacién. Posteriormente, todos
los animales fueron inmunizados con glébulos rojos de carnera

{BRC).
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CAPITULO  12. APENDICE.

1) Ingredientes del alimento utilizado (Puring*) i

Cereales molidos, combinacion de pastas oleaginasas, harinas
de origen animal, subptroductas de cereales, subproductas
alimenticios agricolas & 1ndustriales, melaza de cafia de azucar,
alfalfa deshidratada, vitamina A, tiamina, riboflavina, niacina,
cloruro de colina, vitamina B 12, pantotenato de calcio, wvitamina

b, vitamine E y vitamina K.

Carbonata de calcio, roca fostérica, clorurco de sodiae,
fosfato dicalcica, carbonato de cobalto, &xida cuprica, oxido
férrico, sulfato ferroso, éxido de manganesa, yoduro de potasio,

tiosulfato de sodio y ouido de zina.
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2) Composicién guimica

“

Proteina
Cisteina
Histidina
Leucina
Metionina
Treonina
Valina
Fibra
ELN
Calcio
Fotasio
Sadio
Fluor
Zinc
Caobre
Yoda
Tiamina
Niacina
Acido Folico
Biotina
Vitamina A

23.00
0.32
0.53
1.70
0.41
0.84
1.21
5.80
48. 50
1.00
1.10
Q.40
35.00
S8.00
18.00
1.70
1.00
95.00
5.90
0.07
12.50

(putrientes) del alimento utilizado :

ppm
ppm
ppm
ppm
ppm
ppm
ppm
ppm
Ul/g

Arginina
Blicina
Iscleucina
Lisina
Fenilalanina
Triptofano
Grasa

TND
Cenizas
Fésforo
Magnesio
Cloro
Hierra
Manganeso
Caobalto
Energia
Riboflavina
A. pantoteénico
Piridoxina
B 12
Vitamina D

(#) Informacién proporcionada por el fabricante.

Solucién salina isotoépica.

NaCl 0.857% en aqua destilada esteril.

1.50 7

1.20
0.95
1.28
1.03
0.35
2.50
75.00
7.30
0.60
0.21
0.50
198.00
91.00
0.40
4.25
8. 00
23.00
&.00
10.060
3.00

meg/1lb
Ul/g



4) Solucion anticoagulante de Alsever.

Glucosa 2.050 g
Citrato de sodio 0.800 g
Acido Citrico G.055 ¢
Claruro de sodiao 0.420 g

Aforar hasta 100 ml con agua destilada,
~ Esterilizar por filtracién a través de una membrana
Millipore con poros de 0.45 p de diametro,

Conservar a 4° C.

Solucion 1. . Solucién II.
d-qlucosa 10.00 g Ca(:122H02 1.86 g
KH, PO, 0.60 g KC1 4.00 g
NazHPD4 1.84 g NaC1l 80.00 g
Rojo de fenol .01 g HQElz.bHZO 2.00 g
H9504.7H20 2.00 g

Los componentes de las dos soluciones se disuelven en agua
desionizada. Se afora hasta 1000 ml. Las soluciones se esterilizan

por filtraciodn.

La solucién final se prepara con S ml de la solucién I mas S5
ml de la solucisén 1I. luego se afora hasta 50 ml con agua
desionizada. La solucién final se conserva a 4° C hasta el momento

de su uso.
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