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INTRODUCCION

En este trabajo experimental se investiga si un grupo de
ratones, a los cuales se les ha inducido un sl ndrome desgastante,
pueden o no presentar una diseminacién de los microorganismos
Gram—-negativos autoctonos del tracto gqastrointestinal hacia

ganglios aesenté4ricos, higado y bazo.

Estos dos ferdmanos bioldgicos, e]1 desgaste flsico y la
translocalizacién de las bacterias, se han estudiado extensamente
en al curso de los Gltimos aNos. Sin embargo, no es frecusnte
encontrar trabajos en donde los autores relacionen ambos fendmenos
entre si. Esto se debe a los diferentes intereses que estimulan
las investigactones dirigidas a conocer las causas Y las

principales caracteristicas del desgaste y la translocalizacion.

El téraminc “"desgaste” se comenzd a utilizar con relativa
fracuencia desde hace aproximadamente 30 aNos. En esa época se
dascubrié que el deteriaro inmunolégico praovocado
experimentalmente podia provocar anorexia, pérdida de pesa,
debilidad general, 1inanicién, caquaexia y muerte. Todo este
conjunto de s{ntomas asociados a las lesiones del sistema
inmunolégico, se denomind desgaste. Mis adelante se pudo

comprobar que las mismas manifestaciones pod{ an ser producidas por
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diferentes factores. Tooas ellos tentan el comun  denominador de
provocar lesiones inmunoldgicas, algunas de ellas transitorias vy
otras definitivas. De este modo 1la enfermedad experimental se
convirtié an un aindrome. Finalsente, el fendmenc del desgaste
fisico e 1nmunolégico de los animales de laboratorio se comparécan
la condicién en la cual se encontraban algunas personas con

infecciones cronicas o cancer en su etapa terminal.

Sin embargo, en los affos siguientes comenzé a disminuir el
nemero de estudios experimentales que se publicaban socbre el
si ndrome del desgaste y sobre la etiopatogenia del mismo. De este
modn, no pasd mucho tiempo antes de que el tema dejara de ser
objeto de estudic por parte de los inmundlogos. Es probable que
esta falta de interes hacia los modelos biolédgicos que se ha
observado en las Gltimas décadas, resulte una consecuencia natural
del desarrollo de la inmunologia molecular, de la aparicién de
novedosas técnicas y equipos de laboratorio y de una larga serie
de descubrimientos bisicos importantes que se han multiplicado

rapidamente.

No oustante, con la aparicicén del stndroma d=s la
inmunodeficiencis adouirida (SIDA), con el desarrollo exponencial
de e3ta epid-mia y con la confirmacién del mal prondstico que
tiene toda persona infectada con el VIH, en los altimos affos se ha
observado una polarizacion del intereés de los inmundlogos hacia
di ferantes aspectos de este nuevo si ndrome. En las personas can
SIDA han llamado la atencién el deterioro progresivo del sistema
inmunitario, las infecciones por oportunistas que inevitablemente

se vuelven recurrentes y el desgaste fisico que se instala en las



etapas terminales de la enfermedad. Estos hechos devolviasron el
interés por las enfermedades experisgntales conocidas como
si ndromes desgastantes. Actualmente se puede observar un aumento
significativo de las investigaciones que se publican cada afio
sobre personas y animales que presentan las manifestaciones
clinicas y el comproaiso 1nmunolégico caracteristicos dal

desgaste.

La “translocalizacion de bacterias™ es el otro fendmeno
biolégico al cual se ha hecho referencia y que también tiene
relacién con los objetivos de esta tesis. El término sa ha
aculfado recientemente y se refiere a la diseminacién de algunos
aicroorganismos que se desplazan desde el tracto gastrointestinal
hasta los ganglios linfaticos mesentericos y otros arganas
localizados en la cavidad abdosinal. Aunque hace
relativamente poco tismpo que este fendmenc se estudia con el
nosbre de translocalizacién, la diseaninacion de bacterias
6racs—nagativas en hospederos inmunocoaprosetidos ha i1nteresado a
los investigadores desde hace suchos afios. Poco tieapo después
de la descripcion de las priseras enfersedades desgastantes que
sehabl an  inducido experimentalmente en ratones recién nacidos
timectomizados (1) o transplantados con linfocitos alogénicos (2),
las priamgras discusiones sobre la etiologia de estos sindromes
sirvieron para proponer que la flora de bacterias comsansales aera
la responsable del deterioro fisico e inmunologico de los animales
desgastados (3). Vartos affos mis tarde, cuando Jutila (4)
analizé la eticlogia del sindrome, se propusc la probable
participacién de los microorganismos oportunistas. En ese

momento se observd que las wmanifestaciones del desgaste. no se



presentaban en anieales tratados con antibioticos (St a en

aquellos que se encontraban en condiciones axonicas (&).

El térwino translocalizacién bactariana sala se comenzd a
utilizar ampliamente hasta la decada de los aNas 80. Este nuevo
interés por las infeccionws causadas par bacterias oportunistas ya
no estuvo dirigido a explicar las manifestactiones clinicas de las
anfermedades decgastantes, sino ais bien a contralar los prablemas
infecciosas de las personas gue habt an sida intervenidas
quirdrgicamente (7), que tenlan quemaduras extensas (8), que
estaban gravemente desnutridos (9) 0 que se eancontraban en la
etapa terminal de alqgunas enfermedades neoplasicas (10) y recibian

alguna clase de guimicterapia (11) a antibidticoterapia (12},

En el Laboratorio de Inaunalogia del Departamenta de
Biologia de la Facultad de Quimica, desde hace mis de daos afios se
realizan estudios experimgntales sobre lag alteracianes
inmuneoldgicas de ratones a los cuales se les induce la aparicién
del sl ndrome del desgaste mediante la lnyeccién.intraperltcnaal de
estafilococos muertos. Adesis del interds por caracterizar las
principales alteraciones inmunolégicas de la enferamedad, las
inmundlogos de - este grupp de investigadores han dirigido su
atencién hacie la probable participacion de los microarganismos
bGram-negativas como agentes responsahles del desgaste mas que como
wlementos oportunistas que apravecharian secundariamante el
deteriora inmunolégico gque caracteriza el s(ndrome. tos
resultados de los primarcos trabajos de este grupo demostraran que
la inmunosupresison experisental provocada mediante la

administracion de una solas dosis de ciclofosfamida estaba asociada



a un aumento significativo de la concentraciéon de un antigeno
comin de las enterobacterias (ECA) en el higado y el baza. Los
animales con este aumento de antligenos bacterianos en los tejidos
también tentan una serie de manifestaciones desgastantes como
anorexia, pérdida de peso, inanicién, etc (13). Mis adelante,
utilizando el mismo hapteno (ECA) qua se habla purtficado a
partir del lipopolisacarido crudo de una cepa de Escherjchia coli,
se pudo comprobar que las inyecciones intraperitoneales de ese
producto bacteriano en ratones recién nacidos también poadian
provocar la aparicién de una inmunosupresién moderada, sin que los
animales llegaran a expresar el cuadro clinico completo de la

enfermedad daesgastante (14).

Con la parte experimental de la presente tesis, se ha tratado
de continuar las investigaciones mencionadas en vel parrafo
anterior. El primer objetivo del presente trabajo es demostrar
que las enterobacterias si{ pueden translocalizarse desde al
intestino hacia los ganglios linfAticas mesentéricos de un grupo
de ratones a los cuales se les ha inducido la aparicién del
sindrome del  desgaste. El segundo objetivo consiste en
establecer una relacién entre 1la deficlencia que tienen los
animales desgastados para producir anticuerpos vy la extensidén de
la translocalizacion de las enterobacterias, para lo cual se
llevardn a cabn cultivos de los ganglios masentéricos, el higado y
el bazo, asi como wuna medida de la respuesta de anticuerpos
anti-eritrocitos en los diferentes grupos de ratones desgastados
y en sus correspondientes controles. El tercer objetivo dei
trabajo consiste en valorar la utilidad da 1los antibiéticos

ampictlina y estreptomicina, como un recurso profilactico que



pudicra servir para liaitar la extensidn o reducir la incidencia

dal desgaste y de sus complicaciones.

En las piginas siguientes, despuwss de presentar los
antecedentes y los resultados del trabajo, se discute aspliamente
la probable participacién del deteriora inmuncldgico como !a causa
de la translocalizacién bacteriana y de 1la presentacién de las
principales manifestaciones clinicas del desgaste Fisico de los

animales.



CAPITIR.O 1 ANTECEDENTES

En w1 presente trabajo experieental se estudia la relacioén
antre el desgaste inmunclégicao de un grupo. de ratones y la
translocalizacién de bacterias desde el intestino de los animales
hasta sus ganglios mesentéricos, bazo e higado. A contipuacién
se presenta un panorasa general del conocimiento que se tiene hoy
en dla sobre la translocalizacidn bacteriana, el desgaste
provocado experimentalsente y las condiciones ipmunolégicas que

facilitan la aparicion de estos dos fendmanos.

1.1. EL SINDROME DEL DESGASTE

Las primseras observaciones experimentales sobre esta
enfermadad se realizaron en animales a los cuales se les habta
inducido una reaccién injerto-contra-hudsped (GVH). En estos
casos, las células insunocompetentes transferidas a los animales
receptores, que son incapaces de rechazarlas, producen daNos
graves en el sistesa linfoide del receptor con lesiones que pueden
destruir el sistema inmunitarioc del animal y provocarle la muerte.
La medida de las lesiones provocadas seha tomado como una prueba

de la competencia inmunitaria de las células transplantadas (15).



Evisten varios modelos experimentales que pueden 1nduCair
la enfermedad GVH

a. Sindrome del desgaste, En este caso, un animal
inounoligicamente inmaduro recibe wun transplante de celulas
linfolides alogénicas y competentes. Las celulas injertadas
reaccionan contra los antigenos de histocompatibilidad de las
células del receptor, el cual, a causa de su inmadurez, na puede

rechazar el transplante.

b. Enfermedad secundaria, que se observa en animales
adultos previamente irradiados, cuya sédula o6sea se raeconstituye
maediante un transplante de células germinales heaatopoyéticas de

un donador alogénico.

€. Intoxicacién parabidtica, que se presenta en aquellos
mgdelas de dos animales, inmunolégicamente competentes pero
antiygdnicamente diferentes, cuya sangre periférica se eaezcla en

una forma conti nua.

d. La enfermedad del hibride F!, que se induce inyectando
linfucitos immunocompetantes de uno de 10s progenitores a los
animales F1 y obteniendo de nuevo un modelo en donde el animal
receptor no reczhaza el injerto, wmientras que los linfocitos
transplantados si rechazan o reconocen los ant{ genos de

histocompatibllidad del receptor (16).

Rillinghan y Brent describieron en 1957 (i7) el praisero de
los cuatro modelaos que se acaban de enumerar. Inyectaron
intraperitonealmente células linfoides alogénicas de un donador

adulto a ratones recién nacidos. Poco tiempo después, los



ra.tones receptores presentaban un retardo del crecimiento,
anorexia, pérdida de peso, diarrea y diversos grados de hipoplasia
de los principales 6rganos primarios y secundarios del sistema
inmunitario, Adenis, 20 a 30 dlias despuss, los animales
desarrollaron lesiones en la piel y necrosis focal del tejido
hepatico. Todas estas wmanifestaciones integraron el cuadro
clinico que inicialmente se conocid cono enfermedad del

encani jamtento ("runting disease") o desgaste ("wasting").

Estudios posteriores revelaron que la aparicién de todas
estas manifestaciones desgastantes estaba condicionada por una
sarie de requisitns que se enuseran a continuaciédn s

a) El injerto  debe contener cdlulas linfoides
insunocompetentes; b) @1 anisal receptor del transplante debe
posesr antiganos de histocompatibilidad de la Clase I que no estan
presentes en las células del donador; ¢) el animal receptor debe
ser incapaz de iniciar una respuesta inmunitaria efectiva contra
1os antigenos de histocompatibilidad de las células injertadas,
por lo mencs el tiempo nacesario para que éstas wmanifiesten su

respuesta contra «1 hwésped (17).

Por tado lo anterior, se pudo constatar que los 1linfocitos
inmunocospetentes eran las responsables de las enfermedades
desgastantes que apareclan como unha consecuencia de las reacciones
GVH. Esto 1o propuso inicialmente 6Gowans en 1962 (14). Varios
estudios posteriores analizaron el origen de los linfocitos
responsables, la subpoblacidn que estaba involucrada en el rechazo
y los tejidos que participaban en el desarrollo de la enfermedad

(17). Asi por ejemplo, la mortalidad de los animsales receptores



de lus injertas se pude reductir  despuss de  la  extirpacien  del
bazo. Adem s, la administracidn de varios farmacas
inaunosuUpresores como la aminopterina Yy de un suern
anti-linfocitico también han sido medidas efectivas para prevenir

1a aparicion del sindrome (18).

Eristen varios otros procedimientos por 10s cuales es
posible ipgucir una enfermedad dasgastante Que tenga
manifestacliones clintcas iguales o parecidas a Jlas del cuadro
clinico clasico que describid inicialmente Biltingham. Estos
otros métodos son efectivos sieopre y cuando el agente inductor se
adainistre por via endovenosa o intraperitoneal (18) y las
enfermedades resultantes sehan denominado stndromes wimilares al
desgaste (“runt disease-like"). Las siguientes son algunas de las
formas alternativas par las cuales se pueden {nducir estas
enfermedades

a4l las inyeccionas de acetato o8 cortisol, testosterona o
estrégenos; b) la timpctomia peanatal; €} las infecciones
neonatales con ciertos virus como €l del polioma o el dg la
linfocariomeningitis; d) la administracidn de un suerc heterdlogn
anti-linfocitos; e! la inyeccion intraperitaneal de suspensiones

de estafilonocos o estreptococos (19 y 20).

En rualesquiera de los casos mencionados anteriaroente, la
aparicién de los st ntomas de estos sl ndroses similares al desgaste
ha podide ser mitigada o anulada cuanda s@ utilizan animales que
han racibida un tratasiento con antibioticos (5) o que <e
encuentran en condiciones libres de microorganismos (6). No

obatante, Ekstedt y colabaoradores (20) no encontraraon diferencias
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entre el desgaste 1nducido en animales gue recibian tetraciclina y
los que no sa& habi an tratado con este antibiotico. Sin esbargo,
existen otros trabtajos que muestran odmo la administracién de
ciertos antibioticos disminuye la gravedad de los principales

sl ntomas que caracterizan el sindrome del desgaste (21).

Para la induccidn de un windrome similar al desgaste resulta
sumamente importante la edad que tienen los animales en el mosento
de iniciar la inoculacién de los productos bacterianos. La
mayoria (80%) de los animales que reciben la primera inoculacien
dentro de las dos horas siguientes al nacimfento, presentan todos
los sintomas de la enfermedad experimental, independientemente del
sexo del receptor. Sin embargo, la incidencia d= las
manifestaciones disainuye cuando la primsera inyeccidn de
estafilococos se aplica desputs de que los animales tienan mis de

doa horas de nacidos (20).

Fosterior a la administracién intraperitoneal de low
productas bacterianos, las alteraciones inmunolégicas min
importantes que caracterizan al desgaste, consisten en una atraofia
dal timo, de la mAdula Ssoa, de los ganglios linfAticos
periféricos y del bazo. En la sangre periférica sg observa una
disminucion del namero de linfocitos circulantes, asociada a un
aumento del namero de polimorfonucleares. Se ha sncontrado ademis
un aumento de 13 concentracién de las Ig M (16). Sin embargo, la
capacidad de los animales desgastados para sintetizar nnéicu.rpo&
anti-eritrocitos de carnero se encuentra significativamente
deprimida (22). En el Departamenta de DBiologla también sa ha

encontrado que esta depresién es transitoria y que, diezx dan



despuds de terminar la induccisn del sindrome experimental, los
animales comienzan su recuperacién fisica y presentan un rebote de
la respuesta de anticuerpos ant1-GRC que s5e eleva
significativamente sobre la respuesta de los controles sanos (23).
Aparentemente, la respuesta inmunitaria humoral es la mis
coeprometida, porque otros estudios han mostrado Que no se
modifica el tiempo de rechazo de aleoinjertos (19) ni la capacidad
d® los linfocitos esplénicos del animal desgastado para inducir
una reaccién local GVH (1%). La exploracién de 1la capacidad de
los ratones desgastados para hacerse tolerantes ha revelado que,
despuss de las inyecciones intraperitoneales de estafilococos
muertos, log animales pierden la tolerancia inmunolégica contra

anti genos administrados gor via oral (24).

Un &l ndrosme similar al del desgaste cliAgico puede uer
producido en tas cepas de ratones CF-1 e ICR, inyectando los
animales con bacterias Gram positivas. Entre las mis utilizadas
estd Staphylosc asl como extractos de la pared

celular de ®sta bacteria, que se separan con sulfato de amonio vy

una preparacisn que contenga el sistema Staphvlocogcus aAurgus mis
lc3 anticuerpos especificos contra sus antigencs. Las
manifestaciones del desgaste también se han inducido mediante 1la
inyeccidn de Strentocogeus sp, asi  como pulisac;rtdos de esta
bacteria de los grupos A,B,G vy F (4) vy Bacillug pubtilis. Otros
estudios revelan que una enfermedad similar se puede producir
cusndo se inyectan bacterias Gram-negativas como Egcherichia geli
y micobacterias como Mycobacterium tubgrgulogjs.



En el Laboratorio de 1Insunclogia del Departasento de
Biologla donde se realizé esta tesis también se ha provocado la
aparlcn’)n del sindrome del desgaste en varias cepas de ratones
inyectados intraperitonealmente con Staphvloccus aureus msuertos
por calar (25). Los resultados obtenidos han revelado, ademis,
que tanto los animales de la cepa CD1, como los ratones Balb/c vy
C3HeB/Fed pueden presentar el cuadro clinico coepleta y las
principales manifestaciones inmunolégicas (23). 8in embargo, los
animales de la cepa C3IHeB/FeJ resultaron mis sensibles que los de
las otras dos. Esta sayor susceptibilidad se aexpres® por una
elevada tasa de sortalidad y por una persistencia de la depresion
en la sintesis de anticuerpos que se prolongd mas alla de tres
senanas despuds de haber terminado la induccion del sindrome (24},
cuando los ratones CD1 desgastados ya teni{an una respuesta humoral
superior a 1la normal die: d as desputs de terminar el perfodo

inductivo.

1.2. ALTERACIONES ASOCIADAS AL DESGASTE

El sindrome del desgaste es una enfereedad experimental que
tiene tres wmanifestaciones principales 31 1) retraso en el
crecimiento y desarrollo de los animales, 2) depresi6n de la
respuesta de anticuerpos y 3) susceptibilidad a infecciones por
sicroorgQanismos oportunistas. Todo escto puede provocarse en e}
labaratorio utilizando diferentes procedimientos (2&) y, segdn la
técnica seleccionada, la enfermedad puede <ser de caracter

transitorio o definitivo.



A continuacion se presenta un resumen de los principales
sintomas y alteraciones patolégicas que se han descrito en 1los
animales con el saindrosme dal desgaste (27) :

1) Daflos corporales :

=inhibicién y disminucidn prograsiva del crecimientao,
-pastura encorvada
-adelgazamiento de la piel,

-disminucién de la grasa subcutiAnea,
-~alargamiento de las orejas y la cola,

-y pelo ralo,

2) DaMos en el tejido linfoide 3
~atrofia de médula dsea, con necraosis focales
-atrofia del timo,
-atrofia de ganglios linfaticos,
—-aumento de tamafio del bazo, con necrosis focales,

~-linfopenia en sangre periférica,

3) Alteraciones glandulares @
~atrofia de tiroides,
~desarrollo incompleto de las glandulas salivales,
-lesiaones en la corteza de las suprarrenales,

~dagranulacién de las células aciddfilas (hipadfisis),

4) Alteraciones seruales :

~ausencia de caracteres sexuales secundarios en los
animales de sexo masculino,
-espermatogénesis incompleta,

—Sﬁterilidaa en los dos sexos,

15



5) QOtras alteraciones :
~focos de necrosis en el higado,
~reduccion del mimarc y &1 tamaNo de los hepatocitos,
-asteoporosis,
-desarrollo incompleto de los rileone-,
-anemia microcitica,
~diarreas hemorrigicas.
La freruencia cun la cual se presentan estas alteraciones
varia segon el procedimiento utilizado para 3nducir el sinadrome,

la edad del anisal, especie, cepa, sexo, etc (28},

E] sindrome del desgaste es una ineunodeficiencia secundaria
que puede pravocarse experimental;ente mediante la administracidn
intraperitoneal de wvarios productos bacterianos. Las estudios
realizados hasta ahura en los laboratearios de investigacion del
Departamento de Biologla de la Facultad de GQuimica han confirmado
que, a pesar de la gravedad de las lesicnes wmacroschpicas en al
timo, &1 bazo y los ganglios linfaticos, los animales desgastadas
selo tienen deprimida su respuesta de anticuerpos contra antigenos
tino-dependientes (22) y no puedan volverse tolerantes a las
antligenos administrados por via oral (24). El episadio se ha
considerado transitorio porque, dos semanas despuds de haber
terminado la induccieén del stndrome, los anisales desgastados
recuperan la imagen histoldgica y 1 peso normal del timo (29) vy,
aparentemante, contintan su vida en uma forma indistinguible a 1la
de la; ratones sanas. No se han estudiade la cvolucien y el

prondstico de la pérdida de la tolerancia oral.
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Se han propuesto varias hipotesis para explicar las
difarentes wanifestaciones del «indrome. Las investigaciones
realizadas al respecto pressntan resultados sugestivos de que la
inmunodeficiencia de los animales desgastados aparece como una
tonsecuencia de varios eventos sucesivos gue parecen tener una

relactién causa-efecta,

Prabablemente, 1o primerc que sucede despuds de Ja
inoculacidn de los productos bacterianas en el peritones es la
estimulacidn de las celulas fagocliticas, como los macrdfagos y las
monocitos. Despuss de esta estimulacidn, las células liberan
al extertor una cantidad exagerada de ciertas citocinas gque
alteran los sistemas i1nmunomoduladores de Jos animales. No parece
praobable gue las exotoxtnas de los estafilococos gpuedan tener
alguna relacidn con la aparicién de las principales alteraciones
inmunoidgicas del desgaste ya que la suspension de las bacterias
se calienta a 120° € antes de inyrctarse. Lta principal
alteracidn inmunclogica de los animales inyectadns con
estafilococos muertos cansiste en una depresidn de la sintesis de
anticuerpos. Ee¢ razanable suponer gue algunas otras actividades de
las o®lulas linfoides ineunocampetentes también pueden estar
alteradas. Comp una consecuencia de este trastorna  inmunolégico
pasajera, las bacterias comensales encuentran una opaortunidad para
diseminarse hacia diferentes tejidos wutilizando adiversas vias
{vena porta. capilares linfaticos) y, una vez mis, nuevos
productos bacterianas como las endotoxinas van a estimular a las
cétules fagoci ticas para que continden sintetizando y libarando

citocinas, Todos estos wmediadares se reconocen camo los



1 esporeables del estado "tdxico® del individuo infectado (30).
Existe evidencia experimental que prueba como algunas de las
citocinas liberadas por los wracréfagos pueden alterar las
funciones de los linfocitos T (31) y B (32). La adainistracion
experimental de estas citocinas aen anicales sanos puede
provocarles un desgaste fisico que termina en caquexia (33). Es
probable que, durante el curso de las enfermedades desgastantes,
también se alteren las concentraciones tisulares de algunos
elewentos traza, como el zinc. Existe literatura (34) que
refiere cémo la deprivacién de este elemento en la dieta, puede
provocar la aparicién de un desgaste flisico e ineunologico similar

al que se estudia.

De todos wmodos, después que terminan de aplicarse las
inyecciongs intraperitoneales de bacterias muertas, aparantemente
los anisales desgastados vuelven a tener el misso apetito de los
animales control, weoejoran su alisentacidén y pueden presantar un
sl ndrome de recuperacion similar al! que se observaria en un
individuo convaleciente de una infeccién grave. La Gnica
diferencia consistiria en que, en el modelo experisental, el
animal se desgasta como si estuviera infectado, cuando en realidad
96io se ha inyectado con una suspensidn estéril de bacterias

muertas.

Las hipstesis en favor de que la diseninacidn de Jlas
enterobacterias comensales es el evento crucial al cual se le
pueden atribuir las principales manifestacicnes del desgaste, se
encuentran apoyadas en los resultados de varios experimentos que

@ han realizado en anisales libres de wmicroorganismos o que



estan sometidis a un tratamiento con antimisticos. El sindrome ael
desgaste no se ha podido reproducir en ratones que, ademds de las
inyecciones intraperitoneales de estafilococos, reciben cirertas
dosis de terramicina (35 y 21) o neomicina (3) por via oral. Ast
&isea, e)l esguesa de las inyeccionas intraperitoneales propuesto
por Ekstedt (19 ) tampoco puede provocar el desgaste de 1os
animales cuando estos se encuentran en condiciones libres de
microorganismos (4). Al aplicar otros procedimientos diferentes
para la induccién del mismo i ndrome, por ejemplo la timectomta,
también e ha observado que los animales en condiciones axénicas
no presentan el cuadro clinico caracteristica de la enfermedad

5,

Todos gstos resultados se obtuviaron en la década de los
aNos 1960-1970. Sin esbargo, recientemente ha resurgido un
interés por estudiar el comportamiento de la flora de
enterobacterias comensales en personas y animales que aestan
sometidos al efocto inmunosupresor de varios factores. La mayorta
de los trabajos publicados scbre estos aspectos de la i{nmunidad
han mostrado claramente que al disminuir la inmunocompetencia
auaentan las posibilidades de qQue se presente una
translocalizacidn de enterobacterias (36). En  los animales
ineunosuprimidos se ha podide demostrar que las bacterias
localizadas normalmente en el intestino se translocalizan hacia
los ganglios mesentéricos (37). Los mecanismos mediante los
cuales ocurre esta diseminacién de enterobacterias se han
estudiado ampliamente (38). Ast mismo, se ha encontrado que la

depresion de la respuesta  inmunitaria parece ser la principal



causa (aungque no la O0nica) de translocalizaciones de la flora de
bacterias comensales (39). Todos estos trabajos se han recibido
con mucho interés porque las bacterias 6Gram-negativas son las
responsables de una buena parte de las infecciones que coaplican
la evolucion de los pacientes inmunosuprisidos, particularaente

los cancerosos (40) y los desnutridos (9).

El modelo estudiado tiene la particularidad de gque utiliza
el procedimiento ais natural (los productos bacterianos) para
inducir la inmunodeficiencia o ¢l desgaste inmunologico. Por esta
razen, este modelo estudiado permite medir en una forma ais fiel
las alteracionss que ocurren en las relaciones del hospedador con
su flora de bacterias comensales. Por otra parte, los animales
desgastados no se pueden considerar coao ejecplos de infecciones
provocadas exparimentalsente, ya que los indculos
intraperitonesles son eateriles. Aungue estin inaunosuprimidos
sistdaicamente, los anisales desgastados no estdn en las sissas
condiciones qua aguellos otros que reciban radiaciones a
quimioterapia. Estos Gltimos han sido los procedimientes
flsico-quimicos mis agresivos que se utilizan con siycr frecuencia
para provocar tanto al desgaste de los animales ceao la

translocalizacion de las bacterias (11).

Todos los comentarios anteriores, eds la elaevada frecuencia
que tienen las infecciones @n las personas ineunodeficientes o
inaunosuprinidas, avalan la importancia del sodelo experimental
que se estudia. Inicialmente se coeprobs que los animales
desgastados presentaban una depresidn importante de la sintesis da

anticuerpos (41). Este hallazgo y la observacisn del timo
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atrafico sirvieron para la caracterizacién 1nmunologica del
sindrome y para proponer gque, posiblemente, los animales
desgastados eran extraordinariamente susceptibles a ias
infecciones, Otros resultados (24) sugieren que la patologia
inmunolégica pumde ser mas amplia y que probablemente incluye
alteraciones de la inmunidad Qque depende del tejido linfoide

asociado al tubo digestiva.

1.3. INMUNOPATOLOGIA DEL SINDROME DEL DESGASTE

lLas lesiones mAs importantes se han encontrado &n la médula
é6sea, los drganos linfoides primarios o secundarios y en varias
glandulas del sistema enddcrino (27). Cuando el sindrome del
desgaste fue provocado mediante la induccion de una resaccidén GVH,
algunos investigadores (42) observaron que los animales
presentaban lesiones importantes en la mucosa del tubo digestivo,
las cuales se consideraron como un dafo indirecto o accidental de
la reacctén. Pero algunos trabajos mas recientes (43) han
demostrado que en 21 curso de las reacciones GVH aumenta la
praduccien de un  factor caquectizante o© TNF, particularmente

cuando los animales se exponen a las andotoxinas y, ademids, que la

caquectina {factor necrosante de tumores) administrada
experimentalmente puede provocar una necrosis  intestinal en
animales de laboratorio (44). Las lesiones dal intestino

causadas por la liberaciédn de caquectina parecen estar mediadas
por la activacidn del sistema complementc y estin potencializadas
por lea interaccidn del TNF con las endotoxinas de las bacterias
Gram-negativas. Todas estas observaciones spoyan la idea de que
el animal desgastade presenta una profunda alteracion de su

control inmunolégico sobre la flora de bacterias comensales que se
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localizan en el tubo digestivo. Los resultados de estas
alteraciones inmunplégicas y las bases moleculares de las lesiones

que dependen de ellas apenas se comienzan a estudiar (45).

Segun algunos autores que s& han ocupado extensasente de
astudiar las alteraciones del sistema endScrino en los animales
desgastados (27), el s!ndrome consiste en la expresién de una
alteracién en las interrelaciones que norsalsente existen entre
los sisteeas inaunitario y neuro-~enddcrino. Segun ellos, por esta
razdn ha sido tan amplia 1la patologia encontrada. Se ha
considerado que el sindroee del desgaste viene a ser un modelo de
las anormalidsdes que se pueden presentar en las interacciones que
narmalmente ocurren entre el timo y las difarentes glindulas del
sistesa enddcrino. El ataque a la integridad anatdmica da) timo,
a su crecimiento, diferenciacidn de sus células y expresidn de sue
actividades biolégicas, constituyen un prerrequisito bssico para

fque aparezcan las principales manifestasciones del desgaste.

2.4, EFECTO DE LOS PRODUCTOS BACTERIANOS SOBRE LA INMUNIDAD.

El 1ipido A contenidoc en todas las wendotoxinas puede
provocar la mayoria de los efectos que anteriorsente se atribufan
a estas suhstancias (456). Sin eambargo, actualmente se sabe que los
LPS de 1las bacterias Gram—-negativas son realeente productos
atoxicos, incapaces de dafar £ yitro las células de varios
cultivos. tas manifestaciones "téxicas" que se presentan
después de una inyeccidn de LPS se deben a la interaccidn de estas
substancias con receptores de mambrana de cé¢lulas Ffagociticas,

particularmente macrdfagos, can la consiguiente liberacién al



espacio extracelular de una serie de citocinas (47). El uso de
anticuerpos monoclonales para bloguear estas substancias inhibe la
aparicion de las principales manifestaciones del choque inducido
por endotoxinas (48). Entre las citocinas responsables de las
principales manifestaciones del choque endotéxico, la mAS
estudiada ha sido la caquectina que también se conoce con el
nombre de factor necrosante de tumores. Una inyeccion de
endotoxinas o de cagquectina puede causar un grave dafio celular del
endotelio, fiebre, activacion de la cascada de la coagulacisn,
activacién del sistema del complemento, hipotensién, hipoglucemia,
granulocitopenia, trambocitopenia, espasmo artarial, anaxia,
acidosis laActica, edemas, degranulacién de células cebadas,
activacién de la via hexosa monofosfato, inhibicion de la
quimiotaxis, qgeneracién y liberacidn de radicales dal 16n
superdrido, liberacién de enzimas hidrolfticas, activacién de la
cascada del Acido sraquiddnico con produccién de prostaglandinas,
tromboxanos y leucotrienosy coagulacién intravascular disesinada,
agregacidn de plaguetas, contraccion de sdsculo liso, necrosis de
piel, sangrado intestinal, choque y muerte (33). Entre estos
efectos se incluye, ademds, la hipoplasia de 1la glandula timo
{49}, linfopenia y gQrados variables de una inmunosupresion que se
puede complicar con infecciones sobreagregadas. En este daltimo
caso, la condicién clinica se agrava a causa de que cada episodio
infecciaso representa la diseminacién en el organismo de8 una nueva
carga de productos de origen bacterianos que vuelven a estimular a

los macré fagos.

Las endotoxinas de los Gram-negativos no son los -@nicos

productos bacterianos que tienen una actividad biolégica deletérea



para los aorgamismos vertebradas, Asy por eleaplo, se ha
observado que algunos cosponentes de las bacter:as Gram-positivas
pueden praovocar transtornas inmunolédgcos similares a los causados

por los LPS (20).

El peptidoglicano o mureina % un coemponente comin en la
pared celular de todas las eubactarias, principalsente las
Gram—pasitivas. ta mureina inyectada experisentaleente en
animales de laboratorio interactda con el sistema complemento y lo
activa induciendo alguros de 1los principales sintosas de la
snfarnedad bacteriana (51). La mur2ina es también un  activador
policlonal de los linfocitos Ty B (352), asi como un potente
i nmundgeno. Sus subunidades (muramil dipaptido, pentapéptido.
pentaglicinas) son substancias pirogénicas, producen lesionhes
inflamatorias en la piel, inhiben la liberacién de cininas y la

quimiotaxis de PMN,asi coso activacién de macrofagos (530,

La bacteria Gram—positiva §Staphylogoccus ayreus contiene,
ademds del peptidoglicano, otras substancias que tasmbjen tisnen
actividadew biolégicas susamente importantes. Entre ellas se
pueden mancionar laos Acidos teicoicos, la proteina A, varias
enzimas extracelulares y otras tantas exotoxinas. Los acidos
teicoicos son activadares paliclonales de los linfocitos T y B.
Ademas, puedan ausentar la quimiotaxis de los PMN que
reqularaente dapende de la activacién del sist.e-a coaplemanto
(S54). La Proteina A también es un mitdgenao i1naspec! fico de los
linfocitos Ty B (535 que, ademks, puede activar el sistema
conplemento y aumentar la quimiotaxis de los FMN  (54), aunque

otros autores bhan inforsado que también interfiere can la
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fagocitosis y la opsonizacion, lo mismo que las capsulas
polisacari dicas (57).

Existen varios inmunoestimulantes mis de origen bacteriano,
tales como el PPD, ltas lipoprotetnas de 1los Gram-negativos, la
protef na asociada al lipido A, un mitégena de la pared celular de

Listerig, un mitdgeno asislado de Nogardia y varios mas (S57),

1.5. TRANSLOCALIZACION BACTERIANA,

El sistema inmunitario asociado al tubo digestivo funciona
comn una barrera defenstva que normalmsente impide la salida de las
enterobacterias a travées de la mucosa intestinal. Existe una
gran cantidad de trabajos que demuestran como la inmunidad
intestinal no permite la diseminacidn de las enterobacterias y
fimita la consiquiente colonizacion de la sangre y de los d&rganos
localizados en la cavidad ahdominal (12, 36, 37, 38, 59, &0, 61).
Sin embargo, se¢ ha demostrado que, bajo ciertas condiciones, las
enterobacterias rcoransales del tracto gastrointestinal pueden
evadir la respuesta inmupitaria de secrecién a nivel de las
mucosas, atravesar el epitelia intestinal, llegar a las ganglias
linfaticos mesentédricos (GLM) y, desde a&lli, diseminarse hasta
colaonizar varios &rganos de la cavidad abdominal. Este cambio
de habitst que pueden precentar las bacterias comensales del tubo
digestivo se ha denominado Translocalizacioen Bacteriana (12, 36,

37, 58, 59, 40, &1).

La translacalizacisn de las entercbacterias puede ser
provacada por una gran cantidad de factores. Entre los mas
estudiados se encuentran el rompimiento del balance que

normalmente existe entre los diferentes miembros de la flora
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habitual del 1notestino, la ruptura fisica, por trauma o
endotoxem:a que estisula la produccion de INF, oe la barrera
anatémica que forma la mucosa intestinal y, finalmente, el
comprosmiso, deficiencia o supresién inounoldgica del hospedero

{58} .

Numerosos trabajos realizados sobre pacientes y anisales de
laboratoriac han confirmado quelas deficiencias dal sistema
inmunitario asociade 21 tubo digestivo se acompafan de una péardida
de la barrera inaunolégica, la cual detiene la disemipacién de las
bacterias comensales. Se ha observado que en lps individuos
sometidos a cirugla, cancerosos, traumatizados © con quemaduras,
las defensas insunologicas disainuyen en la misaa medida que
aupenta la translocalizacién bacteriana (58;. Esta situacien se

®mncuentra agravada cuando axiste una desnutricién asociada (9).

Las bacterias intestinales translocalizadas generalmente se
escapan por via linfitica y utilizan los BLM como una primera
estacion despuds de haber cruzado la barrera de la mucosa (59).
En realidad, mAs que una estacidn, los ganglios eesentéricos
repraesantan barreras inounoldgicas sacundarias, tanto o mhE
efectivas pue el tejido linfoide de las mucosas. Los ganglias
linfaticos del mesanteria san ¢rganos secundarios del aistema
irnmunitario y contienen tanto nacrofagos fijos como linfocitos T y
b. En los ganglios ewsentéricos, las bacterias se@ pusden
guedar, estacionadas o detenidas, durante un cierto tienpo o
puedan continuar su escape hasta disewinarse hacia otros organos
de la cavidad abdominal o, incluso, llegar a la circulacion. El

grado de competencia de las células de los ganglios va a resultar
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un factor critico en 1la evolucidn que van a tener las

enterobacterias que acaban de abandonar la luz intestinal.

Numerosos investigadores han realizado una gran cantidad de
estudios experimentales con el obfetivo de encontrar el a las
mecanismos inmunolédgicos que, al detertorarse, facilitan la
translocalizacion de las enterobacterias. Lamentablemente, no
existe uniformidad en los resultados a causa de que los modelos
animales no han sido similares (37, 38, &0). Una parte de los
autores destacan la importancia de las lesiones o la extirpacién
del timo como las causas mis evidentes de la translocalizacién
{36). Alqunos da estos trabajos se han realizado utilizando
ratones mutantes daesnudos (nu/nu)  congénitamente atimicos (62).
Otros autores han encontrada que las enterobacterias pueden
utilizar los macrédfagos moviles como vehiculos para desplazarse
por via linfatica (3&). Esta observacion sugiere que, de ser
ast la forma de diseminacién, estas células fagociticas deben
tener un grave trastorno en sUS actividades bactericidas
finalmente, existe otro grupo de autores qua han encontrado una
franca relacién entra la translocalizacion bacteriana y los
defectos de las respuesta de anticuerpos, particularmente las de
secrecién (61). Algunos de los resultados mencionados tienen
una gran importancia para el presante trabajo de tesis
experimental, porque los animales desgastados a causa da  las
inyecciones de estafilococos muertos tienen una atrofia timica, un
profundo compromise &8n su capacidad para sintetizar anticuerpos vy
un trastorno del tejido linfoide asociado al tubo digestive (34).
Esta ultima alteracion se ha demostrado al comprobar que el

desgaste se acompalia de una pérdida de la capacidad para inducir
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un estada de tolerancie contra antigenos administrados por via

oral (24).

Otra parte importante de los trabajos sobre las causas de la
translocalizacion bacteriana sehan orientado a Cestudiar
diferentes aspectos microbiologicos que parecen influir en el
inicio y 1a evolucién del eventa. Los estudios bacteriolégicos
han sido muy importantes porque la translocalizacién bacteriana es
el origen de diversas infecciones que ponan en peligro la vida de
las personas (60, 63). Genaralsente, las infecciones por
entaerobacterias que se translocalizan sehan encontrado en
pacientes inmunocomprometidos, tales como cancerosos o leucémicos,
especialmente durante la quimioterapia que les puede causar graves
granulocitopanias (11, 60). Asi misamo, la translocalizaciéon de
entarcobacterias cobra numerosas vidas en los pacientes que han
sufrido quemaduras graves y extensas, ya que el estress flsico
provoca un debilitamiento del sistema inmunitario. Deitch vy
colaboradores (58, 60, 63) opinan que las infeccionas de astos
pacientes y la posibilidad de que se coaviertan en septicemias
dependen, en un alto grado, de la virulencia que pueda expresar
uns bacteria translocalizada. Jarret (44) también opina que la
translocalizacién bacteriana aumenta su gravedad en la medida que
la microflora autéctona intestinal se ve quebrantada o reducida,
Existe una abundante evidancia clinica en favor de que @l
intestino es el principal reservorio de los microorganismos
causantes da las infecciones sistémicas (&3). Entre las
diferentes bactertias Gram-negativas del intestino, Esgheraghia
€0l parece ser la mids importante (63, 45). Varios estudios

realizadags en humanos a quienes se les tomaron auestras de los
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ganglios linfaticos mesentsricos, en el cursae de laparotomtas

exploratorias a causa de obstrucciones intestinales, revelan que
Egchgrichia cpli es la bacteria que, en estos casos, se

translocaliza mis frecuentemente (63).

Wells y colaboradores (65) han propuesto que las bacterias
intestinales tienen una tendencia a translocalizarse desde el
tracto gastrointestinal hacia los ganglios mesentéricos y que esto

lo hacen comn una especie de mecanismo defensivo en aquellos casos

en que existan condiciones adversas en su habitat natural, Tal
seria el casn de Escherichia cpl) sensible a 1la estreptomicina.

En ratones sanos que reciben un tratamiento oral con este
antibidtico se ha encontrado Escherichia goli en los cultivos de
ganglios mesentéricos, mientras que los ganglios de los animales
de la misma cepa que no recibieron el miemo antibistico no dieron
cultivos positivos (&65). En bas# a estos resultados se ha
propuesto  que Escherjchia ggli Aautéctona sensible a la
@streptomicina, es una bacteria que se translocaliza como un
mecanismo defensivo para escapar de la accién del antibiotico que
se administra por via oral. En este mismo oxperimento se
pudieron obtener cultivos positivos en los cuales crect an cepas de

Eschegrichia cgli que eran resistentes a la estreptomicina (65).

Otros autores han propuesto un punto de vista diferente
ralacionado mis bien con la resistencia y no con la sensibilidad a
un antibidtico determinado. Sus experimentos han permitido
afirmar que, duspusis de la administracion oral de un antibidtico,
resultan eliminadas ciertas cepas de bacterias autdctonas que no

puaden resistir el ataque antimicrobiano (61). En estos casos
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se puede ubservar un sobrecrecimiento de las bacterias que no  son
atacadas por el antibiodtico, con 1o cual se puede gensrar un
desequilibrio en las proporciones habituales de la flora coaensal
con la consiguiente alteracién de la mucosa Yy el escape o

translocalizacidn de las bacterias que predoainan (&1).

Dtras hallazgos experimentales parecen indicar que la
translocalizacion es un evento sultifactorial. Al por ejeeplo,
cuando se diseftan experisentos sn los cuales actdan das o mas
factores que Facllltan‘ la translocalizacién, se ha podido observar
que aumenta la disesinacién de las enterobacterias desde el
intestino hacia los ganglios mesentéricos (58, 61). Este @s el
caso de los ratones desnutridos que tienen deprimida su
competencia insunalogica pera quae, sin embargo, solamente van a
presentar una translaocalizacison bacteriana cuando son inysctados
intraperitonealsente con Exchmrichia goli o con endotoxinas y
cuando s« les provocan quasaduras en la piel (58). Los autores
opinan que probablemente cada uno de estos tratamientos, por sf
.solos, no pueden prosover la translocalizacién de las
entercbacterias. 8in sabargo, cuando se coabinan varios de ellos
entonces £l resultan positivos los cultivos de los ganglios
mesentérigos (38, 61). No obstante todos estos experimentos vy
opiniones, parece prudente considerar la posibilidad de que
todavia no se han aclarade coapletamente los principales

mecanismos responsables de la translocatizacién (61).

Los resultados de algunos experimentos sugieren que la
translocalizacion bacteriana obedece a diversos mecanismaos y que

no todos ellos pueden ser tan evidentes como el coapromisao



inmunolsgico de una persona cancerosa o con quemaduras extensas.
Asl por elesplo, Garlington y Berg (37) han encontrado que cuando
un grupo de ratones libres de microorganismos se inoculan
intraperitonealmente con Esgherichia coli, en ellos se pueden
sncontrar bacterias translocalizadas hasta (12 df as después de las
inyacciones. Aparentemente, en los ratones libres de
microorganismos o gnotobisdticos, se encuentran reducidos algunos
secanismos activos que normalmente inhiben la translocalizacién de
bacterias desde el intestino bhacia los ganglios mesentéricos.
Los westudios realizados sobra el tejido linfaide del tubo
digestivo de los ratones parecen confirmar este punto de vista
37). Se ha podido encontrar que en los ratones gnotobidticos
axiste una disminucién del mimero de linfocitos vy células
plasmaticas que normalmente deben existir en la mucosa intestinal.
El tejido linfoide es muy abundante en los ratones sanos que
tienen la flora bacteriana intestinal convencional.
Probablesente por esta razén, mientras se mantienen normales,
pueden impedir radicalmente cualquier intento de diseminacion de
las bacterias desde ®1 intestino hacia los ganglios. Estos
resultados apoyan la importancia que tiens la conservacién de la
flora de bacterias comensales como una fuente continua de
estimulos antigénicos que mantienen el desarrallo y la compotencia

del sistema inmunitario asociado al tuba digestivo.

Loa estudios que se realizaron posteriormente, demostraron
sin ningdn lugar a dudas, que al administrar antibiéticos por via
oral se alteraban las proporciones de las bacterias comensales y
sa favorect an los fandmenos oe translocalizacison da

microorganismos. Berg (12) informd que sl un grupa de ratones
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sanps se inoculaban  intraperitonealmente con Egcherichia gplg,
Kigbsiglla gpheumpniae o Peeudomonas aeruygiposa Y enseguida
recibi an un tratamiento con bacitracina y estreptomicina, se podta
comprobar la translocalizacién de estas bacterias bacia los
ganglios mesentéricas. Segdn este autar, la flora de bacterias
habituales del tubo digestivo establece un antagonisao que impide
la proliferacién y la translocalizacién de otras bacterias como
las que se inyectaron a los ratones (12). Al administrar un
tratamiento con antibidticos se rompe el equilibrio ecologico del
intestino y entonces ocurre una sobrepoblacién con ciertas
bacterias resistentes (45). Aparentesente, @1 predominio de
astas bacterias que antes de administrar los antibidticos podian
tener restringidas sus tasas de’ crecimiente, es un factor
sumamsente 1importante en el inicio de— la digeminacién de
aicroorganissos hacia los ganglios mesentericos. Segin la
especificidad de 108 antibiéticos que se administraron a 1los
ratones, e posible observar un incrementc o una disminucion de la

translocalizacidn de ciertas bacterias (12).

Se han realizado atros experisentos imsportantes «n
animales a los cuales s@ les induce exparimentalmente la formacidn
de abscesos intraabdominales. Yales abscesos sae forman como una
consecuencia de fendmenos de translocalizacidn bacteriana (66).
Al estudiar los microorganissos contenidos en los abscesos se pudo
observar que era una mezcla de especies anaerobias y facultativas.
Cada absceso contenla un promedio de 4 a 5 especies de bacterias
diferentes, todas ellas procedentes del tubo digestivo.

Praobablemente esto se dehia a que la perforacién intestinal no as



un prerrequisito 1ndispensable para que las bacterias 1niclen la
formacién o colonizen un absceso abdominal (59). Los resultados
anteriores confirman observaciones previas obtenidas de los

cultivos practicados a pacientes con enfermedades crénicas.

A pesar de que el intestina de los roedores contiene cientos
de especies de microorganismos, lasm bacterias aisladas en los
abscesos intraperitoneales son similares a las que se ban
desostrado durante la induccién de fendmenos de translocalizacién
en ratones de laboratorio (66). En un ordan decreciente de
frecuencias, las bacterias gque mis se translocalizan han sido 1los
“enterococos™, Escherjchia goli, Staphvlococcus spp, Streptococcus

spp, lactobacilos y Proteus spp.

Owens y colaboradores (36) han estudiado las lesiones
provocadas por los abscesos intraperitoneales y han destacado la
importancia que puede tener el denso infiltrado de células PHN
comn un mecanisso que no solamente es defensivo, sino también
facilitadar del transporte de microorganismos desde el tubo
digestiva hacia el sitio donde sa encuentra el absceso. Después
de un desequilibrioc en las proporciones de las bacterias
intestinales, las células PMN podrian haber fagocitado las
hacterias predominantes y, posteriormente, transportarlas hacia la
cavidad intraperitoneal (38). Al ocurrir la muerte de 1los
leucocitos PMN, las bacterias que aun continuaban vivas serfan
liberadas e iniciarfan su multiplicacidn fuera del intestino de un
animal que no puede defenderse adecuadamente | porque tiene

comprometida la respuesta del sistema inmunitario (36).
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Las razones por las cuales es tan limsitado el nisero de
bacterias translocalizadas, es oOtro aspecto que tasbién lohan
estudiado diversos grupos de investigadoraes (59). Opinan que
este fendmeno puede depender a varias causas 3 1) sxisten algunas
bacterias que se transfieren fuera del intestino mis facilmente
que otras; 2) generalmente, las bacterias que se transfieren san
parasitos intracelulares facultativos; 3) la cantidad de bacterias
translocalizadas tiene una relacién directasente proporcional con
el grado de compromiso ineunolédgico del animal y, por lo general,
comienza a ser evidente 24 horas desputs de pravocar un daffo en el

sisteaa inmunitario.
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CAPITULO 2 PARTE EXPERIMENTAL

2.1. MATERIAL
2.1.1. ANIMALES.

Se utilizaron 213 ratones cDi, recién nacidos,
proporcionados por el Bioterio de 1a Facultad de Ouimica., Los
animales estuvieron con sus madres hasta el momento del destete,
cuando cumplieron 21 dlas de edad se alimentaron en la forea

convencional, con Purina y agua ad libitum.

2.1.2. BACTERIAS.

Para inducir la enfermedad del desgaste se utilizd la cepa
de Stephylococcus aureus ATCC 4538, que fue proporcionada por el
Cepario del Departamento de Biologta de la Facultad de Quimica vy

s@ cultive en medio BHI.

2.1.3. ANTIBIOTICOS.

Se wutilizaron dos antibidticos. La estreptomicina fue
proporcionada por los Laboratorios LAKESIDE, en viales que
contendan | gr y s@ preparsd solublizindola en agua de la llave a
una concentracién de 1 g/l.. Este antibidtico se administré por via
oral a los ratones de varios subgrupos experimentales durante los
primaros 15 df as de la induccién del desgaste. La ampicilina fue
proporcionada por los laboratorios BRISTOL, en viales que

contentan 5 gr y se prepard solubilizindola en agua de la llave a



una concentraci1dn de 500 sg/L. Este segundo antibiotico también
@ adainistrd por via oral, durante los siguientes 15 dias hasta
el final de la 1nduccién del desgaste, a los ratones de los mismos

grupos experiasntales que hahian recibido la estreptoaicina.

2.2. DISEND DE LOS EXPERIMENTOZ

2.2.1.INDUCCION DEL. SINDROME DEL DESGASTE.

Los ratones recién nacidos se separaron en tres grandes
Qrupons. Los 99 ratones del grupo-I recibieron las inyecciones
intraperitoneales cada tercer dia de estafilococos suspendidos en
solucidn salina, desde @l wmomento de su naciaiento hasta las
culiru semanas da edad. t.os 60~ ratones del grupa II ws6lo0
racibleron inyecciones intraperitoneales de solucién salina y los
54 animales del grupo IIl no se inyectaron. Todos se pesaron

diariamente.

2,2.2.ADMINISTRACION DEL. ANTIBIOTICO.

Desde el momento de su nacimiento, los anmimales que sehabfan
incluldo en cada unc de los tres grupos asencionados sesepararon
en dos subgrupos (A Y B). De este moda, los 213 animales del
experimento quedaran divididos en 6 subgrupos. La identificacién
de cada subgrupc se lleww a cabo utilizando las siglas
correspondientes. Asi por ejeaplo, subgrupos I-A y I-B, 1I-A vy
11-8, 111-A y 1I1-B. Los ratones de los tres subgrupos A se
tolocaron con sut respectivas madres en cajas 2 las cuales se les
adaptaron botellas que contenlian el agua de bebar mis el
antibiético seleccionado (estreptomicina durante los primeros 15

das y ampicilina durante los 15 df am restantes). En cambio, los
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ratones de los tres subgrupos B se colocaron con sus wmadres en
cajas cuyas botellas solamente contentan el agua de beber sin
antibiéticos. Tanto en las cajas que contenian 1les animales de
los subgrupos A como &n las de los subgrupos B, las madres se

retiraron cuando los ratenes tenian 21 dias de edad.

2.2.3.ESTUDIO DE LA TRANSLOCAL IZACIGN BACTERIANA,

Una vez que los ratones cumplieron el mes de edad,
sesepararon nuevamente al azar, ahora en dos sub-subgrupos ("c" e
") . Las ratones de los sub-subgQrupos “c” se sacrificaron
cinco dias wmas tarde y ge utilizaron para obtener, bajo
condiciones de asepsia, el higado, el bazo y los ganglios
mesentéricos. Se cultivd un macerado de estos drganos durante 24
horas a 37°C en Caldo ce Tripticasa Soya. Posteriormente se
practicd una resiembra a tres wsedios de cultivo diferentes
(gelosa-sangre, EMB y S110) y nuevamente los medios se incubaron

durante 48 horas a 37°C.

2.2.4,ESTUDID DE LA RESPUESTA DE ANTICUERPOS

Laos ratones restantes, que formaban parte de los seis
sub-subgrupas "i®, se utilizaron para estudiar la respuesta de
anticuerpos contra un insundgeno convencional. Con este fin, 3 a
5 dias despuss de cumplir los 30 dias de edad, todos se
inmunizaron intraperitonealmente con una sola dosis de 0.1 ml de
una suspension <o GRC al 15% en solucisn de Hank. Los ratones
parmanecieron en sus resp.ectlva: cajas 5 dias mis hasta el momento
de su sacrificio para obtener el bazo y llevar a cabo una cuenta
de células formadoras de anticuerpos anti—-GRC, de acuerdo a la

técnica descrita por Cunninghan (67).
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SUBGRUPC  INYECCION ANTIBISTICO CULTIVO DE INMUNTZACION

1w POR V1A ORGANDS CON GRC
ORAL. HACERADOS
I-A ¢ S. aureu + - -
I-A 2 S. aurgus + - +
1-B ¢ 8. aureus - + -
I-B i S. aurgus - - 4
1I-A c s€1 +* + -
II-A { 881 + - +
11-B ¢ 551 - + -
11-B i 831 - - +
I1I-A C - + + -
IIE-A § - + - +
111-B ¢ - - +* -
I1I-B i - - - +

TABLA 1, Explicacitn de las condiciones experimentales a las que
fueron sometidos los ratones de los 12 diferentes subgrupos.
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2.3. TGOS

2,3.1,PREPARACION DE LA SUSPENSION DE ESTAFILOCOCOS.

Los Staphvlococgus aureus se cosecharon y se lavaron tres
veces con solucién salina estéril, centrifugando a 2,500 rpm
durante 30 minutos. La suspensién se esterilizé en autoclave a
121°C durante 15 minutos. Posteriormente, la suspension de

? células/ml vy se

bacterias se ajusté nefalométricamente a 3 x 10
repartid en alicuotas de 100 m}! que se conservaron a 4°C en viales
previamente esterilizados. En el momento de utilizar las
suspensiones de bacterias muertas se realizaron varias pruebas de

esterilidad mediante cultivos en medios de tioglicolato y

Sabour aud.

2.3.2.PREPARACION DE LLAS SOLUCIONES DE ANTIBIOTICOS

La estreptomicina se solubilizd en agua de la llave a una
concentracidén de | gramo por litro y con esta solucién se llenaron
las botellas correspondientes a las jaulas de los subgrupos de
ratones que iban a recibir un tratamiento con antibioticos por via
oral durante los primeros 15 dias del experimento. La
ampicilina se solubilizd en agua de la llave a una concentracidén
de 500 mg por litro y se administro a los mismos subgrupos de
ratones, durante los 135 dias siguientes. Las dos soluciones se

preparaban cada tercer ia.
2,3.3.INDUCCION DEL StNDROME DEL DESGASTE

Este estudio se realizé utilizando 213 ratones CDI recién

nacidos. Desde el momento de su nacimiento, todos los animales
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se separaran en tres grupos que, a su vez, se dividieron en dos

subgrupas cada uno para coapletar un total de seis subgrupos.

Los 99 animales del Qrupo I se inyectaron
intraperitonealsente con 0.1 al de la suspension de astafilococos
muertos, que se ajustd previamente a S5 x 109 céliulas/ml, en
snlucidén salina isotdnica esteril. La primera dosis se
adninistro dentro de las dos horas siguientes al nacimiento y las
inyecciones siguientes se aplicaran cada tercer dia (tres veces a
la semana) durante cuatro semanas segin procedimiento que Esktedt
(i9)habla estandarizado para inducir la aparicién del «tndrome

del desgasta.

Los &0 animales del grupa 11 se inyectaron
intraperitonealsente con O.1 &l de soluclan salina isoténica
estéril. La primera dosis se adointstro dantro de las dos
primeras horas siguientes al naciaiento vy, posteriormente, la
misma dosis se aplics cada tercer dla (tres veces a la semana)

durante los Z8 dlas siguientes.

Tamhién formaron parte del experisento 54 ratones CDI sanos

de) grupo 111 que no recibieron ninguna inyeccidn intraperitoneal.

Los ratones de cada uno de estos tres grupas sesepararon
desde su naciaiento en dos subgrupos, A y B, segion se affadieran o
no antibioticos al agua de beber. De pste modo, los 213 ratones
quedaron separados de la siguiente forma en los seis subgrupos

siguientes
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1. Subgrupo I1-A 3 &5 ratones,
2, Subgrupo I-B 1 34 ratones,
3. GBubgrupo 1I-A 31 30 ratones,
4. Subgrupo 1I-B : 30 ratones,
5. Subgrupo III-A § 27 ratones,
6. Subgrupo 111-B : 27 ratones.

213 ratones

Como ya se explicd al describir s) diseffo del experimento,
cuando los ratones de estos seis subgrupos tenian aproximadamente
28 dias de edad y bhabla terminado la serie de inyecciones
intraperitoneales, se procedid a separarlos nuevamente en dos
sub-subgrupos ("c" e “i%) para estudiar las dos variables que se
hablan propuesta en el protocolo, tanto en los animales que
hablan presentado el sindrome del desgaste como en sus respectivos
controles, tratados o no con antibioticos. Una parte da los
animales utilizo para estudiar si el desgaste provocado por los
estafjlococos facilitaba o no la translocalizacién de bacterias
Gram-negativas desde el intestino hacia los ganglios mesentéricos,
bazo e higado. La otra parte sirvié para evaluar la competencia
del sistema immunitario y confirmar que la enfaermedad del
desgaste, inducida experimentalmente, disminuia 1la capacidad de

lus ratones para producir anticuerpos anti-GRC.

2.3.4.CULTIVO DE LAS BACTERIAS TRANSLOCALIZADAS

Cinco dias después de haber terminado las series de
tnyecciones intraperitoneales, los ratones de los seis
sub-subgrupos "c" se sacrificaron por dislocacién cervical e

inmediatamente, bajo. condiciones de estricta esterilidad, ge
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abrio la cavidad abdominal y se procedid a la extraccion de los

ganglios mesentéricos, el bazo y @l higado.

Los 4rganos se pesaron y disgregaron con equipo estéril dae
diseccién. Una cantidad constante de tejido de cada dérgano se
deposits en Caldo de Tripticasa Soya el cual se incubd a 37°%
durante 24 horas. Posteriormente, cada cultivo se resesbrd aen
Galosa Sangv;a, EMB vy 5110, wutilizando el método de la placa

vertida (68), por 4B horas a 37°C.

8a2'0

FIGURA 1. Dibujo que esquematiza la localizactén de los ganglios
mesentéricos, el higago y el bazo en la cavidad abdoainal,
abierta, de un ratén.
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2.3.5. INMUNIZACION Y RESPUESTA DE ANTICUERPOS

Cuatro o cinco di as después de terminar las inyecciones
intraperitoneales de estafilococos en los ratones a los que se
provocé el desgaste y en sus respectivos controles que solo
recibieron S51 o no fueron inyectados, se procedid a inmunizar a
91 animales de los sub-subgrupos *“i" utilizando una scla dosis de
0.25 ml, aplicada intraperitonealmente, de una suspensién de GRC
al 20X en solucidn de Hank. Cinco dias después de la
inmunizacion log ratonas se sacrificaron por dislocacién cervical.
Inmediatamente se procedid a abrir la cavidad abdominal de cada
animal para extraer el bazo y registrar su peso; el tejido
esplénico se disgregpd y las células libres se separaron, lavaron y
contaron en una cAmara de Neubauer utilizando un colorante

supravital de azul tripano diluido al 1% en PBG.

La suspensidn de linfocitos viables se ajustd a 1
X 107/m1 en solucién de Hank. Segun la modificacién de
Cunningham (67) a la técnica de Jerne (69), se mezclaron 200 pl de
la suspensidn de celulas de bazo, mis 100 ul de una suspension de
GRC al 8% en snlucién de Hank, mis 200 ul de suero fresco de
cobayo, diluido 1:10 en la missa solucién, como fuente de
complementa. Cada camara se llend con 200 ul de la mezcla
anterior, se sellé con parafina fundida y finalmente se incubd a
37°C durante 30-45 minutos. La cuenta del rmimero de halos de
hamblisis se realizé por observacién al microscopio y se expresd
como el niamero de células formadoras de anticuerpos (CFA) por cada

millon de células esplénicas viables
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2.3.6.ARALISTIS ESTADI SVICO.

Como medida de tendencia central se utilizd la media
aritmética y su correspondiente desviacién estandar. Se utilize
una prueba de varianza para calcular el grado de gignificancia
estadistica de las diferencias encontradas entre 1los diferentas
subgrupos experioentales. Los valores de P iguales o &2nores a

0.05 se consideraron significativos.
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CAPITWLLO 3. RESULTADOS

3.1.CRECIMIENTO ¥ DESARROLLQ DE LOS RATONES.

Ltos animales inyectadaos intraperitonealmente con la
suspension de Staphylococcus aureus muertos por calor, presentaron
un considerable retardo en su crecimiento y, al final del
experimento, hablan perdido aproximadamente un 30%Z de su peso en
relacion a los ratones de los grupos control que solamente se
inyectaron con SSI o no recibieron ningdn tratamiento. La
pérdida de peso fue mayor en los ratones desgastados cuya agua de
beber contenia antibioticos. Como se puede observar en la Tabla
2 y en la Grafica 1, esta reduccidon del peso corparal llegd a sar
aproximadamente del 207 en relacién al grupo de ratones que sge
habian desgastado en la forma convencional vy gque no recibieron
antibisticos por via oral. En &se subgrupo {I-A) de animales se
observaron, adesis, las tasas de mortalidad mis elevadas, lo cual
se pregsenta en la Tabla 3. Para obtener este subgrupo de 22
animales fue necesario utilizar 65 ratones CD!, de los cuales
mur ieron 43 durante el curso del experimento. Los animales
muartos no s utilizaron para 1los eastudios microbiolégicos @
inmunolégicos. E] peso de los ratones control no desgastados,
que no se inyectaron y que, ademis, recibieron o no antibidtices
con el agua de beber, resulté ligeramente superior al peso de los
ratones cantrol no desgastados que solo seinyectaron

intraperitonealmente cch SSI.
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Adesds de la pérdida de peso, los ratones que presentaron el
sindromse del desgaste inducido mediante las inyecciones
intraperitoneales de estafilococos sueprtos, tasbién sostraron la
mayoria de los sintomas y signos de la enfermedad. En ellos fue
evidente la debilidad #suscular generalizada, el pelo ralo vy

erizado, la postura encorvada y el andar "de puntitas”, asi coso

la somnolencia, la irritabilidad y las diarreas frecuentes.
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GRAFICA 1. Representacidn grafica del progresa ©n peso proaedio
de los ratones inclujdos en los diferentes grupos experisentales.
Se puede epreciar que todos los ratones conservaron uns tasa de
desarrollo corparal similar hasta aproxieadasante las tres saaanas
de edad. A partir do wste somento, los ratones 1nyoctados con
sstafilococos y quae, adesis, behian agua con antibidticos (-.-)
mastraron un progreso €n peso cds lento que &l de los ratones de
los desds grupos. Se puede apreciar que los ratones simplemente
desqgastados, sin antibldticoterapia, (-+~) también presentan una
tasa de crecimiento mis lento que el de los controles. Los
animales inyectadas intraperitonealmente con 851, que beblan agua
con o in antibiéticos, mostraron unas tasas de crecimiento
sinilar y por lo misno se representan por una tola curva (=%},
Una situacion similar se cbservwy en el caso da loxs ratones sanos
que recibtan o no antibidticos con &l agua de beber, de wmado gue
tamhién sus tasas do Pprogreso en pewo quedaron representadas  por
una sola Nlnea (~o0-).
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. PESO PROMEDIO DE LDS RATONES EN LOS SEIS SUBGRUPGS

EDAD . I-A 1-B 1I-A 11-B I11-A 111-B
o as . graaos
1 1.5 1.6 1.5 1.5 1.7 1.6
2 1.9 1.7 1.7 1.7 2.0 1.8
3 2.3 1.9 2.0 2.0 2.2 2.1
4 2.5 2.2 2.3 2.4 2.5 2.5
-] 2.8 2.6 2.6 2.8 2.9 2.9
& 3.2 3.1 3.1 3.3 3.3 3.4
7 3.5 3.6 3.6 3.9 3.8 3.9
a 4,1 4,1 4.0 4.4 4.2 4.4
9 4.5 4.5 4.4 4.7 4.7 4.9
10 4.9 4.9 8.7 4.8 4.9 5.5
11 5.3 S.4 3.0 S.8 5.2 6.1
12 5.7 5.8 5.5 6.4 5.7 6.5
13 5.0 6.3 6.2 6.6 &.3 6.9
14 &.4 6.8 b.4 6.8 7.1 7.1
13 6.8 7.2 6.6 7.2 7.7 7.3
16 7.2 7.4 6.9 7.4 7.7 7.5
17 7.5 7.5 7.2 7.9 7.7 7.7
18 7.8 7.6 7.4 8.1 7.9 8.0
19 8.1 7.9 7.7 8.3 8.2 8.3
20 8.6 B.1 8.3 8.7 8.9 8.8
21 ?.2 8.4 9.0 9.3 F.6 9.3
22 10.6 8.9 9.5 10.0 10.5 10.1
23 12.0 9.3 10.1 10.8 11.5 10.8
24 12.0 10.4 11.4 11.9 12.9 11.3
25 12.1 11.3 12.8 13.0 14.0 12.8
26 12.6 12.7 13.6 13.9 15.7 13.1
27 13.1 13.8 14.89 14.8 16.7 14.8
28 13.4 14.6 15.9 135.9 17.9 15.8
z29 14.0 15.4 17.1 17.1 18.9 16.9
30 14.5 16.5 18.4 18.5 19.3 17.9
31 15.0 17.5 19.6 19.2 20.9 19.6
32 15.5 18.7 21.4 21.1 22.3 22.3

TABLA 2. Pesos promedio diarios de los ratones incluidos en los
seis grupos experimentales. En los grupos 1-A y 1-P se encuentran
los ratones inyectados intraperitonealmente con estafilococos,
separados segén si el agua de baber tuviera o no antibidticos. En
los grupos 1I-A y I11-B estin los ratones que solo se inyectaron
con S51, separados también segun tomaran o no los antibidticos.
En los gQrupos III-A y 1II11-B estan los ratones que no se
inyectaron, separadaos en la misma forma gue los anteriores.
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TOTAL TQTAL

SUBGRUPO SEMANA DEL EXPERIMENTO RATONES RATONES
1 2 3 a MUERTOS UTILIZADDS

I-A 37 2 1 3 43 (66%) 3]
I-B ? 2 1 - 12 (350 34
Il-A 2 3 - 1 & (200) 30
11-B 4 2 - - &6 (20%) X0
ITI-A 3 - - - 3 (11%) 27
111-B 3 2 - - S as%) 27

75 (330 213

TABLA 3. Cantidades semanales y totales de ratones que wamurieron
por complicaciones durante las cuatro primsras semanas del
experimento. BGe puepde apreciar que murid el 354 de todos los
animales utilizados. §in embargo, esta tasa de martalidad general
resultd alevada a expensas de los ratones inyectados con
estafilococos muertos, particularmente los del subgrupoe I-A que
recibieron siaultineamente antibidticos por via oral. En este
subgrupo murid el &47. de los animales.
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GRAFICA 2. Tasas de mortalidad observadas en los ratones ds los
svis grupas experimentales, desde el comienzo de las inyecciones
intraperitonealus hasta el moaento del sacrificio. S5e¢ puede
aprecjar que la mortalidad registrada durante la primera semana de
vida casi no se modificd en los 21 dlas restantes. Las tasas mis
elevadas corrusponden & los animales desgastados que recibieron
antibiéticos con el agua da beber y, @n un grado mucho M®anar, a
los animales desgastados gque bebieron agua corriente. Los grupos
restantes presentaron una mortaltdad similar.
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3.2.QULTIVQ DE BAGTERIAS PRESENTES EN TEJIDOS.

Los cultivos de bacterias solamente resultaron positivos en
las muestras de ganglios mesentéricos, Los cultivos de tejido
hepitico y esplénico fueron negativos sistemiticamente en todos

los grupos de ratones estudiados.

Loy ratones CD! que se inyectaron con estafilococos muertos
y desarrollaron el sindrome del desgaste, tuvieron 8 cultivos
positivos de 11 que se realizaron con los ganglios mesentéricas.
Por el contrario, los ratones CDi desgastados que durante todo el
experisento bebieron agua conteniendo antibidticos, solamente
dieron positivo 1 de 13 cultivos de ganglias mesentéricos. Todos
los cultivos se practicaron cinco di as después de haber terminado
el ciclo de las inyecciones intraperitoneales de estafilococos vy

la administracién de antibidticos al agua de beber.

De todos los cultivos que fueron positivos en el Caldo de
Tripticasa Soya, cuando se resembraraon en Gelosa Sangre, EMB vy
6110, las bacterias solamente crecieron en rl primero de esus tres
mediaa. Cuando se aplicé la tincién de Gram a las bacterias gue
solamante hablan crecido en el medio Gelosa Sangre se pudo

comprobar que todos ellos eran Gram—negativos.

En tados los ratanes normales o inyectados exclusivamente
con 8SI por via intraperitoneal no se pudo demastrar cracimiento

bacteriano en ganglios mesentéricos, higado & bazo.
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CULTIVOS DE BACTERIAS TRANSLOCALIZADAS

FOVOS AFGETIVG S

Wlw]slelr]els]efs]e] s Jolelsslr]e]sw]n]f]

s + Antibtético

SSI + Antibtdtico

ss1 .

Normsles + Antibtdtlica

FIGURA 2. Representacion o@ las cantidades oe cultivos positivos
y onegativos cuanda se estudiaron los ganglios linfaticon
masentéricom de los ratones incluidos en los sels grupos
experimentales. Los cultivos se realizaron cinco dias despuds do
terminar al tratamiento con estafilococos y la adainistracion de

antititéticos con &) agua de beber. Solamente fueran positivos
algunos cultivos da ganglics mesantéricos de los animales
dasgastados.
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3.3.REGPUESTA DE ANTICUERPQS

Los ratones CD1 que se inyectaron con la suspensién de
estafilococos muertos por calor disminuyeron significativamente su
produccion de anticuerpos anti-GRC. El wmismo fendmenoc se
abservé tanto en los ratones desgastados que recibieron
antibisticos como en los ratones desgastados que solamente
bebieron agua sin estreptomicina ni ampicilina. Los valores
promedio encontrados en estos dos grupos (23.17 y 43.99 de Células
formadoras de Anticuerpos (CFA)/lob) difieren significativamente
{p < 0,05) de los valores que se obtuvieron al éstudlar los grupos
control que solo recibleron SSI intraperitoneal (347.46 y 459.76
CFA/!Oé) o que no seinyectaron (333.1B y 459.99 CFA/lob). Estos

resultados se presentan numéricamente en la Tabla 4 y graficamente

@n la Grafica 3.

La admintstracion de antibiéticos en el agua de beber no
permitié datener el deterioro inmunnlogico de los ratones
desgastados por las inyecciones de estafilococos. Aunque los
animales desgastados que recibieron antibiédticos {subgrupc I-A)
casi duplicaron las cuentas de CFA observadas en el otro grupo de
ratones desgastados (I-B), de todos modos las diferencias entre
ellos no fueron significativas a causa de la amplitud de las
desviaciones estandar. Esta ultima observaciéon probablemente esta
mis #n relacién con la naturaleza abierta de la cepa CD: - que con
cualquier supuesto error en el manejo de los animales o en 1la

cuenta de las placas hemoliticas.
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Una observacién parecida a la anterior puede hacerse en el
caso de las cuentas de CFA encontradas en los ratones de los
grupos control, Tanto en el caso de los animales control que se
inyectaron con SSI como en @1l de 1los que no seinyectaron, el
tratamiento con antibidticos provocd una elevacidn de las cuentas
de placas hemali ticas, pero con desviaciones estandar demasiado
elevadas que na pernitie;un demaostrar diferencias significativas

entre los grupos.

SUBGRUPO TRATAMIENTO N ¥ x DE
I-Ai estafilococos + antibioticos 10 43.99 24,04
I-Bi estafilococos 11 23.17 32.17
11-A1 8SI + antibisdtico 12 459.76 163.04
I11-Bi B8SI 13 347.46 104,27
.1I1-Ai antibiotico 12 459.99 135.37
I1I-Bi (~) Ningun Tratamiento 11 333.18 91.39

TABLA 4. Cantidades de CFA por cada millén de cdlulas esplénicas

en las ratones dé seis grupas sa?s}idns a diferentes condiciaonas
experimentales. El valaor de N corresponde al rmamero de
animales que sobravivieron al final del experimento.

En los ratones inmunizados con GRC que se sacrificaron con
el propdsito de contar sus cantidades de linfocitos esplénicos
formadores de placas hemoliticas, se procedié a pesar cada bazo
antes de practicar la homogenizacién del tejido. Los resultados

se presentan en la Tabla 4. Se puaede observar que, en los
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animal.rs inyectados IP con la suspensisn de astafilococos o can
SS1, el tejido esplénico pesaba menos que en los ratones control
normales que no se@ hablan inoculado IP. Por el contrario, en los
tres subgrupos de ratones que recibieron antibidticos por via oral
(1-A, II-A y III-A), los bazos tenfan un peso superior al que se
habia encontrado en los ratones de los subgrupos correspondientes
que no recibieron antibidticos. 8in embargo, de todos los ratones
que bebieron el agua con antibiséticos, los que tenlan el bazo mas
pequefio fueron los que, simultAneamente, tasbién hablan recibido

las inyecciones IP con estafilocos muertas.

PESQO DEL BAZO
= +

SUBGRUPO N ® - D.E.
I1-A 11 0.22 0.04
1-B 10 0.18 0.043
I1-A 9 0.27 0.09
11-B 11 0.16 0.04
I1I-A 11 0.27 0.07
111-B 11 0.24 0.06

TABLA S. Pesa del bazo en los animales de los seis subgrupos, en
el momento de sacrificarse para contar sus cantidades de células
formadoras de placas.
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GRAFICA 3. Representacidn grafica de las cantidades de UFA que se
ancantraron en los ratanos col dn P13 seis subgrupos

expariaontales. Las dcos orimeras barras cerresponten a  las
cupntas obtenidas «n los anissles Jdesgawtados, oon Y win
antibidticos en sl agua de beber. Las dos barras siguientes

corrssponden 8 las cuentas obtenidac con los anisajes control gue
se inyecterun IF con S51. Law vantidades de CFA abtenidas an los
ratanes norsalces, con y sin antibidticas en el agua, serepresantan
por las Gltinas dos barras.




CAPITULO 4. DISCUSION

Los adelantos cienti ficos y tecnoldgicos de las ¢ltimas
décadas han wmodificado radicalemente el panorama de las
enfermedades infecciosas mis comunas en la poblacién humana,
Este cambio se debe, en buena parte, a gque se ha reducido
considerablemente el riesgo de adquirir ciertas enfermedadas
infectocontagiosas de la jnfancia y, ademis, a que h; aumentado
significativamente la frecuencia de individuos que tienen
comprometida la competencia de sus principales mecanismos

defensivos.

La eliminacién de numerosas infecciones "cldsicas" sé debe a
varios factores. El descubrimiento de las vacunas ha permitido
controlar la patogenicidad de wmuchos microorganismos que eran
rasponsables de antiguas epidemias con una mortalidad muy alta.
La produccidn industrial de grandes cantidades de antibidticos ha
modificado la evolucidn natural de otras enfermedades y bha
reducido las complicaciones y las tasas de wmortalidad de wsuchas
mis. El énfasis en el saneamiento ambiental, caracteristico de
las comunidades con los mayores recursos econdmicos, también ha
sida ¢til para eliminar varias infecciones epidémicas que ahora
solo se presentan esporidicasente en ciertas poblaciones. Hoy en

dta, las camas de los hospitales generalsente estan ocupadas por
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pacientes que tienen infecciones con una etiologita y un prondstico

completamente diferentes a las del siglo pasada.

Todos estos cambios se han presentado en una forma
paulatina. 8in embarga, si se toma en cuenta el tiempo durante
el cual la humanidad ha combatido las infecciones, los cambios mAs
importantes han ocurrido durante un lapso sumsamente cartao.
Todos ellos han sido el resultado de numerosos descubrimientos
bioquimicos y biomédicos que han aumentado nuestro conocimienteo
sobre las causas de las enfermedades infecciosas y snbreb los
mecanismos por los cuales 1los microorganissaos lesionan los

tejidos.

Al final del siglo pasado, Pfeiffer habia observado que la
administracion de extractos de algunas bacterias provocaba una
serie de efectos adversos en el cuerpo de los animales de
labaratorio. £1 misao propuso 2] término de “"endotoxinas"™ para
referirse a 1as substanclas téxicas que aparentemente estaban
contenidas en el intericr del citoplasma de esas bacterias. Sin
esabargo, na pasaron suchos afios para que sé pudiera afirmar que
"endotoxina” era_un término ;quivocadu (70). Desafortunadamente,
en ese momento ya la palabra habla sido acuflada por el uso y no se
pudo evitar que se Qquedara para siempre en la literatura
microbiolégica. En la actualidad se conoce que los proaductos
bacterianos no son "téxicos” ®n el estricto sentido de asta
palabra. Los efectos que se observan despuds da la
administracion de endotoxinas los causan varios wmediadores que
liberan las células del hospedero. Por otra parte, las

. woléculas que se llamaron “endotoxinas" no tienen una localizacién



intracitoplasmatica sino que se encuentran sobre la superficie de
la msmbrana externa de las bacterias Gram negativas y tienen

diferentes efectos bendficos como los deletéreos.

En 1974, Lewis Thomas (71) wescribié algunos comentarios que
anunciaban la préaxima introduccién de nuevos conceptos respecto a
los mecanismos responsables del cuadro clinico de las enfermedades
infecciosas. "Todos los microorganismos nos pueden invadir,
pero va a ser nuestra respuesta a su presencia lo que configura la
enfermedad. Cuando nuestro organismo detecta los LIPS de las
bacterias Gram-negativas se activan todas nuestras defensas vy
comienza un bombardeo que destruye los tejidos sanos cercanos a
ellas,.... A veces nos matamos a nosotros mismos a causa de esa
super-raspuesta del sistema inmunolegico a la que somos

extremadamenta vulnerables”.

+ No transcurridé mucho tiempo desde que Pfeiffer propuso el
término "endotoxinas® , mis adelante, Thomas opind que estas
substancias no eran tan téxicas como las liberadas por el ~slsteua
tnmunitario. En este lapso se Ba modi ficado substancialmente al
ordenamiento etiolégico de las infeccliones mids frecuentes. Se
han descubiarto nuevos microrganismos patégenos y otros han
desaparecido o, simplemente, han sido erradicados (72). Algunas
bacterias han desarrollado curiosos mecanismos de evasién y otras
han adquirido resistencia a los antibiéticos casi tan ripidamente
como las investigaciones permiten la produccién de nuevos agentes
antimicrobiancs. Pero lo mAs extraordinario ha sido que, en esta
lucha por elimipar 1los wmicroorganismos responsables de las

principales infeccianés, algunas bacterias comensales se han
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vuelto oportunistas. Cada vez con mayor frecuencia, ahora éstas
aparecen como las responsables de enfermedades que son tan graves
y tan dificiles de curar como las causadas por los antiguos
patégenos. Actualmente, las infecciones por Grar—negativos son
complicaciones que representan un riesgo elevado durante el
periodo postoperatorio de cierto tipo de pacientes (73), en el
curso de la quimioterapia y durante las etapas terminales de las
enfermedades malignas (74), en personas de edad avanzada (75), en
nifios gravemente desnutridos (76) y en pacientes con diferentes

clases de inmunodeficiencias congénitas o adquiridas (77),

El estudio de los mecanismos a traves de los cuales los
microorganismos se pueden diseminar y ejercer su patogenicidad v,
simultsaneamente, el desarrollo de nuevas estrategias para pravenir
o curar las infecclones, representan dos areas del conocimiento
cienti ficoe que actualmente se encuentran en constante renavacién.
El presente trabajo sobre la *translocalizaciéen® de
enterobacterias en animales “desgastados®, es un buen ejemplo de
esta situacion. Los dos fendmenos que se eastudian y se
interrelacionan (translocaliracién vy desgaste), no twbieran
interesado ni preocupado a muchas personas hace 40 aXos. Hay en

dia sucede todo lo contrario.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo revelaron
que los animales itnyectados intraperitonsalmente con estafilocotos
muertos presentaron una translocalizacion de bacterias
6ram-negativas hacia ganglios eesentéricos sun considerable
retraso en su desarrollo pondoestatural y, ademds, ufa supresisn

de la capacidad para producir anticuerpos anti-eritrocitos de
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carnero. Esta condicién cltnica e inmunolegica de Jlos animales
que se desgastaron experimentalmente, se ha comparado con la de
las las personas que tienen una desnutriciédn grave (24). Las
slailitudes y las diferencias entre la competencia inmunolagica de
los animales desgastados wmediante inyecciones de estafilococos
(22) y la de los animales que pierden peso solamemte porque se
alimentan con una dieta hipoproteica (7e), también sehan
comentado y discutido (23). Aungue los resultados del presente
trabajo demuestran que la mayoria de los ratones desgastados
presentan una translocalizacion de bacterias Gram—negativas desde
el intestino hacia los ganglios, de todos modos esta observacion
no prusba que la diseminacién de las enterobacterias es la causa

del desgaste fleico e inmmunolégica.

Los resultados tambiéen mostraron que los animales de
exper imentacién que fueron sujetos del presente estudio tenian una
tasa de mortalidad significativamente elevada, la cual no sehabla

informado en los trabajos anteriores. Como la Unica variable
nueva que se introdujo en el presente astudio fue la
administracion de antibioticos por via oral, se puede proponer que
éstos fueron la causa del aumento en la mortalidad de los
animales. El analisis de los resultados confirma esta
proposicion. Mis del 657 de los ratones incluidos en el
subgrupo I-A, que recibieron inyecciones intraperitoneales de
estafilococos y antibidticos can el agua de la 1llave, murieron
antes de que terminara el estudio. Sus &rganos abdominales no se
estudiaron porque este no era el objetiva del trabaja. Pero en
el caso da los ratones ‘desgastados de ese mismo grupo I-A que st

lograron sobrevivir hasta el final del experimento, los cultivos
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de ganglios mesentéricos, higado y bazo resultaron negativos.
Este resultado no se pudo explicar satisfactoriamente cuando se

consultéd la literatura disponible sobre el tema.

En algunos trabajos previos, varios autores habian informado
que la administracion de antibidticos promovia la aparicion de la
translocaltzacidn bacteriana (12). Sin embargo, también exiate
bibliografia en donde los autores 21) manifiestan haber
encantrado que el tratamiento con antibidticos tenta un efecto
benéfico sobre los animales desgastados vya que, aparentemente,
detenta la diseminacidn de bacterias Gram-nagativas que sehabtan
cansiderado el principal factor etiol¢gico de la enfermedad (3,
4). Una revision de toda esta informacisn parece indicar que
el uso de antibiédticos st datiene la translocalizacién bacteriana,
pera que este efecto solamente se obtiene cuanda se administran
fairmacos, como la neomicina, que no se absorbe y que aejercen su
accién en una forma localizada (S). Generalmente, el empleo de
antibidticos que se distribuyen en una forma sistémica tiene
consecuencias pegativas y aumenta las tasas de mortalidad. Es
muy probable que este ultimo efecto se haya desarrollado e
incrementado en las Gltimas ddcadas a causa de la aparicion de
cepas de microorganismos resistentes que (32 multiplican
exageradaagnte después de la adeinistracion del antibisdtico para
substituir la flora sensible que resulta eliminada (65). Se
puede suponer que la resistencia a los farmacos era un fendmeno
poco frecuente cuando Ekstedt (19) y Duhig (35) administraron
oxitetraciclina a un grupo de ratones desgastadas e infarmaron que

este antibidtico tenta un efecto benefico porque 1mpedia 1la



aparicién de las manifestaciones clasicas de la enfermedad.

A pesar de todas estas consideraciones, no tenemos todavia
una explicacién clara para 1a negatividad de los :ultxvo.s de
ganglios mesentéricos en los ratones desgastados que recibieron
estreptomicina y ampicilina par via oral (subgrupo I-A). Como
los animales de este subgrupo presentaron la mortalidad mis alta
Y, sin embargo, solamente dieron positivos 1/13 de 1los cultivos,
represantan un problema de interpretacién de 1los resultados.
Para solucionar esta aparente incongruencia se proponen las

siguientes explicaciones.

En primer lugar, se debe insistir en que las manifestaciones
del desgaste que se presentan después de las inyecciones
intraperitoneales de estafilococos, tienen una distribucion de
frecuencias normal, tal como ya habla sefialado Ekstedt ((19).
Estg quiere decir que aunque la mayoria de los animales tratados
con estafilococos muestra las manifestaciones graves del desgaste,
siempre existe otro pequelio grupo de ratones mis resistentes que
no ptarden tanto peso y se recuperan més facilmente. Es probable
que la administracién de antibidticos haya provocado la muarte de
la mayoria de los ratones con ] sindrome “claaico" del desgaste.
Los ratonas sobrevivientes podrian ser los mis resistentes al
tratamiento con estafilococos. De acuerdo a esta interpretacién
da los resultadas, se puede proponer que el estudio de la
translocalizacidn bacteriana en los ratones sobrevivientes (34%
del total), no proporciond resultados comparables a la condicién
que deblan tener los ratones muertos (6672 del total). Como 1la

translocalizacion bacteriana es un fendmeno multifactorial, aes
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posible que en los animales de este subgrupo I-A que murieron
antes de terminar el experimento, hayan intervenido varias
circunstancias aNadidas que no fueron objeta de estudio.
Probableaente facilitaron la diseminacion de las bacterias o
permitieron el desarrollo de otras complicaciones que no tuvieron
relacién con la translocalizacidn de microorganismos. Entre
estos otros factores no estudiados se puede mencionar la
influencia que tiene &l! aumento de la concentracidn de
glucocorticosteroides en la sangre circulante sobre la
translocalizacion bacteriana (79). Otro aspecto que tambien
debe mencionarse es la edad a la cual murieron la mayoria de los
ratones del subgrupo I-A. La Fiqura 3 muestra que casi todos
ellos fallecieron durante primera semana de vida, cuando tadavia
eran inmaduros desde un punto de vista inmunolégico y cuando la
lecha materna era la dunica fuente de los llquidos vy los
antibiéticos que ellos recibieron. El estudio de la madre como
un factor critico en el desarrollo del desgaste en el hijo
lactante, es un capitulo sumamente importante que no se incluyd en
los objetivos de la presente tesis pero que, sin embargo, también

deberd investigarse mAs adalante.

Los ratones que formaron el material del presente trabajo se
sacrificaron cinco ®as después de terminar la gerie de
inyecciones intraperitoneales de wstafilococos y la administraciéen
de antibisdticos con el agua de beber. Por esta razén no parece
probable que la negatividad de la mayoria de los cultivos pudiera
ser una consecuencia del contenido de antibidticos en laos tejidos.
La explicacion que se propuso en el pirrafo anterior pueda ayudar

a comprender porqué fueron negativos los cultivos, paro, sin
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asbargo, no contesta todas las preguntas que se pueden foramular
sobre los resultados. Asl por ejemplo, llama la atencidn que
los animales sobrevivientes del subgrupo I-A presentaran un
deterioro inmunoldgico similar al de los ratones del subgrupo I~B
y que entre sus cantidades de CFA no existieran diferencias
significativas. Sin embargo, aunque desde un punto de vista
tedrico debtian tener una inmunocompetencia superior @ la de los
animales muertas del subgrupo I-A, no por eso necesitarian formar
upa mayor cantidad de anticuerpos que los ratones control, taambién
sobrevivientes, del subgrupo I-B. No obstante, como la
positividad de los cultivos fue completamente diferente entre los
ratones de los subgrupos I-A y I-B (1/13 vs 8/11), es prabakble que
la medida de la respuesta de anticuerpos contra un solo antigeno
sea un reflejo fiel del grado de competencia inmunolégica global

de los ratones de estos dos grupos.

Este intento por encontrar explicaciones para todos los
resultados se puede terminar con un comentario general. El
presente trabajo representa . solamente uno entre varios
experimentos realizados (y otros mis que se llevaran a cabo mas
adelante) sobre la competencia inmunoldgica de ratones
desgastados. Consiguientemente, los resultados de la presente
tesis serAn de utilidad en la medida que se integren can los
obtenidos en otros experimentos. Las preguntas que no se pueden
contestar también son utiles porque van a permitir diseffar nuevos
experimentos. La falta de conocimientos para comprender todos
los mecanismos responsables del desgaste constituye la mejor

Jjustificacién de! presente estudiao.

65



Los trabajos publicados en los ultimos afos coinciden con
Keast (5) en la utilidad de los antibidticos de agcién local para
controlar la diseminacién de las enterobacterias y la incidencia
de septicemias, tanto en pacientes cora an animales de
experimentacién. La neomicina y la polimixina sehan utilizado
con relativa frecuencia. Klastersky (B0) ha estudiado la
incidencia de infecciones por OGram-negativos an pacientes con
neutropenia y sus resultados revelan que los tratamientos con
trimetoprim-sulfametoxazol han sido sumamente utiles para reducir
la frecuencia de sepsis en estas inmunodeficiencias adquiridas.
Asi mismo, se han obtenido resultados efectivos después de
administrar qutnolonas por via ogral. Este Gltimo grupo de
antibidticos es bien tolerado por los enfermos neutropénicos vy
resulta sumamente efectivo para controlar la translocalizacién de
la mayoria de las cepas de la familia Entgrobacteriaceae. Sin
embargo, sus observaciones también indican que la reduccién de 1la
translocalizacion de bacterias Gram-negativas, mediante el uso de
quinolonas, se acompafia de un aumento en la frecuencia de
infeccionas por bacterias Gram-positivas. De todos modos, el
riesqo de mortalidad a causa de éestas ultimas resulta
significativamente inferior que el riesgo provocado por las

primeras.

Cuando se utilizan antibi¢ticos de amplio espectro Yy
distribucién sistémica, los resultados varian radicalmente. As!
por ejemplo, Wells y colaboradores (&45) han observado que
Escherjchia cpli resistente a estreptomicina se translocaliza

facilmente hacia los ganglios mesentéricos después de administrar
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@ste antibiotico a un gqrupo de ratones sanos. Jones vy
colaboradores (B1} han realizado experimentos con grupos de ratas
a las cuales les provocan quesaduras en un 307 de la superficie
corporal. Estos autores informan que el ¢tratamiento con
ampicilina por via oral (50 mg por kilo de peso corporal} no
modifica las tasas - de translocalizacién bacteriana, pero si
disminuye ®1 tiempo de sobrevida después de las quemaduras de los
animales, en relacion a los grupos de ratas control que tiepen
lesiones similares y que no reciben antibidticos en forma
profilactica. De acuerdo a estos resultados, .lo¥ autores
mencionados consideran que, en @1 modelo experimental utilizado
por ellos, las tasas de aortalidad son independientes de 1la

extensién de la translocalizacidn.

Los resultaéos obtenidas por estos das grupos de
investigadores, en animales a 1laos cuales le; administraron
estreptomicina y ampicilina, respectivamente, pueden ser Gtiles en
el aomento de analizar la eveolucién que tuvieron los ratones
desgastados utilizados en el presente trabajo, ya que ellos
también recibieron esas dos antibidticos. Es probable que, si
los ratones desgastados del subgrupo I-A hubieran recibido
antibidticos de accién local, como la neomicina y la polimixina,
no habrian presentado unas cifras de mortalidad tan elevadas como
las que se aobtuvieron despuds de affadir estreptomicina y
ampicilipa al agua de la llave. Probablemente la misma mejoria
s& habri{a obtenido después de administrar quinolonas. De todos
modos, nosotros justificamos la administracién de ampicilina vy
estreptomicina en los animales del presente estudio, porque hasta

ahora no habla una explicacién clara para los resultados
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favorables obtenidos por Ekstedt (19} y Duhig (3%5) cuando trataron

los animales desgastados con antibioticos de amplio espectro.

Ahora, nuestros resultados concuerdan con los obtenidos por
los autores que han estudiado el efecto desfavorable que tiena la
administracién de antibidticos de amplio espectro sobre el
fendmeno de la translocalizacion bacteriana en personas o animales
de laboratorio. Asi por ejemplo, Dwitch y colaboradores (82) han
presentado resultados en favor de que el uso de antibidticos de
acecisén local, administrados por via oral, reduce
significativamente las tasas de translocalizacién bacteriana y de
mortalidad por sepsis, adn cuando los animales presenten lesiones
an el intestino y tengan aumentada la permeabilidad de la aucosa
después de un choque hemorragico inducido con endotoxinas. Para
ellos (B2), la presencia de bacterias en el intestino es un factor
mig critico que el aumento de la permeabilidad de la mucosa.
Probabhlesente, hace ya varios affos cuando se publicaron los
primeros informes sobre 1a atenuacién del desgaste weediante
tratamiantos con diferentes antibidticos (5, 19, 21), todos estos
autores st lograron obtener una reduccién significativa de la
flora de enterobacterias comensales. 8in embargo, actualmente
algunos de los antibidticos que resultaron efectivos hace varios
afos ya no tienen la misma eficiencia sobre los microorganismos
gram-negativos, a causa de la instalacidén progresiva de secanismos

de resistencia a miltiples farmacos.

Par otra parte, es importante volver a insistir en que 1la
desputricién puede influir sobre la intensidad del fensmeno de la

diseminacién de las bacterias desde el intestino hacia otros
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tejidos. ‘Lus ratones utilizados en nuestro experimento
presentaron una pérdida de peso notable despuwés de recibir las
inyecciones intraperitoneales de estafilococos.
Consiguientesente, tenlan un mayor grado de susceptibilidad vy
pudieron asxpresar la translocalizacién bacteriana mais facilmente
que los ratones control, aunque todos ellos hubieran estado
spmetidos a la accion de los mismos factores inductores. Los
ratones desgastados no solamente tienen aumentada la permeabilidad
intestinal a causa de la mala nutricion, sino que ademAs presentan
un deterioro inmtnolégico que les impide efectuar una adecuada
defensa especi fica contra las infecciones. En este sentido se
pueden mencionar los trabajos de Specian y colaboradores (83).
Estos autores han seffalado recientemente que la desnutricién
aumanta el riesgo de contraer infectiones intrahaspitalarias por
Gram-negativos. Los estudios que realizaron con ratones
desnutridos que recibian una dieta hipoproteica durante varios
di ag, revelan que el intestino de 1las animales presenta una
atrofia en la regién del ilen (83). En el trabajo se comenta
que la desnutricidn por si sola'nn induce una translocalizacién
bacteriana. Sin embargo, cuando esos aismos ratones se
inyectaron con endotoxinas, entonces sl fue posible encontrar que
los mal alimentados eran mas susceptibles Yy presentaban
translocalizaciones bacterianas mas extensas que las de sus
controles. Parece probable gue, en los ratones desmutridos, 1la
fagocitosis y la bacteriolisis lisosomal se llevaron a cabo en una
forma menos eficiente. Por esta razén, los animales desnutridos
tenl an un riesgo mayor de presentar infecciones por bacterias

Gram—negativas.

&9



Cuando se han estudiado los efectos de los agentes
inductores de la translocalizacion bacteriana, se ban obtenido
otras resultados que confirman la importancia de un buen estado de
nutricion para limitar la diseminacién de los microorganismos
contenidos en el intestino. Deitch y colaboradores (84) han
encontrado que la adainistracién intraperitoneal de zymosan, a una
dosis de 0.1 mg por gramo de peso corporal, puede 1inducir una
translocalizacion bacteriana tanto en ratones desnutridos como en
sus controles sanos y bien alimentados. Sin embargo, las
bacterias solamente se diseminan bhasta Jos ganglios linfAticos
mesentéricos en los ratones bien nutridos, mientras que, en el
grupo de animales desnutridos, se puede observar una
translocalizacién de bacterias desde el intestino hasta el h gado,
el bazo y la sangre periférica. ta mortalidad de 1los ratones
desnutridos también resultd muy elevada (80%), en relacidn al
grupo de animales control, de los cuales no fallecid ninguno

despuds de la administracidn intraperitoneal del zymosan.

Los resultados obtenidos por Deitch (84) pueden ser tomadaos
como evidencias en favor de nuestros puntos de vista. Creamas
que el animal desgastado por las inyecciones de estafilococos
muertos puede tener su inmunidad comprometida por dos factores qua
actdan simultineamante. Uno de ellos serfan las inoculaciones
intraperitoneales de bacterias muertas. El otro, que a nuestro
juicio no puede ser eliminado, serfa el avanzado grada de
desnutricidn que tienen los animales al finalizar la parte
inductiva del experimento. Los resultados obtenidos hasta ahora
no permiten separar el dafio inmunolégico causado por uno y otro

factor.
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Coxo las ratones CD1 incluidaos en los subgrupas A perdieran
aproximadamenta el 20% de su peso corporal, deht an tener las
alteraciones caracteristicas de la desnutricidn. Probahlesente
también teni an aumentada la susceptibilidad a la translocalizacién
de ajcroorganismos, tal como lo refiere Specian (83). En el
subgrupn 1-B de ratones desgastados que no recibieron
antibidticos, B/11 cultivos de ganglios mesentéricos fueron
positivos, mientras que en @1 subgrupo I-A de ratones desgastados

que s! recibieron antibiéticos soplamente fueron positivaos 1/13

cultivos de los mismos ganglios. Todas las bacterias aisladas
fueron Gram-negativas. Todos los ratonas se sacrificaron 5 dfas
despuds de haber terminado la serie de inyecciones
intraperitoneales con estafilococos muertos. De acuerdo a estos

resultados, los animales desgastadaos sadiante inyeccionas
intraperitoneales de estafilococos muertos parecen tener un {ndice
de translocalizaciéon relativamsente bajo y restringidoe a los
ganglios linfaticos mesentéricos. En ellos, ninguno de los
cultivos de tejido hepAtico y esplénico revelaron crecimiento
bacteriano. Sin embargo, es posible que las bacterias
Gram—-negativas se hayan extendido mucho mas (particularmente en el
cas0 de los animales que auricoron) y que su presencia en otros
tejidos o en la sangre soclamente hubiera podida demostrarse si se
hubiera investigado mis tempranamente. Nosotros sostenemos este
punto de vista porque cuando los ratones se sacrificaron ya tenian
cinco dias de no recibir las inyecciones de estafilococos y vya

comenzaban a presentar sintomas de recuperacidn.
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De todos modos, conviene tener presente que la cepa CDi,
sobre la cual se llevd a cabo el presente estudio,se ha
considerada relativamente resistente al dafio de la sucosa
intestinal que es mediado, al menos en parte, por radicales libres
de oxigeno y xantina-oxidasa generados en el curso de la
induccién. Los resultados que presentan algunos autores (85)
indican que los ratones CD1 no tienen lesiones intestinales ni
desarrollan una translocalizacién bacteriana después de recibir
las mismas quemaduras que s{ premueven la diseminacién de
entercbacterias en otras cepas como Balb/c y C37/bl. Hasta este
momento no es posible valorar adecuadamente la posibilidad de que
esta susceptibilidad gentética tenga relacién con la capacidad de
los animales para sintetizar el peptido criptidina/defensina que
se va acumulando después del perlodo neonatal en las criptas del
epitelio intestinal, hasta alcanzar concentraciones elevadas ean
los animales jovenes y adultos (B6). Las lesiones intestinales,
inducidas por las endotoxinas (87) o la caquectina liberada par
los macréfagos estimulados con endotoxinas (44) contintan siendo
un mecanismo de escape de considerable importancia que, ®n algunas
casos, explican ripidamente la diseminacién de las enterobacterias
contenidas en el intestino. Lo mismo puede decirse de las
reacciones enzimiticas gque estan involucradas en el inicio de las
lesiones. En aeste altimo sentido son interesantes las
abservaciones (87) sobre como, después de 1a administracién de
endotoxinas, 4@ puede impedir la ruptura de la Mmucosa
administrando inhibidores o inactivadores de la actividad de la
xantina -oxidasa. En cambio, el dafio de la mucosa no se ha podida

impedir con los antagonistas del factor activador de las plaquatas
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(PAF) que seha considerado responsable del dao 1ntestinatl

inducido por la caquectina (44).

Existe una abundante literatura sobre las alteraciones
inmunolégicas de las personas y animales desnutridos |8).
Desde hace afios se ha mantenido el concepto de que el mayor mamerao
de infecciones del desnutridoc y sus elevadas tasas de mortalidad,
son unha consecuencia de su incapacidad para controlar la
invasividad de varios microrganismos (89). En el casao del
s{ ndrome desgastante que aparece como una consecuencia de las
inyecciones intraperitoneales de estafilococos muertos, se ha
propuesto que, ademis de la desnutricidn, probablemente tambisén
las alteraciones del sistema inmunolégico asociada al tubo
digestivo puaden éontribuir para facilitar la salida de
a@nterobacterias desde el intestino y permitir su diseminacidn
hacia los ganglios mesentéricos (24). En el presente trabajo
solamente se realizd la medida de un parametro de la respuesta
inmunitaria de los animales desgastados. El estudic de la
s{ ntesis de anticuerpos anti-eritrocitos de carnero confirmd las
observaciones anteriores y mostré una depresién casi absoluta de
lag cantidades de células formadoras de placas hemolf ticas. Es
indudable que hace falta estudiar otros aspectos de la inmunidad,
particularmente aquéllos relacionados con el mantenimiento de una
barrera para la gran cantidad de microorganismos comensales que
tienen su habitat en 8l lumen del intestino. Pero ese no fue el

objetivo de este trabajo.
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Hasta ahora, la discusiépn de los resultados obtenidos se ha
enfocado sobre la translocalizacién bacteriana. ta hipstesis
que se presentd en el protocolo de tesis sostuvo que los animales
desgastados debi an tener facilitada la diseminacién de
microorganismos Gram—negativos desde el intestino hacia loe
ganglios mesentéricos. Los resultados permitieron confirmar la
hipdtesis del trabajo. Al discutir los factores involucrados en
este fendmeno, hasta ahora se han comentado tres variables
experimentales : 1o0s animales desgastados recibieron antibioticos
por via oral, estaban desnutridos y, ademis, tenian deprimida su
capacidad para formar anticuerpos. Sin embargo, existen varios
factores miAs que seguramente también intervinieron en la
translocalizacién de las enterubactérias. Aunque ninguno de
ellos se estudid experimentalmente, de tados modos conviens
mencionarlos brevemente, porque pueden ayudar a defini- algunas
perspectivas que podrian darle continuidad a la presente

investigacién.

En los Gltimos afios se ha publicado una gran cantidad de
trabajos que enfatizan la importancia de una serie de factores
inespeci ficos que son indispensables para mantener la integridad
de la mucosa intestinal. Estos factores impiden la
translocalizacién bacteriana. Aunque las infecciones por
Bram-negativos representan un riesgo que complica la evolucion de
numerosas enfermedades, en los dltimos affos ae ha incrementado
considerablemente el interés hacia  los microarganismos
oportunistas que, concretamente, infectan dos. clases de
pacientes.’ Una de ellas estd compuesta por los enfermos con el

sindrome de la inmunodeficiencia adquirida (SIDA). La otra
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clase lo rep:«s.ntan los enfermos intervenidos quirurgicamente que
cursan un pastoperatorico de alto riesgo. Los estudios
realizadas sobre estos Ultimos han revelado que la
translocalizacion bacteriana puede modificarse por el contenido
de la dieta y tales resultados han conducido a una serie de
estudias que seguramente van a contribuir a reducir el riesga de
infecciones en las personas que adquieren cierto grado de desgaste

flsico e inmunolégico como una consecuencia del estrés quirargicao.

Barber y colaboradares (90) refieren que, despws de la
administracion experimental de endotoxinas a un grupo de ratas,
las lesiones intestinales y la consiguiente translocalizacién de
unterobacterias se pueden reducir significativamente cuando 1la
dieta habitual de los animales se suplementa con glutamina al 2% y
fibra. 8in eabargo, cuando este suplemento se affade a una dieta
sintética especial, preparada en el laboratorio y sin glutamina ni
fibra, se puede observar que, no obstante el suplemento dietético
aftadido, los animales presentan una sobremultiplicacison de su
flora bacteriana intestinal, una pérdida de la arquitectura de la
mucosa yeyunal y una diseminacién de microorganismos

Gram-negativos desde el intestino hacia los ganglios mesentéricos.

Spaeth y colaboradores (91) han obtenido resultados
simllares affadiendo celulosa a la dieta de varios grupos de ratas
alimentadas con formulas de laboratorio similares a las que se
utilizan para mejorar la nutricién durante el postoperatorio.
Otros trabajos experimentales (92) confirman la importancia del
contenido en fibra y glutamina de la dieta porque disminuyen la

translocalizacien de. enterobacterias. Particularmente
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interesantes han sido los resultados obtenidos al adainistrar 1la
glutamina por via parenteral (93). Los mismos beneficlogs sehan
obtenido al affadir glutcmina a la dieta ingerida por animales (94)
a los gque se han inducido las lesiones intestinales y la
translocalizacién bacteriana por radiaciones (1000 rad)

abdominales (95).

En ausencia de resultados sobre el estado de la arqu?tectura
de la mucosa intestinal en los animales desgastadas, se puede
inferir que probablemente ésta se encuentre alterada. La
suposicidn anterior se puede apoyar en el conocimiento de que la
desnutricién provoca una hipoplasia de la mucosa del ileo (83) vy
en la observacidn de que los animales desgastados tienen
evacuaciones diarreicas frecuentes (19). Por cons:guiente, el
estudic de los mecanismos bioquimicos que mantienen la integridad
de la mucosa {ntestinal vy el desarrollo de estrategias
terapsuticas que ayuden a preservarla, también representan 1l neas
de investigacion que complementan las investigaciones
inmunolégicas y bacteriolégicas sobre la translocalizacioén
bacteriana. Desde el aomento que este fendmeno resulta
multifactorial, las espectativas para controlarloe y/c prevenirlo
pueden estimular numerosos estudios multidisciplinarios. En
este sentido, los resultados del presente trabajo pueden ser el
punto de partida de varias investigaciones, sumamente
interesantes, que ayudarfan a contestar algunas de las preguntas a
las cuales no se les pudo dar una respuesta, dados los resultados

obtenidos en el presente trabajo.
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CAPITULO 5. RESUMEN

En el presente trabajo, se establecié una posible relacién
entre el sindrome de desgaste provocado a un grupo de ratanesCDl Y
la Translocalizacidén Bacteriana que estas animales puedan
presentar, asi como probar un método profilactico para la
disminucién de los efectos del sindrome.

Para tal objetivo a un grupo de ratones desgastados con
inyecciones IP de S aureus, muertos, se les practicé cultivo de
hi gado, bazo Yy nSdulos mesentéricos para provar la
trnslocalizacidén de enterobacterias. Para demostrar la
inmunaodeficiencia provocada por el desgaste se realizé 1la prueba
de Cunningham para observar como se encontraba la respuesta de
anticuerpos del animal en estudio.

Asi{ mismo se incluyerun dos grupos de controles en los
cuales uno recibid inyecciones IP de S51 y &1 otro no recibid
ningan indculo.

Daspués de realizar las diferentes pruebas, se encontré que

- los animales desgastados con estafilococos muertos por calor
presentaron ocho cultivos positivos de bacterias Gram negativos de
once que se practicaron, as{ mismo la evaluacién de su respuesta

de anticuerpos presentd cuentas muy bajas o casi nulas de CFA,
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que por el contrario en los grupos controles fusron muy altas (460
CFA/lxlOb linfocitos esplénicos), presentando en estos casos
cultivos negativos.

€1 mdtodo profilactico que se practicé fue la administracion
de antibidticos (ampicilina y estreptomicina) a los tres grupos de
ratones, observando que los antibidticos no disminuyeron el
sindrome del desgaste sino por el contrario aumentaron la tasa de
mortalidad de los animales, aungque los cultivos de los 4rganos de
este grupo de animales, sdlo presentd un cultivo positivo de los
trece practicados, sin olvidar que éste fue de los animales que
sobrevivieron y que no se les practicod cultivo de organos. Con
tal objetivo quedaria por estudiar si la translocalizacién
bacteriana es una causa o una consecuencia del sindrome del

desgaste.
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CAPITULO 6. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

1. Cinco dias después de finalizar la serie ‘de inyecciones
intraperitoneales con estafilococos muertos, la mayoria de los
ratones desgastados tenian bacterias 6ram-negativas en sUs
ganglios linfaticos mesentericos. Este hallazgo se considerd
sugestivo de que la translocalizacién de enterobacterias s( estuvo
presente en los animales desgastados.

2. La admimistracion de ampicilina y estreptomicina con el
agua de beber agrawd las principales manifestacliones clinicas del
desgaste y aumentd significativamente la tasa de mortalidad de los
animales inyectados con estafilococos. Esta observacien, se
considerd sugestiva de que la administracién oral de antibiéticos
de amplio espectro que se pueden absorber por el tubo digestivo no
impidié la sobremultiplicacién y la translocalizacién de una flora
de bacterias Gram-negativas resistentes. La negatividad de 1los
cultivos practicados en los animales sobrevivientes no descarta la
posibilidad de que los ratones desgastados que wmurieron bhayan
tenido enterobacterias en sus ganglios mesentéricos y otros
érganos de la cavidad abdominal.

3. Los resultados del presente trabajo no permiten aclarar
si la translocalizacién bacteriana fue la causa o la consecuencia
del desgaste fisico e inmunoldgico de los animales estudiados.

Oueda por estudiar el estado de la sucosa intestinal del anieal
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desgastada para conocer si existen o no las lesiones bnecrdticas
que produce la caquectina y que podrian facilitar la
translocalizacion de enterobacterias.

4. Los resultados obtenidos representan unz-avidencia sis en
favor de nuestra hipdStesis que saffala a los estafilococos
inyectados y a8 las endotoxinas de las bacterias translocalizadas,
como los principales estismulantes de la produccidn de caquectina
por los macrofagos del animal desgastado. Se wmantiene la
proposicidn de que esta citocina es la responsable de las
principales manifestaciones del desgaste fisico e inmunoldgico.
Hace falta ahora (1) demostrar si la adicién in yitrpo de
estafilococos muertos a un cultivo de macréfagos peritoneales,
puede o no estismular la sintesis de’ caquectina, (2) cuantificar la
produccién de este mediador, {3) calcular =i las cantidades
liberadas al medio pueden o no correspander a las qtie reproducen,
in vivg, el cuadro clinice e inmunolégico del desgaste y (4)
encontrar los procedimientos mAs adecuadas para atenuar la

translocalizacién de enterobacterias y la amuerte de los animales.
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