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CAPITULO I. INTRODUCCION

Algunas enfermedades crénicas y/o incurables se caracterizan por
un deterioro progresivo del sistema inmune y del estado fisico del
enfermo, que los hace susceptibles a diversas infecciones por
microorganismos oportunistas. Hoy en dia, la utilizacién de antibi6ticos
permite, hasta cierto punto, el tratamientc de estas complicaciones
infecciosas, con lo que se prolonga la vida del paciente. Sin embargo,
cuando la enfermedad primaria no se cura, el deterioro progresivo fisico e
inmunolégico de los pacientes continGa, por lo que algunos pueden llegar
a tener un considerable grado de caquexia en las etapas terminales de la
enfemedad. A esta condicién clinica se Hama desgaste y las
enfermedades que lo provecan se llaman enfermedades desgastantes.

En personas o animales desgastados los microorganismos
comensales del tubo digestivo pueden diseminarse fuera del intestino a
ganglios mesentéricos, higado y otros 6rganos de la cavidad abdominal.
Este fenémeno se denomina traslocacion bacteriana, y se ha relacionado
con el deterioro de la barrera inmunolégica de la mucosa intestinal y con
un aumento en la permeabilidad intestinal.

Desde hace aftos, las alteraciones de la permeabilidad intestinal se
estudian en diferentes enfermedades y por diversas razones. Asl por
ejemplo, en los ancianos se ha encontrado un aumento en fa absorcién
intestinal de PEG-400. Algunos han propuesto que, por esta razén, la



edad avanzada implica el riesgo de absorber una mayor cantidad de
productos quimicos cancerigenos que contiene la dieta. La permeabilidad
intestinal también esta alterada en las personas desnutridas que tienen,
ademads, una frecuencia elevada de endotoxemias. El estrés causado por
los traumas fisicos y quimicos puede aumentar tanto la permeabilidad
intestinal como la trasfocacion de bacterias.

Actuaimente se pueden hacer dos preguntas: primero, si la
enfermedad primaria no se cura (cancer por ejemplo) , entonces cuando
se solucionan algunas de sus complicaciones infecciosas y reacciones
inflamatorias recurrentes, sse podria evitar la aparicién terminal del
desgaste?; segundo, si se lograra evitar la aparicién terminal del desgaste
y se reconstituyera la competencia inmunolégica de estos pacientes, ¢se
podria modificar la evolucion de la enfermedad primaria?.

Ante esta situacion, en el labor io se han realizado experimentos
con diferentes modelos de animales desgastados (principaimente ratones)
para conocer los mecanismos por los cuales los animales se desgastan y
posteriormente, ensayar diversos procedimientos terapéuticos que fimiten
la expresion de sus manifestaciones més graves. El presente trabajo es
parte de esta linea de investigacién y tiene por objetivo demostrar que ia
permeabilidad intestinal estd awnentada en ratones a los cuales se les
induce la aparicion del sindrome desgastante mediante la inyecci6n
intraperitoneal de bacterias inactivadas.




CAPITULO 2. ANTECEDENTES.

2.1. Inmunodeficiencias.

Las inmunodeficiencias son transtomos del sistema inmunitario que
pueden ser originados por diversas causas (1,2). Se caracterizan por un
defecto parcial o total en la respuesta inmune, humoral o celular, lo cual
generalmente da como resultado un aumento en la susceptibilidad a las
infecciones. Las personas o los animales inmunodeficientes tienen
infecciones recurrentes, un retraso en el desarrollo corporal (segun la
edad) y una incidencia elevada de neoplasias malignas. Ademas, tienen
episodios alérgicos y enfermedades autoinmunitarias con mayor
frecuencia que las personas normales. Las inmunodeficiencias se pueden
clasificar en primarias o congénitas y secundarias o adquiridas (2).

Las inmunodeficiencias primarias se originan principaimente a
causa de des6rdenes genéticos, como son los defectos en. la
diferenciacién celular, las deficiencias enzimaticas, la sintesis defectuosa
de . alguna proteina o anormalidades cromosomicas. Las
inmunodeficiencias primarias han sido clasificadas segin comprometan la
produccion de anticuerpos o la inmunidad celular (en una forma separada
o combinada), asi como fas funciones de los fagocitos o las actividades
del sistema complemento.



Las inmunodeficiencias secundarias son las que aparecen a causa
de una enfermedad primaria, como las infecciones (virales, bacterianas o
parasitarias), las neoplasias malignas, algunas enfermedades hereditarias
y metabdlicas, la desnutricion grave, quemaduras, cirrosis alcohélica,
envejecimiento, tratamientos con farmacos inmunosupresores, anestesia,
etc. Son mas comunes que las inmunodeficiencias primarias y con mayor
frecuencia se expresan como alteraciones en la inmunidad celutar mas
que en la inmunidad humoral. Pueden ser transitorias porque
desaparecen con el tratamiento adecuado de la enfermedad primaria (por
ejemplo, ia desnutricion) o de caracter permanente como es el caso de
los pacientes infectados con el VIH.

2.2. £t sindrome del desgaste.

Las _personas con inmunodeficiencias secundarias tienen
infecciones recurrentes que generalmente estdn causadas por
microorganismos comensales, l0s cuales se convierten en oportunistas y
se diseminan cuando disminuyen las defensas en el nive! de la piel y de
las mucosas del aparato respiratorio o del tubo digestivo.

Si los episodios infecciosos no pueden ser prevenidos y se repiten
ia, las per inmunodeficientes presentan una
pérdida progresiva de peso que, en los casos extremos, puede ilegar
hasta la caquexia. En esta evolucion influyen tanto (a cronicidad de la
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enfermedad primaria como la gravedad del defecto Inmunolégico
asociado.

Cuando las inmunodeficiencias provccan un deterioro fisico
progresivo generalmente terminan con manifestaciones de un desorden
metabdlico sumamente heterogéneo que ha sido denominado sindrome
del desgaste o del desmedro. Esta condicion clinica también representa
la etapa terminal de varias enfermedades infeccioas crénicas (como el
SIDA, el paludismo o la tuberculosis) y de las neoplasias malignas. En
los nifios con inmunodeficiencias secundarias, las manifestaciones
anteriores suelen estar acompafiadas de un retardo en el desarrollo
corporal. Las formas marasméticas de la desnutricion infantil tienen una
evolucién simitar.

El sindrome del desgaste puede ser reproducido en una forma
experimental, en animales de laboratorio, utilizando diferentes
procedimientos. Las formas de desgaste experimental mas conocidas
son secundarias a la extirpacién neonatal del timo (3), las reacciones
injerto-contra-huésped que provocan los transplantes de linfocitos
alogénicos (4), la administracién de hormonas como el acetato de cortisol
(5) o el estradiol (6), la eliminacién de! zinc de la dieta (66) y las
inyecciones intraperitoneales de multiples productos bacterianos como los
lipopolisacéridos (LPS) o de suspensiones de bacterias muertas como los
estafilococos del grupo A, (7.8). Todos estos procedimientos se
caracterizan por causar una pérdida progresiva de peso, irritabilidad de



los animales, alteraciones en el pelo, infecciones en la piel y las mucosas,
diarrea recurrente, anorexia y finaimente muerte (7).

Segun la técnica utilizada para su induccién, el desgaste
experimentat puede ser de carécter transitorio o definitivo y, asi mismo,
puede variar la frecuencia con la que se presentan los sintomas y la
incidencia de las principales alteraciones patolégicas (9). Sin embargo,
los animales desgastados siempre tienen dos manifestaciones
principales: estan gravemente desnutridos y tienen una inmunodeficiencia
variable que los hace susceptibles a diversas infecciones por
microorganismos oportunistas.

En el presente trabajo el procedimiento que se utilizé para inducir el
desgaste fue descrito en 1964 por Ekstedt et al (10), el cual consiste en la
inyecciébn intraperitoneal de productos bacterianos (estafilococos
inactivados por calor) en ratones recién nacidos.

El sindrome de! desgaste inducido por la inyeccion intraperitoneal
de productos bacterianos a ratones recién nacidos se caracteriza por un
retardo en el crecimiento asociado a una pérdida de peso y a una atrofia o
hipoplasia de varios érganos linfoides primarios y secundarios, lo cual se

v traduce en una respuesta inmunitaria deficiente. Ademas, los animales
desgastados presentan alteraciones en la funcién de varias glanduias del
sistema endécrino (9).



Los animales desgastados tienen deprimida su produccion de
anticuerpos contra antigenos timo-dependientes (11), no desarrollan una
tolerancia oral contra los antigenos administrados por via oral (12), tienen
deprimida la respuesta proliferativa de los linfocitos esplénicos que son
estimulados con los mitégenos convencionales (13), presentan una
translocacién de bacterias Gram-negativas del intestino hacia los ganglios
linfaticos mesentéricos (14), tienen aumentada la sintesis de factor
necrosante de tumores (TNF) por los macréfagos peritoneales (16), una
mayor concentracién de zinc en el timo que contrasta con una reduccién
det contenido del mismo elemento {raza en la sangre y otros tejidos (15) y
una depresién de las reacciones intradérmicas de hipersensibilidad tardia
(DTH) (17). ‘

Sin embargo, dos semanas después de terminadas las inyecciones
intraperitoneales, desaparecen casi todas estas manifestaciones de un
grave desorden inmunoldgico, se detiene la pérdida de peso, los animales
recuperan la imagen histolégica y el peso normal del timo (18), tienen una
produccién de anticuerpos superior a la de los animales sanos (19) vy,
aparentemente, continian su vida en forma indistinguible a la de los
ratones nomales. Por esta razén se ha considerado que la
inmunodeficiencia provocada mediante la inyeccion intraperitoneal de
estafilococos muertos tiene un caracter transitorio. En este sentido, la
inmunodeficiencia no resulta completamente comparable al desgaste
terminal de los enfermos cancerosos o con SIDA sino, mas bien, al
cuadro clinico de nifios con infecciones a repeticién y una desnutricién
marasmatica.



Se han propuesto diferentes mecanismos de lesi6n para explicar
las deficiencias inmunolégicas de los animales desgastados en una forma
experimental. Una de las hipétesis sugieré que, después de la
inoculacion de los productos bacterianos en el peritoneo, se produce una
estimulacién de las células fagociticas (macréfagos o monocitos) que
liberan una gran cantidad de ciertas citocinas (TNF, por ejemplo), cuyo
exceso en la circulacién resulta perjudicial para las células
inmunocompetentes. La depresion de !a respuesta inmunitaria
probablemente es la causa de la traslocacion de las enterobacterias
(20,21) que se diseminan del intestino hacia diferentes 6rganos de la
cavidad abdominal (22,23) y cuyas endotoxinas o lipopolis4caridos (LPS)
contribuyen a incrementar mas aun la produccién de citocinas por los
macréfagos (24,25). Estos mediadores (TNF / caquectina), que son
reconocidos como los responsables del estado "toxico" del individuo
infectado (26), pueden ser también los causantes del deterioro fisico que
resulta la principal caracteristica del animal desgastado, porque
interfieren en el metabolismo de fos lipidos y provocan una pérdida de
_ peso (27). Una vez terminada la inoculacion intraperitoneal de productes
bacterianos, el animal se recupera en una forma similar a como lo haria
después de una infeccién grave. La unica diferencia consiste en que, en
el modelo experimental, el animal se desgasta como si estuviera
infectado cuando en realidad sélo ha sido inyectado con una suspensién
estéril de bacterias muertas.



2.3. Inmunopatologia del sindrome del desgaste.

Algunos trabajos publicados recientemente han demostrado que,
cuando el sindrome del desgaste se provoca mediante la induccién de
una reacci6n injerto-contra-huésped sistémica (GvH), aumenta la
produccion del factor caquectizante denominado TNF (28). Este factor ha
sido considerado responsable de una parte de las lesiones tisulares que
caracterizan el desgaste. Asi, después de las inyecciones de endotoxinas
que estimulan los macréfagos o cuando los animales reciben varias dosis
de TNF por via endovenosa, administrada experimentalmente, pueden
presentar zonas de necrosis en las paredes del intestino delgado
(29,30,31). Esta observacion apoya la idea de que el animal desgastado
puede tener alteradas las principales funciones del intestino y los
mecanismos inmunolégicos que controlan la flora de bacterias
comensales del tubo digestivo (32).

En una cepa mutante de ratones wast/wast homocigotos se ha
observado !a aparicién esponténea de un sindrome desgastante simifar al
que puede ser inducido mediante la inoculacién de productos bacterianos
en ratones recién nacidos. Poco tiempo después del nacimiento, estos
animales desarrollan espontdneamente la mayoria de los sintomas que
caracterizan al desgaste (33). En estos ratones se ha encontrado una
disminucion significativa en la produccién de anticuerpos Ig A de
secrecién, varias alteraciones microscopicas en la mucosa intestinal y un
deterioro progresivo del sistema nervioso central que se traduce en ataxia
(34).
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En los ratones wast/wast homocigotos geneticamente desg )

tambien se ha encontrado una alteracion importante de la flora comensal

del intestino, los microorganismos Gram-negativos comensales y sus

antigenos pueden pasar libremente a través de la mucosa y, de este

modo, fos animales pueden desarrollar fdcilmente bacteremias por
- gérmenes oportunistas.

En Ja literatura se han descrito varias complicaciones
gastrointestinales de las inmunodeficiencias (35). Entre las mas comunes
estan la giardiasis, la hiperplasia nodutar linfoide, el aplastamiento de las
vellosidades intestinales, el sobrecrecimiento bacteriano, la mala
absorcion intestinal y la deficiencia de disacaridasa o de varias otras
enzimas. Los inmunodeficientes que tienen comprometida su produccion
de anticuerpos generalmente presentan diarreas crénicas que, con cierta
frecuencia, pueden estar causadas por enterobacterias como Sa/monella,
Shigella o Escherichia coli enteropatégena. Mientras que las infecciones
por Candida albicans o Pneumocystis caninni son mas frecuentes en los
inmunodeficientes que tienen comprometidas las funciones de los
linfocitos T.

Tedricamente, las personas desgastadas o los animales de
laboratorio con el sindrome inducido experimentalmente, deben tener
lesiones de la mucosa intestinal y un compromiso importante del tejido-
linfoide asdciado al tubo digestivo (GALT). Es razonable suponer que
todo ello provoca transtomos de [a permeabilidad intestinal que se
pueden traducir en una asimilacion deficiente de los nutrientes de la dieta.
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Sin embargo, la literatura consultada sobre e! desgaste solo refiere
el hallazgo de lesiones provocadas por el TNF o por las infecciones
recurrentes, sin mencionar estudios sobre el estado de la permeabilidad
intestinal. Las Qnicas referencias encontradas que contienen informacion
relacionada con la permeabilidad intestinal en nifios con desnutricién
primaria, son publicaciones antiguas como la de Chandra, que trata sobre
el aumento de la absorcion de los antigenos de los alimentos (36).

2.4, Estudio de la permeablilidad intestinal.

Para estudiar ia permeabilidad de la mucosa intestinal, en
condiciones fisiologicas o patoldgicas, se han utilizado diferentes series
de moléculas. Algunas son material exdgeno como xilosa (37), lactulosa
(38,39,40), eritritol (41,42), manitol (39,41,42), inulina (43,44) y fructosa
(43). Otras, en cambio, son productos de excrecion endégena como urea
(41,43,45,46), 4cido drico (46), creatina (43,46) vitamina B12 (43) v
cianocobalamina (46). En estos estudios cada uno de los compuestos de
la serie debe ser analizado en forma independiente, por procedimientos
que, la mayoria de las veces, son tediosos y tardios. Ademds, una parte
de esos compuestos son degradables por bacterias intestinales, {o que
los hace inapropiados para el estudio en etapas de padecimientos donde
la concentracién bacteriana en el intestino se encuentra incrementada.



En 1977, Chadwick et al (47) demostraron que el polietilenglicol
400 (PEG-400) es una sustancia ideal para definir las caracteristicas de la
permeabilidad pasiva de la mucosa intestinal.

El polietilenglicol (PEG) es una mezcla de polimeros de etilenglicol
[HO-(CH2CH20)n-H]. El PEG-400 contiene nueve diferentes homologos
de etilen6xidos que van desde n=5 a n=13 y que tienen pesos
moleculares de 242 a 594 daitons. Los nueve homélogos presentan una
distribucién gausiana, con un peso molecular promedio de 400 daltons.

Todos los homélogos del PEG son moléculas inertes, solubles en
agua, cuyo transporte a través de la mucosa intestinal decrece a medida
que aumenta el psso molecular del polimero. El transporte de todas estas
moléculas sigue ‘una cinética de primer érden. - Las principales ventajas
que presenta sobre otras moléculas son; que el PEG-400 no es toxico, no
es degradado por las bacterias intestinales, no se metaboliza después de
su absorcién y, después de su aproplada extraccién, su concentracién
puede ser medida en varios liquidos biolégicos utilizando procedimientos
sumamente sensibles, precisos, exactos y relativamente féciles de llevar
acabo.

En 1986, Irving et al. (48) modificaron el método de extraccién del

PEG de la orina, eliminando con esto varias interferencias. Ademds,

- formaron el derivado silanizado de PEG antes de inyectario al

cromatégrafo de gases, con lo que obtuvieron una mejor reproducibilidad
en su cuantificacién.



En la literatura consultada existen publicadas una gran cantidad de
referencias que informan el estudio de ia permeabilidad intestinal en
hombres y/o animales que se encuentran bajo los efectos de diferentes
drogas (49), que estédn infectados (50), que estdn distribuidos en
diferentes grupos etarios (61) ~ cuyo metabolismo est4 modificado -por
otras variables (52,53,64). En todos estos casos el PEG se administra
por via oral y, posteriormente, se mide su concentracién en muestras de
orina. También ha sido posible medir su concentracién en el liquido de
perfusi6n intestinal y en las evacuaciones liquidas (47). En la literatura
consultada sélo se encontré un trabajo que informa los resultados del
analisis del PEG en muestras de suero (55). Sin embargo, en este ultimo
caso, el procedimiento de extraccién con cioruro de metileno no es
satisfactorio, ya que el PEG-400 presenta baja solubilidad en liquidos
poco polares (56). En el presente estudio se desarmrollé una metodologfa
para la extraccién de PEG-400 det suero.

El PEG-400 puede cuantificarse por cromatografia de gases como
lo hacen .los autores de los articulos antes mencionados, por
cromatografia de liquidos (HPLC) (56,57,58) y también utilizando
marcadores radiactivos (56,58). En el presente trabajo o] PEG-400 se
analizd por cromatografia de gases, la cual tiene la ventaja de ser una
técnica eficiente y rapida que utiliza un detector con mayor sensibilidad
que los équipos para HPLC. Por ofra parte es un procedlmierﬁo mas
econémico e involucra menos riesgos que los métodos radiactivos.



CAPITULO 3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Diselo del experi t

Se trabajé con 120 ratones recién nacidos de la cepa Balb/c, que
fueron proporcionados por el Bioterio de la Facultad de Quimica. - Se
utilizaron como animales control §0 de estos ratones, que recibieron
inyecciones intraperitoneales de solucién salina isoténica (SSi) estéril.
Para la induccién de! sindrome del desgaste fueron utilizados 60 ratones,
los cuales recibieron inyecciones intraperitoneales de estafilococos
Inactivados. Los 10 ratones restantes se utilizaron para obtener un "pool”
de suero,

Para el estudio de la cinética de absorci6n-eliminacién del PEG-
400, los animales recibieron una dosis de PEG-400 por via intragdstrica.
Debido a las dificultades observadas para tomar una muestra de orina de
los ratones y, al desconocimiento del grado de alteracién en la funcién
renal de los animales desgastados, se desarrollé una metodologia nueva
para el estudio del PEG-400 en muestras de suero. De este modo,
después de la administracion de PEG400 se tomaron muestras de
sangre a tiempos diferentes. Se separ6 y desproteiniz6 100 ul de suero y
el PEG-400 se extrajo en fase sélida utilizando cartuchos de silice,
posteriormente, se silanizd6 y su concentracion se cuantific6 por
Cromatografia de gases caplilar.



3.2, Metodos.

3.2.1. Preparacién de la copa bacteriana,

La cepa de Staphylococcus aureus ATCC 6538, proporcionada por
el cepario del Depto de Biologia de la Facultad de Quimica, se cuitivé en
medio BHI a 37°C, con agitacién durante 18 horas. Las células se lavaron
dos veces con solucién salina isoténica (SSI) estéril y posteriormente se
inactivaron por calor, en autoclave, a 121°C durante 15 minutos. Las
bacterias se recolectaron por centrifugacién y se ajustaron
nefelométricamente a 5 x 1010 bacterias / ml en SS| utilizando la técnica
del estandar de sulfato de bario desarrollada por Mc Farland (59). Se
realizaron pruebas de esterilidad utilizando los medios BHI, caldo
tioglicolato y S110. Dando en los tres cultivos negativo. La suspensién
se conservé a 4 °C hasta el momento de inyectarla.

3.2.2. Induccién del sindrome del desgaste.

El sindrome del desgaste se indujo siguiendo el esquema de
inyecciones intraperitoneales de estafilococos inactivados que fue
propuesto inicialmente por Ekstedt et al (10). Los ratones recibieron la
primera inyeccion, de 0.1 ml de la suspension de bacterias inactivadas,
antes de cumplir las dos horas de nacidos y las siguientes dosis fueron
adminsitradas por la misma via cada tercer dia durante cuatro semanas.

15



Los animales del grupo control también se inyectaron a las dos horas de
nacidos y cada tercer dia durante cuatro semanas, pero con 0.1 mi de SSI|
estéril.

3.2.3. Administracién de PEG 400.

Al cumplir 30 dias de edad los animales fueron colocados en ayuno
durante cuatro horas y posteriormente recibieron 40 pl (0.41 g/kg de peso
del cuerpo) (47) de una solucién al 10% en agua (380 mosm) (53) de
PEG-400 (Sigma Chemical Co.) por via intragas:irica, utilizando una sonda
de polietiieno conectada a una jeringa Hamiiton de 50 ul. Antes de pasar
la sonda, los animales recibieron una anestesia ligera con éter. Después
de administrar la dosis comrespondiente a cada ratén, se registré el
tiempo, y cada animal fue colocado en reposo, sin ingerir agua ni
alimentos, hasta el momento de su sacrificio. Se descartaron todos los
ratones que no recibieron la dosis completa o aquellos otros en los cuales
hubo evidencla de que la sonda no estuvo bien colocada.

3.2.4. Obtencién de la muestra de sangre.

La sangre se obtuvo por puncitn retroorbital, despues de anestesiar
a los ratones con éter, Los animéles fueron separados aleatoriamente en
diferentes grupos para obtener la muestra a los 10, 20, 30, 40, 60, 120 o
180 minutos después de haber administrado el PEG-400.
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3.2.5. Desproteinizaclén de las muestras de suero.

Cada muestra de sangre se centrifugd a 3500 rpm durante 15
minutos. Se separaron 100 ul de suero y éstos fueron desproteinizados
con 5 volumenes de metano! (R.A. Mallinckrodt). La mezcla fue agitada y
centrifugada a 3500 rpm por 10 minutos. Cada sobrenadante se llev6 a
sequedad bajo corriente de nitrégeno y vacio.

3.2.8. Extraccién en fase solida.

Para la extraccién del PEG-400 se utilizaron cartuchos de silica Gel
(Spe-ed 500 mg / 3 mi), los cuales fueron acondicionados lavéndolos
primero con 3 mi de metanol y después con 3 ml de cloroformo (R.A.
Merck). Los cartuchos lavados se dejaron secar antes de su uso.

Cada muestra de suero desproteinizada fué resuspendida en 200 pl
de cloroformo y aplicada a un cartucho de silica previamente
acondicionado. Cada cartucho se dej6 secar y se lavé con 3 m! de
cloroformo, se dejé secar y el PEG-400 se eluy6 con 3 mi de metanol, los
cuales fueron recolectados en tubos de vidrio con tapon de rosca y teflén.



3.2.7. Adicién del estandar interno.

Después de extraer el PEG-400, se adicionaron 10 ul de una
solucion al 10 % de escualano en cloroformo y se llevé a sequedad bajo

corriente de nitrégeno y vacio.

3.2.8. Procedimiento de silanizacién.

A cada tubo se te adicionaron 100 ! de! silanizante utilizando una
Jjeringa Hamilton de 500 pl. Una vez hecho esto se taparon los tubos y se

colocaron a 90°C durante 1 hora, con agitacibn ocasional.

silanizantes probados fueron:

En los resultados se indica por qué fue seleccionado el primero de

estos cuatro agentes silanizantes.

SILANIZANTE ABREVIACION
N,O-bis-(trimetilsilil) trifluoro-acetamida con 1%
trimetilclorosilano  (Pierce) BSTFA
Trimetil cloro silano _ ( Pierce) TMCS
Hexametildisilazano __(Alltech associates, inc) HMDS
Una mezcla (1:4) de TMCS : HMDS. TMCS / HMDS




Para calcular la reproducibilidad y la repetibilidad se prepararon
cuatro curvas con réplicas de PEG-400 de concentraciones de 1000 hasta
3500 ug/ml utilizando en cada curva uno de los silanizantes antes
mencionados. Cada una de las réplicas se inyecté por triplicado. La
reproducibilidad se estimé calculando la desviacion estandar relativa
entre las medias de cada réplica y la repetibilidad con la desviaci6n
estandar relativa entre 1as inyecciones de cada una de las réplicas.

3.2.9. Analisis cromatogréfico.

Se utilizé un cromatografo Hewlett Packard, modelo S58S0A,
equipado con detector de ionizaci6n de llama, integrador Hewlett Packard,
modelo 3392A, y una columna capilar de metil silicon de 5 metros de
longitud, 0.25 mm de didmetro y 0.2 de espesor de pelicula.

La temperatura de la columna fue programada de 100 a 300°C, a
30°C por minuto, con !a temperatura del inyactor a 300°C, {a temperatura
del detector a 300°C, con una razén de Split de 1:30.

Un volumen de 1 ul de cada una de las muestras se inyect6, por
triplicado, al cromatégrafo de gases, utilizando una jeringa Hamilton de 10
uk.

Los resultados se expresan como la suma de las dreas de todos los
picos de PEG-400 entre el drea del estandar intemo.
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3.2.10. Curva de callbracién

Para conocer ia linealidad y la reproducibilidad del método analitico
se realiz6 una curva de calibracién, con réplicas, de PEG-400 de
concentraciones de 1000 hasta 3500 g/ml, que fueron adicionadas a 100
W de un "pool" de suero de ratdn. Cada una de las réplicas recibi6 todo el
tratamiento subsecuente, y se inyectd por duplicado.

El % de recuperacién de PEG-400 después de la extraccién vy, la
existencia o no de errores sistematicos, se evaluaron por la cofrelacién
entre la curva de calibracién antes descrita y una curva obtenida con

- iguales concentraciones de PEG-400 en cioroformo a la cual se (e di6 el
tratamiento subsecuente a la extraccion.

3.2.11. Cinética de absorcién-sliminacién de PEG-400

Las curvas de absorcién aliminacién fueron ajustadas utilizando los
paquetes:

JANA para la estimacién de los parémetros.

PCNONLIN NONLINEAR ESTIMATION PROGRAM (VO3.0) para
afinar los parametros y conocer el modelo.
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3.2.12. Céiculos estad(sticos

Las pruebas de hipdtesis y los intervalos de confianza sobre las
medias, estdn basadas en la distribucion "t" (prueba de "student") usando
el nive! de significancia especificado en cada caso.

Las pruebas de varianza estdn basadas en la distribucion "F"
(prueba de “Snedecor’) especificado en cada caso el nivel de

significancia.

Si la prueba es de una cola el grado de incertidumbre se indica
como a Y 8i es de dos colas como a2

La nomenclatura utilizada es la siguiente;

Ho- Hipétesis nula x- Media.

Hi- Hipotesis altema S-  Desviacion estandar
C-  Animales del grupo control M Machos

I- Animales del grupo | H-  Hembras

-  Animales del grupo Il
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CAPITULO 4. RESULTADOS.

4.1. Manifestaclones del sindrome del desgaste.

Se abserv6 que, después de las inyecciones intraperitoneates de
estafilococos inactivados, los ratones desamollaron - un sindrome
desgastante que fue grave en algunos y moderado o inapreciable en los
restantes. Por esta razon los animales inyectados fueron separados en
dos grupos. En el grupo | quedaron los ratones inyectados con
estafilococos que resultaron indistinguibles de los animales del grupo
control, que habian sido inyectados con solucitn salina. Estos animales
del grupo 1 aparentemente pesaban menos que los animales control, sin
embargo esta diferencia no fué significativa (Tabla | y 1Il). En el grupo Il se
incluyeron los animales que presentaron todas las manifestaciones clinicas
del desgaste. En ellos fue evidente la anorexia, la debilidad muscular, el
pelo ralo y erizado, conjuntivitis, infecciones en la piel- y evacuaciones
liquidas. Estos animales desgastados relrasaron su crecimiento y
desarrollo corporal, de tal modo que, al final del experimento, eran mas
pequenos y tenian airededor del 58% del psso de los ratones control
(Tabla I y \I).

En la Tabla |l se encuentra el grado de desnutricién observado en
los animales del grupo il. Para esta clasificacion se utilizé el criterio
propuesto por Federico Gomez (60). Como los ratones hembra mostraron
un peso promedio inferior al de los machos (Tabla i) el peso de referencia
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utilizado fué el peso promedio del grupo controi segun el sexo al que

pertenece .
SEXO| GRUPO | No ; ] t @/2=0.025 INTERVALO DE

CONFIANZA AL 95%

H control | 27 | 12.168 | 1.97 2.056 12.1040.78

H ! S| 1124 | 053 2.778 11.24+0.65

H 1} 8 6.88 1.06 2.365 6.88 £ 0.68

M control | 17 | 13.07 | 1.85 212 13.068 +1.00

M 1 8| 1151 | 1.22 2.385 11.51+£1.02

LM I 8 7.85 | 0.92 2.385 7.85 + 0.76
Tabla !
Peso de los animales

HIPOTESIS | S | g | tcakusdo | taw0.025 | CONCLUSION
Ho xHe=xHI | 1.87] 30 | 09448 1860 | No se rechaza Ho
Hi_XHC>XHI
Ho xHce=xHi]| 18 | 33 | 7.2e70 1.960 Se rechaza Ho
Hi ;HC);HII
Ho xmMc=xmi| 1.76 [ 23 | 2.0540 2089 | No se rechaza Ho
Hi )_(Mc;);ul )

Ho xmc=xmi| 17 | 23 | 7.1480 2.069 Se rechaza Ho
Hi XMC>X Mil

Tabla Il
Prueba de hipdtesis sobre diferencias en peso segun el grupo
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% Pérdida de paso | No de animales | Grado de desnutsicién

25¢ 0
25 « X <40 5
40 > 10
Tabla ili
Grado de desnutricién de
los animales def grupo I

De los 60 animales inoculados con la solucién bacteriana et 21.6%
expresé manifestaciones discretas del sindrome (Grupo 1). Ei 31.6%
expresé las manifestaciones completas del desgaste (Grupo 11) y el 46.6%
restante muri6, estos animales se murieron a lo largo de Iu~ cuatro
semanas de inoculacién, y generalmente fueron los que se veian mas
pequefios y enfermos.

Los animales del grupo control presentaron una mortalidad del 10%
y hay que sefalar que murieron al primero o segundo dia de edad y
generalmente provinieron de camadas grandes (de 8 a 9 crias) (Tabla V).

RATONES | N inicial | N_final | MORTALIDAD (%]

NORMALES 50 45 10
| GRUPO 1Y I 60 32 46.68
Tabla IV

Indice de mortalidad
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4.2. Desarrollo metodolégico.

4.2.1 Silanizaclén del PEG-400:

Para el analisis del PEG-400 se utiliz6 una columna capilar corta de
metil silicon, con baja polaridad y alta estabilidad témmica. Donde se
obtuvo una baja detectabilidad, probablemente por adsorcién del PEG
tanto en el inyector como en la columna, los picos fueron asimétricos y
esto fué atribuido a las diferencias de polaridad entre el analito y la fase
estacionaria (Cromatograma 1). Por esta razén, se considerd necesario
formar derivados silanizados que disminuyeran e! caracter polar del PEG,
aumentando con esto la detectabilidad (Cromatograma 2).

—

Cromatograma 1. Cromatograma 2
750 ng de PEG-400 50 ng de PEG-400 silanizado
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Al utilizar HMDS los tiempos de reaccion fueron excesivos, de 12
horas a 80°C, ademas, la reproducibilidad -fue pobre (Tabla V) por 1o que
se descarté como silanizante.

Al silanizar con BSTFA o con la mezcla HMDS-TMCS los
resultados fueron mas satisfactorios, se obtuvo menor tiempo de
reaccion,1 hora a 80°C, mayor cuantitatividad y mejor reproducibilidad
(Tabla V). Entre estos dos Ultimos silanizantes se prefirié utilizar el
BSTFA ya que no presenta el precipitado de NH,Cl que se forma cuando
reacciona el HMDS con el TMCS.

REACTWO REPRODUCIBILIDAD l REPETIBILIDAD
DESVIACION ESTANDAR RELATIVA (%)

HMDS 13.62 3.32

HMDS + TMCS 3.48 5,04

BSTFA 3.60 5.10
Tabla V

Estudio de agentes silanizantes

4.2.2, Seleccién de esténdar Interno

Para méjorar la repetibilidad entre inyecciones se prob6 utilizar
como estandar intemo el tetraetilenglicol, el cual tiene la ventaja de
compontarse igual que el PEG-400 por o que puede ser adicionado antes
de la exiracci6n. Sin embargo, encontramos pequefias cantidades de
tetraetilenglicol (n=4) en el PEG-400 (de n=5 a n=13) por lo que se
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descanté su utilizacion (Cromatograma 3), y ya que no se encontro otro
estandar que pudiera ser adicionado antes de la extraccién se utilizé
escualano adicionado después de la extraccién, obteniendo resultados

satisfactorios (Tabla VI)

Cromatograma 3

PEG-400

Extraccién en Fase sélida.
Formacién del derivado silanizado.
El tr=1.03 es tetrastilenglicol
(comparar con cromatograma 6)

ESTANDAR INTERNO REPETIBILIDAD
DESVIACION ESTANDAR RELATIVA (%)
Ninguno 5.2
Escualano 2.6
Tabla VI
Repetibilidad de inyeccién

con y sin estandar interno
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4.2.3. Extracclén en fase sélida.

Es imposible el anélisis directo de PEG-400 en las muestras de
suero desproteinizadas debido a la gran cantidad de interferencias que
presenta (Cromatograma 4).

Para estandarizar el procedimiento de exiraccion del PEG en fase
sélida utilizando cartuchos de sitice descrito en la metodologla se realizé
un estudio preliminar de cromatografia en placa con varios eluyentes
entre los cuales fueron seleccionados el clorqformo como disolvente de
lavado y el metanol como eluyente (Figura 1).

Los volumenes de lavado y elucion fueron establecidos tras colectar

.y analizar de 1 mi en 1 ml, 4 mi de cada uno de los disolventes después

de pasarlos por el cartucho con un muestra de suero adicionada con PEG-

400. Encontramos que con 3 ml de cloroformo se elimina gran cantidad

de interferencias lo que permite cuantificar el PEG400 que eluye
posteriormente con 3 ml de metanol (Cromatograma 5 y 6).
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CLOROFORMO METANOL
C g
=05, '
B
M=01,l4 Y
-l . 5O —] ' 00
abc abec

Figura |
cromatografia en placa ( fase slice )

a) PEG. b) PEG + suero desproteinizado, c) suero desproleinizado

Cromatograma 4. Cromatograma §
suero sin Extraccién en fase solida .Suero. Extraccién en fase solida
Formacién del derivado silanizado. F i6n del denivado silanizack

29



Cromatograma 6

Suero adicionado con PEG-400
Extraccién en Fase sélida
Formacién del derivado silanizado.
El tr=1.04 es tetrastilenglicol
adicionado (n=5}

4.2.4, Linealldad, reproducibiiidad y % de recuperacién

La curva de calibracion es lineal en el intervalo de concentracién
de 1100 a 3850 ug/ml, la ecuacién de esta lineaos y = 0.054*x - 7.9
(Gréfica 1) y la prueba de hiptlesis de linealidad se encuentra en las
Tablas Vil y Vill,

Fuentes de variacion . gl suma de cuadrado
i cuadrados medio
Desviacién de las medias respacto 3 680.05 180.01
a la recta de regresién
Desviacién de los valores de cadagrupo | 5 741.39 148.27
con la media de su grupo

Tabla Vil
Datos para prueba de linealidad
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HIPOTESIS F 8=0.05 35 gl F caiculado CONCLUSION

Ho Y= a+bX 5.41 1.21 No se rechaza HO
Ha Yz atbX
Tabla Vill

Prueba de linealidad
para la curva de calibracién

C (ug/ml) x10°

Gréfica |
Curva de calibracién
a) PEG, b) PEG extraido del suero en fase sélida

En la curva de calibracién de PEG-400 adicionado a suero con todo
el tratamiento y manipulacién subsecuente la reproducibilidad (desviacion
estandar reiativa) es de 11.48%.
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Los datos y la prueba de hip6tesis de correlacion entre el érea de
PEG-suero extraido en fase sélida y e! drea de PEG directo se encuentran
en la Tabla IX. La ecuacion de esta linea es y = 0.76"x -23.53 (Gréfica Il).
Los intervalos de confianza para la pendiente y la ordenada al origen se
encuentran en la Tabla X. Donde puede observarse que la recuperacion
de PEG-400 adicionado a suero después de su desproteinizacién y
extraccion en fase sélida es de 77 + 27% y no hay evidencia de errores
sistematicos (a=0).

250 +
[72] r=0.96
w 1 " :
w 200
g 150 -f-
: .
(‘:-’; 100 +
Iﬁu_ 50 1
5]
[
0
< L
-50 + } } t + {
0 50 100 150 200 250 300
Area PEG
Grafica Il
Correlacién entre PEG solo y

PEG extraido de suero
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HIPOTESIS r gi t 2=0.05 t calculado CONCLUSION

Ho r=0 0,96 3 2353 2117 Se rachaza Ho
Ha r >0
Tabla IX
Prueba de hipdtesis para la correlacién
entre PEG-suero extraido y PEG
X S gl | ta/2=0.05 | intervalo de cénfianza al 85%
Pandiante 0.77 | o.08 3 3.182 0.7641+0.28
Ordenada alorigan | -24 § 17.04| 3 3.182 -23.53 £ 54.22
Tabla X
Datos de la correlacién entre
PEG-suero extraido y PEG

4.3. Influencia del desgaste sobre la permeablildad intestinal al PEG-
400

En la Gréfica !li se muestra la cinética de absorcion-eliminacion de
PEG-400 en los tres grupos de animales. Observamos que el PEG-400
se absorbe répido, probablemente, en [as porciones aitas del intestino
delgado, y se elimina aproximadamente 3 hr después de su
administracién. En los tres grupos el transporte de PEG-400 sigue una
cinética de primer 6rden, es un modelo de un compartimiento. Las curvas
se ajustan a la siguiente ecuacion: (56)

= (K‘.F.XO).

_KatFrXp)  (—Kett) _(-Ka*t)
CViKake © € !
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Donde

Ke= Constante de eliminacion F = Fraccién de dosis disponible
Ka= Constante de absorcion Xq= Dosis administrada
V = Volumen de distribucién t= Tiempo

En la Gréafica lll, IV, V y en la Tabla Xill se muestra que la

dispersion de las mediclones en el grupo Ii es mayor que en los otros dos
grupos, lo que obedece a que ademas de las diferencias individuales de
cada animal que hay en todos los dos grupos, en el grupo 1l existen
diferencias en el grado de desgaste para cada animal.

030 40 €0 80 100 120 140 160 1BO
Tiempo
Gréfica il

Ratones normales
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Tiempo

Gréfica IV
Ratones inyectados con bacteria no desgastados

20 40 " 60 80 100 120 140 150 180
Tiempo

Gréfica V
Ratones desgastados

a5



Grupo

N s

Control 40 23.81

I 9 16.14
Il 13 75.69
Tabla Xil

Desviacidn de los puntos
a la curva ajustada correspondiente

En la Gréfica V1 y en la Tabla Xl se encuentra la gréafica y los datos

del ajuste en los tres grupos

5500
5000
4500
40004
3500-1
u) 3000
—= 2500+
& 2000
g 1500 b
10004 a
500+

a Controles
b Grupol
C Grupoll

— Y T T Y T T 7 T ——1
0 20 40 &0 80 100 120 140 160 180 200

Tiempo

Gréfica VI
Cinética de absorcién-eliminacién
en los tres grupos de ratones.



Grupo Ka Ke Area t max (min) Cmax{ug/mi)
Control 0.069 0.015 139201 23.85 1735
| 0.081 | 0.015 143510 24,97 1798
1l 0.0687 | 0.0082 411000 _23.57 4172
Tabla Xilt

Datos de la cinética

En la Tabla XV se encuentran los resultados de los limites de
confianza para los parametros de la grafica de animales control por ser
donde hay un mayor nimero de animales. Hay que sefialar que para un
ajuste confiable de los parametros y de! 6rden de la cinética se requieren
un mayor nimero de puntos a diferentes tiempos y si no puede ser de un
solo individuo es necesario que exista a cada tiempo un nimero grande
de individuos para obtener un buen promedio.

Por lo anterior con los datos aqui presentados podemos conocer
alteraciones entre los grupos en estudio, sin embargo si se desea afinar
los parametros, comprobar el 6rden de cinética y realizar el andlisis
estadistico adecuado se debe redisefiar el estudio con la informacién aqui
presentada para obtener la cinética de absorcién-eliminacién con por lo
menos cuatro puntos para la absorcién (antes de 25 min) y cuatro para la
eliminacion, asf como aumentar y controlar el numero de ratones a cada
tiempo.
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Parametro | Estimado S Intervalo de confianza al 85 %
Ka 0.066 0.013 0.023-0.108
Ke 0.0154 0.0021 0.0086 - 0.0271

Tabla XiV
Datos del grupo de animales control

Podemos observar en la Gréfica VI y en la Tabla Xill que noc hay
diferencias importantes en ta concentracién de PEG-400 entre los
animales control y los animales inyectados que no mostraron sintomas de
enfermedad (drea bajo la curva muy parecida), mientras que en el grupo
de animales desgastados la concentracién de PEG-400 resulté mucho
mayor.

La vida media de eliminacién de los animales del grupo il es de
86.6 min, es mayor que en los animales control y los del grupo | que es de
46 min. Es decir que los animales desgastados tienen un retraso en el
tiempo de eliminacion de PEG-400.

No hay diferencias en ia vida media de absorcion entre los grupos
en estudio, para los tres es de 10 a 11 min.

No se encontré ninguna relacién ni diferencia en la absorcién

intestinal de PEG-400 entre hembras y machos de cada grupo (Tabla XiV)
por lo que se frabajaron indistintamente .
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HIPOTESIS DIFERENCIAS | gl | ta=0.05 ] tcalculado CONCLUSION
Ho XH=XxM X=263 4 2.132 0.5718 No se rechaza Ho
Hs XH> XM 5=603

Tabla XIV
Prueba de hipbtesis sobre
influencia del sexo sobre la absorcién de PEG

A todos fos animales se les administr6 la misma dosis de PEG-400
(4000 ug) (suponiendo un peso promedio de 10 g), Para esto nos
basamos en los articulos mencionados en los antecedentes de este
trabajo, los cuales recomiendan la administracién 109 de PEG-400 a
humanos aduftos sin ajustar al peso de cada uno. Al igual que en los
humanos adultos no son grandes las diferencias en los pesos de los
animales que pertenecen a un mismo grupo. Sin embargo los ratones del
grupo |l son significativamente mds pequefios, y surgi6 la duda de si los
animales del grupo desgastado presentaban una mayor absorcion de
PEG-400, por haber recibido mds cantidad de PEG-400 por gramo de
peso.

Para aclarar este punto se dividi6 la concentracion de PEG-400
encontrada en suero entre la dosis/g de peso administrada a cada animal.
Este cociente debe ser una constante para los animales de un mismo

" grupo y a un mismo tiempo. Y si es verdad que ios animales desgastados
presentan una mayor concentracién solo por haber recibido
proporcionalmente mayor cantidad, entonces a un mismo tiempo, el

39



cociente debe ser igual que en los otros dos grupos, ya que la absorcion
de PEG-400 es directamente proporcional a la dosis administrada (47).

En la Gréfica Vil se muestra la cinética de los valores del coclente
antes mencionado en funcién del tiempo, donde se puede ver que la curva
ajustada de los animales desgastados sigue siendo diferente a las otras
dos curvas, y por lo tanto podemos decir que los animales desgastados
tienen una mayor cantidad de PEG-400 por tener alterada Ia
permeabilidad intestinal.

9 a Control
8 b Grupol
C Grupoll

Conc/ (Dosis/g)
o

0t ———— T — Ty
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Tiempo

Gréfica Vil
Cinética obtenida después de conegir
con la dosis por gramo de peso de cada animal
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CAPITULO 5. DISCUSION.

5.1. Manifestaclones del sindrome del desgaste

Al aplicar el procedimiento descrito por Esketdt (10) para inducir el
sindrome desgastante en ratones recién nacidos, se obtuvo una
mortalidad muy elevada (46.6%) que redujo significativamente, a 32, el
numero de animales sobrevivientes después de las inyecciones de
estafilococos. De éstos, tres murieron por accidentes durante la
colocacién de la sonda intragdstrica. De los 29 ratones restantes,
solamente 16 (31.6%) desarrollaron el cuadro clinico del sindrome. Hubo
13 animales (21.6%) que, a pesar de recibir las inyecciones con bacterias
muertas, al final del experimento tenfan una apariencia fisica similar a fa
de los animales sanos del grupo control.

Por estas dos razones (la mortalidad elevada y la ausencia de una
respuesta desgastante en un gran nimero de ratones), resuité baja la
cantidad de animales que pudieron ser utilizados para e! estudio de la
permeabilidad intestinal. Esta cantidad, 16, estuvo muy por abajo de la
espectativa inicial, considerada en el protocolo del trabajo, si se toma en
cuenta que el experimento fue diseflado para trabajar con 120 ratones, de
los cuales 60 serian inyectados con estafilococos.

La mortalidad elevada puede ser atribuida a varios factores.
Primero, a la enfermedad desgastante en si misma que, en algunos
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casos, provoct un deterioro exagerado de las condiciones fisicas y de la
competencia inmunologica de los ratones. Segundo, al canibalismo de
las madres de los animales, que se incrementa si [as crias se encuentran
enfermas. Y tercero, a que no son 6ptimas las condiciones ambientales
(control de |la temperatura, etc.) del Bioterio de la Facultad. Como se
obtuvieron resultados negativos al cultivar la suspension de estafilococos
inactivados, se puede descartar la posibilidad de que los ratones hubieran
recibido inyecciones intraperitoneales de bacterias vivas. Los
microabcesos que se encontraron en el peritoneo y en varios érganos
abdominales de los animales, en el momento de sacrificarios, no
estuvieron causados por estafilococos y, mas bien, se pueden asociar a la
inmunodeficiencia grave de los animales desgastados.

El segundo problema, fa ausencia de una enfermedad desgastante
a pesar de las inyecciones intraperitoneales con bacterias inactivadas, ya
habla sido observado por Esketdt desde sus primeros experimentos.
Regularmente queda un grupo de animales que no se desgasta aunque
haya sido inoculado con la suspension de bacterias muertas (10). Sin
embargo, en nuesiras manos resultd muy alta (45%) la proporcion de
ratones inyectados que no presentaron sintomas del sindrome
desgastante, Existe la posibilidad de que, en algunas camadas, la serie
de inyecciones no haya comenzado inmediatamente después del
nacimiento. Esketdt ya habia sefialado (10) que una pequefia diferencia
de horas en el inicio de las inoculaciones podia influir decisivamente en la
expresion del sindrome tres semanas més tarde. £l ermor al ajustar
nefelométricamente la suspension de las bacterias inactivadas, es decir,
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que éstas tuvieran una concentracion inferior a la deseada, aunque
factible se puede considerar una posibilidad remota. Nuevamente las
condiciones y la organizacién del Bioterio fueron las que mas influyeron
para impedir el inicio de la induccion del sindrome en el momento preciso.

De todos modos, no obstante el pequefio nimero de animales
desgastados de los cuales se pudo obtener una muestra de sangre para
medir la concentracién del PEG400, se logr6 realizar la cinética de
absorcion - eliminacion.

6.2. Estudio de PEG en suero

En los trabajos de investigacién clinica publicados recientemente
sobre el estudio de la permeabilidad intestinal, el PEG-400 6 800 se
administra por via oral y, posteriormente, se mide la concentracion de la
molécula en una muestra de orina de 6 horas (47-58). La informacion que
se obtiene con este procedimiento es la concentracion total absorbida y
eliminada en las 6 hr. Tiene la ventaja, al no colectar muestras seriadas
de sangre venosa, de no ser traumatico para fa persona y es mas
econdmico ya que la muestra a analizar es solo una. Sin embargo el
realizar el estudio en muestras de suero proporciona una mayor
informacion.

Por otra parte, en el caso del experimento disefiado como trabajo
de la presente tesis, desde un principio el anslisis del PEG-400 en’
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muestras de orina significaba aplicar una serie de procedimientos
relativamente complejos (cateterismo vesical o uretral, inmovilizacién del
animal, etc) para obtener una cantidad suficiente de orina de ratones de
un mes de edad. El segundo punto que influy6é para rechazar el analisis
de las muestras de orina estuvo dado por la literatura publicada en favor
de un posible dafio renal del animal desgastado.

_ Como el objetivo dei trabajo era el estudio de la permeabilidad del
intestino, se decidié finalmente tomar una muestra de sangre de cada
ratén aunque, al hacer esto, se perdia la posibilidad de obtener la cinética
de cada animal. Sin embargo, como el estudio se hablia programado con
60 animales desgastados y 50 controles, se consider6 que esta cantidad
de ratones pemmitiria sacrificar varios ratones a distintos tiempos y
obtener una imagen fiel de la cinética de la absorcion, tanto en el caso del
desgaste como en el grupo controi.

5.3 Método analitico

Como ya se menciond, el trabajo que informa los resultados del
andlisis del PEG-400 en muestras de suero (55) donde el procedimiento
de extraccion del mismo con cloruro de metileno es insatisfactorio, ya que
el PEG-400 presenta baja solubilidad en liquidos poco polares (56).- Con
el método aqui presentado se obtienen extractos limpios de PEG-400, lo
cual permite realizar el estudio del curso de los niveles de PEG-400 en



suero a través del tiempo y de los niveles excretados, asi como la
velocidad de absorcién y eliminacion de! mismo.

E! uso de BSTFA para la formacién del derivado silanizado, de
entre los silanizantes probados, es el que ofrece una mejor respuesta
respecto a la concentracion, tal como lo propuso en 1986 Irving et al (48).
El uso de escualano como estandar intemo, aunque no se puede
adicionar desde el momento de la obtencién de la muestra de suero,
penﬁlle un control del volumen final con lo que se obtiene una
repetibilidad satisfactoria. La reproducibilidad del método es apropiada
para el seguimiento de fa cinética de absorcién-eliminacién de PEG-400
en los grupos de ratones en estudio, donde las variaciones encontradas
se deben fundamentaimente a las diferencias entre animales ya que la
varianza de los datos apoitada por el método es menor que la varianza
aportada por los datos de los animales.

5.4 Influencia de! desgaste sobre 1a clnética de absorcién de PEG-
400

Los resuttados revelan que !a enfermedad desgastante aumenta la
permeabilidad intestinal.

Las pruebas estadisticas aplicadas mostraron que, en los ratones
de un mes de edad, e! sexo es una variable que no influye de una manera
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significativa en la gravedad de la pérdida de peso del animal desgastado
y tampoco en la absorcién det PEG a través del intestino.

En los animales desgastados debe haber aiteraciones en la
morfologia intestinal . provocadas por la respuesta del animat a los
antigenos bacterianos con los cuales fueron inoculados. Esta respuesta
es principalmente mediada por una produccién alta de TNF, el cual es
conocido por provocar entre ofras cosas necrosis intestinal (30,31)

Existen trabajos de tipo morfalégico (microscopia electronica) en
animales desnutridos (61) y animales con deficiencia de zinc (62) que
reportan alteraciones en las vellosidades y en tas uniones intercelulares
de las células epiteliales del intestino. Proponen que a través de estas
alteraciones morfolégicas es como se pueden generar reacciones de
alergia a ciertas proteinas de los alimentos, ya que las uniones
intercelulares se encuentran debilitadas, el espacio intercelular es mayor
y se facilita el paso de macromoléculas.

En el sindrome de desgaste, ain no se han realizado experimentos
para demostrar si también existen estas aiteraciones mosfoldgicas. Sin
embargo los ratones desgastados también preseman caracteristicas
similares a las mencionadas en los trabajos anteriores, es decir, tienen
un elevado grado de desnutricion y deficiencia de zinc en algunos
organos (15). De tal forma que un mecanismo de esta naturaleza podria
estar participando en ¢l aumento de la permeabilidad intestinal que
encontramos y en la traslocacion bacteriana estudiada en un trabajo
anterior (14).
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El resultado de la reduccién en la velocidad de eliminacién renal de
PEG-400 en los animales desgastados pudiera ser Interpretado como una
disminucién patolégica de )a fiftracion glomerular, ya que éstos ratones
presentan notables modificaciones en su composlclén organica,
aiteraciones a nivel celular, y la presencia del ya mencionado TNF,
pudiendo esto afectar a! igual que a otros tejidos al rifién, reduciendo su
capacidad funcional. Sin embargo también se podria explicar como un
ajuste fisiolégico adecuado a la composicién del organismo, cuya

he tasis ha de defender, tal como ocurre en el nifio desnutrido, que
tienen un gran desequilibrio electrolitico y presentan intensas pérdidas de
liquidos orgénicos, y donde la reduccitn en {a velocidad de filtracion
glomerular resulta ser un hecho favorable para la conservacion del
volumen acuaso (63,64)
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CAPITULO 6.- CONCLUSIONES.
Ef grupo de animales a los que se les indujo el sindrome del
desgaste present6 una mortalidad elevada (46.6%).

De 53.3% sobrevivientes solamente el 31.6% expresé las
manifestaciones completas del sindrome.

Ei método desarrollado para analizar PEG-400 en suero es
apropiado al estudio.

Se encontrd en los ratones desgastados un aumento de los niveles

de PEG-400 en suero y una reduccién en la velocidad de eliminacion
renal.
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