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1. INTRODUCCION

€f deageste os una de las principales manifeataciones que se observan on paciertes que se
encuentran en las elapes finales de diversas anfermedades cronicas como céncor y SIDA, asl como en
sigunes enfermedades bacterenss (tuberculosis), o perasitariss (paludismo, malsria, leishmaniasis),
El deagaste o3 un sindrome que se caracteriza por of deterioro fisico paulstin, debido a la disminucidén
del apetito (anorexis), y pérdida progresiva de peso (Caquexia), que favorece of desarrolio de un esiado
inmune incompetenie, aumentando o rieego do adquirir Infecciones secundaries. Por olro lado, of
MWMMMMMud«nW&nlm
sentimientos de angustie, alslamiento y dopresidn. En genoral, su blenestar y celided do vida
dieminuyen dristicamente. Por estas razones es imporianie estuciier ias causas que originan ol
sindrome, as! como buacar iratamisnios o medides profildclicas que ayuden & mejorar la condicidn
fieica de las personas que sufren eele padecimiento.

Ge¢ ha comprobado que unc de oo principales medisdores de la caqueda e of Factor de
Necrosis Tumoral (TNFe © caquecting). Es una cliocine producida principsimants por los macréfagos y
NMmMMmdmmmuwmmmm.
asi como en animales de lsboraloric en los que 5¢ he inducida st sindrome en forme exerimental

En ol Deplo. de Blologis de s Faculiad de Quimica, UNAM, se he dessroliado un modelo
operimenial del sindrome del deagesée, cuya induccién no depends de a infeccion del animel, si no de
I inyeccién intraperiionesl de bacieriss musries. Se ullizan ralones Balb/c recién nacidos, los cusies,
despuée do custro semenes de rechir inoculacionss do eetafiiococos  MmueHios, | preséntan
transiiotiements les alleracionss inmunoidgicas y e sintomas caracteristicos det sindrome, enire los
Mhmﬂumahmw. Con este modelo 5 hen eshudiado aigunos
mecanismos celulares que participan en of desartolio dol desgeste. Asimismo, of madelc ha servido
para probes in efectivided de sigunes medides profidctices y/o terapéuticas.



Con ol proposito do provenir la apericion dol desgaste, os animales han recibido tratamienios
con inmuncadyuvantes de origen bacterieno, hormonas del timo y sales de zinc. Durante la Gltima
décads ol elemento zinc ha sido foco de considersbie interés por sus propiedades inmunoreguiatosias,
Se ha demostrado que ef zinc tiene un pagel importante en Ja ontogenia y ef funclonamiento del sistoma
inmune y que su deficisncia pusds ceusar allerscionss graves,

En el presenie trabajo, 38 prelende estudiar sl los mecrdfegos perilonesies de los animales
deagastados producen une cantided slevads de TNFa., v si hey siguna releciin entre la produccidn do
oaln cliocing y ke sdminisirecidn del slemendo zinc.




2. ANTECEDENTES

2.1.- EL SINDROME DEL DESGASTE,

Las personas con enfarmedades cronicas presenian duranie of desarollo de la enfermedad
Inmunodeficiencias secundsrias que favorecen la aparicién de infeccloones recurentes ceusadas por
.microorganismos comensales que se vuelven oportunistss y so diseminan en ol organismo of disminule
las defonsas a nivel de la plel, tubo digestivo y aparsto respiratorio. Si las infecciones recurrentes y la
enfermeded primaria no son controledos, o paciente puede desarroliar un deterioro fisico progresivo
conocido como ol sindrome del desgaste. Este sindrome 3a caracteriza por pérdide de peso
(caquexia), anomla, ancrexie, o incompetencia inmunoldgica. Ademds puede ser reproducido en forma
oxperimental on animales de laborstorio, utifizando diversoe procedimisntos. Las formas de deagasto
eperimental més conocidas son la extirpacidn del timo (25), las reacciones injerto vs. hudsped que
provocan los transplantes de infocitos alogénicos (26), ls administracion de hormonas como el acetato
de cottisol (27) o of esiradiol (28), la eliminacitn del zinc de (a dista (20), y las inyecciones
intraperitoneales de producios becterianos omo ks lipopolisacaridos (LPS) o de suspensiones de
bacteries mustas como fos estafiiocooos del grupo A (31, 33). Todos esios procedimientos se
mwmmmam.w,mmuwyamms,_
mm.mmymwummmm).smmhmmmwmm,a
deagaste exporimontal puede ser de cardcter transiiorio 0 definltivo. Ademds, puede varier la frecuencia
con (8 que se presentan ios sintomas y le incldencis de las principaies maniiestaciones patoldgioss
(32). in embargo, los animaies degastados siempre pressntan dos maniiestacines prinoipales: satin
_ gravemente desnutridos y tienen una inmunodeficiencia variable que los hace ausceptibies a diversas
infecciones por microorganismos oporfunisies. En ol pressnie trabijo el procedimisnto utitzado pers
inducir ol deagaste fué descrito en 1964 por Ekatedt et al (33), ol cual consisto en la inyeccidn
intraperitonesi de estafiiococes, inactivedos por calor, en ratones recién necidos.



El dosgaste inducido do ésta forma en los ratones se camcteriza principaimente por un retardo
en el crecimiento del animal, atrofta def timo, de fa mdduta ésea y de los ganglios linféticos, lo cual se
traduce en una respuesta inmune deficients y la consecuente susceptibilidad de los animales a las
infecciones por micrdaﬁanfuma oporfunistas. Otras caractoristicas son el poelo ralo, el adelgazamiento
de la piel, ln esplenomegalia, alleraciones en e! sistema endécrino y dafio on ef tubo digestivo.

Durante ol estudio de este modelo murino se han logrado camaclerizar sigunos aspocios

Inmunclégicos y fisiolSgicos do los animales desgastados. En la Table 1 %8 snumoran estas
carachurisiicas.

Yobla 1,- Princlpates corncterisiicas de los ratones desgestacos mediante la tcnica de Exstdet (33).

» Disminucidn de la produccién de anticuerpos (34)
» Pérdida de in tolerancis inmune contra antigenos administrados por via orsl (35)
» Disminucion de la respuseta prolifersiive de finfockos espiénicos

ostimulados i wivv con midgenos (36)
+ Trasfocacion de les bacteries inteatineies (37)
* Aumenio de la concentracidn de zinc en timo (22)
- DNaminucion de la respussta de hipersensibiidad tandts a la ovoalbdmine (22)
- Aumerdo de ka permesbilided intestinel (38)
* Aumenio en la respuseta proliferative de timocitos estirnulados

In vitro con mdgencs (00)

mmbmwmmmmmmm .

in vilro con concanaveling A. (40)
» Aumento en fa produccién do IL-6 por macrofagos estimulados con LPS (41)
- Aumento on la caplacidn de 557n por gidndulas suprarrenalos (a1)




Sin ombargo, dos somanas despuds deo terminadas fas inyecciones intraperitonecios
dosaparecen todas estas manifestaciones y los animales continuan su vida en forma indistinguible a la
de los animales que no recibleron tratamiento (38), por esta razén se considera que la induccién del
desgaste modiante l inyeccidn intraporitoneal de estafilococos inactivados es do caricler lransitorio.

2.2.- CAQUEXIA

La anoreda, la pérdida do peso y la anemia, son manfestaciones caracteristicas do ks
enfermedades cronicas y degenerativas. La pdrdide peso exagernd, haste llager & |a caquade, sa
presanta on of 70% de los paclentos con aigunos tipos de céncer (11) y en un porceniaje mds allo en
los pacienies con SIDA (12), fuberculosis millar, paludismo, y olres Infecciones parmelteries (13). Los
pacientes con caquuds, plerden mds del 50% de su peso, provio a ka enfermeded, debido a la feita de
apsiho y alleracionss en ol metaboiamo de los lipidos (11). Estos pacientes ademds pressnian
infecciones recumenies & ceusa de une defickncia on o sisleme inmune, lo que facllie las
complicecionss infecciosas y reduce ja eficacia del tretamienio contra ja enfermedad primarie. A
medida que avanza b enfermedad y que la caquedia 8¢ insiala progresivaments, se incremenian ks
raquerimisnios snergéticos dal paciente ye que, sdemis do las necesidades bessles del organismo,
por un indo s neceslia desarroliar Une respussls inmune en contra de ia anfermedsd primaris, ¥ por
olro, edale un secusseiro de nutrentes que depende del agente etiologico. Por ejsmplo, se sabe que
une vez desarolisde i cequaxis migunss céides fumonsies no son capaces de elecuer
adecusdamente i respirecidn como vie de degradacin de la ghicoss, ulzando en su luger
mhw.mmnﬁmmwmmimqmwm
normal (14). A pesar de esto ol paciente reduce su ingaetion de calorias les cusies no sicanzen a
mhmdecwpom.Dewomdodmhmm
dependiente de formas artificiales do mArickdn, quo on i mayorfa de ks casos, no resueiven of

problema, (11).



Lo

Las causas do fa caquexia no son conocidas perfectamente. So sabe que ademds ostdn
involucradas alteraciones en los mecanismos que regulan ef apetito y of sentido de gusto (11). Se creo
que estas alteraciones estan refacionadas con un gasto ineficiente de enorgla durante jos procesos
metabdlicos que, baje eslas clrcunstancias, se desamollan aceleradaments. Por ojomplo, en los
procesos inflamatorios donde es coman observar anorexia, se estimula fa sintesis do protelnas do fase
aguda (15), disminuye la produccién de alblmina y ocurre un catabolismo acelerado de las profeinas
del misculo y de los lipidos ded tefido adipaso. Estos hechos dependen delapmduodén y Bberacién de
diversas cRocinas como la il-1, la IL-6 y e TNFa (13). Numerosas veces se ha dicho que & TNFa
tione [a capacidad de inducis anorexta y pérdida de peso. Sin embargo, se debo tomar en cuenta que
una gran variedad de factores pueden producic anorexia y/o pdrdida de peso, por ejomplo, enteropetia
obstructiva, mala absorcidn, secuelas do radioterapia o quimiolerapla, intervenciones quirGrgicas, o
complicacionos gastrointestinales (dolor al mascar o al degiutir, nauseas, meteorismw, diarrea o
motiided intestinal ineficients) (11). Por eslas razones es importante distinguir que [a falta de apetito
puede tener causes diferentes y ademds, que no todos los procesos con sorexis desamolien caquexia,

2.3.- FACTOR DE NECROSIS TUMORAL

La adstencia de un faclor de necrosis tumol {TNFa), fue propussie desde 1883 por Wiliam B.
Coley, debido a la capacic-d les endoloxinas de causar in vivo |a necrosis hemorrégica de clerto tipo
de tumores. E! factor fue aislado del suero de ratones por Old y cols. on la década de los ahos 70's. En
ostudios independisntes realizados afos més tarde Rouzer y Cerami comproberon que, ademds , ora
mwdebswindpabsnmﬁduudehcaqwxh.ndﬁhdporhcuubmwm.
Actusimente 3¢ sabe que o TNFu es una de les principales moléculas medindores de ia respuesia
inmune, y que posee un gran especiro de actividades bioldgicas en célules iNmunNes y no inmines,



2.4.- ESTRUCTURA

El gen del TNFu se encuentra codificado en of brazo corto del cromosoma 6 humano (2) y del
cromosoma 17 del raton (2) en el limite de tas regiones del MHC que contiene fa informacién necesaria
pora fa sintosis de las molculas clase | y clase I del HLA. El TNFa humano es una protelna no
glucositada de 157 aminodcidos, y un peso molecutar de 17  kDa. Ademds, presenta un puente
disulfuro no indispensable pars su bioactividad (2).

El TNFa maduro deriva de una molécuta precursona, of pre-TNFa que posee 76 aminodcidos
hidroldbicos o hidroftlicos en o extremo amino tarminal de a protelna, Esta presecuencia es uliizada
por o TNFa como una ancla pera unirse a la membrana colular produciéndose ast la forma
transmembranal de la molicule con un peso molecular de 26 kDa. A pertir de osta se produce ia forma
fibre del TNFa. Se ha demostrado que &f TNFa membranal tembién presenta actividad citolitica, sisndo
on fos macréfagos el responsable de su accion cltoléxdca. E| TNFa despuds de ser libarado so agrega
espontdnasmente mediante enlaces no covalentes pars formar multimeros de tamafio variable, alendo
ol trimero ol que posae la forme activa (2).

El TNFo esta relecionado estructural y blolégicamente con otra cllocine conocida como
linfotodna (LT), que es producida solamente por célules [infoldes estimulades con mitégenos y
mlgmosmclrm.paomom}u’s (3). Al igusl que el TNFa, la LT también tiene (a cepackiad de
sar céhdes tumorsies, compliendo por o mismo receplor celular (4). Las dos moiécules son
estructuraimente homaéloges on un 30%, por estas razones la LT se conoce como TNFf3, Cada una de
oslas cllocinas representa el producto final de diferentes sistoimas de sefializacién y pueden ser
requerides selectivamente dependiendo de la naturaleza del estimulo (3,4).



e

25.. BIOSINTESIS

La principal célula productora do TNFa es ol macréfago (5), sin embargo, bajo estimulacién
adecuada, o TNFa os producido por olros lipos do célukis corporales, aunque on monor cantidad.
Diversos astimulos invasivos pueden activar la produccién de TNFa. Entre estos of mds polente os of
lipopolisacarido (LPS), y an menor medida kxs enterotoxinas y los complejos inmunes. Clertos virus
como ¢l Sondai, el virus de e influenza, o ol papllomavirus, los isados de parsilos, de hongos y de
ciortas bacterias Gram positivas, como los estafilococos, también son capaces de activer la produccién
de TNFu, aunque en menor cantidad (5).

La blosintesis del TNFa o8 controlada ot forma rigurosa principaiments a nivel transcripcional y
postranscripcional. La molécula no es producida por céhues sin estimular, con excepcion de las células
cebedes que contienen TNFa simacenado en sus grnulos. En los macrofagos en reposo of gon del
TNFa es transcrito en poca cantided, ademds, ol mensaje no s treducido. Sin embargo, después do
1a estimulacién con LPS se producen grandes cantidedes de la proteina en poco tiempo (5). Ciertos
factores jusgan un papel muy importante on fa produccidn do TNFa . Por sjemplo, los glucocorticokdes
suprimen la produccién de TNFa cusndo se afieden & un cultivo de macréfagos antes de que estss
céiulas sean activadas con LPS. Los glucocorticoides actten inhiblendo e transcripciin y trduccion,
Sin embargo, una vaz iniciada fa traduccion, son incapaces de inhibir la sintesis de TNFa (t). Otres
clocinas también actten sobre la’ produccidn de TNFa. Por ejemplo, ef INFy, por 31 soko 1o induce la
produccién de TNFa mﬂwnntudmaammnymmmmm
tnacréfagos activados con LPS, La 1L-2, of CSa, ol GM-CSF, y of CSF-1 tienen efecios similares. Por
otro lado of TGFy, ia PGE; y ia IL-6 inhiben la biosintesis del TNFa, asl como is penioxifiiine, la
talidomida y la ciclosporina, También se ha observado que fa adrenslina particips en s regulacion de la
sintesis y liberacién de esta cltocina (6). Cabe sefialar que existo una regulecidn sutocrina en ha
produccion de TNFa , es decir, que la molécula de TNFu por s| misma induce su produccidn (7).



2.6.- RECEPTORES

La unién a receplores celulares especificos es el primer paso en la interaccion TNFa-céfuta
bianco. La presencia de receplores en la superficie cofular es nocesaria, mds no suficlonte, pana que ¢l
TNFa fleve a cabo su efecto. Se ha podido comprobar que existen células tumorales que, atnque

presentan receplores para TNFa en su superficle, son resistentes a fa accidn citolitica de esta cocina.

Estudios recientes han denostrado que exislen dos tipos de raceplores: uno de 56 kDa (2), y
ofro de 75 kDa (2). La secuencias de aminodcidos de la region extracelular de ambas moléculas son
similares ontro si. Por ol contrario las regiones intrackopldsmicas de cada receplor, no presentan
homologla entro eilas, ni se parecen a ninguna secuencia paplidica conocida . Los dos recoplores unen
TNFa y TNFp con afinidad semejante. La sinlesis de cada receplor es reguiada en forma
independiente el uno del otro. Ambos receplores son coaxprosados on la mayoria de las célules y
liness celulares, Estos receplores, canalzen las sefieles desdo i membrana celular hesta el ndclso
para Iniciar una sero do mensajes metabdlices. Cada receplor desancadena dieranies sefiales, por
w.ummwdwumssmnwhmmwm.hmdo
la sintesis de PGE2, y de la supsrdxddodismutesa, ss! como ka axpresidn del receplor pars IL-2 y del
HLA-I, Aungue todavia no es clera la funcidén del receplor de 75 kDa en células humanas, en el rakdn
se ha logrado relacionar su expraslén con fa proiferacion de timocitos y linfocitosT citoléxicos (2). En
susro y orina 3a han encontredo fragmentos sakibles de la regién extraceiular de ambos receplores (2).
En un principlo ueron Kdentificadas como proteinas intibidores de TNFa. La funcion de los fragmenbos
solubles pusden ser reguiar la actividad del TNFa. on ol organismo.



2.7.- ACTIVIDADES DEL TNFu

£l TNFo padicipa en la defensa dol organismo como un agents inmuncestimulante o
Inmunomodulador. inicialmente fus identificado por su capacidad de causar necrosis hemomigica de
lumores. Estudios posteriores revelaron que era capaz de inducir una gran variedad de actividados
bioldgicas en diversas céiules dol organismo, fo cual rovela fa gran importencia de ests molécula, (1)

Practicaments fodas las csluias del organismo, con excepcidn de fos gidbxios rojes, poseen
receplor pare TNFa. Ls nefursleza de las sefisles que se desencadenan después de s interaccién
TNFa / receplor celular sok son conocides parcisiments. Sin smbargo, se sabe que su accién ofigina
fa activacion de una gran varieded de genes celulares, siendo do naturaleza catabdfica fa gran mayorfa

de las acciones activadas.

Mienires i produccidn de TNFa duranto los procesos inflamelorios os de gran walor pan
probeccin del organismo, une produccidn sleveda y repanting o por lsrgos periodos de tiempo, puede
bener slecios adversos. Se ha demosiredo que une sobreproduccion de TNFa jusge un pepsl centrai
un ol desarrolio del sindrome del shock séptico (8), ceusado por organismos Gram negetivos, asi como
an o sindrome del desgeste (9), que aparece en i stape terminal de lss enfermededes Cronicas o
malignes.

PMawmdohsmmpwhqxdeuMMWym
actividedes, 3 porque se presenta en forma lbre y asociads & membrane, ambes con actividad
biolégica (10). La perticipecidn de una do elles o ambas puede delerminer of tipo do activided
desancedeneda. Adamds s puicipecion do dos roceptores ceulares cfersnles también puede Inkie
ol respecto. El efecto biokigico neto def TNFu  también depende de su concentraciin, del sitio de
producciins ¥ de fa presancia de ofros mediadores inflametorios. En ks Table 2 se enfistan les
principales actividades del TNFu .

1
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TABLA 2.- Principales actividades det TNFa. (1.8}

A) Modiador inmunopataldgico: Reaccidn injorto vs. hudsped
Esclorésis matiple
Sindrome del desgaste
Fibrosis quistica
Shock séptico
Desdrdenes autoinmunos

B) Induccion do citocinas: iL-1a y 3, IL-6, IL-8, TNFa
C) Induccitn de mokéculas de superficie; ELAM-1, ICAM-1, MHC Iy il
D) Induccidn de recoploros:; IL-2R, IFN/R

E) Induccién de mediadores inflamatorios; PAF, PGE2

F) Otras aclividades: Aclivacién /Diferenciecion de LT, LB, PMN, Mg
Polenciador de oblules NK y LAK
Difersnciacién de timocios
induccién de proteines de fase aguda
Inhibicion de la homatopoyésis
Mediador de apopideis
Accion cltostitica /cholitica de célules tumorsles
Lisis de células infectades por virus
Actividad pirogénica

28~ RELACION ENTRE EL TNFu Y LA CAQUEXIA.

Duwante los periodos de reslriccion caldrica se efeciian cambios de adaplacion on el
metabolemo nomal. Por sjemplo, 50 evan a cabo slerciones graves en of metabollsmo de kos
lipidos, sumentando su degradecitn y disminuyendo su sintesls, En ef misculo esqueliico también se
observan cambios calabélicos. Ademas ef confenido tolal de proteinas en ks loﬁdos. disminuye
notsblements. Ealas skeraciones contribuyen sl desequiibrio nitricional caractoristico de jos pacienies
con caquexia, En esias porsones so encueniran. elevados Jos niveles de (riglicéridos séricos. Ests
allaracion es debido a la inhibicidn de la enzima lipoprotsin lipess.
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Aunque diversas causas puoden inducir caquaxia, uno de ks principales candidatos coma

mediador quimico es el TNFa 6 caquectina.

El TNFa reguia la biosintosis de diversas enzimas melabélicas. Cuando so cullivan in vifro
preadipocitos en presencia de TNFa, se inhibe su diferenciacion (5). En cillivos do adipocitos 373-L1
y on animales, ol TNFa inhibe ka actividad de lipoproteln lipasa y de ciertas enzimas anabdlicas como la
aceli~CoA carboxilasa y la dcidograsosintetasa. Por of contrario, fa hormona sensible a lipasa se acliva
induciendo ast la lipdlisis. En cullivos de mioctos diferonciados, al adicionar TNFu so acelera la
glicogendlisis y aumenta la produccidn de laclalo. Poslerlormente auments fa expresidn de
transportadores de hawosas y con esto la asimilacidn do glucosa. En hepalocitos, el TNFa incrementa
la sintesis de proteinas de fase aguda y acolera ka asimilacion de aminodcidos. En animales de
laboralorio, se ha demosirado que ka adminisiracién crénica de TNFa puede mediar ka pérdida de peso
y sllerar las prioridades matabdlicas normales a bawds de sus efeclos en o SNC y teidos periféricos.
Diversos grupos han demostrado que la adminisiracién cronica intraperitoneal de TNFa induce
caquaxia (9), La administracion sistémica do TNFa disminuye la sinfesis muscular de aclina y
micsina, ademés do allerar ka motiidad y absorcion intestinal. Oliff y cols.  (16), realizaron un
importanie estudio que apoya la induccién de caquesda por of TNFu. En ratones desnudos realizaron
implantes intramusculsres do célules preparadas gendticaments para producis cantidedes constantes
do TNFu. Después de 24 semenas de la implantackin de las colulas, fos ralones perdian peso y
disminulan su ingestion do alimentos.

En ofros estudios, se observd que cantidedes poqueies de TNFa. inyectades directsmente en la
vegion intracerebroventricutar, suprimen of apetiio (17 ). Finsimente, los anticuerpos anti-TNFa stentan
fa anorexia y fa péndida do peso en animales inyectados crénicamente con TNFa.

Elkmmlomdmdodemhwpml.w&shydmadacbndoptmlms. asl como la
anorexia, y la pérdida de peso inducida por TNFu son semejates a las alteraciones metabdlicas
observadas on las infocciones cronicas. So han obsarvado niveles allos de TNFa en pacientes con



caquaxia quo cursan con cdncer, SIDA y diversas onfermedades parasitarias o bactorianas, aunque
cabe sefialar que los niveles do TNFa no siempre cotrelacionan con la pdndida de peso observada. Por
efemplo, se han enconirado niveles elevados do TNFa en of 50% de pacientes con cdncer
seleccionados al azar (18), Sin embargo, olros trabajos no han detectado TNFu en el suero do
pecientes con cequexia asoclada a cancer, os decir, mientras nivelos elevados de TNFa pueden estar
presentes en alguncs paclentes con cancer, of TNFa no paroce ser hecesario para ol desarrolio de la
caquexia asociada a céncer. En esludios recionies, Tracey y cols. (17), demostraron que ef ofecto
metabdlico del TNFa depende de su sitio de produccién. Efls realizaron en ratones implantes
intracerebrales e intramusculares de células productoras de TNFa. Aunque ambos implantes
producian concentraciones séricas de TNFu semejantes, solamente los animales con implante
infracercbral desarrolieban caquexda.

29.- EL ELEMENTO ZINC.

El zinc s un micromuriente esencial pana el crecimiento de los seres vivos, Participa en ol
melabolismo de los dcidos nucleicos y sintesis de proteinas. Algunas proleinas tienen zinc en su
estruciura, formendo metaloproteines (19). Dentro de este grupo exisien enzimes dependientes de
zinc, formendo metalosnzimas o complejos anzima-zinc. La funcién del zinc en las onzimas es
mantener Integra la estruciura y/o pesticipar directamente en la reaccion enzimdtica. En los complejos
snzime-zing, ol slemento participa tomo activedor o inhibidor de fa Toacciin enzimética. Algunos
sjemplos de enzimes con zinc en su estructura son la fosfatasa alcalina, DNA polimerasa, anhidasa
catbdnica, carbaxipepiidasa, aldokasa, deshidrogenasa mélica y superéxide dismutasa (20).

La concentraciin de zinc en el organismo puede vaiiar, aterando con ello diversas funciones
metabélicas. Varios estudios demuestran que el balance de zinc se modifica por condiciones que
requisren mayor demenda de este elemento como e crocimiento, la lactancia y el embarazo. En las
personas de edad avanzada fa concentraciin de zinc disminuye probablemente porque disminuye su
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ingesta o su absorcion. Algunas condiciones que implican deficiencia de zinc en ef organismo son la
desnutricién, ta mala absorcin, hiperexcresion, las infecciones, las quemaduras y of alcoholismo.
Algunas enformedades como of cdncer, talasemia mayor, sindrome do Down y acrodenmatitis
enteropatica, también se caracterizan por una deficiencia de zinc en ef organismo (19). Las principales
manifestaciones clinicas que se observan en o organismo por deficiencla de zin¢ son (19) :

A) Caracloristicas fisicas: relardo en el crecimiento, hipogonadismo, puberad retardada,
esiatura baja, bajo peso corporal, microcefalia y mandibuia pequefa.

B) Anormalidades fisicoquimicas: relardo en la cicatrizacion de heridas, bajos niveles de zinc en
plasma, pelo y orina, hiperamonemia, metaloenzimas de zinc disminuidas, anemia feropénica,
disminucion en la produccion de ACTH, incremento en la sensibilidad a fa insufina,

C) Palologla: diarroa, desordenes de tipo inmune, gestacidn prolongada, infecclones frecuontos,
mala absorcion, inlolerancia a la lactosa, hipofuncidn testicular, teratogénesis, impotencia, defectos
rensles, hepaioesplenomegalia.

D) Signos neuropsipaalricos: Pérdida del apelito, letargo mental, adaptacién anormal a fa
oscurided, depresion, imitebilided, desordenes emaocionales, temblores.

E£) Desordenes dermatolégicos: Piel dspera, pelo disminuido y quebradizo, queratitls.

Se ha demostrado que ol zinc participa directamente en el desarrolio y funclonmmiento del
sistoma inmune (21), y que fa deficiencia de esto elemento traza puede caussr alleracionss graves
(TABLA 3). Por otro lado, so ha demosirado que la suplementacion con zinc normakiza e
funcionamiento inmuna en diversos padecimientos. En estudios in vitro se ha comprobado que la
adicidon de zinc 8 cultivos de linfocftos, causa activacidn policlonal y pmifemciéncel@r. El zinc
tambi¢n se considera coino adyuvante en la activided profiferativa inducida por mitégenos.



TABLA 3.- Alteraciones inmunoldgicas causadas por la deficiencia de zinc.

+ Afrofia dol timo

» Disminucion do células T

+ Disminucion de células de bazo

- Baja respuesta prokforativa a mitégonos

» Doproeidn do la respuosta a antigenos do células T
- Quimlotaxis defectuosa

+ Disminucidn de la actividad do las célufas NK

- Acumulacitn de célules B inmadums

- Aeracidn on la activided do le hormona timutine

» Aumento on la produccién de corticoostorvides

La concentraciin de zinc ha sido encontrada elevada en of timo de retones: que hen skio
infectados con suspensiones de estafilococos muertos. Asimismo, estos animales tienen disminuida su
oommtmwndazincmhsanﬁeyenvuiosdmmnowoldnwmdhw(w. Los animales
desgesiados tienen un timo hipopidsico, fo que seo he relacionado con la sobreproduccién do TNFa y
otras clocines. No obsiarte, ef TNFa. inhibe fa apoptonis do céiulas de sangre pariférica (23) y la
involucién del tino parece estar més relecionada con a sobreproduceién do glucocorticoldes guo con &

deficiencia de zinc (24). Sin smbargo, los resutados oblenidos hasta shora, sugiersn gue ef desgaste

esia relacionsdo a una alleracién en of metabolismo def zinc. Por esta razon en of presente trebejo se
deckli estudier si of tratamiento con zinc adminisiredo a s ratones desgastados, modifica o no is
produccidn de TNFu por los macréfagos peritonesles.



3. OBJETIVOS E HIPOTESIS

QBJETIVOS:

1) Conocer si fa induceion del sindrome dol dosgaste en ratonea recién nacidos, medianto
la inyoccidn intraperitonesl de bacterias muertss, madifica la produccion de TNFa por sus mecrofagos
perilonoales.

2) Conocer sl la mejotia clinica de! animel deagastado, despude de recibir un tratamionto
con sales do zinc, 5o relaciona con una disminucion en la produccion do esta cllocina.

HIEQTESIS

1) En ol presonte modelo murino dol desgaste, ol animal deagastado tiene elevada su
produccidn in vilro de TNFa por los macréfagos peritonosles,

2) La adminisiracion de un tratamiento con sales de zinc a los animales desgestados
disminuye la produccidn in witro do TNFa por sus macréiagos perifoneales
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4. DISENO EXPERIMENTAL

Se trabajaron con retones Balb/c que fueron divididos aleatoriamento on 4 grupos:
A.- Animales sanos
B.- Animalos desgasiados madianto inyecciones intraperitoneakes oo ectafiucocos
C..- Animalos sanos que recibleron un tratamionto con sales de zinc
D.- Animales desgastados y tratados con salos de zinc

Los animales de los grupos B y D fusron desgastados medianto Inyecciones intraperitonesles de
una suspensidn de estafiococos muertos. Los ralones de los grupos A y C  permanecieron como
m;mymmmhmmummmmmmmmm Uno de ks
dos grupos de animales desgaaiados (D), y su comespondiente grupo control (C), recibieron un
tratamionio con seles de zinc, las cusles, de scuerdo a resullados de trabajos anteriores, han
demostrade ser Utiles para pievenir of deterloro Inmunoldgico do los snimales quo recibleron
Inyecciones intraperitoneales de estafilococes muertos,

Todos los ratones fueron sacrificados a los 28 dies do edad. Los macréfegos pacitonsales
fueron cosechados, lavados y cutivedos con el fin do medir su produccion in vitro de TNFa mediente
un ensayo bioldgioo con la linea de células L8289, la cual e sensible a osta cltocina,



5. MATERIAL Y METODOS

5.1.- PREPARACION DE LA SUSPENSION DE S, aureus,

Staphylococous aureus, de la cepa ATCC 6538 (properclonado por ol cepario do la faculted do
Quimica, UNAM), fue cultivado on medio BHI liquido y estéril, con agitecién conslante, a 37°C durante
18 horas. La suspanaion de becterias se lavd 3 vecos con solucidn salina isotonica estéril y se inactivé
con calor & 121°C durante 1 hora. Posteriormente (as bacterias so cosecharon por centrifugacidn y so
realizaron-ias prusbes de inactivacitn, esterilidad y pureza carrespondientes. Finaimente, se ajustaron
a una concentracién de 5x10% bacterias/ mi en soluckén salina isoténica ostéril. La suspensién se
repartid en alicuolas de 10 mly se mantuvieron & 4°C hasta el momento de su utikzacidn,

5.2.- ANIMALES.

So utilizaron ralones Balbic, de ambos sexos, feckén nacidos oblenidos deot biolerio de la
Facutad de Quimica, UNAM, en donde permanecieron durante ol desarrollo del experimento, bejo
condiciones convencionalos de lluminackin ( cicles do luz/oscuridad de 12 hoias ceda uno)y
tempersiura (20-25°C), Los animales so deslelaron a fos 21 diss de nacidos y posteriormento se
mantuvieron con alimento ( Bluebbonet, Brand ), y agus ad Sbéum,

5.3-INDUCCION DEL DESGASTE.

E1 deagaste s Indujo en ratones recién nacidos, mediante la inyeccin intraperitonesl de 0.1 m!
de |2 suspensidn ajustada de evlefilococos inectivedos. La primera dosis se administrd antes de que
fos snimales tuvieran 2 horas de nacidos, y posteriormente cada tercer die durente custro semanas,



5.4.- ADMINISTRACION DE ZINC.

Tanto a los animales de un grupo de ratones desgaslados coma a Jus du su comespondients
grupo do animales control sanos, se les administrd por via intramuscular, Spg  de scetato de zinc
{Acolato de zinc, Mallinckrodt), en 50 pl de solucion safina isoldnica (100 g / mi) { NaCi, Baker), a
paitir de los S dias de nackdos, repitiendo fa misma dosis cada 6 dlas durente 4 semanas.

55.- OBTENCION DE LOS MACROFAGOS PERITONEALES.

Para incrementar el nGmerv de macréfagos residentes en fa cavidad perifoneal de  fos animales,
48 horas antes de ser sacrificados, kos ratones fueron inyectados intraperitonsalmente con 2 mi do una
sokucitn estéril de tiogiicolato al 3% ( Difco) en agua desionizada,

56.- CULTIVO DE MACROFAGQS PERITONEALES,

Al dia sigulente de terminar fa induccidn del desgaste, los ralonos fueron anestesiadas con élar
y saciificados por dislocackii carvical. Posterlormento, bejo condicionas de esteriided, so obtuvieron
mmwmmmMemmmwmmummmm
salina amortiguador (BSS). Las céiukas se favaron 3 veces con fa misma solucion y so mentuvieron
MGOWmumMnm.wM(mNH@IDJGMdeoTMmB@se
0.17 M). Posiariormento se levaron con BSS estiril para sliminar fa hemogloblna liberada y firaimente
se rasuspendieron en {1 mi de media de cultive RPM! 1640 (HY CLONE Laboratories, USA ). rackn

suplemontado con 10% de suero fetal boving Inactivado (HY CLONE Laboratories, USA ), 0.5% de |

aminodcidos no esenciales (Microleb, Méxica), 0.5% de gltamina 200 mM { Microlab, Méxics), 0.5%
do piruvalo de sodio 100 mM ( Microlab, Méiico), 1% do antibiético ( peniciina 10000 t/ml,
estroplomicina 10 mg/nil, Gibeo Laboratories, USA), y 0.5% do HEPES 25 mM (Microlab, México).



La viabilidad colular se determing con of colorante a2ul tripano af 0.4% ( Sigma Chemical, USA ),
en salucion salina Isatdnica. Las células se ajustaron @ una concontracion final de 1x 106 clutas
viables/ ml. Posteriormente, en placas de cuftivo con pozos de 16 mm de didmetro ( Costar, USA), so
depasité 1 mi de la suspension celular por pozo, y se incubaron a 37 °C con una atmdsfera de CO, al
5% y 19.7 % de humedad, durante un minima de 2 horas. Al terminar ls incubacidn, se ratird ol
sobrenadante y se lavd cada pozo, para efiminar tas célufas no adherentes. Por Gltimo, se restiuyd of
volumen original de medio de cultive y se Incubd durante 24 horas en las condiciones anteriormente

ciadas.

5.7.- ESTIMULACION i wiro DE LOS MACROFAGOS PERITONEALES.

Después de relirar ks células no adherontes y restituir o medio do cultivo, s8 roalizd la
estimulacién de los macréfagos, agrogando 2 cada pazo 5x108 estafilococos inactivados, Después de
24 horas de incubacién, of medio do cultivo de cada pazo se deposkd en tubos estériles y sa
centrifugaron a 10 000 rpm durante 10 minuios, Se ralind of sobrenadanie y se guardd en fubos
estériles y mantenidos a -70°C hasta of momonto de su uliizackin.

5.8.- CONCENTRACION OPTIMA DE S. aursus PARA ESTIMULAR A Los MACROFAGOS
PERITONEALES fn vilro

Se reslizd of ciltivo do macrofagos segun el procedimiento descrilo en fos punios 46 y 4.7
sgregéndose diferentes cantidades de estafilococos inactivados por pozo.
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6.9.- CULTIVO DE LAS CELULAS L-929

La linca celular L9829 fue proporcionada amablements por el Dr. J. Sulivan Lépez, del Instituto
Naclonal do Enfermedades Respiratorias. Las células se cultivaton en cajas de 50 mi (Costar, USA),
con 5 ml do medio de culivo RPMI 1640 recién suplemertado con 10% de suero folal bovino
inactivado, 1% de antibidtico, 10 % de NaHCO, al 2% y 0.5% de HEPES 25 mM. E! medio de cultivo
fue cambiado por madio fresco cada tercer dia. Posteriormente, so procadid a tripsinizar las células
cuando so observaba confluencia celular,

5.10.- TRIPSINIZACION DE LAS CELULAS L-929

En condiciones do esterlided, se procedid a elminar of medio de cultivo do (A caje, y la
monocepe celuler se lavd 3 veces con PBS (pH= 7.4) esiéril, en seguida se agregd tripsina 1 mM en
EDTA 0.0 mM (Microleb, Mdxico), en cantidad suficiente para cubrir fa supesficie do la caja. Al
obsarvarse en el microscapio invetido que las célules se heblan desprendido cast en su totalidad, so
sgregaron 3 mi de medio de cullive recién suplementado pera inhibir la aciivided enzimética de ta
tripaina. Se cosacho el sobrenadante y se .procedit a determinar la viablided celular con of colorante
azul lripano. Pasteriomnents, so ajusto la suspenaidn celular & una concentracidn final do 4x105
céhulas/ mi,

5.11,- CONCENTRACION OPTIMA DE MITOMICINA C PARA INHIBIR EL CRECIMIENTO
DE LAS CELULAS L-929.

Esta delerminacion se llevs a cabo utiizando el método de incorporacion nuclear de timidina
trilada. En una placa de cultivo de 96 pozos (Costar,USA), se colocaron 40 mil célules por pozo. La
placa se incubd durante 24 horas a 37°C y 5% do CO, . Al terminar la incubacién, se agregaron
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diferentos concentraciones do mitomiclna ¢ y se incubd nuovamente en kas mismas condiciones
durante 24 horas mds. Posteriormente, se afladio a cada pazo 1 §iCi de timidina {ritlada ( New England
Nucleare, USA), diuida en 20 uf de medio de cultivo. La placa 3o incubd nuevamente 18 horas y
posteriormento tas células so procesaren en un cosechador (Modelo 24v, Brandel, USA), que deposité
el contenido insoluble de cada pazo sobre pepel fibra de vidro con poro de 0.4 i de didmetro
( Whetman, USA). Las tias de papel se dejaron secar a temperatura ambéents ¥ posteriormente {as
muesiras comespondientes o cada pazo fueron separadas y colocadas dentro de viales de 20 mi do
capacidad ( Wheaton, USA }, que contenfan 5 m! de liquido de centelieo, compuesto por PPO (25 -
dilenit comzol ), y POPOP (p-bis{2-(S-Tenfioxasol)) bencenc). Estas dos sustanciss se disolvieron en
tolueno y se mantuvieron a 4°C, La radiactividad de cada muestra fue medida en un contador de
cenislieo { TRI-CARB 300, Packard, USA). Las lecturas fueron registradas como cpm.

5.12- CUANTIFICACION DE TNFa.

5e realizd un ensayo de cilotoxdicided wutiizendo e linea L-829. En una place de cultivo de 96
pazos se colocaron 4x 104 célules/ pozo, on un valumen de 100yl de medio de cullivo. Despuds do 24
M*M537°Cy5$d0002.w¢hpomnbm1md.nioniehCmSO;d
de medic de cultivo. Después do cultiver las células durante 24 hores se retird el sobrensdants y so
suslituyé por 100 i de la muestra probloma { sobrenadanies de los culivos de macrdfagos). Los
pazos quo fusron ulikizados como blanco se les cambid el sobranadante por 100 1) de medic de culivo
freaco. Posieriormente, la pleca 8o incubd durante 24 hores. AS dia siguisnie se retird ol sobrenadante y
8o ahedisron 100 pl de coloranto cristal violeta al 0.2% (E. Mack,AM).mchon
22.3% do etancl (Morck, México), y 8% de formeldehido, disuslios en 100 mi de NeCi ai 0.86%. Les
placas se dejaron en reposo por 5 minutos y posisriormente so retird el colorante. Se hicieron varios
lavados con PBS hesta eliminar el colorante que no fue incluido por kas célutas. Por itimo, so lisaron
fos células con SDS al 10% en HC) 0.01 N, para liberar ol colorante que fue incorporsdo en elles, L
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absorbancia sp leyd en un loctor do ELISA a una jongitud de onda de 595 nm. El valor promedio
obtenido por fos pozos bianco se lomo como ef 100% de células sin fisar, En base a este valor se
determiné ef % do céiulas sin lisar en cada determinacidn problema. La difecencks antmética do estos

valores nos da coma resuftado ef % de lisis ceiular producide por et TNFu presente en cada uno de bos

sobrenadantes problema.

6.13.- INACTIVACION DEL TNFa CON ANTICUERPQS ANTI-TNFa .

Para la inaclivacién de TNFa se utilizé un antisuero anti-TNFa desarroliado on conejo {Sigma
{mmuno Chemicals). Se usaron los sobrenadanies def cullivo de macréfagos, de ratones nomales,
estimulados &7 vitro con diferentes cantidades de S. aureus, 150 i de cada sobrenadante se incubaran
durante 2 horas con 2 pg do antisuers’ pazo. Postariormento, 100 il do cade sobrenadenie se
agregeron a ies célules L-929 para efeciuar ol ensayo de citoloxdcidad descrito en ef punto anterior.
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6. ANALISIS ESTADISTICO

So determing la helerogencidad do las varianzas mediante la prueba X? do Barlett (59). Para
salablecer of grado de significancia de las diferenclas entro las medias do les grupes ostudiados so
resiizd of endlisis do varierza mediante la prueba F de Tukey para muestras independientes en escalas
da intervalo y carentos de orfogonalided (59).



7. RESULTADOS

7.1.- INDUCCION DEL DESGASTE

Al terminar ef tratamienio, los animales desgasiados presentaron ks caractoristicas principalos
del sindrome: retardo en el crecimiento, diarrea, ancrexda, infeccionos oculares, debifidad y pelo
orizado, En fa cavided abdominal do aigunos snimales so cncontraron microsbeosos visiblos

macroscépicamente en higado.

L.os animales desgastados que recibieron suplementacion con sales de zinc, presentaron las
mismas canscleristicas clladas anteriormente, aungue so obserwd on este grupo de animales una
martandad més elevada,

7.2- CONCENTRACION OPTIMA DE MITOMICINA C PARA INHIBIR EL CRECHIENTO DE
LAS GELULAS L-929.

Pera detorminer ia concentracidn dptima do miomicina C quo inhiblers més del U5% de a
multipicaciin de les oblules L-529, s¢ reelizd une curva de calibrecitn, A pertir de 0.75 jg/pazo de
mlomohacmoﬂuwnlsdd%%deandolcmciMocekkr.SedWmeﬁn
de lrabajo 1j1g/pozo { TABLA 4, GRAFICA 1).



mitomicina ¢ cuentas por minuto

{isg/ pozo) {cpm)
0.00 200522
0.25 20,847
0.50 9,340
0.75 5,968
1.00 3543
1.50 1,484
2.00 895
2.25 417
250 430
275 310
3.00 275

lce
(%)

100.00
B9.60
95.30
97.00
968.20
99.20
99.50
88.70
59.80
99.80
99.80

TABLA 4.- Determinacion de ja concentracién de mitomicina C pera Inhibir ef
crecimiento i1 viro de las células L-829. ICC= (nhibickdn de! crecimiento cofular.

10°

ng mitomicina C/ pozo
GRAFICA .- Curva de calitvacion de mitomicina C para Inhibir el crecimiento in vilro

de las céfulas L-928,
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7.3.- CONCENTRACION OPTIMA DE §. aurous INACTIVADOS PARA ESTIMULAR A LOS

MACROFAGOS PERITONEALES in wiro.

Se dolorminé ka cantidad de estafilococos inactivades quo fuora capaz de inducir la mayor
produccién y libemcion do TNFu por los macrdfagos poritonealos do animales sanos, Se obsorvd quo
conforme aumentaba i cantidad de bactorias ahadidas al medio de cuitivo, of porcentaje de lisis do las
cdiules L-929 causado por (@ citocina también aumentaba, tasta aicanzar un maximo do fisis celular of
agregar 5x10° bacterias /pozo. Después de esto punto, os porcontajes de Fsis so mantienen elevados
con una discrota tendencia a disminuir, aunque & cantidad do bacterias inectivedes sfedides af pozo
s0a meyor (TABLA 5, GRAFICA 2),

BACTERIAS (108) ABSORBANCIA % DE Lisis
1 0.060 2.3
2 ' 0.746 3780
3 0,716 40.30
4 0.600 .50
§ 0.664 4400
8 0.681 43.20
7 0.691 240
] 0.725 %50

TABMS.-Cmdecdbmdondehmwdes.ammmmdidauhs
culivos de macréfagos perfionesios de ratones sanos,
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7.4.- INACTIVACION DEL TNFa POR ANTISUERO ANTI-TNFa,

Para determinar si ka actividad lttica causada por ks sobronadantes del cultive do macrdfagos
peritoneales de ratones sanos estimulados /n wifro con estafilicocos inactivados, om causada por TNFa
y no por linfoloxine, se procedid a bloguear esla activided iitica, somotiendo a los sobrenadentes & una
incubacién con antisuero anti-TNFa. ( 2jig/pozo ), antes do realizer la prueba de citoloxicidad con las
célules L-929. Los resuktados domuestran una disminucitn en ol porcantaje do lisls colular causado por
cada uno do los sobrenadantes utilzedos origineimento, lo cual indiaca que, efectivaments la kisis de
{ss chlulas 1.-929 ora debida o) TNFu . ( TABLA 6, GRAFICA 2).

BACTERIAS (108) ABSORBANCIA % DE LISIS
; 1 1.419 67
; 2 1.163 30
' 3 1158 s
: 4 1.147 44
; 5 1185 37
i 6 1125 82
7 1.151 40
9 1412 73

TABLA 6.- inhibicion de la actiidad del TNFa por antisuero ant-TNFu
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GRAFICA 3.- Produccion in viro de TNFa por macrélagos pertonesies estimulados con
MMMVW&thTNFummmﬂLTNFu.( —— )
Sobrensdantes de cultivo de macrofages periionesles sstimulados in vitro con eslafiiococos inactivados
sin bloguear . ( ~0- ) Los misms sobrenadantes de cuktivo somelidos a incubacién previa con’suorq
antl-TNFa. ‘
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7.5.- PRODUCCION DE TNFa POR MACROFAGOS PERITONEALES,

So delerminé la produccion de TNFu.por los macrbfagos peritoneales de los animales sometidos
a los diferontes lralamientos as! como a los animales conlrol. Las detenminaciones se hicleron en
condiclones basales y bajo estimulacidn in wiro con estafilococos inactivas. Los resuitados se observan
on las TABLAS 6 y 7. Los resullados estdn expresados como of valor promedio del % do lisis do lis
cdiulas 1.-929. Cada detorminacién se hizo por triplicada. Los porcentajes fueron caiculados segin las
leciuras de las absorbancias dol colorante cristal violela relenido por las células L-929 que se cultivaron

on medio de cultivo fresco (Blanco).
RATONES n ABSORBANCIA % DE LI8IS
SANOS 12 077 £0038 186432
SANOS/ Zn 12 091240056 240448
DESGASTADOS 12 085040025 201120
DESGASTADOS/Zn 12 076510022 %2119

TABLA 6.- Cantidad de TNFa. { % de lisis do las células L.929) en of sobronadante de cultivoe
de macrdfagos peritonssles en condicionss bassles (no setimudedos).

RATONES fn ABSORBANCIA % DE LISIS
SANOS 12 0.740 £ 0.044 383+36
SANOS/ Zn 12 0.821 £ 0.045 35438
DESGASTADOS 12 0.720 + 0.053 3540
DESGASTADOS/Zn 12 0550 1 0.069 541158

TABLA 7.- Cantidad de TNFa. ( % de lisis de las céiules 1..929) en ¢f sobrenaderde de cultivos
de macréfagos peritoneales estimulados con estafilococos inactivados.
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En condiciones basales de cullivo, el scbrenadanto del medio donde so cullivaron los
macréfagos petitoneales de los miones desgastados prosentd un porcentaje de lisis do las células L.
929, mayor (29.1%) al porcentaje observado en of sobrenadanlo del cultive do los macidfagos de
animales sanos (18.6%). (p< 0.05). GRAFICA 3.

% DE LISIS CELULAR
&

GRUPOS DE RATONES

GRAFICA 3.- Produccién de TNFu ( 9% de lisis celutar ) por los macrdfagos peritonealos en
condiciones basales de cutivo. { [} ) macréfagos de ratones sanos, ( ] ) macréfagos do ratones
desgastados,
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Al agrogar estafilococos inaclivados al medio donde se cullivaron los macréfagos peritonoales,
aumentd ol porconlaje do lisis celular lanlo por ol sobronadante del cullivo do macréfagos de los
animales sanos (38.3%) como por of oblenido del cultivo de macréfagos do Jos animales desgastados
{39.5%). Entre ambos grupos no se encontraron dilerencias estadlsticamente significativas (p>0.05).

GRAFICA 4.
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GRAFICA 4.- Produccion do TNFu ( % do lisis celular ) por los macrofegos periloneales .

estimulados in wiro con estafilococos inactivados. { I ) macréfagos de ralones sanos, [ I )
macréfagos de ralones desgastados, { §i ) macréfagos do ralones sanos estimulados in wiro con
bacterias muertas, { [ ) macidfagos de ralones desgaslados eslimulades in viro corl bactelas

muditas
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En ¢l caso de los sobronadantes dol cultivo do macréfagos peritoneales do los animales
desgastados que recibleron un tratamiento con sales de zinc durante fa induccidn del desgasle, se
encontrd un mayor porcentaje do fisls celular (36.2%), que of sobronadante del cultivo de macréfagos
porkonealos de los animales desgastados sin tratamiento (29.1%), (p< 0.05). Se obsorvé of mismo
comportamiento en of caso de los animales sanos tratados con zine (24%) con respecto a los animales
sancs sin tretamiento (18.6%), (p< 0.05). GRAFICA 5.
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% DE LISIS CELULAR

GRUPOS DE RATONES

GRAFICA 5.- Produocidn sn condiciones basales de TNFa ( % de lisis celuler ) por macrofagos
perkoneales de ralones sometides & tratamienio con inyscclones intramusculsres con sales de zinc.
{ I ) mecrofagos de raiones sancs, { (J ) macrofagos de ratones desgestados, ( (I} ) macrfagos
de ratones =anos tretados con sales de zinc, { [] ) macitfagos do ratones desgastados tratados con
sales de zinc.
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Cuando los macréfagos peritonoales do los animalos desgastadas tratados con zinc fuern
estimuladoes in vifro con estafilococos Inactivados, of sobrenadante de cultivo presenté un aumento
considerable on su capackdad de lisis (54.1%), con respecto al sobrenadanto de cuftivo en condiclones
basales (20.1%),(p <0.05). El mismo comportamionio 8o obsorvd al estinwlar i vifro a los macrdfagos
periioneales de los animales sanos tratados con zinc (31.5%), (p< 0.05). GRAFICA 6.

R

IS CELUL

% DE LIS

GRUPOS DE RATONES

GRAFICA 8- Produccion de TNFa ( % de flisis celuler ) por fos macrifagos perfionesies
estimulados in viro , con estafiiococos inectivados provenienies de ralones irsledos con inyecciones

intrsmusciiares de sales de zinc. ( [[] ) mecrofegos de ralones sancs Welados oon seles da 2,

{ 0 )macrofagos de ratones desgastados tralados con sales de zinc, ([ ) macréfegos de ratones
sanos irstados con sales de zinc estimuledos v wiro con bacleries muertas, ( [T] ) macréfagos de
retones desgastados tratados con sales de zinc estimulados i viro con becteries musrias
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El sobrenadante del cullivo do ks macrdfagos de los animales sanos estimulados i viltro con
estafllococos Inactivados, presentd una diferencia estadisticamendo significativa en ol porcontaje da
lisis colular (38.-8%) con respecio al que presentd el sobrenadante del cultivo de macrifagos de los
animales sanos fratados con zinc (31.5%), (p< 0.05). De ka misma forma, of sobrenadante de los
macrdfegos de los mnimales desgasiados tratwdos con zinc presentd una meyor cantidad do lisis
cokder (54.1%), que of sobrenadento del cultivo do macrifegos de snimaks desgesiados sin
tratamiento (39.5%). (p< 0.05) GRAFICA 7.
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GRAFICA 7 .- Comparacion de s produccion de TNFa ( % de fisis osluler ) por los mecréfigos
perfoneaiss eatinulados in Viro con bacteries musrtss. ([} ) macrofagos de ratones sancs
estimulados i1 wiro con bacteries muertas, { 2 ) mecréfagos de retones desgestedos estimudedos i
v con bacleries mueriss (  [7] ) macrdfegos de retones sancs iratsdos con sales do zinc
estimulados &1 Wiro con bacteries muertas, ( [7] ) mecidiagos de retones desgestados tratados con
sales de zinc estimulados iy viro con bacieries muertas
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8. DISCUSION

Durante of desasrolio ded prosento trabajo 80 indujo la aparicién dol sindrome deol desgasto on
ralones recién nacidos mediante la inoculackin intraperoneal de eslafiococos muertos (33). Como 8o
ssperabe, los animales somelidos ol Iratamiento desgastanto prosentaron un monor tamano y menor
peeo corporsl, anorada o infaccionos rocurmentos (divToa, Infeccionos do la conjuntiva ocular,
microsbessos on perfioneo). La fala do peso y o infeccionos recurentes se pueden cxplicar, on
primers inslancis, como una causa de ka anorexia que sufren los animales ya que al no consumic
alimento en le cantided adecuads, los animales no cuentan con ia malera prima necesaria para cubriv
los requerimienios basales del organismo, conduciendolo a una desnitricion sovera que tambidn
influye directaments en ol mal funcionamiento del sislema inmune que so observa en of animal
desgastado (58, 57). Por olr lado, eatos sintomes tambin so pueden asocier con la produccion y
Iberacion de TNFa, que como 88 cbsarvd en esle trabajo, o8 macréfagos peritonesies de los animales
desgestados producen une mayor cantided de osta cltocina (% de lisis de las células L-929), que los
macrofagos de los animeles sancs. E| TNFa estd directamenie asoclado ol catabollemo de los lipidos y
proleinas. Esta chocine es capaz de sumeniar of catabolismo de proteinas en el iefido muscular y en
higado, asi como de suprimir le axpresion de ls lipoprotein ipess, enzime necesaria para la asimilecion
de trighcéridos séricos por los adipocios, el mismo tiempo que aumanta of catebiamo de os Hpidos
m(&).TMuh.cuqundTNFnummbm&muthaM
de sistema nervioso central (17). En cuanto a e relacin del TNFa con le epericion de infecciones
oportunistas se sabe que eeta cliocina deprime el funcicnamisnto de los linfockos B (80), o iduce fa
iberacion de glucacorticoldes por igs gidndules supramenales (6 ).

Losmd.doeob!uﬂdosmdpmsodelmhojomwdmcmdphﬁmﬁuﬂohoctnmh

primera hipdlosis, ya que pormiton aceptar que los macrdfagos peritonceles do los animales
desgestedos producon mayor cantidad de TNFu (% de fisis de las células L-929), que los macrofagos
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do animalos sancs. Las diferoncias ontre los dos grupos fuoron estadisticamente significativas, No
abstante, estos resuftados no representan una prucba de que of TNFa es el tnico responsablo de las
shoraciones inmunokdgicas y/o del deleroro Nisica pravocado por las inysccionos de estafilococos. De
todos modos, la evidencia experimental acumulada hasia ahora pof olros autores ( 8,16,17 ), permile
sugerir una asociacion entre of desamrolio del sindrome y ef sumento en |3 sinfests do ésta ¥ otras
cliocines gue tenen una activided biolbgica similer,

La inyeccién intreperitonesl do estafiiococos muertos ropresonta una agresidn estrosanto que
durante ol desarrolio del expecimento, se projongéd durante cualro semanas. La ilerstur publicada (22-
25) relne una cantidad importante de observaciones respecto a los camblos inmunoldgicos que
pusden preseniarss on los animales de laboratorio que dessrmolien una respusaia aguda o cronica de
esires. Se pusde deck quo todos ks animeles esiresados por una agresidn repetida, como las
infecciones o aigunos iraumas fisico-quimicos, se observe una meyor activided del &jo hipotalimico-
hipofisiario-supraensl y un sumento en la prodaccidn y cancentracién sanguines de glicocorticoides.

En of cuso del presente trabejo, Ia inyecciin de beckries musrias of peronso de los ratones
represenia una agresitn que simule une infeccién. Les bacterias inoculades intraperonesiments no s
mutiphican ni kwaden los tefidos del snimal porque han sido inectivedes previaments a 120°C. Sin
embargo, of material inyeciado tiane que sar fagociiado y este proceso implica fa ectivaciin de fos
macréfagos y oirae céiules del perftonso, Ante sele estimulo cronico , los macrdfagos iberan ol
ederior, dunanle cusiro semanss, una serie de moléculss con cepacidad pars ceusar rescoines
inflamaloriee. Entre ks principaies medindoree lberados por los macrdfegos se pusden clter lss
prostaglandinme, I IL-1, la [L8 y ol TNFo. Los resultados de este trabajo apoyan éete Glimo punio de
vists. Algunos de estos mediadores enen une activided bloldgica plelotrpica que les permile actusr
fanio a nivel local, en ol perfioneo, como sobre otros tejidos U Organos. Ademds, los relonss
MMmmhmmﬂemm.m »
tener une elevecién de la concentraciin sanguines de glucocorticokdes (46), como una respuesta snt!
inflamatoria de setres. Les dos respuestas, inflsmatoria y anti inflametoria (de los mecrofagos y de las
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suprarronales), son eventos fisloldgicos quo se complomontan y modulan, Ef TNFa y fas interleucinas
feradas por los macrdfagos estimutan of ofo hipotatdmico-hipofisiario, aumentsn fa produccién do
ACTH (46) y esta hormona estimufa o las glindulas suprarenales, que aumentan fa liberacién de
glucocorticoides {47). Como parte do un mecanismo homeostdtico, tanto fa adrenalina (8) conw los
glucocorticoldes modulan ka produccion de TNFa (6), y actGan como antl inflamatorioa que Emitan fa
sccion af petitoneo,

La edad do los animales, rockén nackios al iniclar of exparimonto, y la frecuencia de las
inyecciones de bactsries musrtas (que son inoculadas durants cuatro semanes), son dos factores que,
conforme pasa ol tiempo desaquilibran los mecanismos esiresantes homeostaticos de los ratones af
provocarios una deplecion importante de zinc (22 ). La concontracién de zinc en e sangre de jos
ralonss estresados so encusnim disminuido (hipozincemis) tanta por la reduccidn en su ingesta, a
cause de la anorexde, como por la activided depletors de zinc que tienen los glucocorticoldes. Otro
fackor que fevorece el desequilibrio de los mecaniamos homeosbiticos es fa prolongada hipsractividad
inmunoiégica de los finfoclios ¥y mecréfegos, estimulados durente cusiro semanas de une forma
innecosarie, ya que las inoculacionss no representan ningn riesgo de infeccién intraperitoneel, Sin
embargo, los animales lerminan ol axperimento con sus linfocitos (36) y macrdfagos hiparestimuledos,
con un delerior> grave en ol sistama inmunilario (35) ¥ con une meyor suscepiibiided per sdquiric
Infecciones secundariess por microorganismos aportunistas (37). Una perte de las alleracionss on ol
sishema inmunliario del animel desgasiado dependen del sumento en e producciin de
m.ﬁMMmlM&m.MHMc&hmbh
timoclios ¥ causando hipopidsia timica (46). Otres elteraciones inmundlogicas son ol resudiado de la
ecivided bioldgica inhibidora que tienen sigunas cllocines, enire sliss ol TNFa, scbre los finfockos y
cirss célulss inmunocompsienies. En el caso det presenie mperimento, sl sumento en i produccidn
de glucocorticaldes y cllocines, represenian un asfusrzo indtll, que lleve & cabo of anganismo del retn
pare combatir una infeccidn que no existo. Sin embargo, las dos reacciones (inflamalorls y anti
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inflamatoria), 60 coinplementon y la homoottdsis quo rosulta pormito asegurara vida del animal
dosgastado durante el tiempo que dura fa aplicacidn do las inyecciones intraperkonealos.

Probablemente, uno de los hatlazgos més intoresames dal presonte trabajo fué que la capacidad
de produck TNFa por los macrolagos peritoncales (% do liis do ks cékdes L-929), puede ser
mejorada significativamento . Los rosultados favorables oblenidos despuds de la adminisiracién deo
sales de zinc por via intramuscular solamente reflajan le respuesta del animal que se lo sdminisir un
suplemento del clemento traza que tiene disminuido (22). Hallezgos similares han sido oblenidos
previamente &l adminisirar sales de zinc a distintos pacientes con une disminucidn en e ingesta o
absorcitn de esle elsmento traza (49, 50, 51). En este trabajo obssrvamos que of zinc puede induck al
mecrofego @ producik un exceso de medisdores que son necesarios cuando son relados por
microorganismos, aundue an of caso del presonts trabejo, las bacieries sstaban muertes.

Originaimente se habla propuesio, en una segunda hipdlesis, que los macrdfagoe perionesles
de ks animales desgestados sometidos a uln tratamiento con sales de zinc, presentarian Unm menor
produccion de TNFa (% do lisis do les célules 1-929), que kos mecrofagos de los animales
desgastados sin tratamienio, Trabejos previos dentro de esta misma Bnes de investigacion hen
demostrado qus s administracion do seles de zinc a los animales desgestados mejora su compatencia
inmunoldgica ol igual que su condicidn fisica (22, 34, 35, 55). Por olro ledo, tenlendo como
sniscedente qus &l TNFu esté relacionado con ia pérdida de peso (caquesde), anorexds ¢ incompelencia
del sislema inmune, se pensd en la posibiided do que el zinc pudiens ester relacionado con una
disminucion en la produccion de esta cliocine por los mecréfagoe periloneales y de esta manera
originar una recuperacion de la condicién inmunoldgica y Msica del snimal desgestado. Sin embargo,
los resultados encontrados demostraron fo contranio.

Este resultado pusde ser originado por varias razones:

1.- Conviene toner presente que durante el desarrolio def prosento trabajo se utlizd una via de
inoculacion dierente (intramuscular), a s utiizada en los trabsjos previamente reelizados
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(intraperfoneal). So sabo que fa vio de inoculacién pueds sor deferminante en ef resultado final do un
exporimento.

2- De igual forma, ka fracuencia de inoculacidn y ka concendracion de acetato de zinc uiliizada on
osto tnabajo fueron diferentes o las utiiizadas en los trabajos anteriores. Originalmente so uthizaba una
concantracitn de acetato da 2inc de 2.5 mg/dl (25 mg/ 1), cada torcer dla, dando una dosis semanal de
7.5 - 10 ng de acatato de zinc. En ef presente trabajo se ulilizé una concontracién de 100 pg/ mi de
acelato de zinc una vez o ka semano, slendo equivalente a una doais semanal de 6 g de acelato de
ainc,

3. El animal desgastado tione (como una respuesta de estres) un flup de zinc de la sangre
hacia los lejidos, originendo hipazinceinia y un aumento de fa concentracidn tisular de zinc. Al
adminisisar zin (sin modificar (a induccidn de estres), probablaments sumenta este flujo de zinc a fos
fojidos, y se sleve js concentracion intrackopiésimica de esto slemento on los macréfagos perfonenios
de los animeles desgestados, De esta forma se pueden ver fsvorecidos algunos eventos celuleres
dependientes de zinc. Se sabe que ol TNFa maduro Iibre se deriva de una molécule - precursora, el
TNFa unido @ membrana (52). Trabsjos reclentes han comprobade que aste procesamiento sa leva a
cabo por une andopeptidesa (TNFa convertesa) (53), la cusl os dopendients de zinc y cuya actividad
@8 inhibida seleciivemente i vivo e iy vitro por of inhibidor de metaloproleinesas Gi 128471 (54),
Exlos datos nos permiten sugerr que en ol presente modelo experimental, los mimales desgusiados
que recibieron suplementacin con sales de zinc, probablemente presentaban una activided slevada do
s snzime TNFa convertasa dependiente de zinc, originando una mayor cantided de TNFa iberade of
medio de cultivo por los macréfagos.

4.- Es probable que of efecio benéfico del iratamiento con zinc sea variable. Algunes. funcionos
mejoran pera beneficio dei animal, como fa elovacion de la produccion de anticuerpos, pero olras
funciones contribuyen a su delerioro, como jo o la produccion de TNFo. Tal vez sea por osla razon que
30 abservd Lnd mayor mortalidad en of grupo de animales desgastados que recibleron tratamionto con
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zinc, ya que al habor una mayor produccién de osta citocina so mantionon todos los efoclos
dopendiontes do efla, En este caso una mayor produccion de TNFa podria favorecor o acolemr el
desarrollo del sindrome, auque al mismo tiempo se mejoro la competoncia inmunoldgica del animal
desgastado, [ cual no es suficlento para mantenor vivo al animal durante of desarrolio dol axperimento.
Tmb&ndebenmmencbnaf’quaolo(ecto final dol TNFa deponde de muchos factores. Como hemos
mencinado, esta cltocina presenta un ampho espectro de actividades, que dependen del sitio de
produccidn, de [a célula productors, do fa concontracidn, de fa célula o tefido afectado, del tlempo de
aposicion, de fa forma de TNFa (ibre o asociado @ membrana), y del tipo de receptor involucrado,

5.- Sin embargo, hay una parte de animalos de este grupo que sl terminan ol tratamiento y que
presontan también une mayor produccion de TNFa. Es importante destacar que los efectos bendficos
del tratsmiento con zinc dependan do la enfermoad (cronica o aguda), y de ia edad del animal, Ademés,
o dullo de Lna buena induccion del sindrome del desgasio depends do quo la primera Inoculackin de
bacterias muertas 3a eve a cabo dentro de las dos primerss horas de nacido ef animal. En'esto caso,
no fodos los animales iniciaron o tratamiéento af mismo tiempo, Probablemente en esle subgrupo de
animaies 30 inicié ol tretamiento después de fas dos homas recomsndades. De esta forma, al no
inducirse of sindrome adecuadamente desdo el inicio, sunque 108 animales presenten una produccidn
slovada de TNFa , ol sfecio nelo del tratamienio con zinc y @ produccitn de TNFu ee benéfico para ol
animal, sumentando su sobrovide y mejorando su competencia inmincidgica.

Por otra parte, 36 debe aceplar quo,a pesar de su incompetencia, ol sislema inmune do los
snimaise desgestados 3o encuaira hipsrestinuedo (36), tanto por les heckriss como por sigunos
mediadores liberados por los macréfegos (41). Su deficiencia para responder puede alribisrse,
tentativamente, a & falte de 2inc (22,36,40,55), Los resulledos de olros eetudios sobre este misma
liooms do investigecidn han demostrado que solamenta con n suplemento do Zinc 80 ekva
drésticamente fa produccién de anticuerpos por encima de 103 niveles observedos en 08 animales
sanos (56). Una prusba mas del blogueo que ocurre en ol caso de la hiperestimulecion ko representan
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los resultados del prosente trabajo. Solamente al inyectar zinc a los aninales desgastados sus
macréfagos peritoneales aumentaron la produccidn de TNFa hasta causar porcentajos de fisis de las
células L-929 significativamente superiores a los observados en ks ratones sanos do los grupos
coitrod, con o sin tratamienio de zinc, Aunque en of caso del presento trabajo ka suplementacidn con
zinc pueda ser poco recomendable, ya quo en algunos casos favoreceria las manifestaciones del
sindrome.Tal ez, ka limitackén de fa produccidn de TNFa por los macréfagos perfloneales de los
animales desgastados sea un mecanismo de defensa que ostablece of animai para aumentar su tlempo
de sobrevida. En la Figura 1 se proponon los posibles mecanismos Involucrados durante fa Induccin

del desgaste on los ratones recin nacidos.
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Figura 1.- En esle ssquems so muestran la serie do eventos quo so desencadenan al estimutar
constantemente & los macrofagos periionesies de los ralones racién nackios. Los macréfagoes al ser
estimulados secreten une serle de cllocines como of TNFa, ia 1L-1y i iL-6, les cusles inducen camblos
inmunolégicos y melabslicos que favorecen la spericion del sindrome del desgests.
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Estos resultades son importantes ponque ofiontan respacte a la clase de tratamionto que se
dobo aplicar para mejorar la competencla inmunolégica de un individuo estresado do una forma
crénica. Ef {ratamiento ideal parece ser la repusicién de, al menos of elemento cuya concontracidn en fa
sangre disminuye a causa del ostnés prolongado, pero que af mismo tiempo no afecte negativamento (a
condicidn fisica del animal,

Los resutades da los exporimentos realizados in vilro, en cultive de mactdfagos peritoneales
ostimulados con una suspension de ostaflococos muertos, también rovelan que estas células
{ocupadas en fagocitar fos estaflococos durante todo of exporimento), tienon agotada su capacidad
para olovar mds ain la produccién do TNFa. En los sobrenadantes de los cultivos de macrdfagos
poritoneales estimulados in vifro con ostafilococos muertos se puede obsorvar que no habla diferencias
entro ol grupo de animales desgastados y sus comespondienies controles sanos. Una situacion
completamente diferento se obluvo al cultivar y estimular iy wiro fos macréfagos pertonesles de ratones
desgastados que hablan recibido un tratamiento con sales do zinc,

En este sentido se puedo sugerir que, si a un organismo 8o lo suministran jos  faciores
(hormonas, nidrientes) que tienon disminuidos a causa del esirés prolongado, enlonces se puedo evitar
la aparicidn de algunas complicaciones graves que habitusimento representsn un riesgo de muerte. Al
sumentar ha tasa de sobrevida y mejorar kas condiciones genorales, puede quedar més tlempo para
lemonﬁsdodMonﬁ:ummcmdohwmmhw
del desgasie o ka efiminacion de los agentes estresanies que mantienen su desarrollo. '

Por fas mzones anteriores ¢! modelo experimental utizado en eete lrabejo proporciona un
microamblente (il para estudiar eigunas de las consecuencias que pueden fener fas agresiones
prolongadas sobre ¢l desarrollo fisico e inmunoldgico de Individuos, Asimismo, el desgeste
experimental ofrece a oportunided de estudiar ef efecto que tienen algunos iretemientos que pueden ser
Mpuumnﬂmfhlummmm“mmﬁwm»wfm
secundaria.
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9. CONCLUSIONES

Los resultados obltenidos on ol prosento irabojo nos permiten Megar a ks siguiontos
conclusiones;

La Inyoccitn intraperitoneal de estafilococos muortos a ratones Balb/c recién nacidos duranto un
perdodo de custro semenas induce un ostado trensiioro do desgesio.

Los mecrofagos peritoneales de kos animeles deegastados producon mayores niveles de TNF a.
Esla cltocine pusdo eatar directamente relscionada con ia sparicion del sindrome del desgaste.

La suplementacitn intramusculer con sales do zinc aumonta fa produccion in vio de TNFa por
' fos mecrdtegos perlionesies de los retones desgestados,
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