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1. INTRODUCCION 

El donaste es una de las principales menifeetacionea que so observan on pacientes que se 

encuentran en les etapas finales de diversas enfermedades crónicas como cáncer y SIDA, as! como en 

algunas enfermedades limitáneo (tuberculosis), o parasitarias (Mudan°, melada, lelehmaniasis). 

El despide ee un alndronut que se caracteriza por el ~doto Palco pauliiino, debido a la disminución 

del *salo (anorexia), y pérdida progresiva de peso (caquexia), que favorece el desurdo de un estado 

inmune incompetente, aumentar* el riesgo de addifir infecciones mundanas. Por otro lado, el 

alado psicológico del pedirla con despide también se abra presentando con frecuencia 

reentImienlos de angustio, eidernienis y depresión. En general, su bienestar y calidad do vide 

&mirasen drieli~e. Por setas razones se Importante estudiar las causas que originan el 

eindvme, oil como buscar ~denlos o mediáis prollildices que ayuden a mejor« la condición 

filo de lee panana que when este Faclecimlerio. 

Se he comprobado que uno de los prindpeiee medie:bree de la coque* es el Factor de 

Necrosis Turnad (TNFa o caquedle). Ee une cimba producirle pitncipelniente por loe meix6fepoe y 

se encuentra en cantidades elevadas en el suero de pemones que cursen con enfermedades crónica, 

aya como en ~relee de leborelorio en los queso he Inducido elndrome en forma reopedmental 

En el Dedo. de Mega de la Faenad de Quflce, UNAM, a ha desurdido un modelo 

aperimentel del elndrome del dem*, cuya inducción no depende de h infección del animal, si no de 

la irroccien irinderlisneel de bartulee »AÑIL Se ulbzar talones Sabio recio nacida, los codeo, 

chepudo, de cuto amenes de me* iracidacionse de eatafileoocos Rodee, preeition 

trandloriernente lee alletsciones Inmunolopicair y loe *Mines canicterteticce del elndreme, VI» los 

cuales N anuda es uno de los mes ~idee. Con este modelo se han sehillodo damos 

mecanismos celulares que participen en II desamado del despide. Asimismo, el modelo ha servido 

pera pobre le *dividid de dones medidas prolliecticae y/o terapéuticas. 



Con el propósito do devenir la aparición del desgaste, los animales han recibido alambras 

con irrnunadywantes da origen bacteriano, tontonas del timo y sales de zinc. Durante la última 

década el elemento zinc ha sido foco de considera« interés por sus propiedades inmunoreguietorias. 

Se he demostrado que el rivc tiene un papel bipartido en la ontogenia y el funcionamiento del sistema 

inmune y que su deficiencia puede amasar allereciones 

En el presente Oreado, se mande estudiar si los maadfalpse maneas de los animales 

desgastados producen une crinliad aleada de TNFa., y si hay alguna ralean entre la producción do 

ala cliccina y le admiddración del alameda zinc. 

2 



2. ANTECEDENTES 

2.1.- EL SINDROME DEL DESGASTE 

Las personas con enfermedades crónicas presentan duninto el desando de la enfermedad 

inmunodeficiencise secundario quo favorecen la aperkión de Infecciones recurtentee causadas por 

xrécroorgenismos comensales que se vuelven oportunieto y se diseminan en el organismo al disminuir 

las defensas a nivel de la piel, tubo digestivo y aparato respiratorio. Si las infecciones recurrentes y la 

enfermedad primena no son confroledoe, el paciente puede diseno'« un deterioro (laico progresivo 

conocido como el eindrome del desgaste. Este síndrome se caracteriza por pérdida de peso 

(caquexia), anemia, anorexia, e Incompetencia frimunológica. Ademés puede ser reproducido en forma 

experimental en animales de Monitorio, utilizando *veme procedimientos. Lee formo de desgasto 

experimeréal mes conocidas son la extirpación del timo (25), las reaccionas injerto ve. huésped que 

provocan loe transplantes de linfocitos alogénicoa (26), le administración de hormonas como el acetato 

de ~sol (27) o el atracad (28), la elmineción del zinc de la dieta (29), y las inyecciones 

intreperitoneales de productos toledanos corno loe liporolleacéddos (LPS) o de suspensiones de 

Molote modas como los eeteflixocos del grupo A (31, 33). Todos estos procedimiento se 

ceracierizen por causar una pérdida de peso, inteblidad, infecciones de le piel y de lee mucosas, 

diarrea recurrente, ancoxki y finalmente la muerte (30). Según la técnica arracada para su Inducción, el 

despide expedmental puedo ser de unid« trensiodo o delinIthro. Además, puede variar le frecuencia 

con le que se presentan los síntomas y le incidencia de tes principales menilestaciono patológicas 

(32). Sin embargo, loe minase &gestados siempre presentan dos menifeabiolones principies: fetén 

gravemente desnutridos y tienen una inmunodeficiencis venable que los hace susceptibles a diversas 

Infecciones por microorganismos oportunistas. En el presente trebejo el procidirtliento iMedo pera 

inducir el desgaste fué descrito en 1964 por Eketedt el al (33), el cual cosiste en la Inyeccitn 

Intnipedloneel de setaftococos, inmundos por al r, en ratones recién nacidos. 



El desgaste inducido do ésta forma en los ratones se caracteriza principalmente por un retardo 

en el crecimiento del animal, atrofia del timo, do te medula Oses y do los ganglios linfáticos, lo cual so 

traduce en una respuesta Inmune deficiente y la consecuente susceptbilided do los animales a las 

Infecciones por microorganismos oportunistas. Otras caractedsticas son el pelo ralo, el adelgazamiento 

de le piel, le esplanomegalla, alteraciones en el sistema endocrino y daño on el tubo digestivo. 

Durante el estudio de asta modelo murino se han logrado caracterizar algunos aspectos 

innsunológicos y fisiológicos do los animales desgastados. En la Tabla 1 se enumeran estas 

caraciedaticaa. 

Tabla PrIncipales extractada:ices de los ratones eeigestecies mediante la tamice de Maride! (II) 

• Disminución de la producción de anticuerpos 	 (34) 

• Pérdida de le tolerancia basun, contra sitiamos administrados por Ne oral 	(36) 

• Dierninución de la respuesta proaferitivie de enfados implénicos 
eilimulados In milv con ~mi 	 (36) 

• Traslocación de lea bacterias deslindes 	 (37) 

• Aumento de la concenkación de zinc en timo 	 (22) 

• Disminución de la mous* de hipersensibilidad !ardid ale ovosibúnine 	(22) 

• Aunado de le pemsebilidad ~ni 	 (38) 
• Amarlo en la respuesta prolliaratim de timados estimulados 

sb mero con ~ganas 	 (40) 
• Disminución de la respuesta proliferabas de linfocitos eeplónicos 'alindad:e 
fn *o con concanirregns A. 	 (40) 

• Aumento en la producción do 1L-6 por macrófages estimulados con LPS 	(41) 

• Aumento en la captación de 65Zn por glándulas suprarrenales 	 (41) 
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Sin entino, dos semanas despuós do terminadas las inyecciones infroperioneeies 

desaperecen todas estas manifestaciones y los animales continuan su vida en forma Indistinguible a la 

de los animales que no recibiera►  tratamiento (98), por esta razón se considera que la inducción del 

desgaste mediante la inyección intreporitoneel de estalliooscos Inactivados es do carácter transitorio. 

2.2.- CAQUEXIA 

La anotada, e pérdida de peso y la 'neme, son manifestaciones caracterleticas do las 

enfermedades crónicas y degeneratMes. La pérdida peso enemas, harte legar a la coquee, se 

presente en el 7016 de los pacientes con algunos tipos ce cáncer (11) y en un pescan* más ello en 

loe pacientes con SIDA (12), tuberculosis miller, peludlemo, y enes Infecciones pargelleries (19). Los 

pacientes can asistiese, pierdan mis del 50116 de su peso, previo a e entenneded, debido a le falte de 

odia y ellereciones en el metelictismo de los Ilpidoe (11). Estos pacientes además preceden 

elecciones recuentes a cause de Une defkiancie en el alelen* inmune, lo que holle es 

complicaciones infecciosas y reduce la dice* del tratemianto contra le enfermedad peinada. A 

medida que granza lo enfermedad y que le asquees le instala progresivamente, se increpes:len los 

raque trolas energéticos del paciente ei qua, además de les necesidades besen dei organismo, 

por te Ido se noceda disentir una respirase rones, en contra de le enlenueded preside, y por 

dio, dele un secuestro de nutrieran que depende del pede 'ilógico. Por ejemplo, se sebe que 

une vez Morded' le cequeta alguna citas turnases no son capaces de efectuar 

adecuadamente la respiración como vía de degradación de le glucosa, tarando en su lugar 

goincipelments M gkicólisis. De este menea consumen baste 10 mes más glucosa que Ulla di* 

norme (14). A pesar de esto el reciente reduce su ingeslión de caladas les cueles no morase e 

siesfecer les necesidades energeicas que el cuerpo demanda. De esto modo ol paciente se viren 

dependiente de tortuga artificiales do nutrición, quo on e momia do los caeos, no resuelto el 

pedem, (11). 



Las causas do la caquexia no son conocidas perfectamente. So sabe que además están 

involucradas alteraciones en los mecanismos quo regulan el apetito y el sentido do gusto (11). So creo 

quo estas alteraciones están relacionadas con un gasto ineficiente de alergia durante los procesos 

metabólicos quo, bajo estas circunstancias, se desarrollan aceleradamente. Por ejemplo, en los 

procesos inflamatorios donde es común Menear anorexia, se estimula la síntesis de polainas do fase 

aguda (15), disminuye la producción de albúmina y ocurre un catabolismo acelerado do las porcinas 

del músculo y do los Ilpidos del tejido adiposo. Estos hachas dependen de la producción y liberación do 

diversas clocinas como la IL-1, la IL-6 y el TNFa (13). Numerosas veces se ha dicho que el TNFa 

tiene la capacidad de Inducir anorexia y pérdida de peso. Sin embargo, se debo tomar en cuenta que 

una gran variedad de factores pueden producir anorexia y/o pérdida de peso, por ejemplo, enteropetla 

obstructiva, mala absorción, secuelas de radioterapia o quimioterapia, intervenciones quirúrgicas, o 

complicaciones gastrointestineles (dolor al mascar o al deglutir, náuseas, meteorismo, diarrea o 

motildad bestial ineficiente) (11). Por estas razones es imponente distinguir que la fele de apetito 

puede tener causas diferentes y además, quo no todos los procesos con moreda desarrollan caquexia. 

2.3.- FACTOR DE NECROSIS TUMORAL 

La existencia de un helor de necrosis rumorar (TNFa), fue propuesta desde 1863 por VVilliam B. 

Carey, debido a la capecihd las endottednas de causar in vivo la necrosis hemorrágica de cierto tipo 

de tumores. El facto• fue airado del suero de retenes por Old y Gots. en re década de los arme 70's. En 

estudios independientes reclinados anos más tenle Rouzer y Cerami comprobaren que, además , era 

uno de los principales mediadores de la caquexia, actividad por la cual so le denominó caquectina (1). 

Actualmente se sabe que el TNFa es une de lea principales moléculas medidores de le respuesta 

inmune, y que posee un gran espectro de actividades biológicas en cartee inmunes y no inmunes. 
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2.4.- ESTRUCTURA 

El gen del TNFa se encuentra codificado en el brazo codo del cromosoma 6 humano (2) y del 

cromosoma 17 del ratón (2) en el limite de las regiones del MHC quo contiene la información necesaria 

pera la Mesh de las moléculas clase I y clase II del HLA. El TNFa humano os una proteína no 

gbcosaada de 157 aminceicidos, y un peso molocular de 17 k0a. Además, presenta un puente 

&sulfure no indispensable pera su *actividad (2). 

El TNFa maduro deriva de una molécula precursora, el pre-TNFu que posee 76 aminoácidos 

hitkoklbicce o hidroilicos en el extremo ambo terminal do la proteína. Esta prometiencia os utilizada 

por el TNFa como une ancla pera unirse a la membrana celular produciéndose así la forma 

transmembrmal de la molécula con un peso molecular de 26 k0a. A partir de este se produce la fama 

ibre del TNFa. Se ha chernoetrado que el TNFa membranai también presenta equidad citolltioa, siendo 

en loe macrófeess el responsable de su acción citeadca. El TNFa después de ser liberado se agrega 

esporilineamenle ~tarde enlaces no consientes pera formar mullInseree de tamaño verb*, siendo 

el binen el que posee la forma adra (2). 

El TNFa esta relacionado estructunsl y biológicamente con otra camine conocida como 

linfotordna (LT), que es producida solamente por oékáss linfoides estimuladas con rnItógenos y 

galenos especificas, pero no con LPS (3). Al igual que el TNFa, la LT también tiene la capacidad de 

Mear Mulas toma les, compitiendo por el mismo receptor celular (4). Les dos molécules son 

eatruetunalmenle homólogas en un 30%, por estas razones la LT se conoce como TNF(3, Cada una de 

estas citadora representa el producto final do diferentes sistemas de señalización y pueden ser 

requeridas selectivamente dependiendo de la naturaleza del estímulo (3,4). 
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2.5.- DIOSiNTESIS 

La principal célula productora do TNFa es el macrólago (5), sin emIxtrgo, bajo estimulación 

adecuada, el TNFa os producido por otros tipos do células corporales, aunque en menor cantidad. 

Diversos estímulos invasivos pueden activar la producción de TNFa. Entre estos el más potente os el 

lipopolisacárido (IPS), y en menor medida las °Membranas y los complejos inmunes. Ciertos virus 

como el Sondai, el virus de le influenza, o el papilomminrs, los Usados de parásitos, de hongos y de 

ciertas bacterias Gram positivas, como los estafilococos, temblón son capaces de activar la producción 

de TNFa , aunque en menor cantidad (5). 

La biosíntesis del TNFu os controlada en forma rigurosa principalmente a nivel tninscripcional y 

postmnsuipcional. La molécula no es producida por células sin estimular, con ***pelón de las células 

cebadas que contienen TNFa almacenado en sus gránulos. En los ~Siego* en *poso el gen del 

TNFa es transcrito en poca cantidad, además, el mensaje no es traducido. Sin embargo. después do 

la adulación con LPS se producen grandes cantidades de la protelna en poco tiempo (5). Ciertos 

lectoras juegan un papel muy importente en le producción do TNFa . Por ejemplo, los gkroacorttoldes 

suprimen la producción de TNFa cuando se "den a un cultivo de macrófalgis ante* da que ates 

células sean activadas con LPS. Los glucocorticoides actúen Inhibiendo la transcripción y traducción. 

Sin embargo, une vez iniciada la traducción, son Incapaces de inhibir la *deuda de TNFu (1). Otras 

decires temblón actúen sobre la producción de TNFu. Por ejemplo, el INFy, por sl solo no induce la 

producción de TNFa pero el aumenta el grado de transcripción y eventos poetranscripcionelea en los 

macrótagos activados can LPS. La 11-2, el C5e, el GLICSF, y el CSF-1 tienen dados similares. Por 

otro ledo el TGFy, le POE2 y la II.43 inhiben la biosIntesis del TNFa, esl como la pantodliline, la 

hildernida y h ciclospodna. También so ha observado que le adrenalina participo en le regulación de la 

slMesIs y liberación de esta citocina (6). Cabe señalar que existe una regulación sutacrina en la 

producción de TNFa , es decir, que la molécula de TNFu por el misma induce su producción (7). 



2.6.- RECEPTORES 

La unión a receptores celulares especificas es el primer paso en la Interacción TNFa‹.étuta 

blanco. La presencie de receptores en la superficie celular es necesaria, más no suficiente, para que el 

TNFa lleve a cabo su efecto. Se ha podido comprobar que existen células tumorales que, aunque 

presentan receptores para TNFa en su superficie, son resistentes a la acción cloiltica do esta citocina. 

Estudios recientes han demostrado que existen dos tipos do receptores: uno do 55 kOa (2), y 

olio de 75 kDa (2). La secuencias de amboacklos de la región ~celular de ambas moléculas son 

similares entre si. Por ol contrario las regiones Intnicitoplésmicas de cada receptor, no preesitan 

homologla entre ellas, ni se parecen a ninguna secuencia peptictica conocida . Los dos receptores unen 

TNFa y TNNI con afinidad semejante. La M'Ibais de cada receptor es regulada en forma 

independiente el uno del nro. Ambos receptores son compresedos en la mayoría de las células y 

linees celulares. Estos receptores, canalizan las ~les desde la membrana cdrier hela el núcleo 

pera iniciar une sede de mensajes metabólicos. Ceda receptor desencadena diferentes señales, por 

ejemplo, se ha demostrado que el receptor de 55 kDe dependen la citotwócided celular, la inducción de 

le *Interés de PGE2, y de la suertudiodismutesa, sal como la expresión del receptor pana 11-2 y del 

HLA-1, Aunque todavía no os clan la función del receptor de 75 kDe en células humanas, en el neón 

se he logrado relacionar su expresión con la proliferación de fimocitos y linfocitosT citotóxicos (2). En 

suero y orina se han encontrado bonotes solubles de la región extracelukv de ambos receptoras (2). 

En un principio fueron identificadas como protelnes inhibidoras do TNFa. La función de los fregmenles 

solubles pueden ser regular le actividad del TNFa on el organismo. 
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2.7.- ACTIVIDADES DEL TNFu 

El TNFu participa en la defensa del organismo como un agente inmunoodimulanto e 

brnunanodulador. Inicialmente fue identificado por su capacidad de causar necrosis hemorrágica de 

tumores. Estudios posteriores revelaron que era capaz de inducir una gran variedad de acilviciadtva 

biológicas en Mensos cébles del organismo, lo culi revela la gran importancia de este molécula. (1) 

Prácticamente todas las células del organismo, con excepción de los glóbulos roba, poseen 

receptor pare TNFa. La naturaleza de las serraba que se desencadenan después de le interacción 

TNFa! receptor celular sob son conocidas parcialmente. Sin embargo, se sabe que su acción origina 

la activación de una gran variedad de genes celulares, siendo de naturaleza catabólice la gran mayoría 

de las acciones activadas. 

Mentol» la producción de TNFa durante be procesos inflernelorios es de gran valor paro ia 

protección del organismo, une producción elevada y repudie o por logos periodos de tiempo, puede 

amor afectos adversos. Se he demostrado que une sobreproducción de TNFa juega un papel 

en si desando del síndrome del shock séptico (8), causado por organismos Orara negstkros, ael como 

en el síndrome del desgaste (9), que aparece en la etapa terminal de les enfermedadee crónicas o 

mdkims• 

Probablemente una de las razones por las que el TNFa guante tan numerosas y variadas 

actividades, es porque se presenta en forme bre y asociada e ~brotar, ambos con actividad 

biológica (10). Le perticipeción de une de elles o ambas puede determinar el tipo de actividad 

deserbadensda. Ademes le participación de dos receptores (Muleros diferentes también puede Influir 

el respecto. El efecto biológico neto del TNFa también depende de su concertnación, del sitio de 

producción y de la presencia de otros mediadaree inflematorios. En la Tabla 2 se engatan les 

principales actividades del TNFu . 



TABLA 2.- Principales actividades del TNFa. ( 1-9 ). 

A) Mediador Inmunopatológico: Reacción Injerto ve. huésped 
Esclerésis múltiple 
Síndrome del desgasto 
Fibrosis quienes 
Shock séptico 
Desórdenes autoinmunos 

8) Inducción de chochas: 11-1“ y p, 11:6, IL-8, TNFIr 

C) Inducción de moléculas de superficie: ELAM-1, ICAM-1, MHC 1 y II 

D) Inducción de receptores: IL-2R, IFN,R 

E) Inducción de mediadores inflamatorios: PAF, PGE2 

F) Otras actividades: Activación /Diferenciación de LT, IR, PMN, M4 
Potenciado, de Mies NK y LAK 
Diferandeción de timados 
Inducción de protelnes de fase aguda 
Inhibición de le homelopoyésis 
Mediador de apodó* 
Acción doelitice /deifica de células tumorsios 
Lisie de Mulas infectad» por vinrs 
Actividad drogénica 

2.6.- RELACIÓN ENTRE EL TNFa Y LA CAQUEXIA. 

Durante los periodos de restricción calórica se efectúan cambios de Medición en el 

metabolismo ruma& Pa gempb, se levan a cabo allencknes graves en el ~fiemo de loe 

Ilpidos, aumentando su degradación y disminuyendo su &radie, En el músculo esqusiMico también se 

observan cambios calabacea. Ademes el contenido total de protelnas en los tejidos, disminuye 

notablemente. Estas alteraciones contribuyen al desequilibrio nutricional carecterlstico de los paciados 

con caquexia En estas persones so encuentran elevados los niveles de triglicéridos Orines. Esta 

ellerecian es debido a le inhibición de le enzima lipoproteln lipasa. 

1.1r111•• 



Aunque diversas causas pueden inducir caquexia, uno do iO3 principales candidatos como 

mediador químico es el TNFu ó caquoctina. 

El TNFu regula la biosIrtosis do diversas enzimas metabólicas. Cuando so cultivan in vitro 

preadipocitos en presencia do TNFa, so inhibe su diferenciación (5). En cultivos do adipocitos 3T3-L1 

y en animales, el TNFa Inhibe la actividad do lipopmteln lipasa y do ciertas enzimas anabólicas como la 

acelikCoA carboxilasa y la ácldograsosintelasa. Por el contrario, la hormona sensible a lipasa se activa 

induciendo así la lipólisis. En cultivos do miocitos diferenciados, al adicionar TNFu so acalora la 

glicogenólisis y aumenta la producción da lactato. Pcetedormente aumenta la expresión do 

transportadores de Morosas y con esto la asimilación do glucosa. En hopalocitos, el TNFa incrementa 

Fa Masa de protelnas de fase aguda y acelera la asimilación do aminoácido:. En animales de 

laboratorio, so he demostrado que la administración crónica de TNFa puede mediar la pérdida de peso 

y alterar in prioridades metabólicas normales a bavés de sus efectos en el SNC y tejidos periféricos. 

Diversos grupos han demostrado que la administración crónica inImperitoneal de TNFa Induce 

caquexia (9), La alministmción siatémica de TNFu disminuye la Migas muscular de actina y 

miosina, además de alterara molikiad y absorción Intestinal. Oliff y coa. (16), realizaron un 

importante estudio que apoya la Inducción do caquexia por el TNFu. En ratonas desnudos realizaron 

implantes intramusculants de células preparadas geniiicamente para producir cantidades constantes 

de TNFa. Después de 2-4 semanas de la linplanbación de las células, los Manes perdían peso y 

diminuían su ingedión do alimentos. 

En otros estudios, se observó que cantidades piqueras de TNFa inyectado directamente en lo 

región intracerebroventricular, suprimen el apetito (17 ). Finamente, los ardicuerpos anti-TNFa atenúan 

la anorexia y la pérdida do peso en animales inyectados crónicamente con TNFa. 

El incremento un el gasto de energía corporal, lipólisis y degradación de imaginas, tal como la 

anorexia, y la pérdida de peso inducida por TNFu son semejantes a las alteraciones metabólicas 

observadas on las infecciones crónicas. So han observado niveles altos do TNFa en pacientes con 
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caquexia quo cursan con cáncer, SIDA y diversas enfermedades parasitarias o bacterianas, aunque 

cabe secular que los niveles do TNFa no siempre correlacionan con la pérdida do poso observada. Por 

ejemplo, se han encontrado niveles elevados do TNFa en el 50% de pacientes con cáncer 

seleccionados al azar (18), Sin embargo, otros trabajos no han detectado TNFa en el suero do 

pacientes con caquexia asociada a cáncer, os decir, mientras niveles elevados de TNFa pueden estar 

presentes en algunos pacientes con cáncer, d TNFa no parece sor necesario pera el desarrollo de la 

caquexia asociada a cáncer. En estudios recientes, Trecey y cols. (17), demostraron que el efecto 

metabólico del TNFa depende de su sitio do producción. Ellos realizaron en ratones Implantes 

intrecerebrales e intramusculares de células productoras de TNFa. Aunque ambos Implantes 

produclan concentraciones séricas do TNFa semejantes, solamente los animales con implante 

intracerebrel deserrollaben eaquexia. 

2.9.• EL ELEMENTO ZINC. 

El zinc es un micronutriente esencial pare el crecimiento de los seres vivos. Padicipa en el 

metabolismo de los ácidos nucleicos y síntesis de proteinas. Algunas proteínas tienen zinc en su 

estructura, formando metalopmteinas (19). Dentro de este grupo existen enzimas dependientes de 

zinc, formando metaloenzimas o complejos enzima-zinc. La función del zinc en les enzimas es 

mantener integra la estructura ylb paticipar directamente en la reacción enzimática. En los complejos 

enzima zinc, el elemento pedidas como actrvador o inhibidor de la reacción 'mimética. Algunos 

ejemplos de enzimas con zinc en su estructura son la foefatasa alcalina, DNA primeros, anhidrasa 

carbónica, caboxipeptidasa, Melase, deshidrogenasa málica y superóxido dismulasa (20). 

La concentración de zinc en el organismo puede variar, alterando con ello diversas funciones 

metabólicas. Vados estudios demuestran que el balance do zinc se modifica por condiciones que 

requieren mayor demande de este elemento como el crecimiento, la lactancia y el embarazo. En las 

persones de edad avanzada la concentración de zinc disminuye probablemente porque disminuyo su 
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ingosta o su absorción. Algunas condiciones que implican deficiencia do zinc en el organismo son la 

desnutrición, la mala absorción, hiperexcresión, las infecciones, las quemaduras y el alcoholismo. 

Algunas enfermedades como el cáncer, talasemia mayor, síndrome do Down y acrodennatilis 

entempatica, también so caracterizan por una deficiencia de zinc en el organismo (19). Las principales 

manifestaciones clínicas quo se observan en o organismo por deficiencia de zinc son (19) : 

A) Características físicas: retardo en el crecimiento, hipogonadismo, pubertad retardada, 

Malura baja, bajo peso corporal, microcefalia y mandíbula pequero. 

S) Anormalidades fisicogulmicas: retardo en la cicatrización de heridas, bajos niveles de zinc en 

plasma, pelo y orina, hipenwnonemia, metaloenzimas de zinc disminuidas, anemia fenopénica, 

disminución en la producción de ACTH, incremento en la sensibilidad a la insulina. 

C) Peldogla: diarrea, desordenes de tipo inmune, gestación prolongada, infecciones frecuentes, 

mala absorción, Intolerancia a la lactosa, hipofunción testicular, toralogóriesis, impotencia, defectos 

rendes, hepeloesplenornegeba. 

D) Signos neurcgaiqukdricos: Pérdida del apetito, letargo mental, adaptación anormal a la 

oscuridad, depresión, irritabilidad, desordenes emocionales, temblores. 

E) Desordenes derrnaiológicos: Piel áspera, pelo disminuido y quebradizo, guardilla. 

Se ha demostrado que el zinc participa directamente en el deeam3ilo y funcionamierdo del 

sistema inmune (21), y que la deficiencia de este elemento traza puede causar alteraciones pum 

(TABLA 9). Por otro lado, se ha demostrado que la suplementación con zinc mimáis el 

funcionamiento inmune en diversos padecimientos. En estudios In vitro se ha comprobado que la 

adición de zinc a cultivos de linfocitos, causa activación policlonal y proliferación celular. El zinc 

también se considera corno adyuvante en la actividad pmliferativa inducida por mitógenos. 
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TABLA 3.. Attorociones inmunológicas causadas por la deficiencia do zinc. 

• Atrofia del timo 

• Disminución do células T 

• Disminución do células de bozo 

• Baja respuesta proliferativa a mitógonos 

• Depresión do la rospuosta a antlgenos do células T 

• Ouimiotoxis defectuosa 

• Disminución do la actividad do las células NK 

• Acumuleción de citan B inmaduras 

• Allem» en la actividad de la hormona Binding 

• Aumento en la producción de corticonteroides 

La conceronsción de zinc ha sido encontrada elevada en el timo de Monos quo han sido 

infectados con suspensiones de estafilococos muertos. Asimismo, estos animales tienen rfisminuida su 

concentración de zinc en la sangre yen vados órganos no linfoides corno el Modo (22). Los *nimias 

desgastados tienen un timo hipoptisico, lo que se he Mocionado con le soixoperadmción do TNFa y 

otras «nobles. No obstante, el TNFa kilt» la apoptósis de cétuys de sangre Pitirttical (23) y  kl 

invokición del timo perece estar més relacionada con la sobreproducción de giucocorticoiciss quo con la 

deficiencia de zinc (24). Sin embargo, los resultados obtenidos hasta aliare, sugieren que el desgaste 

esta relacionado e una atención en el metabolismo del zinc. Por esta razón en el pm.* trebejo se 

dock* estudiar sí si tratamiento con zinc edministrado e los ratones desgastados, modifica o no le 

produzión de TNFs por los mocrófegos pentoneeles. 
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3. OBJETIVOS E HIPOTESIS 

OBJETIVOS: 

1) Conocer si la inducción del sindromo del desgaste en ratones recién nacidos, mediante 

la inyección intraperilonsel de bacterias muertas, modifica la producción de TNFa por sus memoraste 

mimadas. 

2) Conocer si le mehala clinica del animal desgastado, después de recibir un tratamiento 

con sales de zinc, se relaciona con una disminución en la producción de esta dock*. 

HIPOTESIS 

1) En el presente modelo murino del desgaste, el animal deegnfado tiene elevada su 

predicción in nitro de TNFa pa loe rnacrólatios peritoneeies, 

2) La administración de un tratamiento con sales de zinc a los animáis desgastados 

~huye la producción in vitro de TNFa por sus mactótapos park/n..1es 



4. DISEÑO EXPERIMENTAL 

Se trabajaron con ratones Balb/c que fueron dMdidos aleatoriamento on 4 grupos: 

A.- Animales sanos 

B.- Animales desgastados mediante Inyecciones intraperitoneales de estafilococos 

C.- Animales sanos quo recibieron un tratamiento con sales de zinc 

D.- Animales desgastados y tratados con sales de zinc 

Los animales de los grupos 13 y D fueron desgastados mediante Inyecciones Intraperitoneales de 

una suspensión de ~cocos muertos. Los ratonas de los grupos A y C permanecieren como 

controles y solo recibieron Inyecciones Intrapeatonealee de soluciOn salina isaiónka ostóril. Uno de los 

dos grupos de animales desgastados (D), y su correspondiente grupo control (C), recibieron un 

tratamiento con sales de zinc, las cuales, de acuerdo a resulladoe de trabe» mimbres, han 

demostrado ser útiles para prevenir el deterioro inmunológico do los animales quo recibieron 

Inyecciones intrapeloneakis de estafilococos muertos, 

Todos los ratones fueron secrificsios a los 28 dise de edad. Los microbios peritonealee 

fueron combadas, lavados y cultivados con el fin do medir su producción Ari vitro de TNFis mediante 

un ensayo biológico con le linea de células 1-929, la cual es sensible a esta docta. 
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5. MATERIAL Y MÉTODOS 

5.1.- PREPARACIÓN DE LA SUSPENSIÓN DES. suma, 

Staphylocccoue eureus, de la cepa ATCC 6538 (proporcionado por el coparlo do la facultad do 

Qulmica, UNAM), fue cultivado en medio BHI liquido y estéril, con agitación constante, a 37°C durante 

18 horas. La suspensión de bacterias se lavó 3 veces con solución salina isotónica estéril y se inactivo 

con calor a 121°C durante 1 hora. Posteriormente las bacterias se cosecharon por centritugación y se 

maltearon las pruebas de Inectiveción, esterilidad y pureza correspondientes. Finalmente, se ajustaron 

a una concentración de 5x109  bacterias/ ml en solución salina iscenIca estéril, La suspensión so 

repelió en alicuotes de 10 mi y se mantuvieron a 4°C hasta el momento de su utilización, 

5.2.- ANIMALES. 

Se utilizaron talonee Balb'c, de ambos sexos, recién nacidos obtenidos del Notario de la 

Facultad de QuImka, UNAM, en donde permanecieron durarte el desarrollo del ~Omento, bigo 

condiciones convencionales de iluminación ( ciclos de itutoiscurided de 12 horas ceda uno),y 

¡montura (20-25°C). Los animales se destetaron a los 21 deis de nacidos y posteriormente se 

mantuvieron con alimento ( Bluebbonel, Brand ), y agua ad *hm. 

5.3.-INDUCCIÓN DEL DESGASTE. 

El desgaste se Indujo en ratones recién nacidos, mediante la Inyección intraperioneel de 0.1 ml 

de le suspensión ajustada de elefilococee inectivedos. Le primera dosis se administró  ratee de que 

los animales tuvieran 2 horas de nacidos, y posteriormente cada tercer die durante cuatro semanas. 



5.4.- ADMINISTRACIÓN DE ZINC. 

Tanto a los animales do un grupo do ratones desgastados como a los de su correspondiente 

grupo do animatos control sanos, se los administró por vla intramuscular, Spg do acetato do zinc 

(Acetato do zinc, Mallinckrodt), en 50 pl do solución salina isolónica (100 ug / mi) ( NaCI, Baker), a 

partir do los 5 días de nacidos, repitiendo la misma dosis cada 6 días durante 4 semanas. 

5.5.- OBTENCIÓN DE LOS MACRÓFAGOS PERITONEALES. 

Para Incrementar el número de macrófagos residentes en la cavidad ponioneal do los animales, 

48 horas entes de ser sacrificados, los ratones fueron Inyectados intraperaoneelmente con 2 ml do una 

solución estéril de tioglicoleto 313% ( Difco) en agua desionicada. 

5.6.- CULTIVO DE MACRÓFAGOS PERITONEALES. 

Al dla siguiente do terminar la inducción del desgaste, los ratones fueron anestesiados con éter 

y sacrificados por dislocación cervical. Posteriormente, bel) condiciones de esterilidad, se obtuvieron 

Yes células del peritoneo lavando activamente ésta cavidad con aproximadamenie 5 ml do una sokxión 

salina amortiguadora (BSS). Les células se lavaron 3 veces con la misma solución y se mantuvieron 

durante 60 segundos en una solución hemolizente eetéril ( 20% NH4CI 0.16 M y 80% de Unta Base 

0.17 M). Podedormente se levaron con BSS estéril para eliminar la hemoglobina liberada y finalmente 

se resuspendieron en 1 ml de medio de cultivo RPMI 1640 (HY CLONE Laboratorios, USA ), recién 

suplementado con 10% de suero fetal bovino inactivado (HY CLONE Laboratorios, USA ), 0.5% de 

aminoécidos no esenciales (Microieb, México), 0.5% de giutamina 200 mM ( Microlab, México), 0.5% 

do piruvato de sodio 100 mM ( Microlab, México), 1% do antibiótico ( penicilina 10000 U/ml, 

estreplomicina 10 ingionl, Gibco Laboratorios, USA), y 0.5% de HEPES 25 mM (Km:lb, México). 

19 



La viabilidad celular so determinó con el colorante azul tripano al 0,4% ( Sigma Chamice!, USA ), 

en solución salina botánica Las células se ajustaron a una concentración final de 1 x 106  células 

viables/ ml. Posteriormente, en placas do cultivo con pozos do 16 mm de diámetro ( Costar, USA), so 

depositó 1 ml de la suspensbn celular por pozo, y se Incubaron a 37 °C con una atmósfera de 00z  al 

5% y 19.7 % de humedad, durante un mínimo do 2 horas. Al terminar la incubación, so retiró el 

sobrenadante y se lavó cada pozo, para eliminar las células no adherentes. Por último, se restftuyó el 

volumen original de medio de cultivo y se Incubé durante 24 horas en las condiciones anteriormente 

citedas, 

5.7.- ESTIMULACIÓN in vitro DE LOS MACRÓFAGOS PERITONEALES. 

Después de retirar las células no adherentes y restituir el medio de cultivo, se realizó la 

aehmulación de los macrófagos, agregando a cada pozo 5x106  estafilococos ineditudes. Después de 

24 horas de Incubación, el medio de cultivo de cada pozo se deposité en tubos «Minios y se 

centrifugaron a 10 000 rpm durante 10 minutos, Se retiró el sobrenadente y se guardó en tubos 

estériles y mantenidos a -71YC hasta ol momento de su utilización. 

5.8.- CONCENTRACIÓN ÓPTIMA DE S. mous PARA ESTIMULAR A LOS MACROFAGOS 

PERITONEALES ln mitro 

Se realizó el cubro de macrófagos según el procedimiento dese* en los puntos 4.6 Y 4.7 

agregando» diferentes cantidades de estafilococos Motivados por pozo. 
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5.9.- CULTIVO DE LAS CELULAS L-929 

La linee celular L-929 fue proporcionada amablemente por el Dr. J. Sulivan López, del Instituto 

Nacional do Enfermedades Respiratorias. Las células se cultivaron on cajas de 50 ml (Costar, USA), 

con 5 ml de medio de cultivo RPMI 1640 recién suplementado con 10% de suero total bovino 

inactivado, I% de antibiótico, 10 96 de NaHCO3  al 2% y 0.5% de HEPES 25 mM. El medio de cultivo 

fue cambiado por medio f rosco cada tercer dia. Posteriormente, so procedió a tripsinizar las células 

cuando so observaba confluencia celular, 

5.10.- TRIPSINIZACIÓN DE LAS CÉLULAS L-929 

En condiciones de estadIdad, se procedió a eliminar el medio de cultivo de la caja, y la 

monocepa celular se levó 3 ~es con POS (pIhr 7.4) estéril, en seguida se agregó trfpsina 1 mM en 

EDTA 0.01 mM (Micrniab, México), en cantidad sufKiente pera cubrir la superficie de la caja. Al 

observara() en el microscopio invertido que las células se hablan desprendido casi en su totalidad, se 

agregaron 3 ml de medio de cultivo recién suplementado pera Inhibir la actividad *lubrifica de la 

tripeine. Se cosecho el sokenedente y so procedió a determinar la viabilidad celular con el colorante 

azul tengan. Posteriormente, so ojuelo la suspensión celular e una concentración final do 4k10? 

células/ ml. 

5.11.- CONCENTRACIÓN OPTIMA DE MITOMICINA C PARA INHIBIR EL CRECIMIENTO 

DE LAS CÉLULAS L-929. 

Esta determinación se llevó a cabo utilizando el método de incorporación nuclear de timidina 

hilada. En une placa de cultivo de 96 pozos (Costar,USA), se colocaron 40 mil células por pozo. La 

placa se incubó durante 24 horas a 37°C y 5% do CO2  . Al terminar la incubación, se agregaron 
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&motos concentraciones do mitomicina c y so incubó nuevamente en las mismas condicionas 

durante 24 horas más. Posteriormente, se anadió a caria pozo 1 pCi de timkfina trillada ( New Engtand 

biucieare, USA), <fluida en 20 rd de medio de cultivo. La placa se incubó nuevamente 18 horas y 

postencemento las células so procesaron en un cosechador (Modelo 24v, Brandal, USA), que depositó 

el coreando insoluble de cada pozo sobre papel fasa de vidrio con poro de 0.4 p de *metro 

( ~ten, USA). Las tías de papel so dejaron secar a temperatura embierge y postradamente las 

muestras correspondientes a cada pozo fueron separadas y colocadas dentro de viales de 20 mi do 

capacidad ( Wheaton, USA ), que contentan 5 mt de líquido de cerdee" compuesto por PPO (2,5 

dlenil avezo) ), y POPOP (p-bis(2-(5-feniiaxesol)) benoeno). Estas dos sustancias se disolvieron en 

tolueno y se mantuvieron a 4°C. La radiactividad de cada muestre fue medida en un contador de 

centelleo ( TRI-CARB 900, Packard, USA). Les lecturas fueron registradas como cpm, 

5.12.• CUANTIFICACIÓN DE TNFa. 

Se realizó un ensayo de citotoricided utilizando le linea 1429. En une placa de cultivo de 96 

poco se colocaran 4x104  Oirán/ pozo, en un Manen de 100aids medio de culla. Después de 24 

heno de Incubación a 37°C y 5% de CO2  , e cada pozo se le adicionó 1 pg de ~Moine Can 50 pi 

de medio de cuido Domas de caber les Mutes dardo 24 horas se retiró el eobrenedente y se 

~416 por 100 pi de la muestra problema ( sobrenadenles de los cuerda de mecniferas). Los 

patee que fueron ~os como domo se les cambió el eobninedsrde por 100 pl de medio de cubro 

fresco. Poateriormente, le pies so incubó durante 24 horas. Al dle atufado se retiró el sobrenadado y 

se Medien» 100 pi de colorante cristal violeta al 0.2% (E. Merck, Alemania), en une adución con 

22.3% de etanol (Merck, »hico), y 8% de formaldehído, disueltos en 100 mide NeCI el 0.66%. Lea 

placas se don en reposo por 5 minutos y poderionnanle so retiró el colorante. Se hicieron varios 

levados con POS hasta eliminar el colorante quo no fue incluido por las células. Por último, so Osaron 

lea células con SDS ol 10% en HCI 0.01 N, paro liberar el colorante que fue Incorporado en elles. Le 
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absorbancia se leyó en un lector do ELISA a una longitud de onda do 595 nm. El valor promano 

obtenido por los pozos blanco se tomó como el 100% de células sin linar. En base a este valor se 

determiné el % do células sin llar en cada determinación problema. La diferencia aritmética do estos 

valores nos da como resultado el % de lisis celular producido por el TNFa presento en cada uno de los 

sobrenectantes problema. 

5.13.. (NACTWAC(ON DEL TNFa CON ANTICUERPOS ANTUNFa 

Pera la inectiveción do TNFa se utilizó un antisuero enti•TNEtt desarrollado en con* (Signa 

Immo Chemicats). Se usaron los sobrenadantes del cultivo do macrófagos, do ratones normales, 

estimulados in aire con diferentes cantidades de S. duma. t50 Id de cada sobrenadado se incubaron 

durante 2 horas con 2 lag de ontisuerol pozo. Peatadonnente, 100 pl de cada sobrenadarte se 

vagaron a lee alunas L•929 pan) efectuar el ensayo de clelolcided descolo en el punto anterior. 
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6. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

So determinó la heterogeneidad do les varlanzas mediante la pnrobe X2  do Bario« (59). Para 

establecer el grado de signiticancia de las diferencias entro las medies do loe grupos estudiados se 

realizó el mallete de verianze mediante la pruebe F de Tukoy para muestras independientes on escalas 

de intervalo y carentes do onogonalided (59). 
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7. RESULTADOS 

7,1.- INDUCCIÓN DEL DESGASTE 

Al terminar el tratamiento, los animales desgastados presentaron las carectonsticas principales 

del síndrome: retardo en el crecimiento, diarrea, anorexia, Infecciones oculares, debilidad y polo 

erizado. En la anidad abdominal da algunos animales so encontraron rnicroabeeeoe visibiee 

rnecrescópicemente en Modo. 

Los animales desgastados que recibieron suplementación con solee do zinc, presentaron las 

mismas carecterlaticas citadas anteriormente, aunque so observó en este grupo de trienales una 

mortandad mes limada. 

72.- CONCENTRACIÓN OPTIMA DE MITOMICINA C PARA INHIBIR EL CRECIMIENTO DE 

LAS CÉLULAS L-929. 

Para determinar la concentración óptima de mItomicina C quo inhibiera mes del Il516 de la 

multiplicación de lea caries L-829, se realizó una curva de mención. A partir de 0,75 prypozo de 

mitemcina C se obtuvo mes del 95% de inhibición del crecimiento celular. Se eligió como conminación 

de trabaio I pgipozo TABLA 4, GRAFICA 1 
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mitornicina c cuentas por minuto 	ICC 
(it9i Pozo) (cpm) ( 96) 

0,00 200,522 100.00 

0.25 20,847 89.80 

0.50 9,340 95.30 

0.75 5,968 97.00 

1.00 3,543 98.20 

1.50 1,494 99.20 

2.00 895 99.50 

2,25 417 99.70 

2,50 430 99.80 

2.75 310 99.80 

3,00 275 99.80 

TABLA 4.- Determinación de le concentración de mitornicfne C pero Inhibir el 

crecimiento In vitro de las células 1-929, ICC= Inhibición del crecimiento celular. 

1 0 1 	3 

10 5, 

P, 10 U 

o 

10 2  
o 

mitomicina C/ pozo 

GRAFICA 1.- Curva do calibración de mitomicina C para Inhibir el crecimiento In vitro 

de las células 1-929. 
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7.3.- CONCENTRACIÓN OPTIMA DE S. auteus INACTIVADOS PARA ESTIMULAR A LOS 

MACRÓFAGOS PERITONEALES in InVro. 

So dolonninó la cantidad do ostafilococas Inectivadoe quo fuera capaz de Inducir la mayor 

producción y liberación do TNFu por los necrófagos poritoneolos do animales senos. So observó quo 

conforme aumentaba fa cantidad de bacterias abatidas al modo do cultivo, ol porcentaje de lisie do tas 

células 1-929 causado por la citocina también aumentaba, tosta alcanzar un máximo do lisie celular al 

agregar 5x100  bacterias /pozo. Después do esto punto, los porcentajes do tisis se mantienen eievadoe 

con una discreta tendencia a disminuir, aunque la cantidad do bacterias ineetMidas añadidas al pozo 

sea mayor (TABLA 5 , GRAFICA 2), 

BACTERIAS (100 ) ABSORBANCIA 11 GE L1818 

1 0.093 26.30 

2 0.746 3700 

3 0,716 40.30 

4 0.690 42.50 

5 0.664 44.60 

8 0.661 43.20 

7 0.001 42.40 

9 0,725 30.50 

TABLA 5.- Cuna de calibración de ta cantidad do 6. suma inactividos añadida a los 

cubos de ~legos perionesies de ratones sanos, 



7.4.- INACTIVACIÓN DEL TNFu POR ANTISUERO ANTI-TNFu. 

Para determinar si la ocie/dad Mica causada por los sobronadantos del cultivo do macrólagos 

perionealos do ratones sanos estimulados in toro con estafilococo inactivedos, ora causada por TNFa 

y no por Ifoloidne, se procedió a bloquear esta actividad Nes, sometiendo a los sobrando:blies e une 

incubación con antisuem anti-TNFu ( Zigipozo ), antes do realizar la pruebo de citotoxlcided con las 

cabás L-929. Los resultados demuestran una disminución en el porcentaje de Neta celular causado por 

cede uno do loe tectronadantes utilizados originalmente, lo cual indiaca que, efectivamente la Bale do 

les olidas L-929 era debida al TNFu . ( TABLA 6, GRAFICA 2 ). 

BACTERIAS (10e) ABBORBANCIA % DE MIS 

1 1.119 6.7 

2 1.183 3.0 

3 1.158 3.5 

4 1.147 4.4 

5 1.155 3.7 

6 1.125 6.2 

7 1.151 4.0 

9 1.112 7.3 

TABLA 6.- Inhibición de la actividad del TNFa por enhuero antl-TNFa 
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GRAFICA 3.- Producción In vitro de TNFa por macrótagos perionesles estimulados con 

«tuOococos babados y bioqueo do la actividad TNFa con Mismo anti-TNFa. ( 	) 

Sobrenedentes de cubro de macróboos perlioneties estimulados In vitro con estafilococos 'nadados 

sin boquear . ( 	) Los misma sobrenadantes de cultivo sometidos a incubación previa con suero 

anta-TNFa. 
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7.5.- PRODUCCIÓN DE TNFil POR MACROFAGOS PERITONEALES. 

Se determinó la producción do THFu.por los macrólagos poritonoalos do los anímalos sometidos 

a los diferentes tratamientos asa como a los animales control. Las determinaciones se hicieron on 

condiciones biseles y bajo estimulación in vitro con estafilococos  inactivos. Los resultados se observan 

en las TABLAS 6 y 7. Los multados están eimresados como of valor promedio del % do lists do las 

células 1-929. Cada doloménacien so hizo por triplicado. Los porcentajes fueron calculados según las 

lecturas de las absorbancias dol colorante cristal violeta retenido por las células L-929 que se cultivaron 

en medio do cultivo fresco (Blanco). 

RATONES n ABSORBANCIA % DE LISIS 

SANOS 12 0.977 t 0.038 18.6 ± 3.2 

SANOS/ Zn 12 0.912 t 0.056 24.0 t 4.6 

DESGASTADOS 12 0.650 i0.025 29.1 t 2.0 

DESGASTADOS/ Zn 12 0.765 i 0.022 36.2 t 1.9 

TABLA 6.- Cantidad da TNFu. ( % da lisie de las células L.929) en el sobrenadarae de cultivos 
de neaclitagoa peritoneelee en ~Melones bailas (no estimuiedea). 

RATONES n ABSORBANCIA % DE LOIS 

SANOS 12 0.740 *0.044 38.3 ± 3,6 

SANOS/ Zn 12 0821 t 0.045 31.5i 3.8 

DESGASTADOS 12 0.7201 0.053 39.5 t 4.0 

DESGASTADOS/ Zn 12 0.550 ±. 0.069 54.1 t 5.8 

TABLA 7.- Cantidad de TNFri. ( % de «sis de las célales 0.929) en el aobrenedante de cultivos 
de macrótagos poritoneales estimulados con estafilococos inactivados. 
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En condicionas basales do cultivo, el sobrenadanlo del medio donde so cultivaron los 

macrófagos peritoneales do los ratones desgastados presentó un porcentaje do lisis do las cólulas L-

929. mayor (29.1%) al porcentaje observado en el sobrenadanto del cultivo do los macrófagos de 

animales sanos (18.6%). (p< 0,05). GRAFICA 3. 

GRUPOS DE RATONES 

GRAFICA 3.- Producción do TNFa ( % do lisls celular ) por los macrófagos peritoneales en 

condiciones basales de cultivo. (• ) macrófagos do ratones sanos, (• ) macrófagos de ratones 

desgastados. 



Al agregar estafilococos inactivados al medio donde so cultivaron los macrófagos peritonoolos, 

aumentó el porconlaje de lisis celular tanto por el sobronadaido del cultivo do macrófagos do los 

animales sanos (38.3%) corno por o! obtenido del cultivo de macrófagos de los animales desgastados 

(39.5%). Entre ambos grupos no so encontraron diferencias esiadisticasnento significativas (p>0.05), 

GRAFICA 4. 

60 

50 

a 
U 
rzt 40 

30 
U) 

1-1 20 

lo 
0\0 

GRUPOS DE RATONES 

GRAFICA 4.- Producción do TNFu ( % do tisis celular ) por los macrólepos pedloneeles 

estimulados in irifro con estardococos Machados, ( ■ ) macrólapos de ratones sanos, ( ■ ) 

macrófagos do ratones desgastados, ( W ) macrófagos do ratonas sanos estimulados b ribo con 

bacterias muertas, ( p ) maciótapos do ratones desgastados estimulados in vitro con bacterias 

muertas 
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En el caso do los sobronadantos del cultivo do macrófagos perrioneoles do los animales 

desgastados quo recibieron un tratamiento con sitios do zinc durante fe inducción del desgaste, so 

encontró un mayor porcentaje do lisis celular (36.2%), quo ol sobronadanto del cultivo do macrólagos 

perfloneedos de los animales desgastados sin tratamiento (29.1%), (p< 0.05). So observó el mismo 

compartimiento en al caso do los animales sanos tratados con zinc (24%) con respecto a los animales 

senos sin tratamiento (18.8%), (p< 0.05). GRAFICA 5. 
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GRUPOS DE RATONES 

GRAFICA Producción en condiciones baldes de TNFa (16 de lisie ~Ir ) por mecrótegos 

perionseies de ratones sometidos a tratamiento con 'micciones Intnanusculems con sales de zinc. 

( 	) mecn3tegos de ratones sanos, ( ■ ) miscrófagos de ratones desgastados, ( 	) mecatfagos 

de ratones sanos tratados con seise de zinc, (j] ) meadtagos de ratones desgastados tratados con 

sedes de zinc. 
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Cuando los macrófagos ponlonealos do los animales desgastados tratados con zinc fueron 

estimulados in vitro con estafilococos inactivados, el sobrenadanto de cultivo presentó un aumento 

considerable on su capacidad do tisis (54.1%), con respecto al sebnanadante do cultivo en condiciones 

basales (29.1%),(p <0.05). El mismo comportamiento so observó al estimular la vitro a los macrófagos 

perionsaies de los animides sanos tratados con zinc (31.5%), (p< 0.05). GRAFICA 8. 

GRUPOS DE RATONES 

GRAFICA B.- Producción de TNFa (1i de lisia celular) por tos mei:Wave pertoneelee 

estimulados lo viro , con selellecocos inecitadoe promnientee de relonee Mudes con inyecciones 

1~mm:dem de sales de zinc, ( 	) macrófegoe de Moneo unos ~dos con sedes de itinc, 

( 13 ) ~M'egos de ratones degradados trotados con sebe de zinc, ( ❑ ) mecrdlegoe de ratones 

senos tratados con mies de zinc ~miedos kr dm con becleries muertes, ( (] ) meadtepoe de 

Monee desgastados tetados con mies de zinc erdimuledos in *o con holmio muertes 
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El sobronadante del cultivo do los mecrófagos de los animales sanos estimulados in otro con 

eetalikocos inactivados, presentó una diferencia estadisticamerdo significativa en el porcentaje de 

kis celular (38.•6%) con respecto al que presentó el sobrenadan% del crL de macrolegos do los 

animales sanos tratados con zinc (31.5%), (p< 0.05). De la misma forma, el sobrenadan te de los 

macn5hgos de be animales desgastados tratados con zinc presentó una mayor cantidad de Ibis 

cekilar (54.1%), que el sobrenadarte del cultivo de macrófegas de animales Mondados sin 

tratamiento (39.5%). (p<0.05) GRAFICA 7. 

GRUPOS DE RATONES 

GRAFICA 7 .- Comparación de le producción de TNFa ( % de iris osidir ) por los ~raigo 

perfkneeles estimulados In 4m con bactedes mustias. ( • ) ~Magos de Monee sanos 

estimulados i►  *o con Inciertas muertas, ( r2 ) ~fagot de ratones desaseados estimulados In 

*o con bacterias muertas ( 	) macrófagos de ratones sanos Ustedes can sales de zino 

estimulados br *e con bacterias muertas, ( ❑ ) ~lapa de rabinos ~dedos tratados con 

sales de zinc estimulados In viro con bacterias musitas 
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8. DISCUSIÓN 

Durante el desarrollo del presento trebejo so iadujo la aparición del sIndromo del desgasto on 

miones recién nacidos mediante la inoculación intreceritencei de esteflococes muertos (33). Como so 

imperaba, los animales sometidos el tratamiento desgastado presentaron un menor tamaño y menor 

peso corporal, anonada e Infecciones recurrentes (diarrea, Infecciones do la conjuntiva ocular, 

~obsesos en pertoneo). la fila do peso y e Infecciones recurrentes se pueden explicar, en 

primera blande, como une cause de le anotada que sufren los animales ye que al no consumir 

olmedo en la cantidad adecuada, los animales no cuentan con le meterte prima necesaria para cubrir 

los requerimientos beodos del organismo, conduclendolo a une desnutrición severa que también 

ttlklpa tarectemente en el mal funcionamiento del sistema inmune que se observa en el anima 

desgededo (58, 57). Por otr lado, estos slnlomes también se pueden asociar con la producción y 

abisal* de TNFa, que como se obeent en este traba*, los ~raspas pertonesies de los *imites 

desgastados producen une mayor cantidad de esta oled* (% de lisia de las células 1429), que los 

~legos de los anadee sanos. El TNFa esta directamente ~iodo al catabolismo de les ilpidos y 

vastas. Este clocina M capaz de aumentar el celabolismo de pelanas en ei Mido muscular yen 

Mesa, sal como de superar la ayes» de la Ilpoprolein !pese, enzima necesaria para la *titilación 

de triglicéridos sidras pa los adipales, al miento tiempo que aumenta el plágiame de los *idos 

inlmakteres (56). También se ti comprobado que el TNFa es un potente Inductor de renda a nivel 

* alelen» ~loso central (17). En cuanto ala relación del TNFot con la upada* de infecciones 

oportunistas se se* que esta chala deprime el funcionamiento de los enrocaos 6(60), e aduce la 

lberecOn de glucecorticaides por las Ondules suparrendes (6 ). 

Los resultados obtenidos en el presente trebejo concuerdan con el plenteemilento hecho en le 

panera hipótesis, ye que peniton aceptar quo los macrólagos porteados do los anímeles 

despeados producen mayor cantidad de TNFa (% de kis de tas células 1-929), que los meran* 
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do Gremios sanos. Las diforoncias entro los dos grupos fuoron ostacitsticamento significativas. No 

obstante, estos resultados no roprosontan una pruebo do quo ol 7NFa os el único responsable do las 

alteraciones !mance:picas yfo del deterioro Ostro provocado por las inyecciones de estafilococos. Do 

todos modos, le evidencia experimental acumulada hasta ahora por dos autores ( 9,16,17 ), pende 

work una asociación entre el desando del síndrome y el aumento en la síntesis do ésta y otras 

abocinas que llenen une actividad biológica almiar. 

La inyección inhopedloneel de eetaillococos muertos representa una agresión estrosanto que 

tiente el desarrolla del etperimento, se prologó dunanto cuatro semanas. La literatura publicada (22-

25) nilón@ una cantidad importante de observaciones respecto e los cambios inmunológicos que 

pueden presentar» en loa enhiles de laboratorio que desarrollan una respuesta aguda o crónica de 

seto. Se puede decir que todos loe anheles est:yodos por une agresión repetida, como les 

'dicciones o algunos traumas Osico-quimicos, se abono una meya aciNded del ele hIpotalémice-

hipollebrio-supornmet y un aumento en la producción y concentnackli sanguino de glucocortiookles. 

En el caso del presente trebejo, le Inyección de bedeles muertas el peritoneo de los Monee 

represe* una algodón que simule une infección. Las bacterias inoctásdes intrepedlonselmenle no se 

muliplican ni invadan los tejidos del animal porque hen sido inecilvecies previamente a 120'C. Sin 

embargo, el reuní inyectarlo tiene que w negociado y este proceso imrlice le activación de los 

necrófagos y cines digas del pedaleo. Arde este ego& adobo , loe mar,rólegos Iteren el 

oalerior, duro» coito semanas, une sede de MOklailli con capacidad ore causar reacciones 

ilernelorlas. Entre los prIndpies rodadores liberados por los ~Magos se pueden dar las 

prosts~, le 11-1, le IL41 y el TIlfa. Los nostilacks de este bebido apoyo Irle Cillimo pudo de 

viste. Algunos de otos mediadores tienen une *dallad biológica pidotrópice que les muele lechar 

lento a diel bol, en el Mimo, como sobro otros tellios u órganos. ~más, los Monos 

delantal» medirle une sede de inyecciones ilreperlionesies de estafikome muertos, deben 

tener une eleoción de le concentración sangufnee de gitmcortiooides (46), como une respuesta anti 

inflamatoria de ostras. Les dos respuestas, inflematorie y arte inflamatoria (cle los mecrobasas y de les 
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suprarrenales), son eventos fisiológicos quo so complementan y modulan. El TNFa y las intorloucinas 

liberadas por los macrófapos estimulan ol efe hIpotalárnico-hipofisiario, aumentan la producción do 

ACTH (46) y esta hormona estimula a las glándulas suprarrenales, quo aumentan la liberación do 

giucocorticoides (47). Como parto do un mecanismo homeostatico, tonto la adrenalina (6) como los 

giucocorticoides modulen la producción de TNFa (6), y actúan como oral inflamatorios que limitan la 

acción el peritoneo. 

La edad do los animales, reckin nacidos al iniciar el experimento, y la frecuencia de las 

inyecciones de bacterias muertes (que son inoculadas durante cuatro semanas), son dos factores quo, 

conforme pesa el tiempo desequilibran los mecanismos minimice homeostáticos de los ratones al 

provocarles Me depleción imponente do zinc (22 ). La concentración de zinc en la sangre de los 

Monee soasados se encuentra disminuido (ipcsincemie) tanto por la reducción en su insola, e 

cause de le anotad*, como por la actividad depilara de zinc que tienen los glucocorticoidee. Otro 

lector que Worm* al desequilibrio de loe mecanismos horneostiticos ea la prohnsede hiperectMcied 

inmunológice de loe M'ocios y macrólogoe, estimulados durante cuatro serrines de une forme 

inneceserle, ye que lee lextiecionee no representan ningún riesgo de Infección intreperitoneel. Sin 

embargo, los animes terminan el emerimento con sus linfocitos (36) y necrófagos hipereatimulados, 

con un dierionu grave en el pisten» inmunlierio (36) y con una mayor auscepliblided pera adquirir 

infecciones secundario§ por microorganismos aportunielas (37). Une parte de las Merecimos en el 

Mema Inmunlario del animal desgastado dependan del aumento en le producción de 

gkroocorticoldes, los cueles son activos e nivel de timo, *colorando la muerte celular programada debe 

timados y censando himpliteli timice (48). Otras 'iteraciones inmute:ilógicos eco el resido de la 

ectivided ttolbglce inhilaidore que tienen Mimas clocinas, cite ales el Tt4Fa, sobos be linfocitos y 

oboe cilia inmunocompetertes. En el caso del presonle 'metimiento, el aumento en la produoción 

de glucoccaticoides y chacina', represenien un esfuerzo inútil, que lleve e cebo el organismo del ratón 

pene combe* une infección que no adato. Sin embargo, las doe reacciones (intlametorie y enU 

1.• 
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inflamatoria), so complementan y la homoostó sis quo resulta Indo asegurarlo vida del animal 

desgastado durante el tiempo quo dura la aplicación do las inyecciones itrapettoneedes. 

Probabiemente, uno de los hallazgos más interesantes del presente trabajo fue que la capacidad 

de producir THFcc por los monólogos peritoneeles (% de kaki de las células L-929), puedo ser 

melonada delicadamente . Los resultados favorables &indos después de la administración de 

alee de zinc por vis intromuscular saiamente reflejen la respuesta del animal que se le administre un 

suplemento dei elemento traza que tiene disminuido (22). Hallazgos sintieres han sido obtenidos 

previamente al administrar sales de zinc a distintos pacientes con une disminución en la ingesta o 

absorción de ale elemento baza (49, 50, 51). En este trebejo observemos que el zinc puede inducir al 

necrófago a producir un exceso de medidores que son necesarios cuando son Nidos por 

microingenlemoe, aunque en el caso del presente trebejo, les lactados estaban musitas. 

Origraimerie as habla propuesto, en una segunda hipótesis, que los mendigos perdone/les 

de lea 'nimia despistados sometidos a uln tnitemiento con mies de zinc, pneeentarten une menor 

producción de TNFa (% de liste de les células L-929), que los mecntipos de loe animales 

desgastados ein freimiento. Trebejos previos cierto de esta misma lime de ~ion han 

demostrado que le adniblebeción de sebe de zinc e los anheles desea odas mejore su competencia 

inmunológice al igual que su concisión fiaba (22, 34, 95, 55). Por otro ledo, teniendo como 

antecedente que el TNFa esti relacionado con le pérdkle de peso (cenada), anoreda e incompetencia 

del edema Inmune, se pensó en le posibilidad de que el zinc pudiere sir relacionado con una 

diendruzión en le producción de este camina por los ~Mego* pedernales y de ole manera 

originar une recuperación de le condición Inmundogice y Fisica del animal desmido. Sin embargo, 

loa resublz encontrados demostraron io contrario. 

Este resultado puede sor originado por vedes 

I .- Conviene tener presente que durante el desarrollo del presente trabajo ae ullioó une vie de 

inoculación diente (intramuscular), a le ~da en bs trebejos previamente realledos 
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((d'apodaba». So sabe quo la vio do Inoculación puede sor determinante en el resultado final do un 

experimento. 

2.- De igual forma, b frecuencia do inoculación y Fa concentracion de acetato do zinc utilizada en 

cate trabajo fueron diferentes a las utilizadas en los trabajos anteriores. Originaknento so utilizaba una 

concentración do acetato de zinc de 2.5 mgidi (25 mg/ I), cada torcer dio, dando una dosis semanal de 

7.5 - 10 pg de acetato do zinc. En el presente trabajo se utilizó una concentración do 100 lig/ mi de 

acetato de zinc una vez o la semana, siendo equivalente a una dosis semanal de 6 ira de acetato do 

zinc. 

3.- El animal donaste& tiene (como una respuesta de estros) un flujo de zinc do la sangre 

hacia los tejidos, originando hipozincernia y un aumento de la concentración dudar de zinc. Al 

edmiriiirer zinc (sin modificar la inducción de estros), probablemente aumenta sate flujo de zinc a los 

tejidas, y se eleve la concentración intracitopilsmica de este elemento en los ~ráfagas pentoneeles 

de los animaba desgastados. De esta forma se pueden ver favorecidos algunos eventos celulares 

dependientes de zinc. fle sabe que el TNFa maduro libro so deriva de una molécula precursora, el 

TNFa unido e membrana (52). Trabajos recientes hen comprobado que este procesamiento so Nave a 

cebo por une endopepticiese (TNFa conviden) (53), la cual es dependiente de zinc y cuya actividad 

es inhibida selectivamente In vivo e In viro por el inhibidor de metaioproteinesas 01 129471 (54), 

Ellos datos nos permiten sugerir que en el presente modelo ~Mental, 105 anímeles desgastados 

que recibieron suplemenlación con sales de zinc, probablemente presentaban una actividad elevada de 

la anáns TNFa cometas' dependiente de zinc, originando una mayor cantidad de TNFa liberada al 

medio* cuba por los necrófagos. 

4.- Es probable que el efecto benéfico del tratamiento con zinc sea varal*. Algunas funciones 

mejoran pera beneficio del animal, como la elevación de la producción de anticuerpos, pero otras 

funciones contribtrien a su deterioro, como lo es le producción de TNFa.Tal vez sea por esta razón que 

se observó una mayor mortalidad en ei grupo do animales desgastados que recibieron tratamiento con 
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zinc, ya quo al haber una mayor producción do esta acicala so mantienen todos los efectos 

dependientes do dia. En este caso una mayor producción do TNFa podría tal/mecer o acelerar el 

desarrollo del !Morirme, auque al mismo tiempo se mejoro la competencia Inmunológica del animal 

desgastado, la cual no es suficiente para mantener vivo al animal durante el desarrollo del siperimento. 

También debemos mencionar que el efecto final del TNFa depende de muchos factores. Como hemos 

mencinado, este ceocina presenta un amplio espectro do actividades, que dependen del sitio de 

producción, do la célula productora, do la concentración, de la célula o tejido afectado, del tiempo de 

exposición, de la forma de TNFa (laxe o asociado a membrana), y del tipo de receptor involucrado. 

5.- Sin embargo, hay una pede de animales de este grupo que al terminen el tratamiento y que 

presenten también une mayor producción da 11,1%. Es importante destacar que los dedos benéficos 

del imbuyas» con zinc dependen de la entermeed (crónica o aguda), y de le edad del animal. Ademas, 

el asao de une buena Inducción del sindrome del desgaste depende de que le primera Inoculeción de 

bacterias muertes se lave a cabo dentro de las dos primores horno de nacido el animal. En'eate caso, 

no todos los animáis inícieme el tratamiento el mismo tiempo. Probebiemede en este subgrupo de 

animales se inició el tratemienle después de les dos horas recomendadas. De esta frene, al no 

Inducir» el síndrome adecuadamente desde el inicio, aunque los animales presenten una producción 

Wad& de TNFa , el efecto neto del traterniento con zinc y la producción de TNFa es benéfico para el 

animal, enmiendo su sobrevIde y mejorando su competencia Inmunología. 

Por otra pede, se debe sapear queja pesar de su incompetencia, el salema inmune de loe 

anime deegeeledes se encuentre hipeneetimuledo (36), tenlo por les bedeles como por sigma» 

mediadora' liberados por los necrófagos (41). Su deficiencia pene responder pueda etribuinse, 

lenteliamente, e la falte de zinc (22,36,40,55). Los restados de otros estudios sobre este misma 

linees de Investigación han demostrado que solamente con un suplemento de zinc se eleva 

drasticamente la producción de anticuerpos por encima de los niveles observados en be animales 

sanos (56). Una prueba más del bloqueo que ocurre en el caso de la Nperestimuieckin lo representen 
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los resultados del presento trabajo. Solamente al inyectar zinc a los animales desgastados sus 

macrófagos peritoneales aumentaron la producción do TNFa hasta causar porcentajes de lisis do las 

células L-929 significativamento superiores a los observados en los ratones sanos do los grupos 

control, con o sin tratamiento de zinc. Aunque en el caso del presento trabajo la suplementación con 

zinc puede ser poco recomendable, ya quo en algunos casos favorecerla las manifestaciones del 

sIndrome.Tal vez, la limitación de la producción do TNFa. por los macrófagos peritoneales do los 

animales desgastados sea un mecanismo de defensa que establece el animal para aumentar su tiempo 

de soba:vida. En la Figura 1 se proponen los posibles mecanismos Involucrados durante la Inducción 

del desgaste en los ratones recién nacidos. 
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Figura 1.- En este esquema se muestran la serie de eventos que se desencadenan el estimular 
ccostiritemenie e los ~S'egos pedas** de los Monea recién nacidos. los ~robos al ser 
estimulados secretan une sede de elimines como el TNFa, ls IL-1y le HA, las cueles inducen cambios 
in unelégioos y metabólicos que favorecen le *perdón del sindrorne del despeen/. 
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Estos resultados son importantes porque orientan respecto a la clase de tratamiento quo so 

debo aplicar para mejorar la competencia inmunológica do un individuo estresado do una forma 

crónica. El tratamiento ideal parece ser la reposición de, al menos el elemento cuya concentración en la 

sangre disminuye a causa del estrés prolongado, pero que al mismo tiempo no afecte negativamente la 

condición (laica del animal. 

Los resultados do los experimentos realizados in viro, en cultivo do macrófagos poritonealos 

estimulados con una suspensión de estafilococos muertos, también revelan que estas células 

(ocupadas en (agachar los estafilococos durante todo ot experimento), tienen agotada su capacidad 

pera elevar más aún la producción do TNFa. En los sobrenadantes de los cultivos de !necrófagos 

peritoneales estimulados in vitro con estafilococos muertos se puede observar que no habla diferencias 

entre el grupo do animales desgastados y sus conespondierdes contraiga sanos. Una situación 

completamente diferente se obtuvo al cultivar y esilmukv in miro los macrófagos pentonedes de ratones 

desgastados  que hablan recibido un tratamiento con sales do zinc. 

En este sentido se puedo sugerir que, si a un organismo se le suministran los factores 

(hormones, nutrientes) que tienen disminuidos a causa del estrés prolongado, entonces se puedo evitar 

la aparición de algunas complicaciones graves que habitualmente representan un riesgo de muerte. Al 

aumentar la tasa do sobrevida y mejorar las condiciones generales, pueda quedar más tiempo para 

intentar un tratamiento más efectivo o más enérgico en contra de le enfermedad primaria responsable 

del desgaste o la eliminación de los agentes estresantes que mantienen su desarrollo. 

Por las razones anteriores el modelo experimental Mudo en este trebtao proporciona un 

microembiente útil pera estudiar algunas do las consecuencias que puedan tener las agresiones 

prolongadas sobre el desanclo (laico e inmunológico de Individuo. Asimismo, el desgarite 

ea:alimente, ofrece a oportunidad de estudiar el efecto que tienen algunos tratamientos que pueden ser 

aplicados pera normalizar le inmunidad cuando esta se encuentre comprometida en une forma 

secundaria. 
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9. CONCLUSIONES 

Los resultados obtenidos en ol pmsento trebejo nos permiten llegara les siguientes 

conducimos: 

Le Inyección intraperitoneel de estafilococos muertes a ratones Belbro recién nacidos durante un 

periodo de costo semanas induce un estado transilodo de desgasto. 

Loe ~Magos Monedas de los animales desgastados producen MIMOS *No de TNF a. 

Esta citocIna puede estar dime:gamo* relecionada con fa apadcIón dsi sindrome del desgaste. 

La eupiementación ktrumuscular con seis. de zinc *menta la producción In *o de TNFa por 

loe macalfspze pert em*. de los retome despistados. 
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