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-La xnmu ocompetenc;a de los anima

Un.a‘parte da estas moléculas,han

anl swas.

y. sm"’embargo, otras dosis pueaden estlmular e.] desarro]la

ampl ia distnbuclén

‘A pesar de su (comparbldo
“"los tejidos da los manfferos), su
constante én la membrana externa de la pared celular da -’

i los gramiegativos no tiene adn un significado biclsgico definido.

“En 'el""presente trabajo se evalda el potencial

{ inmur otéxzco del ECA- sobre ratones recién nacidos. Con esta

flnalxdad sa estudxa la capacadad que tzehe este hapteno para_

- anfermedad de desgaste caracterizada . For una o

’defxcieﬂc:xa transltoria en la produccién de anticuerpos y. 'un'




,:_c'i'ca_'d’r":o' clinico ‘deia personas. que’ se recupéran de infecciones

tienan ehf_er_t_nedades crénicas y debilituntes. Los

prasentan atrofia del timo, de los ganglios
médu'la_ Ssea, y tienan infecciones por

portunistas, que les provocan diarreas .

: Actgcn;iméht;e Iéﬁ i;mrnunodeficiencias experimentales que"se:'gl
.Dueden 1nduc1r en diferentes animales de laboratorio,son’
;ﬁiliiz_ada’s' para estudiar situaciones similares que se observan en
ciertas perscnas que, en alguna etapa de su vida y por diferentes
circunstancias, pueden presentar un compromiso selectivoe de sus
funcicnes irmaunoldgicas en una forma transitoria o difinitiva. Los
modelos amimales han avudado a conocer el estado de UIa
inmuroconpeltencia en el curso de la edad avanzada o del embarazo,
en los enfermos que reciben quimioterapia o que padecen
infecciones virales, en las personas deshutridas o con céncer,

etc,.

":Cadé'inodelo animal tiene caracterfsticas inmunolégicas
particulares que permiten compararlos con diferentes situaciones
.clfnicas y conocer mejor la fisiopatologla de cada enfermedad,
para proponer el uso de los recursos terapduticos mis adecuados en

cada caso.




‘Ya éu”’éliECn:ha.sido propuastes; como’un frimun: estimulgﬁfe,""l

retativamenta’ irocuo, sse’iconsidera 'per

administracidn en  rator

1muroldgico,




CAPITULO 1

ANTECEDENTES.



11, EL ANTIGENO COMUN DE LAS ENTEROBACTERIAS (ECA)..

“E1" antigenc  comGn de las ‘énté.rabactér;‘as. (ECA)Y,  fue
. descubierto por Kunin et a.i,ehu_‘rl.96'2: (:35, 5’4);.7;5' un -componente de
la membrana exterpa de la pared_ce-‘lul';r de t;:d_oé los_miembros de
la familia Entercbacteriaceae (13, 36 40,741, 54). Es una molécula
anfipdbica con una cadera hidr'o'fﬂ,it;:”a_._. de _a_:ni:;r;:azﬁcare.s Yy una

porcidn  hidrofdbica debida al 4cido L-glicerofosfatidico. La

‘cadena de aininoazGcares estd formada por  unidades de repeticiédn
heberopal indr icas. Cada unidad estd formada de tres
aminvazGearas, la N-acetil~D-glucosamina {GlcNAc), el &cido
N-acetil -D=manosaminourdnico {(ManNAcA) Yy

d-acetamido~4, 6-didesoxi-D-galactosa (4-FycNAc). Esta porcidsn de
carbohidratos ez la responsable de la especificidad serolsgica de
la molécula, mientras la porcidn lipfdica une la molécula de ECA

a la mambrana. (3,4, 23, 41, 49).

Estudios gendticos sobre el ECA han mostrade tres loci
involucrados en zu biosintesis: rfe. rff y rjfb, este Gltimo.
presente solamente en algunos serotipos de Salmonella. Los genes
rfe w rff Vesh’in localizados a 85 minutos sobre el cromosoma de
- E. coll muy cercua de los genes {lu. El cperdn rfb se localiza_ a 44_
.minurt,os' sobre wl cromosoma de S. thyphimurtum (40,41, 48, 49, 52,

54, 640,
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El "ECA 3e¥i5te en dos fornass la  hapténica y la
:ip@uhdg;nﬂtg{ La forms hapténica o libre se encuentra en todas las
é&beﬁapaﬁterkds. mientras qué la fForma inmunogénica solo estd
-.prusentelén algumas  mutantes R que contienen un core R1 & R4 y

Ji o que’ carecen de cadena Q. En estos microorganismos el ECA est4

'i;ﬁyfm}camente unido al "“core" del lipopolisérido (LPS) y de esta

_:ﬁanéra.adquiare la magnitud molecular necesaria para actuar como
un innundgene (24, 35, 48, 50}, Esta propiedad de ligarse al LPS
pfobablemente s& debe a la accidn de las enzimas codificadas de
ids genes rfa (54). Las moldculas da ECA hapténico existen como
polimeros homslogos dentro de un rango de peso molecular entre
10 000 y 35 000 (3, 4}. Estudios realizados por Dell et al. han
identificado ademds una estructura ciclica del ECA hapténico en
extractos de Shigella =<onnet. sin embargo, ésta estructura no ha

‘sido demostrada en otros microorganismoes. (3, 8, 17, 23, 31).

Dentro de los métodos seroldgicos empleados en su
. determinacién se encuentran hemaglutinacién, la inhibicidén de la
inmunu-hemSlisis, inhibicién de ta hemaglutinacidn vy la

irmunoprecipitacién (31, 36, 49, 54, 67).

El ECA a@s una molécula altamente negativa, termoestable
y Con gran capacidad para unirse a la superficie de eritrocitos,

linfacitos y“Part[culas de lAtex (40, 41, S4, 54, &2, 67).

11



1.2 ACTIVIDADES BICLUGICAS. DEL ECA

CralF) muunoas:n'ré'm;ml S

: Los"'nnticuarpo= antx-

1 Lamal’b de sus palt-fa.ulas.- la cpn_fqrmacidr

Loé:'estudios hachos por Kuhn et al

~itnembranas de erderobacterias

“lograron estimular la producei

: anl ia.uen pu;—. “anti-ECA., Lo mizmo se  ha i
Cpt uteinus hidrofébicas  wue  le confieren
‘mcsalia para wstinular la sfnlesis de anticuery

'_bitulad-.fs por una HA Pasiva,.



“La pobibilidad:fde  que cousresados de  ECA-LPS sean

inductoras - _Gleéaﬁciﬁ*&amblén se hu citado para explicar la

Falta’ Je respussta haizia el ECA' (34, 75,

Fa&liiadoifah-sueio de conejos irmunizados con

HCAfH;h'muspFadu que lus antzcuerpob sun Frincipalmente IghM (74},

AlQUan uepds‘dw ratones respondan deficientenente al ECA. Pero se

Han Cerrcontraron i gepas nrings  respordedoras, como  la

CH7B176HA CHI {19, ),

'f’lai produccién da anticuerpoe y la
sensibzlidud tardls en cobayos inmunizados con

los 7nn1m¢l¢5 con tIeulos baJos ¢e ;

reacc:d.gs

‘cuténeas - positivas. .Sin .




CO!O FALTOR DE VIRULENCIA

La purtxcipucxén-del ECA en ld‘ propiedudes patogénicas

ha -sida demostrada por Valtonen et al.

’ El]o=‘enco'trh o' que ul xnyectar ratones con cepas de S. tyhpt

: el valor de LD o fue mucho nayor (10 veces) en,

§prgs;6p~,del potencial - patagénico; ‘de’ila §3

unhéfﬁbécter&éﬁ.
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Algunas de las bacterius pertenecientes a la familia
Enterobacteriaceae pueden ser impol;t:antes miéroorganismos
p‘al;s-Sgenos pars el howbre, ya que provocan infeccionas de los
tractos urinario y gastrointestinal, asf{ como de la cavidad
'pe:'ltoneal. Los anticuerpos elevados contra un componente comin o
todas las enterobacterias pueden ser utilizados como elementos de

-

. juicio para el diagndstico de estas enfermedadas (S54).

Varios autores han estudiado la relacidn de los

“anticuerpos anti-ECA y el curso de algumas enfermedades. Han .

__podido demostrarse tftuloz elevados de anticuerpos anti-ECA en =~

_”shigellosis, reritonitis e infecciones crénicas del trn;:to
urinario (9, 57). En el esludio realizado por Neter et al.(57),
“al ”607: Jde lous pacientes con peritonitis mostraron un incrementé
da 4 veces los niveles de anticuerpos anti-ECA comparadoé. .con los
encontrados en ;:arsonas sahas. Lo mismo ha sido obserr\}ado‘-‘errin
ipe'r's.onas con pancreatitis. Mienlras, en enteritis (Sr;umom;l;a o
E, _co!{), bacteremia e infecciones aéudas del! tracto urinario se.

han encentrado niveles bajos de estos anticuerpos (50).

También, dentro de un marco etiolégico de alcohoiismo,
pacientes con diferentes grados de pancreatitis y cirrosis
hepibica presentan titulos da anticuerpos anti-ECA .
altos.Manifestindose en algunos pacientes septicemia y en t;.\tros .

.no. durante el curso de la enfermedad y grade de pancreatitis..

16



Al miwmo tiempo se& han llavado a cabo investigaciones
sobre la capacidad protectora del ECA o de la respuesta que induce
en modelos experimentales. Se ha evaluade la interferencia de
anticuerpos anti-ECA sobre el pProgreso de estados de bactaremia
causados por gramnegativos en ratones y de pielonafritis en

conejus. Los resultados fueron poco satisfactorios (32),

r.2.5. RELACION ANTIGENICA ENTRE EL ECA ¥ LOS TEJIDOS
DE MAMIFEROS. o

El cruce antigdhico que ha wsido demostrado entre lo;
: mxfcrodrganismos ¥y “‘los tejidos dal hospedero, ha sido propuasto
‘coitd un  meécanismo involucrado. en la patogdnesis de ciertas

. enfermnedades autoinmunes.

En el suaro de pacientes con colitis ulcerativa, (una
enfermedad crénica con posible etiologfa autoinmuna), sa han
encontrado anticuerpos Qque reaccionan con antigenos intestinales
de colon. Los anticuerpos presentes en astos sueros, as! como los
que aparecen en los sueros de ratas inyectadas con tejide de colen
proveniente de conejo, pueden dar reaciones cruzadas con ECA (31,

46} .

Gorzynski encontré en ratones antfgenos de reaccidn

cruzada con ECA en higado, bazo y rifiones (21). Holmgren demostrds

17



aribigenos dereaccion’

e Pedirarnas

ruzuda’ ntre't&jidos'dé?F15367§.'?ti  7

blccien del” ECA se ha '’

enzimas 4qe; particigan .an - su

erldo que la presenc:la del: ECA

mam{feros . es una consecuencla de= la

iduos’ ‘liPOPolisacurfdlcos _dg‘_ﬁgs_‘ﬂ

ﬁismas,

“sidufenuantrados-en 1: orina;denniﬁos,con céncgr (16)

-.1.":3_'. ACTIVIDAD INMUNO?“IODULADDRA DE ALGUNDG PROD
" BACTERIANOS. : o

f LS:inﬁeracci6n de los animales vertébradd% tdn'élgﬁﬁos

Qﬁru? Yy bacterias puede causar alteracionas en la modulacidn del
WfQSisbemauwinmunlLario. Estos microorganismos pueden g}iminar
élgunas subpoblaciones de linfocitos o suprimir ﬁransitoriamente
sus. funciones. En este sentido, los virus han side los mas

estiidiados por su potencial como agentes inductores de supresién.

18



La aLL;V;dad inmunomoduladera da las bucterias “ha s:do
amplxamente estudiadn. La maycrfa de los trabajos se han eqfoéado-
a la rmolécula, del LPS, 1la cual puede actuar tanto como un .
’adyuvéhte o como un agente inmunosupresor. .

A . ) No obstante, se han llevado a cabo pocos estudios sobre
'.la:: ucb;Vldud ~ inmunomoduladora del  antigeno comGn de las

enberubacterxdb (ECA).

La conerbucczén de lua productos da los gramnegativos

produchiﬁn”du anhi;uerpo: en los animales libres de gérmenes.
LFS <Ebtxmulun ,xnespec[f:camente la proliferacidn-:

polxulonal de 105 llnfo;;toa ‘B, potencializan las funciohes de los

11nF0c1tos T v :L1Vun los macrSfagos provocando la liberacidn de

. Sus’ medladores y lu regulgcién del tejido linfoide. La principal

fuente de LPS s:-n lé‘a bacteriass gramnegativas comensales en la

_Jésp ringe.,alktubq digestivo y el tracto urogenitul, las cuales

han bzdo ;- propueslas  como “moduladoras" de la raspuesta

xnmun01691c= de los animsles con los cuales conviven.
El ECA ha sido dezcrito como mitdgeno y activador
f;;li;l;;;;:d; iinfﬁcitos B (1. Arpesar Jde que wstas actividades
lo relacionan con el sizlema irmunoldgicu, todavia continda sin
‘aclararse el significudo da su localizucidn en diferentues tejidos

Ju mamfferous.

BER



A pesar T su aperente inocundad en re[aci&n‘con-lqb"~;'

n’ervenzr en : loz mecunlgmus que regur

HErLos pat.ﬁgenos el mtest o

- xnfeccianes por- las enterobacterias (16).

r.3.x. INMUNCDEFICIENCIAS HUMANASfVI
Les wulieraciones que ocurren -
inmunoléyico se  pueden  manifestar  en
inmunodaficiencias (ID). Estos Lranstornbs;sé;ﬁésgn
" de alguno de los cosponentes inmunoldgicos ‘éf

funcionalidad (53, 69),

Las manifustaciones generales- dhOk!ddaS ccn-l
relauionadas con la susceptibilidad a las infeccxones recurrentes

las cuales pueden manifestarse por lrrltabilxdad.; djste

20



- "ébddiniﬁhrl_‘;' .hepa_.Lpé!}[—-.l énbmeéélia Ly at_'-ormnlidicdes respiralorias,

- if1té$£ina‘ln§.l enddcrings y neurolégives (69).

- ‘L;‘as ID se clasifican en primarias o secundarias. Las ID
érinérléé comprenden enfarmedades gendticumente daterminadas,
-{yzr"avé’s' ¥y poco. frecuehtes, dentro de lus cuales se pueden citar
como ".ej'emp'lf‘os clasicos el sindrome de DiGevrge Y 1a

hipogammaglobulinemia ligada al sexe.

' - Las I securﬂdar_iia's""_co'tprpram,l"en desordenas  inmunoldgicos

',_,-:’_.;;;,ﬁr'_e.s‘:i;tl'\fbs Tuna’ Ugama’ de padé_cimient.os‘., siendo $stas 1D
yﬁoia}xsi‘tor-i‘;s-l-"a» éf;érgsiéqés : y mcho més  frecuentes quz  lus
Fr'i"v;é.t'i'as: 'Las" Qi(uaciones clfnicas " que cursan con altersciores.
E 'irﬁuri‘;:ltfqi'ces pueder: -s-e.r lag infecciones como rubdola, sarampidr,
:lebra. | tuberculosis, coccidioidomicousiss las | enfermedudes
neoplés‘]cas malignus, l&s enfermedades autoirmunitariss, las
enfarmedades por pdrdida de protefnas comoe sindrome nefrético v

enteropatiag y an otros padecimientos como diabetes, dasnutricidn

y quemaduras (65, 69).

Una de las causus mis frecuentes de ID secundarias, es
la producida por medicamantos como: 6-marcaptopurina, metotrexato,
atmincplering, anetoptering, ciclofosfamida, glucocorticoides,

antibidticoes, etc., que come conuecuenciu de su adminiztracidn

21



istemsinmunitaric, .

- "humorul. _ml(. L1319}

pec har ‘de.

ihunoldgico, - asf comt - en -

c_élulas N2

“g:pe-.aahzadaa ";lé_ .lf.'!s&* diferehtes ‘ béjidi-é.; tenxerrdo come

yt.unser.uem.la la-.-. dlLara-'lunea mem_ionadas antanormenta.



En humanos las inmunodeficiencias primariasse clasifican
e CiRGe 9ripos, de scuerdo al componente afecludo t.
f}l)Enfor‘mbdudos por: inmunode ficiencias de anticuerpos, como

wjemplos: e cltan la  hirowammaglobulinemis infantil ligada al

‘:'fc.l‘afiic-i&ncia.s veelactivar dJde IgA, IgM o IgG, 1la

mur déﬁici;r';i:i‘a secundaria de células B, asociada’a medicamentos
Aado  ‘de pérdidk de protefnas vy la enfermedad

linfoprolife ativa ligath al cromoscms M. 2)Enfermedades

“por :(nrqunloaéffdi'e»\;:fa' celular, en las que se encuentran el

_Qint_}romé. Je DiGeorge y le cundidiasis mucocutfinea crénica.

: _‘_é_i_éﬁférn;edades por tnmunode ficiencia combinada que comprenden la
cimaunodueficiencia combinada severw, =21 sindrome de Nezelof, la .
abaxia Lelangieclatia, al  sofndrome de Wiscoll Aldrich, la
inmunodeficlencia c¢on timoma, la innunodeficiencia con eranismo,
la ID coh Juficiencia de ADA y el SIDA,

4) Dis funcidn fagocitaria. or ejemrlo lua enfaermaedad
yranulomatosa crénica, la deficierncia de glucosa-6-fTosfalo
dashidrogenasa, lu deficiencia Jde mieloperoxidass, el sindrome de
Chadiak-Higashi y el sindrome de Job vy, - 5) Anormalidades del
zistema complemento. Han sido reportudos defectoz en casi todos

los componentas dal complemenéo (65, 69).



rnfu l.Lt.lb T« y B,'A y conser_uenbemente-

u.md celular y humural. En: esl..os. dmmulee. :_u .




pve:enban nurma Isuras mzeloides y la funcidn APC, asf

couo. la uct:vidud NK: pero mugstrun defectos en el rearreglo
genédlico ,der 1o —receptures para' Ag9. Se considera modelc da ID

conbinada. severa en hdhanos {68).

RJTONES,CON INMUNODEFICIENCIA LIGADA AL CROMOSOMA X,
Mutacidn .recesiva "xid", Se - caracteriza por falta

dedisminucidn de  la- concentracidén de las inmunoglebulinas séricas

.héfqé la respuesta proliferativa a mitdgenos de
uusenéja-lde linfocites B maduros por falla en la
. Ag e diferenciacidn Lyb3, Lby3S, Lby7 y Mls;
spuestu humoral a polxsac&ridos; Aunque el
_‘rldr;ch se considera similar a la mutacidn
_lnb def&LLus en lu funcxdn de linfotites T y plaguetas de le

enfermedadrhumana no son caracter!txcoa de los ratones (25, 66,

68).

;RAfQNES CON MUTACIONES QUE DARAN LA RESPUESTA A LPS.
Mutacidn codominante "Lps™ sobre el cromosoma 4. Cuando
son estimulados con LPS, las células B presentan una proliferacisn
policional disminuida y los macrdfagos tienen alteradas sus
“capacidades tumoricida v de produccidm de IFN. El defecto en la

respuasta a LPS por las células B probablemente se deba a un dafto

a3



unidn. d

¥y enfaermedades autoinmunes (sfndrome Parecido

la - respuesta  quimictstica de'

u hgbilidad de rechazo de branépian

"’se‘éric'ue'ntran en lot harlotipos H-2K, H~2w7, .

"au:en‘.ia de c.-srbohzdratas en la~ chden'
'deren.t.u en C4 Cuusa un . s(ndrume

a:.o;iado con hu:ceptxbilidad a mfecuione
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E RAVTONE.':V {NHUNQDEFI_C_‘IENTES CON AUTOINMUNIDAD SISTEMICA.
:Exi‘slben .varlas rnd.l:acionés que generan inmunodeficliencias
fntimamente” relac.xc-nadas c:on la nparicinSn de la autoinmmunidad. La
mutacidn recesxvu ."lpl‘" ) lxnfoprc-hferuc16n presenta denbro der

ey c«urucber!stuas linf-denopntia, incremento del Protooncogeng'.

myb Y. muleples au 'oantxcuerpos. Es un modelo -de - ar_t,r:it.i;f

e Yo ncaler udor ainLoin'mune unxdof

uromosu'ma rJr'esentaj‘ un “ sfndrome parecido - al lupus con

"Ilni’u;-r ol i l’er

pol:ysnxcosrde autoinmunidad incluyerdo nefr;txs ‘por

.-:'gumple_]bb ‘irmures. Posible modele de SLE (53),

kATONES_ CON MUTACIONES QUE AFECTAN LA PIGMENTACION,
" Loz ratones beige con la mutucidn "bg” en 2l cromoscma
13 | muestran baeja actividad NK, quimiotaxis de neutréfileos
alterada, defecto en la respuesta de linfocitos T citotdxicos y
grinulos lisoscomales anormales (93). Posible modelo de la

enfermedad. de Chediak-Higashi.

RATONES CON MUTACIONES QUE AFECTAN GLANDULAS ENDOCRINAS.

En lus n:i‘omosomas 16, 1| ¥y 6 se encuentran las mutaciones

recastvas énah_o *dut, “dft y Tle", con deficiencia en -la

27
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dél:'avi"da “a

'pradun.-..u."n de la hormona dael crecimierto,:

Lus ratones dw y df muestran defectos ‘en la f 'tr:i6
pi:;r cSlulus asociadas con  invalucidn be‘mpréﬁa
récuhshltuci&n hormonal <on GH y tiroxina
. de.f'ia:lem:ias dependientes dael timo. g
‘Otras walteracione: hormonales, scm"
gn-_-tfentran sobre los wromusomus 4.y 6 k.;b
) d:iabébica ‘dbt v Yob™. - Incl_t‘.n.yrenl-.
:hip'eriknsulinemid, hirerfagia, ob;;,id d 'y necro ib de
Vba_t;a del pancreas. En estos ralones. prevalec.t-.- el 1m.remento Je
;,ii1fe-:cion|es » asf coumo disfuncidn de linfocit.os. Ty autoinmun.idad

: é':-:;:-rciadds con anormal idades timicas. (68),

RATONES MUTANTES CON ALTERACIONES NEURO-MUSCULARES.

En 1972 fueron descritos los ratones wasted" o
dusgastados con la mutscidn esponténea recesiva "wst" sobre el
_Cromosoma 2. Son  reconocidos a los= 20 dfas de edad por
.i.m.'oordinaciﬁn en los movimientos corporales y  tremor ’
desarrollan paralicis progresiva y mueren a los 30 dias de edad
won degeneracidn de neuronas en el cerebro y la m8dula aespinal. )

: Las anormalidades inmunolégyicas en estos. ‘animules | .
comprenden marcada hipoplasia linfuide, afectando tanto  las ir'e.ms 7
timo deperndientes vomo las timo  independierties dJde los Organus

linfoides, dJdisminuyendo asf la respuests DTH,
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En estudion rexlizados por Kuiserlian et ul se mostrd
‘. Yue los uninmusler desyarlados prasentaron una marcuedes deficiencia
de célulun plusmbticas productoras e Iph a nivel da 1a l&wina
proPia y la submucosa dJdal intestino, BSe comprobs qua  esta
deficiwnicia de célulus plasmbticus da IgA no se dabid a una
duficiencia nubtricgiorial, va que Jos tustigos desnutridos ho
praesentaron $sta alteracidn  a pesar de existir desgacte en el
paso corporal.

Se propune que la mutucidn "wst®, es una alteracién del
gene estructural para ADA y comparte caracterfsticas con la |
enfermadad humpana Ataxia Telungiectasia. Estos ratones muestran
Jaflados los mecunismes de  reparacidén del DNA,  que son
alteracionas ya establecides en los pacientes con AT. Resultan un
modelo GtLil Pura el estudio de lan relaciones entre
raurvpatologla, irmuncdeficiencias, aberraciones cromosdmicas v

repuacidén del DNA (24, 29, 30, 68, 70).

1.3.2.1. MODELOS EXPERIMENTALES DE INMUNODEFICIENGCIAS
ADQUIRIDAS. D

Ademds de las enfermedades congdnilas mancionadas
anteriormente que pueden ser consideradas como modelos animales de

las inmunodeficiencias primarias que se observan en algunos

29



gér 5&nbéh.rm6délﬁsv

-los animales

con el Fin de probar la utzlxdad

Entre todos estos mﬁdelos,qe i

provocadas  experimentalmente, vamos.

enfurmedad de desgasle, va que su induccid'

alteraciones inmunolégicas se relucnonun directaunente

‘objutives del prasente trabajo.
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.- La enferpedad de desgaste ws un modelo experimentsl

Jue ~“bue§le:-- sa'i'~"ihducidcﬁ" por diferentes rrocedimientos entre Jlos

cualas podemoy . citur: . timectomla  neonatsl, radiacicnes,
ircpquah§6~coﬂ}Hormdﬁas'o Con- baclerias y Prouductos bucteriunos

(121 sadn

al téchitu ulilizads para su induccidn puede ser  de

carackar

transitoric o definitivo (28, 42).

T Lé#fPrincjbaléSia}téra;ione; que han sido descritas se i

bréﬁéﬁﬁ;n’a nival corpufal, a'nivel glandular y sobre el Lejido
linfoide (61). La frecuencia con la cual se prasentan todas estas
alteraciones varfan, segln el procedimiento para inducir el
sindrome, la edad del ammmal, el sexo, etc.. D& waite modo se
rueden obtener, dentro de un mismo modelo, wvarias herramjentas
experimentales que, junto con las condicionas de mantenimiento
menos  estrictas, ofrecen algunas wventajas sobre los modelos

gendticos (12, 61}.

Las manifestaciones caracteristicas de la enfermedad
provocada por productus bacterianos sons.

1} Retrasoc del desarrollo corporal,

2) Depresidn de la respuesta de anticuerpos.
3 Susceptibilidad a infecciones Por microorganismos

oportunislas.
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'.4} ntrohq tempora! de -Srgano-a lxnfmdaa.‘

Licuerpos v, cmnu cunsecuencxa las bucter ine

& di‘iaéminén:' hanﬂaI clr‘uh L(-.-Jldc-s, : eb‘l. I'llLlIell’ldCl

- s.élula:: l'dum.ﬂ.u.uz. que Yibwraran gran Cp:l’lledd de cxtoxinu enbre'

3 el la: el, TND-. Una produccion exasgerada de tc-dos estos medi;.dc-res.'v'

puede ser‘ la: causa del desgaste flsico e lnmunoldgir.a

“En los ultimos afos, el aumento’ de ersonas’ ‘que

infecciones

Cbliermen comprometida su inmunidad. 'y g pres‘éntan"

'r;et.'urrre.r:ntes, hia estimuludo numercs estudios sobre -las relacicores
antra la inrnunocornpetencia " del hospedero y las . diversas
_dLLlVlddd&b bxol6gn..zs que dependen de los. mir.ruor"ganism&s. Pt

esta mz.én el madelo de 1:« enfermedad de desyusle Liene

o
[ 5]




"_acrlf.‘ua'llyuér"ut::'a fgr‘an.'_mpr_‘:;-’.tant.'ia‘rx coms  herramienty Je estudio.  Se
_»Qédé‘ cxtur -21 c.-so ‘d§1 :_ aesgaSLe flaice = irnmunoldgice de los
"a'nferm-;as con  SIDA vy lo§ ebludios yua e ruklizan sobre sus

i ih-feccione's. POr opurlunislon yi que se coneidera que, &n una buemna

aedida, 2llos son redponsables del deterioro flsico o irnmunoldégico

Je los pacienbas.
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‘OBJETIVO E _RIPOTESIS. ...
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” Es_ﬁu trabiaujo tiere como objelivo qstudiﬁr la t.u:_:ici'.t.l‘adr-"

del ECA sobre lau irmunocompetercia vy el desarrdllo r’f:-.:cade

L ratots recidn nacidus.

' .L‘.-da"nu yi se harnt pubillicado los resul lados da experiment_u'.-._
“ér;teo;lo.:'es. que han estudiude la DLEe y yue hah raveludo l.u
—i"n-‘.:nfuridaq del ECA, en aste trabujo se propone conlinuar estos
estudios probande si una serie repetida de inyecciones IP de ECA
durante un mus podria alterar la Lasa Jde crecimiento y desarrullo
Jde los animales, as{ como el estado de su competencia inmunolSgica
para formar anticuerpos anti-eritrocites. Con esla finalidad se
wscogid el modelo de inyecciones intraperitonexles propuesto por

Esktedt para irnducir un sfndrome de desgaste.

ta hipdtesis de trabajo, propohe que 1la inyeccida

repetida de ECA en ratons recién  nacidos ,puede,.-"—.,ind\;cib

“aparicidn de un sfndrome de desguste.
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CAPITULD 2,
MATERIAL v METODQg
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© 2,1. MATERIAL BIGLOGICO,

o a.0x.r. ECA proveniente de E. coll org en concentrationes
" de'l, 5y 10 waiml.

c ) La capa de E. coli 014 proporcionada por el cepario de
-,la_‘F_'i.cultad de Quimica, fue cultivada en TSA a 37 C durante 18h.
L-i.s bacterias fueron lavadas, liofilizadas’ y conservadas a
temperatura ambiente. Para la extrucién dJdel ECA se prepard una
suspensidn de 10y de bacterias liofilizedas en 260 aml de agua
_destitada, la cual se calentd en bafo de Marfa a 108 C por 2zh.
Postueriormente la suspensidn se centrifugd a S000 rpa/min para
separar el sobrenadante. vl

Al sobrenadante se le agregd etanol al 95% hasta obtener
uha concentracidén final del 85X de alcohol. La mezcla se mantuvo
en rgposo a temperatura ambiente por 18h, hasta que se formaron
dos fralccianes: la insoluble y la soluble en etanol.

La fraccidn soluble que contiene el ECA fue separada por
centrifugacidn a 2500 rpm durante 30 minutos y se deshidrato por
calentamiento & 60 C, El material asf obtenido se almacend en
fraﬁcos Ampula ¥y sa conservd en refrigeracifén hasta su uso.

Para preparar las diferentes soluciones de ECA, se
pasaron las cantidades necesarias y se disolvieron en agua

desionizada. Su esterilicacidn sa llevd a cabo por filtracidn en
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membrana de . hitroceluloss  (difmetru de pore. 22 mi.c'ra's)‘;-,',‘y7':'5u"'_'jf

almacenamiento fue en frascos Smpula, los cuales se. conservaron’ a

4 C hasta el momento de utilizar el producto.

2.2, SOLUCION FISIOLOLOGICA libre de p
Laboratorivs de iéxico,S.A de: l:.‘vv

) er AV.NIPMLES Raiones CDI I:éa:ién ‘nacidy

7"Est.o=. ammules recnbleran uhment

agua gl l(bttum" Al nacer laa‘crlcm S

denbro de las 2h posterwres a su nucimiento,»

alxmentad‘h naturalmente por sus progenitm €s hasba t"anscurnr os

los ‘animales fueron

21 dfas. Posterxormente fueron separados  Jde ellos v recxbieron‘
alimento comarcial y agua “ad Hbitum" hastu los 40 dias de wvida..

(Apsndice A).
2.2. METODOS.
2.2.1. INDUCCION DEL SINDROME DEL DESGASTE.

Lus animules recibieron el produclo bucter:anu d-=

acuerdo al esquena de incculaciovnes IP ya propuesto. La-;. dosis ;|

fueron saleccionadas segin criterios personales.

38



Los animales fueron agrupados  da acuerdo a sU
tratvamiento como problemas y testigos. Los ralones problemas a su
vez se dividieron en tres grupos, cada uno de los cuales fue
inoculade IP, cada tercer diax y durante un mes con diferentes

dosis de ECA: 100, 500 y 1000 pg/ratén.

RATONES CD1 DE LOS GRUPO PROBLEMA.

Se utilizaron 43 ralormes CD1 con menos de 2h de edad,
los cualew fueron separados en los 3 grupos experimentales. Los
18 ratones del grupo I recitiieron intraperitonealmente una
inyeccidn de 0,1 wl Jde ECA en dosis Je 100 pg de ECA/ralén. El
-.g.rupo II compuesito por 10 ratones recibieron fnyeccionaes IP de 0,1
ml de ECA en dosis de S00 Ha de ECA/ratén. Y los ratones del grupo
IIT compuesto de 15 animales, recibiaron IP una inyeccién de 0.1
u;l de ECA en dusis de 1000 yg de ECA/rutén durante wun mes, cada

tercer dfa en cada uno de los grupos mencionados.

RATONES CPb1 DEL GRUPO TESTIGO

31 ralones CD1 con menos de 2Zh de edad, _rec_#_!-;-i';e?ir_'."

intraperitonealmente wuna inyeccién de O.iml . de . soliur\;.;:'lrér;

fisioldgica libre de pirSgenos y posteriormente cada tercer dfu’ =

Jdurante 4 semanad.
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a2.2. REGISTRO CORPORAL.

Como Indice del desgasle corporil, s llevé 'af"ckﬁ'o- el ST
registro diarie del pesou corporal Prmnediulr.umada:"t;aﬁbdf 'de,l'u.s"

animales problema como de lus tuesbigos.

#.2.3. RESPUESTA DE ANTICUERPOS.

La respuests de anticuerpos fue medida como la capucidad
de lus animales para formur células productorus de anticuarpos
anbi-ern.rq:ibos despuds de una inmunizacidn practicada cinco dias
antes., b

Una vez terminado el tratamiento de los ratones problemas
y tustigos con ECA o sol. fisiolSylica se dejaron truscurrir 5 dias
para adninistrarles, por via intraperiténeal, una scola dogis de
0.25ml de una suspensidn de GRC al £5%. Cinco dias despuds de la
inmurtizacidn, fos  animales se  sacrificaron  por dislocacién
varvical, se obtuvieron los barxos ¥y se disgregasron en solucide
salina balarceada (B33, Apendice A) a fln Je sepurar las cdlulus
linfoides y podur evaluur medianle la Lécnicu Jde Curmingham el

ntmero Je CFA/10  cél,. dJde bazu.

A continuacidr e describe 21 fundamento ¥ los pasods Jde

la téunica que se empled en al uwstudio.
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FUNDAMENTUO

L cupacidad du un linfocito pdra producir anticuerpos
in uitro, puede valururse wedisrta la Léunicu de  hembliunisn
localizada en y=l desarrulluda por Jerne (62) y wmodificuda por
Cumingham (63). En 1la técnica de Jerrm células linfoides
estimuladas recientemente con GRC se ponen en contucto nuevamerite
con eritrocitos dantro de un soporte de agarosua. Los anticuerpos
producidos por los linfocitos (CFA) se difunden en el maedio y se
unan a los eritrocitos cercanos.

Esta reaccidén se hace visible por la participacidn del
comelaments (C'), el cual se activa por los complajos Ag-Ac que se
forman sobre la auabrana de las cdlulas sensibilizadas. La
reaccién s manifiesta macroscépicamente como placas de heamdlisis.
En la modificacién da Cumnindgham la mezcla de células y C ke lleva
a cubo en medio liquido y la suspensidn resultarte se inbtroduce
dentro de una clmara dque parmite la fornacidn de una monocCaps
caelular. De wste modo se  favorece la visualizacidn 'y la cuenta de

1os halos de hemblisis.

TECNICA
1. El bazo de cada rutén se disuresd en 4 ml de BSS. El tejido
disgregado se colocd en un tubo de ensayo y se dejé reposar en al
hielo durante 5 minutos lo que favoracib al deposito da fr_agnen;os

de tejido.
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2. Fars cbtener  las células eepldnica

subrenadante a’ obro Lubco centrx 96
mirutus. 4 - .
Ss Law células wa lavisr i dos
1500 rea durante 10 u@nuéd

BSS.

.

4. Se tumd una alfcula de li sutpensidn para preparar. una dilucidn

1120 «n una solucidn de azul tripanv al 10% . l( uoﬁ la Jdilucidn s
llend la cémara de Neubauer y s cui\bé ul mic'.r.o-st.opiu cun aunenl..u
40X el nlmero Ju células visbles por ml). Para conocer la
viabilidad de lus linfocibos, fua realizado von cada suspensidn gque
$e preparabs, fijsndose como criterio de eliminuscidn, una
viabilidad inferior al 95%
S. El ndmero da células fue ajustado en BSS a SX10 cél/ml.
6. La suspunsidn de células da cada bazo, ajustada a 5x108 cél/ml,
de mezcld con GRC al 8X y suerc dJe criceto 1110 (Apéndice A), en
las sivuientus propor«:ioﬁesz

200 ul de una susPensibn cél bazo Sx10% cél/ar

100 ul de una suspensién GRC 8%

200 ul da suero Jda criceto 1:10 (Apéndice A)
7. Con la mezcla anterior se llenaron por duolicado las chmaras da
Cunningsham (Apéndice A).Se utilizaron aproximadamente 200 ul de la

mesila por clmaru, luo cuinl sa puede considerar  aproximasdamenie



c-.umu una reparticién Je mis de i‘.l.-lxlo‘c.:nl esplénicas por cimara.
By Las CAwurus fueron selladus con patafing ¥ posleriorvsente sa
“ircubaron durante 60 minutos & 37 C. .

F. Sw contd el ndmero da placas  ifticas por cade cleuru.
Pustariorasente s¢ obluvo el pronedio por animal v finalmente se

calculd @l ntmero de CFAZ10Y cél baro.
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2.2.3. ANALISIS ESTADISTICOS.

Como medidu Ju la Lendercis central se utilizé “la anedia
aritmética. El wrado de significancia da l_as. d_iferéncius‘,enbre
los orupus se colould mediarle una prueba Jda var’iaﬁ;g (Mél,odo Je

Fishar) (78, 79), (Apéndice B).,
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CAPITULO 3
RESULT ADOS,
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3.1 ESTUDIO DEL DESGASTE CORPORAL

La: flwras 1, 2 y 3 muestran las t_urvait.'de crecimi}‘énbg‘

'de i.us ruLc.-nes CDI Lrutudos 1ruttnpentom=almente con
1000 Mg U acﬂ/rdu.sf., JuntG o oon

‘ ru‘:Pel.Lqu: Lgs&.sgus l‘.naLados q.un :olm_idn' fuiulé

ub:ervaron' d;ferem.iab i‘. s:grnfu.ahvaa
Pr omediol:.amada del wr upo de unlluuleb trutudas con &LA y l.os dul_

wrupo bestige inyectados won sul, l’xaiul&gh.u. (/ A <2"‘)



3.-2. ESIUDIO DEL DESGASTE LNMUNOLOGICO.

SLa tabla 4 vy la figura 4 muestrun luos valores prowedio
ou CFAII__ﬂf codlulas esplénicas wtenidas un los arimales  Lratadow
con las diferentes dosis de ECA ¥y =n low Lus(isms Lruladoe con

Solucidn Fisioléyica.

En los animales tratados con ECA se observd una
disminucidn en la produccién de anticuerpos anti-GRC, la cual fue

dependiente de la dosis dae ECA administrada IP.

Se obtuvieron diferencias estudisticamnte
significativas eritre lus ratones Lestioor ¥ los problemss cuando
dstus recibiwron las dosis de 5000 y (000 ug ECA/NI:L‘Sn (P<0,01),

paro no con la dusis de 100 ug ECA/ratédn (P>0.03).
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TABLA # |

Edud FPery promedio (gramus) de los
{Diaw) ralunes Chl.
Tratamiento intraperitoneal con:
Solucién ECA 100 uy/ratén 44
Fisivlégica :
1 1.75 - 3Y OO B
3 2,30 PR R
5 2. 76 - :
7 3.64
9 4,32
11 U. 17
~3.856
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qur-éi{ w

Curva de <r e\.imxenl..o de ratonds. cot
Lrabados con. wo fy-d rats

PINO s

A TESTiIGOS

§ DOSIS 108 mey/natsn

3% 7 % 1t 13 13 17 19 21 23 25 27 29 41 4t
EDAD tdfas)

B Problemas. Peso Promedlo/camada. en gramos, Jde lo=

ratones DI tratadus IP con 1uu My da EL.A/rabén

A Testigos. Pe:u Pf'umedio/;amdda. e'ri'gr:lmuh. de lu:.
ratones CD1 trat:adoa IP n..cm aolu-..iﬁn Fa»iulégiua. £
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"TABLA B ¥

Edad Pero promedio (gramus) de lows
(Dias) ratounes CDL.
Tratamiento intraperitomeal con:
Soluciédn ECA SO0 pg/ratén %O %
Fisiolégica
.
1 0.88 1.05 19.3
3 .73 1,93 12.8
S 2.57 3.29 28.0
7 4.6z 4.87 . 5.4
“9 5,56 5,78 3.9
SO R 7.04 4.2
8.23 1.0
C9.0Y et
e.72 T ea
10,47 LIS
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P

Curva dg Lren..huentu de RaLones s 3%
hadeu‘a 0N JI}U pu de ECA/ratén :

16l AirEstices T . Lot Lie

0 90S1S 300 mcgsratdn

I 3 3 ¥ 3 0015 45 if 19 2t d3 25 &7 2
EDAD (difas)

0 Froblemas. Paso promediv/canada, =i gramos, Ja los
ratonas DLl tratadus IP cun 500 ug Jde ECA/ratén

A Te*:l-xgos. Paso promediv/camada, en gramos, de 1ok
3 LDI tratados’ IP con soluclidn anaolégu.d. izl
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TABLA B 3

Edud Pesu promedio (yramos) de low
(Dlas) ratones CD1.
Tratamientv intraperitoneal <ont
Sulucidn ECA 1000 umy/ratén % A s
Fisiol&gica
1 1.76 1.62 7.9
3 2.23 2.16 3.1
S 2,73 2.82 3.2
7 3.73 3.58 4.0
9 4.51 ‘ 4.21 6.6
1 5,38 4.97 8.5
13 U 6.06 5,70 5.9
15 . 6.47 .- 6.14 .1
i 6439 L 6.37. 3.3
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FIGURA # 3

Curva de crecimianto de ratones CD1

PKED )

Tratados con 1000 ug Jde ECA/ratén
13 ")
& TISTIGO
13
# 1000 rag/patén 3 4

LI I )

T T, T
i 13 13 17 (v 21 23 a2y 27 a9

EDAD cdias?

@ Problemas. Peso prumedio/canada, en gramos, Jde los
ratones UDl tratados IP cun 1008 pg Jde ECA/ratén

A Testigus. Peso promendiv/camada, en yramos, de los
rabones CDt tratadus IP ¢on sulucién Fisiolégica.



TABLA & 4

Ruspusesta Jde Anticuerpos,anti-GRGC (CFA/08 Cél. da Bazo) dew
Ratonuas CDI tratados con 100, 500,y 1000 ug Jde ECA/fratén

Tratamiento Anklisis
cons CFA/IO‘ de

X 8 Varianza
Sol. Fisiol, 368. 6% 143.31
n = 31
100 py/ratdn 310.88 151.96 F = 3.91
n= 18 P > 0.05
500 pg/ratén 255. 90 135.37 F = 7,32
n =10 P <o,01
1008 ug/raton 173.6 59.9 F = 32.099
n =19 P < 0.01




- quﬁa _#,_.‘4 5

Re»pua»tu de Ant.x;uerpos.antx-GRC (CFRI 10" t.-il. da ba‘.o)_ -
de  Lres grubos prul’.llelua “Ju rnu-an:., cm Lr‘tados L

S51 por' Vfﬂ ]f—' Los. ummales fueron uununlzndas

CFA/I0%Cel de bazo

mcg DE ECA/raton

BA 155760 H0 vosis 100 523 posss 800 BN posis 1000




CAPITULD PR
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Euba wetudio Fue ubillzado con al oljelive de conocer st
la administracidn intrasperitoneal del ECA muditicaba"o ro el
dusarrollo fisico y la cdmpebencia irununoléyics Je un Qrupui de
ratones recidén nucidos. Los ani@ales fueron divididés ceh Lkeér

grupos de acuerdo & ‘las cantidades ~de ECA que les *fueron‘.

inyectadas.

signific

ucuerda con’” ldS curvas de creclmxen 2= Tus ur
il y 2, ﬁbisé puede duch‘ que ‘ul’ ECA no afecté el desarrullo‘
:corporal de 103 ratones,: ya que, al conblrario de lo esperado, ul
Cerecimiento de los onimules problemx presentd besos promedio
mayores que los testigus. Los pesous promedio sovlo reflejun una
tendencia la cual no fue general. Esto quiere decir que, on cada
grupg, hubc tanto ralones que aumerntturon de peso como ratones que
cracieron a una tasa menor, aln en lus animales testigos, Esto
hace pensar an dos posibilidades. La primers es que pudo ocurrir
una conmpelencia gor el alimentlo materrno dentro de las camadas, lo

Lual ro pareve probable porque pur lo general no se brabajsé con

[ 54
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camadds que estuviersn formadut por mas de 8 ratones. La segunda
L wnbarfa dada por la presentacidn de un fenSmeno similar wl
obsér'vadu por Eukledt al  inocular retoures recién nacidos con’
witafilocogos. Es decir que hubo una susceplibilidud individual
al desganle, do Lal mode que unos unimales perdicron pase y okros
-nu lo hiciaron. Frobablemente, Con lus dJdosis de ECA que sa

ubilizaron, se pudo presentar un Fendmenv similar.

En camt:io, con la Jdusis mAs alta de ECA, 1000 ug/raténm,
81 se cbservs que la mayorfa de los animales traluados presentaron
sfntomas ¥y signos de la enfermedad de desgnsta. Ademds, los
animales de este Lercer grupo tuvieron un pesa carpor;) promedio
menor al de los testigos. Sin embargo, las Jdiferencias de paso no

fueron estadisticamente significativas.

Los resultados dJdel estudic irmuncoldgico. revelaron que
lays Jdosix due ECA utilizadas tenfan un efacto inmunosuprasor. Todos
laos ratunes inyectados con ECA mostraron una respuesty Je
anticuerpos anti-GRC munor, en comparacidn a la obtenida en los
tastigos ipyectados con solucidn fisicldgica, como puede
obsarvarse en la flgura 4. Este efeclo resultd umoderado si se
cunpara con la irmunosupresién que ha 3iduo obtenide por otros
autores cuando han utilizwdo una suspunsién de S. aureus en la

misma cepa CD1 due ratonwes recién nacidus. Ellos han informado que
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1a cueria e, CFA/108 hd >Adu_ ﬁhd SH T renultu lnl”"

radicalmente menur a l°h obLenido: en el pre:enhe trabajo (12)

La d;smihucidn en l¢ capacldad Par
fue dependiente dJde | la do:ls.' La:'

admninistrada a los anlmales (100 pg/ratb )

ligeramente el valor.. promedxa de CFA

entoncen  si se  pudo’obiservar Cun

canbidades “de’s CFA™ por. animal

las 'diferenciaglmsi fueron.

s;thﬁl&sbfVésf"”" 71;~'7i' SRR 2

i La gran varlabilidad yunébica du la cepa CP1 de ratones

->fqua fue uLillaada no permitid obbaner rasuliados més homodénuwos.

Por atra parte. no sk Erabajs con uha muestra de ECA complebamenbe
"'pu'rif'_i&.ad;\,: as{ que probablemerie los animasles recibieron pequefias
cantidades de endotuxina, las cuales ban debido actuar estimulando
mauréfagos y provocande la liberacién de citocinas. El astudio que
fue utilizado con la prueba del Limulus (Apéndice A) ravels que. 1

m9 de ECA preparado en nuestro laboratoric contenfa 4 ng de

eridotoxinaj; de modo que se puede calcular f&cilmenta que los
ratones inyectxdos con 100, 500 - y 1000 Mg de ECA recxbxeron

simulténeamente cuantidades. de 0.4 .ng, 2 0 ng ¥ 4 0 ng de
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endotoxina. - Como el rarngo de lu dousis irmuncestimulanie Jdel LPS
se ercugntru entre | y 5 6 10 ug/dosis se ruede concluir que las
invculaciones de los ratones del presente trabajo no llegaron a
introducir estas cantidades a los orgunismos dae los animales. Y
qua, 'por wonsiguiente, lus sintomas observados st se  pueden
ablritiiv a I accidn directa del ECA sobre la irmuncocomretencia de

los animales.

Otro Punh9 § considerar vs la eticvlogfa del sfndrome dJdel
duégasfé;:': ;Q;VTEéﬁfié;i'éue’ ban sido prupuestas indican que,
. Pfobaﬁlementé},l;}eﬁfefmédad del desguste ed una consecuencia de
la tranﬁ}océiizacién de bacterips comengales gramnegaiivas desde
. ei inteéiiﬁo:hacié otros tejidos de la cavidad abdominal en donde
Susrrreﬁiduas liporolisacarfdicos pueden astimular macréfagos.
Ahora bien, como los animales del experimento que se presenta, no
tienen abolida su capacidad de formar anticuerpos, es probable que
las invecciones de ECA hayan eslimulado la produccién  de
anticuerpos  anti-ECA y que estos  hayan  inhibido, total o
parcialments, cualquier fendmenu de translocalizacidn secundario
al supuesto afecto téxicoe que puadarn haber tenido las dosis ban
glevadas con las cuules se trabajd, Esla probabilidad pluntea una
lfries de fuluros estudios muy interesanles en laz cuales se podria

intentar el Dblogqueo de la translocalizacisn o del  dasgaste
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utmxu;l&gxuu uLlli¢=nda SUGFOS  Lrinunes, .udmiﬁihttadochbusiVaﬁénLe'

”deprinxda por  diferentes Cuubiah,

iiber da en 2l curso de  Unia

el Protacola_

o 'E?f

aealxzar ubte erbdgo, no se canbem‘
iporngonSAquente,aen los,anxmales,sacn ficudos. no  se. obtuvieron

‘las _muestras. du suero’ nécesarias para evaluars la’respuesta b de

anticuerpus anti~ECA. La lileratura consullada smlamenté'iﬁfurm3 -

Hue,  coifo. una consecuencis de  las  infeccicnes  por baéiefﬁé;
gramneygabivas, se eleva secundariamente 1ok th.ulus;'def
anbicuerpus anbi-ECA. Nosolros no probamos la innunogenicidad delﬁ
ECA utilizado en &l preserle experimerlo, peru, razonundo en‘fafmu:.
da exglicar 1los resultados, podenos suponer oue existle  la
probabilidad de heber estimulade una respuesta de IgM anbi-écﬁ vy
qua esta pudo muy bien ser una de las causas de que,la mayor parte
de los animales no presentaren  un  fendmeno francu .dér
translocalizacion bacteriana con la consiguiente apariciﬁnrde‘}a'
enfermedad de desgaste.  De todos modos, la posibilidad —de

utilizar los anticuerpos anti-ECA o las inmunizaciones con este
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"ant[guno conbn de Iy enterobacterias pura detener o disminuir las
manifestaciones de una enfermedad desgastante, quedan como una
interrogacidén  que 20lo podrd  ser contestada con  futuras

investigacicnes.

Existid sin embargo, una notuble divergencia entre el
aspecto desgastarde (pérdidu du pesu) gua fue minime aGn a dosis
sumamente altus y el efecto inmurosupresor que sl reveld una
_disminuclﬁn en la produccidn de anticuerpos snti-eritrucitos, la
cual resultd estaditicumente significativa. No podemos valorsr con
los resultados del presente trubajo, si{ esta disminucidn de las
canlidades de células formedoras de anticuerpos ar.bi-&ﬁ“: refleis o
noe una depresidn global en la sfntesis de inmuncglobulinas o es
tnicamente el resullado de un compromiso de los linfocites Th.
Conviena tener presente gqua los animales desgastados son
linfopénicos y tienen el time atréfico. Paro también conviene
tener presente que el ECA es un antfgeno timo-independiente vy que,
cualquier minima manifeslucién de un desguste iInmunoldégico,
probablemente no modificd la cupacidad del ECA para ligérsu a los

receptores de los linfocitos B.

De todos modos conviene destacur que hasta ahora, la

literatura consultada solo se& habfa referido al ECA como un
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; _sobre &I

agtibadur pohclonul de las_hnfocxtos B. Eﬂn embargo, 4estos;

bv dbuoa fueran renliz.udc-s

: b-uhef .lanu,' al n_ual para pode

'quu s»er xnyectudo 12 6 24 hur as de&pués de l« adm:msiramGn

Anmun&;enu - Lo:: result-du‘

grandus dcsu. ll’lOCulddﬂb lntrhperlt.urnealmen!.ell

_}adm'ﬁ;:tracusn de lo: GRC, el ECA. deprlme sigrufif.at.' &

sl’ntesxs e antxc.uerpos er-tx-erzt.rucxt.o

yrbithgxf:a de una subst_,emcxa 1nmunomodul_ador'

i LencUentra' presente en: -1' -pared icali

gramnegat.xvab. se’ puede cons‘ er

Le.ndo .llrnfoxr.fa puede ser

T ‘infeccxones gr

1yqs,_rrimp'1'ic¢$_%la m.irl'i:f"m':icsﬁ de cuntzdudes:

sumanente’ elevadas | da este 'prdduct‘c;'.‘ s probuble Qua durqnte' la-

'una enfermeaud xnfet.ciosa grave. «l ECA . bucterlarsa

no. resulte -=1 re‘ponsuble d:rer.l.u de cualquier depres:ér'

:istema 1nmun1barxo que,_ en todo caso,

éb'r;il;uibl‘e‘ mas Féc:l lmant.e a 1&‘.—» endotox:nas. Aungua son moléc:ula_

"m‘.Ss .fécilménté degradables. éutas ﬂltxmus se encuentrun en ‘mayor-
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cpnéiddd sobre' la pared celular de los . mitrworganismos y ho se
pueda discutir su participucién prioritarin ;omé responsebles de
las alteraciones inmuncldégicas que resultin wna consecuencia de

las infecciones por las enterobacterias.

Estos comentaricus sobre los resultudos pueden terminar
destacando que si el ECA es5 wna molécula que se ha mantenide
prasente, a todo lo largo de la evolucion de las espacies, como un
compunerite constante de la superficie de la membrans externa de
todas las enterobacterlas comensales que habitan el tubo digastivo
de los mamiferous, entonces va a4 ser nuy Jdiffcil aceplar uue su
prasencia es suparflua v que carsce Jde una acbividad_bi&ldgica que

sea GLil pars conservar la salud v la vida,
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.Las lnmunodefir.iencias ; secundari;s. asucxud.m Ca
mdltiples lpdtuloyfas. constituyern’ un’ prublemu Ja sulud l-'ubllf.u- El
glﬁﬁema ~drmunoldgico o ng Cvertubrudot  se encuent.ra -
Fn-eéue»wtemente compromatida, ' se-'pueden citar como ejemlos. Ios-‘

'per(odcm de la infancia v la- Vejez en los cuales se hu demosbrudo

la Funcxonahddd lxmibuda de' Ias mecanxsmos de defensa.' .A-sf k

mismo, durante las theccxones buctérianas graves y en alguhas

enfermedades virules es t:omu.n encontrar etupus qus cursan con,

cdaprasidn de;rlas'"“'f'qncimnes del'_-sxstema irmunclégico. AGn el

: 'smnetéfse 'ar"s;'t,ress : frir - quemadurss graves compromele la

fum:xona]idad del s.ist,t_mn' inmunthglc.o y sin lugar. & dudas,lab

enf'armedades dcsgustant.es pmo ‘la desrutricisn y céncer Lumbxén

’provur_'an d.l feryrenbe dl‘tgradones de la compatencia .lnmunult&gica.

,Estas 'sit.uac dnes Fépresentan riesgus para la Eulud, o

porque Jas inmunc-def:cxenuas aunentan la susc.eptxbxhdud a l«s B}

infecn.xonﬂ:-. asruvun sus compli:ucxones y retardan la curacidn de

se generan 1las  inmunodeficiencias secundarias, es ne&.esaria ia
bﬁsqueda de modelos animules que simulen lasA patuloglas humahas.
-Estos modelos Lambién puaden ser muy Gtiles para la bdsqueda de
tratamientos irmunocestimulantes o para valorar la toxicidad o la

actividad inmunosupresora de otros productos.

_muchas enfermedade:. Para comerender los mecanismos” por 105 cuales



timmunadeficiendias;’

‘més ¢ nogidos.fﬁstbQ‘pr cedi]ieﬁtos pBrav

que’ pusdar

s desgastentes
de modelos Jde inmuhodeficiencias’ quaise coru

- desguste,:

“En 14" bdsqueda deiu

écbividaqgs binidgitusji

nacidos, losvcuales
di Ferentes dosis

respectivaiiente)
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fndice Jel’ desgasle corpurul.La’ evaluacidn




KGRC] o Es‘;t,as*“ '

cauéaron vuna/ dxsmxnucxdn o

=] tadfe.t.:r;d.

Este  trabajoi ques évalda la cupuGidud Jdel ECA  para

inducir un esl’.ado-'de _nmUnbdéfic.‘iencia Lransiboria, contribuye a

ur muyor conocnmiento :.obre las ur.t.xvndudeh biulégicas da esle

comporiante baclerzano. a«.laru 1- funt::.én inmunolnoduladord de Ebl.(:
hapt.eno LY presentu }perspect.xvas sumamente interesantes para’
continuar est.udiando su valor come inmundgeno v lu importancia de

los al’\bl.l..l-lef'PlJb anbi ECA Como un mecanismo que puede ;ontrolar los

fen&menob de t.ran;lcn_ah.:a\.:én bacteriana,
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APENDICE A.

' COMPOSICION DE LOS NUTRICUBOS PURINA'
AnAlisis Garantizado o

Proteira, anlm, e cmdadoE

Grasa, min. :
Fibra, mAx. ====-==-= -
ELN, min, -===--- -
Humedad, max, =--=-
Conizas, méx. -==
Calcio,  méd. .=
FosForo, min.

Compozicidn Quimica:ARroximid
Protefna % -----=
Arginina Z~f;--

Cistina ¥% ---
Glicina X —~J--:

Histidina % =---=c= -
Isoleucina % ,,_%“;“

Leucina 3 —==<m-msa 2
Lising % -==m—=m==
Mationina ¥ -=---
Fenilalanina %X ---
Treonina % =—-—=--==- .
Tr iplédfane % —-7;__
Valina % -======-=
Grasa % =--- o
Fibra % --
TND 4 =-======- -

ELN % --——-----7---;
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Cénizas X Slin
Calcio % -=
Fésford X -
Potasic ¥ ====-:

Magnesio % ----

Hagnyaneso ppm =<
Cobre ppm -=—==—--
Cobalto ppm -~~~

Enerygta Kcni/g -

Vitaminas:

Tismira ppm ---—--=
RibuFlavina ppm ~=-
Niacirna rpm ——eiadt

Ac. puntotbnico g
Ac. félico ppin -~--
Piridoxina ppm -=---=-=
~Bivtina ppm ————
Vit. B1Z ug/lb -===-
TUVitL A UL g --
Vit. D Ul/g ----

SPZ



SOLUCION SALINA BALANCEADA (BSS)
_Solucién I (10X)

D-glucoss ~me=—mmeacmcac—me—n———

KH2P04 anh. monobAsico
Na=zHPOy4 anh. Jdibasico

Roju de fenpl -===------ #--é

Solucidn Jde Trabajo.- Mezclar un volumen “d olusidn I con ury -

volumen de solucidn II y diluir 1:10. Hecha 1 melea Y ufuruda,

esta debe tener una coluracién cdnela. La >oluL16n debe manbener>e;h?_ﬂ 

en refrigeracidén durante su uso.

PREPARACION DE GLQBULOS ROJOS DE CARNERO. (GRC) .. ; ;
Los GRC fueron oblenidos frescos de la Fadult&d e
Veterinaria con arnlicoagulante Alsever prev:amente esterxlizado Y

mantenido en refrigeracidn.

* Se toma la cantidad de GRC necesaris - para- Preparar. . - .-

concentraciones de 15 y 8 2 respectiﬁamehteg
¥ Se cenlrifuga a 3000 rpn/S minutos. B

*# Se lava @l paquete celular bres veceb con Bbs R4 se ajusba a la
concentracidn requerida con la mtha >olu;16n-.

* Ge mankbienszhn las :u:pen:xunea an refrlgena;lén;

Y FC



PREPARACION DEL COMPLEMENTO ('),

El C' fue clleridu de sangre de cuye sin anticougulanie Jde
animales Jel Bioteriu de la Facultad de Ouimicu. B
F El suerv ai sepdaradu cantrifugande la sangre a SUOUrmeSminutug;
* El sueru a2s abscrbido con GRC concentradus lavados previamernte
voun BSS. ' :
# Sa inculbla a 37 C/13 minutos en LaBo Marfa,

* Se centrifuga a 3000 rpm/3 minutos.

* Se dislribuye en viales con 0.5 nl por vial,

* Se mantiena en congalacién y para su uso se hace uha dxlucién de”
1:10.

SOLUCION ALSEVER. ) B
Glucoga =-=c=r-rmececacc——m——eaa --= 2,05y

Citrato de sodio ~+-w-=seve—rne—o -—— 0.80 g
Acido citrico --==c=w-=- e 0.0539
" NuCl ==mmea- o —— - 0.42 @

Aforar con agua destilada a 100 ml.
Estarilicacion por filtracidn, guardar en rafrigeraL16n hasta
sU USO.

Emplear 27 ml de sol. Alsever para 23 ml de sangre.

CUANTIFICACION DE LA ENDOTOXINA EN LIMULUS.

Una solucidén que contenia 50 ug de ECA/ml, se le hizo
una serie de diluciones (1323 21343 1:8; 1:163 1:323 13643 1:1%8;
1:256; 131512) y se colocd 0.1 ml Jde cada dilucidrn en tubros quu v
contenfan el Limulus, se¢ rotaron suavemenle y sa colocaron en bafo

de agua a 37 C por 1 hora.

74



Para dontrol” pos
culi

“reconstituida  de :'E;

Limulus.

" El cd:ptrdii" nega
agua estéril: liby"'e’dé' ﬁ_ir&ge oS




CAMARAS DE CUNNINGHAM
* Desengrusar con slcohol los purLaaneLos
cubreobjetus {(de 24X40 mm) . LT
¢ Marcar los portacbjelos de acuerdo al largo del cubreobjetos oo
* Corlar Liraes de cinla adhesiva de doble cara con la» szguxentes L
‘medidas: 2.540.15 cm. e _ o
¥ Poner la tira Je cinta adhesiva delante da la lfngé héfcuda-

* Sobre la cinta adhaesiva poner el cubreobjetos. )
* Para usar la clmara, primero se sells con'pufafina,dﬁndetse}

encuentra  unido el cubreobjela con li cinta adhesiva =y el

-__portaubjetos.

* Sg ilena lu clnuera ¥y ve sellu con paraling las orillas,

T TI T

Rayar el porteohj. Poner cinta adhesiva Pponer el cubreocbj.

Parafina

Sellar con para- f.lenar con muestra Setlar las oritias

fira
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. APENDICE B.

TRATAMIENTO ESTADISTICO.
Notacidn Sumaria 2)()
57

;X;Desdéj=laj=n‘
ng_; = ®r ¢ X2 + X3 +.%n
Media Aribmébica..(.ﬁ)r : V

ns ‘Xr, #z, Xs.'..foi.

KréXa Xz ¥n o FX)
4 5

£x

5=

n_ n

Desviacion Esténdar (S)

Tt - xP
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ANALISIS DE VARIANZA. (METODO DE FISKER). .

Problemas:Xr.r, Xr.z, Xt.;;'....}(r.ﬁ = Nr.

Tastivos: Xzr, Xra2, X2.3...Xan = Na )

“scwxty= &Xﬁ + tx}z —(ZZT)/nr

Nt s NF O+ Na-

L. 22T s E Xet '+ g Rat

8CE = AC(XY) - sCT

' spfs(gx.b%t + (gxu (' fZZT)yﬂr

F sC sl cH F
Trlatal_'niento - SCT _ 1 SCT/y9l SCT/§1+SCE/91
Error SCE '7 N-2  8CE/ul
Total SC(X )  N-1
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M1 AMIGO EL LINFOCITO

Son la defensa
de todo lo extrafio
se visten de gala
8i ven su pasado.
Descubren lo cierto
que hay & su lado
y atacan lo incierto
que amenaza U encanto.
Navegan en mantos
llenos de espacio.
Se cubren de nombres
y reconocen lo falso
que entra a su mundo
queriendo destrozarlo.
Llegan del espacio
de una madre angustiada
que prolifera a sus hijos )
en las araz del alba. . S . ,
Son la defensa - i ' ToEeT T
y nunca descansan
au nombre es tierno
linficito del alba
que llevan guerreros
que atacan sin calma.
Salen del vientre
cuando hay amenaza
y presentan lo extrane
con claves que llevan
en su fiel membrana.
Viven pensando
¥ en ellos lo guardan
que existe el peligre
de cosas mds raras.
Viven corriendo
en rios del alma
y en guaridas se ocultan
por el tiempo querido
que requiere su calma.
Son linfocitos
que viven luchando
a lo largo del tiempo
pecretando lo cierto . e e e D
sugs amigos del viento. .
Pregentan lo extrafio
cual substancia sin tiempo.
Son la defensa
de todo el cuerpo
linfocitos se llaman
y asi, yo los llevo, RAUL GRACIA NURES
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