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CAPITULO 1. INTRODUCCION.

El término desgaste se comentd a utilizar con reletiva
frecuencia desde hace aprosimadamente treinta afios. En esa epoca
se descubrid que 13} deterioro irnurolegico provcoracdo
exparimentalmente Dpocla oCcasionar &anore:la. perdics de peEst.
cebiligad general. 1nanicidn caguexia y muerte, Todc este conruntao
de sl ntomas asociados & las lesicres del sistema nmuncleigico, fue
denominado “desgasta”. Mis adelante =e pudoc comprobar que  las

mismas manifestaciones podian cer producidas pordiferentes

todos ellos tentan el comin dencminader de2  provocar lezionres

inmunoldgleas algunas de ellas transitorias vy otras definitives

De este modo la enfermedad experimental se convirtio en un sl ndrome,

Finalmeo

, el fendmeno del desgaste flisico e i1inmunolegice coe los
animales de laboratcrio fue comparado ©€on la condicion en la cual se
encontraban algunas personas con infecciones cronicas O cAncer en  su
etapa terminal.

Hace aproximadamente tres décadas, después del descubrimiento
de los primeros casos de personas inmunodeficientes (13, se inicis®
una nueva etapa de investagaciones clinicas scbre los mecanismos
encargados de la defensa espec! fica contra las infecciones. Las
primeras inmunodeficiencias congénitas fueron llamadas "experimentos

de la naturaleza” (2) porque permitieron obtener abundante



informacion sobre varios aspectcs de la respuesta inmunitaria que
habian sido desconocidos hasta ese momento. Sin embargo, las
personas inmunodeficientes solo pudieron ser estudiadas hasta ciertos
1t mites compatibles con las restricciones éticas de la sociedad.

El descubrimiento de animales de laboratorio can
inmunodeficiencias primarias o congénitas (3} y la posibilidad de
inducir inmunodeficiencias secundarias mediante ciertos
procedimientos quirdrgicos {timectomi a, bursectomt a Y la
cateterizacidn permanente del conducto toracico), abrieron otro
camino importante para la inmunologlia experi@ental porque
proporcionaron los modelos necesarios para ampliar considerablemente
los primeros estudios inmunolégicos que habian sido realizados en
niffios inmunodeficientes.

Desde entonces, los modelos experimentales de animales
inmunadeficientes han sido utilizados ampliamente para estudiar los
mecanismos inmunolégicos que pueden estar alterados en diferentes
circunstancias clinicas. Han tenido particular importancia los
modelos animales inmunodeficientes en uwna forma secundaria porque
estan desnutridos, envejecidos, sometidos a diversos estimulos que
les provocan "stress™ o por que han sido intervenidos quirdrgicamente
para extirparles el timo, la hip&dfisis u otras glandulas.

Tanbién han sido importantes los modelaos animales que tienen

comprometida, parcialmente o en forma transitoria las funciones de



algunas subpoblaciones de linfocitos. Estos animales
1nmunocomprometi1dos pueden simular la condicitn clinica de personas

enfermas con algunas funciones inmuroldgicas deprimidas. En  laos
gltinos a%os se ha observado que, a lo largo de las vida de cualquier

individuoc, pueden actuar numeroscs factores capaces de provocar

diversos grados de inmunosupresidn. Los factores 1nmunosupresoras
mas conocidos, zson  las infecciones viralese vy bacterianacs. la
administracien de ciertos antibisticos y esteroides, los compuestos
utilizados en la guimioterapia de las enfermedades primarias, las

intervenciones quirdrgicas, la exposiclon a radiacidn, el cancer, la
desnutricién, la edad avanzada, la contaminacidn ambiental, el habite
de fumar, la drogadiccion, las quemaduras severas, los tracstornos
emocionxles, etc.

Las personas inmunocomprometidas en una forma cecundariz son
una realidad mucho mas frecuentes de 1o que se habia sospechado
inicialmente (4). La mayor parte de ellas tienen 1la inmunidad
comprometida en una forma transitoria y no manifiestan inmediatamente
complicaciones graves. Pera de todos modos estas personas estan
expuestas al riesgo gque representan ciertas infecciones inaparentes
{virus oncogénicos, por ejemplo) cuyas consecuencias generalmente
aparecen varios affos mds tarde y ademAs, pueden tener facilitado el
inicio de otras enfermedades, inmunolégicas o no, para las cuales

existe una predisposicién gendtica.



Todas estas razones explican el creciente interés por la
caracterizacién inmunoldgica de varios modelas animales que tienen
inmunodeficiencias secundarias. Las investigaciones que se
realizan saobre ellos permiten conocer mejor y mAs rapidamente las
bases moleculares de varios trastornos inmunolégicos humanos. Este
es el caso, por ejemplo, de los estudios que se realizan con ratones
inmunadeficientes que pueden ser injertados con linfocitos humanos vy,
posteriormente, utilizarlos para infectarlos con el virus del SIDA,
Ademas, los modelos experimentales de animales inmunodeficientes
también permiten el ensayo de diversos procedimientos terapeuticos
que no pueden ser aplicados libremente en las personas enfermas.

Con la aparicién del SIDA y el desarrollo exponencial de esta
epidemia y con la confirmacidn del mal promdstico que tiene toda
persona infectada con el VIH, en los ultimos afos se ha observado una
polarizacién del interés de los investigadores heacia loe d:ferentec
aspectos de esta nuevo sindrome. En las perscnas con SIDA han
llamado la atencioén el deterioro progresivo del sistema inmunitario,
las infeccianes por oportunistas que inevitablemente se vuelven

recurrentes y el desgaste filsico que se instala en las etapas

terminales de la enfermedad. Estos hechos devolvieron el interés
paor las enfermedades experimentales conocidas como si ndrames
desgastantes. !

Nosotros hemos desarrollade un modeloc animal experimental de



inmunodeficiencia selectiva gque aparece secundariamente a una serie
de inyecciones Ik de §. aureus. La mayorta de los animales
inyectados tienen atrofia del timo, pérdida de peso, incapacidad casi
absaluta para producir anticuerpos, disminucion de la tolerancis
inmunolégica aral vy una tasa de mortalidad elevada a causa de
infecciones intestinales que producen diarrea.

El cuadro ¢linico anterior ha Sido denominado desgaste, sus
principales manifestaciones han sido comparadas con las de personas
que tienen enfermedades cancerosas avanzadas o algunas infecciones
crénicas que también se complican con  alguna inmunodeficiencia
secundaria. La frecuencia elevada de infecciones en estos casos, ha
motivado diversos estudios con el objetivo de reducir sus elevadas
tasas de mortalidad.

Un grupo de investigadores ha tratado de encontrar nuevos y maz
potentes (as! como también mencs toxicos) praoductos  inmuncadyuvantes
para aumentar la inmunogenicidad de las vacunas y para incrementar la
inmunacompetencia de personas que a rausa de una enfermedad primaria,
tienen comprometidas algunas funcignes de los linfocitos. Este
grupo ha estudiado particularmente diversos productos bacterianos,
varias hormonas del timo y algunos elementos traza como el zinc y el
selenia.

El zinc es un elemento necesaric para la sintesis de Aacidos

pucleicas y protetnas (57, Como el zinc es un componente esencial



para humerssas encimas, su falta compromete el desarrollc del cuerpo
en general y de numerosocs 6rganos en  particular (-3 Se ha
propuestn que en el caso de la desnutricidn, la deficiencia de zing,
es la responsable de una gran parte del cuadro clinico ast como
tambié¢n del deteriore de las funciones inmunoldgicas y de las
infeceiones asoctiadas (7). Las deficiencias del zinc provocan una
atrofia del tima y las alteraciones de 1la respuesta inmuaitaria
humaral y celular (8. ta administracién de zinc en personas
inmunocompromatidas ha mejorado la cantidad de linfocitos T
rirculantes y la talidad de la respuesta inmunitaria (9). £l
cuerpno humanp adulto contiene aproximadamente dos gramos de zinc.
Esta cantidad se encuentra distribuida en diferentes tejidos en donde
el elemento tiene distintas concentraciones, Asi por ejemplo, los
espermatozoides y las celulas del plexo coroides contienen cantidades
elevadas de cinc. Lo mismo e] higado, la préstata y varios tejidos
mAs en donde el elemento alcanza concentraciones superiores a los 100
Hg/q de tejido.

En el suero, la concentracion de zinc es de %0 ug/ml. En
cambic en el calostro, alcanza 20 mg/l y 3 mg/l en la leche wmaterna,
pero esta ¢ltima cantidad tiende a dismipuir a medida que se prolanga
la lactancia. Los requerimientos de zinc en 1os nilos recign
nacidos pueden ser de aproximadamente 3 mg/diarios (algo asi como i

mQ/K de pespsdial. En €] adolescente estos requerimientos pueden



disminuir a menos de 1mg/K ae peso/dia. Las ratas requieren
aprozimadamente 40 wg de zinc diarios que oeben estar contenidos en
los alimentos y el agqua. En nifos desnutridos & los cuales = les
ha tratado de mejarar su inmunocompetencia mediante la administracidn
diaria de un suplementa de zinc, se les ba dado a beber una solucidn
de acetato de zinc (15mM) en volumeses que son suficientes para
proporcicnar una carga adicional del elemeato entre 25 vy 150 pumoles/K
de pesasdiarigs (10}, En otros casos, los nifios han recibido &t mg
de zinc/K de pesofdia (1i). Otros Aautcres han raecomendado el
tratamiento de los riffos con 13 mg de acetato de zinc
{aproximadamente | mg de tinc) por ml, administrando esta solucidn en
dos @ tres dosis por dia, preferiblemente antes de las comidas .

En este trabajo, se glantea coma hipdtesis que la

administracisn IP de un suplemento de acetato de =zinc. ©n animales
recién nacidos que recibieron inyeccianes de estafilicocos muertos,
inhibira el retraso del crecimienta v la aparicien de alteraciaones
immunolégicas en pl curso del sindraome del desgaste.

Desde hace tres akos en el laboratorio de Inmunologia en el
Departamento de Biologia, se ha estudiado un modelc experimental de
inmunodeficiencia secundaria gQue se puede inducir en ratones recién
nacidos mediante inyecciones IF de estafilococos muertos. Este
tratamiento provaca una atrofia del timo, anulacidn transitoria de la

respuesta de anticuerpos, diarreas frecuentes y uha pérdida de peso



superior al I0 7%, El objetivo de este trabajo es mostrar que,

cuando el stndrome de desgaste es inducido mediante inyeccicnes 1P de

estafilococos, 1a administracién de pequefias cantidades de acetato de

z2inc puede impedir Ja aparicién de sus principales sintomas vy

alteraciones inmunoldgicas.



. CAPITULO. 2. ANTECEDENTES.

2.1. EL SINDROME DEL DESGASTE.
El s{ndrome del desgaste es una enfermedad que tiene tres
manifestaciones principales:
a) Retraso del desarrollo pondoestatural de los animales.
b) Depresion de la respuesta de anticuerpos.

(3] Susceptibilidad a infecciones por microorganismos

oportunistas.
Puede ser provocada por diferentes procedimientos (132) vy, segun

la técnica utilizada para su  induccidn, puede ser de caracter
transitorio o definitivo.

En 1957 Billingham vy Bernet (14) ipocularon IP células
linfohematopoyéticas alogénicas a ratones reciéen nacidos y observaron
que éstos despuwes de veinte o treinta dias presentaban: retraso en el
crecimiento asl como diarrea y diversas grados de hipoplasia del
sistema linfoide, ademis de lesiones en la piel y necrosis focal de
tejido hepatica (13), a este si{ndrome se le denomind “desgaste”, el
sindrome de “desgaste" o "runt disease". Para que se presente este
st ndrome se requiere Que:

1) El1 injerto contenga células inmunolégicamente competentas.
2) El receptor presente diferentes antigenos de

+ histocompatibilidad al del injerto.



3) El hogpedero sea incapax de  establecer una reaccion
inmunoldgica efectiva contra el injerto.

En 1962, Gowans (14) sugirid que los linfocitos peqgquefios eran
las responsables de la enfermedad injerto contra hospedero y Medawar
(1263) subsecuentemente lo postulé ast {(13).

La jerarqula del contenido de los linfocitos T, contra 1la
enfermedad era la siguiente: las ceélulas mas efectivas eran les
linfocitos de sangre periférica, los del conducto toracico, las
c¢lulas de mddulos linfoides y en menor grado las células del ba:zo,
mientras que los timocitos y las células de la médula d&sea, eran
relativamente no reactivos (13,14,15).

En ratones neonatos, el desarrollo del sindrome del desgasie se
puede impedir si los animales se inyectan IP o 1V, con células
linfoides de donadores adultos singdnicos sensibilirados contra 1loc
antigenos de las células injertadas, debido a que habilitan al
hospedero con una respuesta inmunitaria competente. Los sueros
homblogos antilinfociticos eran mas efectivos para proteger a 1los
animales y podlan revertir totalmente el curso de la enfermedad vya
iniciada, por lo cual se propuso que el resultado fatal del sindrome
no estaba caeusado por lesiones irreversibles producidas en 1la
primera fase (14),

Por otro lado la mortalidad de estos grupos de animales se

puede disminuir por la extirpacién del bazo del hospedersc, ya que la

10



mayoria de las celulas i1njertadas se establecen en este organs 1142,
Ademas hay algunos fadrmacos LNMUNOSUPresores para perevenir el
sindrome del desgaste.

El sindrome del desgaste se ha wutilizado como un ensayo &2
lahoratorio para estudiar las diferencias entre dos poblaciones de
células linfoides (14), también como una prueba que permite medir 1a
competencia de los linfocitos T de animales donadores sometidos a
diferentes condiciones expeiimentales (16).

Existen otros medios que pueden inducir un sl ndrome de
desgaste, con manifestaciones clinicas similares al cuadro clasico
que se conoce como sindrome similar al desgaste (runt disease like’.

Algunos métodos que .lo originan son los siguientes:

1) Inoculaciocnes de acetato de cortisal, testosterona o
estrégenos.

2) Timectoml a neonatal.

3) Infeccidén neonatal con: virus como el del polioma y el de 1la
linfocoriomeningitis (LCM).

4) Inoculacien [F de estafilococos ¢ estreptococos del grupo A
muertos (14,17,18).

En cualquiera de los casos anteripres para la induccidn del
sl ndrome semejante al desgaste, se han podidao mitigar los si{ntomas, o
no pr2sentarse, cuando se realiza en ratones libres de ogérmenes o

cuando se les administran antibidticos (1%,20,213. Por el
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contrario el sindrome del desgaste clasico, si se presenta en ratones
libres de gérmenes (20).

Después de la administracién de los productos bacterianos, se
observa una atrofia del timo y bazo, ademis, c2 bha encontrado una
disminucion en el numero de linfocitas y un aumento de los PMN, pero
no hay vartacién en el numero de los monocitoes. Cabe mencionar que
se presenta un aumento en los niveles de IgM que es algo
caracteristico en
el si{ndrome del desgaste.

La mayor!{a de los animales inoculados dentro de las primeras
dos horas después de su nacimiento presentan todos los si ntomas de la
enfermedad experimental (sin discriminacién de sexo), pero la
incidencia de las manifestaciones decrece cuando la primera
inogulacién se aplica después de varias horas de nacideos (22).

A cortinuacién se presenta un resumen de los principales
si ntomas y alteraciones patclédgicas que han sido descritas en
animales con el si{ndrome del desgaste:

1) Dafos corporales.
Inhibicién y disminucién progresiva del crecimiento
Postura encorvada
Adelgazamiento de la piel
Disminucidn de la grasa subcutanea

Alargamiento de orejas y cala



4)

5)

Felo ralo

Microesplacnia y microsomia

DafSos en el teiido linfoide.

Atrofia de mé¢dula osea

Atrofia del timo

Atrofia de ganglios linfaticos

Aumento del tamaffio del bazo

Linfopenia en sangre periférica

Alteraciones glandulares.

Atrofia de tiroides

Desarrollo incompleto de las glandulas salivales
Lesiones en la corteza de las suprarrenales
Degranulacién de las células aciddfilas
Alteraciones sexuales.

Ausencia de caracteres suxuales secundarios en los
de sexo masculina

Espermatogénesis incompleta

Esterilidad en los dos sexos

Otras alteraciones.

Focos de necrosis en el higado

Reduccien del namero y tamaffo de los hepatocitas
Osteoporosis

Desarrollo incompleto de los riffones

animales



Anemia microcitica
Diarreas hemorragicas

La frecuencia con la cual se presantan todas estas
alteraciones, puede variar segun el procedimiento utilizado para
inducir el sindrome, la edad del animal, sexo, etc.

El sindrome del desgaste o tnmunaodeficiencia secundaria
provocado mediante la administracien de productos bacterianos, se
caracteriza por una ztrofia © hipoplasia considerable de varios
érganos linfoides primarios y secundarios. 8in embarqgo 1las
investigaciones publicadas han revelado gue los animales desgastados,
a pesar de la gravedad de las lesiones macroscépicas en el timo, ta:zo
y ganglios 1linfiticos, s&lo tienen deprimida su  respuesta de
anticuerpos cantra antigencs timo depend:entes. Despuss de dos
semanas, el timo delos animales desgastados recupera la imagen
histolégice y el peso narmal (27) y ios ratones continuan su  wvida

en unaforma indistinguible a la de los ratones sanos.

2.2. INMUNOPATOLOGIA DEL SINDROME DEL DESGASTE.

Las lesiones mis importantes se encontraron en la medula dsea,
en los d&rganos linfoides primarios o secundarios y en wvarias
glandulas del sistema enddcrino (17).

Cuando el sindrome del dsegaste fue prnvo:édo madiante la

induccién de una reaccién GvH sistémica, algunos investigadores (24)

14



observaron que los animales presentaban lesiones iamportantes en la
mucpsa del tubo digestive, las cuales fuercn consideradas como  un
dafin indirecto o accidental de la reaccidn. Sin embargo algunas
trabajos mas recieates (25) han demostrado que en el curso de las
reacciones GvH ausmenta 1a produccién de un factor necrosante de
tumores {TNF) caguectina, particularmente cuando los animales se
exponen a las endaotoxinas.

Ademass , se ha cosprovado que la caguectina admipistrada
experieentalmente, puede provocar uns necrosis intestinal en animales
de laboratoria (26). Todas estas observaciones apoyan la idea de
que 2l animal desgastada presenta una prefunda alteracidn de su
control 1pmunolégico sobre ia flora de bacterias comensales
localizadas en el tubo digestivo, cuy0s resultados azenas comienian a
ser explorados a un nivel molecular (27).

Begin algunas autores, que se han ocupado ectensamente de
estudiar las alteraciones del sistoma enddericne de los animales
desgastados (17}, el sindrome cansaiste en la exrresion de wuna
alteracidén en las interrelaciones que normalmente exiztan entre los
gistemas inmunitario y neuro—-enddcrino. For =ssta razédn ha sido tan
amplia la patologl{a encontrada. Se ha considerado que el stndrose
del desgaste viene a ser un modelo de la imteraccién anormal entre el
timo y las diferentes glandulas del sistema endécrino vy qua-el ataque

a la integridad anatémica, el crecimenta, la difcrenciacidn vy las

15



funciones del timo, constituyen un ‘prerrequisito basico para Qque
aparezcan las principales mant festaciones de la enfermedad

experimental.

2.3. EFECTO DE LOS PRODUCTOS BALCTERIANOS SOBRE EL SiSTEMA
INMUNITARID.

La membrana externa de las bacterias OGram nregetivas, es5 una
bicapa lipf dica, asimdtrica Ggus contiene a los LFS, +osfolipidos vy
proteinas (28,27). Esta membrana tiene un papel importante en  la
resistencia de las bacterias cuandc interaccionan con los  factores
defensivos del hospedero y los antibisdticos (30). El LPS esta
ligads a 1a supsrficie de la menbrana externa bacteriana.
Consaiste en ura regidn hidrofadbica conccida come lipido A, enlazade
al oligosatdrido central (core) y a la cadena O especifica (J1,32).

El lipido A pur:ficedo reproduce los cintomas del shock
s¢ptico causado por tacteriaz Gram nregativas en humanos, por 1o
tanto, es el rarc=rsable de ls toxicidad de los LFPS (33}, Estos
aJltimos interactucn con leos componentes celulares y  humorales del
giztama inmunitario e inducen la produccidn v secrecién de las
citocinss que son (os verdaderos responsables de las manifecstaciones
téxicas de las endotoxinas (34,35,36).

Las endotoxinas bacterianas (LPE' tienen efs2ctos bioldgicos

tanto beneficos como tdkicos en los animales suscestibles ya que se

16



ha demostrado que san potentes inmundgencs 7 independientes (31,36),
estimuladores de ciertas subpoblaciones de células T (37}, son
potentes activadores policlonales de los linfocitos B 33,38 vy
pueden actuar como inmunomocduladores de 1a respuesta inmunolégica
hacia otros antigenos (36), estimulan la hematopoyesis vy la

adherencia de PMN (39,40) .Por lo tanto, los LPS aumentan
inespeci ficamente

la resistencia a infecciones, estimulan la actividad anti tumoral de
los fagocitos (34,41) as{ como la expresidn de productos bacterianos

sobre la membrana de las celulas (35,36).

Las endotoxinas son inmundgenos inductores de la stintesis de
IgM, con fluctuaciones ciclicas debidas a 1los mecanismce de
retroalimentacion mediadgs por los anticuerpos (327, San
metabolizados lentamente y permanecen en los tejideos y macrofagos
conservando sus propiedades inmunogénizas (42).

Los pfectos nocivos mAs conocidos de las endotoximas son @ el
dafio celular directo al endctelio, fiebre, activacion de la cascada
de 1la coagulacion, activacién dal sistena del complemento,
hipotensién, hipoglicemia, granulocitopenia, trcmbocitopenia, espasmo
arterial, anoxia, acidosis lactica, edema. degranulacién de ceélulas
cebadas, activacién de la via hexosa monofosfato inhibicidén de 1la
quimiotaxis, generacién y liberacién de radicales del ion super

6xido, libaracién de enzimas hidroliticas, activacién de 1la cascada
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del acido araguiddnico con produccidn de prostaglandinas,tromboxanos
y leucatrienos, coagulacidn intravascular diseminada, agregacisn de
plaquetas. contracci¢en del musculo liso, necrosiz ce piel sangradc
1ntestinal, shock y muerte (32,36,25,42,44,45,494,39,417.

Se ha demostrado que la mayori a de los efectos anteriores no
son producidos directamente por los LFS, sino mis bier se deben a 1z
liberacicen de factores por 155 macré fagas (35,360 .

Tambien se ha visto que algunos componentes de las bacterias
Gram positivas, tienen efectos similares sobre el sistema inmunitario.

El peptido glicano o mureina es un compeonente com:n de todas
las paredes celulares en las eubacterias, principalmente las Gram
positivas, gque interactuan con e! sistema del complementc activandalce
e induciendo algunos sintomas de la enfernedac bacteriana  {(47,48).
Es un activador paoliclonal de linfocites 7 y B (4%) y un 1noundgenc
patente, Sus cubunidades (muramil dipeptido, pentapéptidos,
pentaglicinas) son pirogénicas, producen lesiones inflamatorias en la
piel, son inhibidores de la liberacidén de cintnas y de la quimiotaxis
de PMN, tiencn actividad de inmunoestimulantes, activan macrédfagos vy
aumentan la resistencie inespec! fica a infecciones (47).

La bacteria Gram positiva 5 aureus presenta, ademds del
péptidoglicano, otras sustancias con propiedades bioldgicas : los
dcidos teicoicos, la protelna A, enzimas extra celulares y toxinas.

Los acidos teicoicos saon moderados activadores policlonales de



linfacitos ¥ vy E. Ademés aumentan la guimiotaxis de FPHMN mediada
por complemento (49).

La proteina A es un mitdgens no espect fico de linfocitos Ty B
(50) que puede activar al sictema del! complenmento y aumentar la
quimitaxis de PMN (48), aungue interfiere junto con la cidpsula de

polisacaridos, con la fagocitosis y opsanizacion (47).

2.4. EL ZINC COMD METAL ESENCIAL

El zinc es necesario para el crecimientg normal, la
reproduccion vy 1a supervivencia de lpos animales, Tiene un efecto
bentfico en la reparacian de tejidos y en la cicatrizacién de heridas.

La deficiencia severa de 2inc en los humanos, c=cagicna enanismo
can hipogonadismo. En crasos qenos graves se  puede observar
hipogusia, inapetencia y mala cicatrizacion de las heridas. En
animales (rata vy pollol) se ha observado crecimiento retardado,
deformidades embriararias, lesiones tisulares y muerte (51).

La deficiencia de z2inc se puede dar por un consumo insuficiente
en la dieta o mala absorcidén coma en la acrodermatitis enteropatica
(52).

La falta de zinc en la dieta ocasiona una radpida disminucidén de
su nivel en la sangre.

El zinc es componente esencial de las siguientes enzimas

animales t{entre otras) :
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~Deshidrogenasa lactica
-Fosfatasa algzlina
-Anhidrasa carbsnica
-Procarbosipeptidasa
=Super ¢xido dismutasa

El zinc forma complejos con la insulina e interviene en su
almacenamiento, liberacien y accion (51,520,

El =zinc es indispensable para 1la respuesta tnmunitaria,
interviene con las hormonas timicas responsables de la maduracién vy
diferenciacidn de la linea de los linfocitos T (53).

El zinc es un elemento con propiedades 1nmuncmoduladoras y  Su
presencia en exceso puede ser perjudicial patra el sistema

inmunitario.

2.5. EL ZINC COMO ELEMENTO INMUNOESENCIAL.
(CONSECUENCIAS DE SU DEFICIENCIA)

Diversos estudios en ratones han maostrado que la deficiencia de
2inc ocasiona atrofia del! timo, reduccién en la produccion de
anticuerpos, alteracion en la funcidén de los linfocitos T
cooperadores, depresion en la actividad de las celulas T asesinas y

daffo a las celulas NK (54).
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2.5.1. El zinc y }a respuesta humoral.

La falta de zinc es una de las causas de la inmunodepresidn que
se observa en humanos con desnutricién proteico—calérica (55). La
deficiencia de zinc afecta de una manera muy notoria la respuesta
secundaria de anticuerpos (respuesta de memaria). La deficiencia
de zinc provocada en ratonecs en el perfodo entre el primero y segundd
retos con GRC da lugar a wuna i1nhibicidn notoria en la formacisn de
anticuerpos, asociada a una disminucidén en el mimero de celulas de
memoria en el bazo.

La deficiencia de zinc en ratones NZH, disminuye la incidencia
de autoinmunidad y la gravedad de ésta Cu;ndc se‘presenta. Tanto
una deficiencia de zinc moderada, como severa, establecida antes de

la aparicion de signos de enfermedad bemolf tica autainmune, da lugar

a una menor fracuencia- en la aparicién de anticuerpos
antieritrociticos. En los casos en los que se presenta la
autoinmunidad, se observa una disminucién en el tftulo de
autoanticuerpos IgA, IgM, IgGl, IgG2a, IgG2b (S&). Sin embargo 1la

deficiencia inducida cuado ya ha comenzado 1la produccisén de
autoanticuerpos, es incapaz de disminuir las titulos de anticuerpos
antieritrociticos y las concentraciones totales de IgA, IgM, IlgG1,
IgG2a, 1gG2b, e IgBGS. Esto muestra que 1l1la deficiencia de ‘zinc
afecta los eventos iniciales del establecimiento de una respuesta

humaral autoinmune.
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Una alteracion en el metabolismo del zinc podria ser una de las
causas de la inmuno depresidn que se observa en los ancianos. El
zinc “in witro" (lO_SH) estimula la produccién de anticuerpos por
células de bazo de ratones anciancs, en los gue estd normalmente
reducida. En cambio, su efecto es minimo en celulas de ratones
jovenes.

La distribucién del zinc despu:s de administrarlo a ratones
ancianos, es diferente a la que existe en ratones jovenes. Hay
ademis reportes que indican gque el envejecimiento esti asociado a
alteraciones en los niveles de zinc en la_sangre {S7).

Hay reportes de una reducc:ién en la respuesta a antigenos T
dependientes y T independientes y disminucién en la afinidad de los
anticuerpos producidos ante su antfgeno. Se ha reportado tambien,
en la deficiencia de zinc, wuna inhibicién de 1la respussta a un
ant{gens T dependiente, con recuperacién en esta regpuesta al
readministrar el zinc y una disminucién en el numerc de CFA, asociada
a una alteracién en las cantidades relativas de las distintas

inmunoglobulinas en el suero (58).

2.5.2. El zinc y la respuesta celular.
Algunos estudios de la deficiencia de =zinc, reportan efectos
como los siquientes : linfocitopenia e infecciones recurrentes en

humanos, disminucién en el namero de células en el baco, menor



crecimiento de este 6érgano y timo, reduccidn en la cuenta
leucocitaria en ratones deficientes durante el periodo posnatal,
linfopenia con un aumento en la proporcién de células

T supresoras, disminucién en la proporcisn de cooperadoras. Se ha
observado que en los ancianos, al aumentar el contenido de zinc en la
dieta, hay un aumento en el numero de linfocitos circulantes y una

estimulacion en las reaccionews de hipersensibilidad retardada (58).

2.5.3. El zinc y la citotoxicidad mediada por células.

La induccidén de la deficiencia de zinc en ratones Balb/c da
lugar a una anulacién en la respuesta citotexica a la inoculacidén de
células tumorales. Sin embargo, la deficiencia de zinc afecta el
crecimiento tumaral (independiente de sus efectos sobre el sistema
inmunitario), lo que podrie ser la causa de al menos una parte de la
reduccidn en la recpuesta citotéxica, aunque la inhibicién inducida

por la falta de zinc en el desarrollo de tumores es total.

2.5.4. El zinc y la proliferacién de linfocitos.
La mayoria de los estudios reportan que la falta de zinc in

vivo o in vitro ocasiona una inhibicién en la respuesta proliferativa

a mitégenos. Sin embargo algunos pocos estudios han encontrado que
la deficiencia de zinc en animales de laboratorio no afecta 1la

respuesta proliferativa a mitégenos.
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Se2 ha observado una baja respuesta proliferativa a mitdgenos,
en linfocitos de pacientes con acrogermatitis enteropatica
(enfermedad gemetica de mala absorcidn de zinz), corregikle mediante

la adicion de zinc en la dieta.

2.5.5. E! zinc y los mediadores solubles de la inmunidad.

El zinc es un cofactor esencial de la hormona timica o FTE
(59). La falte de rinc en 1la dieta de ratones, ocasiona una
disminucidn marcada en los niveles séricos de este péptido. ta
timulina (l1lamada FTS) es un péptido producido por las ceéelulas
epiteliales del timo, su actividag bialngca @sta ligada a 1la
presencia del cinc. La hormona iunto con el metal, induce 1la
diferenciacisn de celulas T y mejora su funcionamiento (60).

La dismunucidn en los niveles del FTS es paralela a una
reduccion en el numerco de células de bazo formadoras de rosetag €, es
decir una disminucidn en el mimero de celulas T (&1). La
disminucidn en los niveles de la hormona timica podria ser la causa
de la atrofia timica y de las alteraciones en el mumeroc y las
funciones de las ce¢lulas T, en la deficiencia de zinc.

Normalmente, las células mononucleares de sangre periférica de
pacientes Mantoux-positivos praoducen LIF al ser estimuladas con FPD.
La presencia de fenantrolina (agente quelante del zinc) in wvitro,

durante todo el tiempo de cultivo, disminuye o anula la produccidén de



LIF, estimvlams por el FED. Cuanco la produccitn de este factor es

estimulada par FHA {estimulo 1nespect fi1cc), la adic:dn de

fenantroline no tiene ningun efecto. pueds producir €1 Mmizmo

efecto 1nhibitoric eliminando @ los eacrdfagos del cultive, Como
explicacisn a estos resultados, se piensa que la falta de zinc altera
proceess posteriores a los eventos i1niciales ce la  activacisn  {ous
son accntecimientos asociades a la membrana) y gue posibiemente en 12
deficiencia de zinc se o+ un blogqueo en galgun producte de los

monocitos estimulados. Se ha evaluadsy tambien 1la capacidad dei

zinc de regular in witrg la produccién y la actividad de otras

linfocinas, como la IL-2 y la IL-4.

2.5.6. El zinz y las células fagoclticas.
La falta de zinc tiene un efecto preferencial sobre las celulas
fagocl ticas inmaduras de la sangre y £1 bazo, mientras que no afecta

a las celulas maduras peritoneales.

El =zinc es también un posible agente aoduladar de la
diferenciacidn celular e inhibidor de los monacitos, en
cancentraciones normales {42y, Hay una menor respuesta

quimiotiactica (medida con la camara de Bayden utilizando endotoxina

de E coli. como gquimioatrayente) y una disminucién en la capacidad de

fagocitar C. albicans.por los PMN de la sangre de monos
Rhesus que han estado deficientes en zinc durante el periodo de

desarrollo de su sistema inmunitario.
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2.4&. REVERSIDILIDAD DE LOS EFEZTOS DE LA DEFICIENCIA DE ZINC.
En muchos casos se reparta que hay Uuna restaurazién de las
funciones del sistema itnmunitario despuds de reincorporar el zinc a
la dieta (58,43), pero la deficiencia de <inc puede ocasionar

alteraciones diftciles de revertir.

2.7. ALGUNAS POSIBLES CAUEAS DE LA INMUNODEPFESIDN POR
DEFICIENCIA DE ZINC.

Se bha propuesto que un aumento de los niveles de los
corticoesteroides en la sangre, sea la causa de la inmunodepresion en
la deficiencia de zinc, pero algunos estudios muestran que este
fendmeno no es 1mportante. La deficiencia de zinc en ratones
pcasiona una reduccién en  las  funciaones de las células T
cooperadoras, paralela a un aumento en los niveles plasmaticos de
los corticoestercides. Se piensa que la defiziencia de =zinc
estimula el eje hipotalamo-hipdfisis-carteza suprarrenal. Sin
embargo, al adrenalectomizar a los ratones deficientes en zinc, para
disminuir los niveles de los corticoesteroides, no se logra una
recuperacion notoria de funciones de c¢élulas T. Los ratones
deficientes en zinc adrenalectomizados, presentan solo una mejoria

parcial en la respuesta humoral a eritrocitos de carnero (58,59).
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2.8. ONTOGENESIS-ENVEJECIMIENTO-DIABETES.

El sistema innunitario es espzscialmente sensible a la
deficiencia de zing durante su desarrollo, (3 Fraker (S8)mencicona
estudios que muestran alteraciones graves en el sistema inmunitario
en ratones que han sufrido falta de zinc durante 1la gestacidn,
lactancia o las primeras horas de wvida. Estas alteraciones
incluyen desorden de las cantidades relativas de las inmunocglobulinas
(ausencia de IgM, 1962a, IgA, y niveles elevados de IgGl), cuenta
leucocitaria disminuida, baja respuesta de anticuerpos e inhibicién
en el crecimiento del bazo y timo. Este uwitimo efecto no se
revierte al aumentar el consumo de zinc Eﬁ los neonatos afectados.

El papel del zinc en la respuesta inmunitaria se ha estudiado
también en relacidn con el envelecimiento y la diabetes. En los
ancianos se observan frecuentemente estados de inmunodepresidén. En
humanos se observa gue la administracién diaria de zinc, durante un
mes, estimula la respuesta humoral Yy celular en ancianos
aparentemente sanos, sin embargo, no se ha evaluado el estado
nutricional del zinc antes de la suplementacién, por 1lo que es
diffcil atribuir el estimulo a un aumento en los niveles del zinc, en
el organisma (58).

€1 posible papel del zinc en la inmunodepresién que se observa
en leos individuns con diabetes, es menps claro. Se han reportado

anarmalidades en las funciones del sistema inmunitario en ratones con
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diabetes genttica. También en ratones diabéticaos se han encontrado
niveles séricos de zinc bajos y, un aumento en la excrecién urinaria

de este elemento.

2.9, EL ZINC COMO INMUNOMODULADOR.
El zinc puede alterar o regular diversas funciones del sistena
inmunitario, segun se ha visto en estudios que presentan

concentraciones normales y elevadas de este metal in vivo e in vitro.

2.9.1. Fagocitosis y liberacién de histamina.

El zinc presente, normalmente en la sangre es posiblemente un
factor importante en la regulacidn de funciones como la fagocitosis,
lisis intracelular y la liberacié¢n de histamina.

El zinc y la colchicina, ambas inhibidores de la liberacidén de
la histamina, no tienen efectos aditivos y el d&xidoe de dsuterio
previene el efecto del zinc. Ademas , el zinc en presencia de
calcio, muestra una curva dosis-respuesta indicativa de inhibicién
competitiva.

El zinc no afecta la primera fase de 1la liberacién de la
histamina (fase no dependiente del calcio), sino la segunda (fase
dependiente del calcio). Las concentraciones capaces de ejercer
este efecto, son concentraciones alrededor de 1las coacentraciones

fisiolégicas (64).
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Se ha reportado una inhibicién en la capacidad fagocltica de
macréfagos de ratén, debida a la administracidén de zinc en exceso
(54). En las células adherentes de sangre periférica de ratones
déFicientes en zinc hay un aumento en la expresion de receptores para

complementa y Fc. Esto muestra que posiblemente las concentraciones

normales de zinc in vivo tengan un papel, regulando las funciones vy

la diferenciacion de los monocites (62).

2.9.2. Proliferacisn de linfocitos.
El zinc {Zn 2+) puede tener actividad mitogénita. El Zn 2+

in vitro (1D uM), es capaz de inducir la proliferacién de linfocitos

de hamsters, aumentando la respuesta a LPS. En cambio no afecta la
respuesta a Con A. Concentraciones mayores (50 pM) inhiben 1la
respuesta a mitdgenos en células del bazo y de ndduleos linfaticos
{65). Las celulas estimuladas a proliferar por el zinc (en susencia

de otros mitégenos) son principalmente linfocitos 7.

2.9.3. Sintesis y liberacidn de citocinas.

lLa deficiencia in vitro de zinc ocasiona upa disminucién en la

produccidn de LIF, en linfocitos humanos. Esta inhibicidén es
reversible por la adicién de zinc.
£l zinc en concentraciones de 10_6 a 10_4 M inhibe notoriamente

la produccien de MIF, en linfocitos de cobayo estimulados por
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ovalbumina, antigeno al que estos cobaycs han sido previanente
inmunizados (66).

Por otra parte. €1 zinc es capac de inducir la proliferaciéon vy
la produccion de IL-2, ademis de aumentar el rimero de c¢élulas con
receptores para IL-2 en el bazo. La proliferacién inducida por el
zinc es abatida al afiadir anticuerpos anti 11-2 y anti interferon
Los resultados con una linea dependiente de IL-2 sugiaren que &@ 2:1nc
no modula la capacidad de la IL-2 de unirse a un receptor, mientras

que los otros resultados sugieren que la activacién de linfocitos por

el zinc es un fendmeno dependiente de la ILfZ y el y IF (&7).

2.10. ALBGUNAS CONSECUENCIAS DEL EXCESO DE ZINC.
No s¢lo la deficiencia del zinc es perjudicial para €l sistema
inmunitario, el excesc de este elemento en el organismo también
altera la respuesta inmunitaria. Esto se puede observar en las

células NK,

S 4

El zinc in yitro (7.6x10 " M a 6.1x10 ' M) disminuye en forma

proportional a la concentracién, la actividad de NK de células de
bazo y células peritoneales de ratén, evaluada con lisis de células
de linfoma marcadas con Crsl.

‘Se ha visto en diversos estudios que el exceso de zinc es capa:z
de afectar los distintos tipos de toxicidad mediada por céelulas (NK vy

T) v el desarrollc ontogenico del sistema inmunitario. La adicisén
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de altas cantidades d= cinc @ la dieta (200 ppm) durante un periodo
que comprerde la gestacion, la lactancia y wun tismpo despudés del
destete o curante la lactancia y el periodo postdestete, ocesiocna
una disminucidn en el nemero de CFA.

Se han encontrado casos de intoxicacion, como  resultado de
guardar alimentos o bebidas en recipientes galvanirados. Los
sintomas que presentan los individuos intoxicados son @ Nauseas,
vémito, calambres abdominales y diarreas, frecuentemente con sangre
(63) .

Un caso reportado, indica que una mujer que recibid 440-660 mg
ZnSDA (110-116 mg Zn) diariamente durante di¢s meses. desarrolld  una
deficiencia de cobre con anemia y neutropenia. Por otra parte, los
resultados de personas gue fueron tratadas durante se:s semanss, n0o
presentaron la deficiencia de cobre (68).

Otros reportes de la ingestidn de 2inc @ una coneentracién de
100 & 300 mg diarios, incluyen alteraciones en la respuesta inmune y
en los perfiles lipidicos de la sangre.

Cuando once voluntarios recibieron 300 mg de zinc diarios
durante seis semanas, la funcién inmune se deprimid severamente en
comparacisén a cuando se administraron dosis de 100 amg diarios,
durante tres meses. Los once voluntarios que recibieron 300 ag de
zinc diarios, presentaron un aumento de LDL y una disminucidn de HBDL

{68) .
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2.11. OTROS EFECTOS DEL ZINC.

Se ha estudiado el papel del zinc coma agente protector de 1la
inmunotoxicidad de otros elementos.

£n ratones, la administracién de zinc evita el aumento en =1
numero de células de bazo formadoras de anticuerpos, el aumento en la
respuesta a mitégenos y el desbalance en las subpoblaciones de
linfocitos T se presentan al administrar cadmio en forma crdnica {9,

E]l zinc ademic presenta un efecto inhibitoric aditive al del
cadmio (70). Se propone como mecanismo de accidn, un efocto
competitivo del zinc con el cadmio por sitios de union en praoteinas
de las células involucradas.

Por ultimo, e! zinc no antagoniza notablemente con el niguel en
su efecto inhibitorio de las células HNK. cuando ambos son

administrados paralelamente a rataones (71),
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CAPITULO. . 5. . - MATERIAL Y METODOS

3.1. MATERIAL
a) Bacterias

Se utilizéd una cepa de Staphylococcus aureus que se obtuve

del Cepario del Departamento de FBiologta de la Facultad de Guimica vy
se cultivd en BHI, a 37°C en agitacién constante durante 18 horas.
Las bacterias s5e lavaron tres veces con 21294 estéril,
Fosteriormente se inactive por calor & 121°C v 1% 1b de presion
durante 20 minutos. Los estafilococos se recolectaron peor
centrifugacién y finalmente se ajustaron nefelométricamente a una
concentracion de 5!109 bacterias/ml de SSI. La suspensién se

o
conservé a una temperatura de 4 C hasta el momento de su uso.

b) Animales

Se utilizaron 1276 ratones CD1 recien nacidos, 1los cuales
permanecieron durante toda la investigacien baja condiciones
convencionales.

Cada camada se mantuvo con la madre durante las tres primeras
semanas de vida. Al destete, los animales se alimentaron ad libitum

con purina y agua.
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) Gléobulos rojes de carnero (GRC)

La sangre de carnero se obtuvo en el Bioterio de la Facultad de
Veterinaria. Esta sangre se obtiene en condiciones de esterilidad
y se mezcla con solucidn anticoagulante de ALSEVER. En e! momento
de su uso, los GRC se preparan por centrifugacidn, y se lavan tres
veces con SSI y se resuspenden en la misma solucién, hasta ajustar la

concentracien y la cantidad requerida.

d) Camplemento

Se abtuvo un posl de suero de ccobayes (85 aproximadamente)
donados por el Bioterio del Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias ( INEF). Este suero se separd en wviales con
volumenes de S ml cada unp y se conserve a ~72°9C, hasta el momento de
Su uso.

El suero con el gque se trabaj¢ durante toda 1la investigacien,

perteneci¢ al lote obtenido el dia 27 de Junio de 1990.

e) Acetato de zinc
Se utilizé acetato de zinc granular, marca Mallinckraodt
perteneciente al lote 8740 KCJIR.

Férmula: Zn(C2 H3 02)2 "2H20
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T.2. DISERO DEL EYPERIMENTQ

Los ratcnes CD1 fuercn separados al azar en varios grupos con
el fin de estudiar el efecto de dos variables y la combinazisn de las
mismas sobre su capacidad de sintetirar anticuerpos. tas dos
variables fueron: la inoculacién IP de productos bacterianos y el
tratamiento con acetato de zinc. Para confirmar los efectos de la
primera variable, desde el momento de su nacimiento los animalec
fueron separados en tres grupos y, antes de cumplir dos horas de
nacidos, comenzaren a recibir, cada tercer cdla y durante cuatro
semanas, una serie de inyecciones IF de acuerdo a 1la modificacién
propuesta al esquema de EKSTEDT. Un grupo de ratones recibid
inyecciones IP de 0.1 ml de una suspensién de estafilococos
inactivados y ajustados a una concentracidén de 53109 células/ml; los
animales del otro grupo solo recibieron inyecciones IP de S5SI vy,
finalmente, los rateones del tercer grupo no fueron inyectados.
Para conocer los efectos de la segunda variable, las animales de los
dos primeros grupos fueron separados en tres subgrupos cada ung,
seqgan fueran o no a recibir 2.5 ¢ 10 mg de acetato de zinc diluido en
SS1,en una dosis IP cada tercer dia durante cuatro semanas. De
cste modo se formaron siete grupos de ratones cuyas condiciones

experimentales se describen a continuacion.
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GRUPT INDCULACIONES TRATAMIENTO CON
Had ACETATO DE ZINC

{mgsdi)

ct (G t -~

I ESTAF1ILOCOCOS [ |

11 ESTAFIL.OCOCOS 2.5

111 ESTAFILOCDCDS 10.0

v 551 [ ]

v S51 2.5

VI SSI 10.0

c* ( GRUPQ CONTROL )
Una vez terminadas las inoculaciocnes, se dej¢ descansar

ratones de tres a cuatro dias

de GRC y finalmente,

formadoras de anticuerpos anti-GRC.

3.3, TECNICAS

, para inocularlos con una

3.3.1. Induccidn del sindrome del desgaste

La enfermedad experimental

fue praovocade en ratones

sola

a los

dosis

cinco clas despuéds realizar el contea de células
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nacidos. Los animales seleccionados tentian menos de dos horas de
edad cuando comenzaron a8 recibir por via IF 0.1 ml de la suspensidn
de estafilococos muertos. Esta dosis se repiti¢ cada tercer dia
durante cuatro semanas.

3.3.2. Administracién del acetato de zinc

Se prepararon dos soluciones de acetato de =zinc a una
concentracién de 2.5 y 10 mg/dl en SSI esteril. Las soluciones
fueron administradas a los ratones de dos grupos problema (que
recibian las inyecciones de estafilococos) y también a los animales
de dos grupos control (que solo habt an recibido SSI por via IP).

Otros tres grupos de ratones (inyectados con estafilococos, SS1
y el grupo control) no recibieron ninguna dosis del elemento traza.
De este modo, cada animal recibid, por via IP y cada tercer dla, un
volumen de ©0.f ml de la solucidn correspondiente a su grupo
experimental. El ciclo de inoculaciones de acetato de :zinc, se
prolongd durante cuatro semanas y fu® aplicado al mismo tiempo que
las dosis de estafilococos, desde el dia del nacimiento de cada

animal.

3.3.3. Inmunizacién de los animales
Al final de 1los experimentos, todos los ratones fueron
inmunizados IP con una sola dosis te una-suspensién de GRC al 15% en

85I (esta inmunizacién no debe pasar de cinco dias despues de la
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dltima inoculacion de su correspondiente variaktle).

3.3%3.4. Cuenta de células farmadoras de anticuerpos

Cinco dtas despues de la inmunizacidn, los ratones fueron
cacrificados por dislocacisn cervical y se procedié a la extraccién
del bazo de cada wuno de ellos para preparar las respectivas
suspensiones de céelulas esplénicas que sirvieran para contar las
cantidades de linfocitos que formaban anticuerpos anti-GRC. El
procedimiento utilizado fué la modificaciédn de Cupningham (72) a 1la
técnica propuesta inicialmente por Jerne (73). Los linfocites de!l
bazo fueron suspendidos en solucidn de Hank fria y ajustados a 5!106
colulas viables/ml. Posteriormente se mezcleron 3063 gl de la
suspensién celular ajustada, mas 400 gl de suero de cobayo, adsorbido
con GRC y diluldo 1:10 en solucién de Hank mas 200 4l de una
suspensison de GRC al 8% en solucién de Hank. Con esta mezcla se
llenaron las cAmaras, que luego, de sellarlas con parafina, fueron
incubadas durante una hora a 37°C. Con una lampara se conté el
namera de halos de hemdlisis presentes en la placa, esta cifra se
ajusté como la cantidad de linficitos formadores de placas
hemallticas/ltlo6 células esplénicas, tomando en cuenta que cada 200

H1l de la mezcla, contentan 0.4:106 células espléenicas.
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3.3.5. Andlisis estadistico

Se utilizd una prueba de varianza (74) para calcular el graco
de significancia estadistica de las diferencias entre las cantidades
de células formadoras de anticuerpos (CFA) encontradas en cada grupo

experimental.
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CAPITULO. 4, RESULTADOS.

4.1, CRECIMIENTOD DE LOS RATONES

Los ratones del grupo ! (inoculados con estafilococos muertos)
presentaron un retraso en el crecimiento. Estos ratones no
aumentaron de pesao como los del grupo C (controil) y los del grupo IV
{inoculados con $31 esteril). En la grafica mimern 1 se presents
la diferencia promedio de los pesos obtenidos durante lac cuatro
semanas de inoculacién, Al  final de las cuatro semanas, los
ratones 1noculados con estafilococos, pesaban en promedio, un 30.7%
menos que los ratones del grupo control.

Los ratones del grupo IV (inoculados con SS1 esteril)
presentaron una baja del 8.3% de peso en comparacién a los ratones
del grupo C (contral).

Los animales inoculados con estafilococos muertas presentaron
las otras caracteristicas clisicas de 1la enfermedad: debilidad
generalizada y postura encorvada. En este grupo de animales huba
una mayor mortalidad, que en los otros grupos.

Los ratones del grupo V (inoculados con acetatoc de zinc 2.5
mg/dl) y los del grupo Il (inocculados con una mezcla de acetato de
zinc 2.5 mg/dl y una suspension de estafilococos muertos) crecieron a

una tasa similar a los ratones del grupo C (control), ya que estos
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s4lp perdieron un 5.7 y un 30.2Y% en peso respectivamente. Estos
dos grupos de ratones no sufrieron ningan cambio fisico. La tasa
de mortalidad de estos grupos fué igual peroc sin ser elevada, la
diferencia de peso de estos dos grupos, se puede ohbhservar en la
grafica rmimera 2.

l.os animales del grupo VI (inoculados con acetato de zinc 10
mg/dl) y los del grupo IIl (i1noculados con una mezcla de acetato de
zinc 10 mg/dl y una suspensién de estafilococos muertos), crecieron a
una tasa mds lenta y se observd una pérdida de peso del 9.7 y 17.4%
respectivamente. En estos dos grupos de anmimales, algunos
presentaron un desgaste flsico, otros mis no sdlo tenian disminutdo
su peso y tamafio sino que llegaron a presentar los «lntomas del
sindrome del desgaste: pastura encorvada y debilidad generalizada.

L.a diferencia de pesos se puede observar en la grafica numero 3.

4.2. RESPUESTA INMUNDLOGICA

t.os ratones del grupo I (inoculados con estafilococos muertos)
deprimieron significativamente su capacidad de producir anticuerpos
anti-GRC. Presentaron una franca disminucién de la respuesta
humoral hacia los GRC respecto a los ratones del grupo C {contraol? vy
los ratones del grupo IV tinoculados con 85I estéril).

&

Los valores de la media fueron de 11 CFAZIO0 linfocitos

esplénicos de los ratones del grupo I, mientras que en el grupo C, la
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media fue de 492 CFA/IO6 linfocitos esplénicos, ¥y en el grupo IV la

madia fue de 418.2 CFA/IOb linfocitos esolénicos.

Los animales del grupo V (inoculados con acetatoc de zinc 2.5
mg/dl) presentaron un aumento considerable en la formacién de CFA,
los linfocitos productares de anticuerpos se elevaron hasta 1049
por millén,

En los animales del grupo !I (inoculades con una mezcla de
acetato de zinc 2.5 mg/dl y una suspensidn de estafilococos muertos)
se observé un aumento significativo del n¢mero de CFA. Los
linfocitos productores de anticuerpos se elevaron hasta 78BS por
millén, contra valores de 11 CFA/IO6 linfocitos esplénicos de los
animales del grupo 1.

Los animales que recibieron un exceso de zinc, grupos 11l y VI
{inoculados con una mezcla de una suspensién de>estanlocccns muertos
y acetato de zinc 10 mg/dl, y los que se inocularon unicamente con
acetato de ~inc 10 mg/dl respectivamente) presentarin una depresion
de la respuesta contra GRC. lLLa media del grupo III fue de 142

CFA/IO6 linfocitaos esplénicos y la del grupc VI fue de 68 CFG/IO6

linfocitos esplénicos. En la tabla numero 1 se muestra de una
manera simplificada los resyltados obtenidos durante la
investagacién. La tabla ntmero 2 presenta los resultades del
andlisis de varianza. Las graficas 4,5 y & muestran de una manera

ilustrativa, las diferencias que existen en la produccién de CFA %

106 cé¢lulas esplénicas de los diferentes grupos analizados.

42



GRUFO INDEULACION ZINC N CFA/is 10® DS P
mg/dl X
C { - - 19 490. 6 B85.34 (=)

1 5. aureus =) 20 10.9 4,03 <<0.01
I 5. aureus 2.5 18 843.5 124.33 <0,.04
III 5. aureus 10 20 57.7 24.91 <<0.01
v SS1 (=) 17 418.6 45,04 0.2
v 551 2.5 12 1049.4 132.30 £0.01
Vi 551 10 20 141.8 8%.50 <Q.05

C (GRUPO CONTROL)

Tabla (.- Contenido de CFA/lthél de 1linfocitos esplénicos,

expresados como la media () Yy su correspondiente desviacién estandar
( DS ), en cada uno de los siete grupos experimentales. N equivale
al nomero de animales para cada grupo. El valor de P se obtuvo por

un anilisis de varianza.
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FUENTE DE GRADOS SUMA DE SUMA DE IMEDIAS DE F F

VARIACION DE CUADRADOS § CUARDRADDS | CUADRADODS
LIBERTAD AJUSTADA
INGCIR.ACION 2 2115131 2255075 1127538 {82.16 <0001
Ir
TRATAMIENTO 2 15242548) 15242548) 7621274 |555.31]<<0.001
CON ZINC
TOTAL 132 19114390

Tabla 2.~ Resultados del anilisis de varianza segUn programa
GLM (modelo lineal general) incluido en el sistema MINITAB, 7.1,

para el andlisis estadistico de datos por computadora (74).
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PESO (gramos)
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GRUPOS

Grafica memero f.-
Peso promedio al final del experimento de los ratones

incluidos en los grupos G, IV y 1

© Grupo C (control}

Grupo 1V (SSI)
Grupo 1 { S aureus }
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PESO (gramos)

GRUPOS

Grafica mamero 2.-

Peso promedioc al final del
incluidos en los grupos C, V vy 11,
Grupo C (control)

Grupo V {(Zn 2.Saqg)

Grupo II (Zn 2.95mg/S aureus)

experimento, de los ratones
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PESO (gramos)

Grafica mmero 3.~
fPesa promedio al final
incluidos en los grupos C, VI y 113

del experimento de los ratones

Grupo C {contral)
Grupo VI (Zn 10mg}
Grupe 111 (In 10mg/§ aureus)
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CFA x MILLON

1 i 1]
RATONES DESGASTADOS

Grafica rmamero 4.-

Cantidades promedio de linfocitos formadores de
(CFA), por cada millén de células esplénicas, en

anticuerpos
los ratanes

desgastados de los grupos I, 11, Il y del grupa control

(C) de ratones sanos

Grupo € (control}

Grupo 1 (S aureus)

Grupo I1 (Zn 2.5mg/S aureus)
Grupo 111 (Zn 10mg/S aureus)
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CFAx MILLON

RATONES SANOS

Grafica namero 5.-

Cantidades promedio de linfocitos formadores de anticuerpos
(CFA) por cada millén de células esplénicas, en los ratones
sanos de los grupos IV, V, VI v del grupc contral (C)

Grupo C {(control)

Grupo IV (ESD)

Grupo V {(Zn 2.5mqg)

Grupa VI (In 10mg)
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CFA x MILLON

RATONES TRATADOS CON ZINC

Grafica namero 6.~

Cantidades promedio de linfocitos formadores de anticuerpos
(CFA) por cada millon de células esplénicas, en los ratones
sanos y desgastados que recibieron 2.5 ¢ 10mg de acetato de
zinc. A un lado de 1a grafica se presentan los valores
promedio de los ratones de los grupos II y V gue recibieron
2.5mg de zinc. Mientras que del otro 1lado de la grafica
estan los valores gromedio de los ratones de los grupos III
y VI que recibieron 10mg de zinc. Se puede apreciar gue,
independientemente de su condicidén de animales sanos o
desgastados, los ratones respondieron en una forma
completamente diferente cuando recibieron una u otra dosis
del elemento traza.

Grupo 1! (Zn 2.5mg/S aureus),brupo V (In 2.5mg), Grupo 111
(Zn 10mg/S aureus) y Grupo VI (Zn 10mg).




CAFITULO. 5. DISCUSION.

tas inyecciones IP de estafilococos ﬁuertos vy la aparicion del
sindrome del desgaste, provccaron alteraciones significativas de 1lcs
mecanismos inmunolégicos que controlan la produccidn de anticuerpos.
Mientras estuvo presente la enfermedad experimental, disminuyds la
cantidad de linfocitos esplénicos que formaban placas hemoll ticas
(CFA) después de una inmunizacion IP con GRC.

Los ratones desgastados presentaron un retraso significativo en
su desarrollo, de tal modo que al final del experimento, pesaban un
30.7% menos que los animales sanos del grupo control.

La perdida de pesc se atribuye a la anorexia de 1los animales
desgastados, los cuales disminuyeron 1la ingesta del alimento que

siempre les fue administrada ad libitum (purina).

Canforme
aumentaba la serie de inyecciones con la suspensién de estafilococos
muertos, se obserwd gue se acertuaban los signos y sintomas del
desgaste, entre 1los cuales destacaron el aletargamiento, la
indiferencia ante estimulos leves y pérdida del apetito. Durante
la lactancia (tres semanas), todas estas manifestaciones se

presentaron en una forma atenuada, probablemente por la cercania de
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la madre que presentaba un; fuente de aliments faciiments alcanczable.
La grafica numero uno, muestra la diferencia en peso promedio que
eriste entre el grupo control y 1los inoculados con estafilocccos
muertos.

Fué evidente gque los animales inyectados con estafilococos,
disminuyerocn su ingesta de alimentos y que; cemo una consecuencia, al
final de las inoculacicnes presentaban un franco cuadro clinico de
desnutricién avanzada.

Tedricamente, la perdida de pesc pudo estar influida por otros
factores. Paor ejemplo, la activacion de los macrofagos
peritoneales por los productos de los estafilococos, pudo haber
estimulado la liberacién de IL-1 y caquectina durante un lapso
prolongada.

Debido a que la desnutricion provoca una inmunodeficiencia
secundaria que ha sido reconocida y estudiada extensamente (75), fue
necesario considerar la posibilidad de que los animales desgastados
se encontraran inmunodeficientes por su desnutricidn y no por las
inyecciones IP de estafilococes (22). Por atra parte, fue
necesario tomar en cuenta la influencia del “stress"” sobre la
alimeptacion y el grade de desnutricién (7&), aunque el uso de
ratones control inyectados con 5SI estéril permitié comprobar que los
efectos de é¢ste yltimo factor, no fueron significativos.

En la grafica nGmero uno se muestra la ligera pérdida de peso

(4]
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en promedio, del B.3J% en relacién al grupo contrel, que sufren los
ratones inoculados con S51 esteril, Ests ligera perd:ds de p23o g2
atribuye al “"stress" ocasionado por las inoculaciones con SS1  qgus
recibieran cada tercer dia y durante cuatro semanas, Juntamante con
la manipulacién a la cual fueron sometidos, ya que en este grupo de
ratones no se observa falta de apetito ni élteraciones fisicas (pelc
erizado, encorvamiento, diarrea, etc).

Este grupo de ratones puede ser considerado como un  segundo
control, ya que la SSI estéril, no altera la funcién fisiologica del
organismo.

La bibliografia consultada, ha reveladoc que 1la desnutricidn,
provoca una atrofia del timo tantoen niffos, como en animales o=
experimentacisén (77), la cual, s parecida a la de nuestros animalec

desgastados (78).

En lo que se refiere a la depresi¢n inmunolegica del grupo de
ratones inoculados con estafilococos muertos. respecto a los ratdnes
del grupo control (grupo C) y los ipoculados con SSI esteril {grupo
IV}, se puede observar en la tabla nimero uno la gran diversidad que
existe entre las cantidades de CFR/llIO6 ligFocitDs esplénicos.
Esta depresién inmunolégica se puede explicar de acuerdo a la forma
en la cual se ocasiond el sindrome del desgaste.

En este trabajo la enfermedad del desgaste fue provocada por

una serie de inoculaciones IP de estafilococos muertos.



Fosteriaormente leos animales fueron inmunizados con una suspension  ds=
GF d= carnero. Los resultados revelaron una depreszidn d2 1la
respuesta humoral. Desde un punto de vista Tebriso,
esteabatimiento de la respuesia i1nmunmitaria humoral de los animaies
desgastados se puede explicar por varios mecanismcs.

1) Los estafilococos inyectades durante cuatrs semanas pueder
saturar ia capacidad fagoctitica de los macrdfagos peritoneales y, par
consiguiente deprimir sus funciones como células presentadoras  de
antigenos, en una forma similar al bloques despuws de ‘inysctar
cartsn, particulas inertes de latex o stlica (79).

Por otra parte, también =e deben tener en cuanta otraos
erperimentos que logran facilitar la respuecta de anticuerpos
med:ante 1a inyeccién de varias suspensiones de bacteries (80) o de
sus productos (B81).

2) Es posible que ocurriera una competencia antigénica entre
los estafilococos y los GRC, similar a la encontrada por FRadovich vy
Talmage (82) cuando, con cuatro dtas de intervalo utilizaron
eritrocitos de caballa y de carnero para inmunizar un grupo ce
ratones. La disminucién de la respuesta de anticuerpos conktra los
antigenos del segundo inmondgeno ha sido explicada mediante varias
teortas (83). Sin embargo, en el caso de los ratones desgastados,
la competencia antigénica no permite explicar todo el conjunto de

sintomas y signos que han sido encontrados en los animales
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experimenteles,

3) Algunecs productos bacterianos son estimulsantes de la

actividad de locg linfocites T suprescres (84), En otros  €ascs
ha comprobaco que la fagocitosis de ciertos parasitos bloques la
capacidad de los macréfagas para liberar IL-1 y anula la estimulacidén
de celulas T colaboradoras necssarias para una buena respuesta
humoral (E32. Es evidente que existen diversos factores,
tacterianos o no, qQue pueden trastornar la modulacion de la respuesta
inmunitaria o proveocar upa depresion transitoria en 1a sintesis de
anticuerpos.

Ningurse de estas posibilidades fue explorads en el curso del
presente trabajo dabido a gque su estudic no fFormaba parte de las
obietivos. Sin embargo, a todoc 1o largo de los diferentes
experimentos, se tuve presente gue cualguiera de elias podsia suprimir
transitoriamente la respuesta de anticuerpos, tal y como fue
ohservado on el grupo de ratones desgastados. Conviena tener
presente que, hasta ahora, todavia no se han aclarado las bases
moleculares de los mecanismos que participan en 1a induccion del
desgaste.

ftos animales del grupe I (incculados con estafilococos muertos)
presentaron un desgaste notoria, en parte debido a la anorexia de lbos
ratones. Esta disminucidén en la ingesta de alimentos provocd una

desnutricisn, posiblemente proteico-calérica, en la cual seg observa
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una disminucion de las concentraciones séricas y tisulares del " zinc,
la deficiencia de este elemento traza afecta de upa manera muy
notoria la respuesta secundaria de anticuerpos {respuesta de
memorial.,

La deficiencia de zinc provocada en ratones durante el periodo
comprendido entre el primera y segundo ret(:;s con GRC, da lugar a una
inhibicidn notoria en la formacién de anticuerpos. asociada a una
disminucién en el mtmero de células de memoria en el bazo.

La administracién de varias dosis de acetato de zing a wuna
concentracién de 2.5 mg/dl, dié origen a una produccidén muy elevada
de CFA/lth6 linfocitos esplénicos y a un crecimiento normal de los
animales. Estos dos acontecimientos fueron cobservados tanto en el
grupo de ratones inoculadas solamente con zinc, asi come los
inoculados con una mezcla de la suspension de estafilococos y zinc
{en este ultimo se observa una pérdida de peso, mayor). El aumento
notorio de CFA es comparado con nuestro grupo contrael, la gran
diferencia de valores se puede observar en las tablas numeros uno vy
dos.

El grupo de ratones inoculadeos Unicamente con acetato de zinc a
una concentracion de 2.5 mg/dl presentd un desarrollo muy similar a
los del grupo control (tamafio,pelo, apetito, comportamiento, etc).
Como se puede ocbservar en la grafica numerc dos, el peso de estos

animales tiene una pérdida en promedio de 5.7% de peso en relacion a
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los controles y de solo 2.6% en comparacidn & los inoculados con SSI
estéril, lo cual sugiere que esa falta €e peso se debe al “"stress" al
cual son scmetidos estos animales durante la serie de irnoculaciones,
que reciben desde el momento de su nacimiento, Este mismo fendmeno
asociado al efecto de los productos bacteriaros, puede ser 1a causa
de la pérdida de peso de un J0.24 en camparacién con el grupo
contrcl, de los ratones inoculados con la me:xcla de la suspensidn de
estafilococos muertos y acetato de zinc {ver pArrafos anteriores
sobre el efecto gque causan los productos bacteriangs).

Como se puede chservar en la tabla 'namer'o uno, existe wuna
diferencia considerable en cuanto al namero de €FA producidas por el
grupo control y la de los grupos gque recibiercon Unicamente zinc y los
que recibiercn la mezcla de estafilocccos muertos y inc. Este
aumento de CFA se puede deber al importante papel que desempe®a el
zinc como elemei.to inmunoesencial.

Estudions realizados con hamsters, revelan gue 21 zinec in witrg
a una concentracidn de pM es capaz de inducir la preliferacidn de
linfocitos obtenidos de nddulo linfatica.

Por otra parte se puede pensar gque el aumento de las EFA se
deba a que el zinc es capa:c de inducir la produccién y la liberacién
de It-2, ademis de aumentar el mimero de c4lulas con receptores para
IL-2 en el bazo.

Otra causa por la cual se puede explicar el aumento de CFA en
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estos grupos de ratanes, se puede deber & gue &1 ifnc es esencial
para un bugn desarrolle del sistema inmunitarioc (antogenesis), ya sea
durante la gastacian , la lactancie o las primeras horas de vida.
Los dos grupos e ratanes gque fueron inyectados con dosis [P de 2.5
g de zinc, recibieron un suplemento extra de zinc ademis del
adgquirido durante la lactancia.

Lus datos anteriores pueden mostrarnos la importancia que tiene
un suplemento de cinc en la dieta, ya que esto facilita y mejora el
desarrolle del sistema inmune en relscidén a Ios animales que solo
recibisron el 2inc, primeramente par la .. leche materna Y
posteriaormente por el metal inclulda en el alimentoc purina.

La ontogenes:s, proliferacion de linfocitos, produccidn de IL-2
y de receptores para la misma, son etapas y mecanismos de suma
importancia para lograr una buena respuesta humoral, pero si  ademas
existe un suplemento de zinc, Ilps resultados se veran favorecidos
notablemente como se vbservd en este trabajo. Estos resultados
apgarecen en la tabla namero uno y, en las graficas 2,4,3 y &,

Los animales inogculados 1P con acetato de zinc a una
cancentracion de 10 mg/dl mostraron datos interesantes.

El grupo de ratones -que fué inoculado anicamente con acetato de
zinc {10 mg/dl}, presentd una pérdida de peso de un 9.7%4 en relacién
al grupo contral, lo cual puede ser atributdo al "stress" al cual fue

sometido par las inoculaciones IP que recibiergn desde el mamento de
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su nacimiento.
Los animales aue recibieron la mezcla de estafileococos y

acetato de zinc a urna concentracién de 10 mg/dl presentaron una

mérdida de peso, msyor, ya gque esta fue de un  17.6% respecto &l
grupo control. Esta pérdida solo puede ser atribulda al desgaste
que provocan los estafilococos muertos. Los resuvltados obtenidos

en los grupos de ratones que recibieron un suplemento de =zinc vy
estafilococos muertos a una concentracidn de 2.5 y 1D mg/dl  fuesreon
diferentes. Los incculados con zinc a una concenzracisn de 2.5
mg/dl y estafilococos muertos. presentaron una p%rdida de un 36,7V en
peso comparado con e1 grupo cantrol y los inoculados con zinc a una
concentracidn de 10 mg/dl y estafilococose muertos, Gnicamente
perdieron un 17.46% en peso con respecte al grupo control. Estas
diferencias se ohservaron Gnicamente en la pérdida de peso, vya que
los animales no presentaron sintomas de diarrea y erizamiento del
pelo.

En el caso de los ratones que recibierocn =zinc a una
concentracién de 10 mg/dl y estafilococos muertos, puede pensarse que
la mayor administracion de zinc, evité la aparicidn del desgaste.
En este grupo de animales la pérdida de peso fue menor.

La respuesta inmunolégica de los ratones tratados con zinc a 10
mg/dl fue inferior a la de los ratones del grupo control. Esta

depresidn es mas notoria en el grupo de ratones gue recibieron la
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mezcla de =inc a 17 mg/dl y iE%téFiibécéos(ihueFtns. como - se pusde
ebservar en la tabla rcamere uno y. en ' las ‘graficas numasros  T.4,5
Y 6.

La disminucién en el nUmerc ce anticuarpres puede s2+- el
resultado de una dosis tédxica de zinc, la cual ccasiona uvna depresisn
del sistema inmunitaric.

i.a adicisn de altas cantidades de zinc a la dieta (200 gpm)
durante un periodo que comprende la gQeztacion, la lazzancia v un
ti1emzo después del destete o durante la lactancie y el perlodo

postdestete, ocaziona uns disminucicn en el ndmero de CFA. £1

:ceso de zinc  acasiona  ademas un:  deficiencia secundatia de

minerales. Esto muestra gue el sistars racnunltario ez

especialmente sensible al enceso de minc durante ‘rollo (S&,

Ez importants notar que aunque la depresidn causada por  una
dosis de 10 mg de zinc fue significativa, las cantidaZes de CFA no
disminuyeron hasta los valores obtenidos en el grurco de ratones gJue
fueron sometidos uwnicamente al tratamiento IFf con estafilococcs
muertos. Por 1o tanto se puede decir que. =n los ratones tratados
con esta ddsis, no es posible distinguir si la depresisn d= la
sintesis de anticuerpos se debe al desgacste o & las inyecciones Ze un
exceso de zinc.

Debido a que el exceso de =zinc ocasionra una deficiercia

secundaria de minerales, se puede gplantear gue esta consecusncia

&0



provogque una alteracion directa o indirectamente de los wmecanismos

que conducen al desarrcllo de una zdecuada respuesta inmunitaria.
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CAPITLLO, b CONCLUSIONES,

nas ctras rez
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En esta investigacion como en =
Departamento de Biologla de la Facultad de Guimica, acarca de la
induccién de la erfermedad del desgaste en ratones <CDl, utilizandco
estefilococes muertos ipaculadcs 1P a3 una concentracidn e SIIOq
ce'lulas/ml en sclucién calina ecskeril, ésta sigue dando resultados
satisfactorios para nuesiros propésiias, ya que se obserse ura

disminucidr da la respuesta i1nmuenoidgica y un  deter1zo flsico  del

animal.

Las 1nvestigaciones realizadas con S. aureus. han sido de mucha

utiliaad, vya que la enfermedad de! deszgszte (con todas sus

manifestaciones) ec semelante a diversas entirm=oades :rau-olégiczas
que se presentan en lcs humanos. For consiguiente este moda2lo
experimental, abrid las puertas a nuevss invaestigacizres, con el fin

de lograr una disminucidn parcist o total de las manifestacione

cl{nicas gque se presentan en este tipo de enfermedades (diabetes t:i:po

I, carncer, SIDA, desnutricidn., etc).

Los resultacdos del trabajo, confirman la utilidad del acetato
de zinc como inmunoestimulante. En este caso, las inyecciones con

el acetato de zinc sirvieron para la profilatis del sindrome del



decsgacsta. Esto es imporitacts g=s

tracados con estafilococcs rcuertcs oprasentizn un

tamurocmoculacidn Tue puels ZarpraveEnNinc G Corregldo.

Lebido a gue el cinc actua como  inmuromcdulador, es Se

imporcansia manejar un? concestraz:icr =decuada ae acetata de zZirc en

elemerto  treza,

la grofilails, ya gue ura falta o 2uces:s

traer res.sltados direrent2s a 1cs espE-ados far 8l investigador.

Fara lograr un me)or canocimients del Zinc &n 2! orgenisto, =5

1mportante que en 1s3 S ientes ra2alice una

w

determinacion espectrofotoméirica ¢ elemerts treza, en diversos

sisteras del organismo (z=angre, tZimo. bazo, gong
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CAariTULO. 7. APENDICE.

1) Abreviaturas.

S1DA St ndrome de Inmuno Deficiencia Adquiraida

VIH Virus de Inmunoceficiencia Humana

1P Intra Feritoneal

v Intra Venoso

LCM tinfocoriomeningltis

Ig Inmunoglobull na

THF Factor de Necrosis Tumoral

LFS Lipopolicacariase

PMN Polimorfonucleares

MHC Complejo Mayor de Histocoapatioilizad

FPD Derivado Froteics Purificado

MK fsesinas Naturales

NZEB Nueva Zelanda Negro

FTS Factor Timico Sérico

LIF Factor Inhibidor de la migracion de Linfocites
PHA Fitohemaglutinina

n Interleucina

Fe Fraccién Constante de las inmuricglobulinas

Con A Concanavalina A

¥y - IF Interferon »

CFA Cé¢lulas Formadoras de Anticuerpos

INER Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias
GRC Globulos Rojos de Carnero

§81 Solucion Salina lsotdnica

CrP Celulas Formadoras de Placas Hemolfticas

BHI Infusién Cerebro Corazén

MIF Factor inhibidor de la migracidn de macréfagos
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2). Ingredientes de Alimento Ut:ilizado ( purina )=z

Cereales mol:daos, combinaci<n de pastas oleaginosas,
harinas de origen animal, subproductos de cereales, subproductc-
alimenticios agricelas e i1ndustriales, melaza de cafia de arucar,
alfslfa dezhidratada, vitamina A, tismina, ritoflavina, niacina.
cloruro ee ceolina, vitamina B 12, pantotenato de calcio, vitamina
D, vitamina E y vitamina K.

Carborato de calcio, roca fosforica, cloruro de sodio,
fasfato dicalcico, carbonato de cobalto, duxido cUprico, doxido
ferrice, sulfato ferraso, ¢xido de manganeso, yoduro de potasio,

tiosulfata de codio y oxido de zinc.

3) Composicidn gquimica (nutrientes) del alimento utilizado

Protetna 23.00 % Arginina 1.50 %
Cistefna 0.32 % Glicina 1.20 %
Histidina 0.35 4 Isoleuczins 0.95
Leucing 1.70 % Lisina 1.28
Metionina 0.41 % Fenilalanina 1.0%
Treonina 0.84 % Triptafano .35
Valina 1.21 7 Grasa 2.50
Fibra 5.80 % TND 75.00

ELN 48.50 % Cenizas 7.30
Calcio 1.00 7% Fésforo 0.560
Potasio . 1.10 ¥ Magnesio 0.2

Sodico Q.40 % Cloro 0.50
Fluaor 35.00 ppm Hierro 198.00

Zinc 58.00 ppm Manganeso 51.00
Cobre 18.00 ppm Cobalto 0.40

Yodo 1.70 ppm Energia 4.25 KCal/sg
Tiamina 1.00 ppm Riboflavina 8.00 ppm
Niacina 95.00 ppm A.pantoténico 23.00 ppm
A.folico S.90 ppm Piridoxina 6.00 ppm
Biotina 0.07 ppm B 12 10.00 mcg/lb
Vitamina A 12.50 Ul/g Vitamina D 3.00 UI/g



9y Solucison Anticoagulaﬁte ¢z Alsever

Glucosa 2.050 g
Citraro de sodio 0.800 g
Acido cltrico 0.055 g
Claruro de sodio C.820 g

Aforar hasta 100 ml con agua destilada, esterilizar
filtracidn a travwwes de una membrana Millipore con porcs de 0.45 p

diametro, esta solucidn se mantiens a 4°c,

&) Solucien Salina Balanceada de Hank { BS3

Solucidén I Solucidn Il
d-glucosa 10.00 g CaClz'szD 1.86 g
linF’D4 Q.60 g KE1 4.00 g
NaZHF‘D4 1.84 g NaC1 80,00 g
Rojo de Fenol 0.01 g NgClz.bH:D 2.00 g
Ng504.7H20 2.00 g

Los componentes de las dos soluciones se disuelven en agua
desionizada. se aforan hasta 1000 ml. Las soluciones se
esterilizan por filtracidn.

La solucién final se prepara con S ml de la solucién I mas
S m}l de la solucisén II. Luego se afara hasta 50 ml con agua
desionizada. La solucidn final se conserva a 4%C hasta el

momento de su uso.

7) Preparacidn de la suspensién de S aureus. Stloqcélulas/ml

Debido a gue la suspensién original de estafilococos, conte

[-1)

por

de

nla



. :
una concentracion de 2:10IL células/ml, se tomd un mililitro de esta

suspensidn por tres mililitros de SSI esteril.

8) Preparacién de la meacla de 8§ gureus. y la sal de zinc

Para realizar esta mezcla, se tomaron por duplicads las
concentraciones de acetato de zinc y de los estafilococos, para que

al momento de hacer la me:zcla, no se pierda la proporcidn de 1:1,
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