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CAPITULO l. INTRODUCCIÓN 

Algunas enfermedades crónicas y/o Incurables se caracterizan por 

un deterioro progresivo del sistema inmune y del estado flslco del 

enfermo, que los hace susceptibles a diversas infecciones por 

microorganismos oportunistas. Hoy en dla, la utilización de antibióticos 

permite, hasta cierto punto, el tratamiento de estas complicaciones 

Infecciosas, con lo que se prolonga la vida del paciente. Sin embargo, 

cuando la enfermedad primaria no se cura, el deterioro progresivo flsico e 

Inmunológico de los pacientes continúa, por lo que algunos pueden llegar 

a tener un considerable grado de caquexia en las etapas terminales de la 

enfermedad. A esta condición cllnlca se llama desgaste y las 

enfermedades que lo provocan se llaman enfermedades desgastantes. 

En personas o animales desgastados Jos microorganismos 

comensales del tubo digestivo pueden diseminarse fuera del Intestino a 

ganglios mesentéricos, hlgado y otros órganos de la cavidad abdominal. 

Este fenómeno se denomina traslocaclón bacteriana, y se ha relacionado 

con el deterioro de la barrera Jnmunológlca de la mucosa Intestinal y con 

un aumento en la permeabllldad Intestinal. 

Desde hace anos, las aHeraclones de la permeabllldad Intestinal se 

estudian en diferentes enfermedades y por diversas razones. Asl por 

ejemplo, en los ancianos 11e ha encontrado un aumento en la absorción 

Intestinal de PEG-400. Algunos han propuesto que, por esta razón, la 



edad avanzada implica el riesgo de absorber una mayor cantidad de 

productos qulmicos canoertgenos que contiene la dieta. La permeabilidad 

intestinal también está alterada en las personas desnutridas que tienen, 

además, una frecuencia elevada de endotoxemias. El estrés causado por 

los traumas fisicos y qulmk:os puede aumentar tanto la permeabilidad 

Intestinal como la traslocación de bacterias. 

Actualmente se pueden hacer dos preguntas: primero, si la 

enfermedad primaria no se wra (cáncer por ejemplo) , entonces cuando 

se solucionan algunas de sus complicaciones Infecciosas y reacciones 

inflamatorias recurrentes, ¿se podrfa evitar la aparición terminal del 

desgaste?; segundo, si se lograra evitar la aparición terminal del desgaste 

y se reconstituyera la compellllncia Inmunológica de estos pacientes, ¿se 

podrla modificar la evolución de la enfennedad primaria?. 

Ante esta situación, en el laboratorio se han realizado experimentos 

con diferentes modelos de anmaies desgastados (principalmente ratones) 

para conocer los mecanismos por los aJales los animales se desgastan y 

posteriormente, ensayar diversos procedimientos terapéuticos que !Imiten 

la expresión de sus manifestac:ioMs més graves. El presente trabajo es 

parte de esta linea de investigación y tiene por objetivo demostrar qua la 

permeabilidad Intestinal está aumentada en ratones a los cuales se les 

Induce la aparición del slndrome desgastante mediante la inyección 

lntraperitoneal de bacterias inadivadas. 
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CAPITULO 2. ANTECEDENTES. 

2.1. lnmunodeflclenclas. 

Las Inmunodeficiencias son transtomos del sistema Inmunitario que 

pueden ser originados por diversas causas (1,2). Se caracterizan por un 

defecto parcial o total en la respuesta Inmune, humoral o celular, lo cual 

generalmente da como resultado un aumento en la susceptibilidad a las 

Infecciones. Las personas o los animales lnmunodeficlentes llenen 

Infecciones recurrentes, un retraso en el desarrollo corporal (según la 

edad) y una Incidencia elevada de neoplasias malignas. Además, llenen 

episodios alérgicos y enfermedades autoinmunitarlas con mayor 

frecuencia que las personas normales. Las Inmunodeficiencias se pueden 

clasificar en primarias o congénitas y secundarlas o adquiridas (2). 

Las Inmunodeficiencias primarias se originan principalmente a 

causa de desórdenes genéticos, como son los defectos en. la 

diferenciación celular, las deficiencias enzimáticas, la slntesls defectuosa 

de alguna proteína o anormalidades cromos6mlcas. Las 

Inmunodeficiencias primarias han sido clasificadas según comprometan la 

producción de anticuerpos o la Inmunidad celular (en una forma separada 

o combinada), así como las funciones de los fagocitos o las actividades 

del sistema complemento. · 



Las Inmunodeficiencias secundarias son las que aparecen a causa 

de una enfennedad primaria, como las infecciones (virales, bacterianas o 

parasitarias), las neoplasias malignas, algunas enfennedades hereditarias 

y metabólicas, la desnulrk:ión grave, quemaduras, cirrosis alcohólica, 

envejecimiento, tratamientos con fálmacos inmunosupresores, anestesia, 

etc. Son más comunes que las inmunodeficiencias primarias y con mayor 

frecuencia se expresan como alteraciones en la inmunidad celular más 

que en la inmunidad humoral. Pueden ser transitorias porque 

desaparecen con el tratamiento adecuado de la enfermedad primaria (por 

ejemplo, la desnutrición) o de caracter permanente como es el caso de 

los pacientes infeclados con el VIH. 

2.2. El slndrome del desgata. 

Las personas con inmunodeficiencias secundarlas tienen 

infecciones recurrentes que generalmente están causadas por 

microorganismos comensales, los aulles se convierten en oportunistas y 

se diseminan cuando disminuyen las defensas en el nivel de la piel y de 

las mucosas del aparato respiralorio o del tubo dige811vo. 

Si los episodios lnfec:ciosos no pueden ser prevenidos y se repiten 

con relativa frewencia, las personas inmunodeficlentes presentan una 

pérdida progresiva de peso que, en los casos extremos, puede llegar 

hasta la caquexia. En esta ewluclón inlluyen tanto la cronicidad de la 



enfermedad primaria como la gravedad del defecto Inmunológico 

asociado. 

Cuando las inmunodeficiencias provocan un deterioro flslco 

progresivo generalmente terminan con manifestaciones de un desorden 

metabólico sumamente heterogéneo que ha sido denominado slndrome 

del desgaste o del desmedro. Esta condición clinlca también representa 

la etapa terminal de varias enfermedades infeccloas crónicas (como el 

SIDA, el paludismo o la tuberculosis) y de las neoplasias malignas. En 

los nlnos con Inmunodeficiencias secundarlas, las manifestaciones 

anteriores suelen estar acampanadas de un retardo en el desarrollo 

corporal. Las formas marasméticas de la desnutrición infantil tienen una 

evolución similar. 

El slndrome del desgaste puede ser reproducido en una forma 

experimenta!, en animales de laboratorio, utilizando diferentes 

procedimientos. Las formas de desgaste experimental més conocidas 

son secundarias a la extirpación neonatal del timo (3), las reacciones 

Injerto-contra-huésped que provocan los transplantes de linfocitos 

alogénlcos (4), la administración de hormonas como el acetato de cortlsol 

(5) o el estradlol (6), la ellmlnación del zinc de la dieta (66) y las 

Inyecciones intraperltoneales de m~ltlples productos bacterianos como los 

llpopollsacérldos (LPS) o de suspensiones de bacterias muertas como los 

estafilococos del grupo A, (7,8). Todos estos procedimientos se 

caracterizan por causar una pérdida progresiva de peso, Irritabilidad de 



los animales, alteraciones en el pelo, infecciones en la piel y las mucosas, 

diarrea recurrente, anorexia y finalmente muerte (7). 

Según la técnica utilizada para su Inducción, el desgaste 

experimental puede ser de carácter transitorio o definitivo y, asl mismo, 

puede variar la frecuencia con la que se presentan los sintomas y la 

Incidencia de las principales alteraclones patológicas (9). Sin embargo, 

los animales desgastados siempre tienen dos manifestaciones 

principales: están gravemente desnutridos y tienen una inmunodeficiencia 

variable que los hace susceptibles a diversas infecciones por 

microorganismos oportunistas. 

En el presente trabajo el procedimiento que se utilizó para Inducir el 

desgaste fue desaito en 1964 por Ekstedt et al (10), el cual consiste en la 

Inyección intraperitoneal de productos bacterianos (estafilococos 

lnactlvados por calor) en ratones recién nacidos. 

El sindrome del desgaste inducido por la inyección lntraperitoneal 

de productos bacterianos a ratones recién nacidos se caracteriza por un 

retardo en el ClllCimiento asociado a una p6rdlda de peso y a una atrofia o 

hlpoplasla de varios órganos llnfokles primarios y secundarios, lo cual se 

traduce en una respuesta inmunitaria deficiente. Ademas, los animales 

desgastados presentan alteraciones en la función de varias glándulas del 

sistema endócrino (9). 



Los animales desgastados tienen deprimida su producción de 

anticuerpos contra antlgenos timo-dependientes (11), no desarrollan una 

tolerancia oral contra los antlgenos administrados por vfa oral (12), tienen 

deprimida la respuesta prollferatlva de los linfocitos esplénicos que son 

estimulados con los mltógenos convencionales (13), presentan una 

translocación de bacterias Gram-negatlvas del Intestino hacia los ganglios 

linfáticos mesentéricos (14), tienen aumentada la sfntesls de factor 

necrosante de tumores (TNF) por los macrófagos perltoneales (16), una 

mayor concentración de zinc en el timo que contrasta con una reducción 

del contenido del mismo elemento traza en la sangre y otros tejidos (15) y 

una depresión de las reacciones lntradérmlcas de hipersensibilidad tardfa 

(DTH) (17). 

Sin embargo, dos semanas después de terminadas las Inyecciones 

lntraperitoneales, desaparecen casi todas estas manifestaciones de un 

grave desorden Inmunológico, se detiene la pérdida de peso, los animales 

recuperan la Imagen histológica y el peso normal del timo (18), tienen una 

producción de anticuerpos superior a la de los animales sanos (19) y, 

aparentemente, contlnOan su vida en forma Indistinguible a Is de los 

ratones normales. Por esta razón se ha considerado que la 

Inmunodeficiencia provocada mediante la Inyección lntraperitoneal de 

estafilococos muertos tiene un carácter transitorio. En este sentido, la 

Inmunodeficiencia no resulta completamente comparable ál desgaste 

terminal de los enfermos cancerosos o con SIDA sino, más bien, al 

cuadro cllnlco de nlllos con Infecciones a repetición y una desnutrición 

marasmálica. 



Se han propuesto diferentes mecanismos de lesión para explicar 

las deficiencias Inmunológicas de los animales desgastados en una forma 

experimental. Una de las hipótesis sugiere que, después de la 

Inoculación de los productos bacterianos en el peritoneo, se produce una 

estlmulación de las células fagocltlcas (macr6fagos o monocltos) que 

liberan una gran cantidad de ciertas citoclnas (TNF, por ejemplo),· cuyo 

exceso en la circulación resulta perjudicial para las c61ulas 

lnmunocompetentes. La depresión de la respuesta inmunitaria 

probablemente es la causa de la traslocación de las enterobacterias 

(20,21) que se diseminan del Intestino hacia diferentes órganos de la 

cavidad abdominal (22,23) y cuyas endotoxlnas o llpopolisácarldos (LPS) 

contribuyen a Incrementar más aún la producción de cltoclnas por los 

macr6fagos (24,25). Estos mediadores (TNF I caquectlna), que son 

reconocidos como los responsables del estado '16xlco" del Individuo 

Infectado (26), pueden ser también los causantes del deterioro flslco que 

reaulta la principal caracterlstica del animal desgastado, porque 

interfieren en el metabolismo de los llpldos y provocan una p6rdida de 

peso (27). Una vez terminada la Inoculación lntraperltoneal de productos 

bacterianos, el animal se recupera en una forma similar a como lo heria 

después de una Infección grave. La única diferencia conslate en que, en 

el modelo experimental, el animal se desgasta como si estuviera 

Infectado cuando en realidad sólo ha sido Inyectado con una suspensión 

est6rll de bacterias muertas. 



2.3. lnmunopatologla del sindrome del desgaste. 

Algunos trabajos publicados recientemente han demostrado que, 

cuando el sindrome del desgaste se provoca mediante la Inducción de 

una reacción Injerto-contra-huésped sistémica (GvH), aumenta la 

producción del factor caquectizante denominado TNF (28). Este factor ha 

sido considerado responsable de una parte de las lesiones tisulares que 

caracterizan el desgaste. Asi, después de las Inyecciones de endotoxlnas 

que estimulan los macrófagos o cuando los animales reciben varias dosis 

de TNF por via endovenosa, administrada experimentalmente, pueden 

presentar zonas de necrosis en las paredes del Intestino delgado 

(29,30,31). Esta observación apoya la Idea de que el animal desgastado 

puede tener alteradas las prlnclpales funciones del Intestino y los 

mecanismos Inmunológicos que controlan la flora de bacterias 

comensales del tubo digestivo (32). 

En una cepa mutante de ratones wast/wast homoclgotos se ha 

observado la aparición espontánea de un sindrome desgastante similar al 

que puede ser Inducido mediante la Inoculación de productos bacterianos 

en ratones recién nacidos. Poco tiempo después del nacimiento, estos 

animales desarrollan espontáneamente la mayoria de los sintomas que 

caracterizan al desgaste (33). En estos ratones se ha encontrado una 

disminución significativa en la producción de anticuerpos lg A de 

secreción, varias alteraciones microscópicas en la mucosa Intestinal y un 

deterioro progresivo del sistema nervioso central que se traduce en ataxia 

(34). 



En los ratones wast/wast homocigotos geneticamente desgastados 

tambien se ha encontrado una alteración Importante de la nora comensal 

del Intestino, los microorganismos Gram-negativos comensales y sus 

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

modo, los animales pueden desarrollar fácilmente bacteremlas -por 

gérmenes oportunistas. 

En la literatura se han descrito varias complicaciones 

gastrointestinales de las inmunodeficiencias (35). Entre las más comunes 

están la giardlasis, la hiperplasia nodular linfoide, el aplastamiento de las 

vellosidades Intestinales, el sobrecrecimlento bacteriano, la mala 

absorción Intestinal y la deficiencia de dlsacarldasa o de varias otras 

enzimas. Los lnmunodeficientes que tienen comprometida su producción 

de anticuerpos generalmente presentan diarreas crónicas que, con cierta 

frecuencia, pueden estar causadas por enterobacterlas como Salmone/la, 

Shlgel/a o Escherich/a col/ enteropatógena. Mientras que las Infecciones 

por Candida a/bicans o Pneumocystls carinni son mas frecuentes en los 

lnmunodeficientes que tienen comprometidas las funciones de los 

linfocitos T. 

Teóricamente, las personas desgastadas o los animales de 

laboratorio con el slndrome Inducido experimentalmente, deben tener 

lesiones de la mucosa Intestinal y un compromiso Importante del tejido· 

linfoide asociado al tubo digestivo (GAL T). Es razonable suponer que 

todo ello provoca transtomos de la penneabilldad Intestinal que se 

pueden traducir en una asimilación deficiente de los nutrientes de la dieta. 
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Sin embargo, la literatura consultada sobre el desgaste solo refiere 

el hallazgo de lesiones provocadas por el TNF o por las Infecciones 

recurrentes, sin mencionar estudios sobre el estado de la permeabilidad 

Intestinal. Las Qnlcas referencias encontradas que contienen Información 

relacionada con la permeabilidad Intestinal en nlnos con desnutrición 

primaria, son publicaciones antiguas como la de Chandra, que trata sobre 

el aumento de la absorción de los antlgenos de los alimentos (36). 

2.4. Estudio de la permeabllldad Intestina!. 

Para estudiar la permeabilidad de la mucosa Intestinal, en 

condiciones fisiológicas o patológicas, se han utilizado diferentes series 

de moléculas. Algunas son material exógeno como xllosa (37). lactulosa 

(38,39,40), erltritol (41,42). manltol (39,41,42), lnulina (43,44) y fructosa 

(43). Otras, en cambio, son productos de excreción endógena como urea 

(41,43,45,46). ácido Orico (46). creatina (43,46) vitamina 812 (43) y 

clanocobalamlna (46). En estos estudios cada uno de los compuestos de 

la serie debe ser analizado en forma Independiente, por procedimientos 

que, la mayoria de las veces, son tediosos y tardíos. Además, una parte 

de esos compuestos son degradables por bacterias Intestinales, lo que 

los hace Inapropiados para el estudio en etapas de padecimientos donde 

la concentración bacteriana en el Intestino se encuentra Incrementada. 
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En 1977, Chadwick et al (47) demostraron que el polletilengllcol 

400 (PEG-400) es una sustancia ideal para definir las caracterlstlcas de la 

permeabilidad pasiva de la mucosa intestinal. 

El polietllengllcol (PEG) es una mezcla de polfmeros de etlienglicol 

[HO·(CH2CH20)n-H]. El PEG-400 contiene nueve diferentes homólogos 

de etilenóxldos que van desde n=5 a n=13 y que tienen pesos 

moleculares de 242 a 594 daitons. Los nueve homólogos presentan una 

distribución gauslana, con un peso molecular promedio de 400 dallons. 

Todos los homólogos del PEG son mol6culas inertes, solubles en 

agua, cuyo transporte a través de la mucosa Intestinal deaece a medida 

que aumenta el peso molecular del polfmero. El transporte de todas estas 

moléculas sigue ·una cinética de primer Orden. · Las principales ventajas 

que presenta sobre otras mol6culas son: que el PEG-400 no es tóxico, no 

ea degradado por 11111 bacterias Intestinales, no se metaboliza despu6s de 

su absorción y, después de su apropiada extracción, su concentración 

puede ser medida en varios ffquidos biológicos utilizando procedimientos 

sumamente sensibles, precisos, exactos y relativamente fáciles de llevar 

acabo. 

En 1986, lrvlng et al. (48) modificaron el método de extracción del 

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

fonnaron el derivado silanlzado de PEG antes de inyectarlo al 

cromatógrafo de gases, con lo que obtuvieron una mejor reproduclbllldad 

en su cuantificación. 
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En la literatura consultada existen publicadas una gran cantidad de 

referencias que Informan el estudio de la permeabilidad Intestinal en 

hombres y/o animales que se encuentran bajo los efectos de diferentes 

drogas (49), que están infectados (50), que estén distribuidos en 

diferentes grupos etarios (51) ' cuyo metabolismo está modificado por 

otras variables (52,53,54). En todos estos casos el PEG se administra 

por vfa oral y, posteriormente, se mide su concentración en muestras de 

orina. También ha sido posible medir su concentración en el liquido de 

perfusión intestina! y en las evacuaciones liquidas (47). En la literatura 

consultada sólo se encontró un trabajo que Informa los resultados del 

anélisls del PEG en muestras de suero (55). Sin embargo, en este último 

caso, el procedimiento de extracción con cloruro de metlleno no es 

satisfactorio, ya que el PEG-400 presenta baja SOlubllldad en llquldos 

poco polares (56). En el pnisente estudio se desarrolló una metodologla 

para la extracción de PEG-400 del suero. 

El PEG-400 puede cuantificarse por cromatografla de gases como 

lo hacen . los autores de los artlculos antes mencionados, por 

cromatografla de llquldos (HPLC) (56,57,58) y también utilizando 

marcadores radiactivos (56,58). En er pnisente trabajo el PEG-400 se 

analizó por cromatografla de gases, la cual tiene la ventaja de aer una 

técnica ~ciente y rapicla que utiliza un detector con mayor lell8lbllldad 

que los equipos para HPLC. Por otra parte es un procedlmlerito más 

económico e Involucra menos riesgos que los m6todos radiactivos. 

13 



CAPITULO 3. PARTE EXPERIMENTAL 

3.1. Diseno del experimento. 

Se trabajó con 120 ratones recién nacidos de la cepa Balb/c, que 

fueron proporcionados por el Bloterio de la Facultad de Qulmlca. Se 

utilizaron como animales control 50 de estos ratones, que recibieron 

Inyecciones lntraperitoneales de solución salina Isotónica (SSI) estéril. 

Para la inducción del slndrome del desgaste fueron utilizados 60 ratones, 

los cuales recibieron Inyecciones lntraperitoneales de estafilococos 

lnactlvados. Los 1 O ratones restantes se utilizaron para obtener un "pool" 

de suero. 

Para el estudio de la cinética de absorción-ellmlnaclón del PEG-

400, los animales recibieron una dosis de PEG-400 por vla lntragéstrica. 

Debido a las dificultades observadas para tomar una muestra de orina de 

los ratones y, al desconocimiento del grado de alteración en la función 

renal de los animales desgastados, se desarrolló una metodologla nueva 

para el estudio del PEG-400 en muestras de suero. De este modo, 

después de la administración de PEG-400 se tomaron muestras de 

sangre a tiempos diferentes. Se separó y desproteinizó 100 µI de suero y 

el PEG-400 se extrajo en fase sólida utilizando cartuchos de slllce, 

posteriormente, se sllanlzó y su concentración se cuantificó por 

Cromatografia de gases capilar. 
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3.2. Matados. 

3.2.1. Preparación de la cepa bllcterlana. 

La cepa de Staphvlococcus aureus ATCC 6536, proporcionada por 

el ceparlo del Depto de Blologfa de la Facultad de Qufmlca, se cultivó en 

medio BHI a 37°C, con agitación durante 16 horas. Las células se lavaron 

dos veces con solución salina Isotónica (SSI) estéril y posteriormente se 

lnactlvaron por calor, en autoclave, a 121ºC durante 15 minutos. Las 

bacterias se recolectaron por centrifugación y se ajustaron 

nefelométricamente a 5 x 1010 bacterias I mi en SSI utilizando la técnica 

del estandar de sulfato de bario desarrollada por Me Fariand (59). Se 

realizaron pruebas de esterilidad utilizando los medios BHI, caldo 

tioglicolato y 811 O. Dando en los tres cultivos negativo. La suspensión 

se conservó a 4 ºC hasta el momento de Inyectarla. 

3.2.2. Inducción del slndrome del desgHte. 

El sfndrome del desgaste se indujo siguiendo el esquema de 

Inyecciones lntraperltoneales de estafilococos lnactlvados que fue 

propuesto Inicialmente por Ekstedt et al (10). Los ratones recibieron la 

primera Inyección, de 0.1 mi de la suspensión de bacterias lnactlvadas, 

antes de cumplir las dos horas de nacidos y las siguientes dosis fueron 

admlnsltradas por la misma vfa cada tercer dfa durante cuatro semanas. 
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Los animales del grupo control también se Inyectaron a las dos horas de 

nacidos y cada tercer dla durante cuatro semanas, pero con 0.1 mi de SSI 

estéril. 

3.2.3. Administración de PEG 4DD. 

Al cumplir 30 dlas de edad los animales fueron colocados en ayuno 

durante cuatro horas y posterionnente recibieron 40 µI (0.41 g/kg de peso 

del cuerpo) (47) de una solución al 10% en agua (380 mosm) (53) de 

PEG-400 (Sigma Chemlcal Co.) por via lnlragé&:iica, utilizando una sonda 

de polietlleno conectada a una jeringa Hamilton de 50 µl. Antes de pasar 

la sonda, los animales recibieron una llMS!esla IJoera con 6ter. Después 

de administrar la dosis correspondiente a cada ratón, se registró el 

tiempo, y cada animal fue colocado en reposo, sin Ingerir agua ni 

alimentos, hasta el momento de su sacrificio. Se deacartaron todos los 

ratones que no recibieron la dosis completa o aquellos otros en los cuales 

hubo evidencia de que la sonda no estuvo bien colocada. 

3.2.4. Obtención de la muestra de sangre. 

La sangre se obtuvo por punción retroorbltal, despues de anestesiar 

a los ratones con éter. Los animales fueron seplM'lldos aleatoriamente en 

diferentes grupos para obtener la muestra a los 10, 20, 30, 40, 60, 120 o 

180 minutos después de haber administrado el PEG-400. 
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3.2.6. Desprotelnlzaclón de las muestras de suero. 

Cada muestra de sangre se centrifugó a 3500 rpm durante 15 

minutos. Se separaron 100 µ1 de suero y éstos fueron desprotelnlzados 

con 5 volúmenes de metanol (R.A. Malllnckrodt). La mezcla fue agitada y 

centrifugada a 3500 rpm por 10 minutos. Cada sobrenadante se llevó a 

sequedad bajo corriente de nitrógeno y vaclo. 

3.2.6. Extracción en fase solida. 

Para la extracción del PEG-400 se utilizaron cartuchos de sllica Gel 

(Spe-ed 500 mg I 3 mi), los cuales fueron acondicionados lavéndolos 

primero con 3 mi de metanol y despu6s con 3 mi de cloroformo (R.A. 

Merck). Los cartuchos lavados se dejaron secar antes de su uso. 

Cada muestra de suero desprotelnlzada fué resuspendlda en 200 111 

de cloroformo y aplicada a un cartucho de slllca previamente 

acondicionado. Cada cartucho se dejó secar y se lavó con 3 mi de 

cloroformo, se dejó secar y el PEG-400 se eluyó con 3 mi de metanol, los 

cuales fueron recolectedos en tubos de vidrio con tapón de rosca y tenón. 
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3.2.7. Adición del estandar Interno. 

Después de extraer el PEG-400, se adicionaron 1 O 111 de una 

solución al 1 O % de escualano en clorofonno y se llevó a sequedad bajo 

corriente de nitrógeno y vaclo. 

3.2.8. Procedimiento de sllanlzaclón. 

A cada tubo se le adicionaron 100 111 del silanizanle utilizando una 

jeringa Hamilton de 500 111. Una vez hecho esto se taparon los tubos y se 

colocaron a 90"C durante 1 hora, con agitación ocasional. Los 

sllanlzantes probados fueron: 

SILANIZANTE ABREVIACION 

N,0-bis-(trimetllsilil) trifluoro-acetamida con 1% 

trimetllclorosilano IPiercel BSTFA 

Trimetil cloro silano 1 Piarcel TMCS 

Hexametildlsilazano !Alllech associates inc) HMDS 

Una mezcla 11 :4) de TMCS : HMDS. TMCS/HMDS 

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

estos cuatro agentes sllanlzantes. 
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Para calcular la reproducibllldad y la repetibllidad se prepararon 

cuatro curvas con réplicas de PEG-400 de concentraciones de 1000 hasta 

3500 µg/ml utilizando en cada curva uno de los slianlzantes antes 

mencionados. Cada una de las réplicas se Inyectó por triplicado. La 

reproduclbllldad se estimó calculando la desviación estandar relativa 

entre las medias de cada réplica y la repelibllldad con la desviación 

estandar relativa entre las Inyecciones de cada una de las réplicas. 

3.2.9. Anallsls cromatogr6flco. 

Se utilizó un cromat6grafo Hewlett Packard, modelo 5890A, 

equipado con detector de Ionización de llama, integrador Hewlett Packard, 

modelo 3392A, y una columna capilar de melil silic6n de 5 metros de 

longitud, 0.25 mm de dlémetro y 0.2µ de espesor de pellcula. 

La temperatura de la columna fue programada de 100 a 300"C, a 

30"C por minuto, con la temperatura del Inyector a 300ºC, la temperatura 

del detector a 300°C, con una razón de Split de 1:30. 

Un volumen de 1 µI de cada una de las muestras se Inyectó, por 

triplicado, al cromatógrafo de gases, utilizando una jeringa Hamilton de 1 O 

µl. 

Los resultados se expresan como la suma de las éreas de todos los. 

picos de PEG-400 entre el érea del estandar Interno. 
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3. 2.1 O. Curva de callbraclón 

Para conocer la linealidad y la reproducibilldad del método analitlco 

se realizó una curva de calibración, con r6plicas, de PEG-400 de 

concentraciones de 1000 hasta 3500 µg/ml, que fueron adicionadas a 100 

µI de un "pool" de suero de ratón. Cada una de las réplicas recibió todo el 

tratamiento subsecuente, y se Inyectó por duplicado. 

El% de recuperación de PEG-400 después de la extracción y, la 

existencia o no de errores sistemáticos, se evaluaron por la correlación 

entre la curva de calibración antes descrita y una curva obtenida con 

Iguales concentraciones de PEG-400 en cloroformo a la cual se le dló el 

tratamiento subsecuente a la extracción. 

3.2.11. Cln6tlca da absorclón .. nmlnaclón da PEG-400 

Las curvas de absorción eliminación fueron ajustadas utilizando los 

paquetes: 

JANA para la estimación de los parámetros. 

PCNONLlN NONLINEAR ESTIMATlON PROGRAM (V03.0) para 

afinar los parémetros y conocer el modelo. 



3.2.12. C61culos estadísticos 

Las pruebas de hipótesis y los intervalos de confianza sobre las 

medias, están basadas en la distribución '1" (prueba de "studenf') usando 

el nivel de slgnlflcanda especificado en cada caso. 

Las pruebas de varianza están basadas en la distribución "F" 

(prueba de "Snedecor") especificado en cada caso el nivel de 

slgnlflcancla. 

SI la prueba es de una cola el grado de Incertidumbre se Indica 

como a y si es de dos colas como r:J12 

La nomenclatura utilizada es la siguiente; 

Ho- Hipótesis nula 
H1- Hipótesis aHema 
e- Animales del grupo control 
1- Animales del grupo 1 
u- Animales del grupo 11 

21 

x- Media 
S- Desviación estandar 
M- Machos 
H- Hembras 



CAPITULO 4. RESULTADOS. 

4.1. Manifestaciones del slndrome del desgaste. 

Se observó que, después de las Inyecciones inlraperttoneales de 

estafilococos inaclivados. los ratones desarrollaron un slndrome 

desgastante que fue grave en algunos y moderado o inapreciable en los 

restantes. Por esta razón los animales lnyeclados fueron separados en 

dos grupos. En el grupo 1 quedaron los ratones inyectados con 

estafilococos que resultaron Indistinguibles de los animales del grupo 

control, que hablan sido inyectados con solución salina. Estos animales 

del grupo 1 aparentemente pesaban menos que los animales control, sin 

embargo esta diferencia no fué significativa (Tabla 1 y 11). En el grupo 11 se 

Incluyeron los animales que presentaron todas las manifestaciones cllnicas 

del desgaste. En ellos fue evidente la anorexia, la debilidad muscular, el 

pelo ralo y erizado, conjuntivitis, infecciones en la piel- y evacuaciones 

liquidas. Estos animales desgastados retrasaron su crecimiento y 

desarrollo corporal, de tal modo que, al flnal del experimento, eran més 

pequeños y tenlan alrededor del 58% del peso de los ratones control 

(Tabla 1 y 11). 

En la Tabla 111 se encuentra el grado de desnulrición observado en 

los animales del grupo 11. Para esta clasllicacl6n se utilizó el criterio 

propuesto por Federico Gómez (60). Como los ratones hembra mostraron 

un peso promedio inferior al de los machos (Tabla 1) el peso de referencia 
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utilizado fué el peso promedio del grupo control segun el sexo al que 

pertenece. 

SEXO GRUPO No 

H control 27 

H 1 5 

H 11 6 

M control 17 

M 1 8 

M 11 8 

HIPOTESIS s 
Ho XHC•XHI 1.87 

Ht XHC>XHI 

Ho XHC•XHll 1.8 
- -

Ht XHC>XHll 

Ho XMC=XMI 1.78 
- -

Ht XMC>XMI 

Ho XMC•XMll 1.7 

Ht XMC>XMll 

X 

12.16 

11.24 

6.88 

13.07 

11.51 

7.85 

al 

30 

33 

23 

23 

5 t a/2=0.025 

1.97 2.056 

0.53 2.776 

1.05 2.365 

1.95 2.12 

1.22 2.385 

0.92 2.385 

INTERVALO DE 

CONFIANZA AL 95% 

12.10 :1:0.78 

11.24 :1: 0.65 

6.88:1:0.88 

13.06±1.00 

11.51:1:1.02 

7.85±0.78 

Tabla/ 
Peso de los anima/es 

t calculado ta-0.025 CONCLUSIÓN 

0.9446 1.960 No se rechaza Ho 

7.2870 1.960 Se rechaza Ho 

2.0540 2.089 No se rechaza Ho 

7.1480 2.089 Se rechaza Ho 

Tabla// 
Prueba de hipótesis sobre diferencias en peso según el grupo 
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% Pérdida de oeso 

25< 

25 ~x <40 

40> 

No de animales Grado da desnutrición 

o 
5 

10 

Primer arado 

Suaundo arado 

Tercer arado 

Tabla/11 

Grado de desnutrición de 
los animales del grupo 11 

De los 60 animales inoculados con la solución bacteriana el 21.6% 

expresó manifestaciones discretas del slndrome (Grupo 1). El 31.6% 

expresó las manifestaciones completas del desgaste (Grupo 11) y el 46.6% 

restante murió, estos animales se murieron a lo largo de las cuatro 

semanas de Inoculación, y generalmente fueron los que se velan mas 

pequellos y enfermos. 

Los animales del grupo control presentaron una mortalidad del 10% 

y hay que sellalar que murieron al primero o eegOOdo dla de edad y 

generalmente provinieron de camadas grandes (de 8 a 9 crias) (Tabla IV). 

RATONES N Inicial N final MORTALIDAD '!lo 

NORMALES 50 45 10 

GRUPOIYll 60 32 48.66 

Tabla/V 
Indice de mortalidad 
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4.2. Desarrollo metodológlco. 

4.2.1 Sllanlzaclón del PEG-400: 

Para el am!lisis del PEG-400 se utilizó una columna capilar corta de 

metll slllcón, con baje polaridad y eHa estebllldad t6rmlca. Donde se 

obtuvo une baje detectablllded, probablemente por adsorción del PEG 

tanto en el Inyector como en la columna, los picos fueron asim6tricos y 

esto fué atribuido a las diferencias de polaridad entre el enallto y la fase 

llltltcionaria (Cromatograma 1). Por esta razón, se consideró necesario 

formar derivados sllanizados que disminuyeran el can!cler polar del PEG, 

aumentando con esto la detectabllldad (Cromatogrema 2). 

Cromatograma 1. 
750 ng de PEG-400 
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Cromatograma 2 
50 ng de PEG-400 si/anizado 



Al utilizar HMDS los tiempos de reacción fueron excesivos, de 12 

horas a ao•c, además, la reproduclbilidad-fue pobre (Tabla V) por lo que 

se descartó como sllanlzante. 

Al silanlzar con BSTFA o con la mezcla HMDS-TMCS los 

resultados fueron más satisfactorios, se obtuvo menor tiempo de 

reacción, 1 hora a BOºC, mayor cuantltatlvldad y mejor reproducibllklad 

(Tabla V). Entre estos dos últimos silanlzantes se prefirió utilizar el 

BSTFA ya que no presenta el precipitado de NH4CI que se fonna cuando 

reacciona el HMDS con el TMCS. 

REACTIVO 

HMDS 

HMDS+TMCS 

BSTFA 

REPRODUCl.BILIDAD i REPETIBILIDAD 

OESVIACION ESTANCAR RELATIVAl"'I 

13.62 1 3.32 

3.48 1 5.04 

3.60 1 5.10 

Tabla V 
Estudio da agentes sílanizantes 

4.2.2. Selac:clón de esündar Interno 

Para mejorar la repetlbllidad entre Inyecciones se probó utilizar 

como esténdar Interno el tetraetllengllcol, el cual tiene la ventaja de 

comportarse Igual que el PEG-400 por lo que puede ser adicionado antes 

de la extracción. Sin embargo, encontramos pequellas cantidades de 

tetraetllengllcol (n=4) en el PEG-400 (de n=S a n=13) por lo que se 
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descartó su utilización (Cromatograma 3), y ya que no se encontró otro 

estandar que pudiera ser adicionado antes de la extracción se utilizó 

escualano adicionado después de la extracción, obteniendo resultados 

satisfactorios (Tabla VI) 

ESTANDAR INTERNO 

Ninauno 

Escualano 

Cromatograma 3 
PEG-400 

Extracción en Fase sólida. 

Formación del derivado silanizado. 

El tr=1.03 es tetraatilenglico/ 
(comparar con cromatograma 6) 

REPETIBILIDAD 

DESVIACION ESTANCAR RELATIVA,,., 
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5.2 

2.6 

Tabla VI 
Repetibilidad de Inyección 

con y sin estandar interno 



4.2.3. Extnlcclón en fHe aóllda. 

Es imposible el anéllsls directo de PEG-400 en las muestras de 

suero desprotelnlzadas debido a la gran cantidad de Interferencias que 

presenta (Cromatograma 4). 

Para estandarizar el procedimiento de extracción del PEG en fase 

sólida utilizando cartuchos de slllce descrito en la metodologla se realizó 

un estudio preliminar de cromatografia en placa con varios eluyentes 

entre los cuales fUeron seleccionados el cloroformo como dlsolvente de 

lavado y el metanol como eluyente (Figura 1 ). 

Loa volumenes de lavado y eluclón fueron establecldoa tru colectar 

y analizar de 1 mi en 1 mi, 4 mi de cada uno de loa disolventes despu6s 

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

400. Encontrarnos que con 3 mi de cloroformo se elimina gran c.1tlclad 

de Interferencias lo que pennlte cuantificar el PEG-400 que eluye 

posteriormente con 3 mi de metano! (Cromatograma 5 y 6). 
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CLOROFORMO METANOL 

" " rt=0.5...., t t 

rt=o.L, •• 
. 0 0 

• b e 

o o 

• b e 

Figura I 

croma/agrafia en placa (fase si/Ice ) 

a) PEG. b) PEG +suero desproteinizado, e) suero desproteinizado 

Cromatograme 4. 

suero sin Extracci6n en fase solida 
Formación del derivado silanizado. 
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Cromatograma 5 

.Suero. Extracc/6n en fase se/ida 
Formación del derivado silanizado. 



Cromatograma 6 
Suero adicionado con PEG-400 
Extracción en Fase sólida 
Formación del derivado silanizado. 
El tr=1.04 es tetraetitenglicol 
adicionado (n=5) 

4.2.4. Llnealldad, 1'11produclbllldad y% de recuperación 

La curva de calibración es lineal en el intervalo de concentración 

de 1100 a 3850 ¡.iglml, la ecuación de esta linea os y= 0.054*x - 7.9 

(Gréfica 1) y la prueba de hipótesis de linealidad se encuentra en las 

Tablas VII y VIII. 

Fuentes da variación 

Desviación de las medies respecto 

a la recta de rearesión 

Desviación da los valores de cada grupo 

con la media de su oruoo 
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gl suma de CUlldnldo 

cuadrado a medio 

3 580.05 180.01 

5 741.39 148.27 

Tabla VII 
Datos para prueba de linealidad 



m 
< 

HIPOTESIS 

HoY=a+bX 

H•Y"a+bX 

350 

300 

250 

200 

150 

100 

50 

o 
-50 

o 

F a==o.os 3 5 

5.41 

F calculado CONCLUSION 

2 

1.21 No se rechaza HO 

Tabla VIII 

Prueba de linealidad 
para la curva de calibración 

a 

3 4 

e (l!g/ml) x1a1 

Gráfica I 

Curva de calibración 
a) PEG, b) PEG extraído del suero en fase sólida 

En la cuNa de calibracl6n de PEG-400 adicionado a suero con todo 

el tratamiento y manlpulacl6n subsecuente la reproduclbllldad (desviación 

estandar relativa) es de 11.48%. 
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Los datos y la prueba de hipótesis de correlación entre el érea de 

PEG-suero extrafdo en fase sólida y el érea de PEG directo se encuentran 

en la Tabla IX. La ecuación de esta linea es y= 0.76•x -23.53 (Gréflca 11). 

Los Intervalos de confianza para la pendiente y la ordenada al origen se 

encuentran en la Tabla X. Donde puede observarse que la rewperaclón 

de PEG-400 adicionado a suero después de su desprotelnlzaciOn y 

extracción en fase sólida es de 77 ± 27"/o y no hay evidencia de errore.s 

sistemáticos (a=O). 

~ w 
e 
CD 
:::1 
<¡> 

ffi a.. 
~ 

<C 

250 

200 
r=0.98 

150--

100 

50 

o 

-t-~~-1-~~-t-~~-t-~~-t-~~-+-----l 

50 100 150 200 250 300 

Area PEG 
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Grafics // 
Correlación entre PEG so/o J' 

PEG extraído de suero 



HIPOTESIS 

Ho r =o 
Ha r >O 

0.96 

X 

Pendiente 0.77 

Ordenada al ort an -24 

3 

s 
0.08 

17.04 

ta=0.05 tcalculado CONCLUSION 

2.353 21.17 Se rechaza Ho 

Tabla/X 
Prueba de hipótesis para la correlación 

entre PEG-suero extraído y PEG 

t a/2=0.05 Intervalo de cónflanza al 95% 

3.182 0.7641 ±0.28 

3.182 -23.53 ± 54.22 

Tabla X 
Datos de la correlación entre 

PEG-suero extraído y PEG 

4.3. lnftuencla del deagHte sobre 11 perme1bllldad lnteatlnal al PEG-

400 

En la Gráflca 111 se muestra la cinética de absorción-eliminación de 

PEG-400 en los tres grupos de animales. Observamos que el PEG-400 

se absorbe rápido, probablemente, en las porciones altas del Intestino 

delgado, y se elimina aproximadamente 3 hr despu6s de su 

administración. En los tres grupos el transporte de PEG-400 sigue una 

cinética de primer órden, es un modelo de un compartimiento. Las curvas 

se ajustan a la siguiente ecuación: (56) 

(Ka'F"X ) 
e O "(e(-Ke't)_e(-Ka't» 

V'(Ka-Ke) 
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Donde 

Ke= Constante de eliminación 
Ka= Constante de absorción 
V =Volumen de distribución 

F = Fracción de dosis disponible 
X0= Dosis administrada 
!=Tiempo 

En la Gráfica 111, IV, V y en la Tabla XIII se muestra que la 

dispersión de las mediciones en el grupo 11 es mayor que en los otros dos 

grupos, lo que obedece a que además de las diferencias Individuales de 

cada animal que hay en todos los dos grupos, en el grupo 11 existen 

diferencias en el grado de desgaste para cada animal. 

350 

300 

º*-'"""""o~-=o-,....,r-o...,...,~0~·~1==0~1"""'0,....,,,14~0~1~0,,....,1~0 

Tiempo 

Gráfica 111 
Ratones normales 



3500 

3000 

2500 

,soco • 

1000 

o 40 eo 80 1 o 1 o 140 1 o 1 o 
Tiempo 

Gráfica IV 
Ratones inyectados con bacteria no desgastados 

20 40 eo 80 1 o 1 o 140 160180 

Tiempo 
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Gráfica V 
Ratones desgastados 



Grupo N s 
Control 40 23.81 

1 9 16.14 

11 13 75.69 

Tabla X// 

Desviación de tos puntos 

a la curva ajustada correspondiente 

En la Gráfica VI y en la Tabla XIII se encuentra la gráfica y los datos 

del ajuste en los tres grupos 

5500 
5000 

4500 
4000 

(!) 3500 
w 3000 
o.. 
E 2500 

8'~= 
1000 

500 
o 

a Controles 
b Grupo 1 
c Grupo 11 

o 20 40 60 80 100 120 140 180 180 200 

Tiempo 
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Gráfica VI 
Cinética de absorción-eliminación 

en los tres grupos de ratones. 



Gruco Ka Ke 

Control 0.069 0.015 

1 0.061 0.015 

11 0.067 0.0082 

Are a 
139201 

143510 

411000 

tmax Cmlnl Cmaxlua/mll 

23.85 

24.97 

23.57 

1735 

1799 

4172 

Tabla XIII 
Datos da la cinética 

En la Tabla XIV se encuentran los resultados de los Hmites de 

confianza para los parametros de la gráfica de animales control por ser 

donde hay un mayor número de animales. Hay que senalar que para un 

ajuste confiable de los parametros y del Orden de la cinética se requieren 

un mayor número de puntos a diferentes tiempos y si no puede ser de un 

solo Individuo es necesario que exista a cada tiempo un número grande 

de individuos para obtener un buen promedio. 

Por lo anterior con los datos aqul presentados podemos conocer 

alteraciones entre los grupos en estudio, sin embargo si se desea afinar 

los parametros, comprobar el Orden de cinética y realizar el análl1is 

estadlstlco adecuado se debe redlsellar el estudio con la Información aqul 

presentada para obtener la cinética de absorcl6n-ellmlnaci6n con por lo 

menos cuatro puntos para la absorción (antes de 25 mln) y cuatro para la 

ellmlnacl6n, asl como aumentar y controlar el número de rato:ies a cada 

tiempo. 
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Parametro Estimado S 

Ka 0.066 0.013 

Ke 0.0154 0.0021 

Intervalo de confianza al 95 % 

0.023 - 0.1 OB 
0.0086 - 0.0271 

Tabla XIV 
Datos del grupo de animales control 

Podemos observar en la Gráfica VI y en la Tabla XIII que no hay 

diferencias Importantes en la concentración de PEG-400 entre los 

animales control y los animales Inyectados que no mostraron sintomas de 

enfermedad (érea bajo la curva muy parecida), mlen1ras que en el grupo 

de animales desgastados la concentración de PEG-400 resultó mucho 

mayor. 

La vida media de eliminación de los animales del grupo 11 es de 

86.6 mln, es mayor que en los animales control y los del grupo 1 que es de 

46 mln. Es decir que los animales desgastados tienen un retraso en el 

tiempo de ellmlnacl6n de PEG-400. 

No hay diferencias en la vida media de absorción entre los grupos 

en estudio, para los tres es de 10 a 11 mln. 

No se encontró ninguna relación ni diferencia en la absorción 

ln1estlnal de PEG-400 entre hembras y machos de cada grupo (Tabla XIV) 

por lo que se trabajaron indistintamente . 
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HIPOTESIS DIFERENCIAS 

Ho XH = XM X=263 

Ha XH> XM 5=603 

l a=0.05 l calculado CONCLUSION 

2.132 0.5719 No se rechaza Ho 

Tabla XIV 
Prueba de hipótesis sobre 

influencia del sexo sobre la absorción de PEG 

A todos los animales se les administró la misma dosis de PEG-400 

(4000 µg) (suponiendo un peso promedio de 10 g), Para esto nos 

basamos en los artfculos mencionados en los antecedentes de este 

trabajo, los cuales recomiendan la admlnlstraclOn 1 Og de PEG-400 a 

humanos adultos sin ajustar al peso de cada uno. Al Igual que en los 

humanos adultos no son grandes las diferencias en los pesos de los 

animales que perteMcen a un mismo grupo. Sin embargo los ratones del 

grupo 11 son significativamente más pequellos, y surgió la duda de si los 

animales del grupo desgastado presentaban una mayor absorción de 

PEG-400, por haber recibido más cantidad de PEG-400 por gramo de 

peso. 

Para aclarar este punto se dlvldlO la concentraciOn de PEG-400 

encontrada en suero entre la dosls/g de peso administrada a cada animal. 

Este cociente debe ser una constante para los animales de un mismo 

grupo y a un mismo tiempo. Y si es verdad que los animales desgastados 

presentan una mayor concentración solo por haber recibido 

proporcionalmente mayor cantidad, entonces a un mismo tiempo, el 
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cociente debe ser Igual que en los otros dos grupos, ya que la absorción 

de PEG-400 es directamente proporcional a la dosis administrada (47). 

En la Gráfica VII se muestra la cinética de los valores del cociente 

antes mencionado en fUnción del tiempo, donde se puede ver que la curva 

ajustada de los animales desgastados sigue siendo diferente a las otras 

dos curvas, y por lo tanto podemos decir que los animales desgastados 

tienen una mayor cantidad de PEG-400 por tener alterada la 

permeabilidad Intestinal. 
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Gráfica VII 
Cinética obtenida después de conegir 

con la dosis por gramo de peso de cada animal 
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CAPITULO 5. DISCUSION. 

5,1. Manifestaciones del slndrome del desgaste 

Al aplicar el procedimiento descrito por Esketdt (10) para Inducir el 

slndrome desgastante en ratones recién nacidos, se obtuvo una 

mortalidad muy elevada (46.6%) que redujo significativamente, a 32, el 

número de animales sobrevivientes después de las Inyecciones de 

estafilococos. De éstos, tres murieron por accidentes durante la 

colocaclOn de la sonda lntragéstrlca. De los 29 ratones restantes, 

solamente 16 (31.6%) desarrollaron el cuadro cllnlco del slndrome. Hubo 

13 artlmales (21.6%) que, a pesar de recibir las Inyecciones con bacterias 

muertas, al final del experimento tenlan una eparlencla fislca similar a la 

de los animales sanos del grupo control. 

Por estas dos razones (la mortalidad elevada y la ausencia de una 

respuesta desgastante en un gran número de ratones), resultó baja la 

cantidad de animales qua pudieron ser utlllzados para el estudio de la 

penneabllldad Intestinal. Esta cantidad, 16, estuvo muy por abajo de la 

espectatlva Inicial, considerada en el protocolo del trabajo, si se toma en 

cuenta que el experimento fue dlsenado para trabajar con 120 ratones, de 

los cuales 60 serian Inyectados con estafilococos. 

La mortalidad elevada puede ser atribuida a varios factores. 

Primero, a la enfennedad desgastante en si misma que, en algunos 
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casos, provocó un deterioro exagerado de las condiciones fisicas y de la 

competencia inmunológica de los ratones. Segundo, al canibalismo de 

las madres de los animales, que se inaementa si las aias se encuentran 

enfennas. Y tercero, a que no son óptimas las condiciones ambientales 

(control de la temperalunl, etc.) del Biolerio de la Facuttad. Como se 

obtuvieron resuttados negativos al cultivar la suspensión de estafilococos 

inactlvados, se puede descatar la posibilidad de que los ratones hubieran 

recibido inyecciones intraperitoneales de bacterias vivas. Los 

microabcesos que se encontraron en el peritoneo y en varios órganos 

abdominales de los animales, en et momento de sacrificarlos, no 

estuvieron cauudos por ellalilococos y, más bien, se pueden asociar a la 

inmunodeficiencia grave de los animales desgastados. 

El segundo problema, la ausencia de Wla enfennedad desgastante 

a pesar de las inyecciones intraperitoneales con bacterias inactivadas, ya 

habla sido observado por Esketdt desde sus primeros experimentos. 

Regulannente queda un grupo de animales que no se desgasta aunque 

haya sido inoculado con la suspensión de bacterias muertas (10). Sin 

embargo, en nuestras ~ resultó fR1Y alta (45%) la proporción de 

ratones inyectados que no ~ slnlomaa del slndrome 

desgastante. Existe la posibilidad de que, en algunas camadas, la serie 

de Inyecciones no hllya oomenzado inmediatamente después del 

nacimiento. Ellketdl ya habla sellalado (10) que una pequella diferencia 

de horas en el inicio de tas lnoallaciones podia inftuir decisivamente en la 

expresión del sindnlme lnls 1a111111as m6s tade. El error al ajustar 

nefelométricamente la suspensión de las bacterias inactivadas, es decir, 



que 6stas tuvieran una concentración Inferior a la deseada, aunque 

factible se puede considerar una posibilidad remota. Nuevamente las 

condiciones y la organización del Bloterio fueron las que més Influyeron 

para Impedir el Inicio de la Inducción del síndrome en el momento preciso. 

De todos modos, no obstante el pequeno número de animales 

desgastados de los cuales se pudo Obtener una muestra de sangre para 

medir la concentración del PEG-400, se logró realizar la cin611ca de 

absorción - eliminación. 

11.2. Estudio de PEG en suero 

En los trabajos de Investigación cllnlca publicados recientemente 

sobre el estudio de la permeabilidad Intestinal, el PEG-400 ó 600 se 

administra por vía oral y, posterlonnente, se mide la concentración de la 

mol6cula en una muestra de orina de 6 horas (47-58). La Información que 

se obtiene con este procedimiento es la concentración total abSOltllda y 

eliminada en las 6 hr. Tiene la ventaja, al no colectar muestras seriadas 

de sangre venosa, de no ser traUmatk:o para la peqma y es més 

económico ya que la muestra a analizar es solo una. Sin embargo el 

realizar el estudio en muestras de suero proporciona una mayor 

lnformaclon. 

Por otra parte, en el caso del experimento dlsellado como trabajo 

de la presente tesis, desde un principio el anélisls del PEG-400 en 
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muestras de orina significaba aplicar una serie de procedimientos 

relativamente complejos (cateterismo vesical o uretral, Inmovilización del 

animal, etc) para obtener una cantidad suficiente de orina de ratones de 

un mes de edad. El segundo punto que Influyó para rechazar el anéllsls 

de las muestras de orina estuvo dado por la literatura publicada en favor 

de un posible dailo renal del animal desgastado. 

Como el objetivo del trabajo era el estudio de la permeabilidad del 

Intestino, se decidió finalmente tomar una muestra de sangre de cada 

ratón aunque, al hacer esto, se perdla la posibilidad de obtener la cinética 

de cada animal. Sin embargo, como el estudio se habla programado con 

60 animales desgastados y 50 controles, se consideró que esta cantidad 

de ratones permitirla sacrtflcar varios ratones a distintos tiempos y 

obtener una Imagen fiel de la cln6tlca de la absorción, tanto en el caso del 

desgaste como en el grupo control. 

5.3 Método analitlco 

Corno ya se mencionó, el trabajo que Informa los resultados del 

anéllsls del PEG-400 en muestras de suero (55) donde el procedimiento 

de extracción del mismo con cloruro de metlleno es insatisfactorio, ya que 

el PEG-400 presenta baja solubilidad en liquldos poco polares (56). Con 

el método aqul presentado se obtienen extractos limpios de PEG-400, lo 

cual permite realizar el estudio del curso de los niveles de PEG-400 en 



suero a través del tiempo y de los niveles excretados, asi como la 

velocidad de absorción y eliminación del mismo. 

El uso de BSTFA para la fonnación del derivado sllanizado, de 

entre los silanizantes probados, es el que ofrece una mejor respuesta 

respecto a la concentración, tal como lo propuso en 1986 lrvtng et al (48). 

El uso de escualano como estándar interno, aunque no se puede 

adicionar desde el momento de la obtención de la muestra de suero, 

permite un control del volumen final con lo que se obtiene una 

repetibilidad satisfactoria. La reproducibllidad del método es apropiada 

para el seguimiento de la cinética de absorción-eliminación de PEG-400 

en los grupos de ratones en estudio, donde las variaciones encontradas 

se deben fundamentalmente a las diferencias entre animales ya que la 

varianza de los datos aportada por el método es menor que la varianza 

aportada por los datos de los animales. 

5.4 Influencia del desgaste sobre la cinética de absorción de PEG-

400 

Los resultados revelan que la enfermedad desgastante aumenta la 

permeabilidad intestinal. 

Las pruebas estadfsticas aplicadas mostraron que, en los ratones 

de un mes de edad, el sexo es una variable que no Influye de una manera 
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significativa en la gravedad de la pérdida de peso del animal desgastado 

y tampoco en ta absorción del PEG a través del intestino. 

En los animales desgastados debe haber alteraciones en la 

moñologla Intestinal provocadas por la respuesta del animal a los 

antlgenos bacterianos con los cuales fueron Inoculados. Esta respuesta 

es principalmente mediada por una producción atta de TNF, et cual es 

conocido por provocar entre otras cosas necrosis intestinal (30,31) 

Existen trabajos de tipo moñológlco {microscopia electrónica) en 

animales desnutridos {61) y animales con deficiencia de zinc {62) que 

reportan alteraciones en las vellosidades y en las uniones intercelulares 

de las células epiteliales del intestino. Proponen que a través de estas 

alteraciones moñológlcas es como se pueden generar reacciones de 

alergia a ciertas proteinas de los alimentos, ya que las uniones 

intercelulares se encuentran debilitadas, et espacio intercelular es mayor 

y se faclllta el paso de macromoléculas. 

En el sindrome de desgaste, aún no se han realizado experimentos 

para demostrar si también existen estas alteraciones morfOlóglcas. Sin 

embargo tos ratones desgastados también pruentan c:aracterlstlcas 

similares a tas mencionadas en los trabajos anteriores, es decir, tienen 

un elevado grado de desnutrición y deficiencia de zinc en algunos 

órganos (15). De tal forma que un mecanismo de esta naturaleza podrla 

estar participando en ol aumento de la permeabilidad Intestinal que 

encontramos y en la trastocación bacteriana estudiada en un trabajo 

anterior (14). 
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El resultado de la reducción en la velocidad de ellmlnaclón renal de 

PEG-400 en los animales desgastados pudiera ser Interpretado como una 

disminución patológica de la fiHraclón glomerular, ya que .éstos ratones 

presentan notables modificaciones en su composición orgénlca, 

alteraciones a nivel celular, y la presencia del ya mencionado TNF, 

pudiendo esto afectar al igual que a otros tejidos al rlnón, reduciendo su 

capacidad funcional. Sin embargo también se podría explicar como un 

ajuste fisiológico adecuado a la composición del organismo, cuya 

homeostasis ha de defender, tal como OCU!Te en el nlno desnutrido, que 

tienen un gran desequllibrio electrolltlco y presentan Intensas pérdidas de 

llquldos orgénlcoa, y donde la reducción en la velocidad de filtración 

glomerular resulta ser un hecho favorable para la conservación del 

volumen acuoso (63,64) 
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CAPITULO 6.- CONCLUSIONES. 

El grupo de animales a los que se les Indujo el slndrome del 

desgaste presentó una mortalidad elevada (46.6%). 

De 53.3% sobrevivientes solamente el 31.6% expresó las 

manifestaciones completas del slndrome. 

El método desarrollado para analizar PEG-400 en suero es 

apropiado al estudio. 

Se encontró en los ratones desgastados un aumento de los niveles 

de PEG-400 en suero y una reducción en la velocidad de ellmlnac:Jón 

renal. 
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