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RESUMEN 

Las cepas de Rattus norvegicus comúnmente utilizadas en la investigación 

biomédica son Wistar,  Sprague-Dawley, y Long-Evans, sin embargo, un número de 

estudios han demostrado que existen diferencias entre cepas, por ejemplo, en la 

absorción gastrointestinal de fármacos, en la respuesta bioquímica a una variedad 

de neurotóxicos, diferencias en proceso de biotransformación, depuración y 

vaciamiento hepato-biliar, en la respuesta al estrés, etc., sin embargo, hay poca 

información ante la respuesta de un proceso inflamatorio. Un método estandarizado 

para la inducción de la respuesta de fase aguda, es la administración intraperitoneal 

de lipopolisacárido (LPS), una endotoxina de la pared celular bacteriana. 

Ante un daño tisular o infección, el organismo reacciona mediante una respuesta 

inflamatoria de fase aguda (RFA), proceso biológico complejo que implica 

vasodilatación, aumento de la permeabilidad capilar y migración de leucocitos al 

sitio de lesión. La reacción inflamatoria localizada se caracteriza por la presencia de 

enrojecimiento, tumefacción, calor, dolor y pérdida de la función en la zona del daño. 

Ante un daño tisular o infección, el organismo reacciona mediante una RFA, proceso 

biológico complejo que implica vasodilatación, aumento de la permeabilidad capilar 

y migración de leucocitos al sitio de lesión. La reacción inflamatoria localizada se 

caracteriza por la presencia de enrojecimiento, tumefacción, calor, dolor y pérdida 

de la función en la zona del daño. Las manifestaciones principales son fiebre, 

leucocitosis, reordenamiento de síntesis de proteínas hepáticas, denominadas 

proteínas de fase aguda (PFA) que son liberadas a circulación actuando como 

mediadores inflamatorios; y las metalotioneínas (MT) que son PFA intracelular. La 

RFA inicia mediante la señalización de citocinas inflamatorias, producidas 

principalmente por las células de estirpe monocito/macrófago; interleucina-1β (IL-

1β), factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α) e interleucina-6 (IL-6), que median la 

RFA a nivel local y en sitios distantes. La finalidad de este proceso es restaurar la 

homeostasis y eliminar la causa de su perturbación. 

La mayor parte de la investigación biomédica está dirigida al conocimiento de la 

fisiología humana y animal a través del conocimiento de eventos celulares y 

moleculares que permitan explicar los fenómenos que ocurren durante la salud y 
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enfermedad. Debido a las diferencias reportadas entre las diferentes cepas de ratas 

es importante conocer las respuestas entre éstas después de un proceso 

inflamatorio inducido, para así seleccionar el modelo animal más apropiado, lo que 

constituye un paso crítico en el diseño de un estudio. 

Este trabajo se enfocó en estudiar el efecto del LPS provocando una respuesta 

inflamatoria aguda en tres cepas de ratas Long Evans, Sprague-Dawley y Wistar 

más utilizadas en la investigación, donde se observó que cada cepa difiere en 

respuesta al estímulo en diferentes tiempos, duración y producción de proteínas de 

fase aguda, así como la respuesta hematopoyética. Los resultados obtenidos 

muestran incremento de IL-6 en cepas Long Evans y Wistar, mientras α2 

macroglobulina incremento en todas las cepas. En cuanto a la evaluación de 

albúmina, fibrinógeno y globulinas no muestran cambios por lo que no son buenos 

marcadores de inflamación aguda en rata. Y en lo que respecta a la respuesta 

hematopoyética solo la rata Wistar presento leucocitosis al inducir una respuesta de 

fase aguda. Sin embargo las 3 cepas mostraron incremento en los 

polimorfonucleares y los monocitos indicando la presencia de inflamación aguda. 

De esta manera se demuestra que si existen diferencias entre la cepa Long Evans, 

Sprague-Dawley y Wistar en respuesta a la inducción de un proceso inflamatorio 

agudo. 
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1. MARCO TEÓRICO  

1.1. Roedores en la investigación  

Los roedores proporcionan un modelo adecuado para la investigación, 

particularmente en estudios sobre el metabolismo y la fisiología de diversas 

patologías. Junto con los ratones y otros roedores, la rata es un mamífero utilizado 

en la investigación biomédica. Su tamaño, fácil manipulación, así como su 

disposición y bajo costo de mantenimiento, la han hecho un modelo ideal para la 

investigación. 1  

Las ratas de laboratorio son ejemplares de Rattus norvegicus pertenecientes al 

orden Rodentia, suborden Myomorpha, superfamilia Muroidea, familia Muridae. No 

obstante, no existe única cepa de rata de laboratorio, sino que, mediante 

cruzamientos se han generado diversas cepas, entre las más utilizadas se 

encuentran las cepas Wistar, Sprague-Dawley y Long Evans. 2,3 

Un número de estudios han demostrado que existen diferencias entre estas 

especies, por ejemplo, en la absorción gastrointestinal de fármacos, en la respuesta 

bioquímica a una variedad de neurotóxicos, diferencias de biotransformación, 

depuración y vaciamiento hepato-biliar, actividad de la UDP-glucuronil transferasa, 

en la respuesta al estrés, en la secreción de prolactina ante un proceso 

carcinogénico, entre otros. 4-7 

1.1.1. Cepa Wistar  

La cepa Wistar, son ratas albinas, fue desarrollada en el Instituto Wistar en 1906 

para su uso en la investigación biológica y médica, y es la primera cepa de ratas 

desarrolladas para servir como un organismo modelo en investigación. Más de la 

mitad de todas las cepas de ratas de laboratorio son descendientes de la colonia 

original establecida por el fisiólogo Henry Donaldson, Milton J. Greenman científico 

administrador, y Helen Dean King, investigadora en genética y embriología. Esta 

cepa, se caracteriza por su cabeza ancha, orejas largas, y con una longitud de la 

cola que es siempre inferior a la longitud de su cuerpo y son una de las cepas más 

activas. El tamaño poblacional promedio de una camada de esta cepa es de 9.5 

crías, son ratas dóciles y de crecimiento más lento que las ratas Sprague-Dawley. 
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Aplicación: modelo de usos múltiples en general, utilizado principalmente para 

investigación de enfermedades infecciosas, las pruebas de envejecimiento, pruebas 

de seguridad y eficacia, neurobiología, etología, cirugía experimental y toxicología. 

2,8 

1.1.2. Cepa Sprague-Dawley 

Es una cepa exogámica, la rata Sprague-Dawley es de usos múltiples, utilizada 

ampliamente en la investigación médica. Su principal ventaja es su tranquilidad y 

facilidad de manejo. Esta cepa de ratas fue la primera producida por las Granjas 

Sprague-Dawley (más tarde para convertirse en Compañía de Animales Sprague-

Dawley) en Madison, Wisconsin. Las instalaciones de cría se adquirieron 

inicialmente por Gibco y luego por Harlan (ahora Harlan Sprague-Dawley) en enero 

de 1980. 

El tamaño poblacional promedio de la camada de la rata Sprague-Dawley es de 

11,9 crías. El peso corporal de adultos es de 250 g a 300 g para las hembras, y 450 

g a 520 g para los machos. La vida útil típica es 2,5 años a 3,5 años. Estas ratas 

suelen tener mayor relación de cola en relación a la longitud del cuerpo en 

comparación con ratas Wistar. 

Aplicaciones: Terapia genética, análisis de microarreglos, diferenciación y daño 

neuronal, deterioro de la memoria, actividad de neurotransmisores, respuesta al 

estrés traumático, cardiomiopatías, efectos del tabaco y el alcohol, actividad 

antidepresiva, deficiencias nutricionales, epilepsia, efectos de anestésicos, 

tratamientos para la hipertensión, toxicología, neurología, reproducción, 

envejecimiento, teratología, oncología, nutrición y obesidad. 9 

1.1.3. Cepa Long-Evans 

La rata Long-Evans es un modelo que fue desarrollado por el Dr. Long y el Dr. Evans 

en 1915, es el resultado de un cruce entre una hembra albino del Instituto Wistar y 

un macho salvaje (Rattus norvegicus) capturado cerca de Berkeley. Es conocida 

como “rata encapuchada”. Es una cepa exogámica es decir que son una cruza de 

animales no emparentados. Como característica es que tiene el color del pelaje 

negro-capucha. Es una rata agresiva en comparación con la Wistar. La rata Long-

Evans es pequeña y resistente a la oncogénesis. Es considerada un animal poco 
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dócil tiene un tiempo de gestación entre 20 y 23 días. El tamaño poblacional 

promedio de la camada de la rata Long-Evans es de 10,3 crías. 

Aplicación: el modelo de usos múltiples en general, Se utiliza para estudios 

neurológicos, oftalmológicos, toxicológicos, investigación del comportamiento y la 

obesidad inducida por la dieta. 3 

1.1.4. Diferencias de cepas  

Yoon YW, Lee DH y colaboradores (1999) compararon la manifestación de los 

comportamientos de dolor neuropático en varias cepas de ratas, incluyendo a cepas 

ACI, Brown-Norway, Fischer 344, Lewis, Long-Evans, Sprague-Dawley y Wistar-

Furth. La lesión neuropática se produjo ligando estrechamente los nervios espinales 

izquierdos L5 y L6, con los animales bajo anestesia con halotano durante 2 

semanas, se examinaron los signos conductuales como alodinia mecánica, alodinia 

fría y el dolor espontaneo. Después de una lesión neuropática, las ratas en la 

mayoría de los grupos desarrollaron altos niveles de signos conductuales de 

diversos componentes del dolor; sin embargo, algunas cepas de ratas mostraron 

signos conductuales débiles de dolor neuropático. Cuando se hicieron 

comparaciones de las diferentes cepas, las ratas Brown-Norway y Long-Evans 

mostraron la menor magnitud de comportamientos de dolor neuropático. 10 

Cadoni C. y colaboradores (2007), demostraron que las ratas endogámicas Lewis y 

Fisher, muestran marcadas diferencias en su respuesta a estrés y las drogas de 

abuso. Se ha reportado que la exposición crónica por morfina y cocaína, entre ratas 

Lewis y Fisher existen diferencias, debido a que en las ratas Lewis la actividad de 

los niveles de adenilato ciclasa, y la actividad de la proteína cinasa dependientes de 

AMP cíclico, son mayores en el núcleo accumbens y locus coeruleus, que en la rata 

Fisher. Sin embargo, los niveles de proteína G son más bajos en la rata Lewis que 

en la Fisher. Otra diferencia reportada es que las neuronas del locus coeruleus 

mostraron mayores tasas de activación espontánea en las rodajas de cerebro in 

vitro, que las ratas Fischer; y también mostraron mayor inducción por la morfina, en 

la respuesta al AMP 8-bromo-cíclico aplicado. Además, las ratas Lewis y Fischer 

mostraron síndromes de abstinencia de opiáceos muy diferentes, con diferente tipo 
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de comportamiento, provocado por la precipitación de la abstinencia a opiáceos con 

el antagonista de los receptores opiáceos, la naltrexona. 11,12 

Investigaciones refieren que las ratas son excelentes modelos experimentales para 

estudiar el cáncer de mama, pero las cepas de rata difieren en susceptibilidad. Entre 

las cuatro cepas Fisher, Sprague-Dawley, Long-Evans y ACI utilizadas, las ratas 

Fischer son menos susceptibles al cáncer de mama espontáneo, sin embargo, son 

muy propensas a los tumores metastásicos extremadamente resistentes y 

resistentes a los medicamentos, en los casos en que desarrollan la enfermedad. Por 

el contrario, las ratas Sprague-Dawley son las más susceptibles al cáncer de mama 

espontáneo entre las cepas. Las ratas ACI son muy propensas al cáncer inducido 

por estrógenos. Las ratas Long-Evans se usan comúnmente en estudios de 

carcinogénesis de las glándulas mamarias.13 

L. Luzhna y colaboradores (2015), demuestran mediante el análisis de expresión 

génica en el tejido de la glándula mamaria de cuatro cepas de rata ACI, Long-Evans, 

Fischer-344 y Sprague-Dawley, que hubo diferencias significativas, 

respectivamente, en las ratas Fischer-344, Long-Evans y Sprague Dawley, en 

comparación con las ratas ACI. Dos cepas, Fischer-344 y Long-Evans, mostraron 

expresión diferencial en las cascadas de complemento y coagulación, señalización 

de quimiocinas, señalización PPAR, sistema renina-angiotensina, interacción ECM-

receptor, adhesión focal y ruta del metabolismo del glutatión.13 

Con base en lo anterior, cabe suponer que, de acuerdo a la presencia de un número 

de estímulos, pueden existir diferencias entre las diferentes cepas de ratas, como 

por ejemplo, la respuesta inflamatoria. 

1.2. Respuesta inflamatoria  

La inflamación es la respuesta del sistema inmunológico de un organismo al daño 

causado a sus células y tejidos vascularizados, por patógenos bacterianos y por 

cualquier otro agresor de naturaleza biológica, química, física o mecánica. La 

inflamación, es normalmente una respuesta reparadora; un proceso que implica un 

importante gasto de energía metabólica. 14 
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La vía de respuesta inflamatoria general se lleva a cabo por medio de una secuencia 

de inductores los cuales se pueden clasificar como exógenos (PAMP, factores de 

virulencia, alérgenos, entre otros) y endógenos (derivados celulares, tisulares y 

plasmáticos); sensores como los receptores TLR, mediadores en donde se 

consideran como fuente más importante TNF-α, IL-6 y PGE2 y efectores que son 

las células a donde se activara el proceso inflamatorio. 14,15 

La inflamación se desencadena cuando las células inmunes innatas que residen en 

los tejidos que incluye monocitos, macrófagos, granulocitos, neutrófilos y células NK 

reconocen la invasión de patógenos o daños en las células. La inflamación aguda 

tiene un inicio rápido y de corta duración que comprende reacciones localizadas que 

se caracterizan por la presencia de enrojecimiento, tumefacción, calor, dolor y 

pérdida de la función en la zona del daño (Figura 1). 16 

 

Figura 1. Desencadenamiento de la respuesta inflamatoria. Tomada y modificada de Maria Cholbi et.al.  

1. Vasodilatación, aumento del flujo sanguíneo, enrojecimiento y calor.  

2. Aumento de la permeabilidad, favorece la salida del plasma, proteínas, anticuerpos, enzimas 

y fagocitos (edema y tumefacción) 

3. Diapédesis, salida de los leucocitos.  

4. Quimiotaxis, las células se dirigen hacia el foco inflamatorio. 
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5. Fagocitosis, efectuada por neutrófilos (formación de pus), macrófagos. 

Secreción de interleucinas.  

Durante esta respuesta ocurren fenómenos vasculares o cambios hemodinámicos. 

Se produce una vasoconstricción transitoria de las arteriolas, los mastocitos que se 

encuentran en el sitio de lesión liberan mediadores inflamatorios como histamina, 

prostaglandinas y óxido nítrico que actúan en el músculo liso vascular para provocar 

vasodilatación, aumentando el flujo sanguíneo que causa el enrojecimiento y el 

incremento de calor en la zona.17  

Posteriormente, las moléculas más grandes, tales como la albúmina y fibrinógeno, 

dejan el lecho capilar, conformando el exudado.  La histamina y leucotrienos actúan 

sobre las células endoteliales para aumentar la permeabilidad vascular, facilitando 

la salida de los fagocitos, anticuerpos y otros componentes hacia los tejidos 

lesionados, produciendo edema y dolor. Las citocinas tales como el TNF- α y la IL-

1β promueven la extravasación de leucocitos (diapédesis) mediante el aumento de 

los niveles de moléculas de adhesión de leucocitos en las células endoteliales 

(figura 2) hacia el sitio inflamatorio lo que contribuye a la reparación de tejidos. Los 

neutrófilos son el primer tipo celular en ser atraídos desde la circulación, y pronto 

predominan en la zona de la inflamación. 17 
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Figura 2. Reclutamiento de leucocitos, mediante el aumento de los niveles de moléculas de 

adhesión en las células endoteliales. Las células endoteliales en los sitios de infección y lesión 

tisular son activadas, en su mayoría en respuesta a citoquinas. La activación endotelial genera 

entonces un aumento en la adhesividad hacia los leucocitos circulantes. Esta adhesión es mediada 

por dos clases de moléculas llamadas selectinas e integrinas, y sus ligandos. La expresión de estas 

moléculas de adhesión varía entre los diferentes tipos de leucocitos y los vasos en las diferentes 

ubicaciones. Tomada y modificada de Robbins, S.L y cols.2004. 

1.3. Respuesta de fase aguda  

La respuesta inflamatoria se acompaña de una respuesta generalizada, conocida 

como RFA, es una reacción no específica, altamente compleja y rápida del 

organismo animal. Es parte del sistema de defensa innata en el huésped como una 

respuesta a la lesión tisular, infección o inflamación, en donde se produce una 

rápida reprogramación de expresión de genes y cambios en el metabolismo en 

respuesta a la señalización de citoquinas proinflamatorias. Una característica 

destacada de esta respuesta es la síntesis de proteínas de fase aguda por parte del 

hígado. La finalidad de este proceso es restaurar la homeostasis y ayudar a eliminar 

la causa de su perturbación. 16,18 
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1.3.1. Desencadenamiento de la respuesta de fase aguda  

La RFA se ve estimulada por la liberación de citocinas, entre las que destacan: 

Interleucina-1β (IL-1β), IL-6 y TFN-α. Estas citocinas son liberadas por monocitos y 

macrófagos en el lugar donde se sitúa el foco inflamatorio o infeccioso, y debido a 

sus acciones paracrinas este aumento inicial provoca un incremento sistémico. El 

aumento de citocinas circulantes produce la estimulación de la RFA en los 

hepatocitos. En el mecanismo de estimulación hepática para la producción de 

proteínas de fase aguda se pueden apreciar tres variantes fundamentales según el 

tipo de citocina implicada: 

La IL-6, se une a su receptor específico provocando la fosforilación del factor de 

transcripción, que se transloca hacia el núcleo donde se lleva a cabo la transcripción 

de los genes que codifican la producción de proteínas de fase aguda. 

La IL-1β y el TNF-α se unen a sus respectivos receptores y causan la degradación 

del inhibidor del factor de transcripción permitiendo así la producción de este factor 

y la activación subsecuente de los genes de fase aguda en el núcleo de la célula. 1 

1.3.2. Proteínas de fase aguda 

La producción de PFA está controlada por citocinas liberadas durante el proceso 

inflamatorio como la IL-1β e IL-6, principales reguladores que funcionan como una 

cascada y como una red que tiene efectos reguladores aditivos, inhibidores o 

sinérgicos en la expresión de PFA. 

Las PFA son diferentes entre los seres humanos y los animales, y a su vez de una 

especie a otra. En la rata, la α-1-glicoproteína ácida, α-2-macroglobulina, 

haptoglobina y fibrinógeno se encuentran entre las principales proteínas de fase 

aguda (tabla 1), mientras que la proteína C-reactiva, predominante en los seres 

humanos, no participa.18,19 

Proteína de fase aguda  Humano Rata Ratón  

α-1-glicoproteína ácida ↑↑ ↑↑↑ ↑↑↑ 

α-2-macroglobulina SC ↑↑ Desconocido  

Haptoglobina ↑↑ ↑↑ ↑↑ 

PCR ↑↑↑ ↑ ↑↑ 

Fibrinógeno  ↑↑ ↑↑ ↑↑ 
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Hemopexina  ↑ ↑↑ ↑ 

Ceruloplasmina  ↑ ↑ Desconocido 

Tabla 1. Diferencias entre especies en las proteínas de fase aguda 1 

↑↑↑: elevación≥100 veces; ↑↑: elevación de dos a cinco veces; ↑: elevación < doble; SC: sin 

cambio significativo 

Cambios en la respuesta de fase aguda hepática intracelular que se llevan a cabo 

se encuentran las metalotioneínas (MT), forman parte de una familia de proteínas 

con capacidad de unir metales que son expresadas en todos los organismos y 

juegan un papel clave en la homeostasis de metales esenciales como el Zn2+ y Cu2+. 

Además, participan en la depuración de no esenciales, o aquellos que aun siendo 

esenciales se encuentren en los sistemas biológicos en concentraciones tóxicas. La 

MT es la principal metaloproteína intracelular.  

Se ha mostrado que la síntesis de las MT es inducida in vitro e in vivo por citocinas 

después de la infección y daño tisular. Con base en la similitud entre los inductores 

de la síntesis de PFA y MT, en la actualidad las MT se consideran como proteínas 

de fase aguda ya que hay elevación hepática de MT1 y MT2 durante la exposición 

a endotoxinas. Esta es una respuesta de fase aguda asociada con una reducción 

rápida de Zn2+ en plasma y un aumento de ~ 29% en Zn2+ hepático. La producción 

de IL-1α, IL-1β, TNFα e IL-6 preceden a esta respuesta y cada una de estas 

citocinas desencadena independientemente la transcripción de MT.20 
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Figura 3 Esquema de la regulación del gen-MT hepático en respuesta a la inflamación e 
infección. (Modificado de Coyle P., Philcox J. C., Carey L. C., Rofe A. M. 2002) 

1.3.3. Clasificación de las proteínas de fase aguda  

Las proteínas de fase aguda se pueden clasificar con base al tipo de variación de 

sus niveles ante un estímulo: 

 Proteínas de fase aguda negativas: son aquellas cuyos niveles se ven 

disminuidos durante una RFA. Dentro de este grupo se encuentra 

principalmente a la albúmina, durante un proceso inflamatorio esta proteína 

se asocia con una mayor tasa fraccional de catabolismo y cuando es 

extrema, aumenta la transferencia de albúmina fuera del compartimento 

vascular. Se produce una cascada de eventos en los que la inflamación 

induce la anorexia y reduce el uso efectivo de la ingesta de proteínas y 

energía en la dieta y aumenta el catabolismo de la proteína somática clave, 

la albúmina.  

 Proteínas de fase aguda positivas: son aquellas cuyos niveles se ven 

aumentados cuando se produce la RFA.  

Las principales PFA ante la activación de la inflamación aguda sistémica son α2-

macroglobulina, IL-6, IL-1β y TNF-α siendo las ultimas las encargadas de la 

regulación de la síntesis de PFA. 
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La α2-macroglobulina es útil como marcador de procesos inflamatorios, típica en 

rata. Es una proteína plasmática con secuencias de similitud con los 

componentes del complemento C3 y C4 (todos contienen un tipo único de sitio 

reactivo: β-cisteinil- γ-glutamil tioléster). Inhibe las proteasas de serina, cisteína, 

aspartato y metal. Exhibe una función de unión a citocina y factor de crecimiento. 

Modula la respuesta de células T por mitógenos antígenos.1,19 

Aunque se han identificado en diversos trabajos la respuesta de fase aguda, sus 

proteínas participantes, la respuesta innata celular y los diferentes tejidos que 

participan integrando la diversidad de señales en pro de la homeostasis de la 

inflamación, hasta ahora no se ha establecido las posibles diferencias que 

pueden existir entre cepas de Rattus norvegicus como modelos de estudio del 

estado inflamatorio. 

  



16 
 

2. DEFINICIÓN DEL PROBLEMA 

El uso de modelos animales es ampliamente aceptado para el estudio de procesos 

de compromisos fisiológicos y fisiopatológicos, entre las especies de ratas 

comúnmente utilizadas en la investigación son Wistar, Sprague-Dawley y Long-

Evans. Sin embargo, numerosos estudios demuestran que existen diferencias entre 

especies, por ejemplo, en la absorción gastrointestinal de fármacos, en la respuesta 

bioquímica a una variedad de neurotóxicos, diferencias en el hígado (actividad de 

la UDP-glucuronil transferasa) y en la respuesta al estrés. Sin embargo, hay poca 

información acerca de la respuesta ante un proceso inflamatorio agudo entre cepas 

y como repercutiría en la interpretación y correlación de los resultados obtenidos. 

  

3. PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN  

¿Existen diferencias significativas en la producción de las proteínas de fase aguda 

entre las cepas de Rattus Norvegicus: Wistar, Sprague-Dawley y Long-Evans 

después de la inducción de un evento inflamatorio? 
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4. JUSTIFICACIÓN 

La mayor parte de la investigación biomédica está dirigida al conocimiento de la 

fisiología humana y animal a través del conocimiento de eventos celulares y 

moleculares que permitan explicar los fenómenos que ocurren durante la salud y 

enfermedad. Seleccionar el modelo animal más apropiado es un paso crítico en el 

diseño de un estudio. Los roedores proporcionan un modelo muy adecuado para la 

investigación del metabolismo y de la fisiología en la RFA. La compresión de los 

modelos animales en respuesta a eventos que alteren la fisiología de la inflamación, 

ayudará a entender mejor los procesos de integración de señales intra y entre 

tejidos. Así mismo, la información obtenida ayudará a seleccionar el modelo correcto 

para la evaluación de blancos terapéuticos y nuevos desarrollos farmacológicos. 
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5. OBJETIVOS 

5.1. Objetivo general  

Comparar la respuesta de fase aguda en tres cepas de ratas con un proceso 

inflamatorio inducido con lipopolisacárido.  

5.2. Objetivos específicos  

En las tres cepas de Rattus norvegicus después de una administración de LPS 

intraperitoneal: 

 Evaluar los cambios leucocitarios en sangre periférica durante la RFA. 

 Valorar si existen diferencias significativas en la producción de proteínas 

clave de la RFA. 

 Determinar si existen diferencias en los niveles de metalotioneína hepática 

como marcador intracelular de la RFA. 
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6. HIPÓTESIS 

6.1. Hipótesis nula (Ho) 

No existe diferencia en la respuesta celular y proteica de fase aguda entre ratas 

Wistar, Sprague-Dawley y Long-Evans con un proceso inflamatorio inducido con 

lipopolisacárido. 

6.2. Hipótesis alternativa (H1) 

Existe diferencia en la respuesta celular y proteica de fase aguda entre ratas Wistar, 

Sprague-Dawley y Long-Evans con un proceso inflamatorio inducido con 

lipopolisacárido. 
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7. DIAGRAMA DE TRABAJO  
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8. METODOLOGÍA  

8.1. Material y métodos 

8.1.1. Animales de experimentación  

Ratas macho adultas de cada cepa; Wistar, Sprague-Dawley y Long Evans, con un 

peso de 180-220 g del Bioterio “Claude Bernard” de la Benemérita Universidad 

Autónoma de Puebla. Las cuales se alojaron en jaulas de policarbonato con serrín, 

en una habitación con las instalaciones de clima controlado (21±2°C) y luz regulada, 

con 12:12h ciclos día-noche, con acceso libre a comida y agua. Todos los 

procedimientos empleados en los animales siguieron las normas de acuerdo a la 

“Guía para el Cuidado y uso de Animales de Laboratorio” de México y aprobados 

por el Comité Institucional para el cuidado y uso de animales y a la Norma Oficial 

Mexicana NOM-062-ZOO-1999. 

8.1.2. Grupos experimentales  

El estudio se conformó por 5 grupos de cada cepa Wistar, Sprague-Dawley y Long 

Evans: control al que se le administró SSI (1ml/kg de peso), problema a las 6h, 

problema a las 12h, problema a las 24h y problema a las 48h se les administro LPS. 

Debido a que se han reportado resultados favorables para el proceso inflamatorio 

con lipopolisacárido lo que conlleva a desencadenar la respuesta a diferente tiempo 

ya especificado con n=5 animales para evitar falsos resultados. 

8.1.3.  Administración de LPS 

Las ratas problema recibieron un única dosis de LPS de Escherichia coli (1 mg / kg 

disuelto en 0.5 ml de solución salina isotónica en condiciones estériles) por vía 

intraperitoneal. Para evitar factores relacionados con los ritmos circadianos, las 

inyecciones se administrarán a las 8:00 a.m.-10:00 a.m. Las ratas control recibirán 

un volumen similar de SSI.  

8.1.4. Extracción sanguínea y preparación de hígado  

Las ratas problema se sacrificaron a las 6, 12, 24 y 48 horas después de la 

administración de LPS y las ratas control de sacrificaron a las 0 horas. 

Se anestesiaron con una mezcla de ketamina y xilazina. Posteriormente se extrajo 

sangre por punción cardiaca, la sangre total se utilizó para realizar citometría 
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hemática, el plasma citratado para determinar fibrinógeno, con el suero se 

determinará IL-6, α-2-macroglobulina y albumina. En seguida, se extirparon los 

hígados enjuagándolos con solución salina helada (NaCl 0,9%), se perfundieron con 

solución de sacarosa helada al 0.25 M, se pesaron, maceraron y finalmente se 

homogeneizaron en un mortero de vidrio Potter-Elvehjem para obtener el 

sobrenadante.  

8.1.5. Análisis hematológico  

La determinación se realizó a las 6, 12, 24 y 48 horas después de la administración 

de LPS y las de las ratas control a las 0 horas. A partir de sangre total con EDTA 

recolectada se realizó una citometría hemática, y se cuantificaron y evaluaron las 

diferentes líneas celulares, y a partir de un frote se observará las características de 

la serie leucocitaria. 

8.1.6. Análisis sérico de IL-6 

Las concentraciones séricas de IL-6 se midieron por ensayo de inmunoabsorción 

ligado a enzimas (ELISA) con un kit comercial específico para ratas. La 

determinación de los niveles séricos de IL-6 se realizó a las 6, 12, 24 y 48 horas 

después de la administración de LPS, y las de las 0 h del control. 

8.1.7. Determinación sérica de PFA 

La determinación de los niveles séricos de PFA se realizó a las 6, 12, 24 y 48 horas 

después de la administración de LPS, y las 0 h del control.  

Las concentraciones séricas de α-2-macroglobulina se determinaron por ensayo de 

inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA) con un kit comercial específico para 

ratas.  

La técnica de ELISA se basa en el uso de antígenos o anticuerpos marcados con 

una enzima, de forma que los conjugados resultantes tengan actividad tanto 

inmunológica como enzimática. Al estar uno de los componentes (antígeno o 

anticuerpo) marcado con una enzima e insolubilizado sobre un soporte 

(inmunoadsorbente) la reacción antígeno-anticuerpo quedará inmovilizada y, por 

tanto, será fácilmente revelada mediante la adición de un substrato cromogénico 

especifico que al actuar la enzima producirá un color observable a simple vista o 

cuantificable.  



23 
 

Las concentraciones plasmáticas de fibrinógeno se determinaron con el método de 

Clauss. El plasma para el ensayo se llevó a cabo en sangre total citratada.  

El método de Clauss mide el índice de conversión del fibrinógeno en fibrina en 

presencia de un exceso de trombina. Cuando el plasma diluido se coagula por 

exceso de trombina, el nivel de fibrinógeno es inversamente proporcional al tiempo 

de coagulación. 

Las concentraciones séricas de albúmina se determinaron con un método 

colorimétrico (verde de bromocresol). La albúmina sérica tiene como función el 

transporte de diversas sustancias. Debido a que el punto isoeléctrico de la albúmina 

es del orden de 4.9, en la sangre se encuentra predominantemente como anión y 

en consecuencia es capaz de combinarse fácilmente con cationes. Además, la 

albúmina es capaz de ligar sustancias orgánicas insolubles como los ácidos grasos, 

bilirrubina, hormonas, fármacos, etc. La unión de la albúmina a estas sustancias 

ocurre mediante fuerzas de Van der Walls entre las porciones no polares 

denominadas uniones hidrofóbicas. Una variedad de colorantes son capaces de 

ligarse hidrofobicamente a la albúmina y el complejo absorber luz de una longitud 

de onda diferente de la absorbida por el colorante no ligado a la albúmina proceso 

denominado error proteico de los indicadores. Por lo tanto, si se hace reaccionar a 

la albúmina con el verde de bromocresol se formará un complejo de color verde que 

es directamente proporcional a la concentración de la albúmina presente en la 

muestra.  

 

REACCIÓN  

Albúmina + verde de bromocresol                          

 

8.1.8. Cuantificación de metalotioneínas por el método de saturación con 

cadmio 

La determinación de la concentración de MT hepática se realizó de acuerdo al 

método de saturación con 109Cd/hemoglobina de Onosaka y Cherian (1978) como 

una modificación por Eaton y Toal, 1982. Se homogenizó en frio 1 g de tejido 

hepático con amortiguador Tris-HCl 10mmol/L, pH 7.4, posteriormente se centrifugo 

Complejo de color 

verde 

630 nm 
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a 18,000 x g por 20 minutos. A 100µL de sobrenadante se le adicionó 100µL de 

solución de 109Cd, posteriormente se incubó durante 10 minutos. Luego se 

adicionaron 500µL de una solución de hemolizado. Estos tubos fueron calentados 

en un baño de agua hierviendo por 2 minutos y posteriormente fueron enfriados en 

un baño de hielo por 5 minutos y finalmente fueron centrifugados a 18,000 c g por 

5 minutos. Se adicionó el hemolizado a la muestra y se calentó nuevamente el agua 

hirviendo, este paso se repitió por una vez más y luego se determinó Cd en el 

sobrenadante final por AAS (espectroscopia de absorción atomica) de llama. La 

cantidad de 109Cd fijado por la MT presente en el sobrenadante se midió mediante 

un detector de centelleo gamma (Perkin Elmer Wisard 1470 Automatic Gamma 

Counter). 

8.2. Manejo estadístico de los datos y pruebas estadísticas. 

Los datos se analizaron estadísticamente por ANOVA (análisis de varianza) el cual 

nos sirve para comparar varios grupos en una variable cuantitativa, además de que 

si se quiere saber si existe diferencia significativa entre ellos.  

El análisis post hoc, es por el ajuste Bonferroni, esta técnica estadística ajusta el 

nivel de significación en relación al número de pruebas estadísticas realizadas 

simultáneamente sobre un conjunto de datos.   

8.3. Aspectos bioéticos 

El manejo de los animales se llevó a cabo de acuerdo a los lineamientos del Comité 

para el cuidado de los animales de laboratorio cumpliendo los criterios establecidos 

por la Norma Oficial Mexicana “Especificaciones técnicas para la producción, 

cuidado y uso de los animales de laboratorio” NOM-062-ZOO-1999. Además, 

siguiendo las medidas de seguridad bajo la NORMA Oficial Mexicana NOM-087-

ECOL-SSA1-2002, Protección ambiental-Salud ambiental-Residuos peligrosos 

biológico infecciosos-Clasificación y especificación de manejo.  
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9. RESULTADOS 

9.1. Evaluación de síntesis proteica hepática (ALB, PT, globulinas, relación A/G) 

en cada cepa. 

Una de las funciones del hígado es sintetizar la mayoría de las proteínas para el 

organismo, como la albúmina y globulinas. En principio se muestran los resultados 

obtenidos en la cepa Long-Evans. Respecto a la albúmina (Figura 3-A), los 

resultados muestran una ligera elevación a las 6 horas y después una disminución 

con respecto al paso del tiempo hasta las 48 horas, teniendo una media de 3.32 

g/dL en el grupo control, sin embargo, comparando los grupos a las 6, 12, 24 y 48 

horas no son estadísticamente significativos. Otro parámetro evaluado fueron las 

proteínas totales (Figura 2-B), observando al grupo control con una media de 6.86 

g/dL. En los grupos experimentales hay un aumento a las 6 y 12 horas, y 

posteriormente un decremento a las 24 y 48 horas, sin ser estadísticamente 

diferentes respecto al control.  

La Figura 3-C muestra la concentración de globulinas en la cual se observa una 

disminución en el grupo tratado a las 6 y 48 horas, un incremento a las 12 y 24 

horas, sin embargo, no existe diferencia significativa con el grupo control que 

presenta una media de 3.54 g/dL. Finalmente, se realizó la relación A/G, la cual es 

una expresión de la correlación de albúmina a globulinas, para determinar los 

cambios de las proteínas. Los resultados muestran un incremento en los grupos de 

experimentación hasta las 6 horas y posteriormente un decremento manteniéndose 

hasta las 48 horas, sin embargo, no son significativamente diferentes. 
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Figura 4. Seguimiento de la valoración proteica de la cepa Long Evans posterior a la 

administración de LPS vía intraperitoneal. A) Albúmina B) Proteínas totales C) Globulinas D) 

Relación A/G (▲▼) Indica diferencia significativa con un incremento o una disminución con respecto 

al grupo control, el análisis estadístico fue por ANOVA de una vía, post-hoc de Bonferroni p ≤ 0.05. 

Las barras representan la media ± EEM de 5 experimentos independientes. 

Con respecto a la cepa SD se observa que la albúmina (Figura 4-A), tiene 

incremento a las 6, 12, 24 y 48 horas (3.2%, 12.2%, 5.8% y 1.9%; respectivamente), 

siendo significativo sólo en el grupo 12 horas. Las proteínas totales (Figura 4-B), en 

el grupo control tuvieron una media de 7.04 g/dL, y en los grupos experimentales 

mostraron decremento a las 6 horas y un aumento de las 12 - 48 horas, pero sin ser 

significativos estadísticamente.  

La concentración de globulinas (Figura 4-C), muestra un comportamiento y 

significancia estadística similar a las proteínas totales para los grupos problema, sin 
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embargo, el grupo control presentó una media de 3.92 g/dL. En cuanto a la relación 

A/G, el grupo control observó una media de 0.81, mientras que los grupos 

experimentales incrementan a las 6 y 12 horas y un disminuyen de las 24 - 48 horas, 

pero no muestran cambio estadísticamente significativo. 

 

Figura 5. Seguimiento de la valoración proteica de la cepa Sprague-Dawley posterior a la 

administración de LPS vía intraperitoneal. A) Albúmina B) Proteínas totales C) Globulinas D) 

Relación A/G (▲▼) Indica diferencia significativa con un incremento o una disminución con respecto 

al grupo control, el análisis estadístico fue por ANOVA de una vía, post-hoc de Bonferroni p ≤ 0.05. 

Las barras representan la media ± EEM de 5 experimentos independientes. 

En cuanto a la cepa Wistar, la albúmina (Figura 5-A) tiene decremento no 

significativo en los grupos experimentales de 6 a 48 horas.  La determinación de 

proteínas totales (Figura 5-B), muestra una media de 6.88 g/dL en el grupo control, 

mientras que los grupos experimentales muestran un comportamiento bifásico 
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incrementando dicho parámetro de las 6 - 24 horas y un decremento a las 24 y 48 

horas, sin cambios estadísticamente significativos. La concentración de globulinas 

(Figura 5-C) incrementa en los grupos experimentales desde las 6 a las 48 horas, 

sin embargo, este no es estadísticamente significativo respecto del grupo control 

(media de 3.38 g/dL).  

La figura 5-D, muestra la relación A/G, la cual disminuye en los grupos 

experimentales desde las 6 hasta las 48 horas, sin ser estadísticamente diferente 

respecto al control (media de 1.04). 

 

Figura 6. Actividad proteica de la cepa Wistar posterior a la administración de LPS vía 

intraperitoneal. 48 horas de tratamiento. A) Albúmina B) Proteínas totales C) Globulinas D) 

Relación A/G (▲▼) Indica diferencia significativa con un incremento o una disminución con respecto 

al grupo control, el análisis estadístico fue por ANOVA de una vía, post-hoc de Bonferroni p ≤ 0.05. 

Las barras representan la media ± EEM de 5 experimentos independientes. 
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9.2. Valoración de la producción de proteínas clave de la Respuesta de 
Fase Aguda 

El hígado produce proteínas en procesos inflamatorios llamadas proteínas de fase 

aguda (RFA) o reactante de fase aguda. Los niveles plasmáticos de las RFA 

presentan una dinámica en dependencia del tiempo y del estímulo de producción 

hepática. Una de estas proteínas es la IL-6 (Figura 6-A), que en la cepa LE, muestra 

un incremento sérico significativo a las 24 horas (208.5%) y 48 horas (89.2%). La 

α2- macroglobulina es una de las principales proteínas de la RFA predominante en 

la rata, en la Figura 6-B, se muestra un incremento estadísticamente significativo 

desde las 6 hasta las 48 horas observando un pico máximo a las 24 horas, que 

corresponden a 66.6%, 105.4%, 1041.3%, 144.9%, respectivamente. Por otro lado, 

el fibrinógeno (Figura 6-C), observó un comportamiento similar a α2- 

macroglobulina, sin embargo, no fue significativamente diferente respecto al control. 

Particularmente el tejido hepático, promueve como parte de la RFA la síntesis de 

metalotioneínas. En la Figura 6-D, se observa un incremento significativo desde las 

6 horas (87.58%), 12 horas (35.42%), 24 horas (149.03%) hasta las 48 horas 

(127.23%), con dos picos máximos a las 6 y 24 horas. 
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Figura 7. Proteínas de respuesta de fase aguda de la cepa Long Evans posterior a la 

administración de LPS vía intraperitoneal.  A) IL-6 B) α2- macroglobulina C) Fibrinógeno D) 

Metalotioneínas hepáticas (▲▼) Indica diferencia significativa con un incremento o una disminución 

con respecto al grupo control, el análisis estadístico fue por ANOVA de una vía, post-hoc de 

Bonferroni p ≤ 0.05. Las barras representan la media ± EEM de 5 experimentos independientes. 

En lo que concierne a la cepa SD (Figura –A), los niveles plasmáticos de IL-6 tienen 

una disminución estadísticamente significativa de las 6 a las 48 horas, que 

correspondió a 42%, 42.1%, 32.8% y 39.5%, respectivamente.  

En cambio, la α2- macroglobulina incrementó significativamente de las 12 a las 48 

horas en 453.2%, 591.2% y 582.1%, respectivamente. La concentración plasmática 

de fibrinógeno (Figura 7-C), no observó diferencias significativas entre grupos, 

únicamente a las 12 y 48 horas hay una tendencia a la baja. Mientras que la 

concentración de metalotioneína hepática (Figura 7-D), sin ser estadísticamente 
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significativa, muestra un descenso a las 6 horas (12.7%), y un ascenso a las 12 

horas (9.4%), 24 horas (11.1%) y 48 horas (59.3%) comparado con el grupo control. 

 

Figura 8. Proteínas de respuesta de fase aguda de la cepa Sprague-Dawley posterior a la 

administración de LPS vía intraperitoneal. A) IL-6 B) α2- macroglobulina C) Fibrinógeno D) 

Metalotioneínas hepáticas (▲▼) Indica diferencia significativa con un incremento o una disminución 

con respecto al grupo control, el análisis estadístico fue por ANOVA de una vía, post-hoc de 

Bonferroni p ≤ 0.05. Las barras representan la media ± EEM de 5 experimentos independientes. 

En cuanto a la cepa Wistar la IL-6 (Figura 8-A), incrementó significativamente desde 

las 6 hasta las 48 horas en un 34.1%, 45.4%, 35.6% y 28.2%, respectivamente. De 

igual manera se presentaron los niveles de la α2-macroglobulina (Figura 8-B), 

incrementando significativamente en un 130.5%, 402.4%, 609.4% y 650.2% en los 

tiempos de cohorte, respecto al control. En cambio, la concentración plasmática de 

fibrinógeno (Figura 8-C) no muestra diferencias significativas con respecto al 
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control. La concentración de metalotioneína hepática (Figura 8-D), observó 

incremento estadísticamente significativo de las 6 a las 48 horas en 51.4%, 171%, 

258.2% y 200.8% respecto del control. 

 

Figura 9. Proteínas de respuesta de fase aguda de la cepa Wistar posterior a la administración 

de LPS vía intraperitoneal. A) IL-6 B) α2- macroglobulina C) Fibrinógeno D) Metalotioneínas 

hepáticas (▲▼) Indica diferencia significativa con un incremento o una disminución con respecto al 

grupo control, el análisis estadístico fue por ANOVA de una vía, post-hoc de Bonferroni p ≤ 0.05. Las 

barras representan la media ± EEM de 5 experimentos independientes. 

9.3. Evaluación de los cambios en la citometría hemática durante la RFA 

Durante el proceso inflamatorio agudo pueden existir cambios celulares 

particularmente de estirpe leucocitarios y sus diferentes linajes, por lo que en el 

presente trabajo se realizó una evaluación de estos. En la figura 9-A se observa la 

cuenta total leucocitaria para los diferentes grupos de trabajo de la cepa LE. El grupo 
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control presento una media de 7.64x103/ µL, mientras que los grupos 

experimentales presentaron incremento de las 6 hasta las 24 horas y una 

disminución a las 48 horas, sin existir diferencia estadística con respecto al control. 

En cuanto al conteo diferencial en la figura 9-B se muestran los valores absolutos 

de la serie linfoide que observan una tendencia a disminuir de las 6 a las 12 horas 

y un incremento a las 24 horas sin ser diferentes estadísticamente del control. La 

serie monocítica Figura 9-C se observa un aumento en su conteo absoluto a las 6 

horas de 86.8%. En cuanto al absoluto de los polimorfonucleares (Figura 9-D), se 

observa un incremento de las 6 a las 24 horas, que correspondió a 297.9%, 440.1% 

y 108.1%, respectivamente, siendo significativamente diferente del control. 

 

Figura 10. Evaluación leucocitaria de la cepa Long Evans posterior a la administración de LPS 

vía intraperitoneal. A) Leucocitos totales B) Linfocitos C) Monocitos D) Polimorfonucleares (▲▼) 

Indica diferencia significativa con un incremento o una disminución con respecto al grupo control, el 
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análisis estadístico fue por ANOVA de una vía, post-hoc de Bonferroni p ≤ 0.05.Las barras 

representan la media ± EEM de 5 experimentos independientes. La distribución del diferencial 

leucocitario se realizó con los valores absolutos. 

En cuanto a la cepa Sprague-Dawley, el conteo total de leucocitos Figura 10-A 

muestra un comportamiento dual, incrementando de las 6 a las 12 horas, y 

posteriormente disminuyendo de las 24 a las 48 horas, sin diferencia significativa 

con respecto al control. El absoluto de linfocitos (figura 10-B), no presentó 

diferencias respecto del control a lo largo del estudio. Mientras que los monocitos 

(figura 10-C) con una media de 123.8 x 103 células/ µL del grupo control, muestran 

incremento de las 6 a las 12 horas (151.37% y 85.95%) y posteriormente un 

decremento a las 24 horas (82.71%), siendo estadisticamente diferentes del grupo 

control los grupos tratados de las 6 a las 24 horas. En la figura 10-D, el absoluto de 

los polimorfonucleares observa incrementos estadisticamente significativos en los 

grupos tratados de 6 y 12 horas (285.6% y 156.8%, respectivamente) y una 

disminución significativa a las 24 y 48 horas (67.1% y 59.3%). 



35 
 

 

Figura 11. Evaluación leucocitaria de la cepa Spague-Dawley posterior a la administración de 

LPS vía intraperitoneal. A) Leucocitos totales B) Linfocitos C) Monocitos D) Polimorfonucleares 

(▲▼) Indica diferencia significativa con un incremento o una disminución con respecto al grupo 

control, el análisis estadístico fue por ANOVA de una vía, post-hoc de Bonferroni p ≤ 0.05. Las barras 

representan la media ± EEM de 5 experimentos independientes. La distribución del diferencial 

leucocitario se realizó con los valores absolutos. 

Los resultados representados en la figura 11-A, evidencian los leucocitos totales 

correspondientes a la cepa Wistar teniendo un incremento significativo a las 12 

horas (84.8%) y un decremento significativo a las 48 horas del 42.3%. La figura 11-

B muestra el conteo absoluto de linfocitos en donde se observa una disminución 

significativa a las 6 (53.3%), 12 (35.8%) y 48 horas (41.9%). Con respecto al conteo 

de monocitos (figura 11-C), los tiempos 6 y 12 horas incrementan significativamente 

en 447.8% y 322.01%, respectivamente, mientras que el linaje disminuye a las 24 

horas (100%) y recupera a las 48 horas post-tratamiento sin mostrar evidencia 
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significativa en el grupo tratado a las 48 horas. Finalmente, en la figura 11-D se 

muestra el comportamiento de los absolutos correspondientes a los 

polimorfonucleares, observando incrementos a las 6, 12 y 24 horas, 414.5%, 

1033.8% y 73.1% y un decremento a las 48 horas de 44.5%, evidenciando solo 

diferencias significativas en los grupos tratados a las 6 horas y 12 horas.  

 

Figura 12. Evaluación leucocitaria de la cepa Wistar posterior a la administración de LPS vía 

intraperitoneal. A) Leucocitos totales B) Linfocitos C) Monocitos D) Polimorfonucleares (▲▼) Indica 

diferencia significativa con un incremento o una disminución con respecto al grupo control, el análisis 

estadístico fue por ANOVA de una vía, post-hoc de Bonferroni p ≤ 0.05. Las barras representan la 

media ± EEM de 5 experimentos independientes. La distribución del diferencial leucocitario se realizó 

con los valores absolutos. 

Para evaluar el efecto que tiene el proceso inflamatorio agudo sobre la serie roja y 

plaquetas en la cepa Long Evans. La figura 12-A muestra la concentración de 
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hemoglobina (15.26 g/dL, para el grupo control), la cual observó disminución no 

significativa desde las 6 horas, manteniéndose hasta las 48 horas del tratamiento. 

Lo mismo ocurre con el conteo de los eritrocitos (figura 12-B), en donde la tendencia 

es a la baja con el paso del tiempo siendo estadísticamente diferente del control el 

grupo tratado a las 48 horas con un 25.8%. Con respecto al conteo de plaquetas 

(figura 12-C), muestra un comportamiento fluctuante, pero sin diferencia estadística 

respecto del control. 

 

Figura 13.Serie roja y plaquetas de la cepa Long Evans posterior a la administración de LPS 

vía intraperitoneal. A) Hemoglobina B) Eritrocitos C) Plaquetas (▲▼) Indica diferencia significativa 

con un incremento o una disminución con respecto al grupo control, el análisis estadístico fue por 

ANOVA de una vía, post-hoc de Bonferroni p ≤ 0.05. Las barras representan la media ± EEM de 5 

experimentos independientes. 
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En cuanto a la cepa Sprague-Dawley, la concentración de hemoglobina (figura 13-

A) no presentó cambios significativos a lo largo del experimento respecto del control 

(14.43 g/dL). Mientras el conteo de eritrocitos (Figura 13-B), presenta una tendencia 

a disminuir 6.1% a las 6 horas manteniéndose hasta las 12 horas, posteriormente 

13.6% a las 24 horas y siendo significativamente diferente al control el grupo tratado 

a las 48 horas con 18.9%. El conteo de plaquetas (Figura 13-C), también disminuye 

con respecto al grupo control a las 6, 12, 24 y 48 horas (24.7%, 69.6%, 30% y 47%, 

respectivamente), siendo estadísticamente diferentes los grupos a las 12 y 48 horas.  

 

Figura 14. Serie roja y plaquetas de la cepa Sprague-Dawley posterior a la administración de 

LPS vía intraperitoneal. A) Hemoglobina B) Eritrocitos C) Plaquetas (▲▼) Indica diferencia 

significativa con un incremento o una disminución con respecto al grupo control, el análisis 

estadístico fue por ANOVA de una vía, post-hoc de Bonferroni p ≤ 0.05. Las barras representan la 

media ± EEM de 5 experimentos independientes. 
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Con respecto a la cepa Wistar, la figura 14-A muestra la concentración de 

hemoglobina para el control correspondió a 14.04 g/dL, mientras que los grupos 

experimentales observan una tendencia al aumento de las 6 a las 24 horas, y una 

disminución a las 48 horas, sin embargo, no son estadísticamente diferentes. En 

cuanto al conteo de eritrocitos (Figura 14-B) tiene un comportamiento similar en 

donde de las 6 - 24 horas existe un aumento, y posteriormente a las 48 horas un 

decremento respecto del grupo control (media de 6.82 106/µL), sin embargo, no 

existe diferencia significativa. En la figura 14-C se observa al conteo de plaquetas 

donde se ve una tendencia a disminuir en los grupos de experimentación con el 

paso del tiempo a las 6 horas (33.4%), 12 (56.9%), 24 (59.4%) y 48 horas (64.1%) 

siendo estadísticamente diferentes los grupos a las 12, 24 y 48 horas.  

 

Figura 15. Serie roja y plaquetas de la cepa Wistar posterior a la administración de LPS vía 

intraperitoneal. A) Hemoglobina B) Eritrocitos C) Plaquetas (▲▼) Indica diferencia significativa con 
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un incremento o una disminución con respecto al grupo control, el análisis estadístico fue por ANOVA 

de una vía, post-hoc de Bonferroni p ≤ 0.05. Las barras representan la media ± EEM de 5 

experimentos independientes. 
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10. DISCUSIÓN  

En diversos estudios se ha demostrado que un proceso inflamatorio es la respuesta 

biológica del sistema inmune a las señales de peligro para eliminar la causa y 

mantener la homeostasis. En el presente trabajo abordamos el efecto del LPS 

(lipopolisacárido) sobre la dinámica de la inflamación humoral y celular leucocitaria, 

así como la inducción de metalotioneínas hepáticas. En este sentido, la fuente de la 

señal inflamatoria que fue el LPS se ha denominado como un patrón molecular 

asociado a patógenos (PAMP). Esta señal puede inducir una respuesta inflamatoria 

de carácter agudo que afecta a diferentes tejidos, tales como el hígado, corazón, el 

páncreas, los riñones, los pulmones, el cerebro, el tracto gastrointestinal y el sistema 

reproductivo. 21 

En mamíferos se ha reportado que tras la administración de LPS se desencadena 

una serie de cambios, metabólicos e inflamatorios a fin de restaurar la homeostasis 

alterada, en conjunto, este proceso es conocido como respuesta de fase aguda 

(RFA). También se sabe que la aplicación intraperitoneal (i.p.) de LPS es un modelo 

experimental para inducir inflamación hepática y sistémica en roedores. Las 

principales ventajas de la administración i.p son la alta reproducibilidad y la 

estandarización, las dosis aplicadas varían ampliamente y el análisis va entre 2 y 8 

h antes del sacrificio; en el presente trabajo se utilizó 3 cepas de ratas diferentes y 

una dosis de 1mg/kg peso, sacrificando desde las 6 h hasta las 48h después de la 

administración de LPS.22-25  

El LPS es una endotoxina que consiste en un fosfoglicolípido anclado a la 

membrana bacteriana (lípido A) unido covalentemente a un heteropolisácarido 

hidrofílico, que es la que confiere actividad biológica a la molécula, actuando como 

estimuladores extremadamente fuertes de la inmunidad innata en diversas 

especies. Esta endotoxina causa la producción incontrolada de mediadores 

inflamatorios y estrés oxidativo, lo que resulta en daño hepático agudo. 23,26 En 

diferentes estudios se ha demostrado que la lesión hepática inducida por LPS en 

ratones simula el curso del daño y la falla hepática en la endotoxemia séptica y 

ocasionalmente en dependencia de la dosis, shock séptico y muerte.  
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El LPS es un inductor perteneciente a los PAMP reconocido por el receptor 4 tipo 

toll (TLR4) expresado en la superficie de todas las células inmunes innatas y 

también en los hepatocitos. Este inductor señala a través de un complejo ternario 

que involucra TLR4, MD 2 y CD14 y es transportado por la proteína de unión a LPS 

(LBP), posteriormente se activa la vía MyD88 (gen de respuesta primaria de 

diferenciación mieloide 88) en donde recluta y activa una quinasa 4 asociada al 

receptor de IL-1 (IRAK 4) y IRAK 1 (quinasa 1 asociada al receptor de IL-1) 

siguiendo la activación de la cascada de señalización se activa una proteína 

adaptadora TRAF 6 (factor 6 asociado al receptor de TNF) formando un complejo 

con UBC 13 (enzima conjugadora de ubiquitina 13) y UEV1A (enzima conjugadora 

de ubiquitina E2 variante 1A) y activa  la quinasa 1 del factor de crecimiento 

transformante beta-quinasa activada (TAK1). TAK 1 en consecuencia, activa las 

vías río abajo del complejo de quinasas IKK y MAPK (proteína quinasa activada por 

mitógenos). Las quinasas IKKα, IKKβ y IKKγ forman un complejo y fosforilan 

proteínas IkB (inhibidor del potenciador génico de la cadena ligera en células B). 

Esta fosforilación conduce a la degradación de las proteínas IkB y la posterior 

translocación del factor de transcripción de NF-kB, que controla la expresión de 

citocinas proinflamatorias. 27,28 

 

Figura 16. Vía de señalización de TLR4. TLR4 es activado por LPS, mientras que CD14 y MD2 
actúan como proteínas accesorias para la unión de LPS / TLR4. Tras la unión del ligando, TLR4 se 
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dimeriza y recluta moléculas adaptadoras aguas abajo como MyD88 / MAL y TRIF / TRAM para 
montar una respuesta inflamatoria. El MyD88 / MAL activado luego activa los complejos IRAK4, 
TRAF6, TAK1 e IKK, mientras que TRIF / TRAM envía señales a través de RIP1 a TRAF6 / TAK1 e 
IKK. Después de esto, ambas vías convergen en NF-κB. El complejo citoplasmático NF-κB se 
mantiene en estado inactivo por IκB, que a su vez es degradado por los proteasomas, lo que resulta 
en la translocación de NF-κB en el núcleo. Tomada y modificada Yesudhas, Gosu, Anwar, & Choi, 2014 

El mecanismo para la estimulación de la producción hepática de proteínas de fase 

aguda (PFA) es mediante citocinas proinflamatorias. Las citocinas tales como: IL-

1β, IL-6, TNF-α, se unen a un receptor donde activan señales intracelulares a través 

de la fosforilación de tirosina, así como la activación de las tirosin-kinasas 

intracelulares (JAKs), el factor de transcripción citoplasmático latente, el STAT1, el 

STAT3 y el STAT5 (activadores de la transcripción) y las proteínas activadas por 

mitógenos (MAPKs), donde todas las señales promueven la transcripción, 

traducción de las PFA.29 Las funciones de las PFA positivas se consideran 

importantes en la optimización y captura de microorganismo, así como sus 

productos, en la activación del sistema del complemento, en la unión de restos 

celulares como fracciones nucleares, en la neutralización de enzimas, la eliminación 

de hemoglobina y radicales libres, así como en la modulación de la respuesta 

inmune del huésped. Las PFA son sintetizadas por el hígado, se ha reportado que 

la concentración sérica máxima de éstas se alcanza típicamente dentro de las 24 a 

48 horas después del inicio de la inflamación. Según Beutler y Cerami, las PFA son 

estimuladas por la liberación de citocinas (IL-1β, IL-6 y TNF-α) que se generan tanto 

de hepatocitos como de macrófago / monocitos en el sitio de la lesión inflamatoria 

o infección. Estas citocinas proinflamatorias inducen reacciones locales y 

sistémicas.30  

TNF-α, IL-1β e INF-γ son cruciales para la expresión de mediadores inflamatorios 

como las prostaglandinas y los leucotrienos e induce la producción de factor 

activador de plaquetas e IL-6. Después de la estimulación por citocinas 

inflamatorias, las células de Kuffer en el hígado producen IL-6 y la presentan a los 

hepatocitos. Por lo tanto, IL-6 es el mediador principal para la secreción hepática de 

la mayoría de las PFA.31 En el presente trabajo encontramos diferencias 

importantes en el comportamiento de la IL-6, mientras que la cepa LE sólo mostró 

incremento de las 24 – 48 h, la cepa Wistar demostró este comportamiento desde 
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las 6 horas y hasta las 48 horas. Por otro lado, la cepa Sprague-Dawley mostró una 

disminución de la concentración sérica desde las 6 hasta las 48 horas. Estos 

resultados sugieren que cada cepa tiene una inducción particular de la RFA, con 

tiempos y niveles diferentes de inducción, duración y respuesta. 

Adicionalmente, debemos considerar que, la grasa visceral, que es un órgano 

endocrino importante que está involucrado con la inflamación sistémica al secretar 

adipocinas inflamatorias entre ellas IL-6, por lo que el tejido adiposo se ha 

reconocido como un tejido activo en la regulación de la inmunidad y la 

inflamación.32,33  Al asociar esta idea con los resultados obtenidos de IL-6, se podría 

pensar que, la cepa LE al tener mayor cantidad de tejido adiposo se predispone a 

estar en un proceso inflamatorio basal y con esto responde tardíamente a una 

inflamación aguda. En este mismo sentido, La cepa SD se observó que tiene niveles 

basales más altos de IL-6 que las otras cepas, por lo que responde al inductor, 

disminuyendo la síntesis de dicha interleucina o integrándola rápidamente a la 

cascada de señalización. Estudios demuestran que esta cepa es más resistente a 

los trastornos inflamatorios, así como una respuesta más rápida de recuperación en 

comparación con otras cepas.34-36  

La cascada de señalización de esta interleucina esta mediada por dos moléculas: 

el receptor de IL-6 (IL-6R) y una proteína transmembrana de tipo I (gp130). El IL-6R 

no tiene actividad enzimática intrínseca y una vez unido a IL-6 forma un 

heterotrímero con gp130 responsable de la traducción de señales. El IL-6R se 

expresa en pocos tipos celulares principalmente en hepatocitos y leucocitos, como 

lo son: los linfocitos B activadas y T.37 (Eulenfeld et al., 2012, Keller et al., 

2005;Simpson et al., 1997). Mientras que la proteína transductora de señales gp130, 

a diferencia del IL-6R, se expresa de forma ubicua en todas las células.38-40(Rose-

John and Heinrich,1994; Scheller and Rose-John, 2006) 

A medida que los hepatocitos integran dicha señal en conjunto a otras interleucinas 

y citocinas pro-inflamatorias, se establece la RFA, por lo que el hígado responde 

incrementando la concentración de PFA. Dentro de las primeras horas se 

incrementa la concentración plasmática de α2 macroglobulina, protrombina, factor 
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VIII, plasminógeno, dímero D, proteína C reactiva y α1 antitripsina; 12 horas 

después, se elevan la α1 glicoproteína acida, ferritina, haptoglobina, la fracción C4 

del complemento y el fibrinógeno. Todas alcanzan su máxima concentración entre 

2 y 5 días.41 De todas estas proteínas, evaluamos a 2 representativas: la α2 

macroglobulina y el fibrinógeno. La primera observó un incremento de las 6 a las 48 

horas en las cepas LE y Wistar, mientras que en la cepa Sprague-Dawley fue de las 

12 a las 48 horas. Por su parte, el fibrinógeno no mostró cambios significativos en 

los tiempos de estudio. Por lo que podemos pensar que es debido a que en roedores 

ante un proceso inflamatorio agudo por LPS preferentemente induce la síntesis de 

α2-macroglobulina, y el fibrinógeno sólo llega a tener un aumento moderado y puede 

que el consumo exceda su producción. De lo anterior podemos deducir que en las 

3 cepas se generó una RFA inducida por el LPS, y que esta integra a la cascada de 

señalización de la IL-6 con diferente intensidad y respuesta proteica, sin embargo, 

también hace pensar que existen otras citocinas que pueden inducir la RFA con 

anterioridad o a la par de IL-6, al menos en las cepas LE y Sprague-Dawley.  

Cabe destacar que las PFA difieren entre los seres humanos y las ratas; en donde 

la rata ante un proceso inflamatorio exacerba la producción de α-1-glicoproteína 

ácida, α2-macroglobulina, haptoglobina y en menor grado el fibrinógeno. Cabe 

mencionar que dentro de las acciones clave de las PFA, la α2-macroglobulina es un 

inhibidor de proteinasas de amplio espectro y alta afinidad que se encuentra 

abundantemente en el plasma y fluidos intersticiales que puede unirse 

covalentemente con ciertos factores de crecimiento.42 De esta manera esta proteína 

tiene la función de unir péptidos y partículas del huésped o extraños, sirviendo como 

barrera de defensa humoral contra los patógenos en el plasma y los tejidos de los 

vertebrados por lo que es importante para eliminar enzimas liberadas durante la 

lesión. Además de la función de la inhibición de diferentes proteasas inespecíficas, 

también participa en el transporte plasmático de citocinas, factores de crecimiento 

y hormonas. La α2-macroglobulina inhibe la actividad de la prostaglandina E2, lo 

que aumenta la permeabilidad de los vasos sanguíneos y actúa como un 

vasodilatador.43-45  
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Además, existen PFA que no son clásicamente estudiadas dentro del entorno 

clínico, pero que, sin embargo, están fuertemente involucradas en la respuesta 

inflamatoria. La cascada de señalización de IL-6, también desemboca en la 

inducción de MT. Asimismo, la liberación de citocinas inflamatorias o la activación 

del eje hipotálamo pituitario adrenal (HPA) y el eje simpático medulo-adrenal (SMA) 

activados mediante lesión o trauma dan como resultado la liberación de hormonas 

inductoras de MT, como glucocorticoides y catecolaminas. En los resultados 

obtenidos se muestra que tanto la cepa Wistar, como la LE tiene un incremento 

gradual y progresivo durante la inducción con LPS desde las 6 hasta las 48 horas, 

en cambio la cepa SD no tiene cambio significativo en la producción de MT, lo que 

nos hace suponer que parte de esta inducción está dada por IL-6, ya que 

correlacionan con estos resultados. Estudios han sugerido a la IL-6 como posible 

mediador ya que han demostrado que la inducción de MT en hepatocitos cultivados 

por sobrenadante de macrófagos estimulados con LPS correlaciona con la 

inducción causada por esta citocina (Coyle et al., 1995).46 El efecto de la IL-6, es 

dependiente de la presencia de glucocorticoides en el medio que también 

intervienen en la regulación de fase aguda.47,48  

Diferentes estudios han demostrado que después de la administración de LPS o en 

inflamación sistémica resulta en una reducción de la concentración de zinc (Zn2+) 

en plasma (hipozinemia), como un componente fisiológico de la RFA.49-52  (Powanda 

1979, Cousins y Leinart 1988; Rofe 1996, Liuzzi 2005). Esto sugiere que la caída 

de zinc circulante es debido a una mayor absorción de este metal por parte de los 

hepatocitos en el hígado ayudando a una mejor actividad por parte de los 

monocitos/macrófagos a la resolución de la eliminación del agente patógeno 

promoviendo efectos protectores al limitar la activación de NF-kB y promoviendo la 

reducción de especies reactivas de oxígeno (ROS). Para regular la homeostasis de 

este metal es necesaria la presencia de proteínas de unión a zinc que controla la 

distribución celular del mismo de una manera dependiente de redox. Dentro de 

estas proteínas se encuentran las MT promoviendo acciones antiinflamatorias.53,54  
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Ocasionando la redistribución de Zn2+ hacia hígado, acompañada por un incremento 

de MT unidas a zinc, incrementando la expresión de transportadores de zinc (Zip 

14) en la membrana plasmática de hepatocitos inducidos por IL-6.  

Por otro lado, en la RFA se reduce la producción de varias otras proteínas que se 

denominan PFA negativas. Las PFA negativas son la albúmina, transferrina, 

transcortina y proteína de unión a retinol. En general conocidas como globulinas.23,55 

En este sentido, se valoró el comportamiento de la cepa Wistar, Sprague-Dawley y 

Long-Evans inducidas con LPS, primero se realizó la valoración de la síntesis 

proteica hepática, tomando en cuenta que el hígado está implicado en la síntesis de 

proteínas plasmáticas, considerando que algunas de estas tienen una vida media 

larga, y que además el hígado posee una elevada capacidad de reserva funcional, 

por lo que la concentración de proteínas puede mantenerse normal hasta que la 

lesión hepática es grave, lo que ocasiona un descenso paulatino de estas.56  

Para esto se evaluó los cambios en las proteínas totales, donde los resultados 

obtenidos demuestran que no existe ningún cambio significativo entre las tres cepas 

de rata, sin embargo, la cepa SD tiende a aumentar de las 24 y 48 horas. Las 

proteínas totales es una medición aproximada de todas las proteínas plasmáticas 

presentes en el suero, las fracciones proteicas involucradas son la albúmina y las 

globulinas. Clínicamente esta última es determinada por la diferencia de las 

proteínas totales y la albúmina.18  

La concentración de proteína total en plasma se mantiene durante la inflamación 

aguda, en parte por el aumento de la síntesis y secreción por el hígado de globulinas 

plasmáticas, pero no de albúmina. 57La albúmina como se sabe, es la principal 

proteína plasmática sintetizada y secretada por el hígado, tiene una vida media en 

plasma de 20 días aproximadamente, y un descenso significativo ocurre lentamente 

si hay una síntesis reducida, esta proteína contribuye mayormente a la presión 

oncótica, además de ser la principal proteína transportadora. Sin embargo, es 

posible que no haya una alteración grave de la concentración de albúmina sino 

hasta después de un daño severo o por un estímulo inflamatorio grave, lo cual se 

asocia con una mayor tasa catabólica fraccional, donde predomine la síntesis de 
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PFA, lo que conduce a una disminución correspondiente en la síntesis y secreción 

de albúmina, y por consecuencia una disminución de su concentración plasmática.58 

Nuestros resultados arrojan que, tanto la cepa LE y la cepa Wistar tienden a 

disminuir la concentración de albúmina en los tiempos analizados, sin ser 

significativa; mientras que, la cepa SD tiende a aumentar la concentración de 

albúmina, desde las 6 hasta las 12 horas después de la administración de LPS,  esto 

probablemente asociado a, que esta cepa es susceptible de procesos de 

deshidratación aguda. 59  

De igual manera, la concentración de globulinas que fue otro parámetro evaluado 

mostró aumento no significativo en las tres cepas de rata (LE, SD, Wistar) siendo 

más evidente en la cepa SD. Este parámetro se incrementa en dependencia del tipo 

de estímulo, la duración y la gravedad de daño generado en base a las citocinas 

inflamatorias. Por lo que existe una dependencia del incremento de las globulinas y 

una limitante en la producción de albúmina, lo cual clínicamente se expresa como 

la relación albúmina  / globulinas. Esta correlación para determinar los cambios en 

las proteínas, en condiciones clínicamente sanas, es en una tasa mayor de 1. 

Cuando existe una disminución en esta relación, indica un aumento en la producción 

de globulinas. Los procesos inflamatorios agudos se caracterizan por disminución 

de albúmina y elevación de globulinas alfa 1 y alfa 2, por ejemplo α2 macroglobulina, 

haptoglobina, α2 lipoproteína, ceruloplasmina, entre las cuales se encuentran la 

mayoría de los reactantes de fase aguda. Mientras que las globulinas β incluyen 

PFA además del complemento y varias proteínas importantes en la coagulación 

como el fibrinógeno.60,61 Los resultados obtenidos en la relación albúmina/globulinas 

(A/G), no muestran un cambio significativo en ninguna de las cepas en estudio, sin 

embargo, la cepa Wistar tiene una tendencia al decremento desde las 6 horas 

manteniéndose hasta las 48 horas, lo cual, no se observa en la cepa LE y SD. Por 

lo que, los datos sugieren que la cepa Wistar posee, al menos con estos parámetros 

una mayor susceptibilidad al proceso inflamatorio.  

Como se sabe las citocinas pro-inflamatorias son responsables de la activación de 

los precursores de glóbulos blancos en la medula ósea,  e infiltración, diferenciación 
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y maduración de macrófagos en el tejido inflamado. Los eventos microvasculares 

importantes que ocurren durante el proceso inflamatorio incluyen: cambios en la 

permeabilidad vascular, reclutamiento y acumulación de leucocitos y liberación de 

mediadores inflamatorios.21 El papel del sistema sanguíneo en la inmunidad es 

fundamental, ya que es altamente sensible a la señalización inflamatoria causada 

por insultos nocivos y alteraciones ambientales como infecciones y lesiones. Los 

linajes sanguíneos participan en el inicio y la resolución de eventos inflamatorios. 

La respuesta inflamatoria a menudo van acompañada de cambios cuali-

cuantitativos en los leucocitos circulantes, que pueden verse acompañados de 

cambios en la serie roja y plaquetas.62  

Estudios han probado que los roedores presentan diferencias hematológicas 

notables con respecto a los humanos, en donde el recuento porcentual de 

neutrófilos en sangre periférica es más bajos, mientras que el porcentaje de 

linfocitos es mayor. Por lo que su distribución porcentual para linfocitos es del 70% 

al 80%, neutrófilos del 20% al 30%, eosinófilos 0% al 7% y monocitos <2% del 

recuento total de leucocitos. 63,64 Uno de los parámetros valorados en el presente 

trabajo fue el recuento total de leucocitos donde tanto la cepa LE y SD no mostraron 

cambios significativos con el paso del tiempo. Mientras que la cepa Wistar, presento 

leucocitosis a las 12 horas posteriores a la administración de LPS para después 

presentar una leucopenia. Durante la RFA existe un aumento en el total de 

leucocitos, debido a las funciones fagocíticas y microbiocidas primarias, así como 

de la respuesta proliferativa por parte de medula ósea, en la que se genera el 

aumento de la granulopoyesis durante el proceso de inflamación aguda.63   

En este sentido, se sabe que los neutrófilos son la primera línea de defensa celular 

del sistema inmune innato. Durante las infecciones microbianas, están expuestos a 

una variedad de estímulos solubles y particulados que pueden modular de manera 

diferencial la capacidad microbicida de estas células. Esto incluye la activación de 

neutrófilos por PAMP a través de receptores de membrana, incluyendo los TLR y 

citocinas inflamatorias. 65,66 Nuestros resultados muestran un aumento paulatino del 

recuento absoluto de este linaje celular, en las tres cepas de estudio, a partir de las 
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6 horas de la administración de LPS. Estos resultados son probablemente debidos 

a que tanto el receptor de IL-1β, TNF-α y TLR4 activan la vía NF-κB  conllevando a 

la diferenciación mieloide por parte de HSC en medula ósea.62, 67 Ahora bien, esta 

respuesta se ve exacerbada, a causa de la respuesta por parte de los 

monocitos/macrófagos, que son activados potencialmente por LPS, se induce la 

producción de citocinas pro-inflamatorias específicas (TNF-α, IL-12, IL-6 e IL-1β). 

Esta primera respuesta se da en las primeras horas posteriores al inicio de la RFA. 

Asimismo, nuestros resultados muestran que en las 3 cepas tratadas, un mayor 

número de monocitos plasmáticos de las 6 a las 12 horas posteriores a la 

administración de LPS fueron observados, siendo más evidente en la cepa SD y 

Wistar. Así, después de la primera ola de citocinas proinflamatorias, los monocitos 

se reprograman funcionalmente para producir citocinas con propiedades anti-

inflamatorias, como IL-10 y factor de crecimiento transformante β (TGF-β) y con ello 

disminuyendo su demanda en sangre periférica.68, 69 Al existir un aumento en la 

producción mieloide, propicia que la producción linfoide se vea disminuida. Este 

comportamiento se vio reflejado sólo en la cepa Wistar que al tener mayor demanda 

de polimorfonucleares y monocitos de las 6 a las12 horas después del estímulo, los 

linfocitos disminuyeron. En cambio la cepa LE y SD no mostraron cambio 

significativo en el linaje linfoide.  

Estos cambios en la dinámica de linajes son debido a que los neutrófilos son 

reclutados en el sitio inflamado para la fagocitosis de los agentes infecciosos 

liberando una variedad de sustancias antimicrobianas como especies reactivas de 

oxígeno (ROS), péptidos catiónicos, eicosanoides y proteasas como elastasa, 

catepsina G, proteinasa 3 y activador de plasminógeno de tipo uroquinasa, 

aumentando la demanda de los mismos y al mismo tiempo los monocitos se ven 

activados para fagocitar PMN  y fragmentos de degradación tisular, así como 

también amplificar la respuesta inflamatoria. Una vez que ha sido controlada la RFA 

se lleva a cabo una fase de remodelación de tejido activándose las células de la 

respuesta inmune adaptativa, en particular las células T mediadas por quimiocinas 

de esta forma durante las RFA se ve exacerbada la demanda de PMN y monocitos 
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y se ve disminuida la población de linfocitos durante las primeras horas de la 

inflamación.70 

Finalmente, se sabe que, el linaje eritrocitario puede verse afectado durante la 

inflamación aguda o crónica presentándose una anemia normocítica normocrómica, 

debido a los cambios en las respuestas eritropoyéticas, bajo nivel de hierro en suero 

y baja saturación de transferrina. Estos cambios son debidos a que, las citocinas 

inflamatorias liberadas durante una infección aguda pueden alterar el metabolismo 

sistémico del hierro, al inducir un exceso de síntesis de hepcidina, la hormona 

reguladora del hierro. Esta hormona inhibe la exportación de hierro de las células al 

bloquear la actividad de la ferroportina, el exceso de hepcidina, es la causa principal 

de la hipoferremia y la eritropoyesis con restricción de hierro donde el hospedero 

disminuye la biodisponibilidad de hierro evitado un mayor crecimiento de 

microorganismos patógenos.72 Los resultados obtenidos en el presente trabajo, nos 

indican que no se indujo anemia, ya que la concentración de hemoglobina no mostró 

cambios en ninguna de las cepas analizadas. En cuanto al conteo de eritrocitos las 

3 cepas muestran una tendencia a disminuir, sin embargo, solo las cepas LE y SD 

reflejan una disminución a las 48 horas después de la administración de LPS. La 

supresión de eritrocitos puede asociarse a la restricción de hierro, los efectos 

directos de las citocinas en los progenitores eritropoyéticos y la destrucción en el 

parénquima hepatoesplénico, por parte de la activación de macrófagos en 

respuesta a citocinas inflamatorias que hace que los macrófagos fagociten y 

destruyan eritrocitos prematuramente.71  

Además, la participación de las plaquetas durante la RFA es de gran importancia en 

la modulación de trombos y cascada de la coagulación que regula la hemostasia 

vascular de los tejidos inflamados. Una de sus funciones iniciales, es agregarse en 

la zona dañada y adherirse a los leucocitos, coadyuvando en la liberación de 

citocinas y quimiocinas, así como de tromboxano y prostraglandinas determinantes 

en el proceso inflamatorio, que son quimiotácticas para neutrófilos y monocitos. Esto 

ayuda a que los linfocitos, neutrófilos y monocitos se dirijan al sitio de inflamación. 

Por lo que una vez que inicia la RFA se observa una trombocitopenia debido a que 
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las plaquetas interactúan con los leucocitos, ayudando a capturar al patógeno 

estimulando la formación de la captura extracelular de neutrófilos (NET).73,74 En los 

resultados obtenidos en el presente trabajo se vio que la cepa LE no presenta 

cambios, respecto al número de plaquetas circulantes, probablemente esto es 

debido a que sólo un tercio de las plaquetas se encuentran circulando, y otros dos 

tercios se encuentran en el “pool endotelial”, por lo que en esta cepa se compenso 

evitando una trombocitopenia. Sin embargo la cepa SD si presento trombocitopenia 

a partir de las 12 horas, después del estímulo inflamatorio compensando con las 

plaquetas endoteliales a las 24 horas después del estímulo, sin embargo, vuelve a 

disminuir a las 48 horas. En cambio la cepa Wistar, presenta una trombocitopenia 

marcada desde el inicio del proceso inflamatorio hasta las 48 horas.74, 75   
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11. CONCLUSIONES  

Al valorar los cambios leucocitarios en la cepa LE, SD y Wistar al inducir una RFA 

siendo inductor el LPS. Se presentó leucocitosis únicamente en la cepa Wistar. Sin 

embargo, en las 3 cepas hubo incremento en los polimorfonucleares y los monocitos 

y disminución linfoide, en el inicio de la RFA. Además, se presentó eritropenia 

(cepas LE y SD) y trombocitopenia  (cepas SD y Wistar) en los últimos tiempos 

evaluados, lo cual indica que una inflamación aguda se producen cambios 

hematopoyéticos diferenciales para cada cepa de estudio.  

Las PFA, como IL-6 incrementó en cepas LE y Wistar, mientras que la α2 

macroglobulina incrementó en todas las cepas, lo que sugiere que el la RFA 

propiciada por el LPS es dependiente cada la cepa y tiempo de análisis. Mientras 

que el fibrinógeno, la albúmina, globulinas y su relación, al no mostrar cambios, no 

son buenos marcadores inflamación aguda en rata. 

Los niveles de MT hepática mostraron una dependencia directa de la concentración 

de IL-6 en las 3 cepas de estudio, por lo que se le puede considerar como un buen 

marcador de RFA intracelular. 

Se evidenció por primera vez que, para el estudio de la inflamación en murinos, la 

RFA es dependiente de la cepa de estudio, y que la dinámica humoral y celular 

(leucocitaria) se expresa diferencialmente en estas, en donde la cepa Wistar es más 

susceptible ante la administración del LPS. 
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12. RECURSOS  

12.1. Recursos humanos  

pQ.F.B. Steffany Cortezano Esteban 

D.C. Eduardo Miguel Brambila Colombres 

D.C. Samuel Treviño Mora 

12.2. Recursos materiales  

Guantes, cubrebocas, balanza, jeringas de 1ml, y agujas de insulina, jaulas de 

policarbonato con serrín, bebederos, tubos eppendorf, gradilla. 

Reactivos de fibrinógeno, albúmina, kit comercial de ELISA para α-2-macroglobulina 

e IL-6  

Micropipetas de 25,50,100,10 y 1000µL 

Baño María KIT LAB modelo:BK49D 

Espectrofotómetro (AUTOKEM II) 

Centrifuga Kitlab Modelo: CK-18 

12.3. Recursos financieros  

Los recursos financieros serán aportados por el tesista y los directores de tesis. 
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ANEXOS 

Anexo N° 1 

Determinación de la concentración de IL-6 

Método: Inmunoensayo enzimático (ELISA) 

Longitud de onda: 450nm 

Pocillos de microtitulación 

Reactivos:  

Pocillos de microtitulación recubiertos con anticuerpo de rata IL-6 

Tampón cero 

Reactivo de anticuerpo biotinilado 

Reactivo de estreptavidina HRP concentrado 

Tampón de dilución de estreptavidina HRP  

Sustrato TMB 

Solución de paro (H2SO4) 

Preparación de Reactivo de Trabajo (RT) mezclar 2.5 µl de estreptavidina HRP 

concentrado con 1ml de tampón de dilución de estreptavidina HRP por cada 8 

pocillos.  

Procedimiento:  

1. Dispensar 100µl de muestra en los pocillos. 

2. Mezclar durante 10 segundos. Sin generar burbujas.  

3. Incubar a temperatura ambiente (18-22°C) durante 2 horas. 

4. Después de la incubación sacudir enérgicamente el contenido de los pocillos. 

5. Lavar los pocillos 5 veces con solución buffer de lavado. 

6. Realizar un golpe de los pocillos contra el papel absorbente para eliminar las 

gotas residuales. 
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7. Adicionar 100µl de anticuerpo biotinilado a cada pocillo. Mezclar suavemente 

durante 10 segundos e incubar a temperatura ambiente (18°-22°C) durante 

1hora. 

8. Lavar los pocillos 5 veces con solución buffer de lavado. 

9. Realizar un golpe de los pocillos contra el papel absorbente para eliminar las 

gotas residuales. 

10. Dispensar 100µl de RT a cada pocillo. Mezclar suavemente durante 10 

segundos. Incubar 30 minutos a temperatura ambiente. 

11. Lavar los pocillos 5 veces con solución buffer de lavado. 

12. Realizar un golpe de los pocillos contra el papel absorbente para eliminar las 

gotas residuales. 

13.  Agregar 100 µl de sustrato de TMB en cada pocillo y mezclar suavemente 

por 5 segundos. 

14. Incubar a temperatura ambiente por 30 min en la obscuridad. 

15. Detener la reacción añadiendo 50 µl de solución stop (H2SO4) a cada pocillo. 

16. Mezcle suavemente durante 30 segundos para asegurar que el color azul 

cambie completamente a amarillo.  

17. Leer la absorbancia dentro de los 15 minutos de detener la reacción.  

Cálculos 

Leer la absorbancia que da el equipo y con la curva de calibración extrapolar. 

CONCENTRACIÓN ABSORBANCIA 

0 0.08 

62.5 0.152 

125 0.217 

250 0.285 

500 0.414 

1000 0.712 

2000 1.305 

4000 2.386 

La curva de calibración se realizó con los controles que trae el reactivo.  
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Anexo N°2 

Determinación de la concentración de α2-macroglobulina 

Método: Inmunoensayo enzimático (ELISA) 

Longitud de onda: 450nm 

Pocillos de microtitulación 

Reactivos:  

Pocillos de microtitulacion recubiertos con anticuerpo rata α2-macroglobulina 

Tampón cero 

Diluyente 1X 

Reactivo de enzima anticuerpo conjugado 

Sustrato TMB 

Solución de paro (HCl) 

Preparación de Reactivo de Trabajo (RT) mezclar 10 µl de enzima anticuerpo 

conjugado con 990 µl de diluyente 1X por cada 8 pocillos. 

Procedimiento:  

1. Dispensar 100µl de muestra en los pocillos. 

2. Mezclar durante 10 segundos. Sin generar burbujas.  

3. Incubar a temperatura ambiente (18-22°C) durante 1 hora. 

4. Después de la incubación sacudir enérgicamente el contenido de los pocillos. 

5. Lavar los pocillos 4 veces con solución buffer de lavado. 

6. Realizar un golpe de los pocillos contra el papel absorbente para eliminar las 

gotas residuales. 

7. Adicionar 100µl de RT a cada pocillo. Mezclar suavemente durante 10 

segundos e incubar a temperatura ambiente (18°-22°C) durante 10 minutos. 

8. Lavar los pocillos 4 veces con solución buffer de lavado. 
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9. Realizar un golpe de los pocillos contra el papel absorbente para eliminar las 

gotas residuales. 

10. Agregar 100 µl de sustrato de TMB en cada pocillo y mezclar suavemente 

por 5 segundos. 

11. Incubar a temperatura ambiente por 10 minutos en la obscuridad. 

12. Detener la reacción añadiendo 100 µl de solución stop (HCl) a cada pocillo. 

13. Mezcle suavemente durante 30 segundos para asegurar que le color azul 

cambie completamente a amarillo.  

14. Leer la absorbancia dentro de los 15 minutos de detener la reacción.  

Cálculos 

Leer la absorbancia que da el equipo y con la curva de calibración extrapolar. 

CONCENTRACION  ABSORBANCIA  

6.25 0.287 

12.5 0.482 

25 0.39 

50 0.762 

100 1.146 

200 1.63 

400 2.847 

La curva de calibración se realizó con los controles que trae el reactivo.  

  

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

3.5

0 50 100 150 200 250 300 350 400

A
b

so
rb

an
ci

a

Concentración (ng/mL)

Curva de calibración de α2-macroglobulina



69 
 

Anexo N°3 

Determinación de la concentración de albúmina sérica 

Método: colorimétrico (Verde de bromocresol) 

Longitud de onda: 630 (600-650) nm 

Cubeta: 1cm pasó de luz  

Temperatura: 37°C/ 15-25°C 

Rango de medida: desde el límite de detección de 0.0349g/dL hasta el límite de 

linealidad de 6 g/dL. Si la concentración es superior al límite de linealidad, diluir la 

muestra 1:2 con NaCl 9g/L y multiplicar el resultado final por 2.  

Reactivo:  

R Verde de bromocresol pH 4.2 (50 mmol/L) 

Calibrador albúmina Patron primario acuoso de Albumina 5 g/dL. 

Procedimiento:  

1. Ajustar el espectrofotómetro a cero frente a agua destilada. 

2. Pipetear en un tubo de ensaye:  

 Blanco Patrón Muestra 

R (mL) 1 1 1 

Patrón (µl) - 5 - 

Muestra (µl) - - 5 

 

3. Mezclar e incubar 5 minutos a 37°C o 10 minutos a temperatura ambiente. 

4. Verter en una cubeta. 

5. Leer la absorbancia (A) del Patrón y la muestra, frente al Blanco de reactivo. 

El color es estable 1 hora a temperatura ambiente 

Cálculos:  
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(A) Muestra – (A) Blanco 

(A) Patrón – (A) Blanco 

La concentración de albúmina en la muestra se calcula a partir de la siguiente 

formula:   

                                                                                   

                                                                                   X 5 (Conc. Patrón) = g/dL de 

albúmina 

 

Factor de conversión: g/dL x 144.9 = µmol/L  
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Anexo N°4 

Determinación de fibrinógeno 

Método: turbidez (Clauss)  

Longitud de onda: 450 nm  

Temperatura: 37°C  

Reactivos:  

R 1 Trombina bovina ≈ 100 u NIH/Ml 

R 2 Tampón Imidazol, azida sódica  

R 3 Solución Caolín Opcional  

Calibradores ref: 1709101 control normal ref: 1709104 control pathologic ref: 

1709106 

Preparación R 1: reconstituir en 2.0 mL de agua destilada. Tapar y mezclar 

suavemente hasta disolver su contenido. 

Procedimiento:  

1. Realizar una dilución 1:10 con buffer salino de imidazol (IBS): 25 µl muestra 

+ 225 µl de buffer. 

2. Encender el equipo y esperar a que alcance la temperatura optima (37°C)  

3. Después de que la  luz indicadora de temperatura este encendida, colocar 

100 µl de la dilución en una copa. 

4. Añadir 10 µl de reactivo de solución caolín en la copa con la muestra e 

incubar por 1 minuto. 

5. Seleccionar test (FiB) y posteriormente la tecla “Optic” para activar. 

6. Después de incubar pasar la copa en la posición de lectura. 

7. Agregar 50 µl de tromboplastina 100 NIH U/mL presionando nuevamente la 

tecla “Optic”. 

8. Leer el resultado que se muestra en la pantalla. 
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Anexo N°5 

Técnica del homogenado del tejido hepático 

Se tomó una porción del hígado, se pesó 200mg del tejido y se colocó en un 

eppendorf manteniendo todo a 4 °C ya que hay enzimas y proteínas termolábiles, 

después se agregó 300 µl de buffer (PBS pH 8) para evitar daño osmótico y se 

homogenizó con un taladro especial para llevar a cabo mecánicamente la ruptura 

de las células.  

Posterior a la homogenización mecánica, se centrifugó el líquido de consistencia 

espesa a 12000 rpm por 10min para obtener el sobrenadante. 

  

 

 

  



73 
 

Anexo N°6 

Determinación de la AAS de Cd 

Método: Saturación con 109Cadmio  

Procedimiento:  

La determinación de la concentración de MT hepática se realizó de acuerdo al 

método de saturación con 109Cd/hemoglobina de Onosaka y Cherian (1978) como 

una modificación por Eaton y Toal, 1982. Se homogenizó en frio 1 g de tejido 

hepático con amortiguador Tris-HCl 10mmol/L, pH 7.4, posteriormente se centrifugo 

a 18,000 x g por 20 minutos. A 100µL de sobrenadante se le adicionó 100µL de 

solución de 109Cd, posteriormente se incubó durante 10 minutos. Luego se 

adicionaron 500µL de una solución de hemolizado. Estos tubos fueron calentados 

en un baño de agua hierviendo por 2 minutos y posteriormente fueron enfriados en 

un baño de hielo por 5 minutos y finalmente fueron centrifugados a 18,000 c g por 

5 minutos. Se adicionó el hemolizado a la muestra y se calentó nuevamente el agua 

hirviendo, este paso se repitió por una vez más y luego se determinó Cd en el 

sobrenadante final por AAS (espectroscopia de absorción atomica) de llama. La 

cantidad de 109Cd fijado por la MT presente en el sobrenadante se midió mediante 

un detector de centelleo gamma (Perkin Elmer Wisard 1470 Automatic Gamma 

Counter). 

 


